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PRESENTACION



En esta memoria se presenta la identificacién de dos nuevas alcohol deshidrogenasas de
Saccharomyces cerevisiae con actividad dependiente de NADP(H), y su posterior estudio de las
caracteristicas cinéticas, estructurales y funcionales. Ambos enzimas, Adh6p y Adh7p, que
comparten un 64% de identidad, pertenecen a la superfamilia de alcohol deshidrogenasas de
cadena media que unen zinc. Este trabajo se ha estructurado en capitulos en base a las
publicaciones de los resultados obtenidos. En el Capitulo | se presenta la identificacion y
caracterizacion de Adh6p con dos publicaciones referentes a la identificacion del ORF
YMR318C como el gen ADH6 y la consiguiente determinacion de las propiedades
fisicoquimicas y cinéticas de Adh6ép [Larroy et al., 2002a; Larroy et al., 2003]. Se trata de una
proteina homodimérica compuesta por subunidades de 40 kD, activa con alcoholes primarios o
aldehidos, en presencia de NADP* o NADPH respectivamente. En el Capitulo 11 se presenta la
identificacion y caracterizacion de Adh7p con una publicacién en la que se identifica al ORF
YCR105W como el gen ADH7 [Larroy et al., 2002b]. En este articulo se describen las
propiedades fisicoquimicas y cinéticas de Adh7p, que resultaron muy similares a las ya
encontradas para Adh6p, y se clasifica a estas dos alcohol deshidrogenasas como miembros de
la familia de las cinamil alcohol deshidrogenasas. En el capitulo Il se presenta la estructura
tridimensional de Adh6p como publicacién [Valencia et al., 2004]. La resolucién de dicha
estructura reveld el patron caracteristico de las ADHs de cadena media y se pudieron identificar
los residuos implicados en la union al coenzima y la topologia del centro de union al sustrato.
Ademas, la estructura obtenida nos ha permitido proponer un mecanismo catalitico de ‘half-of-
the-sites reactivity’. Finalmente, en el Capitulo IV se presentan estudios no publicados sobre la
posible funcion de Adh6p en la levadura. Posiblemente Adh6p estaria implicada en la
desintoxicacion de productos derivados de la biodegradacion de la lignina, en la respuesta al

estrés oxidativo y en el mantenimiento intracelular del balance redox NADP*/NADPH.
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INTRODUCCION



Alcohol deshidrogenasas

Las alcohol deshidrogenasas son enzimas pertenecientes a la clase de las
oxidoreductasas que catalizan la abstraccion de un protéon de un grupo hidroxilo (de un alcohol)
y la transferencia de un hidruro de un carbono adyacente al coenzima NAD(P)", asi como la
correspondiente reaccion inversa. Realizan, por tanto, la oxidacion de alcoholes a sus

correspondientes aldehidos o cetonas con la consiguiente reduccion del NAD(P)".

Alcohol + NAD(P)" <«—>  Aldehido/Cetona + NADP)H + H'

Las alcohol deshidrogenasas son enzimas ampliamente distribuidos en la naturaleza,
ubicuos en casi todos los eucariotas y procariotas [Jornvall et al., 1987]. Este gran grupo
enzimatico comprende tres superfamilias de enzimas que han crecido de forma independiente en

la evolucion:

=  Alcohol deshidrogenasas dependientes de hierro. Son enzimas con subunidades de 380-
390 aminoacidos que requieren iones divalentes para la catalisis.

=  Alcohol deshidrogenasas de cadena corta (SDRs). Son enzimas con subunidades de
unos 250-350 aminoacidos que no requieren metal como cofactor.

= Alcohol deshidrogenasas de cadena media (MDRs). Son enzimas de unos 350
aminoacidos por subunidad que mayoritariamente dependen de un i6n de zinc para

realizar la catalisis.

