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Resum de Resultats i Discussio

Les funcions etanol i retinol deshidrogenasa de 'ADH4 humana
i de rata

En el present treball, s’Than estudiat les funcions etanol i retinol deshidrogenasa de
['ADH4. S'han clonat i seqlenciat els cDNAs de les ADH4 humana i de rata, s'ha expressat
I'ADH4 de rata en E. coli, s'ha construit el mutant ADH4 de rata A294V i s'ha analitzat la
posicié 294 estructuralment mitjancant un model tridimensional de I'enzim i simulacions de
docking amb diversos substrats.

La determinacié de I'estructura primaria de I'ADH4 humana, deduida de la seqliéncia
del cDNA, va permetre una analisi comparativa amb les de I'ADH1 i de [I'ADH4 de rata.
Aguesta Ultima, que havia estat elucidada per seqilienciacié de la proteina (Parés et al., 1992),
ha estat determinada també a partir de la seqgliéncia del cDNA en la present Tesi Doctoral, la
qual cosa ha permés resoldre algunes ambiguitats existents en I'extrem Nlflerminal.

L'’ADH4 humana mostra un valor de Km amb I'etanol de 40 mM, molt superior al que
mostra I'’ADH1 humana (0,05-4 mM, Bosron et al., 1983). A més, els valors de Km exhibits per
I'ADH4 humana amb alcohols alifatics primaris de major grandaria sén sempre superiors que
en I'ADH1 humana (Article Il, Taula I). Treballs anteriors havien destacat la regié del loop 114-
120 com la possible determinant d'aquestes diferéncies cinetiques, probablement degudes a la
menor longitud del loop en ADH4, per una delecié en la posicié 117, ocupada per una Gly en
ADH1. L'escurcament del loop 1140R0 faria la butxaca d'unié del substrat més ampla, afectant
la interaccié substratldnzim (Kedishvili et al., 1995; Xie et al., 1998). Analogament al que
s'observa en ADH3 (Julia et al., 1987; Parés et al., 1992), la major amplitud de la butxaca
d'ADH4 la faria més hidrofilica, haventlde de donar una concentracié de substrat més alta per
a desplacar les molécules d'aigua, el gue proporcionaria, com a conseqiencia, valors de Km
superiors. A més, una butxaca més ampla provocaria un pitjor encaix del substrat en el seti
actiu, donantlde un menor nombre d'encontres substratlénzim cataliticament productius i,
aixi, valors més alts de Km (Hurley i Vessel, 1995). Aquests fenOmens serien més evidents en
substrats de cadena curta, p. e., etanol i propanol. En canvi, en augmentar la grandaria del
substrat, també augmentaria la seva hidrofobicitat i el nombre d'interaccions d'aquest amb
els residus de la butxaca.

La rellevancia funcional de la delecié en la posicié 117 en I'ADH4 humana s'ha estudiat
en els Articles Il i Ill, mitjancant I'analisi de I'efecte de la insercié de la Gly117 (mutant G117ins)
en l'oxidacié d'alcohols alifatics primaris (d'etanol a hexanol). La insercié de Gly117 produeix

una disminucié d'aproximadament 4 cops del valor de Km amb etanol i un increment similar
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dels valors de Km amb butanol, pentanol i hexanol, la qual cosa resulta en un lleuger
increment de I'eficiéncia catalitica amb etanol, perd en una disminucié molt significativa de
I'eficiencia catalitica amb els alcohols de major grandaria, respecte I'’ADH4 humana silvestre
(Article Ill, Taula II).

En analitzar com varien els valors d'eficiencia catalitica amb els alcohols primaris
estudiats, s'observa que, en I'’ADH4 humana, augmenten d'una manera molt marcada en
incrementar el nombre de carbonis del substrat, produint-se el salt més brusc en passar de
propanol a butanol. En el mutant G117ins, en canvi, I'augment de I'eficiencia catalitica en
incrementar el nombre de carbons del substrat es déna d'una manera progressiva. Aquest
comportament, en el mutant G117ins, és similar al que mostren les ADH amb el loop 114-120
més llarg. En canvi, el comportament observat en I'ADH4 humana s'assembla al que mostren
altres formes d'ADH amb el loop curt, obtingudes mitjancant mutagenesi dirigida (Article 11,
Figura1).

