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RESUMEN

Durante la degradacion de la lignina por Pleurotus eryngii la enzima
extracelular aril-alcohol oxidasa (AAOQO) genera el H,O, que actia como
sustrato oxidante de las peroxidasas ligninoliticas y para la formacion del
radical hidroxilo. El poder reductor para la activacion del O, a H,0O,
proviene de la oxidacién de alcoholes aromaticos a los correspondientes
aldehidos, siendo el alcohol p-metoxibencilico el sustrato natural de la
AAO de P. eryngii. Esta oxidasa es una flavoenzima que contiene como
cofactor una molécula de FAD unida de forma no covalente. Durante el
presente trabajo se han estudiado en profundidad el mecanismo catalitico y
las relaciones estructura-funcion de la AAO. Todo ello ha sido posible
gracias a la disponibilidad de la estructura cristalografica de esta oxidasa y
de un protocolo de expresion heterologa en Escherichia coli y activacion in
vitro de la enzima.

El mecanismo catalitico de la AAO se estudi6 empleando sustratos
o—deuterados y agua deuterada como solvente de la reaccion. Durante la
semi-reaccion de reduccion tiene lugar un proceso concertado (es decir, sin
formacion un intermediario estable) de transferencia de hidruro, desde el
carbono-a del alcohol al N5 de la flavina, y de proton, desde el hidroxilo
del alcohol a la base catalitica. Este mecanismo es diferente del mecanismo
secuencial (no-concertado) observado en otras oxidorreductasas de la
superfamilia GMC. Empleando las formas a-monodeuteradas del alcohol
p-metoxibencilico se encontrd que la transferencia de hidruro es un proceso
estereoselectivo, que viene determinado por la posicion del sustrato en el
centro activo de la AAO.

Debido a que se habia observado previamente que la AAO es también
capaz de oxidar algunos aldehidos aromaticos, se estudidé en detalle la
oxidacion de estos compuestos combinando diferentes técnicas
experimentales. Se observo que la enzima Unicamente es capaz de oxidar
aldehidos aromaticos en su forma gem-diol. Esta caracteristica explicod por
qué la presencia de sustituyentes electrofilicos en el anillo aroméatico (que
promueven la hidratacion del carbonilo) favorecia la oxidacidn, y asi
mismo, explicd la diferente especificidad de la AAO por ambos tipos de
sustratos (alcohol vs aldehido). Ademas, se postuld que el mecanismo de
oxidacion de la forma gem-diol de los aldehidos es similar al mecanismo de
oxidaciodn de los alcoholes, donde participa una base catalitica, activando el
sustrato a través de la abstraccion del proton de uno de los grupos hidroxilo
de la forma gem-diol.

Posteriormente, se  combinaron técnicas  experimentales y
computacionales para investigar diferentes aspectos del mecanismo y las
relaciones estructura-funcion en la AAO. En primer lugar se estudid la
migracion del alcohol al centro activo, escasamente accesible desde el



solvente, identificando los residuos que actiian como puerta de entrada del
canal hidrofébico de la enzima y aquellos que participan en el proceso de
migracion (Tyr92/Phe397/Phe501). Una vez en el centro activo, el sustrato
adoptd una posicidn catalitica coincidente con la identificada
experimentalmente usando isdmeros o-monodeuterados del alcohol, es
decir, con el hidrégeno que se transfiere (pro-R) proximo al N5 de la
flavina. A través de los estudios de mutagénesis dirigida, estado de
protonacion y perfiles energéticos teoricos, se concluyd que la His502
actlia como la base catalitica responsable de la abstraccion del proton del
grupo hidroxilo del alcohol (facilitando la posterior transferencia de hidruro
a la flavina) mientras que la His546 facilita el correcto posicionamiento del
sustrato en el centro activo. Los perfiles energéticos de la reaccidon
obtenidos mediante simulaciones de mecdnica qudntica/mecanica
molecular (QM/MM) mostraron que, a pesar de que la transferencia de
protébn e hidruro son procesos altamente acoplados (concertados), la
abstraccion del proton por la His502 es previa a la transferencia de hidruro
(mecanismo concertado no-sincronico). También, se estudid la segunda
semi-reaccion del ciclo catalitico de la AAO. La migracion del O, mostro
que esta molécula accede al centro activo a través del mismo canal
hidrofébico empleado por los alcoholes, pero en este caso sin que se
requieran reajustes significativos de las cadenas laterales de los residuos
del canal. Durante esta semi-reaccion el oxigeno es primero reducido a
anion superoxido mediante la transferencia de un electron desde la flavina
reducida. Durante esta etapa, la HisS02H" actiia como acido, facilitando la
formacion y posterior estabilizacion del anion superoxido, mientras que el
residuo Phe501 facilita el correcto posicionamiento del O, junto al locus
C4a-N5 de la flavina. Esta semi-reaccion incluye la transferencia de un
segundo electron desde la forma semiquinona de la flavina y dos protones
desde el N5H y la His502 al anion superoxido dando lugar al H,O, (aunque
solo la primera transferencia es parcialmente limitante en la reoxidacion).
Finalmente se encontré que la estereoselectividad de la AAO en la
transferencia de hidruro desde la posicion pro-R en el carbono-o del
alcohol (mostrada utilizando los enantiomeros (R) y (S) del alcohol p-
metoxibencilico a-deuterado) se mantiene durante la oxidacion de
alcoholes secundarios por la enzima nativa, y especialmente por la variante
F501A con el centro activo ampliado. Este resultado (confirmado mediante
cromatografia quiral) revela el interés biotecnolégico de esta oxidasa no
solo por su contribucién en la degradacion de la lignina y la sintesis de
aromatizantes, sino también por su mecanismo de oxidacion.
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Introduccion

1. Flavoenzimas
1.1 Caracteristicas generales y clasificacion

Las flavoenzimas estan implicadas en una variedad de procesos redox,
tales como deshidrogenacion de diferentes compuestos, procesos de
transferencia de uno o dos electrones, emision de luz, y reduccion del
oxigeno en reacciones de oxidacion o hidroxilacion. El cofactor puede estar
en forma de mononucle6tido de flavina (FMN) o bien como dinucleétido
de flavina y adenina (FAD) (Figura 1). En ambos casos, la parte reactiva
del cofactor corresponde al anillo de 7,8-dimetilisolaxacina (flavina). Los
lados re y si de la flavina son dos términos utilizados para referirse a cada
una de las dos caras del anillo. El lado-re es aquel en el que el anillo de
benceno queda a la izquierda de la molécula de forma que el N(10) queda
en la parte inferior (Figura 2).

N X

3

HN 4a\|il NS

Riboflavina

Flavina

@)

Figura 1. Estructura quimica del cofactor de flavina.
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Figura 2. Lados re y si del anillo de isoaloxazina.

Las propiedades quimicas del cofactor dependen exclusivamente de la
7,8-dimetilisoaloxazina, mientras que el resto de la molécula actia
normalmente como anclaje a la proteina (Ghisla y Massey, 1989). Este
anillo de isoaloxazina puede encontrarse en tres estados de 6xido-reduccion
— totalmente oxidado (quinona), semiquinona y totalmente reducido
(hidroquinona) — cada uno de los cuales puede encontrarse a su vez en tres
estados de ionizacion. Aunque las apoenzimas unen preferentemente
ciertos estados de 6xido-reduccion y de ionizacion, los equilibrios que se
pueden encontrar en el intervalo de pH fisiolégico son los mostrados en la
Figura 3A.

El proceso de oOxido-reduccion de la flavina tiene lugar de forma
reversible, bien a través de la transferencia conjunta de dos electrones o
bien por dos transferencias sucesivas de un solo electron, mediante una
serie de cambios quimicos que afectan a los atomos N1, C4a y N5 del
anillo de isoaloxazina (Ghisla y Massey, 1989). Si bien los estados
completamente oxidado y completamente reducido son generalmente
intermediarios cataliticos obligados, la forma semiquinona (que se puede
encontrar durante la fotorreduccion en presencia de EDTA) es raramente
detectable durante el ciclo catalitico de la mayoria de las flavooxidasas. El
descenso de absorbancia de la banda-I de la flavina (450-470 nm) durante
la reduccion del cofactor, asi como las diferencias en el espectro de
absorcion de los diferentes estados redox o de ionizacion de la flavina
(Figura 3B) son una propiedad esencial para la caracterizacion de las
flavoproteinas.

El potencial de la reduccion de dos electrones de la flavina libre es de -
200 mV, sin embargo, este valor puede variar significativamente entre
distintas flavoenzimas, en un rango de -400 mV a +60 mV. En general, la
proximidad de cargas positivas incrementa el potencial redox, mientras que
las cargas negativas o un entorno hidrofoébico producen un efecto opuesto
(Fraaije y Mattevi, 2000).
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Figura 3. Estados redox y de ionizacion del cofactor de flavina. (A)
Estructuras de la flavina en funcién de su estado redox o de ionizacion.
Adaptado de Mayhew (1999). (B) Espectros de absorcion los diferentes estados
redox/ionizacion del cofactor. Adaptado de Massey (2000).
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Las reacciones catalizadas por flavoenzimas implican siempre una
primera semi-reaccidon de reduccion donde un sustrato o donador de
electrones produce la reduccion del cofactor, y una segunda semi-reaccion
de oxidacion, donde un segundo sustrato o aceptor de electrones reoxida la
flavina (Figura 4). En la mayoria de los casos, ambas semi-reacciones
pueden estudiarse por separado, una caracteristica que ha permitido el
estudio detallado del ciclo catalitico de distintas flavoenzimas (Ghisla y
Massey, 1989; Fraaije y Mattevi, 2000). Tal y como se muestra en la
Figura 4, la reoxidacion de la enzima puede ocurrir cuando el primer
producto de la reaccion se encuentra atin unido al centro activo (mecanismo
cinético con formacidén de un complejo ternario) o bien tras su liberacion
(mecanismo cinético ping-pong). El primer mecanismo es caracteristico de
la colina oxidasa (EC. 1.1.3.17) (Gadda, 2003) mientras que el segundo es
tipico de la glucosa oxidasa (EC. 1.1.3.4 ) (Gibson et al., 1964). El
mecanismo cinético de ambas se ha caracterizado combinando estudios
cinéticos de estado estacionario (permite obtener las constantes cinéticas
macroscopicas) y estado transitorio (permite estudiar las semi-reacciones
por separado y establecer las constantes microscopicas de cada semi-
reaccion).

H,0, - P
0, Ke Ky (] Ky
v
| E-FAD., | | E-FAD,, ~S | | E-FAD,, ~P |
A
" Ky | [k " H,0,

P v

| E-FAD,;~P | 0,

Figura 4. Esquema general del mecanismo cinético en flavooxidasas. Se
muestran las constantes microscOpicas asociadas a las semi-reacciones de
reduccion (centro) y oxidacién para un mecanismo cinético ping-pong
(izquierda) o ternario (derecha). Flavoenzima oxidada (E-FAD,) flavoenzima
reducida (E-FAD,.) sustrato (S) y producto (P). Adaptado de Fraaije y van
Berkel (1997).

Tradicionalmente las flavoenzimas se han clasificado en funcion de las
reacciones que catalizan, su reactividad frente al oxigeno, la existencia de
formas intermedias de reduccion de la flavina y la forma en que se
transfieren los electrones (Massey y Hemmerich, 1980):
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Clase 1: Transhidrogenasas

Catalizan la transferencia de dos electrones entre diferentes atomos de
sustratos organicos, concretamente entre: carbono-carbono (por ejemplo,
piridina transhidrogenasa, EC 1.6.1.2), carbono-azufre (por ejemplo,
glutation reductasa 1.8.1-), carbono-nitrégeno y nitrégeno-nitrégeno.

Clase 2: Deshidrogenasas/oxidasas

Las enzimas de esta clase combinan la deshidrogenacion de un sustrato
con la reduccion del oxigeno molecular para generar peroxido de
hidrogeno, transfiriendo dos electrones durante la reaccion. También se
conocen como oxidasas clasicas, entre las que se encuentran la glucosa

oxidasa, la D-aminoacido oxidasa (EC 1.4.3.3) o la colesterol oxidasa (EC
1.1.3.6).

Clase 3: Deshidrogenasas/monooxigenasas

A diferencia de la clase anterior, tras la reduccion de la enzima por
NAD(P)H, se forma un intermediario estable de tipo hidroperdxido en el
C4a de la flavina. Posteriormente, uno de los atomos de oxigeno se
incorpora al sustrato orgéanico y el otro se reduce para dar H,O. Un tipico
ejemplo de este clase es la p-hidroxibenzoato hidroxilasa (EC 1.14.13.2).

Clase 4: Deshidrogenasas/electron-transferasas

Las enzimas de esta clase llevan a cabo la deshidrogenacion y
transferencia de dos electrones al cofactor, para posteriormente transferir
ambos electrones de forma secuencial (originando intermediarios de tipo
semiquinona) a aceptores de un solo electron como citocromos o proteinas
hierro-azufre. Son caracteristicas de esta clase las enzimas que participan

en cadenas de transporte de electrones, como por ejemplo la succinato
deshidrogenasa (1.3.5.1).

Clase 5: Reductasas/electron-transferasas

Las proteinas de esta clase pueden recibir los electrones de uno en uno vy,
una vez reducidas, transferir simultineamente ambos electrones al aceptor,
o bien, aceptar ambos electrones simultdneamente para transferirlos
posteriormente de uno en uno. El mejor ejemplo de esta clase es la
ferrodoxina-NADP" reductasa (EC 1.18.1.2).

Clase 6: Electron-transferasas puras

En las proteinas de esta clase la flavina se reduce u oxida mediante la
transferencia de wun solo electron, dando lugar al intermediario
semiquinona. Los mejores ejemplos de esta clase son las flavodoxinas o la
DNA fotoliasa (EC 4.1.99.3) que participa en la reparacion de los dimeros
de pirimidina del DNA.
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1.2 Mecanismos de deshidrogenacion

Las flavoenzimas son responsables de la deshidrogenacién de una gran
variedad de compuestos, entre los que se encuentran: ditioles, nucleotidos
de nicotinamida, alcoholes, o-hidroxidcidos, aminas y a-aminoacidos
(Massey y Hemmerich, 1980). El mecanismo de oxidacion conlleva la
ruptura de un enlace C-H (de ahi el nombre de deshidrogenaciones), la
transferencia de dos electrones del sustrato a la flavina y la formacion de un
doble enlace en el producto oxidado. Se ha observado, generalmente, que el
enlace C-H susceptible de ser atacado se orienta hacia a los atomos N5-C4a
de la flavina, asi como la existencia de un grupo activante adyacente que
facilita la reaccion (Fraaije y Mattevi, 2000).

Se han propuesto distintos mecanismos para explicar la reaccion de
deshidrogenacion (Ghisla y Massey, 1989; Fraaije y Mattevi, 2000)
(Figura 5):

- Transferencia de hidruro: La reaccion implica la transferencia
simultdnea de dos electrones y un protdn (anidon hidruro) desde el grupo

C-H al N5 de la flavina. Este mecanismo ha sido estudiado en la colina
oxidasa (1.1.3.17) (Gadda, 2008).

- Mecanismo radicalario: La ruptura del enlace C—H tiene lugar
mediante la liberacion de un atomo de hidrégeno (un protén y un electron),
lo que da lugar a la formacién del radical del sustrato y el radical
semiquinona de la flavina. Posteriormente se forma la flavina reducida y el
producto de oxidaciodn, a través de la transferencia de un segundo electron.
Se ha postulado este mecanismo para la monoamino oxidasa (EC 1.4.3.4)
(Silverman et al., 1980).

- Mecanismo carbanionico: Requiere la existencia de una base catalitica
responsable de abstraer un proton del grupo C—H del sustrato, originandose
una forma carbanionica del sustrato. Este carbanion transfiere dos
electrones directamente a la flavina o, alternativamente, a través de la
formacion de un aducto. Este mecanismo lo presentan enzimas que

catalizan la dehidrogenacion de a-hidroxidcidos como por ejemplo la
glicolato oxidasa (EC 1.1.3.15) (Massey, 2000).

Para muchas de las flavoenzimas se ha propuesto el mecanismo de
transferencia de hidruro, sin embargo no existe un mecanismo consenso
para algunas de ellas, como por ejemplo para el flavocitocromo b2 o la D-
aminoacido oxidasa (Ghisla y Massey, 1989; Lederer et al., 1996).
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Figura 5. Posibles mecanismos de las reacciones de deshidrogenacion
catalizadas por flavoenzimas. Se incluye transferencia de hidruro (1),
mecanismo radicalario (2 y 3), y mecanismo carbanionico (4 y 5). La
molécula del sustrato incluye un carbono (C) como centro de ataque
oxidativo, un grupo activante (XH) y dos sustituyentes genéricos (R; y R»).
Adaptado de Fraiije y Mattevi (2000).

1.3 Mecanismos de reoxidacion

El oxigeno molecular reacciona con la forma hidroquinona de la flavina
(tras su reduccion de dos electrones). Esta reaccion estd restringida por la
diferencia en el spin de ambas moléculas, ya que el oxigeno se encuentra
en estado triplete mientras que la flavina reducida se encuentra en forma
singlete, y por tanto no es posible la reoxidacion directa de la flavina
mediante la transferencia de dos electrones al oxigeno. Como
consecuencia, la reoxidacion tiene lugar mediante dos transferencias de un
solo electron a través de diferentes mecanismos (Massey, 1994; Mattevi,
2006). Los mas representativos se ilustran en la Figura 6. La transferencia
del primer electron desde la flavina reducida al oxigeno da lugar a la
formacion del radical superoxido y del radical semiquinona de la flavina
(forma semi-reducida anidnica de un solo electréon). A continuacion, la
reaccion puede seguir diferentes vias: (1) la liberacion del radical
superoxido; (i1) la transferencia directa de un segundo electron (y dos
hidrogenos) dando lugar al peroxido de hidrégeno y la flavina oxidada; (iii)
la formacion de un aducto covalente entre el superoxido y la flavina (C4a-
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hidroper6xido). Posteriormente el aducto hidroperoxido de flavina puede
disociarse para formar peroxido de hidrogeno o bien transferir un atomo de
oxigeno a otro sustrato (y liberar una molécula de agua) como en el caso de
las enzimas de la clase deshidrogenasa/monooxigenasa.

El primer paso de la reaccion de oxidacion, la formacion de los radicales
semiquinona/superoxido, es el paso limitante. Se ha observado que la
presencia de cargas positivas y la polarizacion del centro activo
contribuyen a la formacidén y estabilizacion del par de radicales (Su y
Klinman, 1999; Roth y Klinman, 2003; Roth et al., 2004). Existen varios
ejemplos de enzimas cuyas cargas positivas en el centro activo estidn
contribuyendo a incrementar la reactividad frente al oxigeno: (i) la
protonacion de la His516 de la glucosa oxidasa (Roth y Klinman, 2003);
(11) la unidén del producto cargado en el centro activo de la colina oxidasa
(Finnegan et al., 2010); o (iii) la presencia de un residuo de lisina en la
sarcosina oxidasa (Zhao et al., 2008).

/ 3
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Figura 6. Diferentes vias de reoxidacion de la flavina. La reaccion comienza
con la transferencia de un electron dando lugar al par de radicales
semiquinona y superoxido (1). La reaccion puede continuar con una segunda
transferencia de un electron (2) o mediante la formacion de un aducto
hidroperdxido con la flavina (3) que posteriormente se rompe dando lugar al

H,0, y a la flavina oxidada (4) o bien dar lugar a la hidroxilacion/oxigenacion
de 1n anctrato coman en lac monnnxioenacac (5) Adantadn de Mattevi (200A)

Las formas intermedias de la flavina de esta reaccion (semiquinona y
C4a-hidroperoxido) han sido recientemente descritas en diferentes
oxidasas. El radical semiquinona ha sido detectado en la glicolato oxidasa
(Pennati y Gadda 2011) gracias a la baja reactividad de esta oxidasa frente
al oxigeno. El C4a-hidroperéxido de flavina tipico de las
monoooxigenasas, ha sido descrito recientemente en la piranosa oxidasa, la
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unica oxidasa descrita hasta el momento capaz de estabilizar esta forma de
la flavina (Sucharitakul et al., 2008), aunque también ha sido detectado en
la estructura cristalografica de la colina oxidasa como resultado de la
exposicion a los rayos-X (Orville et al., 2009).

2. La enzima aril-alcohol oxidasa (AAO) de Pleurotus eryngii

La actividad AAO productora de peroxido de P. eryngii fue detectada por
primera vez en 1988 (Guillén et al., 1988). Durante los primeros estudios
se purifico la AAO producida por el hongo a partir de cultivo liquido
(Guillén et al., 1992a) y se detectdé en fermentacion en estado solido
empleando sustratos lignoceluldsicos (Barrasa et al., 1998; Camarero et al.,
1997). La AAO producida por el hongo es una glicoproteina monomérica
que posee un peso molecular de 72.6 kDa y un porcentaje de glicosilacion
del 11% (estimado por electroforesis en gel de acrilamida) (Guillén et al.,
1992b). La clonacion y secuenciacion del gen de la AAO (Varela et al.,
1999) permitié su expresion heterdloga en Emericella nidulans (Varela et
al., 2001) y posteriormente en Escherichia coli (Ruiz-Dueiias et al., 2006).

La AAO de P. eryngii es capaz de oxidar una amplia variedad de
compuestos aromaticos. Los primeros estudios de especificidad llevados a
cabo por Guillén et al. (1992b) mostraron que la AAO puede oxidar
alcoholes primarios con estructuras muy diferentes, desde los alcoholes
aromaticos sencillos como el bencilico a aquellos con estructuras mas
complejas como el p-metoxibencilico, 2,4-hexadien-1-0l o naftilmetanol.
Posteriormente, se caracterizd la AAO tras su expresion heterologa en E.
nidulans, a través de estudios cinéticos y espectrofotométricos,
encontrando que la enzima no es capaz de estabilizar aductos con sulfito ni
radicales semiquinona de flavina (Ferreira et al., 2005).

Los primeros estudios estructura-funcion de la AAO se desarrollaron tras
la obtencion del modelo estructural por homologia (Varela et al., 2000), el
acoplamiento molecular de los sustratos en el centro activo y la
caracterizacion de la variantes obtenidas heter6logamente en E. nidulans
(Ferreira et al., 2006). Estos estudios iniciales revelaron la importancia de
los residuos His502, His546, Tyr92 y Phe501 en la catélisis pero no fue
posible determinar definitivamente su papel en el mecanismo catalitico de
la enzima. El posterior protocolo de expresion heterdloga de la enzima en
E. coli (Ruiz-Dueiias et al., 2006) ha permitido abordar en mayor detalle la
caracterizacion de las variantes disefiadas mediante mutagénesis dirigida.

La resolucion de la estructura cristalografica de esta enzima (Ferndndez
et al., 2009) ha sido fundamental para abordar los estudios del presente
trabajo, permitiendo relacionar el efecto de las mutaciones con la posicion
de los residuos en el centro activo, asi como el desarrollo de una serie de
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simulaciones computacionales que han permitido estudiar el mecanismo
catalitico en detalle.

10



Estructura y Objetivos

Los capitulos de esta tesis se corresponden con una serie de trabajos ya
publicados (y uno en preparacidon) cuyo contenido se ha conservado
excepto por su traduccidn al espafiol y la homogeneizacion del formato de
las abreviaturas, figuras y tablas. Ademas, el material suplementario de los
articulos ha sido incorporado al texto principal. Por consiguiente, cada
capitulo contiene su propia seccidon de resumen, materiales y métodos,
resultados y discusion. Con el objetivo de facilitar la comprension del
contenido del trabajo, se incluye, ademas de la presente Introduccion, una
Discusion general de los capitulos y una lista de Conclusiones al final de
la tesis.

El presente trabajo continia con el Capitulo 1 que constituye una
revision actualizada del papel de la AAO en la degradacion de la lignina, su
posicion en la superfamilia GMC a la luz de los nuevos genomas de
basidiomicetos, los aspectos mas relevantes de la catalisis (algunos de ellos
aclarados en la presente tesis) y su interés biotecnologico. El estudio del
mecanismo catalitico se inici6 investigando los aspectos fundamentales del
mismo, empleando dos sustratos deuterados y agua deuterada como
solvente de la reaccion, dando lugar al Capitulo 2. Mas adelante, la
combinacion de técnicas experimentales y computacionales, permitid
investigar aspectos relevantes del mecanismo y del papel de los residuos
cataliticos, tal y como se detalla en el Capitulo 3. En el Capitulo 4, se
describe la naturaleza estereoselectiva del mecanismo catalitico, y las
imposiciones estructurales de la enzima que definen la especificidad de
sustrato. Posteriormente, se investigd en detalle la oxidacion de los
aldehidos por esta oxidasa, desentrafiando también el mecanismo
enzimatico de la oxidacion de estos compuestos en el Capitulo 5. El
Capitulo 6 indaga los aspectos estructurales de la enzima que son
importantes para modular su reactividad frente al oxigeno. Finalmente, en
el Capitulo 7 se describe en profundidad el papel de los residuos cataliticos
His502 e His546 durante ambas semi-reacciones del ciclo catalitico de la
AAO.

Los Objetivos de este trabajo de investigacion fueron: (i) Determinar el
mecanismo catalitico durante la semi-reaccion de reduccion de la enzima
por alcoholes y aldehidos y de reoxidacion por el Oy; (ii) Comprender el
papel de los residuos conservados del centro activo que participan en
ambas semi-reacciones del ciclo catalitico; (iii) Estudiar la dinamica de
migracion y oxidacidon/reduccion de sustratos en el centro activo; y (iv)
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CAPITULO 1

La aril-alcohol oxidasa fungica: una flavoenzima productora de
peroxido implicada en la degradacion de lignina

Resumen. La aril-alcohol oxidasa (AAO) es una flavoenzima extracelular
que produce el H,O, requerido por las peroxidasas ligninoliticas durante la
degradacion fungica de la lignina, un paso clave para el reciclado del
carbono en los ecosistemas terrestres. La activacion del O, por la AAO de
Pleurotus eryngii tiene lugar durante el reciclado redox de metabolitos
bencilicos p-metoxilados secretados por el hongo. Las unicas secuencias de
la AAO que estaban disponibles hasta hace poco tiempo correspondian al
género Pleurotus. Sin embargo su numero se han incrementado
considerablemente durante los ultimos afios gracias a los proyectos de
secuenciacion de genomas de distintos basidiomicetos. En la presente
revision se incluye una comparacion de 112 secuencias de la familia de las
oxidorreductasas GMC (glucosa-metanol-colina oxidasas) incluyendo 40
secuencias de AAOs. Tal y como se ha demostrado mediante la
determinacion de efectos isotopicos cinéticos, la oxidacion de alcoholes por
la AAO se produce mediante transferencia de hidruro a la flavina y de un
proton a una base catalitica. Ademas, estudios de mutagénesis dirigida han
mostrado que la His502 activa el sustrato reductor mediante la abstraccion
del proton del grupo hidroxilo. Este resultado ha sido extendido a otras
oxidorreductasas GMC donde la naturaleza de la base catalitica seguia
siendo objeto de discusion. En contraste a lo propuesto para otras
oxidorreductasas GMC, en la AAO las dos transferencias (de proton e
hidruro) no son asincrénicas sino concertadas. El acoplamiento (docking)
molecular del alcohol en el centro activo de la enzima dio lugar a una tnica
posicion catalitica del sustrato compatible con una transferencia
concertada, con el hidrégeno en posicidon pro-R a una distancia favorable
para la transferencia de hidruro. Mediante la utilizacion de las formas
enantioméricas (R) y (S) del alcohol p-metoxibencilico a-deuterado, se
demostro la estéreoselectividad durante la transferencia de hidruro, por
primera vez para una oxidorreductasa GMC. Otros aspectos no resueltos de
la catalisis de la AAO (como la inesperada especificidad por algunos
aldehidos) pueden explicarse gracias a los resultados recientes. Finalmente,
el interés biotecnoldgico de la AAO (en la produccion de aromas) se ha
ampliado por su posible aplicacion durante la produccion de compuestos
quirales gracias a la estéreoselectividad de la enzima.

"Hernandez-Ortega A., Ferreira P., Martinez A.T. (2012) Fungal aryl-alcohol
oxidase: a peroxide-producing flavoenzyme involved in lignin degradation. Appl.
Microbiol. Biotechnol. 93:1395-1410.



Capitulo 1

1. Importancia de la lignina en el reciclado natural y el em pleo
industrial de la biomasa vegetal

La lignina es un constituyente esencial de la pared celular de las plantas
vasculares, y constituye el segundo biopolimero mas abundante en el
planeta (tras la celulosa) representando alrededor del 20% del carbono total
fijado mediante fotosintesis en los ecosistemas terrestres. El papel principal
de la lignina es proteger a los polisacaridos de la pared celular vegetal,
celulosa y hemicelulosas (las ultimas formadas por diferentes pentosanos y
hexosanos), frente al ataque hidrolitico de microorganismos saprofitos y
patogenos. Ademds, la lignina provee a la planta de la rigidez necesaria
para crecer sobre la tierra, e impermeabiliza los tejidos vasculares para
permitir la circulacién de la savia. La naturaleza recalcitrante de la lignina
frente a su biodegradacion se debe a su estructura compacta y a su
naturaleza aromatica que limita la accesibilidad de las enzimas microbianas
y disminuye su biodegradabilidad, respectivamente. La lignina es un
polimero complejo y heterogéneo formado por tres alcoholes p-
hidroxicinamilicos principales y sus formas aciladas, conocidos
comunmente como monolignoles (Ralph et al., 2004; Martinez et al.,
2008). Aunque los precursores de la lignina son compuestos fenodlicos, el
polimero resultante no lo es. Durante la biosintesis, los monolignoles son
oxidados por peroxidasas vegetales a sus radicales fenoxilo (Higuchi,
1997). Debido a la prevalencia de ciertas formas radicales resonantes, y a la
diferente estabilidad de los productos derivados de la union, son
predominantes los enlaces éter entre la posicion fenodlica y el carbono-f3 de
la cadena lateral de los precursores p-hidroxifenilpropanoides en el
polimero en crecimiento, dando lugar a su naturaleza no-fendlica.

La degradacion microbioldgica de la lignina representa un paso esencial
en el reciclado del carbono en ecosistemas terrestres debido a que la
eliminacién de la barrera de lignina incrementa la accesibilidad a los
carbohidratos vegetales para su empleo por los microorganismos (Martinez
et al., 2005; Kersten y Cullen, 2007). La eliminacién de la lignina es
ademads una etapa central para la utilizacion industrial de la biomasa vegetal
como fuente renovable de sustancias quimicas, materiales y combustibles
en las futuras biorefinerias de la lignoceluldésa (Ragauskas et al., 2006;
Himmel et al., 2007). La creciente demanda de combustibles fosiles ha
incrementado recientemente el interés en fuentes de energias alternativas y
renovables. En este contexto, se ha considerado a la biomasa vegetal como
una fuente renovable para el desarrollo de una sociedad industrial
sostenible, contribuyendo simultaneamente a la reduccion de las emisiones
de gases de efecto invernadero derivadas de fuentes petroquimicas. La
barrera de lignina limita la accesibilidad a los azucares fermentables
(derivados de la celulosa y hemicelulosas) durante la produccion de
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bioetanol a partir de la biomasa lignocelulosica. La eliminacion de esta
barrera puede llevarse a cabo mediante métodos tradicionales, que incluyen
alta temperatura y fuertes tratamientos quimicos, o mediante métodos
sostenibles y respetuosos con el medio ambiente como el biopretratamiento
(Salvachta et al., 2011). En el futuro, los procesos de las biorefinerias, en
primer lugar, extraeran los compuestos quimicos con alto valor comercial
presentes en la biomasa, como fragancias, saborizantes, productos
alimentarios, y otros compuestos quimicos de interés; y en segundo lugar,
los polisacaridos vegetales y la lignina serdn procesados para la obtencion
de materiales bioderivados, productos quimicos y combustibles (Ragauskas
et al., 2000).

2. Superando la barrera de la lig nina: dos estrategias diferentes
basadas en el H,O,

Los hongos basidiomicetos de podredumbre de la madera son los mas
eficientes degradadores de la lignocelulosa. Atendiendo al patrén de
degradacién (desde un punto de vista macroscopico y quimico) estos
hongos se clasifican en hongos de podredumbre blanca o podredumbre
parda (Zabel y Morrell, 1992; Schwarze et al., 2000; Martinez et al., 2005).
Los hongos més comunes de podredumbre blanca son capaces de degradar
la lignina y las hemicelulosas. En estos hongos se han descrito dos patrones
de degradacion, de acuerdo con su habilidad para degradar la lignina
selectivamente o simultineamente con la celulosa, siendo el primero de
ellos el que posee un mayor interés para las aplicaciones biotecnoldgicas
(Otjen y Blanchette, 1986). Un grupo diferente de basidiomicetos,
denominados de podredumbre parda, pueden degradar los polisacaridos tras
la modificacion parcial de la lignina, dando lugar a un material de
coloracion parda que consiste en lignina modificada (Martinez et al., 2011;
Yelle et al., 2011).

Dos de los hongos de podredumbre blanca mas estudiados,
Phanerochaete chrysosporium y Pleurotus eryngii, han desarrollado
diferentes sistemas enzimaticos extracelulares para degradar la lignina. P.
chrysosporium secreta dos peroxidasas, denominadas lignina peroxidasa
(EC 1.11.1.14) y manganeso peroxidasa (EC 1.11.1.13) (Hammel y Cullen,
2008), ademas de glioxal oxidasa cobre-radical (EC 1.1.3.-) (Kersten,
1990); mientras que P. eryngii produce manganeso peroxidasa y peroxidasa
versatil (EC 1.11.1.16) en lugar de lignina peroxidasa (Ruiz-Duedas et al.,
2009), junto a lacasa (EC 1.10.3.2) (Munoz et al., 1997) y aril-alcohol
oxidasa (AAO, EC 1.1.3.7) (Guillén et al., 1990). Los hongos de
podredumbre blanca secretan ademas diferentes metabolitos arilicos que
estan implicados en la degradacion de lignina (Gutiérrez et al., 1994; de
Jong et al., 1994b). Las enzimas anteriores no pueden penetrar a través de
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la compactada estructura de la pared celular vegetal debido a su gran
tamafio molecular y en consecuencia, los agentes oxidantes de pequefio
tamafio, incluyendo especies reactivas de oxigeno, catidones metalicos y
radicales aromaticos, estarian implicados en las etapas iniciales del ataque
fingico a la madera (Evans et al., 1994). Aun no se conoce en detalle el
mecanismo de degradacion de la madera por los hongos de podredumbre
parda. Estos hongos son capaces de acceder y degradar los polisacaridos de
la madera sin eliminar la lignina. Se cree que generan Fe** y H,0,
extracelulares, que son lo suficientemente pequeios para atacar la pared
celular vegetal mediante una reaccion Fenton (Fe2+ +H,0, > Fe*" + H,0 +
OHe) generando radicales libres hidroxilo (OHe) que oxidativamente
rompen los polimeros de celulosa y hemicelulosas. Los hongos de
podredumbre parda producen quinonas extracelulares (Hammel et al.,
2002) que reducen el Fe’" y el O, para dar lugar a las reacciones Fenton
(Kerem et al., 1999). La comparacion de los transcriptomas y secretomas
de los hongos modelo P. chrysosporium (podredumbre blanca) y Postia
placenta (podredumbre parda) reflejan las diferencias en los patrones de
degradacién de lignocelulosa descritos anteriormente (Martinez et al.,
2009; Vanden Wymelenberg et al., 2009). La comparacion de ambos
genomas (Tabla 1) indica que durante la evolucion de los hongos de
podredumbre parda se concentraron o perdieron familias de genes que son
importantes en los tipicos hongos de podredumbre blanca, como las
oxidasas cobre-radical, por un lado, y las LiPs, MnPs y piranosa oxidasas
(EC 1.1.3.10) por otro.

Tabla 1
Comparacion de los genes de e nzimas potencialmente implicadas en la
degradacion de ligni na e ncontrados en los genomas de hongos de
podredumbre blanca (P. chrysosporium) y parda (P. placenta)®

P. chrysosporium  P. placenta

Produccion de peroxido

Metanol (alcohol) oxidasas

Aril-alcohol oxidasas

Glucosa oxidasas

Piranosa oxidasas

Glioxal oxidasa y otras oxidasas cobre-radical
Modificacion de lignina

N — = D=
W O N W —

Lignina peroxidasas 10 0
Manganeso peroxidasas 5 0
Peroxidasas de bajo potencial redox 1 1
Lacasas 0 3
Reductasas de hierro

Quinona reductasas 4 1

—
o

Celobiosa deshidrogenasas
“Adaptado de Martinez et al. (2009)
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Ademas, el origen del H,O, implicado en la degradacion oxidativa de la
lignina y la celulosa difiere en hongos basidiomicetos de podredumbre
blanca y parda. En los primeros, el H,O,, necesario para la accion de las
peroxidasas extracelulares es generado por oxidasas secretadas, donde la
flavina o el cobre actian como cofactores en la AAO de P. eryngii y la
glioxal oxidasa de P. chrysosporium, respectivamente (Kersten, 1990;
Guillén et al., 1992). Durante la degradacion de la madera por los hongos
de podredumbre parda se ha propuesto que el metanol derivado del ataque
a la lignina (demetoxilacion), sirve como sustrato de la metanol oxidasa
(EC 1.1.3.13) generando el H,O, necesario para la producciéon del radical
hidroxilo durante las reacciones Fenton (Martinez et al., 2009).

3. AAOyotrasenz imas productoras de H ,0, implicadas en la
degradacion de la lignina

El H,0, juega un papel central durante el ataque a la madera por los
hongos de podredumbre blanca, actuando como sustrato de las peroxidasas
ligninoliticas (Ruiz-Duefias y Martinez, 2009). Ademas, se postulé primero
en P. chrysosporium (Forney et al., 1982; Faison y Kirk, 1983) y
posteriormente en P. eryngii (Guillén et al., 2000; Goémez-Toribio et al.,
2009), que el H,O, puede actuar como precursor del altamente reactivo
OHe en hongos de podredumbre blanca, siendo capaz de depolimerizar la
lignina (y los polisacaridos). Previamente se demostré que el H,O, se
sintetizaba de forma simultanea a las enzimas del sistema ligninolitico y,
cuando se eliminaba mediante adicion de catalasa al medio de cultivo del
hongo, la capacidad de degradar la lignina se veia reducida (Faison y Kirk,
1983). Se han postulado diferentes enzimas extracelulares como
responsables de la produccion de perdéxido en hongos de podredumbre
blanca incluyendo, entre otras, las anteriormente mencionadas glioxal
oxidasa (Kersten y Kirk, 1987) y la AAO (Guillén et al., 1990), ademas de
la piranosa oxidasa (Daniel et al., 1994). El H,O, generado por enzimas
intracelulares - como la glucosa oxidasa (EC 1.1.3.4) (Eriksson et al.,
1986) o la acil-CoA oxidasa (EC 1.3.3.6) (Greene y Gould, 1984) -
requiere un sistema de exportacion del H,O, que atn no ha sido descrito.
Curiosamente, se ha observado que la metanol (alcohol) oxidasa (EC
1.1.1.1), descrita también en hongos de podredumbre blanca (Nishida y
Eriksson, 1987), es secretada por el hongo de podredumbre parda
Gloeophyllum trabeum aunque su secuencia no incluye un tipico péptido
seial (Daniel et al., 2007). Se ha descrito otra enzima extracelular, la
oxalato oxidasa (EC 1.2.3.4), como responsable de la produccion inicial de
H,0,; en Ceriporiopsis subvermispora, un degradador selectivo de lignina
(Aguilar et al., 1999).
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En P. chrysosporium se han descrito, en condiciones ligininoliticas de
cultivo, tanto glioxal oxidasa (Kersten y Kirk, 1987) como piranosa
oxidasa (Daniel et al., 1994). Respecto a la glioxal oxidasa se ha observado
en los cultivos una correlacion temporal entre la actividad, la produccion
del glioxal-metilglioxal, y la actividad de la lignina peroxidasa, que apoya
su implicacion en la degradacion de lignina como productora de H,O,. De
forma paralela, la piranosa oxidasa muestra una distribucion (en la hifa y el
espacio peripldsmico) similar a la descrita para las peroxidasas
ligninoliticas de P. chrysosporium (Daniel et al., 1994). Se ha descrito
actividad AAO en diferentes hongos, incluyendo las especies de Pleurotus
(Sannia et al., 1991; Guillén et al., 1992), Trametes versicolor (Farmer et
al., 1960), Fusarium solani (Iwahara et al., 1980), Rigidoporus microporus
(sinénimo de Fomes lignosus) (Waldner et al., 1988), Bjerkandera adusta
(Kimura et al., 1990; Romero et al., 2009; 2010) y Botrytis cinerea
(Goetghebeur et al., 1993). La produccion simultanea de AAO y lignina
peroxidasa en B. adusta (Muheim et al., 1990), asi como AAO y
peroxidasa versatil en Pleurotus (Camarero et al., 1996), apoyan la
implicacion de la AAO en la degradacion de la lignina. Ademas, se estudiod
la localizacion de la AAO durante la degradacion de la paja de trigo por P.
eryngii en condiciones de fermentacion en estado sélido, simulando la
degradacion natural de la lignocelulosa por el hongo (Barrasa et al., 1998).
La enzima se localizé en la matriz extracelular de la hifa (constituida por
polisacéridos secretados) (Figura 1), paralelamente a lo descrito para la
lignina peroxidasa y la lacasa en otros basidiomicetos (Gallagher ef al.,
1989; Green et al., 1992). Sin embargo, a pesar de esta ubicacion inicial
sobre la superficie de la hifa, la AAO es capaz de penetrar a través de la
pared celular del floema y el parénquima en degradacion, asi como de los
tejidos mas lignificados del esclerénquima, tal y como se ha observado
mediante microscopia electronica y Optica tras marcaje con inmuno-oro €
inmuno-fluorescencia, respectivamente (Figura 1).

Los sustratos de la AAO durante la degradacion de la lignocelulosa
incluyen tanto compuestos derivados de la lignina como metabolitos
aromaticos producidos por el hongo. Los primeros incluyen aldehidos y
acidos aromaticos de tipo fenolico (Kirk y Farrell, 1987; Shimada y
Higuchi, 1991) que serian reducidos a los correspondientes alcoholes por
las aril-alcohol deshidrogenasas (EC 1.1.1.90) (Muheim et al., 1991) y aril-
aldehido deshidrogenasas (E.C.1.2.1.29) (Lundell ef al., 1990) asociadas al
micelio, respectivamente. Teniendo en cuenta la especificidad de sustrato
de la AAO de Pleurotus (Guillén et al., 1992; Ferreira et al., 2005), los
metabolitos aromaticos no-fendlicos serian los sustratos preferentes en
estos hongos, sin embargo en especies de Bjerkandera, la AAO también
oxida eficientemente alcoholes bencilicos de naturaleza fenolica (Romero
et al., 2009) que podrian derivar de la lignina. Los estudios de Guillén y
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colaboradores (1994; 1994) empleando diferentes compuestos aromaticos
(de tipo bencilico, p-metoxibencilico, veratrilico y vainillilico) demostraron
que la AAO de P. eryngii genera el H,O, de forma continua mediante un
ciclo redox de los compuestos anteriores, en colaboracién con
deshidrogenasas miceliares. Este ciclo redox fue establecido tras observar
un equilibrio entre las reacciones de oxidacion y reduccién de los
alcoholes, aldehidos y acidos bencilicos involucrados en la continua
produccién de peroxido a expensas del poder reductor intracelular (Guillén
et al., 1994). Al menos tres actividades enzimdticas estdn implicadas en
este proceso: la AAO extracelular, oxidando los alcoholes arilicos a los
correspondientes aldehidos y eventualmente a acidos (Guillén ef al., 1992;
Ferreira et al., 2010), y las aril-alcohol y aril-aldehido deshidrogenasas
intracelulares, reduciendo los aldehidos y 4&cidos, respectivamente
(Gutiérrez et al., 1994). Curiosamente, el p-metoxibenzaldehido (p-
anisaldehido) es el metabolito extracelular mas abundante en especies de
Pleurotus (Gutiérrez et al., 1994) y su forma reducida, el alcohol p-
metoxibencilico, es uno de los mejores sustratos de la AAO de este hongo
(Tabla 2) (Guillén et al., 1992; Ferreira et al., 2005). Por tanto, el papel
fisioldgico mas probable de este metabolito es mantener el ciclo redox para
producir el H,O, a través de la accion de la aril-alcohol deshidrogenasa y la
AAO (Gutiérrez et al., 1994; Guillén y Evans, 1994). La misma funcion se
ha sugerido para los alcoholes arilicos clorados en la especie B. adusta
productora de AAO (de Jong et al., 1994a).

Figura 1. Inmunolocalizacion de la AAO durante la degradacion de paja de
trigo por P. eryngii. (A) Microscopia electronica de transmision de la AAO
mediante marcaje con inmuno-oro (esferas negras, puntas de flecha) en la hifa
fungica (hi) y en la pared celular parcialmente degradada de la paja de trigo
(pc). (B) Microscopia de fluorescencia de la AAO marcada mediante inmuno-
fluorescencia (puntos verde-amarillo, puntas de flecha) en la pared celular del
esclerénquima y la hifa fingica (hi). Adaptado de Barrasa et al. (1998) (las
barras representan 1 pm en Ay 10 um en B).
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En la Figura 2 se representa un esquema simplificado de la degradacion
de la lignina por hongos de podredumbre blanca, basado en los estudios
con P. eryngii (Ruiz-Duefias y Martinez, 2009). Las peroxidasas
ligninoliticas (peroxidasa versatil en este caso) oxida el polimero de
lignina, generando radicales aromadticos que evolucionan a través de
diferentes reacciones no-enzimadticas incluyendo rupturas de los enlaces
Ca-CB (y C4-Cp eter). Tal y como se ha descrito anteriormente, los
aldehidos aromaticos derivados de la reaccion anterior o bien sintetizados
de novo por el hongo (esta segunda opcidn seria preferente en el caso de
Pleurotus) actian como sustratos para la generacion de H,O, por la AAO a
través de un ciclo redox implicando también las deshidrogenasas
miceliares. Los radicales fenoxilo derivados de la ruptura C4-eter y la
oxidacion de los fenoles pueden repolimerizar si no son reducidos, proceso
en el que se ha sugerido la contribucion de la AAO (Marzullo et al., 1995).

4. AAO: un miembro de la superfamilia de oxidorreductasas GMC

La AAO, una enzima monomérica secretada, es un miembro de la
superfamilia de oxidorreductasas GMC (glucosa-metanol-colina oxidasas),
que se compone de una variedad de enzimas procariotas y eucariotas que
contienen FAD como cofactor. Esta superfamilia fue creada por Cavener
(1992) quien incluy®¢ la glucosa deshidrogenasa (EC 1.1.5.2) de Drosophila
melanogaster, la glucosa oxidasa de Aspergillus niger, 1a metanol (alcohol)
oxidasa de Hansenula polymorpha y la colina deshidrogenasa (EC
1.1.99.1) de Escherichia coli. Posteriormente se han descrito nuevas
flavoenzimas que contienen las secuencias tipicas de las oxidorreductasas
GMC. Su numero se ha incrementado recientemente de forma notable
debido a los numerosos proyectos de secuenciacion de genomas, si bien es
cierto que se han descrito muchos marcos abiertos de lectura (ORF) de
GMCs teoricas que codifican para proteinas de funcion desconocida. Las
secuencias conservadas en todos los miembros de la superfamilia GMC
incluyen (del N-terminal al C-terminal) (Kiess et al., 1998): i) el domino de
unién de FAD compuesto por cuatro sub-regiones, incluyendo el motivo
BoB que se conserva en muchas de las proteinas que unen FAD (Wierenga
et al., 1983), y la secuencia GMC patron-2 (PROSITE PS00624) que
estaria implicada en la unidon del motivo de adenina del FAD; ii) la
secuencia GMC patron-1 (PROSITE PS00623), implicada tanto en la
estabilizacion del motivo de cierre como en la formacion del loop de
anclaje del FAD; vy iii) la region C-terminal, incluyendo el dominio de
union al sustrato y la region catalitica, que es la mas variable tanto en la
secuencia como en el namero de elementos que la componen.
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Figura 2. Esque ma de la degr adacion enzimatica de la lig nina por las especies
del género Pleurotus. La peroxidasa versatil ataca las subestructuras de la lignina de
la pared celular vegetal (en el esquema los circulos que contienen la L representan el
polimero de lignina remanente, de tipo guayacilo) con la participacion de la AAO
extracelular que genera el H,O, durante el reciclado redox de aldehidos aromaticos
en el que también participan aril-alcohol deshidrogenasas intracelulares (la
estequiometria de la reaccion es: 1 molécula de NADPH reduce una molécula de p-
metoxibenzaldehido, que genera 1 molécula de perdxido, y finalmente se oxidan dos
subunidades de lignina). Consultar texto para los detalles. Adaptado de Ruiz-Duenas
y Martinez (2009).
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Las tnicas secuencias de AAO disponibles durante afios fueron las de P.
eryngii y Pleurotus pulmonarius descritas por Varela et al. (1999; 2000a)
con una identidad de secuencia de aminoacidos del ~33% respecto a la
glucosa oxidasa de A. niger (Varela et al., 2000b). Debido al interés por los
hongos de podredumbre blanca para su posible aplicacion en las
biorefinerias de lignocelulosa recientemente se ha incrementado de forma
significativa el numero de secuencias de genomas de basidiomicetos
obtenidas en el DOE Join Genome Institute, incluyendo alrededor de 50
secuencias anotadas como posibles AAO. Las secuencias de las AAO de
los genomas de Ceriporiopsis subvermispora, Dichomitus squalens,
Fomitiporia mediterranea, Fomitopsis pinicola, Gloeophyllum trabeum, P.
chrysosporium, P. ostreatus, P. placenta, Punctularia strigosozonata,
Stereum hirsutum y Trametes versicolor se han incluido en el dendograma
mostrado en la Figura 3 , tras su anotacion manual, junto a las dos
secuencias de Pleurotus citadas anteriormente, y la secuencia de la AAO de
B. adusta (Romero et al., 2010). El dendograma incluye también las
secuencias de los otros miembros de la superfamilia GMC que se han
descrito actualmente en basidiomicetos (hasta un total de 112 secuencias de
las especies anteriores junto con Agaricus xanthodermus, Athelia rolfsii,
Auricularia delicata, Coniophora puteana, Dacryopinax sp, Grifola
frondosa, Irpex lacteus, Leucoagaricus meleagris, Lyophyllum shimeji,
Myriococcum  thermophilum, Pycnoporus cinnabarinus, Phlebiopsis
gigantea, Schizophyllum commune, Trametes ochracea, Trametes
pubescens, Tricholoma matsutake y Wolfiporia coccos). En el dendograma,
se delimitan claramente cinco grupos correspondientes a los diferentes
tipos de oxidorreductasas GMC mas frecuentemente descritas en
basidiomicetos, incluyendo: AAOQO, celobiosa deshidrogenasa (EC
1.1.99.18), metanol oxidasa, piranosa deshidrogenasa (EC 1.1.99.29) y
piranosa oxidasa. Los grupos de la AAO y la metanol oxidasa son los mas
extensos, mientras que so6lo estd disponible un numero pequefio de
secuencias de piranosa deshidrogenasa (de cuatro especies diferentes). Los
grupos anteriores son completamente homogéneos en el sentido de que
cada uno de ellos incluye exclusivamente secuencias de un solo tipo de
GMC, revelando una distancia filogenética y una clara delimitacion entre
los diferentes tipos de enzimas de la superfamilia. En el grupo de la AAO,
se observa un primer subgrupo incluyendo, por un lado, secuencias del
género Pleurotus y, por otro lado, secuencias de P. strigosozonata (junto a
una secuencia de G. trabeum), junto a un segundo gran subgrupo que
incluye secuencias de AAO de una variedad de especies de basidiomicetos.
En el dendograma mostrado las piranosas deshidrogenasas son el grupo
mas proximo al de las AAOs, y las metanol oxidasas son el grupo mas
proximo al conjunto de los grupos anteriores, seguido del grupo de las
celobiosa deshidrogenasas (dominio de flavina) y
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Figura 3. Comp aracion de 112 oxi dorreductasas GMC de 31 especies de

basidiomicetos. La comparacion incluye: 40 secuencias de AAOs, 5 secuencias
de piranosa deshidrogenasas (PDH), 37 secuencias de metanol oxidasas (MOX),
18 secuencias del dominio de flavina de celobiosa deshidrogenasas (CDH), y 12
secuencias de piranosa oxidasas (POX). Secuencias tomadas de GenBank y JGI.
El dendograma fue obtenido mediante MEGA4 (Tamura et al., 2007)
empleando distancias Poisson y agrupamientos UPGMA (con delecion
pairwise). Los nimeros en las ramas representan los valores de bootstrap tras
1000 replicas.
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de las piranosa oxidasas (que forman el grupo mas distante), en
concordancia con otros andlisis filogenéticos de oxidorreductasas GMC
(Zamocky et al., 2004; Kittl et al., 2008). Debido a que han sido raramente
descritos en basidiomicetos, en esta comparacidén no se incluyen tres tipos
bien conocidos de oxidorreductasas GMC, como son las glucosa oxidasas,
colesterol oxidasas (EC 1.1.3.6) y colina oxidasas (EC 1.1.3.17) (los dos
ultimos son caracteristicos de bacterias).

5. Aspectos generales de la estr uctura-funcion de la AAO comparadas
con otras flavoproteinas GMC

La estructura cristalografica de la AAO de P. eryngii recientemente
resuelta (Fernandez et al., 2009), tras la expresion de la enzima en E. coli
(Ruiz-Dueiias et al., 2006), muestra una gran similitud estructural con las
estructuras cristalograficas de la colina oxidasa de Arthrobacter
globiformis (Quaye et al., 2008) y la glucosa oxidasa de 4. niger (Hecht et
al., 1993), la primera oxidorreductasa GMC cuya estructura fue resuelta.
Sin embargo, no se han encontrado similitudes estructurales significativas
con otras oxidorreductasas GMC, como la piranosa oxidasa flngica
(Bannwarth et al, 2004), el domino de flavina de la celobiosa
deshidrogenasa (Yoshida et al., 2001), y la colesterol oxidasa bacteriana
(Lario et al., 2003). De acuerdo con la topologia general y la funcion, se
pueden definir dos dominios principales en la estructura de la AAO: el
dominio de uniéon a FAD y el dominio de union a sustrato (Figura 4A). El
primero es una variacion del plegamiento de la glutation-disulfito reductasa
(EC 1.8.1.7) (Dym y Eisenberg, 2001; Fernandez et al., 2009). La molécula
de FAD interacciona de forma no covalente con la proteina a través de una
serie de enlaces de hidrogeno que implica a los grupos NH y CO de los
residuos localizados en el dominio N-terminal. Ademas, la estructura de la
region N-terminal, cuya secuencia primaria se corresponde con una de las
secuencias conservadas dentro de la superfamilia GMC, adopta el
plegamiento Poaf} donde se localizan los residuos mdas importantes
implicados en la union del cofactor. En el dominio de union al sustrato, la
estructura cristalografica de la AAO revel6 un canal con forma de embudo
que conecta el solvente con el cofactor FAD, de forma opuesta a lo
observado en la glucosa oxidasa (Hecht et al., 1993) y la piranosa oxidasa
(Bannwarth et al., 2004), donde el centro activo de la forma monomérica
queda expuesta al solvente. La difusion del sustrato en la AAO esté
limitada por tres residuos aromaticos - Tyr92, Phe397 y Phe501 (Figura
4B) — que forman un cuello de botella que limita el acceso a la cavidad del
centro activo (Fernandez et al., 2009). Empleando el programa PELE para
la prediccion de difusion de ligandos en proteinas (Borrelli ef al., 2005), se
ha observado que estos residuos experimentan reorganizaciones y
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establecen interacciones con el sustrato durante su acceso al centro activo
de la AAO (Hernandez-Ortega et al., 2011a), donde adopta su posicion
final con el carbono-a proximo al anillo de la flavina y a las cadenas
laterales de los residuos His502 e His546 (Figura 4B).

Figura 4. Estructura cristalografica de la AAO. (A) Estructura general
incluyendo: hélices-a en rojo, laminas-f3 en amarillo, y el FAD como barras en
colores CPK (basada en el PDB 3FIM). (B) Detalle del centro activo mostrando
cinco residuos (Tyr92, Phe397, Phe501, His502 e His546), el anillo del FAD y el
sustrato (alcohol p-metoxibencilico) tras docking molecular con PELE, en colores
CPK.