Alcohol deshidrogenasas activadas por hierro

Esta superfamilia es actualmente la mas desconocida, ya que hasta la fecha se han
identificado pocos enzimas que pertenezcan a este grupo, siendo éstos de procariotas y de
hongos. Aunque la nomenclatura describe a estas proteinas como alcohol deshidrogenasas
activadas por hierro, lo cierto es que no todas las proteinas de este grupo requieren un i6n de
hierro sino que pueden aceptar otros iones divalentes. Los miembros mas representativos de esta
superfamilia son la alcohol deshidrogenasa II de Zymomonas mobilis [Conway et al., 1987]
activada por hierro y la alcohol deshidrogenasa IV (Adh4p) de Saccharomyces cerevisiae

[Williamson et al., 1987] activada por zinc.



Alcohol deshidrogenasas de cadena corta (SDR)

Esta superfamilia esta compuesta por alcohol deshidrogenasas dependientes de NAD(P)
y, hasta la fecha, se han identificado unos 3000 miembros en las bases de datos de secuencias
proteicas, distribuidas en todas las formas de vida. Estos enzimas presentan actividad con un
amplio abanico de substratos: alcoholes, azucares, aminoacidos, esteroides, retinoides,
prostaglandinas y acidos biliares. Por lo tanto, dentro de la superfamilia de SDRs se encuentran
actividades tan diversas como la actividad deshidrogenasa, deshidratasa, sintasa, epimerasa o
isomerasa. Son enzimas que participan en el metabolismo de los alcoholes como la ADH de
Drosophila [Deltombe-Lietaert et al., 1979], metabolismo de los retinoides como hRDH-TBE
de células humanas epiteliales [Soref et al., 2001], glicosilaciéon de proteinas como la GAP-d-
manosa 4,6-deshidratasa del virus del Paramecium bursaria [Rosano et al., 2005] o en el
metabolismo de los 4cidos grasos como la Ybr159p de Saccharomyces cerevisiae [Beaudoin et
al., 2002].

Son proteinas que se encuentran ubicadas en diferentes compartimentos celulares, por lo
que podemos encontrar miembros de esta familia con dominios transmembrana, péptidos sefial
o incluso pueden estar formando parte de complejos multienzimaticos [Oppermann et al., 2003].
Como resultado de esta variabilidad, la identidad de secuencia dentro de esta superfamilia es de
un 15-30%. Sin embargo, aunque no son muchos los residuos estrictamente conservados, los
motivos secuenciales caracteristicos de las SDRs son distinguibles: motivo de union al
coenzima, motivos del centro activo y motivos estructurales [Kallberg et al., 2002; Persson et
al., 2003]. EIl dominio de union a coenzima se situa en el extremo amino terminal, mientras que
el dominio de unién a sustrato se localiza en el extremo carboxi terminal que, por lo tanto, sera

el menos conservado en la familia SDR.

Alcohol deshidrogenasas de cadena media (MDR)

Esta superfamilia estda compuesta por aproximadamente 1000 secuencias proteicas
conocidas con una actividad enzimatica muy diversa. La mayoria de las MDRs son
deshidrogenasas y/o reductasas, pero también estdn presentes actividades dismutasa, esterasa,
metilformato sintasa, liasa y variantes no cataliticas como proteinas de unién a receptores
nucleares, proteinas de union al ADN, proteinas involucradas en el trafico de proteinas de
membrana y las proteinas estructurales como la {-cristalina presente en el cristalino [Persson et
al., 1994; Riveros-Rosas et al., 2003]. Las MDRs también poseen una distribucion subcelular
diversa, localizandose de manera mayoritaria en citoplasma, pero también en mitocondria,

nicleo y membranas.



Las MDRs son proteinas compuestas de subunidades de unos 350 residuos,
estructuradas en dimeros o tetrameros. Aunque historicamente esta superfamilia ha sido
conocida como la de las alcohol deshidrogenasas dependientes de Zn, aproximadamente la
mitad de los miembros de esta superfamilia no requieren un atomo de zinc para llevar a cabo la
catalisis [Nordling et al., 2002]. La mayoria de estas alcohol deshidrogenasas utilizan NAD(H)
o NADP(H) como cofactor aunque algunas proteinas pueden no requerir ningun tipo de cofactor

para su funcion, como la alginato liasa de proteobacteria [Riveros-Rosas et al., 2003].