Es va estudiar la interaccié dels alcohols alifatics primaris amb I'’ADH4 mitjancant
simulacions de docking, utilitzant el pentanol com a substrat. En mesurar les distancies entre
els carbonis de la cadena del pentanol unit i la regié intermedia de la butxaca d'unié del
substrat (loop 114-120 i Val294), es va observar que els carbonis 4 i 5 establien contactes de
van der Waals amb els residus d'aquesta regié, mentre que els carbonis 2 i 3 no ho feien,
quedant el carboni 2 a 6,2 A del residu 116 (Article Il, Figura 2). Aixi, en ADH4, I'increment
marcat del valor d'eficiencia catalitica que mostra el butanol respecte el propanol molt
probablement sigui degut a les interaccions establertes pel carboni 4 amb la regié intermedia
d'unié del substrat, proporcionant un millor encaix del substrat en la cavitat, i una menor
accessibilitat del solvent.

Les ADH4 humana i de rata mostren una diferéncia molt significativa en els valors de
Km per a l'etanol, 15[40 mM i 2,4 M, respectivament. Els dos enzims, que sén idéntics en el
88% dels aminoacids (Article I, Taula I), tenen una butxaca d'unié del substrat definida per
residus hidrofobics i voluminosos. Els residus que la defineixen estan conservats, exceptuant
la posicions 116 i 294. En la 116, hi ha un intercanvi lle (humana) per Leu (rata). En la 294,
I'enzim huma hi presenta una Val, com la resta d'ADH humanes i de la majoria de vertebrats,
mentre que al de rata hi figura una Ala. La posicié 294 es troba, en la regié intermédia de la
butxaca d'unié del substrat, contraposada a la posicié 116, que forma part del loop 1140R0.

Els mutants V294A i A294V d'ADH4 humana i de rata, respectivament, van mostrar
un canvi espectacular en els seus valors de Km amb etanol. EIl mutant A294V va presentar

una Km de 47 mM, 50 vegades inferior a 'ADH4 de rata i similar al valor mostrat per 'ADH4
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humana. Inversament, el mutant V294A va experimentar un increment de 280 vegades en el
valor de la Km amb I'etanol (Article Ill, Taula I).

La substitucié Val294 per Ala, un residu menys hidrofobic i menys voluminds (Kyte i
Doolittle, 1982; Perkins, 1986), podria tenir en I'ADH4 de rata, un efecte similar a la deleci6 en
el loop 114[0R0, essent valids també els arguments donats anteriorment. L'estudi d'aquestes
posicions en l'estructura tridimensional de I'ADH4 humana (Xie et al., 1997) i en el model de la
de rata va revelar que les distancies atomiques entre els residus trobats en la posicié 294 i en
la 116 variaven en els dos enzims i en els corresponents mutants. En I'ADH4 humana, la
distancia Val294[lel16 és de 4,8 A, i en la de rata, la distancia Ala294-Leul16, de 6,8 A. En
ambdds casos, aquestes posicions defineixen un coll d'ampolla a I'entrada al centre actiu, pero
en el cas de I'enzim huma el radis de van der Waals indiquen que l'accessibilitat de les
molécules d'aigua quedaria disminuida (Figura 6). Les distancies atdmiques calculades per als
mutants V294A i A294V sén 5,9 i 5,5 A, respectivament, valors que mostren que I'efecte de

les mutacions inverteix les propietats d'aquest coll d'ampolla.
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FIGURA 6. Butxaca d'unié del substrat de 'ADH4 humana (esquerra) i de rata (dreta). S'ha
representat la superficie de van der Waals dels residus que conformen la cavitat, les posicions
294 i 116 (verd) i el zinc (porpra). Les fletxes blangues indiquen el punt més estret per accedir al
seti actiu (vegeu el text).

Un altre dels proposits d'aquest estudi era determinar I'efecte de les mutacions en les
propietats dels enzims amb retinoides. Anteriorment ja s'havia evidenciat l'activitat dels
enzims ADH4 amb retinoides (Boleda et al., 1989; Yang et al., 1994; AllalilHassani et al., 1997),
perd mai s'havien obtingut dades de I'ADH4 de rata amb els isomers 9ldis i 13[dis, i tampoc
s'havien fet estudis sistematics amb els enzims huma i de rata paral.lelament, com en el
present estudi. Es van determinar, doncs, les constants cinetiques de I'’ADH4 humana i de rata

amb els isomers totlirans i 9ldis de retinol i retinal. Els dos enzims van ser inactius amb
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lisomer 13[dis. Els mutants V294A (ADH4 humana) i A294V (ADH de rata) no van mostrar
modificacions importants en les seves constants cinétiques amb els isomers totlfirans i 9ldis
respecte els enzims silvestres, a diferéncia del que s'havia observat amb etanol (Article Ill,
Taules i llD).