Las estructuras cristalograficas de la AAO, la glucosa oxidasa (Wohlfahrt
et al., 1999), la colesterol oxidasa (Lario et al., 2003), la colina oxidasa
(Quaye et al., 2008), y el domino de flavina de la celobiosa deshidrogenasa
(Hallberg et al., 2002) muestra que todas ellas poseen un centro activo
altamente conservado, lo que sugiere un mecanismo similar de oxidacion
de sustrato (Figura SA, B, D, E y F). La hidroxinitrilo liasa (EC 4.1.2.10),
una enzima con una actividad completamente diferente, muestra también
un plegamiento general y una arquitectura del bolsillo de union de flavina
similar a la AAO (Figura 5C) aunque dicho bolsillo no estd directamente
implicado en la catalisis (Dreveny et al., 2009). El mecanismo de oxidacion
propuesto para las oxidorreductasas GMC es una transferencia de hidruro
asistida por una base catalitica que activa el sustrato alcohdlico. Se ha
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discutido ampliamente la naturaleza de la base catalitica responsable de la
abstraccion del proton del grupo hidroxilo del sustrato, en estas
oxidorreductasas. Tal y como se describe en detalle en la siguiente seccion,
se estudiaron dos posibles bases cataliticas en la AAO: i) la His502, un
residuo completamente conservado entre las proteinas de la superfamilia
GMC; vy ii) la His546, conservada en la AAO y la glucosa oxidasa (asi
como en la hidroxinitrilo liasa) y que se corresponde con un residuo de
asparagina en la colina oxidasa, la colesterol oxidasa y la celobiosa
deshidrogenasa (Figura 5). Diferentes estudios de mutagénesis dirigida han
mostrado que ambos residuos esta implicados en la catalisis y/o en la union
del sustrato en la AAO (Ferreira et al., 2006; Hernandez-Ortega et al.,
2011a), la glucosa oxidasa (Witt et al., 2000), la colina oxidasa (Ghanem y
Gadda, 2005; Rungsrisuriyachai y Gadda, 2008), la celobiosa
deshidrogenasa (Rotsaert ef al., 2003), y la colesterol oxidasa (Yue ef al.,
1999). La histidina completamente conservada ha sido propuesta como
base catalitica en la glucosa oxidasa de A. niger (Wohlfahrt et al., 2004), la
celobiosa deshidrogenasa (Rotsaert et al., 2003) y la piranosa oxidasa
(Kujawa et al., 2006). Sin embargo, la estructura cristalografica de la
colesterol oxidasa a resolucidon atomica, mostré que la histidina homoéloga
(His477) esta protonada sugiriendo un papel diferente para este residuo
(quizas asistiendo a la catélisis como dador de un enlace de hidrogeno)
(Lyubimov et al., 2006). Otros estudios han cuestionado el papel de la
His466 como base catalitica en la colina oxidasa (Ghanem y Gadda, 2005).
El papel de estos residuos conservados, en la catalisis de las
oxidorreductasas GMC, se discute mas adelante basandonos en los
resultados recientes con la AAO.

6. Respuestas reci entes a algunas p reguntas antiguas sobr e la catalisis
dela AAO

Estudios recientes sobre la relacion estructura-funcion en la AAO de P.
eryngii y sus propiedades cataliticas (mediante la combinacion de estudios
cinéticos, de marcaje isotdpico, cristalograficos, de mutagénesis dirigida,
cromatograficos, espectroscopicos y empleando técnicas computacionales)
han contribuido a resolver algunas preguntas sobre el mecanismo catalitico
de la AAO, que no habian sido resultas durante afios, tales como: 1) la
naturaleza final de la base catalitica que contribuye a la oxidacion del
sustrato; y 2) la aparente inversion de la especificidad de sustrato de la
AAO cuando oxida aldehidos aromaticos sustituidos, con respecto a los
alcoholes aromaticos.
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Figura 5. Residuos conservados en el centro activo de los miem bros de la
superfamilia GMC: (A) AAO de P. eryngii, (B) glucosa oxidasa de 4. niger,
(C) hidroxinitrilo liasa de Prunus amigdalus, (D) colesterol oxidasa de
Brevibacterium sterolicum, (E) colina oxidasa de A. globiformis y (F)
celobiosa deshidrogenasa de P. chrysosporium. Referencias PDB: 3FIM,
1CF3, 1JU2 1COY, 2JBV y 1KDG, respectivamente.
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6.1 Naturaleza y papel de la base catalitica en la AAO (y otras
oxidorreductasas GMC)

La estructura cristalografica de la AAO (Ferndndez et al., 2009) sugirid
mecanismos cataliticos en comun con la glucosa oxidasa. Se han sugerido
dos posibles mecanismos para la oxidacion de la glucosa por esta oxidasa:
i) la transferencia directa de hidruro desde el C1 de la glucosa a la flavina,
ayudada por la eliminacion del proton del hidroxilo en C1 por un grupo
basico de la enzima (Bright y Appleby, 1969); vy ii) la adicion nucleofilica
del hidroxilo C1 de la glucosa al C4a de la flavina, seguida de la
abstraccion del proton desde el Cl1 (Weibel y Bright, 1971). Ambos
mecanismos se espera que estén asistidos por una base catalitica general,
con la His516 o la His559 como potenciales aceptores de protones (Witt et
al., 2000). Sin embargo, el mecanismo de adicion nucleofilica parece ser
menos probable, ya que nunca se ha detectado un intermedio covalente
enzima-glucosa (Leskovac et al., 2005).

De forma paralela, el mecanismo catalitico de la AAO ha sido estudiado
durante los afos recientes (Guillén et al., 1992; Varela et al., 2000b;
Ferreira et al., 2005; 2009; Hernandez-Ortega et al., 2011a). Primero, los
alineamientos de secuencia y el modelado por homologia (empleando la
estructura cristalografica de la glucosa oxidasa como molde) mostraron que
los residuos His502 e His546 de la AAO se corresponden, respectivamente,
con la His516 y la His559 de la glucosa oxida (Figura SA y B), y que
podrian jugar un papel similar en ambas enzimas (Varela et al., 2000b).
Después, se establecio el mecanismo de la oxidacion de los alcoholes por la
AAQO (semi-reaccion reductiva) mediante estudios cinéticos incluyendo
efectos isotopicos (KIE) del sustrato y del solvente. Se describié un
mecanismo de transferencia de hidruro desde el Ca del sustrato (al N5 de la
flavina) concertada con la abstraccion del proton del grupo hidroxilo por
una base catalitica (Ferreira et al., 2009). Este mecanismo fue confirmado
mediante estudios de QM/MM, que corroboraron la ausencia de un
intermediario estable de reacciéon, de acuerdo con los resultados
experimentales (Herndndez-Ortega ef al., 2011a). Al comparar los perfiles
de energia QM/MM de las reacciones de la AAO y la colina oxidasa se
encontré un intermedio estable de reaccidn tras la abstraccion del proton
por la Ultima enzima, de acuerdo con el mecanismo de dos etapas y con la

ausencia de un KIE del solvente descritos previamente para la oxidacion de
la colina (Gadda, 2003; Fan y Gadda, 2005).
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Simultdneamente, los estudios computacionales y de mutagénesis
dirigida han resuelto definitivamente la naturaleza de la base catalitica en la
AAO (Hernandez-Ortega et al., 2011a). La His546 participa en la union del
alcohol, mientras que la His502 es la base catalitica tal y como revelan la
disminucion de 3000 veces y 1800 veces en los valores de la k., y 1a kieq,
respectivamente, en la variante H502A (la His502 también participa en la
unidn del alcohol tal y como muestran los incrementos de K, y la K en esta
variante). Cudndo se investigd mediante QM/MM la naturaleza de la base
catalitica en la colina oxidasa, los resultados apuntaron a la His466 como
base. La His502 de la AAO y la His466 de la colina oxidasa son residuos
conservados en los miembros de la superfamilia de oxidorreductasas GMC,
y ocupan posiciones estructuralmente homologas frente al lado-re de la
flavina, tal y como se observa en la estructura cristalografica de ambas
enzimas (Figura SA ySE , respectivamente). Aunque los estudios de
Gadda y colaboradores (Ghanem y Gadda, 2005; Rungsrisuriyachai y
Gadda, 2008) no han establecido definitivamente la naturaleza de la base
catalitica en la colina oxidasa, han descrito que la mutacion del residuo
His466 produce el mayor efecto sobre la k.. Por tanto, el residuo de
histidina conservado en todas las flavoenzimas GMC (incluyendo la
His466 de la colina oxidasa y la His516 de la glucosa oxidasa) actuaria
como base catalitica durante la oxidacion del sustrato, tal y como se ha
mostrado para la His502 de la AAO (Hernandez-Ortega et al., 2011a). En
la Figura 6 (arriba) se muestra un esquema de la semi-reaccion de
reduccion durante la oxidacion de alcoholes arilicos por la AAO,
incluyendo la transferencia de hidruro al N5 de la flavina y la abstraccion
del proton por la His502 actuando como base catalitica. La Figura 6
(abajo) muestra la segunda semi-reaccion (de oxidacion) que cierra el ciclo
catalitico de la AAO, donde el oxigeno es reducido a H,O, con la
contribucion de la Phe501, que fuerza al O, a alcanzar una posicion
catalitica frente al C4a de la flavina (Hernandez-Ortega et al., 2011b) y la
misma His502 implicada en la semi-reaccion previa, que contribuye a la
reaccion de formacion del peroxido (Hernandez-Ortega et al., 2008).

6.2 Especificidad opuesta de la AAOQ frente a los alcoholes y los
aldehidos aromaticos

A lo largo de los afios, se ha estudiado en detalle la especificidad de
sustrato de la AAO de P. eryngii (Guillén et al., 1992; Ferreira et al.,
2005). En la Tabla 2 se muestran las tasas de oxidacion de los diferentes
sustratos (alcoholes) por la AAO, como porcentajes de actividad observada
frente al alcohol bencilico. El B-naftilmetanol es el sustrato que se oxida
mas eficientemente, lo que indica que la extension del sistema aromatico
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Figura 6. Esquema del ciclo catalitico de la AAQO incluyendo ambas semi-
reacciones. Durante la semi-reaccion de reduccion (arriba) el proton del
grupo hidroxilo del sustrato (alcohol p-metoxibencilico en este caso) es
abstraido por la His502 que actia como base, y de forma concertada se
transfiere uno de los hidrégenos del carbono-a del alcohol (como un hidruro),
dando lugar a la reduccion del cofactor y al producto de la reaccion
(aldehido). Durante la semi-reaccion de oxidacion (abajo) el oxigeno es
reducido mediante transferencia de dos electrones de la flavina (C4a) con la
contribucion de la Phe501 que fuerza al oxigeno a aproximarse al C4a 'y a la
His502, dando lugar a la reoxidacion de la flavina y a la formacion de H,O,.

favorece la accion de la enzima. Las tasas de oxidacion de los diferentes
alcoholes bencilicos estan notablemente afectadas por la naturaleza,
posicion y numero de sustituyentes del anillo aromatico. En general, los
sustituyentes donadores de electrones (como los grupos metoxilo)
promueven la oxidacidon de los alcoholes por la AAO, como se esperaba,
mientras que los sustituyentes aceptores de electrones (como los grupos
nitro) producen el efecto opuesto.
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Tal y como fue descrito por primera vez por Guillén et al. (1992), la
AAO es capaz de oxidar algunos aldehidos aromaticos, aunque la maxima
actividad de la enzima (obtenida para el 4-nitrobenzaldehido) es
unicamente un ~5% respecto a la oxidacion del alcohol bencilico (Tabla
2). Curiosamente, los sustituyentes aceptores de electrones promueven la
oxidacién de los aldehidos por la AAO, mientras que los donadores de
electrones producen el efecto opuesto, en contraste con lo observado
durante la oxidacién de los alcoholes. Sin embargo, en el reciente trabajo
de Ferreira et al. (2010) se observd que la actividad de la AAO se
correlacionada con el grado de hidratacion de los diferentes aldehidos en
medio acuoso (dando lugar a las correspondientes formas gem-diol),
estimado mediante 'H-NMR. Esta circunstancia, junto con el hecho de que
en el centro activo de la AAO no hay ningun residuo capaz activar el
aldehido, sugiri6 que la molécula de agua actia como activante durante la
oxidacion de aldehidos por la AAO. Por el contrario, en la aldehido
deshidrogenasa un residuo de cisteina es responsable de la formacion de un
aducto tiohemiacetal con el sustrato (Marchal y Branlant, 1999). Sin
embargo, la AAO no es una excepcion ya que también se ha descrito la
oxidaciéon de aldehidos hidratados en la alcohol oxidasa de D.
melanogaster (Eisses, 1989) y en la colina oxidasa bacteriana (Fan et al.,
20006).

Tabla 2

Actividades de 1a AAO frente a dif erentes alcoholes arilicos (izquierda)
y los correspondientes aldehidos (derecha), relativas al alcohol
bencilico®

Alcoholes Aldehidos

Bencilico 100 | Benzaldehido 0.86
3-Metoxibencilico 100 | 3-Metoxibenzaldehido 0.85
4-Metoxibencilico 571 | 4-Metoxibenzaldehido 0.03
2,4-Dimetoxibencilico 178 | 2,4-Dimetoxibenzaldehido nd
Veratrilico 326 | Veratraldehido 0.01
4-Hidroxibencilico <5 | 4-Hidroxibenzaldehido nd
4-Hidroxi-3-metoxibencilico <5 | 4-Hidroxi-3-metoxibenzaldehido nd
4-Nitrobencilico 9 4-Nitrobenzaldehido 4.77
B-Naftilmetanol 746 | B-Naftaldehido nd
Cinamilico 451 | Cinamaldehido 0.38
4-Metoxicinamilico <5 | 4-Metoxicinamaldehido 0.01

*Adaptado de Guillén et al. (1992) (estimado como consumo de oxigeno); nd, no detectado

La oxidacion de los aldehidos por la AAO tiene lugar tal y como se
describe en la Figura 7B. En primer lugar ocurre la hidratacion del
aldehido dando lugar a la forma gem-diol, que posteriormente es oxidada a
través de un mecanismo analogo al descrito para la oxidacién de los
alcoholes (Figura 7A). Los estudios de mutagénesis dirigida y KIE del
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solvente empleando el p-nitrobenzaldehido como sustrato, sugieren que
tiene lugar una transferencia de proton de uno de los hidroxilos del gem-
diol a la His502 (el mismo residuo que actla como base catalitica
activando los alcoholes) de forma concertada con la transferencia de
hidruro a la flavina (con un valor de KIE del solvente similar al observado
durante la oxidacién de ambos tipos de sustratos) (Ferreira et al., 2010).
Por tanto, podemos concluir que el mecanismo catalitico durante la
oxidacién de aldehidos aromadticos (en su forma gem-diol) es el mismo que
tiene lugar durante la oxidaciéon de los alcoholes. Las diferencias de
especificidad observadas (en términos de la actividad de la AAO frente a
aldehidos con sustituyentes dadores o aceptores de electrones) no estan
relacionadas con la oxidacion por la enzima, sino con el paso previo de
hidratacién, favorecido por la presencia de sustituyentes aceptores de
electrones en el anillo aromatico que promueven la incorporacion del
hidroxilo del agua al carbono-a del aldehido.

A H202><02
H FAD FADH, H
OH 0
Alcohol Aldehido
B H202>_<02
: |:| FADH :
Aldehido gem-Diol Acido

Figura 7. Esquema de las reacciones cataliz adas por1 a A AO. La AAO
oxida tipicamente alcoholes aromaticos a sus correspondientes aldehidos (A),
pero también puede oxidar aldehidos aromaticos a sus correspondientes
acidos (B). Esta tltima reaccion ocurre a través de la forma gem-diol
originada por la hidratacion de los aldehidos. Durante la oxidacion del alcohol
(o gem-diol) por el FAD oxidado, se genera H,O, por la reduccion del O,
(durante la reoxidacion del FAD) tanto en A como en B.

7. Interés biotecnologico de la AAO  : sintesis de aro matizantes y
estéreoselectividad enzimatica

La demanda de productos de origen natural por parte de los
consumidores ha generado un nuevo interés en la produccion
biotecnologica de aromatizantes naturales (Krings y Berger, 1998). Entre
los productores potenciales de aromatizantes, los hongos de podredumbre
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blanca podrian considerarse como los microorganismos mas versatiles
(Lapadatescu et al., 2000; Fraatz y Zorn, 2011). Estos hongos son capaces
de producir dos de los aromatizantes quimicos mas importantes: la
vainillina y el benzaldehido. Otro saborizante aromatico, el p-anisaldehido
(junto a sus derivados halogenados) es también sintetizado por especies de
los géneros Pleurotus y Bjerkandera, donde participa en la produccion
H,0, para la biodegradacion de lignina (Figura 2) a través de la accion
concertada de la AAO y deshidrogenasas aromaticas asociadas al micelio
(Gutiérrez et al., 1994; Guillén y Evans, 1994; de Jong et al., 1994a).

En la actualidad, la vainillina es producida mayoritariamente mediante
sintesis quimica a partir de precursores petroquimicos, ya que su
produccién a partir de la depolimerizacion alcalina de los lignosulfonatos
(Wiinning, 2001) estd disminuyendo debido a motivos medioambientales
(que han dado lugar al uso generalizado del método kraft para la obtencion
de pasta de papel a nivel mundial) y a que la vainillina natural de la planta
Vanilla planifolia s6lo es capaz de generar un pequefio porcentaje del
consumo mundial. Sin embargo, existen alternativas medioambientales
disponibles (Priefert et al., 2001) que incluyen la posibilidad de emplear
hongos de podredumbre blanca y sus enzimas. Tal y como se ilustra en la
Figura 2, la vainillina es el primer producto generado a partir de la ruptura
enzimatica (Ca-CP) de las subunidades (tipo guayacilo) de la lignina de
gimnospermas, a través de la accion sinérgica de las enzimas oxidantes de
lignina (lignina peroxidasa y peroxidas versatil) y las enzima productoras
de peroxido de hidroégeno (AAO y otras oxidasas) (mientras que la lignina
de angiospermas daria lugar a vainillina y siringaldehido) (Kirk y Farrell,
1987). Se han depositado diversas patentes relacionadas con estas
biotransformaciones (Gross et al., 1993), aunque los procesos aun no han
sido optimizados.

Por otro lado, se han sugerido otros compuestos precursores de la
vainillina, de origen renovable y bajo coste, tales como el acido ferulico y
especialmente el eugenol (Priefert et al.,, 2001). Recientemente se han
sugerido dos estrategias diferentes para la produccion biotecnologica de
vainillina a partir de los compuestos anteriores, empleando organismos
modificados o sus enzimas. La primera estrategia implica la modificacion
geneética de cepas de Rhodococcus mediante la introduccion de los genes
del metabolismo del acido ferulico, para que sean capaces de iniciar la
transformacion del eugenol (Plaggenborg ef al., 2006) o la modificacion de
Pseudomonas fluorescens mediante la inactivacion de los genes implicados
en la oxidaciéon de la vainillina (D1 Gioia et al, 2011). La segunda
estrategia consiste en el empleo de la enzima nativa o las variantes
evolucionadas de la vainillil-alcohol oxidasa, una enzima que comparte
propiedades cataliticas con la AAO aunque pertenece a una familia
diferente. Esta enzima se ha mejorado para que sea capaz de oxidar dos
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precursores baratos de la vainillina, el creosol y la vanillilamina, derivados
de precursores petroquimicos y de origen renovable, respectivamente (van
den Heuvel ef al., 2001; 2004). Curiosamente, la AAO de B. adusta puede
oxidar el alcohol vainillilico a vainillina de forma tan eficiente como la
vainillil-alcohol oxidasa, aunque la actividad de ambas enzimas sobre otros
sustratos es diferente (Fraaije et al., 1995; Romero et al., 2009). Una
ventaja adicional de la produccion de vainillina a partir de los algunos de
los procesos anteriores es que puede ser considerada como una vainillina
“casi natural”, obtenida a partir de una materia prima de original natural
(lignocelulosa) mediante un proceso biologico (en lugar de quimico).

Por otro lado, la transformacion fungica de la L-fenilalanina da lugar al
benzaldehido anteriormente mencionado, junto a un amplio espectro de
metabolitos arilicos fenolicos y no-fenolicos de interés industrial, tal y
como se observado en el hongo B. adusta (Lapadatescu et al., 2000). Tras
la formacion del 4cido trans-cindmico a partir de la L-fenilalanina por la
accion de la amonio-liasa, existen dos posibles rutas metabodlicas para los
compuestos bencilicos que implican (1) una a-oxidacion en la que el
benzaldehido y el alcohol bencilico son los metabolitos bencilicos
mayoritarios, y (2) una B-oxidacion que da lugar a 4acido benzoico.
Posteriormente, el acido benzoico, el benzaldehido y el alcohol bencilico
pueden ser hidroxilados y metilados dando lugar a los diferentes
metabolitos metoxibencilicos, cuyo estado redox queda finalmente
determinado por el nivel de actividad de la AAO. Las transformaciones
anteriores de la L-fenilalanina pueden emplearse para la produccion de
aromatizantes, siendo los alcoholes arilicos los principales metabolitos
aromaticos producidos en esta ruta, tal y como se ha descrito para B. adusta
(alcohol bencilico) (Lapadatescu et al., 2000) y P. chrysosporium (alcohol
veratrilico) (Jensen et al., 1994) entre otros hongos. Por tanto, estas
transformaciones microbioldgicas pueden combinarse con diferentes
tratamientos con AAO para obtener el benzaldehido, y otros aldehidos
aromaticos. De forma alternativa, pueden modificarse las condiciones del
cultivo del hongo para incrementar los niveles de produccion de aldehido,
tal y como se ha descrito durante el crecimiento de B. adusta en presencia
de L-fenilalanina y lecitina, compuestos que promueven la produccion
simultdnea de la AAO y el benzaldehido por el hongo (Lapadatescu et al.,
1999). Curiosamente, la AAO de B. adusta posee actividad sobre alcoholes
(para) bencilicos tanto fenolicos como no fenolicos (Romero et al., 2009) y
por tanto, puede ser interesante para la produccion ambos tipos de
aldehidos aromaticos, fendlicos (vainillina) y no fendlicos (benzaldehido).

Se han investigado activamente las transformaciones enantioselectivas,
que incluyen la utilizacion de enzimas oxidativas, para su empleo en una
variedad de reacciones asimétricas de alto interés comercial (por ejemplo,
mas de la mitad de las sustancias con un potencial interés farmacéutico
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poseen centro quirales) (Carey et al., 2006; Matsuda et al., 2009). Los
alcoholes secundarios quirales (incluyendo alcoholes bencilicos) son
ampliamente empleados como intermediarios sintéticos, auxiliares quirales
y reactivos analiticos.

Estudios recientes en los que se han utilizado las formas o-
monodeuteradas (enantidmeros R y S) del alcohol p-metoxibencilico, han
mostrado que la abstraccion del hidruro del alcohol por la AAO es
estéreoselectiva (Hernandez-Ortega et al, 2012). Este resultado esta
relacionado con el mecanismo de trasferencia concertada de hidruro y
proton encontrado para la AAO (Ferreira ef al., 2009) en contraste con el
mecanismo secuencial descrito para otras oxidorreductasas GMC (Gadda,
2008), asi como la posicion del alcohol p-metoxibencilico tras el docking
molecular en el centro activo de la AAO (Hernandez-Ortega et al., 2011a).
Las reacciones redox asimétricas han sido descritas en otras flavoenzimas,
como la vainillil-alcohol oxidasa (van den Heuvel ef al., 1998; 2000) pero
por lo que sabemos, esta es la primera vez que se describe la oxidacion
enantioselectiva de un alcohol por un miembro de la superfamilia GMC.

Recientemente (Hernandez-Ortega et al., 2012) se ha encontrado que la
estéreoselectividad de la AAO, durante la abstraccion de hidruro de los
alcoholes aromaticos primarios (no quirales), se mantiene cuando se
emplean alcoholes aromaticos secundarios (quirales), aunque la actividad
de la AAO sobre estos Ultimos es varios ordenes de magnitud mas baja. El
docking molecular del alcohol p-metoxibencilico sobre la estructura
cristalografica de la enzima muestra porque la AAO es incapaz de unir
alcoholes secundarios eficientemente. El pequefio espacio disponible en la
cavidad del centro activo de la AAO restringe la presencia de sustituyentes
en la posicion pro-S del carbono-a.. De esta forma, para mejorar la union de
alcoholes secundarios por la AAO es necesario incrementar el tamafio del
centro activo. Por tanto, se podria emplear una variante de la AAO
mejorada en este sentido para la desracemizacion de mezclas de alcoholes
secundarios (permitiendo la purificacion del Unico enantiomero que no ha
sido oxidado por la enzima). La galactosa oxidasa (Minasian et al., 2004)
ha sido también estudiada para la desracemizacion de alcoholes quirales
debido a su estéreoselectividad, obteniéndose una variante mejorada tras
diversas rondas de evolucion dirigida (Escalettes y Turner, 2008). La AAO
es altamente estéreoselectiva frente a los alcoholes primarios y, por tanto,
su utilizacion para la desracemizacidon enzimatica no requeriria la
introduccién de estéreoselectividad, tal y como se ha intentado
frecuentemente con otros catalizadores industriales, sino extender su
actividad a alcoholes secundarios mediante el disefio racional a través de
mutagénesis dirigida.
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CAPITULO 2

La aril-alcohol oxidasa implicada en la degradacion de lignina: un

estudio del mecanismo basado en cinéticas de estado estacionario

y transitorio y efectos isotopicos cinéticos primarios y del solvente
con dos alcoholes como sustratos

Resumen. La aril-alcohol oxidasa (AAQO) es una flavoproteina miembro de
la familia de oxidorreductasas GMC (glucosa-metanol-colina oxidasas). La
AAOQ esta implicada en la degradacion fungica de la lignina, un proceso de
alta relevancia ecologica y biotecnologica, a través de la generacion del
peroxido de hidrogeno requerido por las peroxidasas ligninoliticas. En las
especies de Pleurotus, este peroxido es generado a través de un ciclo redox
mediado por el p-anisaldehido, un metabolito fingico extracelular. Ademas
del alcohol p-anisilico (p-metoxibencilico), la AAO es capaz de oxidar
otros alcoholes primarios poliinsaturados. En este estudio, se investigd el
mecanismo de reaccion de la AAO empleando los alcoholes p-
metoxibencilico y 2,4-hexadien-1-ol como sustratos modelo. Las
constantes cinéticas de estado estacionario y el turnover son consistentes
con un mecanismo ternario, donde el oxigeno reacciona con la enzima
reducida, antes del liberar el producto (aldehido). Los analisis cinéticos de
estado transitorio mostraron que la semi-reaccion de reduccion es la etapa
limitante e irreversible en las reacciones catalizadas con estos sustratos.
Los efectos isotopicos cinéticos del sustrato y del solvente determinados
tanto para el estado estacionario como el transitorio (este ltimo mostrando
una reduccion 9 veces mas lenta al emplear alcoholes a—dideuterados como
sustratos y 13 veces mas lenta cuando se evaluaron simultaneamente los
efectos isotopicos del sustrato y el solvente) revelaron un mecanismo
concertado en donde la transferencia del hidruro desde el carbono-a del
sustrato al FAD y la abstraccion del proton del grupo hidroxilo ocurren de
forma simultanea. Este resultado difiere significativamente del mecanismo
general propuesto para otros miembros de la familia de oxidorreductasas
GMC, que implica una transferencia de hidruro no concertada desde un
radical alcoxido previamente estabilizado.

*Ferreira, P., Herndndez-Ortega, A., Herguedas, B., Martinez, A.T. y Medina, M.
(2009) Aryl-alcohol oxidase involved in lignin degradation: A mechanistic study
based on steady and pre-steady state kinetics and primary and solvent isotope
effects with two different alcohol substrates. J. Biol. Chem. 284: 2480-2487.
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1. INTRODUCCION

La madera y otras materias primas lignocelulosicas son la mayor fuente
de materiales renovables del planeta. Los basidiomicetos de la
podredumbre blanca son esenciales en el ciclo del carbono en bosques y
otros ecosistemas terrestres debido a su capacidad de degradar la lignina a
diéxido de carbono y agua. Esta capacidad confiere a estos hongos y a sus
enzimas ligninoliticas un gran interés para su aplicacion en procesos
industriales, tales como, la produccidn de bioetanol o pasta de papel, donde
la eliminacién de la lignina es un paso previo esencial para el empleo de los
materiales lignoceluldsicos en las biorefinerias como fuente de energias
renovables, productos quimicos y materiales (Martinez et al., 2005).

La enzima aril-alcohol oxidasa (AAO) es una flavoproteina extracelular
(Guillén et al., 1992) que, en colaboracion con aril-alcohol deshidrogenasas
asociadas a micelio, participa en la degradacion de la lignina llevada a cabo
por basidiomicetos de la podredumbre blanca, tales como especies de
Pleurotus (o Bejerkandera), mediante la produccion de perdxido de
hidrogeno a través de un ciclo redox de metabolitos flngicos aromaticos,
como ¢l p-anisaldehido (Gutiérrez et al., 1994; Guillén y Evans, 1994). El
peroxido de hidrogeno es utilizado como sustrato por las peroxidasas
fungicas de alto potencial redox responsables de la degradacion oxidativa
de la lignina (Ruiz-Duenas y Martinez, 2009).

La primera AAO clonada fue la de Pleurotus eryngii (Varela et al.,
1999), un hongo de alto interés biotecnoldgico por su capacidad de
degradar la lignina selectivamente (Martinez et al., 1994). Su secuencia de
aminoacidos, reveld una homologia moderada con respecto a la glucosa
oxidasa de Aspergillus niger (Frederick et al., 1990), una flavoenzima que
pertenece también a la familia de oxidorreductasas GMC. El modelo
molecular de la AAO (Varela et al., 2000), basado en la estructura
cristalografica de la glucosa oxidasa (Hecht et al., 1993), presenta una
topologia similar a la de otros miembros de la familia GMC como la colina
oxidasa bacteriana, la hidroxinitrilo liasa de almendra (una liasa con
estructura de oxidorreductasa), y otras flavoenzimas extracelulares
presentes en hongos de podredumbre blanca como la piranosa-2 oxidasa y
la celobiosa deshidrogenasa (Dreveny et al., 2001; Hallberg et al., 2002;
Lario et al., 2003; Bannwarth et al., 2004; Quaye et al., 2008). Todas las
proteinas de la familia de oxidorreductasas GMC presentan dos residuos de
histidina altamente conservados, His502 ¢ His546 en la AAO de P. eryngii
(el segundo residuo es una asparagina en algunas de estas proteinas),
implicados en la actividad catalitica de estas enzimas (Varela et al., 2000).

Para los estudios de caracterizacion realizados en este trabajo se ha
utilizado una AAO recombinante de P.eryngii expresada heter6logamente
en E. coli (Ruiz-Duenas et al., 2006). La AAO presenta una amplia
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especificidad de sustrato, catalizando reacciones de deshidrogenacion
oxidativa de alcoholes insaturados con un hidroxilo en el carbono-a.
Ademas de alcoholes bencilicos, su centro activo es capaz de unir y oxidar
alcoholes alifaticos poliinsaturados primarios (como el 2,4-hexadien-1-ol),
alcoholes naftilicos y cinamilicos. La AAO también presenta una actividad
aldehido oxidasa. (Ferreira et al., 2005). Sin embargo, alcoholes saturados
como el metanol no son sustratos de esta enzima que ademas cataliza una
lenta reaccion de oxidacion de alcoholes alilicos monoinsaturados.

Se ha sugerido que el mecanismo catalitico de la AAO tiene lugar
mediante un ataque electrofilico y transferencia directa de un hidruro a la
flavina (Ferreira et al., 2005). Estudios recientes de mutagénesis dirigida
han confirmado el estricto requerimiento durante la catélisis de los residuos
His502 y His546, proximos al anillo del isoaloxazina del FAD, asi como la
implicacion de dos residuos aromaticos (Ferreira et al., 2006). A
continuacidon se muestra el primer estudio del mecanismo de reaccion de la
AAOQO, en donde los andlisis del efecto isotdpico cinético (KIE) del sustrato
y del solvente en estado estacionario y transitorio, han permitido describir
el mecanismo catalitico de esta flavoenzima. Para ello se han empleado dos
sustratos modelo, el alcohol p-metoxibencilico, sustrato natural de AAO, y
el alcohol alifatico 2,4-hexadien-1-ol.

2. MATERIALES Y METODOS
2.1 Reactivos

Los alcoholes p-metoxibencilico, m-fluorobencilico y 2,4-hexadien-1-ol
fueron adquiridos a Sigma-Aldrich. También fueron suministrados por
Sigma-Aldrich el hidroxido de sodio deuterado, y el agua deuterada
(99.9%). Los alcoholes deuterados p-[o-"H,]-metoxibencilico ([1,1-"H,]1-
(4’-metoxifenil)-metanol), y el [a-"H,]-2,4-hexadien-1-01 ([1,1-*H,]2,4-
hexadien-1-ol) fueron sintetizados en el Instituto de Ciencias de los
Materiales de Aragén (CSIC, Universidad de Zaragoza).

2.2 Produccion de la enzima recombinante

La AAO recombinante de P. eryngii fue obtenida mediante expresion
heter6loga del cDNA que codifica para la proteina madura en la cepa
W3110 de E. coli (GenBank = AF064069). La proteina producida en forma
insoluble, tras un proceso de plegado in vitro en presencia del cofactor, se
purifico a homogeneidad mediante cromatografia de intercambio idnico
segln el protocolo descrito por Ruiz-Duedias et al. (2006).
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2.3 Espectros y parametros cinéticos de estado transitorio

Los espectros de absorcidon y las cinéticas de estado estacionario fueron
determinados en un espectrofotometro Cary 100 Bio. La concentracién de
enzima utilizada fue calculada usando el coeficiente de extincion molar de
la AAO-FAD previamente calculado ( €463 = 11050 M™' cm™) (Ruiz-Duefias
et al., 2006).

Las medidas de actividad enzimatica en estado estacionario se
determinaron espectrofotométricamente siguiendo la variacion de
absorbancia por unidad de tiempo debida a la oxidacion de los alcoholes
utilizados como sustratos (alcohol p-metoxibencilico y 2,4-hexadien-1-ol) a
sus correspondientes aldehidos (Ferreira et al., 2005). Las cinéticas
bisustrato se determinaron variando las concentraciones de ambos
sustratos, alcohol y oxigeno. Los ensayos se realizaron en cubetas selladas
con un septo de silicona donde se equilibra la mezcla de reaccion a la
concentracion de oxigeno deseada (0.15, 0.32, 0.67 y 1.52 mM) mediante
burbujeo de la correspondiente mezcla comercial de O,/N, durante 10-15
min. La reaccién enzimadtica se iniciaba mediante la adicidon del sustrato a
la concentracion deseada (5-10 pL) y 0.03 uM de enzima (concentracidon
final), para un volumen final de 1.5 mL en tampodn fosfato 0.1 M (pH 6) a
12 °C. Los pardmetros cinéticos fueron determinados mediante el ajuste de
las velocidades iniciales (a distintas concentraciones de alcohol) a la
ecuacion de Michaelis-Menten (Ec. 1), utilizando el programa SigmaPlot
version 11 (Systat. Software. Inc. Richmond, CA, USA). En las cinéticas
bisustrato los parametros cinéticos se obtuvieron mediante el ajuste las
velocidades iniciales a la ecuacion 2, que describe un mecanismo ternario:

v K., S

T Fel

v Kear SB

= Ec. 2
Km(Ox)S + Km(Al)B +SB + K, Km(Ox)

donde, e representa la concentracion de enzima, K. es la tasa de
recambio maxima (constante catalitica aparente, """k, si no se emplean
concentraciones saturantes de ambos sustratos), S es la concentracion del
alcohol, B es la concentracion de oxigeno, Kyan Y Kmox) son las constantes
de Michaelis para el alcohol y el O,, respectivamente, y Ky es la constante
de disociacion del complejo enzima-sustrato.

La dependencia de la actividad en funcion del pH (4-9) fue estudiada a
25°C empleando alcohol p-metoxibencilico como sustrato bajo distintas
concentraciones de oxigeno (0.13, 0.27, 0.56 y 1.3 mM). Las medidas de
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actividad se realizaron en tampon citrato fosfato 0.1 M para el rango de pH
4-7 y pirofosfato 0.1 M para el rango de pH 8-9. La dependencia de la
PPk .oc del pH se determin6 mediante el ajuste de las velocidades iniciales a
la ecuacion 3, que describe un perfil de pH con una pendiente negativa y
una meseta a valores bajos de pH:

C
W Ec. 3

10°PH

log* k_,, =log

1+

donde C es el valor independiente de pH del parametro cinético de
interés, y pK, es el valor de pK, del residuo cuya protonacion favorece la
reaccion.

2.4 Estudios de inhibicion

La constante de disociacion (Ky) para la formacion del complejo AAO-
acido p-anisico fue determinada mediante técnicas de espectroscopia
diferencial siguiendo los cambios en el espectro de absorcion de la proteina
(16 uM) tras sucesivas titulaciones con diferentes concentraciones de acido
p-anisico (0-1.24 mM) en tampon fosfato 0.1 M a 25°C. Los cambios en el
espectro de absorcion de la AAO debido a la formacion del complejo
fueron ajustados a la ecuacion 4:

Al

o =——
K, + Al Ec. 4

donde a y A son, respectivamente, los cambios de absorbancia observado y
maximo y | es la concentracion del inhibidor.

Los estudios de inhibicion se realizaron con acido p-anisico a 25°C, en
tampon fosfato 0.1 M en aerobiosis, utilizando como sustrato alcohol
veratrilico. Las medidas se llevaron a cabo a diferentes valores de pH,
empleando los mismos tampones indicados en el apartado anterior de esta
seccion. Con los datos obtenidos se realizaron graficas de dobles reciprocos
para determinar el tipo de inhibicidon. La constante de inhibicion (K;) fue
determinada mediante ajuste no lineal de la actividad de la AAO a la
ecuacion 5, que describe un proceso de inhibicion competitiva:
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!_ appk S

cat

= | Ec. 5
P Km(l+j+ S
K

i

La dependencia de la K; respecto al pH fue ajustada a la ecuacion 6.

C
log K; =log| ———- Ec. 6
10°
1+

1O—pKa

Esta ecuacion describe una curva con una pendiente positiva y una
meseta a valores altos de pH, donde el pK, corresponde al residuo cuyo
protonacion favorece la union del inhibidor.

2.5 Medidas cinéticas en flujo detenido

Los ensayos se llevaron a cabo en un equipo de mezcla rapida con flujo
detenido modelo SX17.MV (Applied Photophysics) usando un detector de
longitud de onda fija y de diodos (350-900 nm) y los programas SX18.MV
y Xscan respectivamente. Los ensayos se llevaron a cabo en tampon fosfato
0.1M,pH6al2°C.

Para los ensayos de turnover (Gibson et al., 1964), se mezclaron
volumenes idénticos de enzima y sustrato a concentracidon saturante en
condiciones aerdbicas y se siguio la evolucion del estado redox del cofactor
en funcion del tiempo.

La semi-reaccion de reduccion se estudid bajo condiciones de
anaerobiosis. Las soluciones del sustrato y la enzima se prepararon por
separado en tondmetros de vidrio, eliminando el oxigeno mediante ciclos
sucesivos de vacio y argon. Para garantizar las condiciones de anaerobiosis
durante las medidas, antes de conectar los tondmetros a las jeringas del
sistema se les adicioné una soluciéon de glucosa oxidasa (10 Uml") y
glucosa (10 mM). La anaerobiosis del equipo de mezcla rapida con flujo
detenido se realiz6 con una soluciéon anaerdbica saturada en ditionito y
posteriores lavados del sistema con el tampon anterior libre de oxigeno
(Fraaije y van Berkel, 1997).

El estudio cinético de la evolucidn espectral del proceso de reduccion de
la enzima se realiz6 mediante analisis global y ajustes a modelos cinéticos
A—B y A—»>B—C, siendo A, B y C las especies espectrales cuantificables
macroscopicamente utilizando el programa de analisis Pro-Kineticist
(Applied Photophysics Ltd.). Estos modelos son equivalentes a las
ecuaciones monoexponenciales y biexponenciales utilizadas para realizar el
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analisis cinético de la evolucion de la reaccidn a una longitud de onda (462
nm, maximo espectral de AAO en estado oxidado) y poder obtener asi las
constantes observadas (K.s) para la reaccion de reduccion. Los valores de
kops @ diferentes concentraciones de sustrato se ajustan la ecuacion 7 o 8,

_ kredS E 7
K, +S ©
k.S
=t krev Ec. 8
K, +S ©

donde K.q ¥ Ky son las velocidades de reduccion de la flavina y la
reaccion reversa, respectivamente y la K, es la constante de disociacion.

2.6 KIE del sustrato y del solvente

Los ensayos de KIE de estado estacionario fueron realizados en tampon
fosfato 0.1 M y concentracion atmosférica de oxigeno (0.273 mM de
oxigeno a 25°C) tal y como se describe anteriormente, pero empleando
sustratos dideuterados (alcohol p-[o-"H,]-metoxibencilico y [o-"H,]2,4-
hexadien-1-o0l) y/o solvente deuterado. Los perfiles de pH para la “k ., y la
PPk .o/Kiy fueron estimados en un rango de pH 4-9. Para los ensayos en
solvente deuterado, los componentes de la reaccion fueron disueltos en
tampon fosfato 0.1 M deuterado, pD 6. La AAO fue exhaustivamente
dializada frente este tampdén con objeto de eliminar los protones
intercambiables. Los KIE del sustrato y del solvente en la semi-reaccion de
reduccién fueron analizados a 12°C en anaerobiosis, tal y como se ha
descrito anteriormente.

La P(Kea/Kim) observada (en el mecanismo ternario descrito para la AAO)
se calcula mediante la ecuacion 9,

D D
D(kcatj_ k, +C, +° EqC,

= Ec.9
K. 1+C, +C, :

donde Pk, es el efecto isotopico intrinseco en la ruptura del enlace C-H
del alcohol, C; y C, son los cocientes ky/k; y ki/k, (Esquema 1)
respectivamente, y DEq es efecto isotopico del equilibrio con un valor de
1.24 para la conversion del alcohol a aldehido (Cleland, 1980).

El efecto de la viscosidad del solvente se determino utilizando diferentes
concentraciones de glicerol para incrementar la viscosidad, en tampon
fosfato 0.1 M, pH 6 a 25°C. El efecto de la viscosidad durante la oxidacion
del alcohol p-metoxibencilico fue determinado a partir de la relacion entre
los valores de la Pk, y la PPk /K, obtenidos en ausencia y presencia de
glicerol.
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3. RESULTADOS
3.1 Oxidacion de alcoholes por l1a AAO en estado estacionario

Las representaciones de dobles reciprocos de la oxidacion del alcohol p-
metoxibencilico y el 2,4-hexadien-1-ol frente a distintas concentraciones de
oxigeno mostraron una serie de lineas convergentes a la izquierda del eje
de ordenadas (Figura 1). Esto sugiri6 un mecanismo cinético con
formacidon de un complejo ternario en donde el oxigeno reacciona con la
enzima reducida antes de que tenga lugar la liberacién del producto de la
primera reaccion. De acuerdo a este patrén cinético, los datos se ajustaron a
una ecuacion que describe un mecanismo de tipo ternario (Ec. 2). Las
constantes cinéticas de estado estacionario se resumen en la Tabla 1.

0.12
A
0.08 - o
O
x%
= 0.04
0.00 -
0.0 0.1 0.2
1/[Alcohol p-metoxibencilico] (uM™)
0061 B
D 0.03
x%
=
0.00
-0.03
-0.08 -0.04 0.00 0.04 0.08

1/[2,4-Hexadien-1-ol] (LM™)

Figura 1. Representacion de dobles reciprocos para la oxidacion del
alcohol p-metoxibencilico (A) y el 2,4-hexadien-1-ol (B). Las
constantes observadas (Ky,s) (wmoles de 2,4.-hexadienal y p-anisaldehido
formados por pmol de enzima en un segundo), fueron determinadas en
tampon fosfato 0.1 M, pH 6, a 12 °C, empleando diferentes
concentraciones de oxigeno: 0.15 mM (@), 0.32 mM (1), 0.67 mM (O)
y 1.52 mM (V). Las lineas se corresponden con el ajuste de los datos a
la Ec. 2.
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Tabla 1

Parametros cinéticos (de estado estacionario y transitorio) durante la
oxidacion del alcohol p-metoxibencilico y el 2,4-hexadien-1-ol

Estado estacionario® Estado transitorio”

kcat Km(Al) Km(Ox) kred Kd
Alcohol ) @M @M ") (uM)
p-Metoxibencilico 129+5 25+3 348+36 139+ 16 26£5
2,4-Hexadien-1-ol 161+£3 91+5 232+13 144 £2 62+4

Ensayos realizados en tampon fosfato 0.1 M, pH 6, a 12°C. “Los parametros de estado
estacionario fueron determinados variando las concentraciones de sustrato reductor y
oxigeno. Los datos fueron ajustados a la Ec. 2 que describe un mecanismo ternario. ° La
reduccion de la flavina fue ajustada a la Ec. 7.

3.2 Inhibicion de la AAQO por acido p-anisico

La afinidad de la AAO por el acido p-anisico fue determinada a partir de
los cambios del espectro de absorcion de la AAO durante su titulacién con
este inhibidor a pH 6 (inserto en Figura 2). La constante de disociacion
determinada para este compuesto fue 94 = 3 uM, similar al valor de K; (80
+ 2 uM) obtenido previamente (Ferreira et al., 2005). Por otro lado, se
determino la dependencia de pH de la constante de inhibicion del acido p-
anisico empleando alcohol veratrilico como sustrato (Figura 2). El ajuste
de los datos (Ec. 6) indic6 que la union del inhibidor est4 favorecida por la
protonacion de un grupo con pK, de 7.5 £ 0.1.

3.3 Dependencia del pH para la actividad de la AAO

En primer lugar, se determiné la dependencia del pH para los parametros
cinéticos de oxidacion del alcohol p-metoxibencilico y el 2,4-hexadien-1-ol
en tampon 0.1 M a concentraciones de oxigeno atmosféricas. Como se
muestra en la Figura 3A, los valores de "k, (circulos) no cambian en el
rango de pH 4-7, sin embargo, disminuyen a valores de pH mas altos.
Debido a la inestabilidad de la AAO recombinante a valores superiores a
pH 9, en el perfil para la *Pk.y, solo se pudo determinar un valor de pK,
>8.5 que sugiere la existencia de un grupo protonado durante la catélisis.
Sin embargo, la eficiencia catalitica (triangulos) fue independiente del pH,
sugiriendo una disminucion en el valor de la Kyapy (Figura 3A).

En una segunda aproximacion, se variaron simultineamente las
concentraciones de alcohol p-metoxibencilico y O,. La Keat, Keat/Kimany ¥
Kea/Kmox) (obtenidas ajustando los datos a la ecuacion 2) fueron
independientes del pH a concentracion saturante de ambos sustratos
(alcohol y O,), tal y como se muestra en la Figura 3B (simbolos en negro)
para la oxidacidn de este sustrato.
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Figura 2. Inhibicion de la AAO por acido p-anisico. Dependencia del pH
para la constante de inhibicion de la AAO por &cido p-anisico. La inhibicion
de la actividad fue determinada empleando alcohol veratrilico como sustrato
en presencia de acido p-anisico a concentraciones atmosféricas de oxigeno y
25°C. El inserto muestra el espectro diferencial de la AAO tras la unién del
inhibidor. La titulacion fue realizada a 25°C en tampon fosfato 0.1 M, pH 6.
Las curvas mostradas son los espectros diferenciales tras las adiciones de 18,

48, 106, 278 y 698 uM de acido p-anisico (en el orden indicado por las
flechas).

Dado que en los ensayos anteriores no se observaba una clara
dependencia de pH, se estudié también el efecto del pH en la oxidacion del
alcohol 3-fluorobencilico, sustrato con el que AAO presenta una
reactividad considerablemente menor. (Ferreira et al., 2005). Se esperaba
que en este caso que la reduccion (en lugar de la union del sustrato o
disociacion del producto), fuese el proceso limitante en la catalisis,
permitiendo asi determinar el valor real de pK, para la reduccion. Los
ensayos con este sustrato se realizaron a concentracion atmosférica de
oxigeno ya que la Ky, ox) calculada fue de 17 uM, encontrandose la reaccion
enzimatica totalmente saturada bajo estas condiciones. Tal y como se
muestra en la Figura 3B, no se observd dependencia de la oxidacién del
alcohol 3-fluorobencilico respecto al pH (simbolos en blanco). Por tanto
bajo condiciones saturantes de oxigeno, ni la K¢, ni la eficiencia catalitica
muestran una dependencia del pH con los sustratos ensayados.

60



Mecanismo catalitico de la AAO empleando dos alcoholes como sustratos

4 A L 4 a0
=
\ 4 v S
—~ ¥ v v B
' ‘n
\(%E 3 i \vi AV \v4 g \Y4 L 3 :Q
il <
g X
()] kS
Qo (® Em— — -2 &f
m g
o
o
1 T 1
3 4 5 6 7 8 9
pH
4 7 B B 4 o
Y — v v—v— s
v
. e
L 3 L3 &
g k3
X :CE
o
ke) L ® o L e o T
2 -2
\vAAVA VAR v S’
A O O O 0o ~
|\ |\ ) @)
1 T T 1
3 4 5 6 7 8 9
pH

Figura 3. Dependencia del pH para los parametros cinéticos de la AAO con
varios sustratos. (A) Dependencia del pH para la ke, y la *PKea/Kinary con los
alcoholes p-metoxibencilico (@ y V, respectivamente) y 2,4-hexadien-1-0l (O y
V, respectivamente) en atmosfera. (B) dependencia del pH para la k. y la
Keat/Kmary con los alcoholes p-metoxibencilico (@ y V¥V, respectivamente) y
3—fluorobencilico (O y V, respectivamente), en tampdén a concentracion
atmosférica (alcohol 3-fluorobencilico) y saturante de oxigeno (p-metoxibencilico).
Todas las reacciones fueron llevadas a cabo a 25°C.

3.4 Estado redox del cofactor durante la catalisis

Para determinar el estado redox del cofactor durante la catalisis, se
mezclo la AAO en un equipo de mezcla rdpida con flujo detenido a
concentraciones saturantes de alcohol p-metoxibencilico y 2,4-hexadien-1-
ol en tampon fosfato 0.1 M, pH 6, y concentracion atmosférica de oxigeno
(Figura 4). En los primeros milisegundos tras la mezcla (tiempo muerto
del aparato) se produjo una rapida disminucion de la absorbancia hasta
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alcanzarse una fase de equilibrio donde la AAO esta en estado estacionario.
Durante esta fase el porcentaje de enzima oxidada fue mayoritario (70-
75%) indicando que la reaccion de reduccion era la etapa limitante en la
catalisis. Tras el agotamiento del oxigeno se observod la reduccion completa
de la flavina a su forma hidroquinona.

El primer espectro de absorcion registrado mostrd la formacion del
complejo enzima-sustrato, caracterizado por el desplazamiento del pico de
absorcion de 463 a 458 nm y la resolucién del hombro a 474 nm. Estos
cambios espectrales fueron similares a los observados durante la titulacion
de la AAO con acido p-anisico (Figura 2).

3.5 Semi-reaccion de reduccion

La reduccién de la AAO por el alcohol p-metoxibencilico y el 2,4-
hexadien-1-ol se determindé en condiciones anaerobias (Figura 5). Los
espectros de absorcion obtenidos mostraron la reduccion completa de la
flavina con ambos alcoholes, sin la estabilizacidon de intermediarios de
flavina de tipo semiquinona. El ajuste global de los datos sugiere un
modelo en dos etapas. La primera etapa (A—B) fue rapida (mayor de 100 s
! para ambos sustratos) y represento un 80% de la amplitud de la reaccion.
La segunda etapa (B—C) fue muy lenta (3-5 s™) e independiente de la
concentracion de sustrato. Esta ultima etapa no parece tener relevancia
catalitica dado que su velocidad es inferior a la tasa de recambio y no se
observo en presencia de oxigeno (Figura 4), pudiendo estar relacionada
con una lenta liberacion del producto en ausencia de oxigeno. Por otro
lado, la ausencia de oxigeno elimina el desplazamiento del pico a 463 nm,
asi como la formacidén de complejos de transferencia de carga.

Los valores de las kg a distintas concentraciones de sustrato se
obtuvieron mediante ajuste global de los cambios espectrales acontecidos
durante el proceso de reduccidon de la flavina por el alcohol p-
metoxibencilico y el 2,4-hexadien-1-ol (Figura 5A-B). Las constantes
observadas en la etapa rapida (Kq,s) obedecen a la ecuacion de Michelis-
Menten. El ajuste de los datos a un proceso reversible (Ec. 7 y 8) mostr6 un
valor de K., insignificante, sugiriendo un mecanismo de reduccion de la
flavina esencialmente irreversible para ambos sustratos. Los valores
obtenidos para la constante de disociacion de (Ky) y la constante de
reduccion (K.q) se muestran en la Tabla 1. Estos valores estin en
concordancia con los obtenidos para las constantes de estado estacionario

(Keat ¥ Kimcan), indicando que la reduccion es la etapa limitante en la catalisis
de la AAO.
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Figura 4. Evolucion del espectro de absorcion de la AAO durante el
turnover con alcohol p-metoxibencilico y 2,4-hexadien-1-ol. Se hizo
reaccionar una solucion aerdbica de AAO (9 uM) con 1 mM de alcohol
p-metoxibencilico (A) y 2 mM de 2,4-hexadien-1-o0l (B), en un equipo de
mezcla rapida con flujo detenido. Se muestran el espectro de absorcion
de la AAO oxidada antes de la reaccion (linea discontinua) y los
espectros de absorcion (linea continua) cada 10 ms (rango 9-500 ms) y
posteriormente (rango 500-2000 ms) cada 50 ms. Los insertos muestran
el curso de la reaccidon monitorizada a 462 nm (en escala de tiempo
logaritmica). Las medidas fueran llevadas a cabo en tampon fosfato 0.1
M, pH 6, a 20 °C.
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Figura 5. Semi-reaccion de reduccion de la AAO con alcohol p-
metoxibencilico y 2,4-hexadien-1-o0l. Se muestra la evolucion del espectro
de absorcion de la AAO (8 uM) durante la reduccion en anaerobiosis con:
(A) 500 uM de alcohol p-metoxibencilico, espectros a 1, 4, 6,9, 12, 15, 22,
32,93 y 255 ms; (B) 700 uM de 2,4-hexadien-1-ol, espectros a 4, 8, 14, 29,
101, 168, 239, 316, 403 y 570 ms. Los insertos muestran la evolucién de las
tres especies espectrales obtenidas tras el ajuste de los datos a un modelo de
dos pasos: A—>B—C. Estas especies se muestran en el grafico principal: A
(linea de trazos largos), B (linea de trazos cortos) y C (linea de puntos).
Abajo se muestra la dependencia de la contante de reduccion observada a
distintas concentraciones de alcohol (y sus andlogos a-dideuterados) para el
alcohol p-metoxibencilico (C) y 2,4-hexadien-1-ol (D), en agua normal y
deuterada: sustratos o-protonados en H,O (@), a-protonados en D,O (O), a-
dideuterados en H,O (A) y a-dideuterados en D,O (A). Los datos fueron
ajustados a la ecuacion 7. Los ensayos fueron llevados a cabo en un equipo
de mezcla rapida con flujo detenido a 12 °C.
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3.6 KIE del sustrato y del solvente

Se investigd la existencia de un posible mecanismo de transferencia de
hidruro durante la semi-reaccion de reduccidén, empleando alcoholes
marcados con deuterio. Para ello, se determinaron las constantes de estado
estacionario empleando alcoholes o—dideuterados como sustrato (alcoholes
p-[0-°H,]-metoxibencilico y [a-"H,]-2,4-hexadien-1-0l), y concentracion
atmosférica de oxigeno (Tabla 2, izda.). Las tasas de recambio para estos
alcoholes, en agua protiada (H,O) o deuterada (D,0), mostraron un valor
de KIE significativo, con una disminucion de la Pk, de ~5 veces y una
disminucion de la eficiencia catalitica (°(**"kea/Km)) de 3.7-9.2 veces, a pH
6 (Tabla 3), sugiriendo que la ruptura del enlace Ca-H/D es limitante
durante la reduccion de la flavina, y por tanto, durante la catalisis. Mientras
que el KIE para la "k no fue significativamente diferente empleando
H,0 o D,0O, se observaron efectos mas altos para la eficiencia catalitica
empleando D,O (donde los valores °(*ke/Km)poo fueron 1.3-1.4 veces
mayores a los de "(**"Kea/Kpm).