Caracteristicas generales de las MDRs

Han sido muchos los intentos de clasificacion de las MDRs en diferentes familias. La
secuenciacion completa del genoma de varias especies ha permitido analizar e identificar a
nuevas proteinas pertenecientes a la familia MDR, asi como realizar una clasificacion
filogenética y funcional de todos sus miembros [Jornvall et al., 1999; Jornvall et al., 2001;
Nordling et al., 2002; Riveros-Rosas et al., 2003]. De entre todos los estudios realizados, el
perteneciente a Riveros-Rosas y colaboradores es, ademas del mas reciente, el mas extenso ya
que han utilizado 583 secuencias de MDRs pertenecientes a arcaes, bacterias, protistas, hongos,

plantas y animales.

La clasificacion que Riveros-Rosas y colaboradores han propuesto para MDRs
eucariotas representa a 328 proteinas y divide a la superfamilia de las MDRs en tres

macrofamilias que engloban a su vez diversas familias y subfamilias (Figura 1):

=  Macrofamilia I: son proteinas homodiméricas que requieren el i6n de zinc para la
catalisis y utilizan el cofactor NAD(H), a excepcion de la ADH8 de rana perezi que es
dependiente de NADP(H) [Peralba et al., 1999]. Suelen ser proteinas citoplasmaticas
aunque también se han detectado en nucleo [Iborra et al., 1992; Fernandez et al., 2003].

=  Macrofamilia II: Son proteinas estructuradas en homodimeros o homotetrameros que
requieren el i6n de zinc para la catalisis. Se localizan en el citoplasma y requieren
NAD(H) y NADP(H) como coenzima.

= Macrofamilia IIl: son proteinas que no requieren zinc en la catalisis y utilizan

mayoritariamente al NADP(H) como cofactor. Su localizacion celular es muy diversa.
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Las barras grises terminadas con un circulo amarillo delimitan a las macrofamilias, nombradas con
numeros romanos. Cada familia esta identificada en letras negras y separadas entre ellas por barras
grises. Dentro de cada familia, las subfamilias estan identificadas con la nomenclatura abreviada.

La macrofamilia I estd compuesta por dos familias, la familia poliol deshidrogenasa (PDH) y
la familia ADH, desglosadas en siete subfamilias: las ADHs de plantas, las ADHs clase III, las
ADHs de animales, la hidroxinitril liasa de planta (HNL), la ADHs secundarias, las butanol
deshidrogenasas (BDH) y las sorbitol deshidrogenasas (DHSO).

La macrofamilia II esta formada por dos familias, la familia de las ADHs de levadura y la
familia de las cinamil alcohol deshidrogenasas (CADH), desglosadas en seis subfamilias: las
CADHs y proteinas emparentadas, las proteinas de plantas relacionadas con la defensa e inducibles
por elicitor (ELI3), las ADHs de levadura y proteinas emparentadas, las manitol deshidrogenasas de
hongos (MTD), las ADHs secundarias de hongos y las ADHs de amplia especificidad de sustrato.

La macrofamilia III estd formada por cuatro familias, la familia de los factores de
transcripcion/proteina de union a receptores nucleares (NRBP), la familia de las enoil reductasas
(ER), la familia de las leucotrieno deshidrogenasas (LTD) y la familia de las
quinonaoxidoreductasas (QOR). Esta macrofamilia es la mas heterogénea y engloba diversas
subfamilias, entre ellas: las NRBPs, las C-cristalina oxidoreductasas, las quinona oxidoreductasa
inducidas por p53 (PIG3) y proteinas emparentadas, las enoil reductasas de actinomicetos (pER),
las proteinas asociadas de forma independiente a las poliquétido sintasas (PKD), las alil alcohol
deshidrogenasas (AADH), la B4-12-leucotrieno deshidrogenasa (LTD) y las enoil reductasas (ER).

Figura 1: Analisis filogenético de 328 secuencias proteicas de MDRs eucariotas. En rojo las
proteinas del reino animal, en verde el reino vegetal, en marrén el reino de los hongos y en azul
el reino protistas. [Riveros-Posas et al., 2003].