La interaccié amb els isdbmers assajats in vitro es va estudiar mitjancant simulacions
de docking amb l'estructura tridimensional de I'ADH4 humana (Xie et al., 1997) i amb el model
molecular de I'enzim de rata. Es va observar que tant en I'huma com en el de rata es produia
una unié del totlflrans i 9ldisldetinol que feia possible la reaccid, en mostrar distancies
inferiors a 2,5 A entre I'oxigen de I'hidroxil del substrat i el zinc catalitic. En la unié amb el
13[dis[detinol, la molécula va presentar una orientacié en la butxaca que no s'havia vist en els
altres isomers, situantde I'oxigen de I'hidroxil a 3,13,3 A del zinc. La conformacié cis del
carboni 13, molt proper al C15 amb el grup reactiu, podria conferir a aquest isomer restriccions
topologiques en la seva unié a la butxaca de I'’ADH4, que podrien impedir una orientacié
favorable per a la catalisi (Article Ill, Figura 3). No obstant, la capacitat de les estructures
ADH4 d'unir el 13[dis[detinol, en les simulacions de docking, és consistent amb la inhibicié de
I'enzim per aquest isomer (AllalilHlassani et al., 1998). Els resultats obtinguts amb totlfirans i
9ldisldetinol sén similars als obtinguts per altres estudis de docking amb ADH4 (Moreno et al.,
1996; Foglio et al., 1999).

D'acord amb aquests resultats, el canvi en la posicié 294 és el responsable de les
diferéncies cinétiques de I'ADH4 humana (Val294) i de rata (Ala294) amb I'etanol, explicant
qgue I'enzim de rata sigui molt ineficient en I'oxidacié d'aquest substrat. Per contra, també s'ha
determinat que aquesta mutacié en la posicié 294 no té un efecte important en les cinetiques
amb els retinoides. Aixi, I'analisi estructura/funcié realitzat en aquest treball ens déna una

nova evidéncia en favor de la funcié de I'ADH4 en el metabolisme dels retinoides.
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Una nova especificitat de coenzim en una ADH de vertebrat

La cerca de formes similars a I'’ADH4 en espécies de no mamifers va impulsar, en el nostre
grup, I'estudi del sistema ADH de I'amfibi Rana perezi. Es van caracteritzar les formes ADH1 i
ADH3 (Cederlund et al., 1991; Peralba et al., 1999). A més, es va estudiar una forma d’'ADH que
s'expressava en estémac i tracte digestiu superior, amb propietats cinetiques similars a
I'ADH4 de mamifer, activa amb alcohols i aldehids alifatics, amb retinoides i amb un valor de
Km per a l'etanol de 600 mM (Peralba, 1997). En el present treball, s'ha clonat el cDNA de
I'ADH d'estémac de Rana perezi i s'han estudiat les correlacions de I'estructura primaria amb
la seva funcié.

La determinacid de I'estructura primaria d'aquesta nova forma d’ADH va revelar una
seqliéncia lleugerament més propera a les ADH1 (60% d'identitat) que a les ADH4 (58%). La
proximitat estructural amb ADH1 es va fer més evident quan es van comparar els extrems 3’
no codificants, observantlde un 47% d'identitat amb ADH1 i només un 22% amb ADH4. Aixi,
aquest nou enzim va presentar similituds amb les ADH4 pel que fa a propietats cinetiques i
distribucié en teixits (Peralba, 1997), perd0 una major identitat amb les ADH1 a nivell
filogenetic, pel que se I'ha designada ADHS8, d’acord amb la nova nomenclatura (Duester et al.,
1999).

La caracteristica més sorprenent de I'ADH d'estdmac de Rana perezi va ser la
preferéncia pel NADP(H) en lloc de NAD(H), deduida, en primera instancia, en estudiarlde la
seva estructura primaria. La posicié 222 de la proteina, corresponent a la 223 de les ADH],
esta ocupada per una Gly en lloc d'un Asp, trobat en la resta d'ADH de vertebrats. Estudis
cristal.lografics i de mutageénesi dirigida, realitzats en altres formes d'ADH, havien conclos que
aquest residu, confrontat a la posicié 2' de la ribosa de 'adenina del coenzim, determinava
I'especificitat de coenzim (Eklund et al., 1984; Fan et al., 1991). A més, posteriorment, s'ha
descrit en tres microorganismes (Clostridium bejerinckii, Thermoanaerobacter brockii i
Entamoeba histolytica) formes d’ADH que en la posicié equivalent a la 223 mostren Gly en lloc
d'Asp, i que, efectivament, sén enzims dependents de NADP(H) (Kumar et al., 1992; Korkhin et

al., 1998).
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FIGURA 7. Detall de la regié propera al residu G223 i la interaccié amb el coenzim. S'ha
representat el potencial electrostatic (en vermell, carrega negativa, i en blau, carrega
positiva) dels residus propers al fosfat del NADP (cedida per D. Torres).