Tabla 2

Parametros cinéticos (de estado estacionario y transitorio) durante la
oxidacion del alcohol p-metoxibencilico y el 2,4-hexadien-1-ol (y sus
analogos a-dideuterados )

Estado estacionario® Estado transitorio’
appkcat appkcat/ Km(Al) kred Kd
Alcohol s (s'mM™) s (uM)

p-Metoxibencilico H,O 115+£2 3720 + 157 112+7 26+ 6
p-Metoxibencilico D,O 86+ 3 3234 + 281 79 +2 23+3
p-[a-"H,]-Metoxibencilico H,O 21+1 1002 + 54 12+1 23+6
p-[a-*H,]-Metoxibencilico D,O 16 £1 608 + 51 8+1 7+1
2,4-Hexadien-1-ol H,O 147 +3 1280 + 88 138 + 1 76 £5
2,4-Hexadien-1-o0l D,O 1172 1017 £ 57 104 + 1 87+3
[0-"H,]-2,4-Hexadien-1-0l H,O 26+ 1 140+ 13 15+1 165+ 12
[0-"H,]-2,4-Hexadien-1-0l D,0 21+1 84 +3 11+1 124412

Los ensayos de estado estacionario y transitorio fueron realizados en tampon fosfato 0.1 M pH
6, a 24 °C y 12 °C, respectivamente. “Las constantes de estado estacionario fueron
determinadas a concentracion atmosférica de oxigeno tal y como se describe en la seccion de
materiales y métodos. "Las reacciones de reduccion se ajustaron a la Ec. 7.

Los valores de KIE para la Ky (°(*"Kcq)) mostraron una dependencia del
pH (Figura 6A), aumentando con la protonacién de un grupo con un pK,
de 72 £ 0.2 y de 7.4 £ 0.2, durante la oxidacion del alcohol p-
metoxibencilico y 2,4-hexadien-1-o0l, respectivamente. Estos valores estan
en el mismo rango que aquellos obtenidos durante la inhibicidén con acido
p-anisico (Figura 2) y una unidad por debajo de los encontrados para la
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*PPK .o con ambos sustratos (Figura 3A). Por el contrario, los valores de KIE
para la eficiencia no mostraron una dependencia del pH (Figura 6B) siendo
4.1 £0.3 y9.4 £0.9 para el alcohol p-metoxibencilico y 2,4-hexadien-1-ol
respectivamente, en concordancia con la ausencia de un efecto de pH sobre
la eficiencia catalitica, previamente observada (Figura 3A). Comparando
los valores de KIE de estado estacionario para ambos sustratos a pH 6
(Tabla 3) se observa que el valor de °(**ke) para el alcohol p-
metoxibencilico es significativamente mayor que el de °(*Kea/Km),
sugiriendo que existen condicionamientos externos a la catalisis que estan
enmascarando parcialmente el KIE para este sustrato.
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Figura 6. Dependencia del pH para los valores de KIE observados para los
parametros cinéticos de estado estacionario. Dependencia del pH de la
PPk ) (A) y la °(*Pk/Ky) (B) para la oxidacion del alcohol [a’-H*]-p-
metoxibencilico y el [o’-H?]-2,4-hexadien-1-o0l (O) por la AAO. Los valores
iniciales fueron obtenidos empleando los sustratos a-protiados y o-
dideuterados, en tampon fosfato 0.1 M, pH 4-8.5, a 25°C bajo atmosféra de
aire. Ajustes a la Ec. 3 en (A).
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Tabla 3

KIE del sustrato, solvente y multiple en las constantes cinéticas de
estado estacionario para la oxidacion del alcohol p-metoxibencilico
y el 2,4-hexadien-1-ol

Alcohol

p-metoxibencilico 2,4-Hexadien-1-ol

KIE del sustrato

PEPPK 00) 5.41+0.14 5.59+0.14
P(*™Kear/Km(an) 3.71+0.25 9.16 + 1.08
PEPPK ) D20 5.22+0.34 5.57+0.10
PP ot/ Kin(an)) D20 5.32 +0.65 12.10 + 0.80
KIE del solvente

D0@ppy ) 1.35 £ 0.06 1.25 +0.03
DI PPK o/ Kin(an) 1.15+0.11 1.26+0.11
D20(@P 0D 1.30 £ 0.07 1.2540.02
P2 *PPK o/ Kina)D 1.65+0.17 1.66 +0.17
KIE multiple

D-DOc@ppy ) 7.03 £0.38 6.98 +0.15
PPk o/ Kinal) 6.12+0.58 15.20 + 1.10

Los ensayos fueron realizados en tampon fosfato normal y deuterado 0.1 M, pH 6 a
25°C (en atmosfera de aire) empleando los alcoholes a-protiados y a-dideuterados
como sustrato. Los diferentes KIE estimados fueron: °k, KIE del sustrato en agua (k
del sustrato a-protiado en H,O/k del sustrato a-dideuterado en H,0); Dk(mo), KIE
del sustrato en D,O (k del sustrato a-protiado en D,O/k del sustrato a-dideuterado
en D,0); "*°k KIE del solvente usando sustrato a-protiado (k del sustrato a-protiado
en H,O/k del sustrato a-protiado en D,0) "*°kp, KIE del solvente empleando
alcoholes a-dideuterados como sustratos (k del sustrato a-dideuterado en H,O/k del
sustrato a-dideuterado en D,0); "*°k, KIE simultdneo del solvente y el sustrato (k
del sustrato o-protiado en H,O/k del sustrato a-dideuterado en D,0). Los
parametros cinéticos utilizados para calcular los KIEs para " Key y “"PKea/Kiman se
muestran en la Tabla 2.

Igualmente se determinaron las constantes cinéticas de estado
estacionario a 25°C (pH 6) empleando agua deuterada para determinar la
posible participacion de los protones del solvente durante la semi-reaccion
de reduccion (por ejemplo, en la ruptura del enlace O-H del sustrato y la
formacion del alkéxido) (Tabla 2, izda). En todos los casos, el valor de
KIE del solvente (Tabla 3) fue mucho menor que el valor de KIE del
sustrato. Ademads, se observd un efecto del solvente sobre la Ky
(P*°(*k.)) de 1.25-1.35 para los alcoholes p—metoxibencilico y el
2,4-hexadien—1-o0l, con independencia de su composicién isotdpica
(P*9(*K qypy de 1.25-1.30). En presencia de los sustratos sin deuterar, el
valor de KIE del solvente para la eficiencia (°*°(**"keo/Kym)) fue proximo a
uno, sin embargo, cuando se emplearon sustratos deuterados
(P*°(PPK /Km)p) €l valor obtenido fue 1.5-1.6, confirmando el efecto del
solvente. Ademas, se observo un KIE multiple con ambos sustratos (Tabla
3), siendo igual o superior al producto del efecto isotdpico del solvente y
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del sustrato para k. v *Pkea/Kn. El agua deuterada posee una mayor
viscosidad respecto al agua protiada (~23% a 25°C), pudiendo afectar a las
etapas de la reaccion que dependen de la difusion, como por ejemplo la
formacion del complejo enzima sustrato o la disociacion del producto. Por
este motivo, se estudid el posible efecto de la viscosidad en la oxidacion
del alcohol p-metoxibencilico incrementando progresivamente la
concentracion de glicerol. Tal y como se observa en la Figura 7, no se
encontrd un efecto de la viscosidad sobre las constantes *PKey v PPKear/Kin,
lo que permite descartar la existencia de una etapa dependiente de la
difusion durante la abstraccion del hidroxilo del alcohol por la AAO.
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Figura 7. Efecto de la viscosidad en la actividad de la AAQ. Se estimaron
los parametros cinéticos Pk, (@) y "ke./Kyn (A) empleando alcohol p-
metoxibencilico como sustrato en medios con diferentes grados de
viscosidad, a concentracion de oxigeno atmosférico a 25°C. Se empled
glicerol para obtener los diferentes grados de viscosidad de medio. Las lineas
continuas muestran los ajustes experimentales. La linea discontinua (con una
pendiente de 1) indicaria una reaccion dependiente de la difusion y 1, indica
la viscosidad relativa.

Para completar el estudio del KIE del sustrato y del solvente, se
determinaron las constantes cinéticas de reducciéon empleando los dos
alcoholes dideuterados en condiciones anaerobicas (pH 6) (Tabla 2, dcha.).
La reduccion de la enzima en presencia del alcohol p-[a-"H,]-
metoxibencilico y [a-"H,]-2,4-hexadien-1-ol fue completa ¢ irreversible, y
no se detectdé ninguna forma intermedia de tipo semiquinona. Con ambos
sustratos a-dideuterados se obtuvo un Dkred de ~9, mientras que no se
encontraron diferencias significativas para los valores de Dkred(mo) (Tabla
4). Ademas, se observd un pequefio pero significativo valor para "*°K.eq
(1.3-1.4), que era aparentemente independiente del sustrato empleado (sin
diferencias significativas en el valor de Dzokred(D)). Finalmente se encontrd
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un KIE multiple para la Keq (D’Dzokred(D)), que resulta del producto entre P eq
y P*%eq, cuyo valor fue de 13.5 para el alcohol p-[a-"H,]-metoxibencilico y
12.5 para el [a-"H,]-2,4-hexadien-1-0l. Los resultados anteriores son
consistentes con un mecanismo concertado de abstraccion de proton del
grupo hidroxilo y transferencia de hidruro desde el carbono-a del sustrato a
la flavina, durante la oxidacion de alcoholes por la AAO.

Tabla 4

KIE del sustrato, solvente y miiltiple para la k,.; empleando
alcohol p-metoxibencilico y 2,4-hexadien-1-ol a-dideuterados
como sustratos

p-Metoxibencilico 2,4-Hexadien-1-ol
KIE del sustrato
Phred 8.98 +0.82 8.93 +0.17
PKredp20) 9.49 + 0.36 9.41 +0.20
KIE del solvente
D20k e 1.424+0.10 1.33 £ 0.02
U ed(d) 1.50 +0.10 1.41 +0.04
KIE multiple
D.D20y 13.50 + 0.90 12.50 + 0.30

Los ensayos fueron realizados en tampon fosfato 0.1 M, pH 6, a 12°C, en
anaerobiosis. Los diferentes valores de KIE se calcularon tal y como se explica
al pie de la Tabla 2.

4. DISCUSION

Los parametros cinéticos de etado estacionario, obtenidos variando
simultineamente las concentraciones de alcohol y oxigeno, son
consistentes con un mecanismo cinético ternario (Esquema 1) donde el
oxigeno reacciona con la enzima reducida antes de la liberacion del primer
producto (aldehido) de la reaccion.

Por lo tanto, la AAO posee un mecanismo cinético similar a la colina
oxidasa, una oxidorreductasa GMC que oxida alcoholes a los
correspondientes aldehidos y acidos (Gadda, 2003a; Ferreira et al., 2005),
mientras que la glucosa oxidasa sigue un mecanismo cinético ping-pong
(Gibson et al., 1964). Otra flavoenzima que presenta un mecanismo
ternario es la vainillil alcohol oxidasa (Fraaije y van Berkel, 1997),
perteneciente a otra familia diferente de flavoproteinas.

La AAO presentd una alta reactividad frente al oxigeno durante la
oxidacion de los alcoholes p-metoxibencilico y 2,4-hexadien-1-ol,
observandose valores de Ke./Kmox) de 3.7 x10° y 7.0 x 10° M s'l,
respectivamente. Estos valores son similares a los descritos para otras
oxidasas como la glucosa oxidasa y la vainillil alcohol oxidasa (Fraaije y
van Berkel, 1997; Roth y Klinman, 2003). En ambas enzimas, se ha
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sugerido que la reorganizacidon del centro activo es un paso previo a la
activacion de la flavina reducida en su reaccidon con el oxigeno. Estudios
previos en la glucosa oxidasa de Aspergillus niger han demostrado que la
protonacion de la His516 (pK, ~8), His502 en la AAO de P. eryngii,
aumenta la reactividad de la enzima frente al oxigeno (Roth y Klinman,
2003). La conservacion de este residuo de histidina en todas las enzimas de
la familia de oxidorreductasas GMC, ha sugerido su participacion en el
proceso comun a todas ellas (concretamente en la semi-reaccion de
oxidacion) (Su y Klinman, 1999). A diferencia de la glucosa oxidasa, en la
AAO y la colina oxidasa no se observo una dependencia de la Kea/Kinox)
frente del pH (Ghanem et al., 2003). Sin embargo, en las enzimas metanol
oxidasa y colina oxidasa se han encontrado valores similares de pK,, para la
eficiencia catalitica del sustrato reductor (pK, 8.3 y 7.6 empleando alcohol
bencilico y colina, respectivamente). Estos valores de pK, se han asignado a
un residuo de histidina homdlogo a la His516 de la glucosa oxidasa
(His568 en la metanol oxidasa de Candida boidinii, ¢ His466 en la colina
oxidasa de Arthrobacter globiformis) que se encontraria desprotonada
durante la reaccion, pudiendo actuar como base catalitica en la formacion
del alcoxido (Menon et al., 1995; Gadda, 2003b; Ghanem y Gadda, 2005;
Fan et al., 2006).

En la AAO los parametros cinéticos fueron independientes del pH bajo
condiciones saturantes de oxigeno y alcohol, incluso cuando se decidid
emplear un sustrato con baja eficiencia (Figura 3B) para evitar posibles
factores externos a la catélisis. Sin embargo, se encontrd un ligero efecto
del pH sobre la "k, bajo condiciones no saturantes de oxigeno. Este
resultado sugeria que un residuo con un pK,~8.5 debia estar protonado para
alcanzar la méxima tasa de recambio. Este hecho se ha observado también
en la AAO expresada en Emericella nidulans durante la oxidacion del
alcohol veratrilico (Ferreira et al., 2005) y en la AAO de Bjerkandera
adusta durante la oxidacion del alcohol p-metoxibencilico (Romero et al.,
2009), asi como en la celobiosa deshidrogenasa y la colesterol oxidasa
durante la oxidacion de sus respectivos sustratos (Kass y Sampson, 1998a;
Rotsaert et al., 2003).

Curiosamente, la resolucion de la estructura cristalografica a nivel
atomico de la colesterol oxidasa de Streptomyces sp. ha revelado que la
His477, se encuentra protonada en un rango de pH de 4.5-7.3 (condiciones
de maxima tasa de recambio) desprotonandose a pH 9 (Lario et al., 2003;
Lyubimov et al., 2006). Este residuo de histidina es homélogo a la His502
de la AAO de P. eryngii y la His689 de la celobiosa deshidrogenasa de
Phanerochaete chrysosporium (Ferreira et al., 2006) (asi como las
histidinas conservadas de la glucosa oxidasa, metanol oxidasa y colina
oxidasa antes mencionadas). Los valores teoricos de pK,; y pK,; calculados
para algunas de estas histidinas (Li et al., 2005) fueron mas bajos de lo
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esperado sugiriendo una modulacion de los mismos por el entorno proteico
de estas enzimas. Esto sugirid que la dependencia de la tasa de recambio
del pH en la AAO y otras oxidorreductasas GMC, podria estar relacionada
con la implicacion en la catalisis de una histidina neutra mono-protonada (a
pH 4-7). En el caso de la AAO, la disminucion del valor de la *k; a
valores altos de pH estaria relacionada con la desprotonacion de la His502
o la His546 (Varela et al., 2000) a su forma i6n imidazolato, lo que estaria
afectando negativamente la catélisis, tal y como se ha propuesto para la
colesterol oxidasa (Lyubimov et al., 2006).

Tal y como se ha descrito anteriormente, la oxidacion del alcohol por la
AAO requiere la abstraccion del protdn del grupo hidroxilo y de un hidruro
desde el carbono-a del sustrato. El estudio del efecto isotdpico cinético del
sustrato se ha utilizado para determinar la participacion del enlace C-H,
mientras que el efecto isotdpico cinético del solvente se utilizdo para
determinar la ruptura de un enlace O-H. En el caso del 2,4-hexadien-1-ol
los valores de KIE para °(*"Kea/Kum) y PKrea fueron similares, sugiriendo que
ninglin otra etapa durante la catalisis estaba enmascarando el efecto
isotopico debido a la ruptura del enlace C-H. En este caso se puede tomar
el valor de KIE para la constante de reduccion de la flavina ("K.q) como
una medida directa de la k,, de magnitud similar al KIE intrinseco teérico
esperado. Sin embargo, durante la reaccion de oxidacion del alcohol p-
metoxibencilico por la AAO, el valor °(*Pk/K,) fue menor que los
valores de ®("Key) y PKrea sugiriendo que otras etapas, ademas de la ruptura
del enlace C-H, eran limitantes para la actividad catalitica con este sustrato.
En la colesterol oxidasa y la glucosa oxidasa los valores de KIE para la
ruptura del enlace C-H implicado en la trasferencia de hidruro desde el
sustrato a la flavina fueron significativamente mas bajos (alrededor de 2-3)
que los valores intrinsecos sugiriendo la existencia también de otras etapas
limitantes durante la catdlisis que enmascaran dichos valores y dificultan el
estudio del mecanismo de reaccidon de estas enzimas (Bright y Gibson,
1967; Kass y Sampson, 1998a; 1998b). Por el contrario en la colina oxidasa
los valores de KIE determinados para la k.4 sugieren valores cercanos al
KIE intrinseco (Gadda, 2003b; Fan y Gadda, 2005a), haciendo que esta
enzima haya sido propuesta como una oxidasa modelo en la familia de
oxidorreductasas GMC (Gadda, 2008). En el mecanismo propuesto para la
AAO (Esquema 1), los condicionamientos externos a la catalisis que estan
enmascarando parcialmente el KIE para el alcohol p-metoxibencilico se
deben a los altos valores del cociente (K./k_;) (ver Ec. 9), mientras que es de
esperar que el proceso reversible durante la catalisis (Ko/Kso2) sea
insignificante debido a que la reduccion de la flavina es la etapa limitante
(y practicamente irreversible) y a que la afinidad de la AAO por el oxigeno
(Kmox) 275 pM) (Tabla 1) es similar a la concentracion atmosférica a
25°C.
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Respecto al enlace O-H, el valor de KIE del solvente encontrado para los
parametros cinéticos de estado estacionario (P*°(*Kea), “2° (" Keat/Kim)) fue
ligeramente superior a la unidad, mientras que no se encontrd ninguna
contribucidn de la viscosidad al KIE del solvente. El aumento del valor de
efecto isotopico P*°(**PKe/Km)p y particularmente el KIE simultaneo del
sustrato y del solvente, observable en los PP*°(*ky) v P20 Kco/Kin)
(comparados con "(*PKea) v D(*Pkea/Kim) sugieren que el KIE del solvente
procede de la oxidacion del sustrato. Estos resultados difieren
sustancialmente de los encontrados en otras oxidorreductasas GMC (como
la glucosa oxidasa, la colesterol oxidasa y la colina oxidasa) donde no se ha
encontrado un KIE del solvente durante la oxidacion del sustrato (Bright y
Gibson, 1967; Kass y Sampson, 1998a; 1998b; Fan y Gadda, 2005b;
Gadda, 2008).

Ky [S]
AAO-FAD,, = ” = AAO-FAD,,-S
-1
P
K. |[Kq Ky [| Ko
Ks N
AAO-FAD,,-P /k\ AAO-FAD,4-P
3
H,0, O,
Esquema 1

Para eliminar las posibles interferencias de otras etapas cataliticas, se
determinaron las constantes cinéticas de estado transitorio, calculando el
KIE del sustrato y del solvente para la constante de reduccion, K4 (kz, en el
Esquema 1), en presencia del alcohol p-metoxibencilico y el 2,4-hexadien-
1-ol. Con ambos sustratos se encontrd un alto valor de KIE para la K4 (~9),
lo que permiti6 concluir que la ruptura del enlace C-H ocurre durante la
etapa limitante de reduccion de la flavina. Este hecho junto al KIE multiple
encontrado con ambos sustratos (ZP?°k~13), es consistente con un
mecanismo concertado de transferencia de hidruro, donde la abstraccion
del proton del grupo hidroxilo y la transferencia del hidruro a la flavina
estan altamente acoplados. Este mecanismo de transferencia de hidruro y
activacion simultanea del sustrato por una base catalitica (Figura 8) es
compatible con la estructura cristalografica de la AAO que sugiere una
localizacion del sustrato en el centro activo con la adecuada orientacion del
C-H que se va a romper frente al N5 de la flavina, préximo a los residuos
de histidina que podrian contribuir a la ruptura del enlace O-H.

72



Mecanismo catalitico de la AAO empleando dos alcoholes como sustratos

AAO-FAD AAO- FADH2
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H,0, O,
Semi-reaccién de oxidacion
Figura 8. Esquema del mecanismo catalitico de la AAQ. Durante la semi-
reaccion de reduccion, la oxidacion del alcohol (en este caso alcohol p-
metoxibencilico), supondria la formacion del alcoxido asistido por una base
catalitica (His502 o His546 recibiendo el proton) y la transferencia de hidruro
al N5 de la flavina. Posteriormente, en la semi-reaccion de oxidacion, la flavina
es oxidada por el oxigeno, y se forma el perdxido de hidrogeno requerido para
la degradacion de la lignina.

Estudios de KIE del solvente y del sustrato han sugerido para otros
miembros de la familia de oxidorreductasas GMC un mecanismo catalitico
secuencial (frente al concertado) donde la ruptura del enlace O-H precede a
la ruptura del enlace C-H (Cleland, 1982; Menon et al., 1995). De hecho,
en la colina oxidasa se ha sugerido que la velocidad de abstraccion del
proton es significativamente mds rapida que la transferencia de hidruro. Se
ha propuesto que los residuos de histidina conservados podrian actuar
como bases cataliticas en estas oxidorreductasas (Menon et al., 1995; Kass
y Sampson, 1998b; Witt et al., 2000; Rotsaert et al., 2003; Gadda, 2008).
Sin embargo, en la colina oxidasa, Ghanem y Gadda (2005) proponen que
la His466, His502 en la AAO, contribuye a la estabilizacion del
intermediario de tipo alcdxido del sustrato asi como a la formacion de un
aducto con el sulfito, en lugar de actuar como base catalitica. El mecanismo
concertado descrito para la AAO descarta la estabilizacion de especies de
tipo alcoxido del sustrato durante la catalisis. Esto, junto al hecho de que la
enzima es incapaz de estabilizar un aducto sulfito-flavina (Ferreira et al.,
2005), sugiere que la AAO no estabiliza especies intermedias de reduccion
en el centro activo durante la catalisis, tal y como se ha observado en otras
oxidorreductasas GMC (Miiller y Massey, 1969; Massey et al., 1969;
Massey y Hemmerich, 1980; Massey, 1995). Asi mismo, el elevado valor
de K,y elimina la posibilidad de un mecanismo radicalario, ya que la
disminucion en la K.y deberia dar lugar a la estabilizacion alguna forma
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intermedia, como la forma semiquinona de la flavina (forma semi-reducida
del FAD). Todo ello esta de acuerdo con estudios previos que sugerian que
esta enzima no estabiliza termodindmicamente el radical semiquinona de la
flavina (Ferreira et al., 2005). Esta caracteristica de la AAO junto a la
imposibilidad de formar un aducto con sulfito, son propiedades atipicas de
esta enzima respecto a la mayoria de oxidasas (Massey, 1995).

Los datos presentados son consistentes con un mecanismo cinético donde
primero tiene lugar la formacion de un complejo del tipo Michaelis-
Menten, seguido de la oxidacion del sustrato (y la reduccion del cofactor de
la enzima), y finalmente la reoxidacion de la enzima reducida por el
oxigeno con la consiguiente liberacion del producto. El mecanismo de la
semi-reaccion de reduccidon es consistente con un mecanismo concertado
para la transferencia de proton e hidruro, tal y como se ha visto tras la
determinaciéon de los efectos isotdpicos. Por tanto, la oxidacion del
alcoholes por AAO parece ser una excepcion dentro de la familia de
oxidorreductasas GMC, donde ha sido propuesto un mecanismo secuencial
como mecanismo consenso (Gadda, 2008).
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CAPITULO 3

Difusion y oxidacion del sustrato en oxidorreductasas GMC:
un estudio experimental y computacional de la
aril-alcohol oxidasa

Resumen. La aril-alcohol oxidasa (AAQO) produce el H,O, requerido
durante la degradacién fingica de la lignina, un proceso de alto interés
biotecnologico. La estructura cristalografica de 1a AAO revela que el centro
activo, donde se oxidan diferentes alcoholes aromaticos, carece de un
acceso directo desde el solvente. En este trabajo se ha estudiado la difusion
y oxidacion de los sustratos reductores de la AAO, y se ha comparado con
la colina oxidasa (CHO), otra enzima relacionada estructuralmente.
Empleando simulaciones de busqueda de cavidades y difusion de ligandos
se ha determinado que la entrada del sustrato al centro activo requiere de
los desplazamientos de las cadenas laterales de algunos residuos del canal
de acceso e interacciones de stacking con la Tyr92. A través de estudios de
mecanica cuantica y mecanica molecular (QM/MM) y mutagénesis dirigida
se ha determinado la importancia catalitica de dos residuos de histidina en
el centro activo. La sustitucion de ambos residuos por alanina dio lugar a
las wvariantes HS502A y HS546A cuyas constantes -catalitica (estado
estacionario) y de reduccion (estado transitorio) en presencia del alcohol p-
metoxibencilico fueron 1800 y 35 veces inferiores, respectivamente, frente
a la enzima nativa. La combinacion de diferentes técnicas experimentales y
computacionales, incluyendo perfiles de energia QM/MM, predictores de
protonacion, dindmica molecular, mutagénesis dirigida, y perfiles de pH,
proporciona una solida respuesta sobre la naturaleza de la base catalitica.
La histidina frente al anillo de flavina, His502 en la AAO (His466 en la
CHO), actuia como base. Para los dos sustratos ensayados, alcohol p-
metoxibencilico y 2,4-hexadien-1-ol, se ha visto que la transferencia del
proton precede a la transferencia del hidruro, aunque ambos procesos estan
altamente acoplados. En los perfiles de energia para la reaccion de la AAO
no se han observado formas intermedias estables, en contraste con la CHO.
Los resultados de QM/MM junto al efecto isotopico cinético del solvente,
sugieren un mecanismo de oxidacion de alcoholes concertado asincronico
en la AAO.

*Hernéndez-Ortega, A., Borreli, K,. Ferreira, P., Medina, M., Martinez, A.T. y
Guallar, V. (2011) Substrate diffusion and oxidation in GMC oxidoreductases:

An experimental and computational study on fungal aryl-alcohol oxidase.
Biochem. J. 436: 341-350.
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1. INTRODUCCION

La aril-alcohol oxidasa (AAO; EC 1.1.3.7) cataliza la oxidacion de
alcoholes aromaticos, y algunos alifaticos, a sus correspondientes aldehidos
con la concomitante produccion de H,O, a partir de O, (Ferreira et al.,
2005). Este peroxido estd implicado en la biodegradacion de la lignina
como sustrato de las peroxidasas fungicas de alto potencial redox
responsables de la degradacion oxidativa del polimero (Ruiz-Duedias y
Martinez, 2009). La eliminacion de la lignina es un paso clave durante el
reciclado del carbono en los ecosistemas terrestres, y también un proceso
esencial en la utilizacion de la biomasa vegetal en las futuras biorefinerias
lignocelulosicas, donde la biotecnologia podria contribuir a la produccion
sostenible de biocombustibles o productos quimicos de interés (Martinez et
al., 2009). Globalmente, la reaccion de la AAO consiste en la oxidacion de
alcoholes poliinsaturados, con un hidroxilo primario en el carbono-a, y la
reduccion del O, en presencia del cofactor FAD:

AAO-FAD
alcohol + O, » aldehido + H,O,

Tras la clonacion del gen de la AAO (Varela et al., 1999) y el modelado
molecular de la proteina, la enzima reveld caracteristicas comunes con
miembros de la superfamilia de oxidorreductasas GMC (glucosa-metanol-
colina oxidasas) (Varela et al., 2000). Una de las semejanzas con algunas
de estas flavoenzimas es la presencia de dos histidinas conservadas en el
centro activo, His502 e His546 en la AAO de Pleurotus eryngii, implicadas
en la catalisis. Estudios de mutagénesis dirigida en la AAO mostraron la
importancia de estas histidinas durante la catalisis (Ferreira et al., 2006). La
resolucion de la estructura cristalografica de la AAO de P. eryngii (PDB
3FIM) (Fernandez et al., 2009) ha confirmado que ambos residuos de
histidina (His502 y His546) ocupan una posicion relevante para la catalisis
situandose en las proximidades del cofactor FAD (Figura 1, izda) en
orientacion similar a la descrita para la colina oxidasa (CHO). Se investigd
la entrada de grandes ligandos al centro activo de la AAO debido a que en
la estructura cristalografica no se observa un canal de entrada definido y el
centro activo esta muy compactado. Concretamente, la cadena lateral de
residuo Tyr92 bloquea el acceso al N5 de la flavina (catalitico), y por ello
la entrada de los sustratos al centro activo requiere una importante
reorganizacion de las cadenas laterales de algunos residuos.

En la superfamilia de oxidorreductasas GMC, el mecanismo catalitico
comunmente aceptado comienza con la abstraccidon de un proton del
alcohol por una base catalitica, que podria corresponderse con uno de los
residuos de histidina mencionados anteriormente, His502 o His546 en la
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AAO de P.eryngii (His466 y His352 en la CHO de Arthrobacter
globiformis) (Figura 1), seguida de la transferencia de un hidruro desde el
carbono-a del sustrato al N5 del FAD. El ciclo catalitico continta con la
reduccion del O, a H,O, por el FAD reducido. Los estudios mecanisticos
basados en efectos isotopicos cinéticos (KIE) en la CHO y la metanol
oxidasa plantearon la existencia de dos etapas diferentes durante la semi-
reaccion de reduccion, siendo la transferencia de hidruro desde un alcoxido
del sustrato, estabilizado por la proteina, la etapa limitante de la reaccion
(Menon et al., 1995; Gadda, 2008). Los estudios de mutagénesis dirigida en
la CHO (Ghanem y Gadda, 2005; Quaye et al., 2008; Rungsrisuriyachai y
Gadda, 2008) han intentado dilucidar el papel de los residuos del centro
activo durante la catélisis. Ambas His466 e¢ His351 en la CHO son
importantes para la abstraccion del proton, aunque no se determind
claramente la identidad de la base catalitica; y el Glu312 parece ser
también importante en la union de los sustratos.

En el presente trabajo se han empleado estudios computacionales y
experimentales para investigar, por un lado, las bases estructurales de la
migracion del alcohol p-metoxibencilico, el sustrato natural de la AAO
(Gutiérrez et al., 1994), y del 2,4-hexadien-1-ol, un sustrato alifatico
poliinsaturado (Ferreira et al., 2005) hacia el centro activo de la AAO; y
por otro lado, las reacciones de transferencia de hidruro y proton durante la
catalisis. Ademas, se llevaron a cabo simulaciones de la oxidacién de la
colina por la CHO, comparando los resultados con los de la AAO. Con este
fin, se estudid la migracion y el acoplamiento (docking) molecular inducido
del ligando en la AAO empleando el programa PELE (Borrelli et al.,
2005), un algoritmo reciente que es capaz de modelar los mecanismos de
reconocimiento proteina-ligando. Para el estudio detallado del mecanismo
catalitico, se emplearon métodos de mecdnica cudntica y mecanica
molecular (QM/MM) que combinan una region clasica, descrita como un
conjunto de esferas “solidas” con cargas puntuales y fuerzas de campo
clasico, con una region cuantica donde se resuelve la ecuacion de
Schrodinger. Asi, la descripcion electronica explicita del sistema esta
limitada a la region QM, contemplando todos los atomos involucrados en el
proceso bioquimico (Friesner y Guallar, 2005; Senn y Thiel, 2007).

2. MATERIALES Y METODOS
2.1 Enzima y variantes mutadas

La AAO recombinante de P. eryngii fue obtenida mediante expresion
heter6loga del cDNA que codifica para la proteina madura en la cepa

W3110 de E. coli (GenBank = AF064069). La proteina producida en forma
insoluble, tras un proceso de plegado in vitro en presencia del cofactor, se
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purifico a homogeneidad mediante cromatografia de intercambio 16nico
segun el protocolo descrito por Ruiz-Dueiias et al. (2006). Las variantes de
la AAO H502S/A y H546S/A, fueron preparadas mediante PCR utilizando
el kit comercial QuikChange site-directed mutagenesis (Stratagene). El
cDNA de la AAO clonado en el vector pFLAG1 fue empleado como molde
y los siguientes oligonucleo6tidos, incluyendo las mutaciones (subrayado)
en los correspondientes tripletes (negrita) fueron usados como cebadores
(se muestran solamente las secuencias directas): H502S, 5'-GCCAACACG
ATTTTCAGCCCAGTTGGAACGGCC-3'"; H502A, 5'-GCCAACACGAT
TTTCGCCCCAGTTGGAACGGCC-3"; H5468, 5'-CCCTTCGCGCCCAA
CGCAAGTACCCAAGGACCG-3"; H546A, 5'-CCCTTCGCGCCCAACG
CAGCTACCCAAGGACCG-3'". Los plasmidos mutados fueron aislados y
el cDNA secuenciado (Secuenciador GS-FLX Roche) para confirmar las
mutaciones introducidas. Las variantes fueron producidas como se indica
arriba para la AAO nativa. Las concentraciones de enzima utilizadas fueron
determinadas empleando los coeficientes de extincidon molar: AAQO, g463
11050 M "-em™; H502S, £465 9980 M-cm™; H502A, €467 9800 M™'-cm’';
H546S €463 12400 M -cm™; y H546A, €467 9669 M :cm’.

2.2 Cinéticas de estado estacionario y transitorio

Las medidas de actividad enzimatica en estado estacionario se
determinaron espectrofotométricamente siguiendo la variacion de
absorbancia por unidad de tiempo debida a la oxidacion del alcohol p-
metoxibencilico (Sigma-Aldrich) a p-anisaldehido (e,s5 16950 M'-cm™)
(Ferreira et al., 2005). Las constantes cinéticas de estado estacionario para
la enzima nativa y las variantes H546S y H546A fueron determinadas
mediante cinéticas bisustrato variando las concentraciones de ambos
sustratos alcohol (4-2000 uM) y oxigeno (51, 128, 273, 566 y 1279 uM).
Los ensayos se realizaron en cubetas selladas con un septo de silicona
donde se equilibra la mezcla de reaccion a la concentracion de oxigeno
deseada mediante burbujeo de la correspondiente mezcla comercial de
0O,/N; durante 10-15 min. Las reacciones se inician mediante la inyeccion
de la enzima, en tampon fosfato 0.1 M, pH 6, a 25 °C. Los pardmetros
cinéticos fueron determinados mediante el ajuste de las velocidades
iniciales (Ky,s) a distintas concentraciones de alcohol a la ecuacion 1
(empleando SigmaPlot v11), que describe un mecanismo cinético ternario,
donde e representa la concentracion de enzima; K., es la constante
catalitica; S es la concentracion de alcohol; B es la concentracion de Oy;
Kman ¥ Kmox) son las constantes de Michaelis para S y B, respectivamente;
y Kqes la constante de disociacion de S.
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Las constantes de estado estacionario de las variantes H502S y H502A
fueron determinadas variando unicamente la concentracion de alcohol (62-
5000 uM) a concentracion atmosférica de oxigeno, debido a que la tasa de
recambio es independiente de la concentracion de oxigeno en estas
variantes. Las constantes cinéticas fueron obtenidas ajustando las K, a la
ecuacion de Michaelis-Menten.

La dependencia de la actividad en funcion del pH (4-9) fue estudiada a
25°C empleando alcohol p-metoxibencilico como sustrato y concentracion
atmosférica de oxigeno. Las medidas de actividad se realizaron en tampon
citrato fosfato 0.1 M para el rango de pH 4-7 y pirofosfato 0.1 M para el
rango de pH 8-9. La dependencia de las constantes cinéticas, K., y
PPK ot/ K, del pH fueron determinadas ajustando las K, a las ecuaciones 2-
4. Los datos que mostraban una pendiente de +1 y -1 fueron ajustados a las
ecuaciones 2 y 3, donde los valores pK,; y pK,, representan los valores de
pK, de los residuos acidos y basicos, respectivamente. Los perfiles de pH
de tipo campana se ajustaron a la ecuacion 4, donde C es el valor
independiente de pH del pardmetro cinético de interés.

C

10"
1 + 1O—pKal

log k = log Ec.2

logk =log| ———= Ec.3

C
logk =log ka2 Ec.4
10" 10”
i 10 PKal i 10"

Para los estudios cinéticos de estado transitorio, se utilizd un equipo de
mezcla rdpida con flujo detenido modelo SX17.MV (Applied
Photophysics) usando un detector de longitud de onda fija o de diodos
(350-900 nm) y los programas SX18.MV y Xscan, respectivamente. Las
soluciones del sustrato y la enzima se prepararon por separado en
tondmetros de vidrio, eliminando el oxigeno mediante ciclos sucesivos de
vacio y argon. Para garantizar las condiciones de anaerobiosis durante las
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medidas, antes de conectar los tonometros a las jeringas del sistema se les
adiciond una solucion de glucosa oxidasa (10 U'ml™) y glucosa (10 mM).
La anaerobiosis del equipo de mezcla rapida con flujo detenido se realiz6d
con una solucion anaerdbica saturada en ditionito y posteriores lavados del
sistema con el tampon anterior en anaerobiosis (Fraaije y van Berkel,
1997). Las medidas se realizaron en tampon fosfato pH 6 a 25°C para las
variantes H502S, H502A y H546A, y a 12°C para la enzima nativa debido
a su rapida reduccion. El estudio de la evolucidon espectral del proceso de
reduccion de las muestras se realiz6 mediante analisis global y ajustes a un
modelo cinético A—B utilizando el programa de analisis Pro-Kineticist
(Applied Photophysics Ltd.), siendo A y B las especies espectrales
cuantificables macroscopicamente correspondientes a las formas oxidada y
reducida, respectivamente. Este modelo es equivalente a la ecuacion
monoexponencial utilizada para realizar el analisis cinético de la evolucion
de la reaccion a una longitud de onda (462 o 467 nm, méaximos espectrales
de AAO vy las variantes H502S, H502A y H546A en estado oxidado,
respectivamente) y poder obtener asi las constantes observadas (K,,s) para
la reaccion de reduccion. Los valores de k.., a diferentes concentraciones
de sustrato se ajustan la ecuacion 5, donde kg y K4 son las constantes de
reduccion y disociacion, respectivamente.

Kieg S

_ red
obs Kd N S Ec. 5

2.3 Adecuacion de los modelos de la AAO y la CHO

Los estudios computacionales estan basados en la estructura
cristalografica de la AAO (PDB 3FIM) (Fernandez et al., 2009). Tras una
inspecciodn visual, las histidinas 91, 313, 387 y 398 fueron protonadas en su
posicion ¢ (y denominadas Hie), y las histidinas 137, 148 y 360 fueron
protonadas en ambas posiciones € y & (y denominadas Hip, cargadas
positivamente); todas las histidinas restantes fueron protonadas en o (y
denominadas Hid). Ademas se estudié el estado de protonacion de las
histidinas cataliticamente activas, His502 e His546, mediante dinamica
molecular (MD) y métodos QM/MM. En el caso de la CHO, se utilizo6 la
cadena A de la estructura 2JBV depositada en PDB (Quaye et al., 2008).
Las cadenas laterales del Glu222 y Glu340 fueron completadas y
analizadas mediante PLOP (Jacobson et al., 2004). Se eliminé el atomo de
oxigeno que formaba un aducto con la flavina (Orville et al., 2009) y se
empled el dimetilsulféxido (DMS) de la estructura cristalografica para
modelar la posicion del sustrato (colina). Tras la inspeccion visual, las
histidinas 310, 506, 257, y 148 fueron protonadas en su posicion € y las
histidinas 216 y 149 fueron protonadas en sus posiciones € y 0, el resto de
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histidinas fueron protonadas en su posicion 6. Debido a la presencia de la
molécula de DMS no fue necesario realizar la difusién de la colina al
centro activo de la enzima, como se describe posteriormente para la AAQO.
El sistema fue equilibrado con una trayectoria MD de 1 ns. Tras los
primeros 200 ps de la trayectoria MD, la colina (sustrato) adopté su
posicion catalitica, con el grupo hidroxilo orientado hacia la His466.

2.4 Exploracion dinamica de ligando y proteina: PELE

El algoritmo Protein Energy Landscape Exploration (PELE) combina
una aproximacion estocastica con métodos de prediccion estructural, siendo
capaz realizar la migracion dindmica de ligandos en proteinas (Borrelli et
al., 2005; Guallar et al., 2009; 2010). El algoritmo heuristico del PELE esta
basado en tres procesos principales: 1) perturbaciones locales de ligando y
proteina, incluyendo la traslacion y rotacion del ligando y desplazamientos
de los carbonos-a de la proteina siguiendo un modelo de aproximaciéon de
red anisotropica; ii1) muestreo de las cadenas laterales, mediante el
posicionamiento de las cadenas proximas al ligando; y 1i1) minimizacion de
energia incluyendo, al menos, todos los residuos locales a los atomos
implicados en 1 y 1. Tipicamente, una simulacion implica diferentes
procesadores calculando las diferentes etapas y compartiendo la
informacidon conjunta para alcanzar un objetivo comun. Se empled el
programa SiteMap (Halgren, 2007) para la exploracion de cavidades en la
AAQO, permitiendo localizar el punto de partida para las migraciones
investigadas con PELE.

2.5 Prediccion de protonacion y calculos MD

Se emplearon tres programas diferentes para calcular la posicion tedrica
de los hidrégenos y los valores de pK, de las posibles bases cataliticas: 1)
Whatlf (Vriend, 1990), que utiliza patrones de enlaces de hidrogeno para
elegir el mejor estado de protonacion de los residuos estudiados; ii)
Adaptative Poisson Boltzmann Solver (APBS) (Baker et al., 2001), que
emplea la ecuacion de Poisson-Boltzmann para calcular los cambios
intrinsecos de los valores de pK, debido a la presencia de residuos
adyacentes; iii) Interaction Cluster Decomposition (ICDA) (Li et al., 2007),
que utiliza bibliotecas de rotameros de residuos, campos de fuerzas clasicos
y solvatacion implicita de Born. Los célculos de MD fueron llevados a
cabo mediante NAMD v2.6 (Phillips et al., 2005) comenzando por las
estructuras determinadas tras la migracion del ligando. La proteina fue
solvatada en una solucién de 0.5 M NaCl en cajas periddicas de 90 x 80 x
70 A. Cada sistema, conteniendo aproximadamente 12000 moléculas de
agua y 46000 atomos totales, fue equilibrado mediante una minimizacion
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seguida por 10 ps de MD en el conjunto NVT (N, nimero de atomos; V,
volumen del sistema; T, temperatura del sistema), seguidos por 0.5 ns de
NPT (P, presion del sistema) y NVT con un paso de integracion de 1 fs.
Las trayectorias finales consintieron en 5 ns de MD con un paso de
integracion de 2 fs en el conjunto NVT, empleando la malla de particulas
de Ewald para el tratamiento electrostatico de largo alcance.

2.6 Calculos QM/MM

Todos los calculos QM/MM fueron realizados con el programa QSite
(Schrodinger Inc, 2007) empleando la teoria del funcional de densidad
(DFT) con un nivel teérico B3LYP, la funcion de base atomica 6-31G*, y
la aproximacion de la unién del atomo de hidrogeno para el corte de las
partes cudntica (QM) y cldsica (MM). La region cudntica incluye: el FAD,
el alcohol (ligando), las tres histidinas del centro activo (502, 313 y 546 en
la AAO, 466, 310 y 351 en la CHO), Glu389 en la AAO y GIn510 en la
CHO. El campo de fuerzas OPLS-AA (Optimized Potentials for Liquid
Simulations-all atoms) se empleo para el tratamiento de la parte MM. Para
ambas enzimas el sistema QM/MM inicial se obtuvo tras el equilibrado de
las moléculas de agua en la trayectoria de dindmica molecular, eliminando
todas las situadas mas alla de 10 A de la superficie proteica. Todas las
optimizaciones geométricas fueron realizadas restringiendo
harménicamente los 4tomos de oxigeno de moléculas de agua alejadas 5 A
de la superficie (a mas de 20 A de cualquier 4tomo de la region QM). Se
realizaron céalculos QM en fase gaseosa MP2 de segundo orden mediante
Gaussian03 (Frisch et al., 2003) con la base 6-311G*. El tamano de la
region QM (~ 160 atomos) y la metodologia (B3LYP) no permiten ir mas
alla de un andlisis de coordenada de reaccion QM/MM (optimizaciones de
la geometria a lo largo de la coordenada de reaccion proton/hidruro). Sin
embargo, un nivel tedrico similar ha demostrado ser valido en otros
sistemas enzimaticos (Friesner y Guallar, 2005; Senn y Thiel, 2007).
Cuando se construyeron las coordenadas de reaccion QM/MM, se
considero tanto la posibilidad de que la transferencia de proton seguida de
la transferencia de hidruro, como el proceso opuesto. El eje de ordenadas es
la suma de las distancias de transferencia de protén e hidruro (distancia del
hidrogeno al aceptor); los valores mas altos corresponden a los reactivos
(alcoholes) y los menores a los productos (aldehidos). Para cada estado de
protonacion se estudiaron tres mecanismos diferentes. Los dos primeros
implican Unicamente la transferencia de un atomo (el protén o el hidruro)
con incrementos de 0.15 A a lo largo de la coordenada de reaccion. El
tercer mecanismo implica el movimiento simultdneo (concertado) de
ambos atomos.
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3. RESULTADOS

Se han combinado estudios experimentales y computacionales para
determinar el mecanismo de oxidacion de alcoholes en el (escasamente
accesible) centro activo de la AAO. En primer lugar, tras la exploracion de
cavidades, se estudio la ruta de migracion de los alcoholes desde la
superficie de la proteina empleando el programa PELE. Después se
investigd experimentalmente el papel de dos histidinas del centro activo a
través de la caracterizacion de las variantes obtenidas mediante
mutagénesis dirigida, y se predijo su estado de protonacion con el proposito
de 1identificar la base catalitica. Finalmente se obtuvieron, mediante
métodos de QM/MM, los perfiles de energia de las reacciones de la AAO y
la CHO con objeto de determinar los tiempos de trasferencia de proton e
hidruro, y la existencia de intermediarios de reaccion.

3.1 Migracion de ligandos hasta el centro activo de la AAO

En la estructura cristalografica de la AAO se observa un centro activo no
expuesto al solvente, conteniendo unicamente algunas moléculas de agua.
Asi mismo, se observa que la cavidad del centro activo es pequefia y el
acceso al N5 de la flavina esta bloqueado por la cadena lateral de la Tyr92
y otros residuos (Figura 1, izda). Por tanto, el acoplamiento directo de
grandes ligandos, como los alcoholes aromaticos sustratos de la AAO, no
parece el procedimiento mas adecuado para estudiar el posicionamiento de
los sustratos en el centro activo. Asi, durante la exploracion de posibles
cavidades en la estructura de la enzima con SiteMap, sélo se encontraron
sitios de union de ligandos en la superficie de la proteina. Por tanto, se
procedio a colocar el ligando en la superficie y realizar posteriormente la
migracion hacia el centro activo mediante las simulaciones con PELE.
Curiosamente, la posicion preferente obtenida con SiteMap se localizo en
las proximidades de la Pro402, que forma parte del loop flexible que
conecta la superficie de esta enzima con el centro activo. Para confirmar el
punto de entrada de la migracion, primero se mut6 in silico la molécula de
agua del centro activo por metanol (Figura 1) y se llevaron a cabo las
simulaciones mediante PELE, asignando al programa la tarea de mover el
metanol desde su posicion inicial hasta el exterior de la proteina, siguiendo
una direccion libre y aleatoria. Las tres simulaciones realizadas con
diferentes temperaturas (300, 500 y 1000 K) dieron lugar a una ruta de
salida idéntica que terminaba en la Pro402 (Figura 2).
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CHO

Figura 1. Estructura cristalografica del centro activo de la AAO y la
CHO. Se muestran el anillo de isoaloxacina del FAD y cinco residuos del
centro activo (colores CPK). Una molécula de dimetilsulfoxido (DMS) ocupa
el sitio de union a sustrato en el centro activo de la CHO, mientras que una
molécula de agua (esfera roja) se localiza en el centro activo de la AAO. PDB
3FIM y 2JBV, respectivamente (Quaye et al., 2008; Fernandez et al., 2009).

Figura 2. Canal de salida del metanol en la AAQ. Prediccion de la trayectoria
de migracion del metanol mediante PELE, mostrada como una serie de esferas
de van der Waals (color cian), desde el centro activo de la AAO, préximo al
anillo de isoaloxazina del FAD (esferas blancas), hasta la superficie proteica. Se
indica el loop 395-406 (azul oscuro) implicado en la migracion, incluyendo la
Pro402 (esferas verdes).
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La concordancia entre el resultado obtenido con SiteMap y la ruta de
salida del metanol obtenida con PELE, identific6 claramente el punto de
entrada del canal de acceso de los ligandos en la AAO. A continuacién se
situaron los alcoholes p-metoxibencilico y 2,4-hexadien-1-ol en este punto
de la superficie y se pidi6 al programa PELE que migrara ambos ligandos
hacia el centro activo, aproximandose al residuo His502, cuyo papel en la
catalisis se discute mas adelante. La Figura 3 muestra el perfil de energia
para la difusion del 2,4-hexadiel-1-ol al centro activo de la enzima,
equivalente al perfil de energia observado con el alcohol
p-metoxibencilico, representando la energia interna de cientos de
conformaciones frente a la distancia ligando-FAD, y mostrando claramente
tres minimos de energia. El perfil energético indico que la entrada estaba
localizada a ~17 A del anillo de flavina, proximo a la Pro402. Desde este
punto el movimiento del ligando estaba acoplado a las oscilaciones del loop
GIn395-406. El segundo minimo de energia se correspondia con el primer
intermediario estable a ~11 A del FAD, donde interacciona (a través de
interacciones m) con la Phe397. A partir de este punto, la migracion del
ligando al centro activo requeria de reajustes de la cadena lateral de este
residuo, asi como de diversos residuos hidrofobicos (como la Leu315 y la
[1e391) y de la Tyr92. En el centro activo, el alcohol adopt6 una orientacion
cataliticamente competente a una distancia de ~5 A (centro de masas) del
anillo de flavina.
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Figura 3. Perfil de energia obtenido mediante PELE para la difusion del
sustrato al sitio activo de la AAO. El eje-x muestra la distancia del N5 del
anillo de flavina al centro de masas del 2,4-hexadien-1-ol, y el eje-y las
energias internas de cientos de conformaciones obtenidas mediante PELE
(cada punto corresponde a una conformacion diferente obtenida por cada uno
de los 12 procesadores trabajando durante 10 h).
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La Figura 4 muestra tres instantaneas a lo largo de la ruta de migracion
del alcohol p-metoxibencilico, que se corresponden con los tres minimos de
energia mostrados en la Figura 3. En el panel de la izquierda se muestra
una conformacion representativa de la union del ligando a la superficie. En
el panel central se muestra una etapa intermedia donde se observa una
interaccion de stacking n-m entre el alcohol p-metoxibencilico y la Phe397.
El panel de la derecha muestra la conformacién final en el centro activo,
donde aparecen marcadas con una linea rosa las coordenadas de
abstraccion de proton e hidruro. Esta ultima estructura corresponde a la
especie cataliticamente competente, empleada para realizar los calculos
QM/MM que se describen mas adelante.

La ultima estructura también sugiere que en el centro activo la cadena
lateral de la Tyr92 establece interacciones stacking m-m con el sustrato. La
interaccion observada no es una interaccion paralela, sino de tipo “edge-to-
plane” (tipo-T) (Figura 4C). En las geometrias finales obtenidas tras
PELE, las energias de interaccion QM obtenidas mediante MP2, confirman
la naturaleza de este tipo de interacciones. Se obtuvieron energias de
estabilizacion para los alcoholes p-metoxibencilico y 2,4-hexadien-1-ol de
2.7 y 1.6 kcal'mol” (1 kcal = 4.184 kJ), respectivamente. Ademas,
existen tres peliculas, producidas para ilustrar la migracion del ligando en
el centro activo, incluidas en el CD adjunto a la tesis (Peliculas 1-3).
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Figura 4. Tres instantaneas representativas del proceso de difusion del
sustrato hacia el centro activo de la AAO. Se muestran tres instantaneas
diferentes a lo largo de la migracion del alcohol p-metoxibencilico al centro activo
de la AAO determinada mediante las simulaciones con PELE. El panel derecho
(C) corresponde a la conformacion cataliticamente competente, donde se
muestran las coordenadas de transferencia del proton y el hidruro (al Ne de la
His502 y al N5 del FAD, respectivamente) mediante lineas rosas, mientras que en
los otros paneles se muestran la entrada del alcohol (A) y una posicion intermedia
en la trayectoria de migracion (B).
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3.2 Mutagénesis de las histidinas del centro activo: parametros
cinéticos y perfiles de pH

El centro activo de la AAO posee dos histidinas conservadas, ademas del
residuo de tirosina (Y92) implicado en la estabilizacion del sustrato
(Figura 1). Ambas histidinas fueron reemplazadas independientemente por
serina y alanina mediante mutagénesis dirigida dando lugar a las variantes
H502S/A 'y H546S/A. Las dos variantes HS502S/A  mostraron una
disminucion severa en la tasa de recambio (alrededor de 2900 veces),
mientras que las variantes H546S/A presentaron descensos menores (12 y
60 veces, respectivamente) (Tabla 1). Todas las sustituciones causaron un
descenso en la afinidad por el alcohol, que fue mayor para las variantes
H502S/A (27 y 80 veces, respectivamente) comparado con las variantes
H546S/A (8 y 25 veces, respectivamente). Estas mutaciones provocaron
que las wvariantes H546S, H546A, HS502S y HS502A fueran,
respectivamente, 80, 1450, 80000 y 200000 veces menos eficientes que la
enzima nativa oxidando el alcohol p-metoxibencilico.

Se investigd la semi-reaccidon de reduccidon (oxidacion del sustrato) en las
variantes H502S/A y H546A mediante estudios de estado transitorio en
condiciones de anaerobiosis empleando un equipo de mezcla répida con
flujo detenido (la baja estabilidad de la variante H546S impidi6é su
caracterizacion por este método). Tal y como se determind previamente
para la AAO nativa, en estas variantes no se observaron formas intermedias
de la flavina durante su reduccion a la forma hidroquinona. Las constantes
de reduccion observadas mostraron una dependencia de la concentracion de
alcohol p-metoxibencilico, ajustdndose a la Ec. 5 y permitiendo la
determinacion de las constantes de reduccion (K.q) y disociacion del
sustrato (Ky) (Tabla 1). Los valores de las k.4 para las variantes H546A,
H502S y H502A fueron al menos 35, 1200 y 1800 veces menores,
respectivamente, a la AAO nativa, y ademds se observdo una fuerte
disminucion de la afinidad por el alcohol (valores de Ky 50-200 veces mas
altos). Estos datos confirmaron que ambos residuos His502 e His546
participan en la catélisis de la AAO, jugando un papel crucial durante la
semi-reaccion de reduccion.
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Tabla 1

Parametros cinéticos de estado estacionario y transitorio de la AAO nativa
y las variantes de His502 e His546 empleando alcohol p-metoxibencilico
como sustrato

AAO H502S H502A H546S H546A
Estado estacionario:
Keat (57) 2085  0.069+0.005 0.072+0.002 17=+1 3.5+0.1
K (UM) 48 + 3 1289 £246  3820+234 310+56 1160+ 33

Kea/Kin (mM™-s)  4330£290  0.054+0.01 0.019+0.001 53£11  3.0+0.1

Estado transitorio:
Keea (s) 139416 0.111+0.002 0.076 + 0.001 nd"* 3.96 + 0.05
Ka (M) 26+5 4740 + 184 3180 + 74 nd 1310 + 30

Las constantes de estado estacionario para la AAO nativa y las variantes de la His546 fueron
determinadas variando simultaneamente la concentracion de alcohol p-metoxibencilico y O, en
tampon fosfato 0.1 M, pH 6, a 25 °C; mientras que las constantes de las variantes de la His502
fueron determinadas a concentracion atmosférica de oxigeno (no hay dependencia de la
concentracion de O,). Las contantes de estado transitorio fueron determinadas a 12°C y 25°C
para la AAO nativa y sus variantes, respectivamente, empleando el tampon anteriormente
citado. * nd, no determinado por la inestabilidad de la variante H546S.