Actualmente se conocen las estructuras terciarias de, por lo menos, un miembro de cada
familia de las MDRs. El alineamiento estructural de 14 proteinas representativas de las tres
macrofamilias ha revelado una alta conservacion en el patron estructural, a pesar de la alta
divergencia de sus secuencias de aminoacidos, actividades y funciones que realizan. El dominio
de unidn a coenzima estd presente en todas las familias, presentando el caracteristico
plegamiento de Rossmann [Rossmann et al., 1974]. Se trata de seis hojas [ paralelas
flanqueadas por hélices a dispuestas de manera alternada (Bapap-Bapaf), siguiendo un orden
321456 (Figura 2). El dominio catalitico repartido entre los extremos amino y carboxilo esta
también muy conservado en cuanto a estructura tridimensional. No obstante, el extremo amino
es la region que presenta mayor variabilidad dado que la macrofamilia III carece del i6n de zinc.

[Julidan-Sanchez, A. y Riveros-Rosas, H., 2005].

MDRs con catalisis dependiente de Zn

Las alcohol deshidrogenasas de la familia de las MDR que requieren un i6n de zinc para
la catalisis, pertenecen a las macrofamilias I y II. Son las ADHs de vertebrado, ADHs de
plantas, ADHs de levadura, poliol deshidrogenasas y cinamil alcohol deshidrogenasas [Nordling
et al., 2002; Riveros-Posas et al., 2003]. Son proteinas que presentan un 20% de identidad entre
familias pero que mantienen una elevada homologia estructural por subunidad, aunque

diferentes estructuras cuaternarias ya que forman homodimeros o homotetrameros.

Fue hace tres décadas cuando Brdndén y colaboradores, y mas tarde Eklund y
colaboradores, resolvieron la estructura cristalografica de la ADH de higado de caballo
(HLADH), historicamente el miembro mas representativo de las MDRs dependientes de zinc
[Brandén et al., 1973; Eklund et al., 1976]. Posteriormente se han resuelto muchas estructuras
de MDR dependientes de zinc y se ha comprobado que todas mantienen las mismas

caracteristicas estructurales: el plegamiento de Rossmann que facilita la union al coenzima y



una rotacion de 10° entre dominios de las formas apo y holo que favorece a la catalisis [Eklund,
H. y Briandén, C.1., 1979; Eklund, H. y Briandén, C.1., 1987]. Se trata de proteinas formadas por
subunidades de aproximadamente 40 kDa que presentan dos dominios, uno catalitico y otro de
unioén al cofactor, separados por una profunda hendidura y dos atomos de zinc, uno con funcion
estructural y otro con funcion catalitica. El espacio creado entre ambos dominios describe al

centro de unidn al coenzima y centro de uniodn al sustrato (Figura 3).

Figura 3: Estructura de
la HLADH. Los iones de
zinc estan representados
como esferas grises y la
molécula de coenzima
esta  representada en
forma de modelo de

bolas y bastones.

Centro de unién al coenzima

Para que se produzca la catalisis, la molécula de coenzima debe estar bien posicionada
dado que la transferencia del proton se tiene que dar al C4 de la nicotinamida. La adecuada
ubicacion del coenzima para que se de el reconocimiento del anillo de nicotinamida implica una
union fuerte con la proteina a través de multiples interacciones, lo que crea un conflicto dado
que no facilita su disociacion una vez finalizada la catalisis. Es por esta circunstancia que la
liberacion de coenzima suele ser el paso limitante de la catalisis en las ADHs. La molécula de

NAD(P) forma entre 16 y 19 puentes de hidrogeno con la proteina, de los cuales el 30% esta



mediado por moléculas de agua [Bottoms et al., 2002]. La hendidura entre dominios que forma
el centro de union al coenzima se puede dividir en tres zonas; las de unioén a la adenina, el
pirofosfato y la nicotinamida, siendo la nicotinamida la mas interna [Eklund, H. y Brindén, C.I.,

1987].