En general, per a discriminar entre NAD(H) i NADP(H), les deshidrogenases presenten
estratégies basades en interaccions esteriques i electrostatiques. Els aminoacids propers a la
posicié 2' de la ribosa de I'adenina sén els que determinen I'especificitat de coenzim. Aixi, els
enzims que uneixen NAD(H) presenten un residu acidic (aspartic amb més freqiiencia que
glutamic) i un residu apolar contigu. L'acid de la cadena lateral estableix ponts d'hidrogen
amb el diol de la ribosa del NAD(H) i mostra, en canvi, un efecte electrostatic de rebuig amb el
fosfat del NADP(H). El residu apolar estableix interaccions amb I'adenina (Corugo i Argos;
1997). Els enzims que uneixen NADP(H) no presenten mai cap residu acidic encarant el fosfat
de la ribosa, per contra solen tenir residus basics coordinant la seva interaccié.

La lactat deshidrogenasa i la dihidropteridina reductasa presenten, com I’ADH, un
aspartic (Asp53 i Asp37, respectivament) que determina especificitat pel NAD(H) (Feeney et
al., 1992; Bernard et al., 1995; Grimshaw et al., 1992). En canvi, La glutamat deshidrogrenasa
presenta una lisina (Lys288) que potencia la unié del NADP(H) (Haeffner[Gormley et al., 1992).
Les aldoldeto reductases, que son dependents de NADP(H), presenten Lys262 i Arg268
(Wilson et al., 1992). Per la seva banda, la gliceraldehid3[flosfat deshidrogenasa modifica la
preferéncia de coenzim per dues substitucions que tenen un efecte estéric i hidrofil

(Leul87Ala i Pro188Ser) (Corbier et al., 1990). En alguns casos, aquesta especificitat no la
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proporcionen un o dos residus, sind un conjunt. Aixi, en I'isocitrat deshidrogenasa I'afinitat pel
NADP(H) es defineix per quatre residus (Lys344, Tyr345, Tyr391i Arg395) (Chen et al., 1996;
Hurley et al., 1996), i en la malat deshidrogenasa s'han de mutar set residus d'un loop en el
lloc d'unié del coenzim per a que passi de NAD(H)[dependent a NADP(H)ldependent
(Nishiyama et al., 1993).

En I'ADH | de llevat, es va establir que, tot i la importancia de la posicié 223 en la
discriminacié de coenzim, altres posicions haurien de contribuir en la determinacié de la
preferéncia NAD(H)/NADP(H) (Fan et al., 1991). De fet, treballs de mutagénesi dirigida en
I'ADH8 d'amfibi apunten, de manera preliminar, que la preferéncia pel NADP(H) depén, no
només del residu en la posicié 223, sindé també de les posicions 224 i 225 (Figura 7, Rosell et
al., 2000). Els altres residus importants en la unié del coenzim no presenten en ADHS8
substitucions que puguin contribuir substancialment en la preferéncia NAD(H)/NADP(H)
(Article 1V, Taula). Entre elles, Gly47 és interessant ja que la seva presencia, en substitucié de
residus basics, es correlaciona amb valors elevats de kcat (Stone et al. 1993b; Article I), com
els trobats en I'ADH8.

La dependencia de NADP(H) exhibida per I'ADH d'estémac de Rana perezi (ADH8)
planteja la gliestié d'una especificitat funcional inédita en les ADH de vertebrat, ja que molt
probablement actua fisioldgicament com a reductasa i no com a deshidrogenasa. Les
concentracions cel.lulars relatives NAD*/NADH i NADP*/NADPH estan desplacades, de manera
qgue el NAD" i el NADPH sén les formes majoritaries en teixits de mamifer (Williamson et al.,
1974), i hi ha evidéncies de que en la mucosa gastrica d'amfibi també és aixi (Bannister, 1967).
A més, les eficiéncies catalitiques que mostra I'’ADH8 sén consistentment més altes en les
reaccions de reduccié que en les d'oxidacié (Article IV, Taules Ili lll). El fet que el totlrans, el
9ldis i el 13[dis[detinal siguin bons substrats, mostrant el totransldetinal la major eficiéncia
catalitica, suggereixen gue aquest enzim té una funcié retinal reductasa, a diferéncia de la
funcié retinol deshidrogenasa de les ADH de mamifer. La funcié retinal reductasa juga un
paper en la reduccié del retinal generat en I'intesti per I'escissié del bldarote aportat en Ia
dieta (von Lintig i Vogt, 2000). La reduccié de totlflransldetinal és un dels passos necessaris
per a la regeneracié de la rodopsina, en el cicle visual, i, en general, és important per a
I'hnomedstasi dels retinoides, tant en la regulacié de la formacié d'acid retinoic a partir de
retinal, com en I'emmagatzemament de retinil ésters formats a partir de retinol (Napoli, 1999;
Duester, 2000). A més, cal considerar la reduccié de totlransldetinal com una reaccié clau en
el desenvolupament d'amfibis, ja que aquest és el retinoide majoritari en els ous i les primeres