Respecto a la de dependencia del pH, la AAO nativa, al contrario que la
variante His546S, no mostré un claro perfil de dependencia durante la
oxidacion del alcohol p-metoxibencilico (Figura 5). El perfil de eficiencia
catalitica para la variante H546S sugiere que un residuo con un valor de
pK. 3.8 debe estar desprotonado durante la catalisis. El perfil de
dependencia del pH de tipo campana para la tasa de recambio indicaba la
implicaciéon de dos grupos ionizables: uno con un pK, <3.5 debe estar
desprotonado y otro con un pK, >8.3 debe estar protonado durante la
catalisis. Tal y como se muestra en la Tabla 1, la actividad de la variante
H502S fue demasiado baja para permitir la determinacidén de la eficiencia
catalitica a diferentes valores de pH. Sin embargo, se pudo determinar un
pK, >7.5 para la tasa de recambio de la variante H502S (Figura 5B), que se
corresponde con un residuo que debe estar protonado durante la tasa de
recambio, desapareciendo al mismo tiempo el pK, <3.5 observado
previamente, sugiriendo asi que este ultimo se corresponde con la His502
sustituida por serina en esta variante.
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Figura 5. Dependencia del pH de las constantes cinéticas en dos
variantes mutadas de la AAO. Eficiencia catalitica aparente (“"’k./K,, en
mM 'min") (A) y tasa de recambio (**"ke en min) (B) para la oxidacion
del alcohol p-metoxibencilico por las variantes H546S y HS502S,
determinadas a diferentes valores de pH, en atmosfera de aire, a 25°C, y
representadas empleando la transformacidén logaritmica (y dos ejes-y
diferentes en B).

3.3 Estados de protonacion de His502, His546 y otros residuos del
centro activo

Los resultados de mutagénesis dirigida indicaron la importancia de los
residuos de His502 e His546 en la catélisis, pero no revelaron si estaban
protonados en sus posiciones 6 o ¢ (Hid o Hie) o en ambos posiciones
(Hip), un aspecto fundamental a la hora de identificar la base catalitica. Por
ello, se estudid el estado de protonacion del conjunto de residuos
Glu389/His546/His502/His313 con tres predictores de pK, diferentes. En
presencia de sustrato, todos los métodos coincidieron en que la carga neta
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del conjunto debia ser cero con diferencias en el residuo que debia estar
preferentemente protonado. WhatlF ¢ ICDA protonaron el Glu389 mientras
que APBS proton6 la His546. Por lo tanto, como era de esperar, se
establecio la carga negativa del Glu389 en el centro activo aunque no
quedo claro cual de los residuos estaba protonado.

Para determinar adecuadamente la protonacion de los diferentes residuos,
se llevdo a cabo una minimizacion QM/MM sobre la estructura
cristalografica de la AAO libre de sustrato, incluyendo como region QM:
las tres histidinas, el glutdmico y la flavina. Cuando la His546 estaba
protonada (Hip546), ocurria una transferencia espontanea de proton entre la
His546 y el Glu389, formando un glutamico neutro, Glh389, y
disminuyendo la separacion de cargas del centro activo. La protonacion de
los residuos His313 o His502 (originando Hip313 o Hip502), dio lugar a
una conformacion menos estable (+8.9 y +2.5 kcal'mol™, respectivamente)
respecto a la situacion con la His546 protonada (Hip546). Ademas, el
RMSD de la estructura cristalografica con Hip546 fue también menor (0.63
A), confirmando que el estado con el Glu389 en su forma neutra es la
configuracion correcta. Los mismos resultados descritos anteriormente
fueron obtenidos cuando las simulaciones se realizaron con el alcohol p-
metoxibencilico unido al centro activo de la AAO. La naturaleza neutra del
Glu389 estd relacionada con el entorno hidrofébico de un centro activo
aislado en la estructura cristalografica. En contraste con el glutdmico
equivalente en la CHO, Glu312, que estd en contacto directo con el
solvente en la estructura cristalografica. Esto se observa claramente, por
ejemplo, cuando se emplea un predictor de protonacion como APBS, que
determin6 un valor de pK, de 8.19 para el Glu389 (similar al pK, basico
obtenido experimentalmente para las variantes de histidina de la AAQO)
(Figura 5B), mientras que para el Glu312 de la CHO se obtuvo un valor de
pK.de 5.4.

Para explorar en detalle los posibles estados de protonacién de los
residuos His502 e His546, se realizo una MD de 5 ns para 6 estados
diferentes de protonacién: tres para la His546 (Hid, Hie y Hip) y dos para
la His502 (Hid y Hie). El estado de protonaciéon de la His313 fue
modificado en cada una de las simulaciones (Hid313 o Hie313) para
mantener los enlaces de hidrogeno. La Figura 6 muestra las distancias de
transferencia de hidruro y proton a lo largo de las simulaciones de MD para
los dos tUnicos estados de protonacion capaces de transferir el proton. La
combinacion de Hip546 y Hid502 producia especies cataliticamente
estables donde ambos procesos, abstraccion de proton y transferencia de
hidruro fueron simultaneamente Optimos, tal y como se muestra en la
Figura 6A.

94



Difusion y oxidacion del sustrato, un estudio experimental y computacional

1 T T T T 1
1 2 3 4 5 1 3 5 7

Distancia de transferencia de H- (A)

Distancia de transferencia de H* (A)

Figura 6. Estudios de protonacion de las histidinas. Se muestran las
distancias de transferencia de proton e hidruro desde la posicion del alcohol p-
metoxibencilico a la histidina capaz de actuar como base catalitica (His502 o
His546) y al N5 de la flavina, respectivamente, a lo largo de la simulaciones
MD de 5-ns (instantdneas guardadas cada 2 ps), considerando dos posibles
estados de protonacion: (A) Hid502/Hip546, con la His502 protonada
unicamente en NO y la His546 doblemente protonada; y (B) Hie502/Hie546,
con ambas histidinas protonadas inicamente en el Ne.

La combinacion de Hie546 y Hie502 generé una transferencia
independiente de proton e hidruro, sin embargo no permitio la transferencia
simultanea de ambos hidrogenos (H" y H’), como se observa al comparar
ambas distancias de trasferencia en la Figura 6B. Esta Gltima combinacion
requiere que el Glu389 esté desprotonado, en contradiccion con los
resultados obtenidos con los predictores de pK,. Ademads, los resultados
posteriores mostraron que la barrera energética es significativamente mayor
cuando la transferencia del hidruro es anterior a la transferencia del proton.
El resto de estados de protonacion no estabilizaron estructuras capaces de
transferir un proton a la His502 o la His546. Por lo tanto, solamente la
combinacion de Hip546 e Hid502 produce especies cataliticamente estables
donde ambas distancias de abstraccion de proton (por la histidina que actiia
como base) y de transferencia de hidruro (al N5 de la flavina) son
simultaneamente Optimas.

Para ilustrar lo anterior, la Figura 7A y B muestra los estados inicial y
final cuando la His546 estd protonada, en concordancia con las
simulaciones de QM/MM y de MD, y la Figura 7C muestra el estado de
protonacion Hie502/Hie546.
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Figura 7. Estados de protonacion teoricos de los residuos del centro activo
de la AAO. (A) Estado de protonacién inicial de la His546 con la His502
protonada en No y la His546 doblemente protonada (Hid502/Hip546); (B)
estado de protonacion final de la His546 con ambas histidinas protonadas en
No y el Glu389 protonado (Glh389/Hid502/Hid546); (C) estado de
protonacion de la His502 con ambas histidinas protonadas tnicamente en Ne
(Hie502/Hie546). La cadena lateral de la His546 ha sido girada respecto a la
estructura cristalografica original (3FIM).

3.4 Analisis QM/MM de las reacciones enzimaticas de la AAO y la
CHO

Posteriormente, se determind el perfil energético QM/MM para la
oxidacion del alcohol por la AAO, partiendo de las especies cataliticamente
activas generadas tras la migracion de ligando, en las que el sustrato ocupa
el centro activo. Los andlisis anteriores habian indicado que el estado de
protonacion Glh389/Hid502/Hid546 es preferente al Hie502/Hie546
(Figura 7B y C, respectivamente). A pesar de ello se realizaron los
calculos para ambos estados, que se denominaron como Glh389/Hid502 y
Hie502/Hie546. En el primer caso, la His502 acepta el proton y la His546
une el sustrato mediante un puente de hidrégeno; en el segundo caso los
roles de ambas histidinas se invierten.

La Figura 8A muestra el perfil energético obtenido para el alcohol p-
metoxibencilico con estos dos estados de protonacion. Como se esperaba
en este tipo de mecanismos de reaccion, los perfiles indican que el proton
es el primero en ser transferido; ya que si el proceso comenzaba por la
transferencia de hidruro, se originaban barreras energéticas mas altas (y
tempranas). En todos los casos, el componente principal de la barrera
energética corresponde a la transferencia de hidruro. La Figura 8B muestra
los perfiles energéticos correspondientes a la oxidacion del 2,4-hexadien-1-
ol donde unicamente se representan los perfiles energéticos en los que el
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proton es el primero en ser transferido, ya que la transferencia inicial del
hidruro dio lugar al mismo resultado que con el alcohol p-metoxibencilico.
El tercer mecanismo ensayado fue la transferencia simultanea de proton e
hidruro (concertado-sincrénico), que produjo las barreras energéticas mas
altas para ambos sustratos. Todos los intentos de encontrar un estado de
transicion durante la transferencia sincronica, con cualquiera de los
sustratos, resulto en barreras energéticas superiores a 30 kcal-mol™.

En el caso del estado de protonacion Hie502/Hie546 (Figura 7C) la
transferencia de protéon a la Hie546 implicé una segunda transferencia
espontanea al Glu389 con ambos sustratos, actuando la cadena lateral del
glutamico como base final. En el estado Glh389/Hid502 (Figura 7B), la
His502 forma un enlace de hidrogeno con la His313, que podria actuar
como base final. Sin embargo, todos los intentos de continuar la
transferencia de proton hasta la His313, dio lugar a estructuras inestables
antes y después de la transferencia de hidruro con ambos sustratos,
volviendo el proton de nuevo a la His502.

La estructura cristalografica de la CHO indica la correlacion entre la
His466 y la His502 de la AAO, pero la His546 de la AAO se corresponde
con un residuo de Asn (Asn510) en la CHO (Figura 1). Sin embargo existe
una segunda histidina en la CHO capaz de actuar como base, la His351.
Empleando QM/MM se estudiaron cuatro bases cataliticas alternativas en
la CHO: His351, His466, Glu312, y el O4 de la flavina. Unicamente
cuando se empled la His466 como base se obtuvo un perfil energético con
un intermediario alcéxido y la barrera energética mas baja. Paralelamente a
lo que ocurre con la His546 en la AAQ, la abstraccion de un proton por la
His351 indujo una transferencia espontanea desde esta histidina al Glu312.
Por tanto, el estado final es el mismo cuando la His351 o el Glu312 actaan
como bases. El perfil energético indicaba una barrera energética de ~20
kcal'mol” y una endotermicidad de 18 kcal'‘mol™, lo que se traduce en un
intermedio alcoxido inestable.

La Figura 9 compara los perfiles energéticos de la CHO y la AAO
cuando se utilizan los residuos His466 e His502 como bases,
respectivamente. La oxidacion de la colina en la CHO presenta una barrera
energética ~10 kcal'mol”' menor, y presenta un intermediario estable como
resultado del primer evento de transferencia del proton, ~6 kcal-mol™
mayor que los reactivos, mientras que en la AAO no se estabiliza ningiin
intermedio de reaccion.
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Figura 8. Perfiles para la deshidrogenacion del alcohol p-
metoxibencilico y el 2,4-hexadien-1-o0l por la AAO. Perfiles de energia
QM/MM obtenidos para las reacciones de la AAO con el alcohol p-
metoxibencilico (A) y el 2,4-hexadien-1-o0l (B). En estas simulaciones se
han empleado, dos estados de protonacion de Glu389, His502 e His546
(B y C en Figura 5) y dos posibles comienzos de la reaccién
(transferencia de hidruro o de proton) en las siguientes combinaciones:
Glh389/Hi1d502/Hid546, reaccion iniciada por transferencia de hidruro
(0); GIh389/Hid502/Hid546, reaccion iniciada por transferencia de
proton (0); Hie502/Hie546, reaccion iniciada por transferencia de proton
(®); e Hie502/Hie546, reaccion iniciada por transferencia de hidruro (m).
El curso de la reaccion, desde la izquierda a la derecha del eje-X, fue
estimado como la distancia entre el hidrogeno del grupo hidroxilo del
alcohol y la histidina catalitica (transferencia H') mas la distancia entre
el hidrogeno bencilico y el N5 de la flavina (transferencia de H').
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Figura 9. Perfiles de energia durante la oxidacion del alcohol p-
metoxibencilico por la AAQO y la oxidacion de la colina por la CHO. Los
perfiles energéticos para la oxidacioén del alcohol p-metoxibencilico por la
AAQO (o) y la colina por la CHO (e), en reacciones iniciadas por la
transferencia de un proton a la base catalitica (His502 e His466,
respectivamente) seguida de la transferencia de hidruro al N5 de la flavina,
fueron obtenidos mediante calculos QM/MM. El curso de la reaccidn, desde
la izquierda a la derecha del eje-X, fue estimado como la distancia entre el
hidrogeno del grupo hidroxilo del alcohol y la histidina catalitica
(transferencia del H') mas la distancia entre el hidrogeno bencilico del
alcohol y el N5 de la flavina (transferencia de H").

Ademas, en contraste a lo observado en la AAO, la abstraccion del
proton en la CHO produce una segunda transferencia espontanea del proton
desde la His466 a la His310 (Figura 1). Esta segunda transferencia genera
una disminucién de la energia de ~3 kcal'mol”, lo que contribuye
significativamente a la estabilizacion del intermediario alcoxido de la
reaccion en la CHO. Tal y como se muestra en la Figura 9, el perfil
energético durante la segunda parte del proceso (la transferencia de
hidruro) es practicamente idéntico en ambos sistemas; mientras que la
exotermicidad del proceso en la CHO proviene principalmente de la
estabilizacion del intermediario.
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4. DISCUSION
4.1 Difusion del sustrato al centro activo de la AAO

Las simulaciones de unién y migraciéon de ligando indican claramente
que la entrada del sustrato al centro activo de la AAO estd acoplada a las
oscilaciones del loop GIn395-Thr406. Tal y como se ha descrito
recientemente (Fernandez et al.,, 2009), este loop representa una
caracteristica estructural propia de la AAO, comparada con las estructuras
de la glucosa oxidasa y la CHO. En las enzimas anteriores el centro activo
es mucho mas accesible, debido a la ausencia del loop, aunque un estudio
computacional reciente ha propuesto la existencia de un mecanismo de
puerta (gating) en la CHO (Xin et al., 2009).

El perfil energético de la ruta de migracion determinada con PELE para
la AAO, muestra una etapa intermedia donde el ligando interacciona con la
Phe397. La entrada de ligandos acoplada a movimientos de cadenas
laterales de residuos de fenilalanina parece ser una caracteristica comun en
diversos sistemas, tal y como se ha descrito recientemente en el citocromo
P450 (Borrelli et al., 2005; Fishelovitch et al., 2009). Una vez en el centro
activo, el ligando adopta una posicion catalitica con el hidrégeno del grupo
hidroxilo orientado hacia las posibles bases cataliticas (His502/546), uno
de los hidrégenos del carbono-a orientado hacia el N5 del FAD (a una
distancia de 2.4-2.5 A) facilitando la trasferencia de hidruro, y el anillo
aromatico estableciendo interacciones tipo m-m con la Tyr92. Nuestros
estudios sugieren que esta Ultima interaccion es del tipo-T (T-shapped),
ampliamente estudiada en sistemas biologicos (Meyer et al., 2003), y que
constituye uno de los principales minimos energéticos locales en dimeros
de benceno (Dinadayalane y Leszczynski, 2009). Estudios anteriores de
mutagénesis dirigida de la Tyr92 (Ferreira et al., 2006) mostraron el
requerimiento de un residuo aromatico en esta posicidon, ya que la variante
Y92A fue totalmente inactiva, mientras que los pardmetros cinéticos de la
variante Y92F fueron similares a los de la enzima nativa, apoyando asi la
implicacion de la interaccion n-m en la catalisis de la AAO.

4.2 Mecanismo concertado no-sincronico en la oxidacion de alcoholes
por la AAO

Se ha estudiado intensamente el papel de los residuos de histidina
conservados en el centro activo de las enzimas de la superfamilia de
oxidorreductasas GMC. Estos residuos actuarian como bases y dacidos
durante las semi-reacciones de reduccion y oxidacidn, respectivamente
(Wohlfahrt et al., 1999; Su y Klinman, 1999; Roth y Klinman, 2003;
Gadda, 2008).
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Los estudios de mutagénesis dirigida llevados a cabo indicaron la
importancia de ambas histidinas durante la semi-reduccion de reduccion de
la AAO. La caracterizacion de la variante H546A empleando el alcohol p-
metoxibencilcio como sustrato, reveld un descenso en los valores de K, y
Kea (20-60 veces), y un incremento de los valores de K, y K4 (en un orden
similar). Por tanto la His546 estaria participando tanto en la union como en
la oxidacion de los sustratos. Este papel de la His546 esta en concordancia
con los resultados encontrados durante los estudios de MM donde el estado
de protonacion Hid502/Hip546 produjo el mejor alineamiento del sustrato
durante la catalisis, y en el que las distancias de transferencia de hidruro y
proton eran simultdneamente optimas. La observacion de la estructura
cristalografica, donde la His546 esta proxima al Glu389, indica que ambos
residuos forman un enlace de hidrégeno, donde tanto la His546 como el
Glu389 podrian estar protonados. Los estudios posteriores empleando
predictores de protonacion confirmaron que el Glu389 estd protonado y que
ambas His546 e His502 estdn protonadas unicamente en el No (forma
neutra). La caracterizacidon cinética de las variantes His502S/A mostré un
descenso de ~3000 veces para la Key, y de al menos ~1000 veces para la
K.eq, sugiriendo que la His502 podria ser la base catalitica en la AAO. Este
residuo también es fundamental en la unién del sustrato, tal y como se ha
observado por la disminucion de la afinidad (K, 27-80 veces mayor, y Ky
100-200 veces mayor) en las variantes anteriores. Aquellas mutaciones que
pudieran cambiar la polarizacion del centro activo o exponerlo al solvente
provocarian un descenso en el valor de pK, para el Glu389, permitiendo a
la His546 actuar como base.

Los perfiles de energia QM/MM durante la oxidacién de los alcoholes
por la AAO indican la presencia de unos intermediarios de reaccion muy
inestables (con una barrera energética de ~1-2 kcal'mol’ para los
reactivos). Los célculos anteriores se refieren solamente a energias internas,
sin considerar las energias de vibracion o térmicas. Las correcciones de
estas energias son del orden de 3-4 kcal'mol” para las reacciones de
transferencias de proton (Truong y McCammon, 1991; Agarwal et al.,
2002; Guallar et al., 2002) (ver por ejemplo la Figura 3 en Agarwal et al.,
2002). Cuando se consideraron estds energias en todos los perfiles
energéticos, ninguno presentd intermediarios de reaccion. La ausencia de
estos intermediarios indica la presencia de un mecanismo catalitico donde
las transferencias de proton e hidruro tienen lugar de forma concertada.
Este resultado es similar al obtenido durante los estudios experimentales
previos, donde se emplearon las formas a-dideuteradas de los alcoholes
p—metoxibencilico y 2,4—hexadien—1—ol, y agua deuterada como solvente
de la reaccion (Ferreira et al., 2009). Aquellos estudios mostraron un efecto
isotopico cinético del sustrato elevado, confirmando el mecanismo de
transferencia de hidruro, mientras que la transferencia de un proton fue
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confirmada a través del menor pero consistente efecto isotopico del
solvente (y un claro efecto isotopico multiple cuando se combinaron los
alcoholes y el solvente deuterados) (Tabla 2). Estos efectos isotdpicos
cinéticos se determinaron tanto en condiciones de estado estacionario como
transitorio, indicando la existencia de un mecanismo concertado de
transferencia de hidruro y proton. Recientemente, se ha establecido un
mecanismo similar de transferencia de proton durante la oxidacion de
algunos aldehidos aromaticos cuyos sustituyentes actian como aceptores
de electrones, promoviendo la formacién del gem-diol correspondiente de
los sustratos (Ferreira et al., 2010). Un mecanismo concertado ocurre en un
unico paso, pero no es indicativo de la sincronia o asincronia en la ruptura
de los enlaces. En este trabajo se han estudiado ambas posibilidades y
cualquier intento de encontrar una transferencia sincrénica de hidruro y
proton resultd en barreras energéticas muy altas, mientras que un
mecanismo asincronico fue energéticamente mdas favorable. Este
mecanismo concertado asincronico se ha descrito previamente en otras
oxidorreductasas (Newcomb et al., 1995).

Tabla 2
Comparacién de los KIE del sustrato, solvente y multiple®
AAQP CHO®

p—mel‘?ol)fgahe(;}cilico 2,4—Hexadien—1-ol Colina
PK cat 54+0.1 5.6+0.1 73+ 1.0
PKied 9.0+0.8 8.9+0.2 8.9+0.2
PO e 1.35+0.06 1.25+0.03 1.1£0.1
PO ea 1.42+0.10 1.33+0.02 0.99 + 0.02
D-DOY 7.0+0.4 7.0+0.2 73+0.2
D-DOy 4 13.5+0.9 12.5+0.3 8.4+0.2

Se muestran los valores de KIE de las constates K., v Kq para la oxidacion de los
alcoholes p-metoxibencilico y 2,4-hexadien-1-ol o-dideuterados por la AAO, y la
oxidacion de la colina 1,2-tetradeuterada por la CHO. El KIE del sustrato (°k) es el
ratio entre la actividad sobre el sustrato normal y deuterado; el KIE del solvente
(°°Kk) es el ratio entre la actividad en H,O y en D,0, y el KIE maltiple (°°k) es el
ratio entre la actividad sobre el sustrato normal en H,O y el sustrato deuterado en
D,0. "tomados de Ferreira et al. (2009) (Capitulo 3). ‘tomados de Fan y Gadda
(2005).
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4.3 Mecanismo catalitico en oxidorreductasas GMC: una comparacion
entre la CHO y la AAO

Durante los ultimos afios se ha investigado en detalle el mecanismo
catalitico de la CHO como modelo de oxidorreductasa GMC (8). En la
CHO la polaridad del centro activo cambia significativamente respecto a la
AAO. El analisis de pK, del Glu312 del centro activo de la CHO, revelo la
existencia de una cadena lateral anidnica a pH fisiolégico. Ademas, la
mutacion del Glu312 provocod una disminucién en valor de la Ky de 500
veces (Quaye et al., 2008). Por tanto, parece claro que este acido glutamico
esta cargado negativamente e interaccionando con el grupo trimetilamonio
de la colina.

Cuando se compararon los perfiles energéticos de la CHO obtenidos
mediante QM/MM se obtuvo que la His466 actiia como base catalitica, y
que por tanto en ambas enzimas (AAO y CHO) la histidina situada frente al
anillo de flavina seria la base catalitica. El menor valor de pK, del Glu312
de la CHO, comparado con el del Glu389 de la AAQO, produce un
incremento drastico tanto en la barrera energética como en las energias de
los intermediarios, de forma que la His351 no podria actuar como base
catalitica en la CHO. Aunque los estudios de Gadda y colaboradores (2005;
2008) no han determinado de forma definitiva la naturaleza de la base
catalitica en la CHO, las mutaciones sobre la His466 fueron las que
produjeron los mayores efectos sobre la K. Recientemente, Gadda (2008)
sugirid que una u otra histidina del centro activo de la CHO (His351 o
His466) podria actuar como base catalitica (His351 seria la base cuando se
mutaba la His466), y que alternativamente la acidificaciéon del grupo
hidroxilo del sustrato, con la consiguiente pérdida del protén hacia el
solvente, podria ocurrir a través de la interaccion con multiples residuos del
centro activo. Sin embargo, los perfiles de energia QM/MM acordes con un
mecanismo catalitico secuencial y la existencia de un intermediario estable,
sugieren que la His466 actuaria como base en la CHO. Ademas la
caracterizacion de la variante H466A de la CHO, reveld que en esta
variante la K, estaba drasticamente reducida, lo que provoco la aparicion de
un mecanismo concertado (Ghanem y Gadda, 2005; Gadda, 2008), que
seria consistente con la situacion en la que la His351 actuaria como base y
donde las barreras energéticas de abstraccion de proton y transferencia de
hidruro serian similares.

Una de las principales diferencias entre la AAO y la CHO es la existencia
de un intermediario estable de tipo alcoxido en el sustrato tras la
transferencia inicial de proton en la CHO. Este intermediario es
parcialmente resultado de la transferencia del proton desde la His466 a la
His310. Este fenomeno podria ocurrir también en la AAO debido a la
presencia de la His313. Sin embargo, nuestros calculos indican que esta
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segunda transferencia de protobn no tiene lugar en la AAO, debido
probablemente a que el microambiente de esta segunda histidina es
significativamente diferente en ambas enzimas. En la CHO, la His310 esta
interaccionando con los grupos carbonilo de los residuos Val507 y Thr380,
y su cadena lateral esta formando una interaccion de stacking con la cadena
lateral de la His506. Asi en la CHO, la transmision del proton desde la
His446 a la His310 se encuentra favorecida por la estabilizacion
electrostatica de los dos grupos carbonilo y la interaccion cation-m con la
His506. Por otro lado, la existencia de un intermediario estable en la
transferencia de proton de la CHO se correlaciona con la observacion
mediante estudios cinéticos de un proceso secuencial en dos etapas, en
oposicion al mecanismo concertado en la AAO. Esta divergencia de
mecanismos en ambas enzimas esta relacionada con la ausencia de un
efecto isotopico del solvente en condiciones de estado estacionario y
transitorio durante la oxidacion de la colina por la CHO (Gadda, 2003; Fan
y Gadda, 2005) frente al efecto del solvente encontrado durante la
oxidacion de dos alcoholes por la AAO (Ferreira et al., 2009) (Tabla 2).
Por tanto, el mecanismo concertado asincronico de la AAQO, basado en los
resultados de los KIE y los perfiles energéticos QM/MM, seria diferente al
mecanismo secuencial propuesto como mecanismo general en la familia de
oxidorreductasas GMC (Fan y Gadda, 2005; Gadda, 2008).

Se ha estudiado el mecanismo de difusion y oxidacion de alcoholes en la
AAQO, empleando una aproximacidén experimental y computacional, y
comparando los resultados con los obtenidos con la CHO. Se ha observado
que el lugar de entrada del sustrato al centro activo esta proximo al loop
GIn395-Thr406, y que posteriormente el sustrato interacciona con la
cadena lateral de la Phe397. Asi mismo, se requiere una reorientacion de
las cadenas laterales de algunos residuos del centro activo para facilitar el
stacking con la Tyr92. Los resultados de QM/MM y de mutagénesis
dirigida de la AAO han mostrado que la His502 y la His546 estan
implicadas en la catalisis, y su sustitucion produce un severo descenso en
Keat ¥ Kreq. LOS perfiles energéticos teoricos, los predictores de protonacion y
los estudios de mutagénesis dan una respuesta robusta sobre la naturaleza
de la base catalitica: la histidina situada frente al anillo de flavina (His502
en la AAO e His466 en la CHO) actuaria como base. Ademas, se ha
observado que la transferencia de proton precede a la transferencia de
hidruro, con los dos sustratos ensayados, aunque ambos procesos estan
altamente acoplados. En la AAO, los perfiles de energia QM/MM
determinaron que no existe un intermediario estable a lo largo de la
coordenada de reaccion para la transferencia de proton e hidruro. Sin
embargo, en la CHO, se ha encontrado un intermediario estable tras la
abstraccion del proton. La resolucion de los analisis computacionales a
nivel atdbmico ha permitido relacionar estas diferencias con cambios en el
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centro activo de ambas enzimas. Finalmente, la combinacion de estudios
tedricos y de efectos isotdpicos, sugiere un mecanismo concertado no
sincronico durante la oxidacion de alcoholes por la AAO.
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CAPITULO 4

Transferencia de hidruro estereoselectiva en la aril-alcohol
oxidasa, un miembro de la superfamilia GMC*

Resumen. La oxidacién de alcoholes primarios por la aril-alcohol oxidasa
(AAO), una flavoenzima fingica que produce el H,O, necesario para la
accion de las peroxidasas ligninoliticas, incluye la transferencia concertada
de un proton y un hidruro, tal y como indican los efectos isotdpicos
cinéticos del solvente y del sustrato observados. Ademas, tras estudiar el
mecanismo de reaccion empleando los enantidmeros (R) y (S) del alcohol
p-metoxibencilico a-monodeuterado, se ha observado un efecto isotdpico
primario (~6) Unicamente para la forma (R) revelando que la transferencia
de hidruro es estercoselectiva. El acoplamiento (docking) molecular del
alcohol p-metoxibencilico en el centro activo de la enzima, y los
subsiguientes calculos QM/MM, han mostrado que la estereoselectividad se
debe a las posiciones relativas de los 4&tomos que reciben el hidruro y el
proton (el N5 de la flavina y el Ne de la His502, respectivamente) respecto
a la posicion de los sustituyentes del carbono-a (la orientacién pro-S
presenta una penalizacion de 6 kcal-mol™ con respecto a la orientacion pro-
R). El papel de la His502 es compatible con el descenso de la actividad de
la variante H502A en tres 6rdenes de magnitud. A pesar de que la actividad
de la AAO es menor sobre los alcoholes secundarios, también se puede
observar una oxidacion estereoselectiva con estos alcoholes (con un exceso
enantiomérico del 98% para la forma (R) tras una incubacion de la muestra
racémica de 1-(p-metoxifenil)-etanol, tal y como se ha observado mediante
HPLC quiral) y particularmente, empleando la variante F501A. Esta
variante posee un centro activo de mayor tamafio que permite una mejor
acomodacién de los sustituyentes-a, lo que da lugar a una mayor
estereoselectividad (relacion S/R). Este estudio describe por primera vez la
enantioselectividad en un miembro de la superfamilia GMC, y muestra la
posibilidad de mejorar la AAO para una aplicacion en la desracemizacion
de mezclas de alcoholes quirales.

*Aitor Hernandez-Ortega, Patricia Ferreira, Pedro Merino, Milagros Medina,
Victor Guallar, y Angel T. Martinez. (2012) Stereospecific hydride transfer by
aryl-alcohol oxidase, a member of the GMC superfamily. ChemBioChem. 13:
427-435
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1. INTRODUCCION

La aril-alcohol oxidasa (AAO; EC 1.1.3.7) es una flavooxidasa secretada
por algunos hongos de podredumbre blanca (como las especies de
Pleurotus y Bjerkandera) que esta implicada en la degradacion extracelular
de la lignina produciendo el perdxido necesario para la accion de las
peroxidasas ligninoliticas (Ruiz-Duefias y Martinez, 2009). La eliminacion
del polimero recalcitrante de lignina es un paso clave durante el reciclado
del carbono en ecosistemas terrestres, y también es un aspecto esencial en
la utilizacién a nivel industrial de la biomasa vegetal para la produccion de
sustancias quimicas, materiales y combustibles (Ragauskas et al., 2006;
Martinez et al., 2009).

El poder reductor para la activaciéon del O, a H,O, proviene de los
alcoholes aromaticos que son oxidados por la AAO a sus correspondientes
aldehidos, siendo el alcohol p-metoxibencilico uno de los mejores sustratos
reductores de la AAO de Pleurotus eryngii (Guillén et al., 1992). Esta
enzima puede oxidar también algunos aldehidos aromaticos a sus acidos
correspondientes a través de sus formas gem-diol (Ferreira et al., 2010).
Curiosamente, en este y otros hongos de podredumbre blanca, tiene lugar la
produccién continua de H,0, a través del reciclado redox del p-
metoxibenzaldehido (p-anisaldehido), el principal metabolito secretado por
Pleurotus, en el que participan deshidrogenasas aromaticas asociadas a
micelio junto a la AAO (Gutiérrez et al., 1994; Guillén y Evans, 1994).

Para ser un buen sustrato de la AAO, un alcohol debe tener un hidroxilo
primario junto a un sistema de dobles enlaces conjugados, incluyendo
alcoholes bencilicos, f—naftilmetilicos y alifaticos poliinsaturados (Ferreira
et al., 2005), que son capaces de establecer interacciones de stacking con
una tirosina del centro activo (Hernandez-Ortega et al., 2011a). Se ha
investigado la oxidacion de sustratos en otros miembros de la superfamilia
de oxidorreductasas GMC (glucosa-metanol-colina oxidasas), una amplia
familia de flavoenzimas que incluye la glucosa oxidasa, la colina oxidasa y
la colesterol oxidasa entre otras. El mecanismo de oxidacion consenso
implica la activacion del sustrato por una base catalitica y la oxidacion del
alcoxido resultante a aldehido (y eventualmente a acido en un segundo
paso) por el N5 del cofactor FAD, que posteriormente es reoxidado por el
0, (Gadda, 2008).

Se han descrito reacciones estereoespecificas (o estereoselectivas) de
oxidorreduccion en oxidasas, dehidrogenasas y otras oxidorreductasas, que
frecuentemente se asocian con la estructura del centro activo (van den
Heuvel et al., 1998; Holland y Weber, 2000; Knapp et al., 2002; Gilabert et
al., 2004; Minasian et al., 2004; Aguila et al., 2008; Yuan et al., 2010). Se
estan investigando activamente las transformaciones llevadas a cabo por
microorganismos, y mas recientemente por enzimas, para su aplicacion en
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una variedad de reacciones redox asimétricas de creciente interés industrial
(Matsuda et al., 2009). Estas trasformaciones incluyen la sintesis de
farmacos, ya que mas de la mitad de estos compuestos contienen centros
quirales (Carey et al., 2006). Aunque las hidrolasas son las enzimas mas
utilizadas en la sintesis de compuestos quirales, las oxidorreductasas son
también herramientas utiles para la produccion de compuestos de interés
industrial en transformaciones asimétricas (Matsuda et al., 2009). Las
oxidorreductasas estereoselectivas se pueden emplear tanto en la sintesis
enantioselectiva como en la resolucion de mezclas quirales.

En el presente trabajo, se sintetizaron los alcoholes p-metoxibencilicos a-
monodeuterados — enantiomeros (R) y (S) — y a-dideuterado y se utilizaron
como sustratos de la AAO. Para obtener informacion sobre el mecanismo
de oxidacion de los alcoholes primarios por la AAO, se estudiaron los
efectos isotopicos cinéticos (KIE) del sustrato y del solvente, se llevaron a
cabo ensayos de acoplamiento (docking) molecular del alcohol p-
metoxibencilico en el centro activo de la enzima, y se realizaron célculos
QM/MM; desvelando que la abstraccion de hidruro es estereoselectiva
afectando unicamente a uno de los dos hidrégenos-o.. Las conclusiones
obtenidas pueden extenderse a la transformacion de alcoholes aromaticos
quirales, cuya oxidacion esterecoselectiva se incrementd mediante
mutagénesis dirigida dando lugar a una variante de la AAO con un centro
activo ampliado.

2. MATERIALES Y METODOS
2.1 Compuestos quimicos

Los alcoholes p-metoxibencilico, p-fluorobencilico, 1-(p-metoxifenil)-
etanol (racémico), (R)-1-(p-fluorofenil)-etanol, (S)-1-(p-fluorofenil)-etanol
y los compuestos p-metoxibenzaldehido, p-fluoroacetofenona y metil-p-
metoxibenzoato, junto con los agentes reductores deuterados empleados a
continuacion, fueron adquiridos a Sigma-Aldrich.

2.2 Sintesis de compuestos deuterados

Se prepard el alcohol dideuterado [a-*H,]-p-metoxibencilico mediante la
reduccion del p-metoxibenzoato de metilo con LiAI’H, (Fetizon et al.,
1973). El alcohol (R)-[a-*H]-p-metoxibencilico se prepard a partir del p-
metoxibenzaldehido (Walker y Curley, 2001), empleando (S)-alpino borano
en la reduccion enantioselectiva del aldehido deuterado intermedio. El
enantiomero (S) se prepard de la misma manera pero empleando el (R)-
alpino borano. Para confirmar los productos obtenidos se emplearon 'H-
NMR (400 MHz) y DEPT "*C-(100 MHz), usando C*HCl; como solvente.
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2.3 Enzima nativa y variante

La AAO recombinante de P. eryngii fue obtenida mediante expresion
heterologa del cDNA que codifica para la proteina madura (GenBank
AF064069) en la cepa W3110 de Escherichia coli. La proteina producida
en forma insoluble, se replego in vitro en presencia del cofactor, y purificd
a homogeneidad mediante cromatografia de intercambio i6nico segun el
protocolo descrito por Ruiz-Dueiias et al. (2006).

La variante F501A se prepar6 mediante PCR empleando el kit de
mutagénesis dirigida QuikChange (Stratagene). Para las reacciones de
PCR, se emple6 como molde el cDNA de la AAO clonado en el vector
pFLAGI1. Los siguientes oliogonucledtidos (mostrando uUnicamente la
secuencia directa) portando la mutacion (subrayada) en el triplete
correspondiente (negrita) fueron usados como cebadores para obtener el
cDNA mutado de la variante F501A: 5'-CAACGCCAACACGATTGCCC
ACCCAGTTGGAACG-3'. Tras aislar el plasmido mutado, se confirmo6 la
mutacion introducida mediante secuenciacion (Secuenciador GS-FLX
Roche). Para la expresion y purificacion de la variante FS01A se utilizaron
los mismos protocolos descritos anteriormente para la enzima nativa. Las
concentraciones enzimaticas se determinaron espectrofotométricamente
empleando los coeficientes de extincion molar de la AAO nativa (€43
11050 M"-cm™) y la variante FS01A (e4; 10389 M'-cm™) determinados
tras desnaturalizacion térmica.

2.4 Cinéticas de estado estacionario y transitorio

Las actividades enzimaticas en estado estacionario se determinaron
espectrofotométricamente siguiendo la variacion de absorbancia por unidad
de tiempo debida a la oxidacion del alcohol p-metoxibencilico (Sigma-
Aldrich) a p-anisaldehido (g5 16950 M™':cm™) (Ferreira et al., 2005). Las
constantes cinéticas de estado estacionario se determinaron en cinéticas
bisustrato variando las concentraciones de ambos sustratos (alcohol y
oxigeno). Los ensayos se realizaron en cubetas selladas con un septo de
silicona donde se equilibra la mezcla de reaccion a la concentracion de
oxigeno deseada mediante burbujeo de la correspondiente mezcla
comercial de O,/N, durante 10-15 min. Las reacciones se inician mediante
la inyeccion de la enzima, en tampon fosfato 0.1 M, pH 6, a 25 °C. Los
parametros cinéticos se determinaron ajustando las velocidades iniciales
(Kops) obtenidas para las distintas concentraciones de alcohol ensayadas a
las ecuaciones 1 o 2 (segun la calidad del ajuste). Las ecuaciones 1 y 2
describen, respectivamente, un mecanismo ternario o ping-pong; donde €
representa la concentracion de enzima, K., es la constante catalitica, S es la
concentracion de alcohol, B es la concentracion de O,, Kyan ¥ Kiox) son
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las constantes de Michaelis para S y B, respectivamente, y Ky es la
constante de disociacion de S.

v K. SB
e K. S+K_ B+SB+KK Ec. 1
€ mox)° T RpapP + + KiKnon
vV K..:SB e o
- = C.
e KiooS+KouB+SB

Las medidas de estado transitorio se llevaron a cabo empleando un
equipo Applied Photophysics SX18.MV de mezcla rapida con flujo
detenido. Los resultados de las medidas con los detectores de longitud de
onda fija y fotodiodos (350-900 nm) se procesaron con los programas
SX18.MV y Xscan, respectivamente. La semi-reaccion de reduccion para
la AAO nativa se estudio en condiciones de anaerobiosis. La anaerobiosis
en los tonometros que contenian las soluciones de enzima y sustrato se
realizd mediante ciclos sucesivos de vacio y argoén antes de acoplarlos al
equipo de flujo detenido. Las soluciones contenian ademas glucosa (10
mM) y glucosa oxidasa (10 U-mL™") para garantizar la anaerobiosis. La
anaerobiosis del equipo de mezcla rapida con flujo detenido se realizd con
una solucién anaerdbica saturada en ditionito y posteriores lavados del
sistema con el tampon anterior en anaerobiosis (Fraaije y van Berkel,
1997). Las medidas se llevaron a cabo en tampon fosfato 0.1 M, pH 6, a
12°C (debido a la rapida reduccion de la enzima). El estudio cinético de la
evolucién espectral durante la reduccion de la enzima se realizé mediante
analisis global empleando el programa Pro-Kineticist (Applied
Photophysics Ltd.). Las constantes observadas (K.»s) fueron obtenidas a
partir del andlisis cinético global de la evolucion espectral durante la
reaccion empleando un ajuste a un modelo A—B. Los valores de K., para
diferentes concentraciones de sustrato fueron ajustados a la ecuacion 3,
donde k.4 y Ky son las constantes de reduccion y disociacion

respectivamente.
KoqS
k — red
obs Kd S Ec. 3

2.5 KIE para la oxidacion del alcohol p-metoxibencilico

Se determinaron las constantes de estado estacionario en cinéticas
bisustrato empleando como sustrato la formas deuteradas del alcohol p-
metoxibencilico (R, S y forma dideuterada) en tampén fosfato 0.1 M, pH 6,
a 25 °C. Los KIE del sustrato fueron calculados ajustado las constantes
observadas a la ecuacion 4, que describe un mecanismo con efectos
isotopicos separados en la K, y la K../Ky,; donde S es la concentracion de
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sustrato, Fj es la fraccidn atdomica de deuterio en el sustrato (0.98 en este
caso), Y Excaykm ¥ Ekeat SON los efectos isotopicos menos 1.
Vv k S

e K, (+FE_, )+SI+FE ) Ec. 4

Para determinar el efecto isotdpico del solvente, los componentes de la
reaccion fueron disueltos en tampén fosfato 0.1 M deuterado, pD 6. La
AAQO se dializo exhaustivamente frente este tampdon para eliminar los
protones intercambiables, y las reacciones se llevaron a cabo tal y como se
describio anteriormente. Simultdneamente, se determind el posible efecto
de la viscosidad durante la oxidaciéon del alcohol p-metoxibencilico
empleando una concentracion de glicerol 30% (w/v) y se calculo el
cociente entre las constantes cinéticas obtenidas en presencia y ausencia de
glicerol. Ademas se determind el KIE para los pardmetros de estado
transitorio. Los ensayos se realizaron tal y como se ha descrito
previamente. El KIE de los parametros K.q y Ky se calculd usando la
ecuacion 5, donde Ey.q es el efecto isotopico de la kg menos 1.

v K. .S

red

e K,+S(+FE ) Ec. 5

2.6 Oxidacion de alcoholes secundarios

Se estudio la oxidaciéon del 1-(p-metoxifenil)-etanol por la AAO nativa y
la variante F501A midiendo el H,O, generado en un ensayo acoplado con
peroxidasa de rabano (HRP, Roche) y AmplexRed (Invitrogen) en tampon
fosfato 0.1 M, pH 6, a 25 °C. Los ensayos se iniciaron mediante la adicién
de AAO, y se determind espectrofotométricamente la produccion del
producto resofurina (esgs 52000 M- cm_l). Igualmente se determiné la
oxidacion del (R)-1-(p-fluorofenil)-etanol y el (S)-1-(p-fluorofenil)-etanol a
p-fluoroacetofenona (g,47 11616 M™' cm™) en tampén fosfato 0.1 M, pH 6,
a 25 °C, tras largas incubaciones (24 horas) debido a la baja actividad de la
AAO sobre estos alcoholes. Para los anélisis de HPLC quiral (abajo) se
incubé una muestra con 20 mM de 1-(p-metoxifenl)-etanol (5-10 mg)
racémico durante 24 h con AAO (20 uM), en tampodn fosfato 50 mM, pH 6,
a 25 °C. Posteriormente, se elimindé la enzima de la muestra mediante
ultrafiltracion y se liofilizo. Simultaneamente, se estimaron las actividades
para ambos alcoholes secundarios relativas al alcohol p-metoxibencilico
(en las mismas condiciones) por motivos comparativos.
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2.7 HPLC quiral y rotacion optica

La enantioselectividad de la AAO para la oxidacion del 1-(p-
metoxifenil)-etanol se cuantificé mediante HPLC quiral (Waters Alliance).
Tras eliminar las sales de la muestra, se utilizdo una columna Chiracel IN
(4.6 x 250 mm, 5 um; Daicel Chemical Industries, Ltd.) eluyendo con n-
hexano/2-propanol (98:2 v/v) a un flujo de 1 ml/min, monitorizando el pico
a 225 nm con un detector de diodo. La rotacion dOptica se determind con un
polarimetro Jasco utilizando cloroformo como solvente.

2.8 Calculos QM/MM

Los célculos QM/MM se realizaron empleando el programa Qsite
(Schrodinger Inc, 2010). Para la optimizacion de la geometria, se empled el
método DFT con el funcional M06 (Zhao y Truhlar, 2008), la resolucion
pseudo-espectral ultrafina y la funcion de base atomica 6-31G*. La region
cuantica incluyé el sustrato y los residuos His502 e His46. La region
clasica empled un minimizador de gradiente conjugado (con un rmsg de
0.01) y el campo de fuerza OPLS-AA. Debido a la gran influencia de las
cargas puntuales clasicas en la funcion de onda, el corte de interacciones
que no forman enlace se fij6 en mas de 100 A y se actualizo cada 10 pasos.
Durante la optimizacion, se permitié el movimiento de todos los 4tomos
dentro de una distancia de 20 A del sustrato. La inspeccion del diedro C1-
Ca (manteniendo fijo el anillo aromadtico) se realizd a lo largo de una
coordenada de reaccion con 6 minimizaciones intermedias. La estructura
inicial (pro-R) fue obtenida previamente mediante las simulaciones basadas
en la migracion y docking molecular del alcohol p-metoxibencilico con el
programa PELE (Hernandez-Ortega et al., 2011a), sobre la estructura
cristalografica de la AAO (PDB 3FIM) (Fernandez et al., 2009).

3. RESULTADOS

3.1 Oxidacion del alcohol p-metoxibencilico a-deuterado por la AAO

Se sintetizaron alcoholes p-metoxibencilicos o-monodeuterados y a-
dideuterados (usando agentes reductores deuterados) para confirmar que
durante la oxidacion de alcoholes primarios por la AAO tiene lugar una
transferencia de hidruro desde el carbono-o, e investigar la posible
estereoselectividad de la reaccion. Los isomeros (R) y (S) monodeuterados,
obtenidos con un exceso enantiomérico (ee) del 98%, mostraron idénticas
propiedades fisicas y espectroscopicas a excepcion del signo de rotacion
optica. En la Figura 1 se muestran los espectros 'H-NMR de los alcoholes
mono y dideuterados.
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Figura 1. Espectros de 'H-NMR del alcohol p-metoxibencilico o-

dideuterado y a-monodeuterado. Se muestran los ocho protones del alcohol

[a-"H,]-p-metoxibencilico (A) y los nueve protones del alcohol [a-*H]-p-

metoxibencilico (R o S) (B), incluyendo el proton-o con dy de 4.43 ppm

ausente en el compuesto dideuterado, en espectros 'H-NMR de 400 MHz
adquiridos en C*HCl;.

Los pardmetros de estado estacionario para el alcohol p-metoxibencilico
a-protiado y a-deuterado — formas (R)-[a-"H], (S)-[a-"H] y [a-"H,] — fueron
determinados variando simultaneamente las concentraciones de alcohol y
O, (en cinéticas bisustrato) para obtener los valores maximos mediante
extrapolacion a condiciones saturantes. En la Tabla 1 se muestran las
constantes de Michaelis-Menten (K,,) y las eficiencias (K../K,) para el
alcohol (Al) y el oxigeno (Ox) asi como la constante catalitica (K.,). Las
constantes de reduccion (K.q) y disociacion (Kgy) para el estado transitorio,
mostradas en la Tabla 1, se determinaron en anaerobiosis utilizando un
dispositivo de mezcla répida con flujo detenido.
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Tabla 1

Constantes cinéticas de estado estacionario y transitorio para el alcohol (Al)
y el O, (Ox) durante la oxidacion del alcohol p-metoxibencilico a-deuterado y
a-protiado (el Gltimo en tampon H,O o “H,0) por la AAO?

Alcohol a-deuterado (en H,O) Alcohol a-protiado

R)-[e-"H]  (S}[a-"H]  [0-"Ho] H,0 "H,0
Estado estacionario:
Keat 38+ 1 144 +2 25+1 196 +2 131+1
Kincal 34+1 45+ 1 25+ 1 49 +1 38+1
Keat/Kmcal) 1110£17 3190+ 101 1020+ 16 3980113 2510+£103
Kmox) 47 + 1 134+5 32+1 159+5 114+ 4
Keat/Km(ox) 808 + 18 1070 + 38 785+ 20 1236 + 38 1150 + 38
Estado transitorio:
Kred 25+1 77+1 12+1 139+ 16 79+£2
Kd 36 £2 33+1 23+ 6 26 +6 23+3

 Las constantes cinéticas de estado estacionario — constante catalitica (K, s'l), contante de
Michaelis-Menten (K, uM) y eficiencia (Ke/Kn s -mM™) — fueron estimadas mediante cinéticas
bisustrato a 25 °C, empleando las Ec. 1 y 2. Las constantes de estado transitorio —incluyendo la
constante de reduccion (K, s'l) y de disociacion del alcohol (K4, uM) — fueron estimadas a 12
°C, usando la Ec. 3. Se muestran los valores medios y el error standard.

Los valores de KIE para las constantes cinéticas aparentes de los tres
alcoholes a-deuterados a cinco concentraciones diferentes de oxigeno (51,
128, 273, 560 y 1279 uM) se muestran en la Tabla 2. Los valores de
PPk ) para los alcoholes (R)-[o-"H] y [a-"H,]-p-metoxibencilico se
incrementaron significativamente con la concentracion de O,, mientras que
los valores de D(kcat/ Kmcan) aunque significativos fueron similares a todas
las concentraciones de oxigeno, y los valores de KIE para el alcohol (S)-[a-
*H]-p-metoxibencilico fueron siempre proximos a la unidad (Figura 2).
Por el contrario los valores de KIE de estado estacionario (Tabla 3) se
calcularon como el cociente entre las constantes cinéticas (en cinéticas
bisustrato) para el alcohol a-protiado y los diferentes alcoholes o-
deuterados. Durante los ensayos de cinética rapida con flujo detenido se
determinaron las constantes de reduccion observadas frente a los diferentes
alcoholes protiados y deuterados, y su dependencia de la concentracion del
sustrato (Figura 3). Los descensos mas altos de velocidad, con respecto al
alcohol p-metoxibencilico protiado, se obtuvieron para la forma (R) y
dideuterada, pero también se observdo un ligero descenso para el
enantiomero (S). Con estos datos, se obtuvieron los KIE de las constantes
cinéticas de reduccion de la enzima (keq y "Ky) (Tabla 4).
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Tabla 2

KIE de las constantes cinéticas aparentes de estado estacionario para la
oxidacion del alcohol p-metoxibencilico a-deuterado por la AAO a cinco

concentraciones de O,

P ("Kea) (™K P ("Keat/Kin(an)

0.051 mM O,

(R)-[a-*H]-p-metoxibencilico 2.62 +0.02 0.73 £0.05 3.66+0.10
(S)-[a-*H]-p-metoxibencilico 1.21+£0.01 0.93 +£0.09 1.27 £0.04
[a-"H,]-p-metoxibencilico 3.31+0.02 0.77 £ 0.05 422 +0.12
0.128 mM O,

(R)-[a-*H]-p-metoxibencilico ~ 3.27+0.02  0.87+0.05 3.89 +0.08
(S)-[a-*H]-p-metoxibencilico 1.26 £0.02 1.03 £0.08 1.21+£0.06
[a-*H,]-p-metoxibencilico 4.57+0.03 1.11 £0.07 4.05+0.11
0.273 mM O,

(R)-[a-*H]-p-metoxibencilico 3.93+0.04 1.03 £ 0.06 3.78+0.12
(S)-[a-*H]-p-metoxibencilico 1.29 £0.02 1.00 £0.08 1.28 £0.06
[a-*H,]-p-metoxibencilico 5.68 +0.04 1.38 £0.08 4.08 £0.12
0.566 mM O,

(R)-[a-*H]-p-metoxibencilico 4.56 +0.4 1.25+£0.06 3.67+0.12
(S)-[a-*H]-p-metoxibencilico 1.37 £0.02 1.12+£0.08 1.23 £0.06
[a-"H,]-p-metoxibencilico 6.68 + 0.04 1.68 +0.08 3.99+0.10
1.279 mM O,

(R)-[a-*H]-p-metoxibencilico 5.03+0.04 1.32+0.08 3.83+0.10
(S)-[a-*H]-p-metoxibencilico 1.34 £0.02 1.03 £0.07 1.31 £0.05
[a-*H,]-p-metoxibencilico 7.55+£0.06 1.85+0.12 4.10+£0.12

# Las constantes cinéticas aparentes de estado estacionario para el alcohol se determinaron a
cinco concentraciones diferentes de O, en tampoén 0.1 M, pH 6, a 25°C. Los valores de KIE
de sustrato (°K) se calcularon como el cociente entre la actividad sobre el alcohol protiado y
deuterado empleando la Ec. 4. Se muestran los valores medios y el error standard.

Tabla 3

Valores de KIE del sustrato (alcohol p-metoxibencilico) y del solvente
para las constantes cinéticas de estado estacionario de la AAO®

K eat PKimap  Kea'Kman  "Kingox) PKeat/Kin(ox)
(R)-[a*H] 52+0.1 14+0 3.6+0.1 3.4+0.1 1.5+0.1
(S)-[a-H] 14+01 11+0 12+0.1 1.2+0.1 12+0.1
[a-"Hs] 79+01 20+0.1 39+0.1 50+02 1.6+0.1
’H,0 15401 13+01 1.6+0.1 14+0.1 1.1+0.1

# Los valores de KIE se calcularon como los cocientes entre las actividades méaximas
(determinadas en cinéticas bisustrato) sobre los alcoholes a-protiado/a-deuterado, y en
tampon H,O/’H,0, respectivamente. Se muestran los valores medios y de desviacion
standard.
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Figura 2. Influencia de la concentracion de O, en el KIE de los parametros
de estado estacionario. Se estimo el KIE de las constantes cinéticas
aparentes (K., ¥ Kea/Kin) durante la oxidacion del alcohol p-metoxibencilico a-
monodeuterado (R-*H y S-°H) y a-dideuterado (*H,) por la AAO, en tampon
fosfato 0.1 M, pH 6, a 25°C, ajustando los datos a la Ec. 4.
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Figura 3. Dependencia de las constantes de reduccion observadas en
estado transitorio respecto a la concentracion de diferentes alcoholes
deuterados. Empleando un dispositivo de mezcla rdpida con flujo detenido,
se estimaron las constantes de reduccién observadas a diferentes
concentraciones de alcohol p-metoxibencilico a-protiado ('H), o-
monodeuterados (R-*H y S-*H) y a-dideuterado (*H,), en tampon fosfato 0.1
M, pH, 6, a 12°C en anaerobiosis. Los datos experimentales se ajustaron a la
Ec. 3.
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Tabla 4
Valores de KIE de sustrato (alcohol p-metoxibencilico) y
solvente para las constantes de estado transitorio

D D
kred Kd
(R)-[0-"H] 6.5+0.1 1.5+0.4
(S)-[0-"H] 1.5+0.1 12+0.3
[0-"Ha] 9.3+0.1 1.1+0.4
’H,0 1.4+0.1 1.1+0.3

2 Los valores de KIE de estado transitorio fueron calculados mediante
el ajuste de los datos a la Ec 5. Se muestran los valores medios y el
error standard.

Se observd un valor de KIE significativo para las constantes catalitica
(k) y de reduccién (K.q) del alcohol (R)-[a-"H]-p-metoxibencilico,
proximo al obtenido para el alcohol [a-*H,]-p-metoxibencilico dideuterado,
mientras que el KIE para el alcohol (S)-[a-"H]-p-metoxibencilico fue
mucho menor. Los valores de KIE para la eficiencia catalitica
(D (Keat/Kimcan)) fueron inferiores a los valores de Pk, indicando que la unién
del sustrato esta ligeramente afectada por la sustitucidn isotopica, en
relacion con los (bajos) valores de KIE observados para la Ky. Los valores
de KIE primarios indican que la ruptura del enlace (R)-Co-'H/H del
alcohol estd limitando la tasa de reduccion de la flavina y, por tanto, la
catalisis. Ademds muestran que el hidrégeno en posicion pro-R (es decir, el
hidrogeno cuya sustitucion da lugar al enantiomero (R)) es el que estad
implicado en la reaccidn de transferencia de hidruro a la flavina.