La adenosina se emplaza en la region mas externa del centro de union al coenzima,
quedando accesible al solvente. Entre los residuos involucrados en la interaccion con la ribosa
se encuentran las glicinas 199, 201 y 202 (tomando siempre como base la numeracion de la
HLADH). El patron GXGXXG esta altamente conservado en toda la familia y forma el enlace
entre la hoja BA y la hélice aB del dominio de Rossmann (Figura 2). Un residuo importante
para discriminar entre la union del NAD(H) o NADP(H) es el aminoacido situado en la posicion
223. Para las ADH con actividad dependiente de NAD(H) este residuo suele ser un Asp223. El
volumen de la cadena lateral del aspartico, asi como la carga negativa que aporta a la region de
union de la ribosa de la adenina impedirian la adecuada ubicacion de la molécula de NADP(H)
dado que se generarian interacciones estéricas y electrostaticas con el fosfato adicional. Para
ADHs con actividad dependiente de NADP(H) este residuo suele ser neutro y menos

voluminoso, como una serina o glicina (Fan et al., 1991).

El pirofosfato se situa en la region intermedia, practicamente enterrado en la estructura
de la proteina. Los residuos Argd7 y Arg369 y los nitrogenos de la cadena principal de la
proteina estabilizan a los oxigenos del pirofosfato mediante puentes de hidrégeno. En la unién
también participan los residuos Gly199, Gly201 y Gly202 que permiten que el coenzima se
acerque a la cadena principal de la proteina. Los momentos dipolares de las hélices implicadas
confieren al centro de unioén una densidad de carga positiva, que en consecuencia hace que la
interaccion pirofosfato-proteina sea una de las mas fuertes en la unién del coenzima por lo que

los residuos implicados se encuentran altamente conservados en las MDRs.

La nicotinamida se une en la region mas cercana al zinc catalitico. Para la HLADH la
cara A del anillo se orienta hacia el espacio reservado para el substrato de manera que en la
oxidoreduccion se transfiere el hidrogeno H4Re. Es una transferencia estereoespecifica
resultado de la reorganizacion del centro activo. La disposicion del anillo de nicotinamida en
relacion al sustrato determinard qué hidrogeno sera transferido (H4Re para enzimas pro-R o tipo
A, y H4Si para enzimas pro-S o tipo B) [Weinhold et al., 1991]. La carga positiva del anillo de
nicotinamida facilita la union del alcohol y la posterior formacion del alcoholato al que

contribuye a estabilizar durante la catalisis [Eklund, H. y Brandén, C.1., 1987].



Atomos de zinc

El zinc estructural no esta presente en todas las MDRs dependientes de zinc. En
aquellas que si lo presentan, las cisteinas 97, 100, 103 y 111, ubicadas en un loop superficial se
encargan de su coordinacion. Se ha descrito que la presencia de este atomo de zinc mantendria
la orientacion correcta de la region en la que se encuentra, permitiendo la correcta interaccion
entre subunidades y por lo tanto, manteniendo la estabilidad de la estructura cuaternaria
[Karlsson et al., 1995]. La interaccidon entre subunidades ha sido descrita como interacciones
hidrofobicas entre seis hojas f del dominio de unién al coenzima de cada subunidad, que crean
una estructura compacta de doce hojas P antiparalelas con los dominios cataliticos expuestos al

medio [Eklund et al., 1976].

El zinc catalitico se encuentra en el fondo de la hendidura que une al coenzima, unido
por enlaces coordinados a los grupos sulfidrilo de los residuos Cys46 y Cys174, y al imidazol
del residuo His67. El cuarto ligando del zinc es una molécula de agua que forma un puente de
hidrogeno con el hidroxilo del residuo 48 (generalmente Ser o Thr). En la reaccion de
oxidacion, el i6n de zinc proporciona la carga positiva necesaria para la formacion del
alcoholato, ayudando a su estabilizacion hasta la transferencia del hidruro al NAD". Sin
embargo, en la reaccion de reduccidon actiia como un atractor de electrones, que incrementa el
caracter electrofilo del aldehido, facilitando la transferencia del i6n hidruro del NADH al

aldehido [Kvassman et al., 1981; Eklund, H. y Brandén, C.1., 1987].