fases del desenvolupament de Xenopus (Scadding i Maden, 1994).

m



n2



Una aldo[Kketo reductasa activa amb etanol i retinoides

L'estudi en profunditat de les formes ADH del tracte digestiu de mamifer, i el posterior
descobriment i caracteritzacié de I'ADH8 d'estémac d'amfibi, ens van portar a estudiar les
formes d’ADH en el tracte digestiu de les aus. Es va escollir el Gallus domesticus com a
espécie model. L'analisi de les activitats etanol i 2[Butenld| deshidrogenasa en electroforesi
en gel de midd va revelar que la llengua, 'esofag i I'ull expressaven una forma enzimatica
lleugerament anodica. Es tractava d'una activitat que preferia NADP* en lloc de NAD*, en la
reaccio de tincid, i clarament diferenciable d'’ADH1i ADH3 (Article V, Figura 1).

Amb I'objectiu d'obtenir el cDNA corresponent a I'enzim responsable d'aquesta
activitat, es va dissenyar una estratégia de clonatge basada en les seqiiéncies consens ADH,
incloent les ADH1, ADH4 i I'ADH NADP(H)-dependent (ADHS8). D'acord amb aix0, es van
dissenyar oligonucleotids i es va preparar cDNA dels teixits alla on s'havia detectat I'activitat.
L'aillament dels fragments de cDNA obtinguts aixi va ser infructués en no trobar cap
seqliencia ADH, homologa d'ADH4 o d'ADHS8. Si que es va obtenir un clon amb I'ADH1, ja
caracteritzada anteriorment (Estonius et al., 1990), que s'expressaria marginalment en
llengua i esofag, ja que no va ser detectada en electroforesi en gel de midé. Aquest resultat
suggeria que els teixits analitzats no expressaven cap ADHIMDR homologa a I'ADH4 o I'ADH8.

Per tal de determinar la naturalesa estructural de I'enzim responsable de I'activitat
dependent de NADP(H), es va optar per l'analisi de la proteina. Es va purificar fins a
homogeneitat I'enzim a partir d'esofag i de llengua, i es va iniciar la seqiienciacié en
col.laboracié amb el laboratori del Prof. Hans J&rnvall del Karolinska Institutet d'Estocolm. La
informacid corresponent als primers péeptids seqiienciats va revelar que I'enzim no era cap
ADH de la familia de les MDR, sind que l'enzim pertanyia a la familia AKR. Aixi, es van
dissenyar oligonucledtids degenerats complementaris a les seqléncies peptidiques
obtingudes, i es va procedir al clonatge del cDNA. Els extrems 3'i 5' es van obtenir pel métode
de RACE[IPCR. EI cDNA complet va ser de 1504 pb, incloent una marc obert de lectura de 317
aminoacids (Article V, Figura 3). La determinacié de seqiéncia directa de la proteina va
revelar que I'enzim madur contenia 316 aminoacids amb I'extrem N-terminal acetilat.

En comparar la seqgliéncia AKR completa amb les proteines de la superfamilia AKR ja
coneqgudes, es va observar un major similitud amb els grups aldosa reductases (AR) i afins a
I'aldosa reductasa (AR[Ike), amb 66[69% i 68[69% d'identitat, respectivament. L'analisi
filogenetica pel métode de bootsrap va col.locar la nova seqiiencia de pollastre molt propera
als clusters AR i AR[Ike (Article V, Figura 5).