El pequefio pero consistente valor de KIE determinado para las K, v Kieq
del alcohol (S)-[a-*H]-p-metoxibencilico, junto al KIE encontrado para el
alcohol [a-"H,]-p-metoxibencilico dideuterado, mayor que el encontrado
para el alcohol (R)-[0-*H]-p-metoxibencilico, indican que también existe un
ligero KIE secundario. El KIE multiple, derivado de los KIE primario y
secundario, se observa claramente en condiciones de estado transitorio,
donde el valor de Pk, para el alcohol [(x-sz]-p-metoxibencﬂico fue
proximo al producto de los valores de "Ki.q para los enantiomeros (R) y (S)
del alcohol. Este KIE secundario reveld que el atomo en posicion (S)-Ca
('H o *H), aunque no se transfiere a la flavina, influye en la transferencia
'H/’H" desde la posicién (R)-Co-'H/*H.

3.2 KIE del solvente durante la oxidacion del alcohol por la AAO

Se estudié la oxidacion del alcohol p-metoxibencilico por la AAO
empleando un tampon deuterado para confirmar la existencia de etapas
cin€ticas limitantes que 1implican la participacion de protones
intercambiables con el solvente (incluyendo el proton del grupo hidroxilo
del alcohol), junto con la transferencia de hidruro descrita anteriormente.
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En la Tabla 3 se muestran los valores maximos de KIE para las reacciones
en estado estacionario en tampon deuterado, que se estimaron como el
cociente entre las constantes obtenidas en H,O y ’H,0 (en cinéticas
bisustrato). En la Tabla 4 se muestran los valores de KIE del solvente en
estado transitorio, determinado a partir de las constantes de reduccion de la
enzima en presencia del tampon deuterado.

Aunque los valores de KIE del solvente son cuantitativamente menores a
los del sustrato, se observé un KIE significativo para la K., y 1a Keeq, y un
valor similar para la eficiencia frente al alcohol, mientras que el KIE de la
Kq fue proximo a uno. Este efecto del solvente se confirmo6 a partir del KIE
multiple (D’Dzokred 1.5 £ 0.9, determinado como el cociente entre los valores
de k.q en presencia de alcohol a-protiado en H,O y alcohol a-dideuterado
en “H,0), cuyo valor fue similar al producto de los valores de KIE del
sustrato y del solvente para la K.4. Aunque no se estimaron los valores de
KIE multiple en cinéticas bisustrato, €ste se puede observar a partir de las
constantes cinéticas aparentes determinadas a concentracion atmosférica de
0,, cuyos "("Key) (7.0 £ 0.4) y "(**PKeai/Kinean) (6.1 £ 0.6) fueron iguales o
mayores al producto del KIE del sustrato y del solvente de la Pk, (5.4 +
0.1 y 1.3 £ 0.1, respectivamente) y la **"Ke,/Kinany (3.7 £ 0.3 y 1.2 £ 0.1,
respectivamente).

Debido a que el *H,O produce un incremento de la viscosidad del
solvente (pudiendo ralentizar las etapas de reaccion que dependen de la
difusién), se evaludo la oxidacion del alcohol p-metoxibencilico en
presencia de glicerol al 30% (v/v), concentracion que permite obtener una
viscosidad del solvente similar a la obtenida en presencia de H,O. No se
encontr6 un efecto significativo en los parametros cinéticos, K., (0.99 +
0.01), Keat/Kincany (1.03 £ 0.04) y Kea/Kiniox) (1.01 £ 0.04), confirmando que el
KIE del solvente previamente observado, se debe a un efecto de los
protones intercambiables del solvente y no a un incremento de la
viscosidad.

3.3 Calculos QM/MM vy stacking molecular del alcohol en el centro
activo

La estructura cristalografica de la AAO (PDB 3FIM) muestra que el
centro activo esta aislado del solvente y su conexion con el mismo esta
bloqueada por las cadenas laterales de los residuos Tyr92, Phe397 y
Phe501. En un estudio reciente (Hernandez-Ortega et al., 2011a), se
empled el programa PELE para dilucidar el acceso del alcohol p-
metoxibencilico al centro activo de la AAO. Para ello, se situ6 la molécula
del alcohol sobre la superficie de la proteina, y el programa migro el
ligando aproximandolo al residuo catalitico His502. En la Figura 4A se
puede observar la posicion final del alcohol, donde las distancias entre el
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hidrogeno de su grupo hidroxilo y el Ne de la His502, y el hidrogeno de su
carbono-a y el N5 de la flavina, son similares (~2.5 A). E1 N§ de la His546
esta protonado y proximo al grupo hidroxilo, y ademas se produce una
interaccion de stacking entre el anillo del alcohol p-metoxibencilico y el
anillo aromatico de la cadena lateral de la Tyr92.

Para estudiar la preferencia en la abstraccion del hidruro desde la
posicion pro-R (Figura 4A y B), se realizo un analisis de energia QM/MM
durante la rotacion del plano C1-Ca-OH, respecto al del anillo aromaético,
hasta alcanzar la posicion en que seria el protén pro-S el implicado en la
transferencia (Figura 4B). El andlisis de energia estd basado en
optimizaciones geométricas con restricciones en los valores de los angulos
del diedro. En la region cuantica se incluyeron los 4&tomos implicados en la
formacion de los enlaces de hidrogeno, es decir, el sustrato y los residuos
His502 e His546. Se obtuvo una penalizacién de 6 kcal'mol’ para la
orientacion pro-S (respecto a la pro-R), con una barrera energética de
rotacion de 10 kcal'mol”. Ademas, en este tltimo caso (oxidacién pro-S),
el aumento de la distancia entre el grupo hidroxilo y las cadenas laterales
de la His502 e His546, daria lugar a la formacion de un nuevo enlace de
hidrégeno, impidiendo la contribucion de estos residuos en la catélisis
(Figura 4B).

A | B /

alcohol
p-metoxibencilico

alcohol
p-metoxibencilico

Figura 4. Acoplamiento molecular del alcohol p-metoxibencilico en el centro
activo de la AAQO (vista lateral de la flavina). Tras la migracion con PELE, el
hidrogeno pro-R y el hidrogeno del grupo hidroxilo del sustrato se situaron a una
distancia de transferencia del N5 de la flavina y el Ne de la His502,
respectivamente (lineas discontinuas en verde), y el No protonado de la His546
forma un enlace de hidrogeno con el grupo hidroxilo (linea discontinua verde) (A).
Sin embargo, cuando se simula una transferencia de hidruro desde la posicion pro-
S (B), el grupo hidroxilo queda muy lejos (linea discontinua roja) de los residuos
His502 e His546 (y se forma un nuevo enlace de hidrogeno entre ambas histidinas).
Basado en la estructura cristalografica de la AAO, PDB 3FIM.
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3.4 Oxidacion de alcoholes aromaticos secundarios

La Figura 5A muestra la union del alcohol p-metoxibencilico tras
docking molecular en el centro activo de la AAO, desde el lado-si de la
flavina (incluyendo también los residuos Phe501, His502 e His546).
Aunque la cadena lateral de la Phe501 estd orientada hacia la posicion
bencilica, el alcohol p-metoxibencilico puede ocupar facilmente una
posicion catalitica en el centro activo (con el grupo hidroxilo y el
hidrogeno pro-R del carbono-a a distancia de transferencia respecto al N5
de la flavina y el Ne de la His502, respectivamente). Sin embargo, si se
sustituye el hidrégeno pro-S del sustrato por un metilo, como en el 1-(p-
metoxifenil)-etanol, y se fuerza el sustrato a adoptar una posicion
compatible con la catalisis se producen impedimentos estéricos (flecha roja
en Figura 5B).

Las predicciones anteriores se confirmaron experimentalmente. Durante
la oxidacion del 1-(p-metoxifenil)-etanol por la AAO (estimada como
produccion de H,0,) se observé una eficiencia aparente de solo 3.59 x 107
s''-mM™" (comparada con 4070 s"-mM™ para el alcohol p-metoxibencilico)
y un valor de * K., de 0.179 s (comparada con 120 s™' para el alcohol p-
metoxibencilico).

Cuando se compara la actividad de la AAO nativa sobre los alcoholes
secundarios con la obtenida para la variante F501A, referidas a la actividad
sobre el alcohol p-metoxibencilico (Tabla 5), se observa que la variante
F501A (en la que se ha eliminado la cadena lateral de la Phe501 que
impedia la acomodacion de alcoholes secundarios) posee una mayor
actividad sobre el 1-(p-metoxifenil)-etanol (60 veces) y el (S)-1-(p-
fluorofenil)-etanol (19 veces) respecto a la enzima nativa.

Tabla S

Oxidacion relativa de los alcoholes secundarios 1-(p-metoxifenil)-
etanol y (R) y (S)-1-(p-fluorofenil)-etanol por la AAO y la variante
F501A, respecto a su actividad sobre el alcohol p-metoxibencilico (x
10%) y relacién de estereoselectividad®

AAO nativa variante FS01A
1-(p-Metoxifenil)-etanol (racémico) 53 3130
(R)-1-(p-Fluorofenil)-etanol 0.043 0.263
(S)-1-(p-Fluorofenil)-etanol 0914 17.37
Estereoselectividad (relacion S/R) 21 66

# Se sigui6 la oxidacion de alcoholes secundarios a las correspondientes cetonas tras
incubaciones prolongadas en tampon fosfato 0.1 M, pH 6, a 25°C y concentracion
atmosférica de O, (ver Figura 6), y los valores de k., se refirieron a los valores
obtenidos durante la oxidacion del alcohol p-metoxibencilico por la AAO nativa
(120 s'mM") y la variante F501A (3.8 x 107 s'mM"') bajo las mismas
condiciones.
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( alcohol r‘ (S)-1-(p-metoxi-

p-metoxibencilico

fenil)-etanol

Figura 5. Acoplamiento molecular de alcoholes aromaticos primarios y
secundarios en el centro activo de la AAO (vista desde el lado-si de la flavina).
A diferencia de lo observado para el alcohol p-metoxibencilico (A), cuando se
posiciona el (S)-1-(p-metoxifenil)-etanol (B) en la misma posicion catalitica, se
producen impedimentos estéricos que impiden la acomodacion del grupo a-metilo
debido a la colision (flecha roja) con la cadena lateral de la Phe501 (B). Basado en
la estructura cristalografica, PDB 3FIM.

Curiosamente, durante la lenta oxidacion del 1-(p-fluorofenil)-etanol por
la AAO nativa y especialmente por la variante FS01A (del orden de 0.1 s
M) se observo una preferencia neta por el enantiomero (S) (Figura 6A y
C), tal y como revela la formacion de la correspondiente cetona (p-
fluoroacetofenona), en el espectro diferencial (Figura 6B y D).

La estereoselectividad de la reaccion con el 1-(p-metoxifenil)-etanol
racémico se confirm6é mediante HPLC quiral, que mostré un tnico pico
mayoritario tras el tratamiento con AAO (Figura 7) con un ee >98%. Se
determind la configuracion absoluta del enantidmero remanente tras la
oxidacion midiendo su rotacioén Optica. Se obtuvo un valor positivo que se
corresponde con el enantiomero (R) (Yim y Wills, 2005; Barros et al.,
2009), confirmando que la enzima oxida el isdémero (S) de forma selectiva.
Esta oxidacion estereoselectiva implica una abstraccion del hidrogeno en
posicion pro-R, similar a la descrita previamente para los alcoholes
primarios.
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Figura 6. Incubacion de los enantiomeros (S) y (R) de un alcohol secundario
con la variante FS501A. (arriba) Espectros de absorcion inicial (rojo) y final
(negro) obtenidos tras incubar durante 20 h los alcoholes (S)-(p-fluorofenil)-
etanol (A) y (R)-(p-fluorofenil)-etanol (C) (ambos 1 mM) con la variante
F501A, en tampon fosfato 0.1 M, pH 6, a 25°C. (abajo) Espectros diferenciales
mostrando el méximo de la p-fluoroacetofenona obtenido tnicamente para el
enantiomero (S) (B). También se muestra el espectro de absorcion de la p-

fluoroacetofenona comercial (inserto).

Cabe destacar que la preferencia de la AAO por el (S)-1-(p-fluorofenil)-
etanol se incrementd 3 veces tras sustituir la voluminosa cadena lateral de
la Phe501 por alanina, en la variante F501A, mostrando un factor de
estereoselectividad S/R de 66:1 para este alcohol secundario (Tabla 5).
Esto es consistente con una mayor oxidacion relativa de los alcoholes 1-(p-
metoxifenil)-etanol y (S)-1-(p-fluorofenil)-etanol por la variante F501A
(comparada con la AAO nativa), relacionada con una mejor acomodacion
de los alcoholes secundarios en esta variante.
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Figura 7. HPLC quiral de la desracemizacion del 1-(p-
metoxifenil)-etanol por la AAO. (A) Cromatograma control de la
muestra racémica mostrando los picos correspondientes a los
enantiomeros (S) y (R). (B) Cromatograma tras el tratamiento con
AAO revelando un alto ee (>98%) para el enantiomero (R)
(identificado por su rotacion oOptica) debido a la desracemizacion
enzimatica. Los andlisis se llevaron a cabo con una columna
Chiralcel IB y los picos fueron monitorizados a 225 nm. En el inserto
se muestra el espectro de absorcion de los picos correspondientes al
1-(p-metoxifenil)-etanol.
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4. DISCUSION

4.1 Mecanismo de oxidacion por la AAQO, un miembro de la
superfamilia GMC

El elevado KIE primario del sustrato, obtenido durante las reacciones en
estado transitorio y estacionario (bisustrato) de la AAO con alcohol
metoxibencilico a-deuterado (con "k v "Kea 8-9), indica que esta
flavooxidasa abstrae uno de los hidroégenos del carbono-o (junto a dos
electrones) durante la oxidacion del sustrato. La transferencia de hidruro, al
NS5 de la flavina, es actualmente el mecanismo consenso en la superfamilia
de oxidorreductasas GMC (Gadda, 2008), y los valores de KIE del sustrato,
mostrados en este trabajo, son del mismo orden a los descritos para la
colina oxida, la GMC modelo (Gadda, 2003; Fan y Gadda, 2005a). El KIE
para la eficiencia aparente fue independiente de la concentracion de
oxigeno, sugiriendo un proceso irreversible de transferencia de hidruro,
contrariamente a lo descrito para la colina oxidasa donde los valores
PPk ./Kym) se incrementan con la concentracion de oxigeno (Fan y Gadda,
2005b).

Por otra parte, el pequenio pero consistente KIE del solvente (~1.5)
encontrado en las reacciones de estado transitorio y estacionario con la
AAOQ, indic6 que la transferencia de hidruro desde el sustrato al N5 de la
flavina es un proceso concertado con la transferencia de un proton
intercambiable del solvente. En los estudios cinéticos previos, realizados en
estado estacionario a concentraciones atmosféricas de oxigeno, se
determinaron valores similares de KIE del sustrato y del solvente (Ferreira
et al.,, 2009). El KIE maultiple observado para la AAO (obtenido
comparando las reacciones de alcohol a-protiado en H,O y del alcohol a-
dideuterado en H,0, bajo condiciones de estado estacionario y transitorio),
cuyo valor fue similar al producto de los valores del KIE del sustrato y del
solvente, confirm¢ el efecto isotdpico del solvente en las reacciones de
oxidacion catalizadas por la AAO. El fuerte descenso de las K, ¥ Kieg €n la
variante H502A (2890 y 1830 veces, respectivamente) (Hernandez-Ortega
et al., 2011a), junto a la posicion de la His502 en el centro activo, confirmd
que la His502 actia como base catalitica, siendo responsable de la
activacion del sustrato mediante la abstraccion del proton del grupo
hidroxilo, de acuerdo con el KIE del solvente previamente observado.
También se ha descrito un mecanismo concertado en la oxidacién de
algunos aldehidos aromaticos por la AAQO, a través de sus formas gem-diol
(Ferreira et al., 2010).

En este aspecto, la AAO difiere de la colina oxidasa (Fan y Gadda,
2005a) y otras oxidorreductasas GMC relacionadas, donde se ha propuesto
una transferencia no-concertada (secuencial) de hidruro y protén (lo que da
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lugar a un intermediario alcoxido) como mecanismo general (Gadda,
2008). Recientemente, se ha descrito en la piranosa-2 oxidasa un
mecanismo no-concertado de transferencia a la flavina y a la His548
(homologa a la His502 de la AAO) (Sucharitakul et al., 2010; Wongnate et
al., 2011). Calculos QM/MM mostraron que la transferencia de proton
precede a la transferencia de hidruro en la oxidacién de alcoholes por la
AAQ, sin que tenga lugar la formacion de un intermediario estable, siendo
por tanto consideradas como transferencias concertadas no-sincronicas
(Hernandez-Ortega et al., 2011a). Sin embargo, la AAO no es una
excepcion entre las flavoenzimas ya que por ejemplo se ha descrito un
mecanismo de transferencia de hidruro concertado en la D-amino acido
oxidasa, el paradigma de las flavoenzimas (Pollegioni et al., 1997).
Ademas, en la colina oxidasa y otras flavoproteinas con propiedades
cataliticas similares (como la flavocitocromo b,), tras la mutacion de los
residuos que participan en la abstraccion del proton del grupo hidroxilo, se
observo un cambio desde un mecanismo secuencial a concertado (Sobrado
y Fitzpatrick, 2003; Ghanem y Gadda, 2005; Rungsrisuriyachai y Gadda,
2010), con valores de KIE del solvente y multiple similares a los
encontrados para la AAO. Finalmente, se ha descrito un pequeio pero
significativo KIE del solvente para la lenta oxidacion de los alcoholes
bencilico y p-metoxibencilico por la galactosa oxidasa (Whittaker et al.,
1998; Minasian et al., 2004), cuya estereoselectividad se discute mas
adelante.

4.2 Estereoselectividad sobre alcoholes arilicos primarios (y
secundarios)

Cuando se emplearon los dos enantidmeros mono-deuterados del alcohol
p-metoxibencilico, (S)-[o-"H] y (R)-[a-*H], como sustratos de la AAO, se
observé un KIE primario de ~6 para el enantidmero (R) en condiciones de
estado estacionario y transitorio. Esto reveld por primera vez que la
transferencia de hidruro en los alcoholes arilicos primarios, que son los
sustratos naturales de la AAO, se produce selectivamente desde la posicion
pro-R. También se ha descrito una oxidacién estereoselectiva o
estereoespecifica de sustratos en otras oxidasas, como la galactosa oxidasa
(Minasian et al., 2004), y otras flavoenzimas como la D-aminoacido
oxidasa (Mattevi et al., 1996) y la vainillil-alcohol oxidasa (van den Heuvel
et al., 1998). Ademas, la glucosa oxidasa es selectiva ya que unicamente
oxida la forma B-anomérica de la D-glucosa (Keilin y Hartree, 1952;
Leskovac et al., 2005). Sin embargo, esta es la primera vez en la que se ha
descrito la oxidacion estereoselectiva de un alcohol primario (con s6lo uno
de los dos hidrogenos-a implicado en la abstraccion de hidruro) en un
miembro de la superfamilia de oxidorreductasas GMC.
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Ademas del KIE primario descrito antes, se observa un KIE secundario
en las reacciones de la AAO, que indica un efecto tunel para la
transferencia del atomo de hidrogeno, tal y como se ha descrito para la
tirosina hidroxilasa (Frantom et al., 2002). Durante los tltimos afios, se han
descrito efectos tunel para la transferencia de hidruro en muchas otras
oxidorreductasas (Pu et al., 2006; Nagel y Klinman, 2009), incluyendo
flavoproteinas relacionadas como la colina oxidasa (Fan y Gadda, 2005a;
Sutcliffe et al., 2006; Lans et al., 2010). Los KIE secundarios son
frecuentemente una consecuencia del cambio en el estado de hibridacion
del donador al pasar de los reactivos al estado de transicion. Los KIE
multiples obtenidos sugieren que la rehibridacion esta ocurriendo en el
mismo estado de transicion que la transferencia de hidruro.

La estereoselectividad de la AAO en la abstraccion de hidruro desde la
posicion pro-R del carbono-a de los alcoholes aromaticos primarios (no
quirales), revelada mediante el marcaje con deuterio, se mantuvo cuando se
utilizaron alcoholes aromaticos secundarios (quirales) como sustratos, a
pesar de la baja actividad de la enzima sobre ellos. Esto se observo en
primer lugar, por el hecho de que la oxidacién del (S)-1-(p-fluorofenil)-
etanol fue 20 veces mas rapida que la del enantiomero (R), indicando una
abstraccion de hidruro desde la posicion (R). La estereoselectividad se
confirmd posteriormente por la eliminacion selectiva del enantidmero (S)
del 1-(p-metoxifenil)-etanol, dando un ee > 98% para el enantidmero (R)
remanente (tal y como se determindé mediante HPLC quiral). Por tanto, la
AAO podria ser empleada en la desracemizacion de mezclas quirales de
alcoholes arilicos secundarios para la obtencion de enantiomeros puros.
Estos compuestos incluyen productos de interés industrial cuya
desracemizacion microbiologica se ha considerado anteriormente (Allan y
Carnell, 2001). El empleo de la AAO para desracemizaciones enzimaticas
no requiere la introduccion de estereoselectividad, sino extender su
actividad a los alcoholes secundarios, como se discute mas adelante.

En la galactosa oxidasa estereoselectiva, capaz de oxidar alcoholes
bencilicos aunque con menor eficiencia catalitica (0.36 s'-mM™) que el 1-
O-metil-a-D-galactopiranosido (29.50 s'-mM™") (Minasian et al., 2004), se
ha llevado a cabo la evolucién dirigida de una variante mejorada (Sun et
al., 2001) para extender su actividad a los alcoholes arilicos secundarios
(Escalettes y Turner, 2008). La tnica mutacién introducida durante el
proceso de evolucion (una sustitucion K330M) produjo un aumento de la
hidrofobicidad del centro activo que podria mejorar la unién del 1-
feniletanol. En la AAO, el docking molecular del alcohol p-metoxibencilico
sobre la estructura cristalografica (Fernandez et al., 2009) muestra, por un
lado, que la posicién bencilica se encuentra en la parte inferior de la
cavidad del centro activo (con los hidrégenos del grupo hidroxilo y el de la
posicion pro-R orientados tal y como se ha descrito anteriormente) y por
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otro lado, que el resto de la cavidad estd ocupada por el anillo aromético
del alcohol. Por tanto, para acomodar un alcohol secundario, la parte
inferior del centro activo debe ser ensanchada. Para concluir el presente
estudio, se empleo la variante F501A, donde la voluminosa cadena lateral
de la Phe501 (localizado frente al hidrégeno pro-S) ha sido eliminada. Esta
variante posee una eficiencia reducida oxidando alcoholes primarios, tal y
como se ha mostrado recientemente (Hernandez-Ortega et al., 2011b)
(Capitulo 7), pero su actividad relativa sobre alcoholes secundarios ha
aumentado respecto a la enzima nativa. Mas importante, cuando se estudio
la oxidacion de los enantidmeros (R) y (S) del 1-(p-fluorofenil)-etanol, la
estereoselectividad habia mejorado notablemente con respecto a la AAO
nativa.

4.3 Bases estructurales de la catalisis y la estereoselectividad en la
AAO

Empleando como punto de partida la estructura cristalografica de la AAO
(Fernandez et al., 2009), el programa PELE migro satisfactoriamente el
alcohol p-metoxibencilico hasta el centro activo de la AAO (Hernandez-
Ortega et al., 2011a), donde el sustrato adoptd una posicion catalitica.
Curiosamente, en esta posicion el hidrogeno-o pro-R estd a 2.4 A del N5 de
la flavina, una distancia que permite la transferencia de hidruro de acuerdo
con el KIE del sustrato obtenido. Simultaneamente, el hidrogeno del
hidroxilo esta a 2.5 A del Ne de la His502 permitiendo su contribucion
como base catalitica, aceptando el proton para la activacion del alcohol.
Ademas se forma un enlace de hidrogeno con el sustrato desde la His546,
un residuo importante durante la catalisis cuya eliminacion produjo una
disminucion (de 40 veces) tanto en la actividad como en la afinidad por el
alcohol (Hernandez-Ortega et al., 2011a).

Por el contrario, cuando se intentd posicionar el alcohol p-
metoxibencilico con el hidrégeno-a pro-S en la posicidon que permitiria la
transferencia de hidruro al N5 de la flavina, el resultado fue
energéticamente desfavorable, tal y como revelaron los célculos de
QM/MM. La estructura pro-S presentd una reorganizacion de los enlaces de
hidrogeno. El grupo hidroxilo queda demasiado lejos de ambas His502 e
His546 para formar enlaces de hidrogeno y permitir una catalisis eficiente.
Como resultado, se forma un nuevo enlace de hidrogeno entre ambas
histidinas. Consecuentemente, el KIE para ambos enantiomeros -
monodeuterados del alcohol p-metoxibencilico y la pequefia pero
estereoselectiva actividad de la AAO sobre alcoholes secundarios quirales,
se correlacionan con la posicion predicha para el alcohol en el centro
activo.
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Postulamos que la estereoselectividad de la AAO esta relacionada con la
arquitectura del centro activo y el mecanismo de reaccion, establecido tras
los estudios de KIE que implican la transferencia concertada del proton del
grupo hidroxilo (a la His502) y del hidruro desde el carbono-a (al N5 de la
flavina), en contraste con el mecanismo secuencial (no-concertado)
propuesto como mecanismo consenso en la familia de oxidorreductasas
GMC (Gadda, 2008). Cuando las dos reacciones de transferencia son
secuenciales, la posiciéon del hidrégeno del carbono-a del intermediario
alcoxido, formado en la primera etapa, puede experimentar algunos
cambios conformacionales antes de su abstraccion en la segunda etapa. Sin
embargo, en la transferencia concertada catalizada por la AAO, una vez
que el sustrato se sitia en el centro activo con el grupo hidroxilo orientado
hacia la His502, tal y como se ha visto mediante docking con PELE,
unicamente el hidrogeno pro-R estd orientado hacia el N5 de la flavina,
resultando en una abstraccion estereoselectiva.

Empleando enantiomeros deuterados del sustrato natural de la AAO se ha
encontrado, por primera vez, una transferencia estereoselectiva en un
miembro de la familia de oxidorreductasas GMC. El significativo KIE
observado previamente para el sustrato a-dideuterado es indicativo de un
mecanismo de oxidacion mediante transferencia de hidruro. Ademas, los
resultados experimentales indican, en correlacion con los analisis tedricos,
que la activaciéon del sustrato por la base catalitica es un proceso
concertado con la transferencia de hidruro, en lugar de un proceso
secuencial como se ha descrito para la colina oxidasa, y sugerido como
mecanismo general en las oxidorreductasas GMC. El modelado de la
geometria del centro activo reveld el mecanismo de la estereoselectividad a
nivel atdmico, incluyendo enlaces de hidrogeno con la His502 y la His546.
La modelizacion de la posicion cataliticamente relevante del sustrato
también indico el potencial de la variante F501A para la oxidacion de
alcoholes secundarios. La variante fue producida y ensayada, mostrando
una estereoselectividad mejorada en la oxidacion de los derivados del 1-
feniletanol. Estos resultados proporcionan informacién relevante sobre el
mecanismo catalitico en las oxidorreductasas GMC, y al mismo tiempo
muestran la posibilidad de emplear la AAO, o sus variantes mejoradas,
como biocatalizadores industriales en la produccién de alcoholes
aromaticos quirales de interés industrial en los sectores quimico y
farmacéutico.
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CAPITULO 5

Caracterizacion cinética y quimica de la oxidacion de aldehidos
. . r . *
por la aril-alcohol oxidasa fungica

Resumen. La aril-alcohol oxidasa (AAO) fingica genera el H,O, necesario
para la biodegradacién de la lignina. La AAQO cataliza reacciones de
oxidacién de alcoholes bencilicos a sus correspondientes aldehidos. Sin
embargo, la formacion de un mayor numero de moléculas de H,O, respecto
a las de aldehido, durante la oxidacién de algunos de los alcoholes
anteriores, implica una actividad aril-aldehido oxidasa en esta enzima. En
este trabajo se ha caracterizado esta actividad empleando diferentes
aldehidos bencilicos, analizdndose los productos de las reacciones
enzimaticas mediante GC-MS. Las constantes de estado estacionario y
transitorio junto a los resultados cromatograficos, revelaron que la
presencia en el sustrato de sustituyentes donadores o aceptores de
electrones tiene una gran influencia sobre su oxidacion; encontrandose la
mayor actividad frente al p-nitrobenzaldehido y aldehidos halogenados, y
la menor actividad frente a aldehidos metoxilados. Ademas, esta actividad
aldehido oxidasa se ha podido correlacionar con la tasa de hidratacion del
los aldehidos, estimada mediante 'H-NMR. Estos resultados junto a la
ausencia en el centro activo de un residuo capaz de llevar a cabo la
oxidacion de los aldehidos a través de un tiohemiacetal, sugirieron que las
reacciones de oxidacion se producen mayoritariamente tras la hidratacién
de los aldehidos a su forma gem-diol. El mecanismo de reaccion (con un
efecto isotopico del solvente "*°k,q de ~1.5) seria analogo al descrito para
los alcoholes, donde la semi-reaccion de reduccion implica la transferencia
de hidruro desde el carbono-a concertada con la abstraccion del proton de
uno de los grupos hidroxilo de la forma gem-diol por una base catalitica. La
existencia de dos etapas con requerimiento de polaridad opuesto
(hidratacion y transferencia de hidruro) explicaria algunos aspectos de la
oxidacion de los aldehidos por la AAO. Mediante mutagénesis dirigida se
1dentificaron dos residuos de histidina, His502 e His546, directamente
implicados en la oxidaciéon de la forma gem-diol del aldehido e,
inesperadamente, se identificd un residuo en el centro activo, Tyr92, que
podria facilitar la oxidacion de algunos aldehidos con bajas o nulas tasas de
hidratacion. Esta doble actividad de la AAO podria facilitar un mecanismo
mas efectivo de generacion del H,O, necesario durante la degradacion de la
lignina.

*Ferreira, P., Hernandez-Ortega, A., Herguedas, B., Rencoret, J., Gutiérrez, A.,
Martinez, M.J., Jiménez-Barbero, J., Medina, M. y Martinez, A.T. (2010) Kinetic
and chemical characterization of aldehyde oxidation by fungal aryl-alcohol
oxidase. Biochem. J. 425: 585-593.
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1. INTRODUCCION

La eliminacion de la lignina es un proceso central en el reciclado del
carbono fijado mediante fotosintesis en los ecosistemas terrestres. La
lignina protege a los polisacaridos de la planta frente al ataque de los
microorganismos, y por otro lado su eliminacion, representa un aspecto
central en la utilizacion industrial de la biomasa lignocelulésica para la
produccion de materias renovables, reactivos quimicos y combustibles en
las futuras biorefinerias de lignocelulosa (Martinez et al., 2009a). Las
peroxidasas de alto potencial redox son caracteristicas de basidiomicetos
ligninoliticos (denominados hongos de la podredumbre blanca por el color
de la madera deslignificada) como se ha confirmado recientemente
mediante la comparacion de genomas de hongos (Martinez et al., 2004;
2009b). El analisis de los genomas de hongos de podredumbre blanca
actualmente disponibles, incluyendo los de Phanerochaete chrysosporium
y Pleurotus ostreatus, confirmé la presencia de genes codificantes de
diferentes tipos de oxidasas que son las responsables de la generacion del
H,0, extracelular requerido durante la biodegradaciéon de la lignina como
sustrato de las peroxidasas. Estas oxidasas son, entre otras, la glioxal
oxidasa (EC 1.2.3.5) descrita por primera vez en P. chrysosporium, y la
AAOQO (aril-alcohol oxidasa; EC 1.1.3.7) mayoritariamente investigada en
especies del genero Pleurotus (Cullen y Kersten, 2004; Martinez et al.,
2005).

Los basidiomicetos producen una variedad de metabolitos aromaticos
extracelulares que desempenan diferentes funciones durante la
biodegradacion de la lignina (de Jong et al, 1994a) y son ademas
interesantes para la industria de los aromatizantes y productos quimicos,
como en el caso de los aldehidos aromaticos (Gallois et al., 1990). El
alcohol veratrilico es sintetizado por P. chrysosporium, donde actia como
mediador redox de la lignina peroxidasa, mientras que la peroxidasa
versatil de Pleurotus no lo requiere como mediador (Ruiz-Duefias y
Martinez, 2009). Sin embargo, en las especies de Pleurotus, el principal
metabolito extracelular es el p-anisaldehido, junto con los correspondientes
alcohol y acido, y algunos metabolitos clorados (como el 3-cloro-p-
anisaldehido), mientras que el alcohol veratrilico se encuentra solo en bajos
niveles (Guti€rrez et al., 1994). Se ha visto que estos compuestos
experimentan ciclos redox, con la participacion de la AAO vy
deshidrogenasas miceliares, generando de manera continua, y a expensas
del poder reductor intracelular, el H,O, extracelular requerido para la
degradacion de la lignina (Gutiérrez et al., 1994; Guillén y Evans, 1994).

La AAO es una flavoproteina extracelular miembro de la familia de
oxidorreductasas GMC (glucosa-metanol-colina oxidasas). Esta enzima
cataliza la deshidrogenacion oxidativa de una variedad de alcoholes
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aromaticos (y algunos alifaticos poliinsaturados) con un hidroxilo primario
en el carbono-a, con la reduccion concomitante del O, a H,O, (Figura 1A).
Ademas de su caracteristica actividad alcohol oxidasa, se habia descrito
cierta capacidad de la AAO para oxidar aldehidos aromaticos (Guillén et
al., 1992; Varela et al., 2000). Las obtencion del gen de la AAO de
Pleurotus eryngii (Varela et al., 1999) permitio su expresion heterdloga en
Emericella nidulans (estado conidial: Aspergillus nidulans) (Varela et al.,
2001) y mas recientemente en Escherichia coli (Ruiz-Duenas et al., 2006).
La mejora en los niveles de producciéon ha hecho posible la caracterizacion
detallada del mecanismo de oxidacién de alcoholes por esta enzima
(Ferreira et al., 2009; Fernandez et al., 2009). Sin embargo, hasta el
momento no se habia estudiado en detalle la oxidacion de los aldehidos por
la AAO.

En este trabajo se describen los estudios realizados para la
caracterizacion del mecanismo de oxidacion de aldehidos por esta enzima.
Para ello se han realizado estudios cinéticos de estado estacionario y
transitorio con la enzima nativa y algunas de sus variantes mutadas. Para
una mejor compresion del mecanismo de reaccion, los estudios cinéticos
fueron completados con andlisis de GC-MS y NMR de los sustratos y los
productos de la reaccion.

HZOZ 02
A

FAD FADH,

il
T
>
>
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@) T

1 2 H,0, 0,
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H H OH
o OH O
2 H,0 3 4

Figura 1. Esquema de las reacciones catalizadas por la AAO . (A) Durante la
semi-reaccion de reduccion, la AAO oxida alcoholes aromaéticos (/) a los
correspondientes aldehidos (2) (Guillén y Evans, 1994; Ferreira et al., 2009). (B)
Sin embargo, se ha observado que también es capaz de oxidar aldehidos
aromaticos (2) a sus correspondientes acidos (4). En esta segunda reaccion, tras la
hidratacion de los aldehidos, tiene lugar la oxidacion de la correspondiente forma
gem-diol (3). En ambos reacciones, se produce perdxido de hidrégeno durante la
reoxidacién del cofactor de FAD (semi-reaccidon de oxidacion).

141



Capitulo 5

2. MATERIALES Y METODOS
2.1 Reactivos y enzimas comerciales

Los siguientes alcoholes, aldehidos y 4cidos, fueron obtenidos de Sigma-
Aldrich: alcoholes p-metoxibencilico, veratrilico, m- y p-clorobenzilico, 3-
cloro-p-metoxibencilico m- y p-fluorobenzilico, 2,4-hexadien-1-ol,
benzaldehido, p-anisaldehido, veratraldehido, m- y p-clorobenzaldehido,
3,4-difluorobenzaldehido, p-nitrobenzaldehido, 2.,4-dinitrobenzaldehido,
2,4-hexadienal, y 4cidos benzoico, p-anisico, veratrico, m-clorobenzoico, 3-
cloro-p-anisico y m- y p-nitrobenzoico.

Las enzimas glucosa oxidasa (de Aspergillus niger, tipo 1) y la aldehido
deshidrogenasa (de Saccharomyces cerevisiae) fueron también adquiridas a
Sigma-Aldrich. E1 Amplex® Red es de Invitrogen. La HRP (peroxidasa de
rabano) fue adquirida a Roche. La 5-deazariboflavina fue un regalo del Dr.
G. Tollin (Universidad de Arizona, Tucson, AZ, USA.).

2.2 Produccion de la AAO

La AAO de P. eryngii recombinante fue obtenida mediante la expresion
en E. coli del cDNA de la AAO madura (GenBank® AF064069) seguido de
la activacion in vitro y purificacion (Ruiz-Duenias et al., 2006). La
concentracion de enzima utilizada fue calculada usando el coeficiente de
extincion molar de la AAO previamente calculado ( €43 = 11050 M cm™)
(Ruiz-Dueias et al., 2006). Las variantes de la AAO H502S, H546S y
YO92F, fueron preparadas mediante PCR utilizando el kit comercial
QuikChange site-directed mutagenesis (Stratagene). El cDNA de la AAO
clonado en el vector pFLAGI fue empleado como molde y los siguientes
oligonucledtidos, incluyendo las mutaciones (subrayadas) en los
correspondientes tripletes (negrita) fueron usados como cebadores (se
muestran solamente las secuencias directas): Y92F, 5’-GGTCTAGCTCTG
TTCACTTCATGGTCATGATGCG-3’; H502S, 5-GCCAACACGATTT
TCAGCCCAGTTGGAACGGCC-3’; H5468S, 5’-CCCTTCGCGCCCAAC
GCAAGTACCCAAGGACCG-3’. Los plasmidos mutados fueron aislados
y el cDNA secuenciado (secuenciador GS-FLX Roche) para confirmar las
mutaciones introducidas. Las variantes fueron producidas tal como se
describe previamente para la AAO nativa.
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2.3 Caracterizacion cinética en estado estacionario

Las contantes cinéticas de estado estacionario para la oxidacion de los
aldehidos por la AAO fueron determinadas mediante un ensayo acoplado
en presencia de la HRP y el sustrato cromogénico Amplex® Red a 24°C, en
tampon fosfato 0.1 M, pH 6, a concentracion atmosférica de oxigeno. La
reaccion se inicido mediante la adicion de la AAO a la mezcla de reaccion.
La HRP (6 unidades/ml), en presencia del H,O, generado por la AAO,
oxida el Amplex® Red (60 uM) a resofurina (gsi;= 52000 M'-cm™)
(Hassan-Abdallah ef al., 2005). Los parametros cinéticos fueron
determinados mediante el ajuste de las velocidades iniciales con distintas
concentraciones de aldehido a la ecuacion de Michaelis-Menten, utilizando
el programa SigmaPlot version 11 (Systat. Software. Inc. Richmond, CA,
USA). La oxidacion del p-nitrobenzaldehido por las variantes H502S y
H546S se estimd a una concentracion final de 7 mM de aldehido. Los
valores de velocidad inicial asi obtenidos fueron comparados con los de la
enzima nativa.

Las actividades enzimaticas sobre los diferentes alcoholes se
determinaron espectrofotométricamente siguiendo la variacion de
absorbancia por unidad de tiempo debida a la oxidacion de los alcoholes a
sus correspondientes aldehidos (Ferreira et al., 2005) en tampon fosfato,
pH 6, a concentracion atmosférica de oxigeno. Estas actividades también se
determinaron cuantificando la producciéon de peroxido de hidrogeno,
mediante un ensayo acoplado con HRP y o-dianisidina a 24°C. La reaccion
se inicid0 mediante la adicion de AAO, cuantificandose la formacion del
producto de oxidacion de la o-dianisidina a 460 nm (£45=6765 M "-cm™)
(Wagner y Jorns, 2000). Las constantes cinéticas se calculan tal y como se
ha descrito previamente para las actividades aldehido oxidasa.

La actividad enzimatica de la aldehido deshidrogenasa comercial de
levadura sobre el benzaldehido, p-anisaldehido y 4-nitrobenzaldehido se
determin6 a 25°C en Tris/HCI 0.1 M, pH 8.0, con 1 M KCl y ImM de
EDTA, siguiendo la formacién de NADH (g340=6220 M'-cm™) a partir de 5
mM de NAD".

2.4 Estudios de GC-MS

Para el andlisis de los productos, las reacciones enzimadticas se prepararon
utilizando los aldehidos a una concentracion final de 4 mM (1 mM en el
caso del p-anisaldehido y 3-cloro-p-anisaldehido debido a problemas de
solubilidad) y 0.3 uM de AAO en tampdn fosfato 0.1 M, pH 6. Tras 3
horas de incubacion a 24°C en agitacion, se detuvo la reaccion enzimadtica
mediante su acidificacion (pH 2-3). Tras una posterior extraccion liquido-
liquido con metil t-butil éter, los extractos fueron secados y re-disueltos en
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cloroformo. Los analisis GC-MS se llevaron a cabo bien directamente o
tras silanizacion con BSFA [bis-(trimetilsilil)-trifluoroacetamida], en
presencia de piridina. Se emple6 un cromatografo VarianStar 3400
equipado con una columna DB-5HT (30 m x 0.25mm de didmetro interno;
grosor de pelicula 0.1 um) acoplado a un detector de trampa i6nica (Variun
Star 2000). El horno se programo para incrementar la temperatura de 50°C
a 330 °C a 6°C'min”' y la temperatura se mantuvo durante 3 min. La
temperatura del inyector y el sistema de transferencia fue de 300°C. Se
empleé helio como gas portador a un flujo de 2 ml'min”'. La identificacion
de los compuestos se realizd mediante comparacion de sus espectros de
masas con estandares, que ademas fueron empleados para obtener factores
de respuesta.

2.5 Espectroscopia de NMR

La tasas de hidratacion de las soluciones de los aldehidos (~10 uM) en
tampon fosfato 0.1 M, pH 6, preparados con agua deuterada (D,0, pureza
isotopica del 99.9%), fueron estimadas mediante 'H-NMR usando un
aparato Bruker Avance de 500 MHz. La sefal del proton del agua residual
0y 4.701 ppm) fue empleada como referencia interna para los
desplazamientos quimicos. Para la estimacion de la tasa de hidratacion, la
sefial del proton H-C-(OH), en las especies gem-diol fue integrada y
referida a la sefial del proton H-C=0O del aldehido. Espectros obtenidos en
DMSO (pureza isotopica >99.8%), mostrando tinicamente el aldehido no-
hidratado, fueron usados como referencia.

2.6 Caracterizacion cinética de estado transitorio

Los ensayos se llevaron a cabo en un equipo de mezcla rapida con flujo
detenido modelo SX17.MV (Applied Photophysics) usando un detector de
longitud de onda fija y de diodos (350-900 nm) y los programas SX18.MV
y Xscan respectivamente. Los ensayos se llevaron a cabo en tampdn fosfato
0.1 M, pH 6 a 24 °C. Los experimentos de turnover (Gibson et al., 1964)
asi como los analisis de la semi-reaccion de reduccién en anaerobiosis,
fueron realizados como se describid previamente (Ferreira et al., 2009)
usando tampén fosfato 0.1 M, pH 6, a 24 °C. El estudio cinético de la
evolucion espectral del proceso de reduccion de la enzima se realizo
mediante andlisis global y ajustes a modelos cinéticos A>B y A—>B—C,
siendo A, B y C las especies espectrales cuantificables macroscopicamente
utilizando el programa de andlisis Pro-Kineticist (Applied Photophysics
Ltd.). Estos modelos son equivalentes a las ecuaciones monoexponenciales
y biexponenciales utilizadas para realizar el analisis cinético de la
evolucion de la reaccion a una longitud de onda (462 nm, méaximo espectral
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de la AAO en estado oxidado) y poder obtener asi las constantes
observadas (ko) para la reaccion de reduccion. Los valores de ks a
diferentes concentraciones de sustrato se ajustaron a las ecuaciones 1 o 2:

k A
k — red
obs Kd 14 Ec. 1
k. ,A
Ec.2

obs = Kd+A+krev

donde K, es la constante de disociacion para el complejo enzima-sustrato,
V krea Y ki, sOn las constantes directa y reversa de la reduccion de la
flavina.

El efecto isotdpico del solvente en la semi-reaccion de reduccion de la
AAO con p-nitrobenzaldehido fue determinado empleando H,O y D,O.
Para los ensayos con solvente deuterado, los componentes de la reaccion
fueron disueltos en tampén fosfato 0.1 M deuterado, p°H 6. La AAO fue
dializada exhaustivamente en el tampon deuterado para eliminar los
protones intercambiables de la muestra.

2.7 Caracterizacion espectrofotométrica de los complejos AAO-acido

La Ky para la formacion del complejo AAO-icido p-anisico fue
determinada mediante técnicas de espectroscopia diferencial siguiendo los
cambios en el espectro de absorcion de la proteina tras sucesivas
titulaciones con diferentes concentraciones de acido en tampdn fosfato 0.1
M, pH 6, a 25°C. Los cambios en el espectro de absorcion de la AAO
debido a la formacion del complejo fueron ajustados a la ecuacidon 3 para
un estequiometria 1:1.

| AS(E+L+K,)—AerfAe(E + L+ K,) — 4EL Ec. 3

2

donde AA4bs es la diferencia de los valores de absorbancia, £y L son las
concentraciones de enzima y ligando, respectivamente, y Ky es la constante
de disociacidon (Sancho y Gomez-Moreno, 1991). Finalmente, el complejo
de la AAO reducida y el acido p-anisico fue preparado mediante foto-
reduccion en presencia de EDTA y 5’-deazariboflavina, tal como describen
Medina et al. (1998).

AAbs
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3. RESULTADOS
3.1 Actividad aldehido oxidasa durante la oxidacion de alcoholes

La capacidad para continuar oxidando ciertos aldehidos hasta acidos se
dedujo de los perfiles de produccion de H,O, y aldehido durante la
incubacion de la AAO con diferentes alcoholes (Figura 2). En presencia
del alcohol p-metoxibencilico, ambos perfiles de producciéon fueron
similares, indicando que las concentraciones finales de ambos productos se
corresponden con la estequiometria de la oxidacion del alcohol a aldehido
(Figura 2A ). Sin embargo, con el alcohol 3-Cl-p-metoxibencilico, la
concentracion final de H,O, fue proxima al doble de la de 3-Cl-p-
anisaldehido, sugiriendo que una fraccion del aldehido formado es
posteriormente oxidado, liberandose mayor cantidad de H,0O, (Figura 2B).
Esta doble actividad, alcohol y aldehido oxidasa, se ha observado también
con otros alcoholes, como m- y p-fluorobencilicos (Tabla 1).

Tabla 1

Produccion de H,0, y al dehido durante la oxid acion de distintos alcohol es
insaturados por la AAO

H202 Aldehido

Alcohol (s (s

p-Metoxibencilico 106 + 5 113+2
Veratrilico 75«2 88 £ 1
m-Clorobencilico 21+1 21+1
p-Clorobencilico 37+1 33+£1
3-Cl-p-metoxibencilico 60+ 1 39+£1
m-Fluorobencilico 22+1 15+1
p-Fluorobencilico 28+1 20+ 1
2,4-Hexadien-1-ol 138 £2 135+2

Las reacciones se llevaron a cabo en tampon fosfato 0.1 M, pH 6, a 24°C. Los resultados se
muestran como “Pk., (moles de producto formado por mol de enzima y segundo).
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Producto (uM)
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Tiempo (s)
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Figura 2. Produccion de al dehido y H ,0, durante la oxidacion de los

alcoholes p-metoxibencilico y 3-cloro- p-metoxibencilico por la AAQO. Los
alcoholes p-metoxibencilico (A) y 3-cloro-p-metoxibencilico (B) (16 mM)
fueron incubados con AAO 0.01 uM durante 500 s. Las concentraciones de
los productos de reaccidon fueron determinadas espectrofotométricamente (p-
anisaldehido a 285 nm y 3-cloro-p-anisaldehido a 295 nm) y mediante un

ensayo acoplado en presencia de Amplex®Red y HRP. La flecha indica la
adicion de la enzima. Aldehido (A), H,O, (@).
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3.2 Oxidacion de los aldehidos por la AAQO en estado estacionario

El estudio de la actividad aldehido oxidasa de la AAO se abordo
mediante la determinacion de las constantes cinéticas de estado
estacionario, empleando nueve aldehidos bencilicos para y meta
sustituidos, el benzaldehido y el aldehido alifatico 2,4- hexadienal (Tabla
2). Con todos los aldehidos ensayados pudieron determinarse las constantes
cinéticas de estado estacionario, a excepcion de con el 24-
dinitrobenzaldehido cuya actividad (menor del 1% de la observada con p-
nitrobenzaldehido) y solubilidad fueron demasiado bajas. Considerando los
valores de eficiencia, el m-clorobenzaldehido fue el mejor sustrato de tipo
aldehido, mientras que el veratraldehido fue el peor. El valor de k., mas
alto se encontr6 frente al p-nitrobenzaldehido, mientras que los valores mas
bajos de k. se observaron frente a los benzaldehidos metoxilados. La
mayor afinidad se encontro para el p-anisaldehido y el 3-Cl-p-anisaldehido,
a pesar de su baja actividad. Para estudiar la oxidacion de los aldehidos se
emplearon ademas tres variantes mutadas en los residuos His502, His546 y
Tyr92, conservados en el centro activo de la AAO y de la glucosa oxidasa
(Varela et al., 2000), obtenidas mediante mutagénesis dirigida. La actividad
de las variantes H502S y H545S sobre el p-nitrobenzaldehido (0.11 + 0.01
min” y 0.22 + 0.02 min”', respectivamente) fue menor a la de la enzima
nativa (75 + 0.16 min™), indicando que ambos residuos de histidina son
cruciales para la oxidacidon de los aldehidos. Por otro lado, la eliminacion
del grupo hidroxilo de la Tyr92 en la variante Y92F increment6 la
actividad sobre el p-anisaldehido mientras que su actividad sobre el p-
nitrobenzaldehido fue similar a la de la enzima nativa (Tabla 3).

Tabla 3

Constantes cinéticas de estado esta cionario par a la oxi dacion de dos
aldehidos por la variante Y92F y la AAO nativa

Km appkcat appkcat/ Km

Aldehido (mM) (min™) (mM"' min™)
p-Anisaldehido

Y92F 0.8 +£0.1 0.7 +0.02 0.8 +0.03

Nativa 0.7+0.1 3.0£0.1 52+04
p-Nitrobenzaldehido

Y92F 20+0.3 72.6+4.3 35.8+3.7

Nativa 50+£0.2 98 £2.0 189+0.4

Las constantes cinéticas de la variante Y92F se obtuvieron tal y como se explica en la
Tabla 2.
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Tabla 2

Constantes de estado estacionario para la oxidacion de distintos aldehidos
por la AAO

Km appkcat appkcat/Km
Aldehido Estructura (mM) (min")  (mM"' min™)
Benzaldehido Qmo 70+08  30+1 44+04
p-Anisaldehido Haco{%cm 07+0.1 3.0+01 52404
Veratraldehido e ; > “ 80+1.0 80+06  1.0+0.1

m-Clorobenzaldehido 1.5+0.1 51+1 38.6+3.0

= I
. ;:. [
[+]
’

[#]

I

Q

[#]

cio  47+03 63+1 13.4+£0.5

;

p-Clorobenzaldehido

CHO

3-Cl-p-Anisaldehido 0.7+0.1 34+0.1 51+04

2]

m-Fluorobenzaldehido 22+0.2 53+1 244+ 1.4

_n ;
9]
I
o

n

9

p-Fluorobenzaldehido cio 49402 220+04 45+£0.1

CHO

3.,4-Difluoro-benzaldehido 30+0.2 52+1 16.9£0.7

(o]
"
|
(9]
z
Q

p-Nitrobenzaldehido 50+0.2 98 £2 189+ 0.4

2,4-Hexadienal S~ 13.0+2.0 20+ 1 1.5+0.1

Los ensayos de oxidacion de diferentes aldehidos se llevaron a cabo en tampoén fosfato 0.1 M,
pH 6, a 24°C. Los parametros cinéticos fueron determinados midiendo la producciéon de
peroxido usando un ensayo acoplado con HRP y ajuste no-lineal de las velocidades iniciales a
la ecuacion de Michaelis-Menten normalizada. Se muestran los valores medios y el error
standard.
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3.3 Identificacion de los producto s de oxidacion de los aldehidos
mediante GC-MS

Empleando GC-MS se analizaron los productos de oxidacion de 12
aldehidos tras su tratamiento con AAO (andlisis directo o tras silanizacion),
como se muestra en la Figura 3 para la reaccion del p-nitrobenzaldehido
que dio lugar a la formacion del acido p-nitrobenzdico, tal y como revelo el
espectro de masas. En las reacciones con la mayoria de los aldehidos se
encontraron los correspondientes acidos tras el tratamiento con AAO (ver
Tabla 4 para observar los fragmentos mas caracteristicos de los espectros
de masas, y la cuantificacion de los acidos formados). Las tasas de
oxidacion mas altas bajo las condiciones de reaccion empleadas se
obtuvieron para p-clorobenzaldehido (48%), p-nitrobenzaldehido (43%),
m-clorobenzaldehido (39%), p-flurobenzaldehido (20%) y p-anisaldehido
(17%). No se detectd la formacion de 4cido con el veratraldehido y
2.,4—dinitrobenzaldehido. Con los otros cinco aldehidos las tasas de
oxidacién fueron bajas (<7%).

3.4 Analisis de las formas gem-diol de los aldehidos mediante NMR

Para investigar la posible implicacidén de las especies gem-diol, se estimo
la tasa de hidratacion de los doce aldehidos empleados como sustratos de la
AAO a partir del espectro de "H-NMR. El espectro del p-anisaldehido
(Figura 4A ) mostré cuatro sefiales (ademas de la senal del agua),
correspondientes a los protones del grupo metoxilo, los protones
aromaticos en orto (Hyi¢) y meta (Hz.5) y el proton del aldehido (H,). La
ausencia de la senal del proton bencilico del gem-diol (6 6 p.p.m.)
indicaba que el p-anisaldehido no se encontraba en su forma hidratada. Por
otro lado, el espectro del p-nitrobenzaldehido (Figura 4B) incluye la sefial
del gem-diol (H,) junto a la del aldehido (H,), asi como senales dobles de
los protones de los anillos de las especies gem-diol (Hy.¢ y Hizwus) y
aldehido (H,:¢ y Hs:s), revelando una hidratacién parcial. Se detectaron
senales similares de gem-diol en el resto de espectros de NMR, con la
excepcion del p-anisaldehido y el veratraldehido. Las tasas de hidratacion
(Tabla 5) se obtuvieron integrando las sefiales de los protones bencilicos

(Hyy Hy»).
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Figura 3. GC-MS de reacciones de la AAO con p-nitrobenzaldehido
(silanizadas y sin derivatiz ar). Se muestran los perfiles cromatograficos
(incluyendo controles, lineas discontinuas) y espectros de masas del aldehido
(pico 1) y del acido en sus formas libres y de trimetilsilil (TMSi) ester (picos
2 y 2’, respectivamente). El p-nitrobenzaldehido (4 mM) fue incubado con
AAO (3 uM) en tampon fosfato 0.1 M, pH 6, durante 3 h a 24 °C. La mezcla
de reaccion, y el correspondiente control sin enzima, fueron extraidos y
analizados por GC-MS antes (A) y después (B) de silanizacion. Los espectros
de masas fueron obtenidos con una trampa de iones. El pequefio pico con un
tiempo de retencidon de 19 minutos en (B) podria ser un dimero producto de la
reaccion. La silanizacién mejor6 la resolucion de los picos de los 4cidos,
debido a la formacion de derivados ester mas volatiles. Sin embargo, la
recuperacion de los diferentes acidos fue mayor cuando las muestras fueron
analizadas directamente, debido probablemente a una derivatizacion
incompleta o a la existencia de reacciones secundarias en algunos casos.
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Tabla 4
Analisis por GC-MS de la formacion de acidos durante la
oxidacion de diferentes aldehidos

Fragmentos MS Acido formado
Acido (m/z) (%)
Benzoico 105, 122,77, 51, 50 5
p-Anisico 135, 152,77, 107,92 17
Veratrico n/d 0
m-Clorobenzoico 139, 156, 111, 75, 50 39
p-Clorobenzoizo 139, 156, 111, 75, 50 48
3-Cl-p-Anisico 186, 169, 115, 63, 77 2
m-Fluorobenzoico 123, 140, 95, 75, 50 5
p-Fluorobenzoico 123, 140, 95, 75, 50 20
3,4-Difluorobenzoico 141, 113, 158, 63, 93 7
p-Nitrobenzoico 65, 167,109, 121, 150 43
2,4-Dinitrobenzoico n/d 0
2,4-Hexadienoico 97, 67, 65,95, 112 5

Los diferentes acidos formados, tras incubar 12 aldehidos con 0.3 uM de AAO
durante 3 h, fueron extraidos y analizados por GC-MS (sin derivatizar). Se
estimaron las tasas de oxidacion como porcentajes molares de la concentracion
inicial del aldehido (1 mM o 4 mM). Se indican los fragmentos principales de
los espectros de masas en orden decreciente de intensidad. n/d, no disponible
porque no se formo el acido.