Centro de union al substrato y catélisis

El centro de union al substrato es una hendidura que se encuentra expuesta al medio
aunque el cambio conformacional provocado por la entrada del coenzima la deja aislada del
solvente. Las caracteristicas del centro de unidén del sustrato junto con las interacciones del
sustrato con el tanel hidrofobico del enzima, favorecen la reaccion de oxidacion de alcoholes
dado que proporcionan un entorno anhidro. Para el enzima HLADH se ha descrito el proceso de
catalisis para la oxidacion de alcoholes. Se trata de un mecanismo cinético ordenado Bi-Bi. La
reaccion se inicia con la unién del coenzima NAD" que genera una rotacion de 10 A del cuerpo
rigido de los dominios cataliticos que como resultado acercan el centro de union a la molécula
de coenzima. La unién va seguida por la ionizacion de la molécula de agua que coordina al zinc,
de manera que queda coordinado por un hidroxilo y se libera un proton. Este proton es liberado
a la superficie mediante un sistema de transmision que involucra a los residuos His51 y

Ser/Thr48. El sustrato se acerca al zinc catalitico desplazando al hidroxilo que lo coordinaba.



Las caracteristicas del i6n de zinc y el microentorno favorecen la ionizacion del alcohol y el
proton liberado formara una molécula de agua junto con el hidroxilo desplazado [Kvassman et
al., 1981]. Seguidamente se produce la transferencia del hidruro al C4 del NAD" con la
consiguiente formacion del aldehido y la reduccion del NAD" a NADH. Finalmente se disocian
el sustrato y el coenzima reducido, siendo habitualmente este ultimo paso el limitante de la

reaccion.

Actividad alcohol deshidrogenasa en Saccharomyces cerevisiae

El termino Saccharomyces es latin moderno y proviene del griego (aztcar y hongo).
Saccharomyces cerevisiae es la levadura mas utilizada en los estudios de laboratorio, siendo el
primer organismo eucariota cuyo genoma ha sido secuenciado. Es un organismo que ha
evolucionado consiguiendo una utilizacion 6ptima de la fuente de carbono disponible, lo que
significa que combina los metabolismos fermentativo y oxidativo de una forma adecuada.
Muestra el efecto Crabtree, es decir, una predominancia de la fermentacion alcohodlica en la
degradacion de carbohidratos fermentables, como la glucosa, en presencia de oxigeno. Este
hecho es debido a una insuficiente capacidad o represion del metabolismo respiratorio, que
conduce a un exceso de piruvato. Por lo tanto, la levadura producira alcohol atn en presencia de
oxigeno. Son varios los enzimas con actividad alcohol deshidrogenasa presentes en la célula de
levadura, incluso muchos de ellos utilizan sustratos idénticos o muy similares. Sin embargo,
seran las condiciones y necesidades del cultivo las que determinen los enzimas que se
encargaran de dicha actividad en cada situacion por lo que estas proteinas con actividad alcohol
deshidrogenasa tendran diferentes patrones de expresion, asi como diferentes caracteristicas

cinéticas.

En presencia de glucosa (u otra fuente de carbono fermentable), un cultivo de levadura
tendra preferencia por un metabolismo fermentativo. La glicolisis generara NADH que debera
ser oxidado a NAD", con la consiguiente reduccion del acetaldehido a etanol. Cuando se agote
la fuente de carbono fermentable, el metabolismo pasara a ser oxidativo y el etanol formado sera
oxidado a acetaldehido. El acetaldehido serd oxidado a acetato, que serd transformado a acetil-
CoA, el cual podra entrar en el ciclo de Krebs. Por lo tanto, cada condiciéon necesitara de
enzimas diferentes capaces de actuar de manera correcta y concordante con las caracteristicas

del medio.