La caracteritzacié cinética de I'enzim purificat dels teixits de pollastre va revelar que

es tractava d'una oxidoreductasa dependent de NADP(H), essent la reduccié la reaccié més
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afavorida. L'enzim va resultar ser forca ineficient amb aldehids que soén substrats
caracteristics de les AKR, com gliceraldehid i glioxal, i completament inactiu amb aldoses
(glucosa, galactosa, ribosa i xilosa) i esteroides (corticoesterona, epiandroesterona,
deshidroisoandrosterona, 5aldndrostan(irbldI(3[dna i 5[dolesten[3aldild[dna). En canvi, es va
observar gque podia oxidar alcohols alifatics, incloent etanol, pentanol, hexanol i octanol.
L'eficiéncia catalitica amb etanol és molt baixa (0,022 mMZmin), mostrant un valor de Km
per a aguest substrat (720 mM) de I'ordre de I'exhibit per I'ADH dependent de NADP(H) de
Rana perezi (600 mM). D'una manera similar al que s'observa en ADH1 i ADH4, els valors de
Km amb alcohols alifatics van decreixent a mesura que augmenta el nombre de carbonis de la
cadena del substrat. En aquest enzim, pero, les constants catalitiques amb els alcohols sén
molt baixes (1632 min™, d'acord amb el fet que aquest enzim és molt més efectiu en la
reduccié que en I'oxidacid.

La propietat més interessant d'aquest enzim és la seva activitat amb retinoides. Es
van determinar valors de Km de 19[40 nM per a diferents isomers de retinol i retinal. Es va
observar una elevada eficiencia en la reduccié de totlirans i 9ldisldetinal (5300 i 32000
mMZmin®, respectivament). Les reaccions de reduccié del 13[dis[detinal i d'oxidacié del
totltrans i 9ldisldetinol van mostrar un menor eficiéncia catalitica, i no es va trobar activitat
amb 13[disldetinol (Article V, Taules IIl i IV).

Les propietats d'aquest enzim amb alcohols alifatics i retinoides sén una novetat en la
familia de les AKR. Per bé que I'oxidacié d'alcohols és una reaccié poc eficient per a I'enzim de
pollastre i que és molt probable que tingui poca significacié fisioldgica, si que és rellevant pel
fet que indica un comportament mimeétic de les ADHIMDR préviament caracteritzades en
mucoses d'altres vertebrats, especialment en mamifers i amfibis. Aquest fet encara és més
evident si es tenen en compte les propietats enfront de retinoides. L'AKR de pollastre mostra
una kcat/Km amb 9ldisldetinal molt alta, superior a la que exhibeixen les ADH4 humana i de
rata (9000 i 2500 mM™min® respectivament), i I'’ADH8 d'amfibi (7800 mM™min™ per a
aquest substrat. També té una eficiéncia elevada en la reduccié de totlfransldetinal,
lleugerament superior a les mostrades per I'’ADH4 (17503300 mMZmin®).

La capacitat que tenen enzims molt diferents d'utilitzar els mateixos substrats
demostra que estructures distants poden convergir funcionalment. La convergéncia funcional
a nivell evolutiu ha estat observada en altres families d'enzims, essent, actualment un camp
d'interes per als enginyers de proteines (Orengo et al., 1994; Galperin et al., 1998; Todd et al.,
1999). Per exemple, I'activitat disulfur reductasa apareix en la glutatié reductasa humana i en
la tioredoxina reductasa d'Escherichia coli, tot i que sén enzims amb setis actius i mecanismes

catalitics diferents (Kuriyan et al., 1991). Un altre exemple d'aquest fenomen en sén
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['hexoquinasa, la riboquinasa i la galactoquinasa, tres enzims no emparentats estructuralment
gue realitzen la mateixa reaccié de fosforilacié de sucres (Bork et al., 1993). També s'ha
observat convergencia evolutiva entre la bldminoacid oxidasa, una oxidasa dependent de FAD,
i el flavocitocrom B2, un flavoenzim (dependent de FMN), els quals catalitzen la mateixa
reaccié d'oxidacié d'aldminoacids o alBidroxiacids, valentlde de centres catalitics amb
arquitectures enantiomeériques (Mattevi et al., 1996). Aixi mateix, els TNFa de vertebrats i
d'invertabrats sén citoquines que desenvolupen la mateixa funcié tot i tenir origens
filogenetics diferents (Beschin et al., 1999). En un sentit ampli, I'evolucié molecular hauria
seleccionat aquelles estructures més versatils, la plasticitat de les quals hauria permés que
marcs estructurals molt diferents poguessin evolucionar, i arribar a unirlde i ser actius amb
les mateixes molecules, per a desenvolupar funcions similars. En concordanca amb aquesta
idea, treballs d'analisi dels tipus de plegament de proteines coneguts revelen que en la
naturalesa hi ha cinc superfamilies estructurals (superfolds) més abundants que les altres, i
entre aquestes cinc hi figuren el barril (a/b)g i el plegament de Rossmann (Todd et al., 1999).
D'acord amb aix0, MDR, SDR i AKR serien un altre cas d'evolucié convergent, i la
funcié retinal reductasa i retinol deshidrogenasa un exemple de la seva convergencia (Figura
8). Aparentment, els teixits de la part superior del tracte digestiu i 'ull dels vertebrats
necessiten una oxidoreductasa activa amb retinoides i alcohols. En mamifers, I'ADH4 i
diverses SDRs (en ull) poden dur a terme aquesta funcié, mentre que en amfibis i en aus,
I'’ADH8 i I'AKR, respectivament, podrien desenvolupar-la. Es interessant I'especialitzacié en
["ds del coenzim d'aquests enzims -NAD(H) en ADH4 i NADP(H) en ADH8 i AKR-, ja que
suggereixen diferents adaptacions a la complexitat metabolica d'aquests teixits, en cada grup