Tabla S
Estimacion de la tasa de hidratacion de los aldehidos por "H-NMR
du (ppm)
Aldehido gem-Diol Aldehido Hidratacion (%)
Benzaldehido 5.97 9.86 1.0
p-Anisaldehido n/d 9.69 0
Veratraldehido n/d 9.66 0
m-Clorobenzaldehido 5.95 9.84 4.4
p-Clorobenzaldehido 5.96 9.84 1.0
3-Cl-p-Anisaldehido 591 9.69 0.9
m-Fluorobenzaldehido 5.96 9.86 3.0
p-Fluorobenzaldehido 5.97 9.81 0.7
3,4-difluorobenzaldehido 5.94 9.79 3.1
p-Nitrobenzaldehido 6.07 10.03 19.5
2,4-Dinitrobenzaldehido 6.54 10.35 82.8
2,4-Hexadienal 5.73 9.31 0.4

La tasas de hidratacion de los diferentes aldehidos ensayados como sustratos de la AAO
fueron determinadas mediante integracion de las sefiales de los protones bencilicos de las
especies gem-diol [H-C-(OH),] y aldehido [H-C=0] en los espectros de 'H-NMR (H, y
H, respectivamente en la Figura 4). Se indican los desplazamientos quimicos (dy) de las
formas gem-diol y aldehido.
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Figura 4. Analisis de la hidratacion del  p-anisaldehido y el p-
nitrobenzaldehido m ediante NMR. Las soluciones de p-anisaldehido (A) p-
nitrobenzaldehido (B) en tampén fosfato, pH 6 (preparado con D,0), fueron
analizadas por 'H-NMR dando lugar a sefiales correspondientes a: H, en el
aldehido (a) y en el gem-diol (a’); H,6 en el aldehido (2+6) y en el gem-diol
(2°+6°); H3 s en el aldehido (3+5) y en el gem-diol (3°+5’); y Hueo (MeO). Para
estimar la tasa de hidratacion, la sefial o’ del gem-diol fue integrada y referida a
la sefial a del aldehido. Se obtuvo un resultado similar considerando las sefiales
de los protones aromaticos de las formas gem-diol (2°+6’ o 3°+5”) frente a las
de los aldehidos (2+6 o 3+5).
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Las tasas de hidratacion de todos los aldehidos ensayados fueron
relativamente bajas, con la tnica excepcion del 2,4-dinitrobenzaldehido.
Los mayores valores de hidratacion se corresponden con los aldehidos
aromaticos con sustituyentes aceptores de electrones, que facilitan la
hidratacion cuando estan localizados en posiciones orfo o para, como uno
o dos grupos nitro (20% y 83% de hidratacidon, respectivamente) o en
posicion meta, como los atomos de cloro (4%) o fluor (3%). La presencia
de haldégenos en posicion para no incrementd la tasa de hidratacion
respecto al benzaldehido (1%), tal como se espera de la orientacion meta
del efecto electrofilico, observandose lo mismo al comparar las tasas de
hidratacién del 3,4-difluorobenzaldehido y el m-flurobenzaldehido (ambos
con un 3%). Sin embargo, la presencia de sustituyentes metoxilo, que
acttian como donadores de electrones (especialmente en posicion para) dio
lugar a la ausencia completa de la forma gem-diol, tal y como se observé
para el p-anisaldehido y el veratraldehido. Finalmente, el aldehido alifatico
poliinsaturado 2,4-hexadienal mostrd una tasa de hidratacion muy pequena
(menor del 1%).

3.5 Oxidacion de aldehidos bencilicos por la aldehido deshidrogenasa
de levadura

Se investigo la posible influencia de los diferentes sustituyentes del anillo
aromatico durante la oxidacion de los aldehidos aromaticos por la enzima
aldehido deshidrogenasa de levadura, que no es capaz de oxidar especies
gem-diol pero actia sobre aldehidos no hidratados. Curiosamente, aunque
la eficiencia catalitica de esta enzima en presencia de benzaldehido fue
mayor que con p-anisaldehido, no se vio incrementada por la presencia de
un sustituyente aceptor de electrones como el p-nitrobenzaldehido (Figura
5), en oposicion a lo observado con la AAO.
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Figura 5. Cinéticas de oxidacion del benz aldehido y el p-

nitrobenzaldehido por la enzi ma alde hido deshidrogenasa. La tasas de
oxidacion del benzaldehido (A) y el p-nitrobenzaldehido (O) fueron
determinadas a través de la formacion de NADH en tampon Tris/HCI, pH 8,
conteniendo KC1 0.1 M, EDTA 1 mM y NAD" 5§ mM, a 25 °C (valores
medios + desviaciones estdndar para k,,). Las tasas de recambio para el
benzaldehido y el p-nitrobenzaldehido fueron 45.3 + 0.8 y 30.8 + 0.5 min™,
respectivamente.

3.6 Estudios mediante la técnica de flujo detenido

Para estudiar el estado redox del cofactor durante la oxidacion de los
aldehidos se empleo un dispositivo de flujo detenido. Se hizo reaccionar
una solucion de la enzima con concentraciones saturantes de p-
nitrobenzaldehido en tampdn fosfato 0.1 M, pH 6, a 25°C en aerobiosis
(Figura 6). Se observo que la enzima esta totalmente oxidada en presencia
de los aldehidos durante el estado estacionario. Este correspondi6 con el
min 1-2 de la reaccion (inserto en la Figura 6) cuando la disponibilidad del
oxigeno no es aun limitante, e indicd que la semi-reaccion de reduccion de
la AAO por los aldehidos es mucho mas lenta que la semi-reaccion de
oxidacidn en presencia de oxigeno.
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Figura 6. Evolucion del espectro de absorcion durante el turnover del a
AAO con p-nitrobenzaldehido. Una solucion aerdbica de AAO (6.3 uM) se
hizo reaccionar con p-nitrobenzaldehido (2 mM) en tampdn fosfato 0.1 M, pH
6 a 25 °C en un equipo de mezcla rapida con flujo detenido. En el panel
principal se muestra el espectro de absorcion de la AAO oxidada antes de la
reaccion (linea discontinua) y los espectros de absorcion registrados tras 0.02,
10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 76, 79, 84, 87, 102, 150, 199, 300 y 400 s. El
inserto muestra el porcentaje de enzima oxidada lo largo del tiempo,
revelando que la enzima permanece completamente oxidada durante el
turnover.

La reduccion de la enzima (oxidada) por el p-anisaldehido, 3-cloro-
benzaldehido, veratraldehido y p-nitrobenzaldehido fue estudiada en
anaerobiosis (Figura 7). El primer espectro de absorcidén, obtenido tras
mezclar la AAO con los diferentes aldehidos fue, en general, diferente al
observado en ausencia de sustrato (Figura7) , mostrando un
desplazamiento y un incremento en el maximo de absorbancia a 462 nm.
Estos cambios reflejaron la formacion del complejo de la enzima oxidada
con el sustrato de tipo aldehido (AAO,-S). La subsiguiente disminucion de
la absorbancia a 462 nm se correspondio con la reduccion de la enzima.
Cabe mencionar que durante la reaccion de reduccion con p-anisaldehido,
el 3-cloro-p-anisaldehido y el veratraldehido se observo la formacion de un
complejo de transferencia de carga entre la enzima reducida y el producto
de la reaccion (AAO,4-P), caracterizado por un pico a 490 nm y una banda
a longitudes de onda larga (Figuras 7A, C y D).
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Figura 7. Cambios en el espectro de ab sorcion dela AAO durante su
reduccion anaerébica con cu atro aldehidos. La reduccion de la AAO (8
uM) con 0.5 mM de p-anisaldehido (A), 2 mM de p-nitrobenzaldehido (B),
4.5 mM de 3-cloro-p-anisaldehido (C) y 2.5 mM de veratraldehido (D) en
tampon fosfato 0.1 M, pH 6, a 24 °C, fue determinada en anaerobiosis
empleando un equipo de mezcla répida con flujo detenido. En los paneles
principales se muestra el espectro inicial de la enzima antes de la reaccion
(linea discontinua), el primer espectro una vez iniciada la reaccion (linea de
puntos), y los espectros a distintos tiempos: 0.5, 1, 13, 29, 52, 76, 102, 128,
152, 176, 202, 301 y 404 s en A; 0.009, 0.16, 0.5, 0.8, 1.5, 20, 50, 100 y 130's
en B; 2.6 s y luego cada 25 s durante un total de 450 s en C; 10 s y después
cada 200 s durante un total de 3200 s en D. Los insertos muestran una
deconvoluciéon de los cambios espectrales tras su ajuste a un modelo de un
paso (A—B) en A,C y D y de dos pasos (A—B—C) en B. A, B o C son
especies espectrales que reflejan la distribucion de los reactantes, intermedios
y/o productos, y no representan necesariamente formas intermedias de la
enzima. (E) Variacion de la absorbancia a 462 nm durante la reduccion de la
AAO en presencia de los aldehidos de A y B.
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La evolucion del espectro de absorcion durante la reduccion anaerdbica
de la enzima en presencia de p-anisaldehido, 3-cloro-p-anisaldehido y
veratraldehido se ajusté a un proceso irreversible A—B, en el que no se
observo la formacion de ninguna especie intermedia de la flavina (Figuras
7A, C y D). Las constantes de reduccion para estos aldehidos fueron 1.32,
0.76 y 0.18 min', respectivamente. Por el contrario, la reduccion de la
AAO en presencia de p-nitrobenzaldehido se ajustd a un proceso de dos
etapas, A—>B—>C (Figura7B ), donde la etapa A—>B fue
considerablemente mas rapida respecto a los aldehidos anteriores (superior
a 90 min™). Se compar6 la reduccién de la enzima en presencia de p-
nitrobenzaldehido (con 20% de hidrataciéon y maxima tasa de recambio) y
p-anisaldehido (no hidratado y con menor reactividad). En ambos casos, la
dependencia de la ky,s de la concentracion de aldehido se ajustdo a la
ecuacion 1, lo que indicaba una reaccion esencialmente irreversible, y
permitia determinar los parametros cinéticos de la semi-reaccion de
reduccion para el p-anisaldehido (kg 1.5 = 0.2 min™ y K4 0.032 = 0.019
mM) y el p-nitrobenzaldehido (k.q 356 + 38 min" y Ky de 5.79 + 0.77
mM). En el caso del p-nitrobenzaldehido, la reduccion de la AAO incluia
una segunda etapa mas lenta (B—C) con una ks, de 0.74 min™. Para esté
sustrato se estudié ademas el efecto isotdpico cinético del solvente con un
valor de "°k..4 de 1.5 + 0.01, calculado como el cociente entre la kg
determinada en H,O y D,0.

3.7 Caracteri zacion espectrof otométrica de los complejos de la AAO
con acidos aromaticos

Se observo que los acidos aromadticos se unen a la AAO de forma que
modifican su espectro de absorcidn (tal y como se ilustra en la Figura 8A
durante la titulacién de la AAO con acido 3-cloro-p-anisico). Se obtuvieron
los correspondientes espectros diferenciales con los dcidos aromaticos p-
anisico, veratrico, m-clorobenzoico, m-flurobenzoico y benzoico; siendo
similares cualitativamente (datos no mostrados). Los acidos que
presentaron mayor afinidad (menor K,) fueron el 4cido 3-cloro-p-anisico
(31.5 £ 0.1 uM) y el &cido p-anisico (94 = 3 uM), mientras que la menor
afinidad presentada por otros acidos sugirido que sus valores de Ky estarian
en el rango milimolar. La fotorreduccion en anaerobiosis del complejo de
la AAO,, con acido p-anisico permitio obtener el espectro de absorcion del
complejo de la AAO,4 con acido p-anisico (Figura 8B). El espectro de
absorcion tras la fotorreduccion se caracterizd por el desplazamiento del
maximo de la flavina a ~490 nm y el incremento de la absorbancia en la
region 520-600 nm, siendo similar al espectro final observado tras la
reduccion con p-anisaldehido. Esto indica que las especies totalmente
reducidas, observadas tras la reduccién de la AAO con este aldehido, asi
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como con 3-cloro-p-anisaldehido, se corresponden con el complejo
AAOQO,-4cido (Figuras 7A y B). Los otros acidos mostraron uniones mas
débiles y por tanto no se detectaron complejos AAO,4-acido tras la
reduccion de la AAO (Figuras 7 C y D).
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Figura 8. Titulacion del a AAO ¢ on di ferentes concentraciones de
aldehido y fotorre duccion del complejo AAQO-acido. (A) Espectros
diferenciales obtenidos durante la titulacion de la AAO (25 uM) con 19, 23,
77,200 y 300 uM de 3-cloro-p-anisaldehido, en tampoén fosfato 0.1 M, pH 6,
a 24 °C. El inserto muestra el incremento de absorbancia a 450 nm (@) en
funcion de la concentracion del acido, ajustado a una curva hiperbolica de
saturacion (K4 de 45.5 £ 5.2 uM). (B) Fotorreduccion del complejo de la
AAOQO con 4acido p-anisico. La linea de trazos corresponde al espectro de la
AAO oxidada (16 uM) antes de la titulacion. El espectro del complejo
AAOQO-(acido p-anisico) (linea continua) fue obtenido tras afiadir una
concentracion 356 uM de acido. El espectro del complejo AAO,4-(acido p-
anisico) (linea de puntos) fue obtenido tras fotorreduccion, en tampon fosfato
0.1 M, pH 6 a 24 °C en anaerobiosis y en presencia de 5’-deazariboflavina.
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4. DISCUSION

4.1 Actividad aldehido oxidasa de la AAO: hidratacion de aldehidos y
oxidacion enzimatica

Los primeros estudios de especificidad de sustrato indicaban que la AAO
de P. eryngii ademas catalizar la oxidaciéon de alcoholes aromaticos
presentaba también cierta actividad aldehido oxidasa. (Guillén et al., 1992;
Ferreira et al., 2005) (Figura 1A ). Estos resultados fueron confirmados
mediante ""F-NMR, utilizando p-fluorobenzaldehido como sustrato
(Ferreira et al., 2005). En el presente trabajo los espectros de masas de los
acidos formados durante la oxidacion de diferentes aldehidos han
confirmado la actividad aldehido oxidasa de la AAO. Los resultados de
GC-MS se correlacionan con los valores de k.., indicando en ambos casos
que el p-nitrobenzaldehido y dos clorobenzaldehidos son los mejores
sustratos (de tipo aldehido) de la AAO.

En soluciones acuosas, los compuestos con grupos carbonilo existen en
equilibrio con sus formas gem-diol. Las tasas de hidratacion de los
aldehidos aromaticos comparadas con los alifaticos son generalmente bajas,
y la tasa del benzaldehido es comiinmente considerada como insignificante.
Sin embargo, empleando 'H-NMR se ha demostrado que todos los
aldehidos estudiados presentan tasas de hidratacion cuantificables, a
excepcion del veratraldehido y el p-anisaldehido. Las tasas de hidratacion
se pueden correlacionar con la presencia de sustituyentes dadores o
aceptores de electrones que estabilizan o desestabilizan la forma gem-diol.

La oxidacion enzimatica de los aldehidos, en sus formas deshidratadas, es
frecuentemente catalizada por un residuo del centro activo que forma un
aducto covalente que favorece la oxidacion. Los ejemplos mas clasicos son
las aldehido deshidrogenasas, donde un residuo de cisteina forma un enlace
tiohemiacetal con el sustrato (Marchal y Branlant, 1999). Residuos del
centro activo como serina, glutamato o lisina pueden activar aldehidos
formando aductos bajo condiciones especificas (Teng et al., 1993).
Alternativamente, metales del centro activo pueden promover la
hidratacioén in situ, como se ha sugerido para la oxidacion del benzaldehido
por la alcohol deshidrogenasa de higado de caballo (Olson et al., 1996) y
las aldehido deshidrogenasas de mamiferos (Garattini et al., 2008). La
estructura del centro activo de la AAO (PDB 3FIM) no presenta residuos
susceptibles de formar aductos con aldehidos, ni contiene metales
(Fernandez et al., 2009). Esto, junto a la correlacion observada entre la
velocidad de oxidacion y la tasa de hidratacion de los aldehidos, sugiere
que el agua actlia como molécula activante en la oxidacion de los aldehidos
por la AAO (Figura 1B ). Se han descrito mecanismos de activacion
similares para la oxidacion de aldehidos hidratados por la histidinol
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deshidrogenasa (Teng et al., 1993), dos aldehido deshidrogenasas mutadas
(Corbier et al., 1992; Ge et al., 2004) y la colina oxidasa (Fan et al., 2006).
Ademas, en una alcohol oxidasa de Drosophila melanogaster se ha descrito
una correlacion positiva entre la hidratacion del aldehido y la velocidad de
oxidacién (Eisses, 1989). La actividad similar de la aldehido
deshidrogenasa de levadura sobre el benzaldehido y el p-nitrobenzaldehido,
contrasta con lo encontrado en la AAO, apoyando la existencia de
mecanismos de oxidacion diferentes en ambas enzimas.

La actividad aldehido oxidasa de la AAO es considerablemente baja
comparada con su actividad alcohol oxidasa (Ferreira et al., 2009). Sin
embargo, cuando los valores de k., para los diferentes aldehidos estudiados
son corregidos en funcion de sus diferentes tasas de hidratacion, la mayor
actividad correspondié a las formas gem-diol del m-flurobenzaldehido, p-
flurobenzaldehido y p-clorobenzaldehido, con tasas de recambio (100-300

s) proximas a las obtenidas para los mejores sustratos de tipo alcohol de la
AAO (Ferreira et al., 2009).

4.2 Mecanismo de oxidacion de aldehidos por la AAO

Si, como se ha sugerido antes, la AAO presenta una preferencia por los
aldehidos en su forma gem-diol el mecanismo de la semi-reaccién de
reduccion (etapa limitante) sera probablemente el mismo que el descrito
durante la oxidacién de los alcoholes por la AAO, es decir, un mecanismo
concertado de transferencia de hidruro desde el carbono-a al N5 de la
flavina y de protdn del grupo hidroxilo a una base catalitica (Ferreira ef al.,
2009). La baja velocidad de oxidacion del 2,4-dinitrobenzaldehido por la
AAO (a pesar de su alta tasa de hidratacion) puede explicarse porque,
aunque la hidratacion es promovida por los dos grupos nitro, su papel como
sustituyentes desactivantes del anillo de benceno podria dificultar la
transferencia del hidruro. Se ha descrito una situacién similar para la
oxidacion de acetaldehido clorado (en su forma gem-diol) por la alcohol
deshidrogenasa de D. melanogaster (Eisses, 1989). En la ruptura de uno de
los dos enlaces O-H de la forma gem-diol participaria un residuo como
base catalitica, que podria ser la His502 o la His546 (Figura 9) tal y como
se ha postulado durante la oxidacion de los alcoholes por la AAO (Ferreira
et al., 2006). El papel de estos residuos en la oxidacién de aldehidos ha
sido confirmado mediante la caracterizacién cinética de las variantes
H502S y H546S. Estas variantes mostraron una notable disminucién en la
velocidad de oxidacion del p-nitrobenzaldehido respecto a la enzima
nativa. La disminucion de 340-veces en actividad para la variante H502S,
fue menor a la obtenida durante la oxidacion del alcohol p-metoxibencilico
(Hernandez-Ortega et al., 2008). Sin embargo, la disminucion de la
mencionada actividad en la variante H564S (670 veces) fue mayor que la
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descrita para la oxidacion del alcohol p-metoxibencilico (60 veces)
(Hernandez-Ortega et al., 2008), sugiriendo que este residuo podria jugar
un papel mas relevante durante la oxidacion de los gem-dioles, debido
probablemente a la diferente orientacion de los alcoholes y aldehidos
hidratados en el centro activo de la AAO.

Figura 9. Localizacion de los residuos Hi s502, His546 y T yr92 en el
centro act ivo de la AA O. La molécula de agua proéxima a anillo de
isoaloxazina del FAD, presente en la estructura cristalografica de la AAO,
ha sido sustituida por una molécula hidratada (gem-diol) de p-
nitrobenzaldehido (S-diol). Las cadenas laterales de la His502 y la His546
se encuentran, respectivamente, a una distancia de 2.5 A y 3.2 A de los
grupos hidroxilo del gem-diol, mientras que el N5 de la flavina y el grupo
hidroxilo de la Tyr92 estan, respectivamente, a 3.0 A y 6.3 A del carbono-
a del gem-diol. Basado en la estructura cristalografica de la AAO (PDB
3FIM).

El efecto isotopico cinético de solvente obtenido durante la reduccion de
la AAO con p-nitrobenzaldehido (**%k..q de 1.5) sugiere un mecanismo de
transferencia de hidruro concertado para la oxidacion de los gem-dioles,
similar al descrito durante su reduccion con alcohol p-metoxibencilico y
2,4-hexadien-1-ol (Ferreira et al., 2009). Este mecanismo contrasta con el
secuencial descrito para la colina oxidada que implica la activacion previa
del alcohol a alcoxido, y en el que no se detectd ningiin efecto isotopico del
solvente (Fan y Gadda, 2005; Gadda, 2008).

La sustitucion de la Tyr92, localizada sobre el anillo de flavina (Figura
9), por un residuo de fenilalanina no afect6 severamente a la oxidacion del
p-nitrobenzaldehido, en concordancia con estudios previos (Ferreira ef al.,
2006). Sin embargo, la variante Y92F presentd una k., 5 veces menor
respecto a la enzima nativa durante la oxidacién del p-anisaldehido,
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sugiriendo que el grupo hidroxilo del fenol de la tirosina tiene algin efecto
en la activacion de los aldehidos que no se hidratan espontdneamente.
Alternativamente, la Tyr92 podria promover la oxidacion de las formas
gem-diblicas minoritarias, no detectadas por 'H-NMR. Ambas hipotesis
alternativas (oxidacion de pequefias fracciones molares de gem-dioles
preformados o hidrataciéon de aldehidos asistida por la enzima) se han
propuesto para explicar la oxidacién de los aldehidos por ciertas alcohol
deshidrogenasas (Olson ef al., 1996; Winberg y McKinley-McKee, 1998) e
histidinol deshidrogenasas (Barbosa et al., 2002).

4.3 La AAOQO es una oxidasa versatil que proporciona peroxido para la
biodegradacion de la lignina

Una diferencia entre la AAO y otras oxidasas/deshidrogenasas que
catalizan la oxidacion de alcoholes a acidos, concierne su capacidad de
liberar eventualmente los aldehidos intermedios de la reaccion. En la
reaccion de conversion de colina en glicina-betaina catalizada por la colina
oxidasa, el intermediario de tipo aldehido no es liberado del centro activo
de esta oxidasa bajo condiciones fisiologicas (a pesar de que la enzima es
capaz de oxidarlo cuando es afadido externamente) (Gadda, 2003). Lo
mismo ocurre en la reaccion de la histidinol deshidrogenasa (Barbosa et al.,
2002). Sin embargo, el papel fisiologico de la AAO es la generacion de
H,0, extracelular, en un doble ciclo redox (alcohol+*aldehido y aldehido+
acido), donde los productos de oxidacion no son incorporados a rutas
metabolicas, sino que son reducidos de nuevo por deshidrogenasas
asociadas a micelio, para mantener la produccién continua del peroxido
requerido para la biodegradacion de la lignina (Guillén y Evans, 1994;
Guillén ef al., 1994). Es interesante que los basidiomicetos productores de
AAOQO, generalmente especies de Pleurotus y Bjerkandera (Guillén et al.,
1992; Romero et al., 2009), sintetizan ademas compuestos aromaticos
metoxilados y halogenados, que pueden ser detectados en el medio
extracelular (como alcoholes, aldehidos y/o &cidos) (Gutiérrez et al., 1994;
de Jong et al., 1994b). Los alcoholes p-metoxibencilico y 3-cloro-p-
metoxibencilico estan entre los metabolitos mas abundantes en Pleurotus
(Gutiérrez et al., 1994) y Bjerkandera (de Jong et al., 1992; Spinnler ef al.,
1994), respectivamente. Por otro lado, a pesar de la extensa produccion de
compuestos haloaromaticos (de Jong y Field, 1997), algunos compuestos
nitro-aromaticos son sintetizados por basidiomicetos, concretamente, se ha
descrito la biosintesis del p-nitrobenzaldehido (Thaller y Turner, 1972) y
recientemente se ha encontrado el 4cido p-nitrosalicilico en cultivos de
Pleurotus (Giovanni Sannia, comunicacion personal). Parece que la AAO
ha evolucionado para utilizar diferentes metabolitos bencilicos sustituidos
para producir H,O,. Dependiendo del compuesto disponible, la AAO se
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comporta basicamente como una alcohol oxidasa (en presencia de
metabolitos metoxibencilicos o veratrilicos), o como una aldehido
deshidrogenasa (en presencia de metabolitos p-nitrobenzilicos), e incluso es
capaz de catalizar reacciones de oxidacion mediadas por un total de cuatro
electrones como una oxidasa doble transformando los alcoholes a los
acidos correspondientes (en presencia de metabolitos tipo 3-cloro-p-
metoxibencilico) (reacciones mostradas en la Figuras 1A y B). Esta
versatilidad de sustrato capacita a la AAO para producir la mayor cantidad
posible de H,0, para la biodegradacion de la lignina bajo cualquier
condicion fisioldgica o ambiental.

En el presente estudio se ha caracterizado la actividad aldehido oxidasa
de la AAO combinando diferentes técnicas cinéticas y cromatograficas. Se
ha observado que la actividad aldehido oxidasa se correlaciona con la tasa
de hidratacion del los aldehidos (y la formacion de los correspondientes
gem-dioles), que estd favorecida por la presencia de sustituyentes aceptores
de electrones en el sustrato, tal y como se ha observado mediante 'H-NMR.
El mecanismo de oxidacion de los aldehidos seria analogo al descrito para
la oxidacién de alcoholes, con la semi-reaccidon de reduccion consistente en
la abstraccion concertada de un proton de la forma gem-diol por una base
catalitica (His502 o His546) y la transferencia de un hidruro desde el
carbono-a al N5 de la flavina. La doble actividad de la AAO como alcohol
y aldehido oxidasa contribuye a la produccion continua de H,O, durante la
biodegradacion de la lignina.
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CAPITULO 6

Modulacion de la reactividad del O, en una flavoenzima fungica:
implicacion de la Phe501 de la aril-alcohol oxidasa contigua a la
histidina catalitica’

Resumen. La aril-alcohol oxidasa (AAO) es una flavoenzima responsable
de la activacion del O, a H,O, durante la degradacion fungica de la lignina.
Su estructura cristalografica muestra que el centro activo (encerrado dentro
de la estructura de la AAQO) esta conectado con el solvente a través de un
canal hidrofébico con forma de embudo, donde la Phe501 y otros dos
residuos aromaticos forman un estrecho cuello de botella que impide el
acceso directo de los sustratos reductores (alcoholes). Sin embargo, las
simulaciones de difusion de ligando han mostrado que el O, accede al
centro activo a través de este canal. Estudios de mutagénesis dirigida de la
Phe501 dieron lugar a la variante FS01A con una reactividad reducida
frente al O,. Por contra, su sustitucion por triptéfano dio lugar a una
variante mas reactiva frente al O,, tal y como muestran las constantes
cinéticas y el grado de oxidacion del cofactor durante el estado
estacionario. El incremento en la eficiencia catalitica frente al O,, ~2 veces
respecto a la AAO nativa y ~120 veces respecto a la variante FS01A, esta
relacionado con una mayor afinidad frente al O,, ya que la tasa de recambio
solo estd ligeramente afectada respecto a la enzima nativa. Las
simulaciones de difusion libre del O, dentro de la cavidad del centro activo
de la AAO (y las variantes in silico de la Phe501), dieron lugar a un 60%
de la poblacion de moléculas de O, a 3-4 A del C4a de la flavina en la
variante FS01W, frente al 44% en la AAO nativa y solo el 14% en la
variante F501A. Parad6jicamente, la reactividad de la AAO frente al O, se
ve reducida cuando se ensancha el canal de acceso, y se incrementa cuando
se reduce a través de la introduccion de un residuo de triptofano. Esto se
debe a que la cadena lateral de la Phe501, contiguo a la histidina catalitica
(His502), ayuda al posicionamiento del O, en las proximidades del C4a de
la flavina (y el Ne de la histidina). La sustitucion de esta fenilalanina por un
residuo voluminoso, como el triptéfano, produce el incremento de la
reactividad frente al O, de esta flavoenzima.

*Hernandez-Ortega, A., Lucas, F., Ferreira, P., Medina, M., Guallar, V., y
Martinez, A.T. (2011) Modulating O, reactivity in a fungal flavoenzyme:
Involvement of aryl-alcohol oxidase Phe-501 contiguous to catalytic histidine. J.
Biol. Chem. 286, 47:41105-41114
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1. INTRODUCCION

La degradacion de la madera y otros residuos lignoceluldsicos es un paso
clave para el reciclado del carbono fijado por fotosintesis, y ademas
representa un aspecto clave para el empleo industrial de la biomasa
renovable para la produccién sostenible de combustibles, materiales
derivados y productos quimicos (Ragauskas et al., 2006). Dos tipos de
hongos basidiomicetos, los denominados hongos de podredumbre blanca y
parda, son los tnicos organismos vivos capaces de degradar eficientemente
los materiales ligninificados altamente recalcitrantes (Martinez et al.,
2005). La activacion del O, molecular a perdxido de hidrégeno por
oxidasas extracelulares representa un paso comun en ambos patrones de
degradacion, tal y como se ha visto a través de evidencias bioquimicas
(Martinez et al., 2005; Baldrian y Valaskova, 2008) y genémicas (Martinez
et al., 2004; 2009b). Los hongos de podredumbre parda reducen el
peroxido mediante el i6n ferroso produciendo el radical hidroxilo que
depolimeriza la celulosa, dando lugar a un residuo enriquecido en lignina.
Por el contrario, la estrategia empleada por los hongos de podredumbre
blanca se basa en la activacidon por perdxido de hemo-peroxidasas fingicas
de alto potencial redox que depolimerizan la lignina dando lugar a un
residuo enriquecido en celulosa (Martinez et al., 2011). Debido a su interés
biotecnologico, se ha estudiado ampliamente el mecanismo de ataque
enzimatico a la lignina en este ultimo grupo de hongos (Hammel y Cullen,
2008; Martinez et al., 2009a).

La aril-alcohol oxidasa (AAO; EC 1.1.3.7) es una flavoenzima de la
superfamilia de oxidorreductasas GMC (glucosa-metanol-colina oxidasas)
responsable de la activacion del O, en hongos de podredumbre blanca,
junto a la metanol oxidasa y la piranosa-2 oxidasa (otras dos
oxidorreductasas GMC) y la glioxal oxidasa (una oxidasa de tipo
cobre—radical) entre otras enzimas (Kersten y Cullen, 2007; Ruiz-Duefas y
Martinez, 2009). La AAO se ha encontrado en hongos de los géneros
Pleurotus (Bourbonnais y Paice, 1988; Guillén et al., 1990) y Bjerkandera
(Muheim et al., 1990). La enzima de Pleurotus eryngii, una especie que
degrada la lignina selectivamente (Martinez et al., 1994), ha sido la mas
intensamente estudiada (Varela et al., 1999; Ferreira et al., 2005; 2006).
Los hongos anteriores secretan ademas metabolitos bencilicos 4-
metoxilados (Gutiérrez et al., 1994) y 3-clorado-4-metoxilados (de Jong et
al., 1992; Gutiérrez et al., 1994) que dan lugar a un ciclo-redox por la
accion de la AAO y deshidrogenasas (de aldehidos y acidos) asociadas a
micelio (Guillén y Evans, 1994). Esto da lugar a una produccion continua
de H,O, extracelular como sustrato de las peroxidasas, como la peroxidasa
versatil producida por este hongo (Martinez, 2002; Ruiz-Duenas y
Martinez, 2009).
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Los primeros estudios estructura-funcion de la AAO de P. eryngii fueron
llevados a cabo tras el modelado estructural por homologia (Varela et al.,
2000). Mas recientemente, se ha publicado la estructura cristalografica de
la AAO, mostrando dos motivos estructurales unicos que limitan el acceso
de los sustratos al centro activo (Fernandez et al., 2009). El mecanismo de
oxidaciéon de alcoholes aromaticos y alifaticos poliinsaturados (con un
hidroxilo primario conjugado) se ha estudiado empleando cinéticas de
estado estacionario y transitorio en combinacién con efectos isotopicos
cinéticos del sustrato y del solvente (Ferreira et al., 2009) y su capacidad de
oxidar aldehidos aromaticos (tras su hidratacion dando lugar a gem-dioles)
se ha demostrado recientemente (Ferreira et al., 2010). El mecanismo es
similar al propuesto para otras oxidorreductasas GMC (Gadda, 2008),
donde la oxidacion del alcohol tiene lugar a través de una transferencia de
hidruro a la flavina ayudada por una base catalitica (His502 en la AAO de
P. eryngii). Sin embargo la transferencia de hidruro y proton en la AAO es
concertada y no se forma un intermediario alcéxido estable (Hernandez-
Ortega et al., 2011). El mecanismo de reduccion de O, en el centro activo
de las oxidorreductasas GMC no se ha comprendido de forma definitiva
(Massey, 1994; Roth y Klinman, 2003; Mattevi, 2006; Klinman, 2007). El
acceso del O, al centro activo de las flavoenzimas se ha estudiado
recientemente (Chen et al., 2008; Piubelli et al., 2008; Baron et al., 2009;
Saam et al., 2010). Sin embargo, solo se han llevado a cabo estudios
preliminares sobre la reactividad de la AAO frente al O, (Hernandez-
Ortega et al., 2008), a pesar de que el papel fisioldégico (medioambiental)
de esta enzima es la activacion del O, durante la biodegradacion de la
lignina.

En el presente estudio, en primer lugar, se utilizd la estructura
cristalografica de la AAO (PDB 3FIM) para investigar el acceso del O, al
centro activo empleando el algoritmo PELE (Protein Energy Landscape
Exploration) para simular la difusion de ligando (Borrelli et al., 2005). En
segundo lugar, se llevaron a cabo estudios de mutagénesis dirigida (basados
en la caracterizacidon de la variantes obtenidas mediante cinéticas de estado
estacionario y transitorio, y ensayos de turnover), en combinacion con
calculos computacionales (a través de la difusion libre del O,, mediante
PELE, dentro de la cavidad del centro activo de la AAO nativa y sus
variantes mutadas in silico), para demostrar el papel clave de la Phe501
ayudando al O, a alcanzar una posicion catalitica cerca del C4a de la
flavina, implicado en su reduccion (Mattevi, 2006), y el Ne de la His502
contigua, implicada en las semi-reacciones de reduccion y oxidacion
(Hernandez-Ortega et al., 2008).
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2. MATERIALES Y METODOS
2.1 Enzima nativa y variantes mutadas

La AAO recombinante de P. eryngii fue obtenida mediante expresion
heterdloga del cDNA que codifica para la proteina madura en la cepa
W3110 de E. coli (GenBank = AF064069). La proteina producida en forma
insoluble, fue replegada in vitro en presencia del cofactor, y purificada a
homogeneidad mediante cromatografia de intercambio idnico, segun el
protocolo descrito por Ruiz-Duefias et al. (2006). Las variantes de la AAO,
fueron preparadas mediante PCR utilizando el kit comercial QuikChange
site-directed mutagenesis (Stratagene). E1 cDNA de la AAO clonado en el
vector pFLAG1 fue empleado como molde y los siguientes
oligonucledtidos, incluyendo las mutaciones (subrayadas) en los
correspondientes tripletes (negrita) fueron usados como cebadores (se
muestran solamente las secuencias directas): 1) F501A, 5'-CAACGCCAA
CACGATTGCCCACCCAGTTGGAACG-3" ii) F501Y, 5'-CAACGCCA
ACACGATTTACCACCCAGTTGGAACG-3" iii) F501W, 5-CAACGC
CAACACGATTTGGCACCCAGTTGGAACG-3'". Los plasmidos mutados
fueron aislados y el cDNA secuenciado (Secuenciador GS-FLX Roche)
para confirmar las mutaciones introducidas. Las variantes fueron
producidas como se indica arriba para la AAO nativa. Las concentraciones
de enzima fueron determinadas empleando los coeficientes de extincion
molar de la AAO y sus variantes FS01A, F501Y y F501W (e4; 11050,
10389, 10729 y 9944 M'-cm’, respectivamente) estimadas mediante
desnaturalizacion térmica, como se describe a continuacion. La muestra de
enzima (10-15 puM) se disuelve en tampon fosfato 0.01 M, pH 6, y se
registra la absorbancia a 463 nm. A continuacion se incuba durante 5 min a
100 °C, y posteriormente se centrifuga para eliminar la proteina desplegada.
Se recupera el sobrenadante, y se estima la concentracion de FAD libre
empleando el valor g459 de 11300 M'tem™! (Macheroux, 1999).

2.2 Cinéticas de estado estacionario

Las actividades enzimaticas en estado estacionario se determinaron
espectrofotométricamente siguiendo la variacion de absorbancia por unidad
de tiempo debida a la oxidacion del alcohol p-metoxibencilico (Sigma-
Aldrich) a p-anisaldehido (e555 16950 M™':cm™) (Ferreira et al., 2005). Las
constantes cinéticas maximas en estado estacionario para la enzima nativa
y sus variantes fueron determinadas mediante cinéticas bisustrato en
tampon fosfato 0.1 M, pH 6, a 12 °C, variando simultineamente las
concentraciones de alcohol (en el rango 10-2000 uM) y O,
(concentraciones finales 61, 152, 319, 668 y 1520 uM obtenidas mediante
burbujeo del tampodn con diferentes mezclas comerciales de O,/N, durante
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15 min). Los pardmetros cinéticos fueron determinados mediante el ajuste
de las velocidades iniciales (K,,s) para distintas concentraciones de alcohol
a la ecuaciones 1 o 2 (segun la calidad del ajuste) que describen un
mecanismo de tipo ternario o un mecanismo ping-pong, respectivamente.
En estas ecuaciones, € representa la concentracion de enzima; K, es la
constante catalitica; S es la concentracion de alcohol; B es la concentracion
de Oy Knan Y Kmox son las constantes de Michaelis para S y B,
respectivamente; y K, es la constante de disociacion de S.
v k...SB

- = Ec.1
e Km(OX)S + Km(ADB + SB + Kde(Ox)

v K...SB e o
- = C.

e KioyS +KyayB+SB

2.3 Medidas de estado transitorio

Para los estudios cinéticos de estado transitorio, se utilizd un equipo de
mezcla rdpida con fluyjo detenido modelo SX17.MV (Applied
Photophysics) usando un detector de longitud de onda fija y de diodos
(350-900 nm) y los programas SX18.MV y Xscan respectivamente.

Las semi-reacciones de reduccion fueron estudiadas en anaerobiosis. Las
soluciones del sustrato y la enzima se prepararon por separado en
tondmetros de vidrio, eliminando el oxigeno mediante ciclos sucesivos de
vacio y argon. Para garantizar las condiciones de anaerobiosis durante las
medidas, antes de conectar los tondmetros a las jeringas del sistema se les
adiciond una solucion de glucosa oxidasa (10 U'ml™) y glucosa (10 mM).
La anaerobiosis del equipo de mezcla rdpida con flujo detenido se
consiguid con una solucion anaerdbica saturada de ditionito y posteriores
lavados del sistema con el tampoOn anterior en anaerobiosis (Fraaije y van
Berkel, 1997). Las medidas se realizaron en tampo6n fosfato 0.1 M, pH 6, a
12 °C. El estudio cinético de la evolucion espectral durante la reduccion de
las enzimas se realizO mediante andlisis global y ajustes a un modelo
cinético A—B utilizando el programa de analisis Pro-Kineticist (Applied
Photophysics Ltd.), siendo A y B las especies espectrales correspondientes
a las formas oxidada y reducida. Este modelo es equivalente a la ecuacion
monoexponencial utilizada para realizar el analisis cinético de la evolucion
de la reaccion a una longitud de onda (462 nm). Los valores de K, fueron
ajustados posteriormente a la ecuacion 3, donde K..q y Kg son las constantes
de reduccidn y disociacion, respectivamente.

K4S

_ red
obs Kd n S Ec. 3
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Las reacciones de oxidacion fueron estudiadas en el mismo dispositivo de
mezcla rapida con flujo detenido. Las constantes observadas fueron en este
caso determinadas a partir del incremento de absorbancia a 462 nm (a 12
°C), resultado de la mezcla de la enzima reducida en tampdn fosfato 0.1 M,
pH 6, en anaerobiosis, con el mismo tampon equilibrado a diferentes
concentraciones de O, (mediante burbujeo de diferentes mezclas de O,/N,
durante 15 min). Previamente, las muestras de AAO fueron reducidas en
anaerobiosis, empleando un tondmetro modificado con un brazo lateral que
contenia una solucién de alcohol p-metoxibencilico, con una relacion molar
alcohol/AAO de 1.1:1.0 tras mezclar ambos. Las evoluciones espectrales
fueron ajustadas a un modelo de un solo paso (A—B), como se ha descrito
antes, o un modelo de dos pasos (A—=B—C). Las constantes de estado
transitorio de segundo orden para la reoxidaciéon de la flavina fueron
estimadas empleando la ecuacion 4, donde la K, es la constante observada
para la reoxidacion de la flavina a cualquier concentracion dada de O,, y
PPk« s la constante aparente de segundo orden.

kobs = P kox [OZ] Ec. 4

Para los experimentos de turnover se monitoriz6 la evolucion del estado
redox del cofactor de flavina a través del espectro de absorcién de la
enzima (Gibson et al., 1964), tras mezclar las soluciones de la enzima y el
sustrato (a concentracion atmosférica de oxigeno) en un dispositivo de flujo
detenido.

2.4 Exploracion dinamica de proteina y ligando

La estructura cristalografica de la AAO (PDB 3FIM) se preparo
empleando la aplicacion correspondiente de la suite de programas Maestro
(Schrodinger Inc, 2011b). Se anadieron los atomos de hidrégeno al sistema,
y las cadenas laterales ionizables se protonaron asumiendo un pH de 7.4.
Posteriormente, se utilizd6 el programa SiteMap (Halgren, 2007) para
identificar cualquier cavidad donde pudieran unirse los ligandos y el
programa GLIDE (Friesner et al., 2004) para localizar los sitios de
acoplamiento (docking) mas favorables. Se obtuvieron los potenciales
electrostaticos adecuados para las cargas del alcohol p-metoxibencilico
mediante optimizacion cuanto-mecéanica, empleando la teoria del funcional
de densidad (DFT): el hibrido B3LYP junto al set bdasico 6-31G*
disponible en Jaguar (Schrédinger Inc, 2011a). Posteriormente se utilizo el
programa PELE para estudiar la migracion de ligando (Borrelli et al.,
2005). Este programa combina una aproximacion estocéstica dirigida con
métodos de prediccion estructural, capaces de proyectar la migracion
dindmica de ligandos en proteinas (Guallar et al., 2009; Borrelli et al.,
2010).
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Las simulaciones se realizaron empleando la enzima nativa y las
variantes de Phe501 tras su mutagénesis in silico por tirosina, triptoéfano y
alanina. Los ligandos, alcohol p-metoxibencilico y O,, fueron colocados
sobre la superficie de la proteina en los lugares previamente determinados.
Se realizaron varias simulaciones, donde los ligandos fueron migrados
hacia el locus C4a-N5 de la flavina. Esto se realizd empleando multiples
procesadores que comparten la informacién de la coordenada de reaccion.
Para una descripcion maés extensa sobre el método PELE consultar el
trabajo de Borreli et al. (2005). De esta forma se han podido identificar las
posibles rutas de migracion hacia el centro activo de ambos ligandos.
Ademas, se simuldo con PELE la difusion libre del O, dentro del centro
activo para todas las estructuras. Para estas simulaciones se tom6 como
estructura inicial aquella obtenida en las simulaciones anteriores donde el
O, quedaba dentro del centro activo. Posteriormente, se permitio al O,
moverse libremente dentro del centro activo, empleando pequeiias
perturbaciones para evitar la salida del ligando.

3. RESULTADOS
3.1 Difusion del sustrato al centro activo de la AAO

En la Figura 1 se muestra el cofactor FAD en el centro de la estructura
de la AAO, y el canal hidrofébico con forma de embudo que conecta el
solvente con la pequena cavidad del centro activo, situada frente a la parte
superior del cofactor. Los dos residuos de histidina conservados (His502 e
His546) orientan sus cadenas laterales hacia la cavidad anterior. El acceso
al canal esta restringido por un cuello de botella formado por la Phe501 y
otros dos residuos aromaticos (Tyr92 y Phe397). El resultado de la
migracion al centro activo del sustrato reductor de la AAO (alcohol p-
metoxibencilico) y del oxidante (O;) desde la entrada del canal
(identificada mediante SiteMap), obtenido con PELE, difirio
sustancialmente para cada uno de ellos.

El canal de acceso al centro activo de la AAO (Figura 1A) es demasiado
estrecho para permitir la difusion del alcohol p-metoxibencilico. Para el
acceso del alcohol se requiere una considerable reorganizacion de la cadena
lateral de la Phe397, la cadena lateral con mayor movilidad respecto a los
tres residuos aromaticos que forman el cuello de botella (Figura 2A). La
cadena lateral de la Phe397 interacciona con el anillo aromatico del alcohol
y ambos se desplazan para permitir el acceso de este al centro activo, donde
finalmente el alcohol alcanza una posicion cataliticamente relevante. Esta
ultima posicion incluye el hidrogeno del grupo hidroxilo y uno de los
hidrégenos del carbono-a del alcohol a una distancia de 2.4-2.5 A del Ne
de la His502 y del N5 de la flavina oxidada, respectivamente. Dicha
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posicion es consistente con el mecanismo catalitico consenso de las
oxidorreductasas GMC que implica una transferencia de proton a la base
catalitica (Hi502 en la AAO) y una transferencia de hidruro al cofactor de
FAD (Gadda, 2008). La ruta de migracion del alcohol p-metoxibencilico
determinada mediante PELE se produce por encima de la cadena lateral de
la Tyr92, que experimenta algunos reajustes ayudando al alcohol a alcanzar
su posicion final, lejos de la cadena lateral de la Phe501.

A

Figura 1. Canal de acceso conectando la cavidad del centro activo de la
AAO con el solvente. (A) Detalle mostrando el cuello de botella proximo a la
entrada al centro activo al que contribuyen Phe501, Phe397 y Tyr92, y posicion
de los residuos conservados His502 e His546 (lado re del anillo de flavina). (B)
Cadena de carbonos-a de la AAO mostrando el cofactor de FAD aislado del
solvente, y el canal de acceso al centro activo. Basado en la estructura
cristalografica de la AAO (PDB 3FIM). El canal de acceso al centro activo fue
determinado empleando el programa CAVER (2006). El cofactor se muestra
como esferas de van der Waals, y los aminoacidos como barras (colores CPK).

En contraste con lo observado para el alcohol p-metoxibencilico, el
programa PELE predice que el O, accede al centro activo de la AAO
reducida siguiendo el canal hidrofobico observado en la estructura
cristalografica (Figura 1A). Asi, la ruta de migracion tiene lugar proxima a
la Phe501, por debajo de la Phe397, y frente a la Tyr92, cuyas cadenas
laterales no sufren un desplazamiento significativo durante la primera fase
de la difusion (Figura 2B). Una vez alcanzado el centro activo, la molécula
de O, explora esta cavidad (como se describe posteriormente para la AAO
nativa y las variantes de la Phe501) produciéndose algunos
desplazamientos de la cadena lateral de la Phe397 durante esta etapa.
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alcohol ;
p-metoxibencilico

Figura 2. Comparacion de las rutas de mi gracion del sustrato oxidante y
reductor al centro activo de la AAQO. (A) La entrada del alcohol p-
metoxibencilico al centro activo requiere reajustes significativos de las cadenas
laterales de la Phe397 y la Tyr92 (el alcohol en la primera y ultima posicidon se
muestra como barras grises en tonos oscuros y claros, respectivamente, y como
lineas grises en otros momentos de la migracion). (B) El O, accede directamente
al centro activo de la AAO sobre la cadena lateral de la Phe501. Los pequenos
reajustes de las cadenas laterales se producen una vez que el O, esta dentro del
centro activo (se muestra el O, como barras rojas). Las migraciones de los
sustratos se realizaron utilizando el programa PELE (Borrelli et al., 2005) y la
estructura cristalografica de la AAO (PDB 3FIM). Las rutas de migracion del
alcohol y el O, se indican mediante flechas azules. Los residuos Phe397 y Tyr92
en la primera y Gltima posicidon se muestran como barras en color magenta y rosa,
respectivamente, mientras que en el resto de posiciones se muestra como lineas
magenta. Los residuos His502, His546 y Phe501, y el cofactor de FAD se
muestran como barras en colores CPK.

En la Figura 3 se muestra una posicién del O, cataliticamente relevante
para la reoxidacion de la flavina. En esta posicion los 4&tomos de O, estan a
una distancia de 2.5 A y 3.7 A, respectivamente, del He de la His502 y el
C4a de la flavina reducida, ambos implicados en la reducciéon del O,, y a
2.8 A del atomo de hidrogeno de la cadena lateral de la Phe501 maés
proximo, cuya contribucion a la semi-reaccion de oxidacion se discute mas
adelante.
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Figura 3. Localizacion del O , en el centro activo de la AAO . Tras la
migracion del O, desde el solvente al centro activo de la AAO reducida,
empleando el programa PELE, el O, adopta una posicién cataliticamente
relevante cerca del C4a de la flavina y el He de la His502 protonada (se
muestran todos los elementos como barras en colores CPK). Obtenido
empleando PELE y la estructura cristalografica de la AAO (PDB 3FIM).

3.2 Cinéticas de estado estacionar io de las variantes mutadas en la
Phe501

Se prepararon las diferentes variantes en el residuo Phe501 mediante
mutagénesis dirigida para investigar su contribucién durante la catélisis de
la AAO. Los espectros de absorcion de las variantes FS501A, F501Y y
FO1W fueron caracteristicos de la AAO, con uno de los maximos del FAD
a 463 nm (Figura 4), lo que indicaba que estas variantes se replegaron in
Vitro y unieron el cofactor de forma correcta.

Las constantes cinéticas de estado estacionario de la enzima nativa y las
tres variantes anteriores se muestran en la Tabla 1. Las cinéticas bisustrato
permitieron determinar la tasa de recambio maxima (K.,) (obtenida por
extrapolacion a concentracion saturante de ambos sustratos), asi como las
constantes de Michaelis para el alcohol (Al) y el O, (Ox) y las
correspondientes eficiencias cataliticas (K../K.). Las constantes cinéticas
para el alcohol y el O, de la variante FS01Y son so6lo ligeramente diferentes
respecto a la AAO nativa, indicando que la eliminacion del hidroxilo
fenolico en la cadena lateral de la Phe501 no afecta significativamente a la
catalisis.
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Figura 4. Espectros de absorcion molar de la enzima nativa y las variantes
en la Phe501. Se muestran los espectros de absorcion molar de la AAO nativa
(linea continua), y las variantes F501Y (trazos cortos), FSO1A (puntos) y
F501W (trazos largos) en el rango 280-600 nm (tampon fosfato 0.05 M, pH 6).

Por contra, la mutacion F501A dio lugar a una variante cuyas eficiencias
cataliticas para el alcohol p-metoxibencilico (15 veces menor) y
especialmente para el O, (70 veces menor) estaban severamente afectadas.
Considerando que la tasa de recambio de la variante F501A fue 3 veces
menor, podemos concluir que el mayor efecto de la mutacidon concierne a la
unidén de los sustratos (alcohol y O,). Finalmente, la mutacion F501W
produjo un incremento (2 veces) de la eficiencia catalitica frente al O,
debido al descenso de la Kyox) (~3 veces) sugiriendo un aumento de la
afinidad por el O,, en contraste con la disminucion de la afinidad por el
alcohol, observada tanto en estado estacionario como transitorio.

Tabla 1
Constantes de estado estacionario de la AA O nativay las variantes e n la
Phe501 empleando alcohol p-metoxibencilico y O, como sustratos

Keat Kmcal Keat/Km(an Kmnox) Keat/Km(ox)

s (uM) (s"'mM™) (uM) (s -mM™)
AAO 105+ 1 20+ 1 3620 + 80 134+ 3 784 + 20
F501Y 87+ 1 17+ 1 5120+ 310 180+ 5 483+ 13
F501wW 64 +1 249+ 5 257+ 6 46 £ 2 1390 + 50
F501A 40+ 1 167+ 5 240+ 9 3600+ 110 11+0.5

Las constantes cinéticas de estado estacionario fueron determinadas variando simultaneamente
las concentraciones de alcohol p-metoxibencilico (Al) y O, (Ox) en tampoén fosfato 0.1 M, pH
6, a 12 °C. Las constantes observadas fueron ajustadas a las Ec. 1 o 2. Se muestran los valores
medios y el error standar.
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A continuacion se determind el estado redox del cofactor de la enzima
nativa y las variantes Phe501 durante el turnover, siguiendo la reaccion de
la enzima oxidada en presencia del alcohol p-metoxibencilico a
concentracion atmosférica de O, empleando un dispositivo de mezcla
rapida con flujo detenido (Figura SA-C). El porcentaje de enzima oxidado
durante el turnover de la AAO nativa y las variantes se estimo a 462 nm,
tal y como se muestra en la Figura SD, empleando una escala de tiempo
logaritmica. Tras un periodo de latencia de 4 ms, en el que la variante
F501A experimenta un ligero incremento de absorbancia debido a la
formacion del complejo E:S (visible gracias a la lentitud de la reaccion), se
observa una rapida caida de la absorbancia, seguida de un periodo latencia
en el que se alcanza la condicion de estado estacionario. En la enzima
nativa y sus variantes FS501W y F501Y cerca del 75-80% de la enzima esta
oxidada durante este periodo (da comienzo tras ~20 ms de reaccion),
indicando que la semi-reaccion de reduccion es la etapa limitante durante la
catalisis. Por el contrario, en la variante F501A la semi-reaccion de
oxidacion es la etapa limitante, ya que so6lo un 20% de la enzima esta
oxidada durante el periodo estacionario (que en este caso comienza tras 200
ms de reaccidén). En las variantes F501Y y F501W bajo condiciones de
estado estacionario se observd un complejo de transferencia de carga, tal y
como ocurre en la enzima nativa (Ferreira et al., 2009).