Desde que en 1996 se completara la secuenciacion del genoma de Saccharomyces
cerevisiae [Goffeau et al., 1996], la busqueda de nuevos genes pertenecientes a una familia
proteica cuyos productos génicos no habian sido aun caracterizados, se ha visto favorecida.
Partiendo de un motivo conservado dentro de una familia de proteinas podemos llegar a conocer
qué ORFs pueden codificar por proteinas de estructura y funcion similar. En nuestro laboratorio
se utilizd6 el motivo GHEX,GX5(G,A)X,(I,V,A,C,S) [Sun, HW. y Plapp, B.V., 1992],
caracteristico de las alcohol deshidrogenasas de cadena media que unen zinc, para identificar a
nuevos miembros de la familia MDR dependiente de zinc. Como resultado de la busqueda se
identificaron 12 genes que se correspondian con ocho proteinas ya caracterizadas (Adhlp,
Adh2p, Adh3p, Adh5p, Sfalp, Sdhlp, Sdh2p y Xyl2p) y cuatro nuevas secuencias: YALO60OW,
que ha sido caracterizada en nuestro laboratorio como una 2,3-butanodiol deshidrogenasa
[Gonzalez et al., 2000], YALO61W, todavia sin caracterizar y YMR318W y YCR105C que han
sido el objeto de estudio de esta tesis [Larroy et al., 2002a; Larroy et al., 2002b] . En la figura 4

se ha representado la clasificacion filogenética de estos enzimas.

Figura 4. Analisis
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Mas tarde, Jornvall y colaboradores realizaron una busqueda menos especifica
utilizando el patron GHE que se encuentra a unos 60 residuos del dominio N-terminal y el
patron GX1.3GX1.3G, con lo que se identificaron un total de 17 genes que codificarian por
proteinas de la familia de las MDRs, aunque estos cinco nuevos miembros no unirian zinc
(YBR046C, YCR102C, YLR460C, YML131W y YNL134C) [Jornvall et al., 1999]. Por otra parte,
se han descrito en la levadura actividades alcohol deshidrogenasa catalizadas por enzimas
diferentes a las ADHs, como son las aldocetorreductasas (AKRs) [Ford, G. y Ellis, E.M., 2002]
y otras proteinas no clasificadas todavia dentro de una familia conocida [Wales, M.R. y Fewson,

C.A., 1994; Van lersel et al., 1997].

Adhlp

Adhlp fue purificada y secuenciada en 1979 [Wills, C. y Jornvall, H., 1979] y
posteriormente, en 1982, se dio a conocer la secuencia de ADH1 [Bennetzen, J.L. y Hall, B.D.,
1982]. Se trata de una alcohol deshidrogenasa formada por cuatro subunidades de 347
aminodacidos, localizada en el citoplasma [Ciriacy, M., 1975]. Utiliza tnicamente al NAD(H)
como coenzima y es activa preferentemente con etanol dado que su eficiencia catalitica
disminuye con la longitud de la cadena carbonada. Practicamente no presenta actividad con
alcoholes ramificados o ciclicos, y es inactiva con alcoholes secundarios [Green et al., 1993;
Dickinson, F.M. y Dack, S., 2001; Leskovac et al., 2002]. También se ha detectado actividad
hemiacetal alcohol deshidrogenasa para metilformato y etilformato [Kusano et al., 1998]. La
actividad de Adhlp se induce cuando en el medio hay glucosa u otras fuentes de carbono
fermentables, para convertir acetaldehido en etanol durante el crecimiento fermentativo [Denis
et al., 1983]. De esta forma se regenera el NAD" glicolitico, funcién que solo realiza Adhlp
dado que Adh3p, enzima mitocondrial de similar especificidad, no podria realizar dicha funcién

porque el NADH no puede entrar libremente en la mitocondria [Ciriacy, M, 1997].