de vertebrats.
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FIGURA 8. Esquema de la via metabolica dels retinoides, incloent etapes
catalitzades per enzims de les families ADH, SDR i AKR (modificat de Duester, 1996).

Els enzims de les families MDR, SDR i AKR es poden trobar en les mateixes espécies
desenvolupant funcions similars. En aguest sentit, s'ha vist que ratolins knock out per a adhi,
adh3 o adh4 es desenvolupen i es reprodueixen amb normalitat amb dietes no deficients amb
vitamina A (Deltour et al., 1999), la qual cosa revela que les funcions desenvolupades per a
cada un d'aquests tres gens pot estar coberta per les altres dues ADH o per altres gens, ja
siguin de la familia MDR com de les SDR, AKR o altres tipus d'enzims. La redundancia de gens
per a determinades funcions bioldogiques pot ser entesa com a un dispositiu que probablement

augmenta la capacitat de supervivéncia dels organismes.
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Conclusions

ADH4 humana i de rata

1.

El cDNA de I'ADH4 humana conté un total de 2055 pb, amb una pauta oberta de lectura
de 1158 pb, i regions 5' i 3' no codificants de 24 i 873 pb, respectivament. La seqliéncia
proteica resultant conté 374 aminoacids, amb una identitat amb les altres ADH humanes
de 59[10%, mostrant el valor més alt (70%) amb I’ADH1. Una diferéncia notable respecte

les ADH1 és la delecid de I'aminoacid que correspondria a la posicio 117.

El cDNA de I'’ADH4 de rata, clonat a partir d'una biblioteca de cDNA i mitjancant RT-PCR,
conté un total de 2052 pb, amb una pauta oberta de lectura de 1122 pb, i regions 5" i 3' no
codificants de 57 i 873 pb, respectivament. L'extrem NlHerminal de I'’ADH4 de rata conté
la seqgliencia MDTAG, en lloc de -SNRV, que s'havia proposat provisionalment en Ia

seqlienciacié de la proteina.

L'estructura primaria de I'ADH4 de rata es tipica de les ADHIMDR de mamifer. Aixi,
I'estructura terciaria de I'ADH4 de rata, amb una identitat seqiiencial del 88% amb la
humana, és compatible amb l'arquitectura general de les ADH, el que ha permes la

construccié del seu model molecular.

Els estudis cinétics realitzats amb I'ADH4 de rata recombinant i el mutant A294V (en
paral.lel amb la mutacié reciproca realitzada en I'’ADH4 humana) indiquen que la posicié
294 és responsable, en gran mesura, de les diferéncies cinetiques entre aquests dos
enzims enfront de [I'etanol. Aquestes mutacions, no obstant, no modifiquen

significativament les propietats dels enzims ADH4 enfront dels retinoides.

La distancia lle116lVal294, en I'estructura de I'ADH4 humana, és de 4,8 A. En el model
estructural de I'ADH4 de rata, la distancia Leull6[Ala294 és de 6,8 A. Aquests valors

indiguen que, en I'enzim huma, I'accessibilitat al seti actiu resulta disminuida.

L'estudi de docking, amb els isomers de retinol assajats in vitro revela que el totlfrans, el
9ldis i el 13[disldetinol poden unirlde a la butxaca d'unié del substrat de I'ADH4 humana i
de rata. La distancia entre I'oxigen del grup hidroxil del substrat i el zinc catalitic és
inferior a 2,5 A en el cas dels isomers totlfrans i 9[dis, i adopten una orientacié en la

cavitat adequada per a una interaccié cataliticament productiva. En canvi, I'isomer 13[dis
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mostra una orientacié i una distancia amb el zinc que no sén compatibles amb un estat de

transicio.