3.3 Cinéticas de estado transitori o de las variantes m utadas en la
Phe501

Las diferencias en las variantes de la Phe501 se investigaron también a
través de la determinacion de las constantes cinéticas de estado transitorio
para las semi-reacciones de reduccion y oxidacion. En el primer caso, se
hicieron reaccionar muestras de enzima oxidada con el sustrato reductor
(alcohol p-metoxibencilico) bajo condiciones estrictas de anaerobiosis,
empleando un dispositivo de mezcla rapida con flujo detenido, y se siguid
la evolucidon del espectro de absorcion gracias a un detector de diodos
(Figura 6 ) tal y como se ha descrito previamente para la AAO nativa
(Ferreira et al., 2009). Las contantes de reduccion observadas (K,,s) fueron
obtenidas a partir de los cambios en la absorbancia a 462 nm y ajustadas a
la Ec. 3 para obtener las constantes de estado transitorio de la semi-
reaccion de reduccion (Kq y Ky) (Tabla 2).
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Figura 5. Cambios en el espectro  de absorcion durante el turnover de
F501Y (A), FS0O1W (B)y  F501A ( C) c on alc ohol p-metoxibencilico a
concentracion atmos férica de oxigeno , y la evolucion temporal de las
reacciones anteriores (D). Se hizo reaccionar en un dispositivo de flujo
detenido una muestra de enzima (~10 uM) con alcohol p-metoxibencilico (0.6
mM) en tampodn fosfato 0.1 M, pH 6, a 12 °C y concentracion atmosférica de
oxigeno. El espectro de absorcion de la enzima oxidada antes de la reaccion
se muestra mediante una linea discontinua. El primer espectro se registro tras
2 ms de reaccion. Posteriormente, se muestran los espectros de absorcion cada
20 ms en el rango 1-162 ms, y cada 50 ms en el rango 0.162-2 s (y cada 5 s de
2-125 s en C). La enzima nativa y la variante F501Y (A) mostraron cambios
similares en el espectro de absorcion. La evolucidon temporal de la reaccion,
mostrada como el porcentaje de enzima oxidada en escala de tiempo
logaritmica (D), reveld diferentes porcentajes de enzima en estado oxidado
(20-80%) en condiciones de estado estacionario. Estas se alcanzaron tras
diferentes tiempos de reaccion, y antes del agotamiento del oxigeno de la
muestra, de acuerdo con las diferentes reactividades frente al oxigeno.
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Figura 6. Semi-reaccion de reduccion: cambio s en los espectros de abs orcion
durante la reduccion de las var iantes F501Y (A), FS01W (B) y F501A (C) de la
AAOQO vy de pendencia de las velocidades de reduccion de la concentracion de
alcohol p-metoxibencilico (D). (A-C) Los ensayos se realizaron mediante la
reaccion en anaerobiosis de 8-10 uM de enzima con alcohol p-metoxibencilico (1
mM), empleando un dispositivo de flujo detenido a 12 °C. Se muestran los espectros
de absorcion a diferentes tiempos de reaccion (1, 4, 6, 9, 12, 14, 17, 22, 27, 32, 45,
55, 63, 70, 86, 101, 109 y 186 ms). Los cambios en el espectro de la AAO nativa
(Capitulo 3) fueron similares a los de la variante F501Y (A). Los insertos muestran
la evolucion de la concentracion de las diferentes especies espectrales obtenidas tras
el ajuste global de los datos experimentales a un modelo monoexponencial (A—B),
donde A (linea discontinua) y B (linea de puntos, que se superponen con los tiempos
finales de reaccion en A y B) se corresponden con los espectros de la enzima oxidada
y reducida, respectivamente. (D) Dependencia de las constantes de reduccion
observadas de la concentracién de alcohol p-metoxibencilico en la enzima nativa
(—o-), y sus variantes F501Y (—o—), FS01W (—e—) y FSO01A (—m—).
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Tabla 2
Parametros de estado transitorio de la AAQO nativa y las variantes de
la Phe501 empleando alcohol p-metoxibencilico y oxigeno como
sustratos

Semi-reaccion de reduccion Semi-reaccion de oxidacion

Keea (s™) K (UM) PP (s mM ™)

AAO 139+ 16 26+ 5 657 + 30
F501Y 87=+1 15+1 401+9
F501W 136 £ 6 362 £45 1524 + 1
F501A 35+5 153+2 8+0.1

Las constantes cinéticas de estado transitorio se determinaron en tampdn fosfato 0.1 M,
pH 6, a 12 °C. Las constantes observadas fueron ajustadas a las Ec. 3 y 4 para las semi-
reacciones de reduccion y oxidacion, respectivamente. Se muestran los valores medios y
el error standar.

En general, los valores de las constates k..q y Ky de estado transitorio son
similares a los valores de K., y K, de estado estacionario. Sin embargo, se
observo un valor doble de la k.4 respecto a la K., en la variante F501W,
sugiriendo la existencia de una etapa diferente a la de reduccion que esté
limitando la velocidad de la reaccidn, probablemente relacionada con otras
etapas del ciclo catalitico incluyendo la liberacion del producto.

Los cambios en el espectro de absorcion durante la reoxidacion de las
variantes Phe501 (tras su reduccién en anaerobiosis en presencia del
alcohol p-metoxibencilico) se muestran en la Figura 7. En la enzima nativa
(datos no mostrados) y las variantes F501Y (con cambios en el espectro de
absorcion similares a la enzima nativa) y FS01W, se ha definido un proceso
de dos etapas (A—>B—C), donde B corresponde a una especie espectral
obtenida tras el ajuste global realizado pero que necesariamente no
representa una especie intermedia distinguible durante la catlisis.
Mientras, se ha definido un modelo de un solo paso (A—B) para la variante
F501A cuyo significado se relaciona con la extremadamente baja
reactividad frente al O, de esta variante. De acuerdo con los resultados
descritos anteriormente (Ferreira et al., 2005; 2009) (no se encontrd
ninguna especie intermedia de tipo semiquinona de la flavina. En los tres
casos donde se observaba un proceso con dos etapas (enzima nativa y
variantes F501Y y F501W), la primera etapa (A—B) es la mas rapida y
donde tiene lugar la mayor amplitud del cambio espectral. Ademas, la Ky
para la etapa A—B (en el proceso de una y dos etapas) depende de la
concentracion de O, (Figura 7D ), mientras que la K, de la etapa lenta
(B—C) es independiente de la concentracion de O,. En ninglin caso las Kqps
mostraron una saturacion a las concentraciones mas altas de O, y, por tanto,
solo puede calcularse una constante de reoxidacion aparente de segundo
orden (*"’k,,) cuyos valores para las diferentes variantes se incluyen en la
Tabla 2.
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Figura 7. Semi-reacc ion de oxi dacion: camb ios en el espectro de absorcion
durante la reaccion con O, de las variantes F501Y (A), F501W (B) y F501A (C),
y dependencia de la velocidad de re oxidacion de la concentracion de O , (D). Se
siguieron los cambios en el espectro de absorcion tras hacer reaccionar ~18 uM de
enzima reducida con una solucién aerdbica (76 uM de O,) de tampon fosfato 0.1 M
pH 6, empleando un dispositivo de mezcla rapida con flujo detenido a 12 ° C. Se
muestran los espectros de absorcion tras diferentes tiempos de reacciéon (2, 9, 17, 24,
32,40, 47, 55, 63, 70, 86, 93, 109, 117, 125, 150, 175, 200 y 250 ms en A y B; y 40,
860, 1680, 2450, 3320, 4140, 5780, 6590, 7410, 8230, 9050, 10700, 12330, 13970 y
15600 ms en C). Los insertos muestran la evolucion de la concentracion de las
diferentes especies espectrales obtenidas tras el ajuste global de los datos
experimentales a un modelo mono-exponencial (A—B) o biexponencial (A—B—C).
Se indican los espectros donde las especies A (linea de puntos), B (linea discontinua
en Ay B) y C (linea gruesa superior) fueron predominantes. Los cambios en el
espectro de la AAO nativa fueron similares a los de la variante F501Y (A). Para
estudiar la dependencia del O, de la velocidad de reoxidacion (D), las muestras
reducidas se hicieron reaccionar con el tampdén equilibrado a diferentes
concentraciones de O, (76, 160, 334 y 760 uM) en la mismas condiciones descritas
antes, y se estimaron las tasas de reoxidacion de la etapa rapida (Kgps
correspondientes al proceso A—B).
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Los cambios en las constantes de reoxidacion de estado transitorio
confirman las tendencias observadas bajo condiciones de estado
estacionario (en los valores de K./Kmox) € indican una fuerte disminucion
de la k., (superior a 80 veces) en la variante F501A, y un incremento
(superior a 2 veces) en la variante F501W, mientras que para la variante
F501Y el valor es ligeramente inferior al de la AAO nativa.

3.4 Mutaciones de la Phe501 y difusion del O, dentro del centro activo

Empleando el programa PELE se estudi6 la difusion libre del O, dentro
del centro activo de la estructura cristalografica de la AAO y sus variantes
F501A, F501Y y F501W (mutadas in silico) buscando las diferencias en la
poblacion de O, tras las diferentes mutaciones. Se computaron alrededor de
mil posiciones en cada caso, y se estimaron las distancias entre los dtomos
la molécula de O,y el C4a de la flavina, distribuyendo dichas distancias en
clases de frecuencia (Figura 8). Las frecuencias de distribucion de las
distancias flavina-O, fueron similares en la enzima nativa y la variante
F50Y, aunque la distancia media fue inferior en la enzima nativa (4.1 A
comparado con 4.4 A). Sin embargo, se obtuvieron frecuencias de
distribucion diferentes para las variantes FS01A y FS01W. La primera fue
claramente bimodal (con posiciones predominantes a 4.5 y 8.1 A) mientras
que la segunda mostré un 60% de posiciones del O, a 3-4 A de distancia
del C4a.

4. DISCUSION
4.1 Difusion del O, hasta el centro activo de la AAO

El centro activo de otras oxidorreductasas GMC esta expuesto al
solvente, tal y como se observa en la estructura cristalografica de la glucosa
oxidasa (Hecht et al., 1993), sin embargo en estructuras diméricas existe
una segunda subunidad que limita parcialmente el acceso al centro activo.
La situacion es similar en la estructura del tetrdmero de la piranosa-2
oxidasa (Hallberg et al., 2004). Por el contrario, en el monomero de la
AAO el centro activo estd profundamente enterrado y es inaccesible al
solvente debido a la presencia de dos nuevos motivos estructurales, que
estan ausentes en otras enzimas relacionadas (Fernandez et al., 2009). El
primer motivo estructural incluye dos hélices que no aparecen en la
estructura de la glucosa oxidasa y la colina oxidasa, mientras que el
segundo motivo sélo esta presente en la colina oxidasa cuyo centro activo
esta menos expuesto respecto a la glucosa oxidasa, pero es mas accesible
que el de la AAO.
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Figura 8. Distribuciones en cl ases de las distancias O ,-flavinatrasla
difusion del oxigeno (barras r ojas) en el centro acti vo de la AAO nativa
(A) y las variantes F 501A (B), F501Y (C)y F501W (D) (obtenidas in
silico). Se coloco la molécula de oxigeno en el centro activo cerca del C4a de
la flavina y se empled el software PELE para simular su difusion libre en la
cavidad del centro activo (utilizando bajas temperaturas y pequeiias
perturbaciones). Se estimaron las distancias entre el C4a de la flavina y los
atomos de oxigeno en un millar de posiciones, los valores obtenidos se
distribuyeron en diez clases de frecuencia. La distribucioén del oxigeno junto
al anillo de flavina y los residuos Tyr92 (arriba), His546 (derecha), His502
(medio) y Phe/Ala/Tyr/Trp501 (izquierda) se muestra en las diferentes
imagenes (barras en colores CPK).
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Los anteriores motivos estructurales de la AAO delimitan un canal con
forma de embudo, caracterizado por un estrecho cuello de botella formado
por las cadenas laterales de los residuos Tyr92, Phe397 y Phe501, que
limitan la difusion de los sustratos al centro activo de la AAO. Durante el
acceso de los alcoholes aromadticos al centro activo, la Phe397 (homologa a
la Phe357 de la colina oxidas) juega un papel crucial interaccionando con
el anillo aromadtico del sustrato y permitiéndole alcanzar el centro activo a
través de oscilaciones de su cadena lateral, tal y como se ha descrito
previamente (Hernandez-Ortega et al., 2011). De forma paralela, se han
descrito las oscilaciones de las cadenas laterales de ciertos residuos
(Phe357) durante la apertura del centro activo en la colina oxidasa (Xin et
al., 2009).

Las simulaciones de difusion del O, utilizando el programa PELE
(Borrelli et al., 2005) han revelado que esta molécula diatomica difunde a
través del estrecho canal, previamente descrito en la estructura
cristalografica de la AAO (Fernandez et al., 2009), en contraste con la
difusion del alcohol que, tras reajustes de las cadenas laterales, supera el
cuello de botella pasando sobre la cadena lateral de la Tyr92. Por tanto, los
desplazamientos de la cadena lateral de la Phe397 no son necesarios
durante la difusion del O,, en comparacion con la difusion del alcohol.

Los resultados mostrados, en donde el O, accede al centro activo de la
AAQO a través de un (estrecho) canal hidrofobo son similares a otros
estudios recientes donde se describen canales especificos (Gnicos o
multiples) para la difusion del O, en la colesterol oxidasa (Chen et al.,
2008; Piubelli et al., 2008), D-aminoacido oxidasa (Saam et al., 2010) y
otras flavoenzimas (Baron et al., 2009), frente a la hipotesis tradicional que
asume que el O, difunde libremente a través de las proteinas. Asi mismo,
en algunas de las flavoenzimas anteriores se ha descrito la existencia de
residuos que actian como puertas de acceso a los canales, como por
ejemplo en la colesterol oxidasa (Coulombe et al., 2001). Ademas, en otras
flavoenzimas se ha propuesto la existencia de residuos que colectan y guian
el O, hacia el centro activo, como en el caso de la Phe266 localizado en la
entrada del centro activo de la p-hidroxifenilacetato hidroxilasa (Baron et
al., 2009).

En la D-aminoacido oxidasa, el O, y el sustrato reductor (aminoacido)
reaccionan con el anillo de flavina en lados opuestos (Si y re,
respectivamente) y acceden al cofactor a través de diferentes rutas de
migracion (Saam et al., 2010). Por contra, en la AAO (y la glucosa
oxidasa) ambos sustratos oxidante y reductor ocuparian una posicion casi
idéntica durante la catélisis (en el lado re de la flavina). Sin embargo, las
predicciones obtenidas con PELE en la AAO, han revelado que ambos
sustratos unicamente comparten la parte mas exterior de la ruta de entrada.
Asi, para el acceso de los alcoholes al centro activo se requieren
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modificaciones transitorias del canal, que implican grandes oscilaciones de
la cadena lateral de la Phe397, mientras que no se han observado
oscilaciones significativas de las cadenas laterales durante el acceso del O,
al centro activo (se incluye la Pelicula4 en el CD adjunto a la tesis
mostrando la difusion consecutiva del 2,4-hexadien-1-ol y el O, al centro
activo de la AAO, tal como la ha mostrado el programa PELE). Si el
producto de la primera reaccion permanece unido al centro activo, cuando
el O, llega (mecanismo ternario) se requiere cierta movilidad de la
molécula de producto para permitir la reoxidacion de la flavina por el O,
(tal y como se muestra en la pelicula).

4.2 Implicacion de la Phe501 en la reoxidacion de la flavina

Al eliminar o sustituir el anillo aromatico de la Phe501, tienen lugar
cambios significativos en las constantes cinéticas de estado estacionario y
transitorio, mostrando la implicaciéon directa de este residuo en la
reoxidacion de la flavina. En la variante FS01A, la oxidacion del alcohol
estaba afectada negativamente (eficiencia ~15 veces menor) debido a un
efecto en la unién del sustrato. Sin embargo, la mutacion FS01A produce
un efecto mayor sobre la reactividad con el O,, mostrando una disminucion
de 70-80 veces en las constantes cinéticas Kea/Kmox) ¥ " Kox. Esta severa
disminucion de la reactividad frente al O, se refleja en el menor porcentaje
de enzima oxidada durante el turnover en estado estacionario (s6lo ~20%
para la variante F501A). Estos resultados, junto con la reactividad frente al
O, que es similar en la variante F501Y y estd incrementada en la variante
F501W (comparada con la enzima nativa), sugieren que se requiere un
residuo voluminoso en esta posicion para reoxidar eficientemente el
cofactor de la AAO. La presencia de un residuo aromatico en esta posicion
también contribuye, aunque en menor medida, a la oxidacion del alcohol,
tal y como revela la similar eficiencia de la variante F501Y y la menor
eficiencia de la variante F501A. Resulta significativo que los residuos
homologos a la Phe501 en la glucosa oxidasa y la colina oxidasa
pertenecientes a la misma superfamilia de oxidorreductasas, sean dos
residuos de tirosina aunque su implicacion durante la reoxidacion de la
flavina no ha sido descrita hasta el momento.

En relacién con la variante F501W, la menor reactividad frente al alcohol
se debe a su menor afinidad por este sustrato (Ky 14 veces mayor) debido
probablemente a impedimentos estéricos provocados por la cadena lateral
del triptéfano. Curiosamente, esta variante mostrd una reactividad frente al
O, dos veces superior (tanto en estado estacionario como transitorio)
respecto a la enzima nativa, que posee de hecho una de las velocidades de
reoxidacion mas altas descritas hasta el momento para flavooxidasas
(Mattevi, 2006). Este aumento de la reactividad frente al O, ocurre a pesar
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de que la difusion al centro activo en la variante FS01W es mas dificil
debido a la presencia del anillo indodlico de la cadena lateral. Recientemente
se ha caracterizado una AAO perteneciente a otro hongo de la podredumbre
blanca que posee un residuo de triptofano en la posicion equivalente a la
Phe501 de la AAO (Romero et al., 2009; 2010) demostrando la existencia
de variantes naturales con otros residuos aromaticos en esta posicion.

A pesar de que se han descrito alteraciones en el potencial redox de la
AAOQ en estudios previos de mutagénesis dirigida de la Phe501 (Munteanu
et al., 2008), estas variaciones (£ 40 mV) no son suficientes para explicar
los cambios de reactividad presentados en el presente estudio. Sin embargo,
los datos cinéticos de estado estacionario y transitorio, sugieren que el
incremento en la reactividad frente al O, en la variante F501W, y la fuerte
disminucion en la variante F501A, dependen en gran medida de la
habilidad incrementada o disminuida de la enzima para posicionar
apropiadamente el O, durante la semi-reaccion de oxidacion. Mediante
simulaciones computacionales se ha estudiado la forma en la que la
presencia de residuos de fenilalanina, tirosina o triptéfano en la posicion
501 afecta al posicionamiento del O, en el centro activo de la AAO, tal y
como se discute a continuacion.

Se han encontrado diferencias significativas en la distribucion del O, en
el centro activo utilizando PELE. Asi, el porcentaje de los atomos de
oxigeno ocupando la regién a 3-4 A del C4a de la flavina varia
significativamente en la AAO nativa (44%) y las variantes F501A (14%),
F501Y (28%) y F501W (61%). Esto sugiere que, una vez que el O, alcanza
el centro activo, la voluminosa cadena lateral de los residuos en la posicion
501 en la AAO nativa y sus variantes F501Y y F501W ayuda al O, a
alcanzar una posicion cataliticamente relevante frente al C4a de la flavina y
el He de la His502 implicado en la reoxidacion (Figura 9) (Hernandez-
Ortega et al., 2008). La gran reactividad frente al O, en la variante FSO1W
(PPkox ~1500 s-mM™), estd relacionada con la elevada poblacion de
atomos de O, a 3.5-4.0 A del C4a de la flavina, tal y como se ha
determinado mediante PELE.

Curiosamente, la principal diferencia entre el centro activo del
flavocitocromo b2 (PDB 1FCB) que no presenta practicamente reactividad
frente al O,, y la glicolato oxidasa (PDB 1Al7) con una elevada velocidad
de reoxidacion (10° s-M™) es la presencia de un residuo de leucina en
lugar de un residuo de triptéfano en las proximidades de la flavina
(Mattevi, 2006). Ademas, en la colina oxidasa se ha sugerido que la
Val464, localizado a dos residuos de distancia (V464-Y465-H466) de la
His466, homologa a la His502 de la AAO, e implicada en la catélisis
(Gadda, 2008; Hernandez-Ortega et al., 2011), proporciona un sitio apolar
guiando el O, hacia la flavina tal y como revela la disminucién de la
reactividad frente al O, de la variante V464 A (Finnegan et al., 2010).
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Figura 9. Esquema de las semi-reacciones del ciclo catalitico de la AAO. En
la primera semi-reaccion el FAD oxidado abstrae un hidruro del alcohol ayudado
por la His502 que actia como base catalitica (Hernandez-Ortega et al., 2011),
dando lugar al aldehido y al FAD reducido. Durante la semi-reaccion de
oxidacion el O, es reducido por la flavina (C4a), con la contribucién de la
Phe501 (que aproxima el O, al C4a de la flavina y a la His502) dando lugar a la
formacion del H,O, y la flavina reoxidada.

En el presente trabajo se ha mostrado como un canal hidrofobico permite
acceso del O, hasta el centro activo de la AAO, sin que se requieran
reajustes significativos de las cadenas laterales de los residuos para superar
el cuello de botella formado por la Phe501 y otros dos residuos aromaticos.
Este residuo juega un papel clave en la reoxidacion de la enzima, tal y
como se ha observado a través de los estudios de mutagénesis dirigida,
constantes cinéticas y analisis computacionales. Estos estudios muestran
como se puede incrementar la reactividad frente al O, en una
oxidorreductasa GMC mediante la introducciéon de un residuo en la
posicion contigua a la histidina catalitica (His502 en la AAO) capaz de
mejorar el posicionamiento del O, en la cavidad del centro activo, tal y
como ocurre en la variante F501W de la AAO.
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CAPITULO 7

Discriminando la funcion de dos residuos de histidina del
centro activo en la catalisis de 1a AAQO: un estudio mediante
mutagénesis dirigida, efectos isotopicos y calculos QM/MM*

Resumen. La estructura cristalografica de la aril-alcohol oxidasa (AAQO) de
Pleurotus eryngii, una flavoenzima implicada en la degradacion de lignina,
presenta dos residuos de histidina en el centro activo. Para determinar su
papel durante la catalisis, ambos residuos fueron sustituidos por alanina y
serina mediante mutagénesis. Mientras que la AAO nativa estaba un 20-
30% reducida durante el turnover, las variantes estaban completamente
oxidadas indicando la implicacion de los residuos de histidina durante la
semi-reaccion de reduccion. La eficiencia catalitica frente al alcohol y la
constante de reduccion disminuyeron de 2-3 (His546) a 5 ordenes de
magnitud (His502) confirmando lo anterior; mientras que las constantes
para el oxigeno solo disminuyeron un orden de magnitud en estas variantes.
Estos resultados también confirmaron el papel de la His502 como base
catalitica, tal y como sugerian las simulaciones computacionales y los
perfiles de actividad frente al pH. Durante la reaccion con alcohol se
observo un efecto isotdpico cinético del solvente (KIE), indicando que la
abstraccion del proton del grupo hidroxilo del alcohol por la His502 limita
parcialmente la reaccion. Ambas histidinas contribuyen también a la union
del alcohol (la Ky aumentd tras mutarla). Respecto a la reaccion con el
oxigeno, los resultados de mutagénesis muestran que uUnicamente esté
implicada la His502. Las simulaciones QM/MM revelaron que la enzima
disminuye (en ~10 kcal'mol™) la diferencia de energia entre el estado
triplete y singlete de los reactivos, y confirmaron que la produccion del
H,0, tiene lugar sin que se forme un intermediario flavina-hidroperoxido.
Se observd un KIE para la eficiencia catalitica frente al oxigeno en las
oxidaciones de los alcoholes (R)-[o-"H] y [a-"H,]-p-metoxibencilico.
Durante estas reacciones en estado estacionario el (R)-"H es transferido a la
flavina dando lugar al KIE observado para la semi-reaccion de oxidacion.
Pudiéndose concluir que la transferencia del proton desde el N5SH de la
flavina limita parcialmente la reduccion del oxigeno; mientras que la
contribucion de la HisS02H', observable en los estudios de mutagénesis,
consistiria en la estabilizacion del intermediario superoxido. Finalmente, no
se observo un KIE del solvente para la reduccion del oxigeno confirmando
que la transferencia de proton adicional desde la HisS02H", mostrada en las
simulaciones, no es limitante en la reaccion.

"Aitor Hernandez-Ortega, Fatima Lucas, Patricia Ferreira, Milagros Medina,
Victor Guallar, y Angel T. Martinez. Discriminating the role of two active site
histidines in aryl-Alcohol oxidase catalysis: a mutagenesis, isotope effect and
QM/MM study. Biochemistry. En preparacion.
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1. INTRODUCCION

La aril-alcohol oxidasa (AAO, EC 1.1.3.7) cataliza la oxidacidén de
alcoholes primarios aromaticos, y algunos alifaticos poliinsaturados, a sus
correspondientes aldehidos y simultaneamente reduce el O, a H,O,, durante
las semi-reacciones de reduccidon y oxidacion, respectivamente (Ferreira et
al., 2005). El H,O, extracelular producido es necesario para la degradacion
de la lignina actuando como sustrato de las peroxidasas ligninoliticas de
alto potencial redox (Ruiz-Duefias y Martinez, 2009). La eliminacion de la
lignina es un paso clave durante el reciclado del carbono en los ecosistemas
terrestres, asi como para el empleo a nivel industrial de la biomasa vegetal
en las biorefinerias de la lignocelulosa, donde la biotecnologia podria
contribuir a la produccion sostenible de biocombustibles, productos
quimicos y otros productos (Martinez et al., 2009).

Tras la clonacion del gen (Varela et al., 1999), el modelado por
homologia (Varela et al., 2000), y la obtencion de la estructura
cristalografica de la AAO de Pleurotus eryngii (PDB 3FIM) (Fernandez et
al., 2009) la enzima mostrd caracteristicas en comun con los otros
miembros de la superfamilia de las oxidorreductasas GMC (glucosa-
metanol-colina oxidasas). Una de las semejanzas con estas flavoenzimas es
la presencia de dos residuos conservados en el centro activo en la
proximidad del cofactor de FAD. Estos dos residuos pueden ser dos
histidinas, como en la AAO y la glucosa oxidasa (Figura 1A y B) o un
residuo de histidina y otro de asparagina, como en la piranosa 2-oxidasa, la
colesterol oxidasa, la colina oxidasa, y el domino de flavina de la celobiosa
deshidrogenasa (Figura 1C-F).

El ciclo catalitico de las flavoenzimas incluye dos semi-reacciones
correspondientes a la reduccion y oxidacion sucesivas del cofactor de FAD.
El mecanismo catalitico comunmente aceptado para la semi-reaccion de
reduccion en las oxidasas GMC comienza con la abstraccion de un proton
desde el grupo hidroxilo del sustrato por una base catalitica, seguido de la
abstraccion de un hidruro por el N5 de la flavina (Gadda, 2008). La
reaccion contintia con la reduccion del O, a H,O, por el FAD durante la
segunda semi-reaccion. Los estudios de mutagénesis sobre las parejas His-
His e His-Asn han intentado asignar su papel durante la catalisis. Se ha
propuesto que el residuo de histidina conservado en todas ellas (His502 en
la AAO de P. eryngii) actua como base catalitica en la glucosa oxidasa
(Wohlfahrt et al., 2004), la piranosa 2-oxidasa (Wongnate et al., 2011), y la
celobiosa deshidrogenasa (Rotsaert et al., 2003). Sin embargo, otros
estudios en la colesterol oxidasa y la colina oxidasa han puesto en duda el
papel de esta histidina como base catalitica (Ghanem y Gadda, 2005;
Lyubimov et al., 2006).
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Figura 1. Residuos His-His o His-Asn conservados en el centro activo de las
flavooxidasas GMC. (A) AAO de P. eryngii, (B) glucosa oxidasa de
Aspergillus niger, (C) piranosa 2-oxidasa de Trametes ochracea, (D) colesterol
oxidasa de Brevibacterium sterolicum, (E) colina oxidasa de Arthrobacter
globiformis, (F) dominio de flavina de la celobiosa deshidrogenasa de P.
chrysosporium. Referencias PDB: 3FIM, 1CF3, 1TTO, 1COY, 2JBV y 1KGD,
respectivamente.

En las oxidorreductasas GMC atn no se han determinado por completo
ni el mecanismo ni los residuos que participan durante la semi-reaccion de
oxidacion. En general se acepta que el primer paso en la reoxidacion es la
transferencia de un electron desde la flavina al oxigeno, lo que da lugar al
par de radicales superoxido y semiquinona de la flavina (Massey, 1994;
Mattevi, 2006). Estos radicales pueden colapsar sobre el C4a de la flavina
para dar lugar al intermediario flavina-hidroperoxido, que participa en las
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reacciones de transferencia de oxigeno o bien dar lugar directamente al
H;0, y a la flavina oxidada. Alternativamente, el segundo electron se
puede transferir directamente desde la forma semiquinona de la flavina al
superoxido formando el H,O, y la flavina oxidada. La capacidad de
estabilizar el intermadiario flavina-hidroperoxido, generalmente ausente en
oxidasas pero tipica de las monooxigenasas, define la diferente reactividad
frente al O, de ambos tipos de flavoenzimas.

En el presente estudio se ha comparado el papel de los residuos de
histidina conservados en el centro activo de la AAO de P. eryngii (His502
e His546) para discriminar sus contribuciones durante las semi-reacciones
de reduccion y oxidacidon, empleando distintas técnicas experimentales y
computacionales. Entre ellas, la mutagénesis dirigida en combinacién con
estudios cinéticos de estado estacionario y transitorio, ayudan a evaluar su
implicacion en la catdlisis, mientras que los efectos isotopicos de estado
estacionario y transitorio indican qué etapas son limitantes durante ambas
semi-reacciones. Por ultimo, los calculos cuanto mecanicos/mecanico
moleculares (QM/MM) contribuyen a explicar el mecanismo de la reaccion
en términos energéticos, y la presencia eventual de especies intermedias
durante la reaccion.

2. MATERIALES Y METODOS
2.1 Enzima y variantes mutadas

La AAO recombinante de P. eryngii fue obtenida mediante expresion
heter6loga del cDNA que codifica para la proteina madura en la cepa
W3110 de E. coli (GenBank  AF064069). La proteina producida en forma
insoluble, fue replegada in vitro en presencia del cofactor, y se purificd a
homogeneidad mediante cromatografia de intercambio idnico segun el
protocolo descrito por Ruiz-Duefias et al. (2006). Las variantes HS02S/A 'y
H546S/A, fueron preparadas mediante PCR utilizando el kit comercial
QuikChange site-directed mutagenesis (Stratagene). E1 cDNA de la AAO
clonado en el vector pFLAG1 fue empleado como molde y los siguientes
oligonucleotidos, incluyendo las mutaciones (subrayado) en los
correspondientes tripletes (negrita) fueron usados como cebadores (se
muestran solamente las secuencias directas): H502S, 5'-GCCAACACG
ATTTTCAGCCCAGTTGGAACGGCC-3'; H502A, 5'-GCCAACACGAT
TTTCGCCCCAGTTGGAACGGCC-3"; H546S, 5'-CCCTTCGCGCCCAA
CGCAAGTACCCAAGGACCG-3"; H546A, 5'-CCCTTCGCGCCCAACG
CAGCTACCCAAGGACCG-3". Los plasmidos mutados fueron aislados y
el cDNA secuenciado (Secuenciador GS-FLX Roche) para confirmar las
mutaciones introducidas. Las variantes fueron producidas como se indica
arriba para la AAO nativa. Las concentraciones de enzima utilizadas fueron
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determinadas empleando los coeficientes de extincion molar: AAO, €463
11050 Mcm™; H5028S, €465 9980 M cm™; H502A, €467 9800 M -cm™;
H546S g463 12400 M -cm™; y H546A, €467 9669 M™-em™; calculados tras

desnaturalizacién térmica y estimacion del FAD libre (g450 11300 M :cm™)
(Macheroux, 1999).

2.2 Cinéticas de estado estacionario y dependencia del pH

Las actividades enzimaticas en estado estacionario se determinaron
espectrofotométricamente siguiendo la variacion de absorbancia por unidad
de tiempo debida a la oxidacion del alcohol p-metoxibencilico (Sigma-
Aldrich) a p-anisaldehido (e,s5 16950 M™'-cm™) (Ferreira et al., 2005). Las
constantes cinéticas de estado estacionario para la enzima nativa y las
variantes H546S y H546A fueron determinadas en cinéticas bisustrato
variando las concentraciones de alcohol (4-2000 uM) y oxigeno (51, 128,
273, 566 y 1279 uM). Los ensayos se realizaron en cubetas selladas con un
septo de silicona donde se equilibra la mezcla de reacciébn a la
concentracion de oxigeno deseada mediante burbujeo de la correspondiente
mezcla comercial de O,/N, durante 10-15 min. Las reacciones se inician
mediante la inyeccion de la enzima, en tampon fosfato 0.1 M, pH 6, a 25
°C. Los parametros cinéticos fueron determinados mediante el ajuste de las
velocidades iniciales (K.»s) para distintas concentraciones de alcohol a la
ecuacion 1 (empleando SigmaPlot v11), que describe un mecanismo
cinético ternario; donde e representa la concentracion de enzima, K, es la
constante catalitica, S es la concentracion de alcohol, B es la concentracion
de Oz, Knan ¥ Kmox son las constantes de Michaelis para S y B,
respectivamente y Ky es la constante de disociacion de S.

v K..SB

= Ec. 1
e Koo+ KnaB+SB+KiK, 6

m(0x) m(Al)

Las constantes de estado estacionario de las variantes H502S y H502A
fueron determinadas variando Unicamente la concentracidon de alcohol (62-
5000 uM) a concentracion atmosférica de oxigeno, debido a que la tasa de
recambio en estas variantes es independiente de la concentracion de
oxigeno. Las constantes cinéticas fueron obtenidas ajustando las Ky a la
ecuacion de Michaelis-Menten.

La dependencia de la actividad en funcion del pH (4-9) fue estudiada a
25°C empleando alcohol p-metoxibencilico como sustrato y concentracion
atmosférica de oxigeno. Las medidas de actividad se realizaron en tampon
citrato fosfato 0.1 M para el rango de pH 4-7 y pirofosfato 0.1 M para el
rango de pH 8-9. La dependencia de las constantes cinéticas, K.y y
PPk o/ K, del pH fue determinada ajustando las Ky, a las ecuaciones 2-4.
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Los datos que mostraban una pendiente de +1 y -1 fueron ajustados a las
ecuaciones 2 y 3, donde los valores pKa1 y pKa, representan los valores de
pK. de los residuos acidos y bdasicos, respectivamente. Los perfiles de pH
de tipo campana se ajustaron a la ecuacion 4, donde C es el valor
independiente de pH del pardmetro cinético de interés.

logk = log Ec. 2

107"
1 + lo—pKal

logk =log| ———— Ec. 3

" 10~PH

C

_pH —pK
10 10
" 1~ Pal " 10PH

logk =log

a2 Ec. 4

2.3 Calculo del KIE para las constantes cinéticas de estado estacionario

Se determiné el KIE del sustrato en estado estacionario para la constante
catalitica, y las eficiencias cataliticas frente al alcohol y el O,, empleando la
forma dideuterada y los enantidmeros monodeuterados (R) y (S) del alcohol
p-metoxibencilico. Los valores de KIE fueron obtenidos mediante cinéticas
bisustrato en tampdon fosfato 0.1 M a 25 °C, a través del ajuste de las
velocidades iniciales a la ecuacidn 5. Esta ecuacion describe un mecanismo
con efectos isotopicos separados en la K. y la Ke/Kn; donde S es la
concentracion de sustrato, Fj es la fraccion atomica de deuterio en el
sustrato (0.98 en este caso), Y Execaykm Y Ekeat SON los efectos isotdpicos
menos 1.

Y K. S

e K,(1+FE,_,)+S(+FE_) Ee.5

También se investigd el KIE del solvente para los parametros cinéticos
de estado estacionario. Para ello, los componentes de la reaccion fueron
disueltos en tampon fosfato 0.1 M deuterado, pD 6. La AAO fue
exhaustivamente dializada frente este tampdn con objeto de eliminar los
protones intercambiables. El efecto de la viscosidad del solvente se evaluo
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en presencia de glicerol al 30% (v/v), y se calculé como el cociente entre
las constantes obtenidas en presencia y ausencia de glicerol.

2.4 Cinéticas de estado transitorio y estado redox durante el turnover

Para los estudios cinéticos de estado transitorio y la monitorizacion
estado redox durante el turnover, se utilizé un equipo de mezcla rapida con
flujo detenido modelo SX17.MV (Applied Photophysics) usando un
detector de longitud de onda fija o de diodos (350-900 nm) y los programas
SX18.MV y Xscan, respectivamente.

Durante los ensayos de turnover (Gibson et al., 1964) se mezclaron
volumenes idénticos de AAO nativa y las variantes H502S, H502A y
H546A (la variante H546S fue demasiado inestable para obtener suficiente
cantidad de enzima) y sustrato a concentracion saturante en condiciones
aerobicas siguiendo la evolucion del estado redox del cofactor a los
maximos de 462 nm (AAO nativa) o 467 nm (variantes) en funcion del
tiempo.

Para estudiar la semi-reaccion de reduccion, las soluciones del sustrato y
la enzima se prepararon por separado en tondémetros de vidrio, eliminando
el oxigeno mediante ciclos sucesivos de vacio y argdn. Para garantizar las
condiciones de anaerobiosis durante las medidas, antes de conectar los
tonometros a las jeringas del sistema se les adicion6 una solucion de
glucosa oxidasa (10 U-ml™") y glucosa (10 mM). La anaerobiosis del equipo
de mezcla rapida con flujo detenido se obtuvo con una solucion anaerdbica
saturada en ditionito y posteriores lavados del sistema con el tampodn
anterior en anaerobiosis (Fraaije y van Berkel, 1997). Las medidas se
realizaron en tampon fosfato, pH 6, a 25°C para las variantes H502S,
H502A y H546A, y a 12°C para la enzima nativa debido a su répida
reduccion. El estudio cinético de la evolucidon espectral del proceso de
reduccioén se realizdo mediante analisis global y ajustes a un modelo cinético
A—B o A—B—C utilizando el programa de analisis Pro-Kineticist
(Applied Photophysics Ltd). Estos modelos son equivalentes a las
ecuaciones monoexponencial y biexponencial utilizadas para realizar el
analisis cinético de la evolucion de la reaccion a una longitud de onda (462
0 467 nm, maximos espectrales de AAO y las variantes H502S, H502A y
H546A en estado oxidado, respectivamente) y poder obtener asi las
constantes observadas (Kys) para la reaccion de reduccion. Los valores de
kops @ diferentes concentraciones de sustrato se ajustaron la ecuacion 6,
donde k.q y Kg son las constantes de reduccion y disociacion,

respectivamente.
K,oqS
k — red
obs Kd + S EC. 6
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Las constantes de reoxidacion se determinaron de forma similar a lo
descrito anteriormente, tras mezclar la enzima reducida en tampon fosfato
0.1 M, pH 6, con el mismo tampén equilibrado a diferentes
concentraciones de oxigeno (mediante burbujeo de diferentes mezclas de
O,/N; durante 15 min). La reduccion de las muestras de la AAO se realizo
en anaerobiosis empleando un tonémetro modificado con un brazo lateral
que contenia una solucion de alcohol p-metoxibencilico, que dio lugar a
una relacion molar alcoho/AAO de 1.1:1.0 tras el mezclado. Las
evoluciones espectrales durante la semi-reaccion de oxidacion fueron
ajustadas a uno de los dos modelos anteriores. Las constantes de
reoxidacion fueron calculadas empleando la ecuacion 7, donde la Ky, es la
constante observada para la reoxidacion de la flavina a cualquier
concentracion dada de O,, y "k, es la constante aparente de segundo
orden.

kobs =P kox [OZ] Ec. 7

2.5 Configuracion del sistema para los estudios computacionales

Se tomaron las coordenadas atomicas de la AAO a partir de la estructura
cristalografica de la enzima (PDB 3FIM) y se prepararon convenientemente
utilizando la herramienta Protein preparation wizard disponible en el
programa Maestro (Schrodinger Inc, 2011b). Se difundieron ambos
ligandos, alcohol p-metoxibencilico y O,, empleando el programa PELE
(Borrelli et al., 2005) con el resultado previamente publicado (Hernandez-
Ortega et al., 2011a; 2011b). Se modificd la estructura final obtenida
mediante PELE cambiando el alcohol a su aldehido correspondiente (p-
metoxibenzaldehido) y reduciendo la flavina. La estructura obtenida se
empleo para realizar los calculos de QM/MM descritos a continuacion.

2.6 Simulaciones QM

Los calculos QM del sistema modelo aislado, incluyendo la flavina
reducida y el O,, se realizaron con el programa Jaguar (Schrodinger Inc,
2011a). Para analizar el perfil de energia de esta reaccion, fue necesario
realizar un andlisis de transito lineal, donde se variaron progresivamente las
coordenadas de los nicleos de los atomos de la molécula de oxigeno
aproximdndolos al atomo C4a de la molécula de FAD. Cada una de las
estructuras obtenidas fue optimizada en los estados singlete y triplete.

Se obtuvieron las energias potenciales en funcion de la distancia O-C4,
siguiendo el esquema general de la Figura 2. E1 corresponde a la
diferencia de energia entre los reactivos en estado triplete y singlete. El
estado electronico mds favorable para el sistema libre se corresponde con el
estado triplete para la molécula de oxigeno y el estado singlete para los
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productos. E2 establece la barrera energética de activacidn necesaria para
la reaccion y el punto donde ocurre la inversion de spin. E3 establece la
diferencia de energia entre el estado triplete de los reactivos y el estado
singlete de los productos. Esta diferencia de energia determina la afinidad
del sistema por cada estado inicial.

© .
i) : Singlete
8 ................................................. : F..
L
El
S 0 B i .
B (ST R X K e s e f“’!" A G
: Triplete:
: E3
Productos 1‘.5 Distancia O-C4 2.7 Reactivos

Figura 2. Perfiles de energia potencial en funcion de la distancia O (O,)-
C4a (FAD). Cada curva corresponde a la energia potencial para el estado
singlete y triplete.

Los calculos QM/MM se realizaron empleando el funcional de densidad
no-restringido M06. Las pruebas con los distintos set basicos 6-31G(d,p) y
6-311G(d,p) y 6-311G(3df,3pd)++ (el ultimo incluyendo solo célculos
puntuales) mostraron que las geometrias son independientes del set
empleado y que las diferencias de energia observadas se encuentran dentro
del error del método (observar los resultados con los diferentes set basicos).
Por esta razén se utilizd6 un set bdsico 6-31G** para todas las
optimizaciones.

2.7 Simulaciones QM/MM

Los célculos QM/MM estuvieron basados en las estructuras de la AAO
tras la difusion del O, al centro activo. Todas las estructuras fueron
optimizadas al nivel M06/6-31G(d,p)/OPLS. Al igual que en los calculos
QM, se realizaron andlisis de transito lineal empleando como variable de
reaccion la distancia desde uno de los oxigenos al C4a del FAD. Estos
calculos se realizaron para una serie de sistemas donde la regidon cuantica
fue aumentada de forma progresiva. El sistema mas pequeiio fue similar al
utilizado para los célculos de QM, donde se incluy¢ el anillo de flavina y la
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molécula de O,. Ademas se investigaron dos sistemas adicionales donde se
anadieron primero la His502 y posteriormente también la His546. De esta
forma se prepararon 3 sistemas con un total de 33, 45 y 56 a4tomos en la
region QM.

3. RESULTADOS

3.1 Produccion y caracteristicas espectrales de las variantes de
histidina

Las variantes H502S, HS502A, H546S y H546A fueron generadas
mediante mutagénesis con PCR y purificadas a homogeneidad como
holoenzimas, tras el replegado in vitro de los cuerpos de inclusion y la
incorporacion del cofactor (las variantes de His—Arg adicionales
ensayadas no pudieron ser activadas in vitro). Las variantes purificadas
mostraron una relacion Aygo/Ase; de ~10, similar a la de la enzima nativa.
El espectro de absorcion UV-visible de las cuatro variantes anteriores
presento el tipico pico de flavina entorno a 465 nm (Figura 3) indicando
que el cofactor se incorpord correctamente en su estado oxidado. El
espectro de la variante H546S fue similar al de la enzima nativa, con
maximos a 387 y 463 nm. Sin embargo, los maximos de absorcion de las
variantes H502S, H502A y H546A se situaron a 390 y 467 nm, con un
hombro desplazado a 498 nm y 494 nm para las variantes H502S/A y
H546A, respectivamente (comparado con el hombro a 474 nm de la enzima
nativa).

3.2 Constantes de estado estacionario para el alcohol y el oxigeno

Se determinaron los valores maximos de las constantes de estado
estacionario para la AAO nativa y las cuatro variantes de los residuos
His502 e His546 en cinéticas bisustrato (Tabla 1).

Las variantes H502S y H502A mostraron una fuerte disminucién en la
tasa de recambio (con una K. ~2500 veces menor), mientras que las
variantes H546S y H546A mostraron disminuciones mas modestas (de 10 a
50 veces, respectivamente). Todas las sustituciones provocaron también un
incremento en la K, para el alcohol, mayor para las variantes H502S y
H502A (27 y 80 veces, respectivamente) que para las variantes H546S y
H546A (7 y 25 veces, respectivamente).
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Figura 3. Espectros de absorcion molar de la AAQO y las variantes de la
His502 y la His546. Los espectros de absorcion molar de las variantes H502S
(linea de puntos), H502A (trazos largos), H546S (puntos/trazos) y H546A
(trazos cortos) y la AAO nativa (linea continua) fueron obtenidos en tampon
fosfato 0.05 M, pH 6, y normalizados a la misma concentracioén, dando lugar a
los coeficientes de extincion molar en el rango 280-600 nm.

Tabla 1

Constantes cinéticas de estado estacionario para el alcohol y el oxigeno
durante la oxidacion del alcohol p-metoxibencilico por la AAO nativa y sus
variantes®

kcat Km(Al) kcat/ Km(/_kll) Km(Ox) kcat/ Km((?f)

(s (uM) (smM ) MM (s'mM)
AAO 174 £ 2 46 £ 1 3780 + 89 144+ 3 1209 + 31
H502S  0.069 £0.005 1290+250 0.054 +0.010 (~1)b nd®
H502A 0.072+0.002 3820+230 0.019+0.001 (<1)b nd
H546S 166 1.4 310+ 56 53+11 18+£2.5 923 + 149
H546A 3.5+0.1 1160 + 30 3.0£0.1 61 590 £ 103
F501A¢ 66 +2 265 + 8 250+9 3850+ 120 13+1

®Las contantes cinéticas fueron determinadas variando simultineamente las concentraciones
de ambos sustratos (alcohol y O,) en fosfato 0.1 M, pH 6, a 25 °C. "Los valores de Km(ox) entre
paréntesis son estimaciones basadas en las constantes de reoxidacion mostradas en la Tabla 2
(ver ©). “nd, no determinado porque no se detectaron diferencias experimentales a las diferentes
concentraciones de O,. “Adaptado de Hernandez-Ortega et al. (2011b).
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Los cambios anteriores hacen que las variantes H546S, H546A, H502S y
H502A sean, respectivamente, 71, 1250, 70000 y 199000 veces menos
eficientes oxidando el alcohol p-metoxibencilico, que la enzima nativa (tal
y como muestran los valores de Kea/Kman).

Las variantes H502S y H502A no mostraron una dependencia del O, en
condiciones de estado estacionario, lo que permitid determinar sus
constantes cinéticas a concentracion atmosférica de O,. Por esta razon,
unicamente puede determinarse la reactividad frente al oxigeno de estas
variantes en condiciones de estado transitorio (ver mds adelante). Sin
embargo, se puede estimar una Knox) < 1 pM basandonos en los valores de
la *Pk,y; de estado transitorio. Por el contrario, fue posible determinar en
condiciones de estado estacionario la reactividad frente al oxigeno de las
variantes H546S y H546A, obteniendo unos valores de Kyox) 8 y 24 veces
menores, respectivamente, respecto a la AAO nativa (estas variantes fueron
~1.3 y 2 veces menos eficientes reduciendo el O,, respectivamente). Esta
aparente mayor afinidad por el O, se relaciona con la mayor contribucidon
de la semi-reaccion de oxidacion a la tasa de recambio de estas variantes,
tal y como se describe mas adelante.

3.3 Dependencia de la actividad respecto al pH

Se investigd la dependencia de los parametros cinéticos de estado
estacionario respecto al pH durante la oxidacion del alcohol p-
metoxibencilico por la AAO vy las cuatro variantes de la His502 y la His546
a concentracion atmosférica de oxigeno. La enzima nativa no mostrd una
dependencia clara del pH durante la oxidacion del alcohol p-
metoxibencilico, tal y como se habia descrito previamente (Ferreira et al.,
2009). Debido a la escasa actividad residual de las dos variantes de la
His502 (ver Tablas 1 y 2) no se pudo determinar el efecto del pH sobre la
eficiencia catalitica, y inicamente pudo observarse un efecto del pH para la
Kot (Figura 4A). La actividad de estas variantes fue estable en el rango de
pH 3-6 y diminuy6 a valores mds bésicos, con valores de pK, de 8.2-8.7,
que corresponde con un residuo que debe estar protonado durante el
turnover.

La sustitucion de la His546 dio lugar a un efecto del pH sobre la
oxidacion del alcohol p-metoxibencilico mas claramente observable. El
perfil de pH para la k., de las variantes en la His546 mostro forma de
campana (Figura 4B), consistente con la implicacién de dos grupos
ionizables en el centro activo. Un grupo con un pK, de 2.8-3.2 debe estar
desprotonado durante la catalisis y el segundo grupo con un pK, de 8.9-9.0
debe estar protonado. La informacion sobre los residuo/s especificamente
implicados en la oxidacidn de los alcoholes por la AAO proviene del perfil
de pH para la eficiencia catalitica (""Ke/Kma) de las variantes en la
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His546. Los perfiles de pH obtenidos (Figura 4C) muestran que un residuo
en la enzima libre con un pK,~3.8 debe estar desprotonado durante la
oxidacidn del alcohol.

Respecto a la reaccion con el Oy, no se pudo obtener un perfil de pH para
la Kear/Kinox) que hubiera permitido estimar los valores de pK, para la AAO
nativa (Ferreira et al., 2009), aunque se observd (mediante cinéticas
bisustrato a 25 °C) una disminucién de la eficiencia catalitica a pH 7 (835 s
'mM™), pH 8 (626 s'mM") y pH 9 (387 s"-mM™), con respecto al
maximo valor obtenido a pH 5-6 (1200-1300 s'-mM™). En las dos
variantes de His502 tampoco se pudo determinar el valor de Kea/Kmox)
debido a los pequefios valores de Koy (Tabla 1), y no pudo obtenerse un
valor de pK, a pesar de que para la variante H546S se observd una
tendencia idéntica respecto a la enzima nativa.

3.4 Cambios en el estado redox del cofactor durante el turnover

Para identificar el estado redox del cofactor durante la catalisis se hizo
reaccionar, empleando un equipo de mezcla rdpida con flujo detenido, la
AAO nativa y las variantes H502S, H502A y H546A (la variante H546S
fue demasiado inestable para ser empleada en estos ensayos) con una
solucion saturante de alcohol p-metoxibencilico, bajo concentracion
atmosférica de oxigeno, y se determinaron los cambios en el espectro de
absorcion utilizando un detector de diodos (Figura 5).

La evolucion del estado redox del cofactor, mostrada en los cambios de
absorbancia a 462 nm (enzima nativa) y 467 nm (variantes), se muestra en
la Figura 6. Tal y como se habia descrito previamente (Ferreira et al.,
2009), durante los primeros milisegundos de la reaccion se produjo una
rapida disminucién de la absorbancia antes de alcanzarse una fase
estacionaria donde la AAO estd en continuo turnover (~10-80 ms), en la
que el porcentaje de enzima oxidado es un 80%. Sin embargo, en las
variantes de las histidinas se observo que la absorbancia inicial a 467 nm
fue estable (H546A) o incluso se incrementd (H502S y HS502A). Los
incrementos observados fueron mayores cuando se utilizaron las
concentraciones mas altas de alcohol, debido a la formaciéon del complejo
enzima-sustrato. Ademds, la fase estacionaria (caracterizada por una
absorbancia estable a 467 nm) fue mucho mas larga en las variantes (10-
300 s) que en la AAO nativa (menos de 0.1 s) y las variantes se
mantuvieron completamente oxidadas durante todo el tiempo. En todos los
casos, tras el agotamiento del oxigeno se observo la reduccion de la flavina
a su forma hidroquinona.
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Figura 4. Dependencia del pH para las constantes cinéticas de las variantes
en la His502 y la His546. (A) Dependencia de la Pk, del pH durante la
oxidacion del alcohol p-metoxibecilico por las variantes H502A (m) y H502S (D).
Dependencia de la Pk, (B) y 1a *PKey/™ Kincan (C) del pH durante la oxidacion
del alcohol p-metoxibencilico por las variantes H546A (e) y H546S (o). Todas
las reacciones se llevaron a cabo a 25 °C bajo concentracion atmosférica de
oxigeno, empleando diferentes tampones para obtener el pH deseado.
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Figura 5. Cambios en el espectro de absorcion durante el turnover de la AAO
y las variantes en la His546 y la His502. Se hicieron reaccionar soluciones
aerobias de la AAO y sus variantes H546A, H502S y H502A (~10 uM) con
concentraciones saturantes del alcohol p-metoxibencilico (1-10 mM) en fosfato
0.1 M, pH 6, a 25 °C, en un equipo de mezcla rapida con flujo detenido. (A)
AAO nativa, primer espectro tras 9 ms, seguido de espectros cada 100 ms en el
rango 9-1300 ms. (B) H546A, primer espectro tras 8§ ms, seguido de espectros
cada segundo en el rango 8-20000 ms. (C) H502S, primer espectro tras 1 s,
seguido de espectros cada 4 s en el rango 0.65-262 s. (D) H502A, primer
espectro tras 1 s, seguido de espectros cada 20 s en el rango 1-652 s.
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Figura 6. Estado redox de la AAO y sus variantes en la His546 y la His502
durante el turnover. Se muestra el porcentaje de FAD oxidado durante las
reacciones mostradas en la Figura 5, seguidas a 462 nm (AAO nativa) o 467
nm (variantes H546A, H502S y H502A) en escala de tiempo logaritmica. Las
medidas fueron realizadas en un equipo de mezcla rapida con flujo detenido
empleando una solucién aerobia de enzima (~10 puM) y concentracion
saturante de alcohol p-metoxibencilico, en fosfato 0.1 M, pH 6, a 25 °C.

Por otro lado, los cambios en el espectro de absorcidon durante el turnover
con el alcohol p-metoxibencilico sugieren la formacion de un complejo de
transferencia de carga, con un maximo alrededor de 550 nm, similar al
descrito en otras flavoproteinas (Abramovitz y Massey, 1976).
Curiosamente, no se encontr6 este complejo de transferencia de carga
durante el turnover de las variantes H502S, H502A y H546A, sugiriendo
que la acomodacion del sustrato en el centro activo estd afectada por las
mutaciones.

3.5 Semi-reaccion de reduccion

Se investigd la semi-reaccion de reduccion para las variantes H502S,
H502A y H546A, en anaerobiosis empleando un equipo de mezcla rapida
con flujo detenido. Los espectros obtenidos indican una reduccidon
completa de la AAO y sus variantes (Figura 7). En la AAO nativa, la
ausencia de oxigeno evitd la formacion del complejo de transferencia de
carga observado durante el turnover. El analisis global de la reduccion de la
AAOQO nativa se ajustd a un modelo de dos etapas (donde la etapa A—B fue
rapida, mientras que la etapa B—C fue independiente de la concentracion
de alcohol y muy lenta para ser cataliticamente relevante). Sin embargo, la
reduccion de las variantes H502S, H502A y H546A se ajustd mejor a un
modelo de una etapa (con velocidades de reduccidon muy lentas). Los
valores de las constantes de reduccion observadas (Kgs), a las distintas
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concentraciones de alcohol p-metoxibencilico, obedecen la ecuacion de
Michaelis-Menten, permitiendo la determinacion de las constantes de
reduccion (K.q) y disociacion (Ky) (Tabla 2). Estos valores estan
relacionados con los valores de K. y K, de estado estacionario,
confirmando que la semi-reaccidon de reduccion es la etapa limitante
durante la catalisis de la AAO. Los valores de la k.4 para las variantes
H546A, H502S y HS502A fueron 35, 1250 y 1830 veces menores,
respectivamente, respecto a la AAO nativa. También se observd una
notable disminucion de la afinidad (con unos valores de Ky de 50 a 200
veces mas altos).

3.6 Semi-reaccion de oxidacion

Empleando la técnica anterior se estudid también la semi-reaccion de
oxidacion. Tal y como muestra la Figura 8, la oxidacion de la flavina
desde la forma hidroquinona a la forma oxidada se ajusta a un modelo de
dos etapas. En la AAO y la variante H546A la etapa A—B fue rdpida y
dependiente de la concentracion de O,, y la etapa B—C fue mas lenta e
independiente de la concentracion de O,; mientras que en las variantes
H502S y H502A ambas etapas rapida (A—B) y lenta (B—C) fueron
dependientes de la concentracion de O,, sugiriendo que durante la
reoxidacion de estas variantes tienen lugar dos procesos diferentes. Las
constantes de reoxidacion observadas se estimaron a partir del incremento a
las mismas longitudes de onda mencionadas anteriormente (462 o 467 nm),
para las diferentes concentraciones de O,. En todos los casos, al representar
las constantes observadas de reoxidacion (K.ps) para la etapa rapida (A—B),
frente a la concentracion de oxigeno se observd una dependencia lineal de
las velocidades de reoxidacion frente a la concentracion de oxigeno
(Figura 9), calculandose unas constantes de reoxidacion de segundo orden
(*Pkox1) que se resumen en la Tabla 2. La **Pk,; para la variante H546A fue
1.3 veces menor respecto a la AAO nativa, mientras que los valores de
PPk o1 de las variantes H502S y H502A fueron 12 y 6 veces menores,
respectivamente.
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Tabla 2
Constantes cinéticas de estado transitorio para la reduccion por el alcohol p-

metoxibencilico y su reoxidacion por el O, de la AAO nativa y las variantes de
la His502 e His546°

Reduccion Reoxidacion

kred Kd kred/ Kd1 appkoxl . appkon .

s (uM) ¢'mM) (s'mM) (s'mM )
AAO 139+ 16 26+5 5350 £ 1200 657 +24 nd°
H502S 0.111+£0.002 4740+ 184 0.023 £0.001 56+ 1 18+2
H502A 0.076 £ 0.001 318074 0.024 +0.001 115+1 8+ 1
H546A 3.96 £0.01 1308 +30 3.03 £0.07 491 + 8 nd
F501A° 35+5 153 +2 229 +33 8+ 1 nd*

®Las constantes de estado transitorio para la reduccion de la AAO por el alcohol (incluyendo las
constantes de primer orden y las constantes aparentes de segundo orden) y reoxidacion por el O,
(constantes de segundo orden), las ultimas incluyen dos contantes (koxi Yy "PKox2)
correspondientes a la etapa rapida (A—B) y lenta (B—C) de la reaccidon de reoxidacion, fueron
determinadas en tampén fosfato 0.1 M, pH 6, a 12 °C. ®nd, no determinado debido a que no hay
dependencia del O,. ‘De Hernandez-Ortega et al. (2011b). “no determinado porque no se observo
la segunda etapa. Se muestran los valores medios y el error standard.

3.7 Estudios de KIE

La Figura 10 (y la Tabla 3) muestran el KIE del sustrato para las
constantes cinéticas aparentes obtenidas durante la oxidacion de los
alcoholes a-dideuterado (*H,) y a-monodeuterados (R-H y S-*H)
estimados para cada una de las nueve concentraciones ensayadas.
Previamente se describié un comparacion similar para los valores de KIE a
diferentes concentraciones de O, (Hernandez-Ortega et al., 2012b). En
ambos casos, el KIE para la k.,; aparente (estimado para cada concentracion
de O, o alcohol) se incrementa hasta alcanzar una concentracion saturante.
La Figura 10 muestra también como los valores de °(*"Ke/Kn) son
mayores a las concentraciones de alcohol mas bajas, mientras que los
valores de D(appkcat/ Kmcany) fueron constantes a todas las concentraciones de
O, utilizadas (Hernandez-Ortega et al., 2012b).
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Figura 7. Cambios en el espectro de absorcion durante la reduccion de la AAO
y las variantes en la His546 y la His502 por el alcohol p-metoxibencilico. Se
registraron los espectros a diferentes tiempos durante la reduccion en anaerobiosis
de la enzima (~9 uM) con el alcohol p-metoxibencilico (a concentracion saturante
1-10 mM) en un equipo de mezcla rapida con flujo detenido a 25 °C, o a 12 °C
para la AAO nativa. (A) AAO nativa, espectros a 1, 4, 6,9, 12, 15, 22, 32,93 y
255 ms. (B) H546A, espectros a 40, 240, 450, 860, 1270, 1680, 2080, 2700, 4000
y 8000 ms. (C) H502S, espectros a 0.33, 2, 4, 6, 8, 12, 16, 22, 32 y 60 s. (D)
HS502A, espectros a 0.33, 2, 4, 6, 10, 14, 18, 26, 42 y 80 s. Los insertos muestran la
concentracion de las especies espectrales obtenidas tras el ajuste global de los
datos experimentales a un modelo de una (A—B) o dos etapas (A—B—C). Los
espectros inicial y final corresponden a la enzima oxidada y reducida, mostrados
en la figura principal con linea gruesa o punteada, respectivamente, mientras que
la linea de trazos en A muestra el espectro con mayor concentracion de la especie
B.
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Figura 8. Cambios en el espectro de absorcion durante la oxidacion de la
AAQ nativa y las variantes de la His546 y la His502 en presencia de O,. Se
registraron los espectros a diferentes tiempos de reoxidacion de la enzima
reducida (~9 uM) con una concentracion de O, 75 uM en tamp6n fosfato 0.1 M,
pH 6, empleando un equipo de mezcla rapida con flujo detenido a 12 °C. (A y B)
Espectros de la AAO y la variante H546A, respectivamente, a 2, 9, 17, 24, 32, 40,
47, 55, 63, 70, 93, 125, 150 y 175 ms. (C) H502S, espectros a 9, 60, 112, 163,
214, 265, 316, 419, 520, 620, 830, 1230 y 1650 ms. (D) H502A, espectros a 9,
60, 112, 163, 214, 265, 370, 520, 620, 830, 1650, 2470 y 3900 ms. Los insertos
muestran la concentracion de las especies espectrales obtenidas tras el ajuste
global de los datos experimentales a un modelo de una (A—B) o dos etapas
(A—B—C). En el panel principal se indican los espectros con mayores
contribuciones de: A (linea punteada), B (linea discontinua) y C (linea gruesa
superior).
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Figura 9. Velocidades de oxidacion de la AAO y sus variantes en la
His546 y la His502 a diferentes concentraciones de oxigeno. Para
estudiar la dependencia de la reoxidacion respecto a la concentracion de
0O,, se mezclaron las muestras de enzima previamente reducidas con el
tampon equilibrado a concentraciones de O, 76, 160, 334 y 760 uM, en
las mismas condiciones descritas en la Figura 8. Las velocidades de
reoxidacion observadas (K., correspondientes a la etapa A—B) se
estimaron a partir del incremento de absorbancia a 462 nm (AAO
nativa) o 467 nm (variantes). Los ensayos se llevaron a cabo a 12 °C y
los datos se ajustaron a la Ec. 7.
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Tabla 3

KIE del sustrato y del solvente para las contantes cinéticas aparentes de
estado estacionario - """Kea, ""’Kinox) ¥ “PPKeat/Km(ox) - €0 presencia de las
formas (R)-[a-*H], (S)-[a-’H] y [a-"H,] del alcohol p-metoxibencilico, y
KIE del solvente, a diferentes concentraciones de alcohol®

appkcat apme(Ox) appkcat/ Km(Ox)

alcohol 3.90 pM

(R)-[0-*H]-p-metoxibencilico 3.48+£0.02 1.64+1.22 2.12+0.84
(S)-[0-*H]-p-metoxibencilico 1.21£0.02 0.91£0.67 1.34£0.90
[a-"H,]-p-metoxibencilico 3.98 £ 0.02 0.71 £ 0.42 5.64 +0.65
Tampoén D,0 0.09 £ 0.05 0.28+0.16 3.26+2.78
alcohol 7.81 pM

(R)-[a-*H]-p-metoxibencilico 3.68 £0.04 2.31+£0.71 1.55+0.49
(S)-[a-"H]-p-metoxibencilico 1.19+0.01 0.85+0.13 1.41£0.16
[a-"H,]-p-metoxibencilico 4.13+0.03 1.04£0.16 3.93+£0.39
Tampoén D,0 0.92+0.04 0.43+0.07 2.16 £1.10
alcohol 15.6 pM

(R)-[a-*H]-p-metoxibencilico 3.71£0.01 2.26+0.26 1.63 £0.08
(S)-[0-*H]-p-metoxibencilico 1.19+0.02 0.96+0.10 1.26 +0.09
[a-"H,]-p-metoxibencilico 4.41+0.02 1.95+0.22 2.26+0.12
Tampoén D,0 1.01+0.03 0.72 +£0.09 1.40£0.56
alcohol 31.25 uM

(R)-[0-*H]-p-metoxibencilico 4.34+£0.02 2.83+£0.27 1.41 £0.08
(S)-[0-*H]-p-metoxibencilico 1.24 £0.01 1.16 £0.10 1.06 £0.05
[a-"H,]-p-metoxibencilico 5.18 £ 0.05 3.19+0.34 1.59+0.14
Tampoén D,0 1.15+0.03 0.96 = 0.09 1.19+£0.38
alcohol 62.5 pM

(R)-[a-*H]-p-metoxibencilico 4.44+0.01 2.85+0.20 1.49 +£0.05
(S)-[0-*H]-p-metoxibencilico 1.19+£0.02 1.17£0.08 1.05£0.02
[0-"H,]-p-metoxibencilico 6.38 £0.03 3.45+0.25 1.65+£0.06
Tampoén D,0 1.28 £0.02 1.15+0.08 1.08 £0.28
alcohol 125 yM

(R)-[0-*H]-p-metoxibencilico 4.44+0.01 2.79+0.13 1.56 +£0.01
(S)-[0-*H]-p-metoxibencilico 1.19+£0.02 1.04 £0.05 1.14 £0.06
[a-"H,]-p-metoxibencilico 6.38 +0.03 3.94+0.22 1.58 +0.04
Tampoén D,0 1.31£0.02 1.21+£0.06 1.05+0.24
alcohol 250 uM

(R)-[0-*H]-p-metoxibencilico 4.61 +0.03 2.97+0.12 1.52 £0.05
(S)-[0-*H]-p-metoxibencilico 1.22 +£0.03 1.10+0.04 1.10£0.07
[a-"H,]-p-metoxibencilico 6.74 £ 0.07 4.23+£0.23 1.56 +0.09
Tampoén D,0 1.31+£0.02 1.30£0.05 1.00+£0.22
alcohol 500 uM

(R)-[a-*H]-p-metoxibencilico 4.70 £ 0.04 3.01+0.15 1.53 £0.06
(S)-[0-*H]-p-metoxibencilico 1.24 +0.03 1.11£0.05 1.11£0.08
[a-"H,]-p-metoxibencilico 7.04 +£0.05 4.48 +0.25 1.53 £ 0.06
Tampoén D,0 1.32+£0.02 1.33+£0.06 1.00+£0.22
alcohol 1000 uM

(R)-[0-*H]-p-metoxibencilico 4.75+0.01 3.68£0.15 1.25+£0.02
(S)-[0-*H]-p-metoxibencilico 1.18£0.04 1.12+£0.05 1.05£0.10
[0-*H,]-p-metoxibencilico 7.07 £0.06 5.33+£0.29 1.00£0.22
Tampon D,0 1.31+0.02 1.56 +0.07 1.01+0.23

%Las constantes cinéticas aparentes fueron determinadas empleando nueve
concentraciones de alcohol en fosfato 0.1 M, pH 6, a 25 °C. Los valores de KIE del
sustrato y del solvente se calcularon como el cociente entre la actividad determinada con
el alcohol protiado/deuterado y tampén en H,O/D,0, respectivamente (empleando la Ec.
5). Se muestran los valores medios y el error standard.
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Figura 10. Efecto de la concentracion de alcohol sobre el KIE de la k., y la
eficiencia catalitica para el O,. Los valores de KIE para las constantes
cinéticas aparentes (K. Y Kea/Kmox) obtenidas en presencia del alcohol p-
metoxibencilico a-monodeuterado (R-"H y S-°H) y a-dideuterado (*H,) fueron
determinados a nueves concentraciones diferentes de alcohol, a 25°C. Los datos
fueron ajustados a la Ec. 5.

A partir de los parametros cinéticos obtenidos mediante las cinéticas
bisustrato anteriores, se determin6 el KIE de la eficiencia catalitica para el
alcohol y el O, (Tabla 4). El valor mas alto de D(kcat) encontrado para el
alcohol p-metoxibencilico a-dideuterado y (R)-a-monodeuterado (7.9 y 5.2,
respectivamente) mostro que la deuteracion del alcohol en posicion o afecta
a la catalisis de la AAO. Ademas, los valores de D(kcat/Km(Al)) de 3.9 y 3.6,
para el alcohol a-dideuterado y (R)-a-monodeuterado, respectivamente,
mostraron que este efecto se debe a la disminucion de la velocidad de
reaccion con el alcohol, comparados con el valor de 1.2 para el
enantiomero deuterado en (S). También se obtuvieron valores pequeiios
pero significativos de D(kcat/Km(oX)) cuando se emplearon como sustratos
reductores los alcoholes a-dideuterado y (R)-a-monodeuterado (1.6 y 1.5,
respectivamente). Sin embargo, cuando se utilizo el alcohol (S)-
monodeuterado, no se encontré un efecto KIE para la eficiencia frente al
O,, ya que no tiene lugar la transferencia del deuterio al N5 de la flavina
debido a que dicha transferencia en la AAO es estereoselectiva.

También se investigd el KIE del solvente para las constantes de
velocidad y las eficiencias cataliticas frente al alcohol y el O,. Los valores
de Dzo(kcat/ Kmcan) ¥ D20k .. obtenidos (1.5-1.6) y la ausencia de un efecto de
la viscosidad (Tabla 4) indican que la abstraccion de un hidrogeno
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intercambiable con el solvente (probablemente el proton del grupo
hidroxilo del alcohol) por la His502 catalitica, limita parcialmente la
oxidacion del alcohol en la AAO. Sin embargo, no se detectd ningiin KIE
significativo del solvente ni un efecto de la viscosidad en la eficiencia
frente al oxigeno (Tabla 4).

Tabla 4

KIE del sustrato y del solvente y efecto de la viscosidad para la K, y las
eficiencias cataliticas para el alcohol (Al) y el O, (Ox) en condiciones de
estado estacionario®

Keat Keat/Km(al) Keat/ Km(ox)
(R)-[0-*H]-p-metoxibencilico 518+0.09  3.59+0.12  1.53+0.06
(S)-[a-H]-p- metoxibencilico 1.37 +0.02 1.25+0.05 1.15+0.05
[a-sz]-p- metoxibencilico 7.87+0.09 391+0.13 1.57+0.06
KIE del solvente (D,0) 1.49+0.02  1.59 +0.08 1.07 +0.05
Efecto de la viscosidad 0.99+0.01  1.03+0.04  1.01+0.04

(30% glicerol)

# Los valores maximos de KIE del sustrato y del solvente se determinaron como el cociente
entre la actividad sobre alcohol p-metoxibencilico a-protiado/a-deuterado o en tampon con
H,0/D,0 (empleando alcohol a-protiado), respectivamente. El efecto de la viscosidad se
determin6 como el cociente entre la actividad con alcohol a-protiado en tampon normal y
en presencia de glicerol. Todos los valores de KIE se calcularon a partir de los valores de
las constantes cinéticas maximas determinadas mediante cinéticas bisustrato donde se
varian simultaneamente las concentraciones de oxigeno y alcohol. Se muestran los valores
medios y el error standard.

3.8 Calculos QM

En primer lugar se simul6 la reduccion del O, por la forma hidroquinona
de la flavina a través de cédlculos QM, incluyendo tnicamente el O, y el
anillo de flavina. Para este sistema simple se encontr6 que la optimizacion
libre (unrestrained) en el estado singlete produce una situacion final en la
que el O, esta unido al C4a de la flavina (1.50 A) y se transfiere un proton
desde el N5 de la flavina al 4&tomo libre de oxigeno. La Figura 11A-B
muestra el estado optimizado de los reactivos y los productos en los estados
triplete y singlete, respectivamente.

La Figura 12 muestra el perfil de energia potencial de la reaccion. La
observacion de los perfiles de energia que siguen un analisis de transito
lineal muestra que la inversion del spin ocurre a 1.98 A y que la diferencia
de energia (E1) entre los estados triplete y singlete de los reactivos fue
~21.7 kecal'mol”. La barrera energética de activaciéon (E2) fue de 14.2
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kcal'mol™” mientras que la energia del proceso completo (E3) fue -5.3
kcal'mol’, lo que revela un proceso exotérmico que favorece
termodindmicamente la formacion de los productos.

Los resultados anteriores fueron calculados en fase gaseosa, pero también
se optimizaron los calculos en agua (con una constante dieléctrica de ~80)
y en cloroformo (con una constante dieléctrica similar al ambiente de la
proteina, ~4). Se encontraron diferencias de energia entre las distintas
fases, siendo considerablemente menor en agua (14.5 kcal'mol™), mientras
que en cloroformo (19.2 kcal'mol™) la diferencia fue similar a la obtenida
en fase gaseosa.

3.9 Calculos QM/MM

Posteriormente se emplearon calculos QM/MM para predecir la
reduccion del O, por la forma hidroquinona de la flavina en el centro activo
de la AAO. En este estudio se emplearon tres regiones QM diferentes. Se
comenzd optimizando los estados singlete y triplete de los reactivos y los
productos (Figura 11C y D). Curiosamente, cuando se optimiza libremente
el estado singlete (es decir, sin restricciones en la distancia O-C4a) no tiene
lugar la formacion de un aducto del O, con el C4a. En su lugar ocurre una
eliminacion de dos electrones y un proton con el O, a una distancia O-C4a
de unos 2.2 A de la flavina pero sin que tenga lugar la formacién de un
enlace. El perfil de energia potencial mostrd que la inversion de spin tiene
lugar a una distancia 2.16 A, mientras que E1 se redujo a 14.2 kcal'mol™, y
E2 y E3 fueron 6.5 y -11.2 kcal'mol™, respectivamente (Figura 12). Al
comparar la reaccion en fase gaseosa con un sistema modelo idéntico, se
puede observar el efecto del entorno de la proteina en el perfil energético
de la reaccion. La diferencia de energia entre el estado singlete y triplete de
los reactivos disminuyé desde 21.7 a 14.2 kcal'mol™ indicando un efecto
estabilizador de la proteina sobre la energia del estado singlete excitado.
Ademas, el hecho de que la inversion del spin tenga lugar mas cerca de los
reactivos, reduce significativamente la barrera de activacion. Se incremento
la estabilidad termodinamica de los productos con una reaccidn mas
exotérmica (5.3 frente a 11.2 kcal-mol™).

Para el sistema en el que se incluye la His502 en la region cuantica se
observo que, al optimizar el estado singlete libremente, la formacion del
producto H,O; tuvo lugar sin la formacion de un aducto en el C4a (Figura
11E y F), tal y como se observaba con el sistema QM/MM FAD+O,. La
reaccion tuvo lugar mediante la aproximacion de la molécula de O, a la
region C4a-N5 de la flavina, donde ocurre la abstraccion de un proton del

N5 (y dos electrones de la flavina), y una segunda transferencia de proton
desde la His502.
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Reactivos Productos
Estado C4-O0H Estado
Triplete / Singlete

Figura 11. Estado de los reactivos y los productos tras las simulaciones
QM y QM/MM de la reduccion del O, por la flavina libre o unida a la
AAO. (A y B) Optimizacion QM pura para el sistema modelo aislado,
constituido Gnicamente por la flavina libre y el O,. (C y D) Optimizacion
QM/MM para el sistema FAD+O, en la AAO. (E y F) Optimizacién
QM/MM para el sistema FAD+0O,+His502 en la AAO. A la izquierda se
muestra la estructura optimizada de los reactivos (estado triplete), mientras
que a la derecha se muestran los diferentes productos (estado singlete),
incluyendo el aducto C4a-hidroperdxido (B), el anion superoxido (D) y el
H,0, (F). Los céalculos QM/MM estan basados en la estructura
cristalografica de la AAO (PDB 3FIM) tras la difusion y el acoplamiento
molecular del O, utilizando el programa PELE (Borrelli et al., 2005) tal y
como se ha descrito previamente (Hernandez-Ortega et al., 2011b).
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La exploracion sistematica de la energia potencial para ambos estados de
spin (Figura 12), tal y como se ha hecho para los sistemas previos, muestra
que la inversién del spin ocurre a 2.19 A, una distancia similar a Ia
encontrada previamente para el sistema QM/MM FAD+QO,, y siendo ahora
El 10.0 kcal'mol”, mientras que E2 y E3 fueron 4.6 y -27.3 kcal'mol™,
respectivamente.

Todas las energias discutidas antes y las determinadas para el sistema
FAD+O,+His502+His546, donde se incorpora la segunda histidina del
centro activo, se resumen en la Tabla 5. Las energias obtenidas
incrementando el tamafio de la region QM en los célculos QM/MM,
convergen hacia valores similares. Esto indica que la descripcion del centro
activo se obtiene de forma correcta con un sistema FAD+O,+His502,
mientras que el sistema FAD+O, es demasiado pequefio (consistente con la
relevancia de la His502 en el mecanismo de reaccidn).

Los célculos anteriores de QM y QM/MM fueron realizados empleando
un set basico M06/6-31G(d,p), aunque se obtuvieron resultados similares
empleando M06/6-311G(d,p) y M06/6-311G(3df,3pd)+, tal y como se
observa en la Figura 13 para las simulaciones QM del sistema FAD-O,
(comparada con la Figura 12).

Tabla 5

Energias de reduccién del O, (kcal'mol™) y punto de inversién del spin
(distancia al C4a de la flavina, A) en los diferentes sistemas QM y
QM/MM estudiados®

QM QM/MM
FAD+O, FAD+O+

FAD+O, FAD+O; +H502 H502-+H546

El 2171 14.23 10.03 11.10

E2 14.17 6.53 4.60 4.63

E3 -5.29 1118 2731 24,70

Punto de 1.98 2.16 2.19 2.19

mversion

®E1, diferencia de energia entre los reactivos en estado triplete y singlete; E2, energia
requerida por la reaccion en el punto donde ocurre la inversion del spin; y E3, diferencia
de energia entre el estado triplete de los reactivos y el estado singlete de los productos.
Para mayor detalle observar las Figuras 11 y 12.
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Figura 12. Perfiles de energia QM y QM/MM para la reduccion del O,
por la flavina libre y unida a la AAQ. Se calculd la energia potencial en
funcion de la distancia O (O,)-C4a (FAD) para los distintos sistemas modelo.
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Figura 13. Perfiles de energia potencial en funcion de la distancia
O (0,)-C4a (FAD). Las optimizaciones fueron llevadas a cabo con
(A) M06/6-31G** y (B) M06/6-311G**.
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4. DISCUSION

4.1 Residuos conservados en el centro activo de las oxidorreductasas
GMC

Nakanishi et.al. (1984) describieron, por primera vez, la existencia de un
residuo esencial de histidina en el centro activo de una oxidorreductasa
GMC tras modificar quimicamente la glucosa oxidasa de A. niger. Las
estructuras cristalograficas de las oxidorreductasas GMC han mostrado que
existen dos residuos en el centro activo, His-His o His-Asn, cuya posicion
cerca del cofactor de flavina esta estructuralmente conservada, sugiriendo
su importancia en la catalisis. En la estructura cristalografica de la AAO de
P. eryngii (Fernandez et al., 2009), los residuos His502 e His546 ocupan,
respectivamente, una posicion equivalente a los residuos His516 e His559
de la glucosa oxidasa de A. niger (Hecht et al., 1993), His548 y Asn593 de
la piranosa 2-oxidasa de T. ochracea (Hallberg et al., 2004), His447 y
Asn485 de la colesterol oxidasa de B. sterolicum (Vrielink et al., 1991),
His466 y Asn510 de la colina oxidasa de A. globiformis (Quaye et al.,
2008), y His689 y Asn732 del dominio de flavina de la celobiosa
deshidrogenasa de P. chrysosporium (Hallberg et al., 2002). Aunque no
esta disponible la estructura cristalografica de la metanol oxidasa de
Candida boidinii, el alineamiento multiple de secuencia muestra la
correspondencia con los residuos His567 y Asn616 (Sakai y Tani, 1992).

La glucosa oxidasa es una de las flavoenzimas mejor investigadas debido
a su interés comercial en kits de analisis, biosensores etc. (Bankar et al.,
2009). Tras la resolucidn de la estructura cristalografica de la glucosa oxida
de A. niger, se postuld que uno de los dos residuos de histidina
anteriormente citados actuaria como base catalitica durante la semi-
reaccion de reduccion activando la glucosa, y como acido catalitico durante
la semi-reaccion de oxidacion transfiriendo el proton a la molécula de O,
para la formacion del H,O, (Wohlfahrt et al., 1999). Tras el modelado por
homologia de la AAO, empleando como molde la estructura cristalografica
de la glucosa oxidasa, se sugiridé un papel idéntico para los residuos His502
¢ His546 de la AAO (Varela et al., 2000). La AAO posee también un
interés biotecnologico (Hernandez-Ortega et al., 2012a), no solo por su
contribucidn durante la degradacion de la lignina (Ruiz-Duefias y Martinez,
2009), y en la sintesis de aromatizantes (Lapadatescu et al., 2000) sino
también debido a su mecanismo de oxidacion estereoselectivo (Hernandez-
Ortega et al., 2012b). Por lo tanto, tras la expresion de la AAO de P.eryngii
en E. coli (Ruiz-Duenas et al., 2006), se han publicado una serie de trabajos
abordando diferentes aspectos de su estructura y mecanismo catalitico
(Ferreira et al., 2006; 2009; 2010; Hernandez-Ortega et al., 2011a;
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Hernandez-Ortega et al., 2012b). En estos trabajos se ha considerado el
papel de los residuos His502 e His546 en la semi-reaccion de reduccion.

4.2 Posicion de los sustratos (alcohol y O,) y los residuos de histidina en
el centro activo de la AAO

La estructura cristalografica de la AAO muestra que los residuos His502
e His546 se localizan frente al lado re de la flavina a ~4 y ~5
respectivamente, de los atomos N5 y C4a implicados en la catélisis
(Mattevi, 2006; Gadda, 2008) y que una molécula de agua ocupa el centro
activo en ausencia de los sustratos, equidistante del N5 y la His502 (pero
mas lejos de la His546). Puesto que no se dispone de la estructura
cristalografica de la AAO en presencia de sustratos (o analogos), debido a
que el centro activo esta aislado del solvente (Fernandez et al., 2009), una
de los primeros aspectos que se abordd para poder estudiar las semi-
reacciones de reduccion y oxidacion fue difundir ambos sustratos desde la
superficie de la proteina y colocarlos en una posicion catalitica.

La difusion y docking molecular del alcohol p-metoxibencilico y el O, se
llevd a cabo utilizando el algoritmo PELE desarrollado por Borrelli et al.
(2005) dando lugar al resultado mostrado en la Figura 14 que muestra la
posicion determinada para ambos sustratos entre el anillo de flavina y las
cadenas laterales de los residuos His502, His546, Tyr92 y Phe501.

La Tyr92 participaria en la union del alcohol a través de interacciones de
stacking entre los anillos del alcohol aromatico y la Tyr92 (Hernandez-
Ortega et al., 2011a); mientras que la Phe501 contribuiria a la semi-
reaccion de oxidacion tal y como muestra el descenso (60-80 veces) de las
constantes Ke,/Kmox) ¥ ""Kox €n la variante F501A (Tablas 1 y 2), ayudando
a la molécula de O, a alcanzar una posicion catalitica cerca del locus N5-
C4a de la flavina (Hernandez-Ortega et al., 2011b). Las posiciones
relativas que ocupan tanto el carbono-a del sustrato como la molécula de
O, estan muy proximas al &tomo de oxigeno de la molécula de agua 586 de
la estructura cristalografica.

4.3 Mecanismo de oxidacion del alcohol

Tal y como se habia avanzado previamente (Ferreira et al., 2009;
Hernandez-Ortega et al., 2012b) el elevado valor de °(Ke./ Kmcaly) observado
durante la oxidacidn del alcohol p-metoxibencilico a-dideuterado, confirma
que la abstraccion de uno de los dos hidrogenos-a por la flavina constituye
la principal etapa limitante en la semi-reaccion de reduccion, de acuerdo
con el mecanismo de transferencia de hidruro descrito para otras
oxidorreductasas GMC (Gadda, 2008). Los calculos de QM/MM tras
docking molecular del alcohol p-metoxibecilico en el centro activo de la
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AAO (Hernandez-Ortega et al., 2011a) confirmaron la posicion de los tres
sustituyentes del carbono-o mostrados en la Figura 14A. Esta posicion
implica una eliminacion selectiva del hidrogeno en posicion pro-R por el
N5 de la flavina, que fue confirmada por el elevado KIE observado para el
enantiomero (R) del alcohol p-metoxibencilico a-monodeuterado frente al
enantiomero (S). Estos resultados fueron la primera demostracion de una
transferencia estereoselectiva de hidruro en una oxidorreductasa GMC, y
mostraron el interés de la enzima nativa o sus variantes mejoradas para la
desracemizacion de mezclas de alcoholes quirales secundarios, tal y como
se demostro mediante HPLC quiral (Hernandez-Ortega et al., 2012b).

Y92

Figura 14. Posicion de los sustratos oxidante y reductor en el centro activo
de la AAQO. (A) Acoplamiento molecular del alcohol p-metoxibencilico antes
de su oxidacion por la AAO, implicando la abstraccion del proton del grupo
hidroxilo y el hidrégeno-a en posicion pro-R (flechas cian) por la His502 y el
N5 de la flavina, respectivamente (el hidrogeno en forma de hidruro). (B)
Acoplamiento del O, antes de su reduccion a H,O, por la enzima, implicando
dos transferencias de proton (flechas cian) (junto con dos abstracciones
sucesivas de un electron desde la flavina). La migracion y acoplamiento de
sustratos en el centro activo se realizd6 mediante PELE (Borrelli et al., 2005)
utilizando la estructura cristalografica de la AAO (PDB 3FIM), tal y como se ha
descrito previamente (Hernandez-Ortega et al., 2011a; 2011b).
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El mecanismo de reaccidon consenso en las oxidorreductasas GMC
incluye una base catalitica activando el sustrato a su forma alc6xido, un
hecho que en la AAO es consistente con el requerimiento de un residuo
desprotonado con un pK,~3 (observado en las variantes His546). Sin
embargo, la semi-reaccion de reduccion de la AAO difiere de la de otros
miembros de la superfamilia GMC, como la colina oxidasa (Gadda, 2008),
en la ausencia de un intermediario alcoxido detectable. Este resultado esta
de acuerdo con el DZO(kcat/ Kmcaly) observado que indica una transferencia de
proton parcialmente limitante concertada con la transferencia de hidruro.
Estos resultados estas relacionados con la ausencia de un intermediario
alcoxido estable tras la transferencia de proton en las simulaciones
QM/MM de la oxidacion del alcohol p-metoxibencilico por la AAO,
mientras que las mismas simulaciones mostraron la existencia de un
intermediario estable en la reaccion de la colina oxidasa (Hernandez-Ortega
etal., 2011a).

Los residuos de histidina de la AAO contribuyen preferentemente a la
semi-reaccion de reduccidon limitante en la catalisis, como muestra el hecho
de que todas las variantes (H502S/A y H546A) estuvieran completamente
oxidadas durante el turnover (mientras que la AAO nativa estaba reducida
en un ~20% bajo las mismas condiciones) asi como por el efecto de la
mutacion sobre las contantes cinéticas de estado transitorio durante la
reduccion (*"Pkq 1770-232000 veces menor) y la reoxidacion (**Pky, 1-12
veces menor). La naturaleza de base catalitica ha sido una cuestion
controvertida en las oxidorreductasas GMC (Kass y Sampson, 1998; Witt
etal., 2000; Yin et al., 2002; Rotsaert et al., 2003; Ghanem y Gadda, 2005;
Rungsrisuriyachai y Gadda, 2010; Wongnate et al., 2011). En la AAO, la
eliminacion de las histidinas del centro activo afectd a la union del alcohol,
como muestra el incremento de la constante de disociacion (Ky) en las
variantes H502A (122 veces mayor) y H546A (50 veces mayor). Sin
embargo, el efecto mas importante fue producido por las mutaciones
H502S/A que provocaron un severo descenso de la actividad (Key V Kreq
1250-2500 veces menores), mientras que las mutaciones H546S/A sélo
produjeron un descenso moderado (Ke y Keeq 35-50 veces menores).
Ademas, el pK, acido observado en los perfiles de actividad de las variantes
en la His546 pudo ser asignado a la His502, ya que este pK, no se observé
en los perfiles de las variantes His502. Estos resultados, junto a los estudios
previos de estado de protonacion y dindmica molecular (Hernandez-Ortega
et al., 2011a) que predijeron que la His502 estaria desprotonada en su N,
orientado hacia el grupo hidroxilo del sustrato, mientras que ambos Ne¢ y
N0 en la His546 estarian protonados (Figura 14A), indican claramente que
la His502 actia como la base catalitica durante la semi-reaccion de
reduccion en la AAO.

228



Discriminando la funcidon de los residuos de histidina del centro activo

Respecto a otras oxidorreductasas GMC, se sugirido que los residuos del
centro activo homologos a la His502 de la AAO de P. eryngii (ver Figura
1) actuarian como base catalitica en la glucosa oxidasa de A. niger (His516)
(Meyer et al., 1998; Wohlfahrt et al., 1999) y P. amagasakiense (donde las
mutaciones His—>Ala/Val en la His520 homologa provocaron un descenso
en la KeayKman de 10000-80000 veces) (Witt et al., 2000), y mas
recientemente, se ha confirmado en la piranosa 2-oxidasa de T. ochracea
(His548) (Wongnate et al., 2011) y la celobiosa deshidrogenasa de P.
chrysosporium (His689) (Rotsaert et al., 2003). Evidencias cristalograficas
en la colesterol oxidasa, donde la His447 homologa se encuentra protonada
en su Ng, cuestionaron su papel como base catalitica en esta oxidasa, y en
su lugar se ha postulado que un conjunto de residuos cargados del centro
activo desempena este papel (Lario et al., 2003). Se ha planteado una
hipdtesis similar en la colina oxidasa, tras diferentes trabajos incluyendo
estudios de mutagénesis dirigida (Ghanem y Gadda, 2005; Gadda, 2008;
Rungsrisuriyachai y Gadda, 2008). Sin embargo, nuestros calculos de
QM/MM sugirieron que la His466 de la colina oxidasa homdloga a la
His502 de la AAO actuaria como base catalitica en esta oxidasa
(Hernandez-Ortega et al., 2011a).

4.4 Mecanismo de reduccion del O,

Se ha investigado el mecanismo de reduccion del O, por el cofactor de la
AAO (en su forma hidroquinona) incluyendo la formacion de los productos
(la flavina oxidada y el H,O,) y dos posibles intermediarios (semiquinona y
C4a-hidroperoxido) empleando una  combinacion de  técnicas
experimentales y computacionales. Conociendo la existencia de un proceso
de inversion de spin, necesario para la reaccion de una molécula en estado
triplete (O;) con otra en estado singlete (FAD), se determinaron los perfiles
de energia para ambos estados triplete y singlete. En primer lugar se
realizaron calculos puros de QM empleando un sistema modelo que
contenia el cofactor de flavina y la molécula de O,. Después, se realizaron
los calculos QM/MM con la estructura de la AAO empleando diferentes
conjuntos para la region cudntica (mediante adiciones sucesivas de los
residuos His502 e His546 a la region inicial FAD+QO,;). Se esperaba que el
O, presentara una diferencia de energia entre el estado singlete y triplete
del orden de 22 kcal'mol” que es la diferencia de energia encontrada para
el sistema modelo en fase gaseosa. La introduccion del entorno especifico
del centro activo de la AAO, a través de célculos QM/MM mostrd que la
proteina provoca una disminucion de ~10 kcal'mol™ en la energia anterior.
Esto produjo un cambio en el mecanismo de reduccion del O,. En fase
gaseosa, la formacion del H,O, ocurre a través de la formacion de un
intermediario C4a-hidroperéxido, de acuerdo con otros estudios sobre la
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reduccion libre del O, por la flavina (Kemal et al., 1977). Los calculos
QM/MM mostraron ademas que la inversion del spin ocurre a una distancia
mayor en comparacion con los calculos en fase gaseosa (2.2 vs. 2.0 A), y
sin que se forme un aducto del O, con el C4a de la flavina. Los célculos
anteriores se relacionan con los resultados experimentales discutidos a
continuacion.

A pesar de que durante el analisis de los datos obtenidos en los ensayos
de cinética rapida de la semi-reaccion de reoxidacion (AAO nativa y sus
variantes) se encontr6 un posible intermediario de reaccion (especie B en la
Figura 8), este intermediario no presentd el espectro caracteristico del
radical semiquinona de la flavina ni de la forma C4a-hidroperoxido
(Massey, 2000; Sucharitakul et al., 2008), siendo considerado como una
especie  espectroscopica inespecifica. Aunque se ha detectado
tentativamente el radical semiquinona de la flavina en la glicolato oxidasa
(Pennati y Gadda, 2011) gracias a su baja reactividad frente al oxigeno,
este intermediario obligatorio no ha sido detectado en ninguna
oxidorreductasa GMC, incluyendo la AAO, revelando que el radical
semiquinona de flavina es altamente inestable. El segundo intermediario de
la reaccion, el C4a-hidroperéxido, no es una especie obligatoria en las
oxidasas, aunque es tipica de la reoxidacion de las monooxigenasas,
estando directamente involucrada en la reaccion de transferencia del
oxigeno (Mattevi, 2006). Sin embargo, recientemente se ha encontrado un
intermedio flavina-hidroperoxido estable en la piranosa-2 oxidasa
(Sucharitakul et al., 2008), y en la colina oxidasa se ha observado un
aducto de la flavina con el oxigeno durante la exposicion a los rayos X
(Orville et al., 2009). Por tanto, la ausencia de los intermediarios anteriores
en la AAO esta relacionada con lo que previamente se ha observado en la
mayoria de las oxidorreductasas GMC.

En contraste a lo observado durante la semi-reaccion de reduccion, las
constantes cinéticas de estado estacionario y transitorio de las cuatro
variantes de histidina mostraron que so6lo la His502 estd significativamente
implicada en la reduccion del O,. La mutacion H502A produjo una
disminucion en el valor de la "k, de 6 veces, mientras que la disminucidon
en la variante H546A fue unicamente de 1.3 veces (y mds de 12 veces para
la variante H502S). La ausencia de un KIE del solvente para la constante
catalitica del oxigeno (Dzo(kcat/Km(oX)) ~1) demuestra que la transferencia
del proton desde la His502 al O, (o el anién superoxido) no es un paso
limitante durante la semi-reaccion de oxidacion. Por tanto, los efectos de
las mutaciones en la His502 sobre las constantes cinéticas deben tener un
origen diferente. Tal y como se ha postulado en la glucosa oxidasa, una
oxidorreductasa GMC modelo de la semi-reacciéon de oxidacion tras los
estudios de Klinman et al. (1999; 2003; 2004; 2005), el papel del residuo
de histidina conservado (His516 en la glucosa oxidasa de A. niger) seria
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facilitar la formacion y/o estabilizar el anidon superoxido, formado tras la
primera transferencia de un electron desde la flavina reducida al O,.
Ademas de la protonacion de las histidinas conservadas en el centro activo
de la glucosa oxidasa (Roth y Klinman, 2003) y la AAO, existen otros
ejemplos de oxidasas con cargas positivas en el centro activo que participan
en la semi-reaccion de oxidacion, tales como: i) el producto cargado en el
centro activo de la colina oxidasa (Finnegan et al., 2010), donde la
Keat/Kmox) solo fue 1.6 veces menor en la variante H466A (Ghanem vy
Gadda, 2005) o ii) los residuos de lisina cerca del N5 de la flavina en la
sarcosina oxidasa monomérica (Zhao et al., 2008) y la fructosamina
oxidasa (McDonald et al., 2011).

Finalmente, cuando se utilizaron los alcoholes p-metoxibencilico a-
dideuterado y el enantiomero (R) a-monodeuterado como sustratos
reductores de la AAO en condiciones de estado estacionario, se encontro
un KIE significativo sobre la eficiencia para al oxigeno (D(kcat/Km(oX)) de
1.5-1.6 (comparado con el D(kcat/Km(oX)) de 1.1 cuando se utilizo el
enantidmero (S)). Cuando se utilizan los sustratos deuterados, el “H que
ocupa la posicion pro-R es abstraido selectivamente por la flavina, de
forma que el marcaje isotdpico es transferido a su N5. En este experimento,
el intercambio de proton N5°H con el solvente es mas lento que la
velocidad de reduccion (Sucharitakul et al., 2011), dando lugar a un
marcaje continuo durante todo el ensayo. Por tanto, el KIE observado
revela que la transferencia del proton del N5SH al anidén superoxido es una
etapa limitante durante la semi-reaccion de oxidacion en la AAO.
Paralelamente, en la piranosa 2-oxidasa se ha observado que la
transferencia de un protén desde el N5 actua como etapa limitante durante
la formacién del H,O,; a partir del hidroperoxido de la flavina (Sucharitakul
etal., 2011).

De acuerdo con el esquema general mostrado en la Figura 15, podemos
concluir que la His502 frente al locus N5-C4a de la flavina es un residuo
clave que participa en las dos semi-reacciones de la enzima: i) durante la
semi-reaccion de reduccion, actia como base catalitica activando el
alcohol, facilitando la transferencia concertada de un hidruro al N5 de la
flavina (que se produce de forma estereoselectiva desde la posicion pro-R);
y ii) durante la semi-reaccién de oxidacion, donde su protonacion (tras la
abstraccion del proton del alcohol) da lugar a una carga positiva en el
centro activo, necesaria para la activacion del O, (a través de la
estabilizacion del radical superoxido), y en la que el H,O, se produce a
través de una transferencia de proton desde el NSH de la flavina sin que se
forme un intermediario flavina-hidroperdxido. Mientras que la His546
tendria un papel mas modesto, durante la semi-reaccion de reduccion,
posicionando correctamente el sustrato a través de un enlace de hidrogeno).
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Figura 15. Esquema del ciclo catalitico de la AAQO incluyendo las semi-
reacciones de reduccion (arriba) y oxidacion (abajo). (A) En la primera semi-
reaccion el FAD oxidado (forma quinona) abstrae un hidruro (dos electrones y el
hidrégeno-a en posicién pro-(R) del alcohol) ayudado por la His502 que actua
como base catalitica (abstrayendo el proton del grupo hidroxilo del alcohol) y la
His546 que une el alcohol a través de un enlace de hidrogeno, dando lugar al
producto (aldehido), al FAD reducido (forma hidroquinona) y a la His502
protonada. (B) Durante la segundad semi-reaccion, el O, es reducido (de un
electron) por la flavina reducida, dando lugar al radical superoxido, cuya carga
negativa se estabiliza por la His502 protonada, y al radical semiquinona de la
flavina (C) y, en la etapa final, el anion superoxido recibe un segundo electron de
la forma semiquinona del FAD y dos protones (del N5 de la flavina y la His502
protonada durante la semi-reaccion anterior) formando los productos H,O, y FAD
oxidado (D).
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Discusion general

Acceso de los sustratos al centro activo de la AAO

La estructura cristalografica de la AAO muestra un centro activo
escasamente accesible desde el solvente (Fernandez et al., 2009). La
entrada de los sustratos se ha caracterizado mediante simulaciones
computacionales realizadas en el Centro de Supercomputacion de
Barcelona. El programa PELE ha permitido la migracion dindmica del
sustrato reductor (alcohol) y oxidante (O,) hasta una posicion catalitica en
el centro activo de la AAO. Se ha determinado que ambos sustratos
emplean el canal hidrofoébico observado en la estructura cristalografica. La
migracion del alcohol requiere importantes reajustes de la cadena lateral de
la Phe397 (que actiia como puerta del centro activo) y pasa por encima de
la cadena lateral de la Tyr92 que ayuda al alcohol a alcanzar su posicidon
final (estableciendo interacciones de stacking con el anillo bencilico del
alcohol) (Hernandez-Ortega et al., 2011a). Por otro lado, el O, es capaz de
acceder al centro activo a través de dicho canal, sin requerir movimientos
significativos de los anteriores residuos (Hernandez-Ortega et al., 2011Db).
Ademas de posibilitar el estudio de la migracion de los sustratos, el
programa PELE ha predicho el posicionamiento de ambos en el centro
activo, permitiendo los posteriores calculos QM/MM. Al no disponer de
una estructura cristalografica de la enzima con los sustratos unidos, dichas
predicciones han sido utilizadas para esclarecer las relaciones estructura-
funcion en la AAO mostradas a lo largo del presente trabajo.

Reduccion concertada no sincronica

Se ha estudiado el mecanismo catalitico de la semi-reaccion de reduccion
de la AAO. Tal y como se describe en la Introduccion, se han postulado
tres posibles mecanismos de deshidrogenaciéon en flavoenzimas. EIl
presente estudio descartd la existencia de un mecanismo radicalario (que
implica la formacion del radical alcoxido del sustrato y la forma
semiquinona de la flavina) o carbanidnico (que implica la formacion de un
carbanién del sustrato) al no detectarse ninguno de los anteriores
radicales/intermediarios que la enzima seria capaz de estabilizar. Este
hecho podria estar relacionado con la incapacidad de la AAO para formar
un aducto con sulfito (Ferreira et al., 2005). Los elevados valores de KIE
del sustrato indicaron que uno de los hidrogenos-a del alcohol se transfiere
(en forma de un hidruro) al N5 de la flavina, mientras que el pequefio pero
significativo KIE del solvente sugiri6 la transferencia de un proton desde el
grupo hidroxilo del sustrato. Asi mismo, el KIE multiple mostr6 que ambos
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procesos, transferencia de hidruro y proton, tienen lugar de forma
concertada (Ferreira et al., 2009). Los calculos de energia de reaccion
mediante QM/MM confirmaron la naturaleza concertada del mecanismo /es
decir, sin formacion de un intermediario estable), a diferencia del
mecanismo secuencial propuesto en la superfamilia GMC, aunque la
abstraccion del proton por una base catalitica tiene lugar de forma previa
(no sincrdnica) con la transferencia de hidruro a la flavina (Gadda, 2008;
Hernandez-Ortega et al., 2011a).

Residuos de histidina conservados y semi-reaccion de reduccion

Durante los ultimos afios ha existido cierta controversia sobre el papel de
los dos residuos conservados en el centro activo de los miembros de la
superfamilia de oxidorreductasas GMC (His502 e His546 en la AAO).
Durante el presente trabajo se ha caracterizado el papel de ambos residuos
a través de mutagénesis dirigida, estudios de protonacidon y célculos de
energia QM/MM empleando la estructura cristalografica de la AAO. Se ha
encontrado que la His502, que ocupa una posicion (frente al lado-re del
anillo de isoaloxazina del cofactor) homologa a otros residuos de histidina
en el centro activo de todas las oxidorreductasas GMC, seria la que actla
como base catalitica durante la semi-reaccion de reduccion abstrayendo el
proton del grupo hidroxilo del sustrato (sus sustitucion provocod descensos
de 5 ordenes de magnitud en la eficiencia catalitica y la constante de
reduccién). Por otro lado, la His546, que se corresponde con un residuo de
histidina o asparagina en otros miembros de la superfamilia GMC, esta
implicada en el correcto posicionamiento del sustrato reductor (alcohol) en
el centro activo de la AAO. Todo ello sugiere que el residuo globalmente
conservado dentro de la familia de oxidorreductasas GMC (His502 de la
AAO) es el que actuia como base catalitica (Hernandez-Ortega et al.,
2011a; Hernandez-Ortega et al., 2012a).

Transferencia de hidruro estereoselectiva

La determinacion del KIE del sustrato empleando las formas
o—monodeuteradas del alcohol p-metoxibencilico (enantiomeros R y S)
demostrd la naturaleza estereoselectiva de la transferencia de hidruro. Los
mayores valores de KIE se encontraron para el enantiomero (R) revelando
que el hidrégeno en posicion pro-R es el transferido al N5 de la flavina. La
disponibilidad de la estructura cristalografica de la AAO, sobre la que se
realizaron estudios de docking molecular del alcohol p—metoxibencilico en
el centro activo (usando PELE) y los posteriores célculos de energia
QM/MM han permitido relacionar la estereoselectividad con la posicion de
los 4&tomos del centro activo que reciben el hidruro (N5 del FAD) y el
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proton (Ne de la His502) y con la naturaleza concertada del mecanismo. En
la posicidon catalitica del alcohol, el hidrégeno en posicion pro-R queda
orientado hacia el N5 de la flavina y el grupo hidroxilo se orienta hacia la
His502. En esta orientacion se produce facilmente la abstraccion del proton
del hidroxilo por la His502 (que actia como base catalitica activando el
sustrato) y la transferencia concertada (no sincronica) a la flavina del
hidrogeno en posicion pro-R. Sin embargo, cuando el sustrato se orienta
con el hidrogeno pro-S hacia la flavina, el grupo hidroxilo queda muy lejos
de la His502, que establece un puente de hidrégeno con la His546, lo que
impide la activacion del sustrato y la transferencia de hidruro, lo que
justifica el bajo KIE encontrado para el enantiomero (S) del alcohol
a—deuterado (Hernandez-Ortega et al., 2012b).

Oxidacion de aldehidos por 1a AAO

La oxidacion de ciertos aldehidos por la AAO habia sido descrita
anteriormente. Sin embargo, el presente trabajo constituye el primer estudio
detallado de esta actividad a través de la combinacion de distintas técnicas
experimentales. Se ha observado que la aparente inversion de la
especificidad de sustrato con alcoholes y aldehidos (relativa a la naturaleza
de los sustituyentes como donadores o aceptores de electrones) no esté
relacionada con el mecanismo de catélisis sino con el grado de hidratacion
de los aldehidos en medio acuoso (determinado mediante NMR). La
hidratacion de los aldehidos se ve favorecida por la presencia de
sustituyentes aceptores de electrones que promueven la incorporacion del
hidroxilo del agua al carbono-o del aldehido, dando lugar a las
correspondientes formas gem-diol. El mecanismo de oxidacion de los gem-
dioles es analogo al descrito para la oxidacién de los alcoholes, de forma
que la base catalitica (His502) activa el sustrato (mediante la abstraccion de
un protén del gem-diol) lo que permite la abstraccion del hidruro por la
flavina. Durante la biodegradacion de la lignina, la AAO actia como una
oxidasa versatil, siendo capaz de oxidar alcoholes o aldehidos en funcién
de su disponibilidad, y manteniendo asi la produccion continua del H,O,
extracelular necesario para la accion de las peroxidasas fungicas (Ferreira et
al., 2010).

Mecanismo de la semi-reaccion de oxidacion y residuos implicados

Paralelamente al estudio del mecanismo de la semi-reaccion de reduccion
(por alcoholes y aldehidos) se abordd la caracterizacion de la segunda
semi-reaccion del ciclo catalitico de la AAO (semi-reaccion de oxidacion).
Se ha observado que la Phe501 es fundamental en esta semi-reaccion
facilitando el correcto posicionamiento del O, cerca del locus C4a-N5 de la
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flavina y la His502, que actlia como 4cido catalitico (Hernandez-Ortega et
al., 2011b; Hernandez-Ortega et al., 2012a). Gracias a los calculos
QM/MM se ha determinado que la primera etapa consiste en la
transferencia de un electron desde la flavina al O, dando lugar al par de
radicales superoxido y semiquinona de la flavina, sin que ambos colapsen
formando un intermediario flavina-hidroperoxido. Para la activacion del
oxigeno y la estabilizacion de ambos radicales es fundamental la existencia
de una carga positiva en el centro activo (His502H', protonada en la
anterior semi-reaccion). A pesar de que la AAO no es capaz de estabilizar
la forma semiquinona de la flavina (no se ha observado en los ensayos de
cinética rapida) este intermediario es obligatorio durante la catalisis debido
a la diferencia de spin entre la flavina y el O, (que impide la transferencia
directa de dos electrones desde la flavina al O,). La semi-reaccion finaliza
con la formacidon del H,O, a partir de la transferencia del proton de la
His502 (que de esta forma puede actuar como base en un nuevo ciclo
catalitico) y un atomo de hidrégeno desde el N5 de la flavina, que limita
parcialmente la reaccion tal como mostro el estudio del KIE (Hernandez-
Ortega et al., 2012a).

Desracemizacion de alcoholes quirales

Mediante HPLC quiral se ha confirmado que la estereoselectividad para
la transferencia de hidruro en la oxidacién de alcoholes primarios (no
quirales), descrita anteriormente, se mantiene durante la oxidacion de
alcoholes secundarios. Esta estereoselectividad se relaciona con Ila
naturaleza concertada del mecanismo catalitico y la posicidn del sustrato en
el centro activo. Sin embargo, se ha observado que la cadena lateral de la
Phe501 impide acomodar sustituyentes en el carbono-a del sustrato. En el
presente trabajo se ha disefiado una variante de la AAO con
estereoselectividad (accion sobre los enantiomeros S/R) mejorada mediante
la sustitucion del residuo en posicién 501 por otro menos voluminoso, para
mejorar la unién de los alcoholes secundarios. Esta u otras variantes
mejoradas de la AAO podrian emplearse para transformacion
enantioselectiva (desracemizacion) de mezclas de alcoholes quirales. Estos
alcoholes secundarios actuian como intermediarios durante la sintesis de
compuestos de interés comercial en los sectores quimico o farmacéutico
(Hernandez-Ortega et al., 2012b).
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. La migracion de los alcoholes al centro activo requiere interacciones y
reorganizaciones de los residuos que forman un estrecho canal
hidrofobico, mientras que el O, difunde sin requerir estos reajustes.

. La semi-reaccion de reduccidn por los alcoholes tiene lugar a través de
un mecanismo concertado (no sincronico) de transferencia de proton (a
una base catalitica) e hidruro (a la flavina).

. La transferencia de hidruro es un proceso estereoselectivo (como
consecuencia de la naturaleza concertada del mecanismo) donde
unicamente se transfiere el hidrégeno-a en posicion pro-R.

. La His502 actiia como base catalitica facilitando la transferencia del

hidrogeno pro-R, mientras que la segunda histidina en el centro activo
contribuye al posicionamiento del alcohol.

. La AAO también oxida aldehidos aromaticos en su forma gem-diol,
favorecida por la presencia de sustituyentes electrofilicos, a través de un
mecanismo analogo al de la oxidacion de los alcoholes.

. En la semi-reaccion de oxidacion, la Phe501 facilita el posicionamiento
del O,, mientras que la His502 contribuye a su reduccion a H,O, (via
anion superoxido) sin formacion de un intermediario hidroperdxido.

. La estereoselectividad de la AAO se mantiene durante la oxidacion de

alcoholes secundarios, revelando el potencial de esta enzima en la
produccion de alcoholes quirales.
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MATERIAL SUPLEMENTARIO

Peliculas

A continuacién se describe el contenido de las peliculas que pueden
encontrarse en el CD adjunto a la tesis, asi como en las siguientes
direcciones de Internet:

Peliculas 1 -3
http://www.biochemj.org/bi/436/b14360341add02.htm

Pelicula 4
http://www.jbc.org/content/suppl/2011/09/22/M111.282467.DC1/ibc.M111
.282467-2.wmv

Pelicula 1. Migracion del ligando al centro activo de la AAO: ruta
completa

La pelicula muestra la prediccion obtenida con PELE de la ruta completa
de migracion del alcohol p-metoxibencilico (esferas de van der Waals en
colores CPK) desde la superficie de la proteina hasta alcanzar el centro
activo frente al lado-re del anillo de isoaloxacina del FAD (barras azules)
que requiere importantes reajustes de las cadenas laterales de varios
aminodacidos (barras en colores CPK).

Pelicula 2. Detalle de la migracion del ligando al centro activo de la
AAOQO: vista lateral

La pelicula muestra una vista lateral del centro activo de la AAO y los
movimientos en detalle del alcohol p-metoxibencilico (esferas en colores
CPK) hasta alcanzar el centro activo, frente al lado-re del anillo de
isoaloxacina del FAD (barras azules) determinados por PELE. Se muestran
las cadenas laterales de los residuos del centro activo que contribuyen a la
migracion del sustrato (Tyr92, Phe397, Leu315 e Ile391) y la His502
implicada en la catalisis (barras en colores CPK).
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Pelicula 3. Detalle de la migracion del ligando al centro activo de la
AAQ: vista frontal

La pelicula muestra una vista frontal del centro activo de la AAO (en el
lado-re del anillo de isoaloxacina del FAD mostrado como barras azules) y
el detalle de los movimientos del alcohol p-metoxibencilico (esferas de van
der Waals en colores CPK) determinados por PELE, hasta alcanzar una
posicion catalitica préximo al anillo de isoaloxacina y con el grupo
hidroxilo a 2.77 A del Ne de la His502. Se observa la cadena lateral de la
His502 y otros residuos del centro activo (Tyr92, Phe397, Leu315 e I1e391)
que contribuyen al movimiento de migracion del sustrato (en colores CPK).

Pelicula 4. Migracion del alcohol y el O, al centro activo de la AAO

La pelicula muestra las predicciones obtenidas con PELE de la entrada
sucesiva del sustrato reductor (2,4-hexadien-1-ol en este caso) y del
oxidante (O,) hasta alcanzar posiciones cataliticas cerca del cofator de FAD
(posiciones N5/C4a) y las dos histidinas del centro activo localizadas frente
al lado-re del cofactor (de izquierda a derecha, His502 e His546). La
migracion del alcohol requiere movimientos de las cadenas laterales de los
residuos (Phe397 y Tyr92 arriba y medio, respectivamente), mientras que
el O, entra directamente por encima de la cadena lateral de un tercer
residuo aromatico (Phe501 abajo). EI FAD y los sustratos se muestran
como esferas de van der Waals, y los amino-acidos como barras (en colores
CPK).
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