El conjunt d'evidencies acumulades suggereix que [I'ADH4 té la funcié retinol
deshidrogenasa conservada en home i rata, i, probablement, en altres mamifers. No és aix{
en el cas de la funcié etanol deshidrogenasa, molt més rellevant en I’ADH4 humana que

en I'enzim de rata.

ADH d'estomac de Rana perezi

8.

El cDNA de I'ADH d'estémac de Rana perezi conté un total de 1268 pb, amb una pauta
oberta de lectura de 1122 pb i una regié 3' no traduida de 144 pb. La seqiiencia mostra un
60% d'identitat amb les ADH1 i un 58% amb les ADH4 de mamifer. La proximitat
estructural amb ADH1 es fa més evident quan es comparen els extrems 3' no codificants,

observantlde un 47% d'identitat amb ADH1i un 22% amb ADHA4.

El tret estructural més peculiar de I'ADH d'estémac de Rana perezi és la substitucio de
['Asp223, conservat en totes les ADH de vertebrat, per Gly. En les ADH, I'Asp223
determina la preferéencia per NAD(H) en lloc de NADP(H). A més, I'entorn més hidrofilic,
definit per les substitucions [le224Thr i Asn225His, podria contribuir en la dependéncia de
NADP(H). Les caracteristiques uniques de I'ADH d'estémac de Rana perezi fan que

constitueixi una classe diferenciada d'ADH, anomenada ADHS8.

AKR de Gallus domesticus

10.

1n.

12.

El tracte digestiu superior i I'ull de pollastre (Gallus domesticus) contenen un enzim
dependent de NADP(H), actiu amb etanol i retinoides (funcionalment similar a ADH4 i
ADHS8). Estructuralment, aquest enzim pertany a la familia de les aldoldeto reductases
(AKR).

El cDNA de I'AKR de pollastre conté un total de 1504 pb, amb una pauta oberta de lectura
de 951 pb, i regions 5' i 3' no codificants de 44 i 509 pb, respectivament. L'enzim actiu és
un monomer de 36 kDa. L'AKR de pollastre mostra una identitat seqtiencial del 66[69%

amb les aldosa reductases i del 68[69% amb les aldosa reductaseslike.

L'estudi del patré d'expressidé, mitjancant transferéncia Northern, indica que aquest enzim
s'expressa en llengua, esdfaqg i ull, perd no en fetge, cervell, cor, muscul esquelétic i

instesti prim.
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13.

14.

15.

A diferencia de les aldosa reductases, I'AKR de pollastre no és activa ni amb glucosa i
altres aldoses, ni amb esteroides i, en canvi, és activa amb etanol i altres alcohols alifatics
primaris. A més, és molt eficient en la reduccié de totlfrans i 9ldis[detinal. Aquestes

caracteristiques no havien estat mai trobades en enzims de la familia AKR.

L'analisi de la seqiencia i I'estudi del model de I'estructura terciaria de I'AKR de pollastre
indiguen que els residus que conformen la cavitat on s'uneix el substrat sén
majoritariament hidrofdbics. Les posicions 47 i 111, molt properes al centre actiu de I'enzim
i importants per a [l'especificitat de substrat, estan ocupades per Phe i Tyr,
respectivament, aminoacids mai trobats simultaniament en una AKR. Els estudis de
docking mostren que el totlrans i el 9ldisldetinal es poden unir a I'AKR de pollastre, i
I'oxigen del seu grup aldehid ocupa una posicié, respecte la Tyr48 i la nicotinamida del
NADP, compatible amb la catalisi. Simulacions realitzades amb I'estructura de I'aldosa
reductasa humana, resolta per cristal.lografia de raigs X, indiquen que el totlrans i el

9ldisldetinal també podrien ser substrats d'aquest enzim.

El pollastre, que aparentment no conté cap ADH de la familia MDR especifica de tracte
digestiu superior i ull, conté una AKR amb propietats similars a I'ADH4 de mamifer i
I'ADH8 d'amfibi, pel que fa les funcions etanol i retinol deshidrogenasa. A més, I'AKR de
pollastre comparteix amb I'’ADH8 una major especificitat pel NADP(H). Per tant, les

ADHIMDR i les AKR constitueixen un nou cas de convergéncia funcional a nivell evolutiu.
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