Adh2p

Adh2p es una alcohol deshidrogenasa tetramérica compuesta por subunidades de 347
aminoacidos [Wills, C. y Jorvall, H., 1979; Russell et al., 1983]. Localizada en el citosol y con
una actividad dependiente de NAD(H), comparte un 93% de identidad de secuencia con Adhlp,
lo que implica que tan s6lo difieren en 22 aminoacidos. Aunque al parecer estas diferencias no
estan localizadas en grupos implicados en la catalisis, son suficientes para que Adh2p presente
unas caracteristicas cinéticas diferentes a las de Adhlp. Este enzima presenta valores de kcat
similares a Adhlp pero valores de Kwm inferiores, lo que se traduce, por tanto, en una mejor

eficiencia catalitica, y oxida eficientemente alcoholes de cadena larga [Ganzhorn et al., 1987;
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Dickinson, F.M. y Dack, S., 2001]. ADH2 esta reprimido en presencia de glucosa u otras
fuentes de carbono fermentables. Cuando el metabolismo es aerdbico, Adrlp bloquea la
represion de ADH2 para que Adh2p oxide el etanol a acetaldehido. Adh2p es la principal ADH

oxidativa en la levadura.

Adh3p

Purificada por Wenger y colaboradores, Adh3p es una alcohol deshidrogenasa
tetramérica compuesta por subunidades de 375 aminoacidos, que se localiza en la mitocondria
[Wenger, J.I. y Bernofsky, C., 1971]. Presenta un 80% de identidad con Adhlp y Adh2p sin
considerar los 28 aminoacidos del extremo N-terminal que dirigen su transporte a mitocondria
[Bennetzen, J.L. y Hall, B.D., 1982; Russell et al., 1983]. Al igual que las ADHs citosdlicas, su
actividad es dependiente de NAD(H) y sus caracteristicas cinéticas son muy similares a las
descritas para Adhlp. Al parecer, Adh3p formaria parte, junto con otra ADH citosolica, de la
lanzadora etanol-acetaldehido que premitiria el intercambio de equivalentes redox
NAD+/NADH entre el citosol y la mitocondria. Asi, en la figura 5 se muestra el funcionamiento
de la lanzadera en el acoplamiento de la oxidaciéon de NADH mitocondrial a una deshidrogenasa

dependiente de NADH citosoélica (por ejemplo, en un mutante ndilA)

CITosoL Figura 5. Esquema de la participacion de
NAD* NADH Adh3p en el mantenimiento del balance
< redox. [Bakker et al., 2000]
A
etanol acetaldehido
[ ]
etanol acetaldehido
Adh3
NAD+* NADH
MATRIZ MITOCONDRIAL

Adh4p

Codificada por ADH4, Adh4p es un enzima homodimérico formado de subunidades de
465 aminoacidos. No se trata de una alcohol deshidrogenasa de la familia MDR y por lo tanto

su estructura es totalmente diferente. Adh4p es dependiente de NAD(H) y cataliza la oxidacion
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del etanol, aunque su eficiencia catalitica es bastante inferior a la presentada por las otras
ADHs, Adhlp, Adh2p o Adh3p. No es activa con alcoholes primarios con mas de cuatro
carbonos ni con alcoholes secundarios. Sin embargo su actividad no se ha detectado en

condiciones normales dado que no hay expresion de ADH4 [Drewke, C. y Ciriacy, M., 1988].

Adh5p

ADHS5 codifica por una alcohol deshidrogenasa de 351 aminoacidos por subunidad que
todavia no ha sido purificada ni caracterizada. Su secuencia polipeptidica presenta un 80% de
similitud con Adhlp y Adh2p, por lo que son claros los patrones caracteristicos de la familia de
las ADHs-MDR. Al parecer se trataria de una proteina capaz de unir NAD(H) y que tendria dos

atomos de Zn por subunidad.

Adh6p y Adh7p

La caracterizacion cinética, estructural y funcional de estas proteinas ha sido el objeto
de este trabajo. Los genes ADH6 y ADH7 codifican por proteinas homodiméricas compuestas
de subunidades de 360 y 361 aminoacidos que comparten un 64% de identidad entre ellas. El
analisis de la secuencia polipeptidica de estas proteinas revelo la existencia de los patrones
tipicos de las alcohol deshidrogenasas de la familia de las MDR: disponian de los ligandos de
union a los atomos de zinc catalitico y estructural, asi como los residuos caracteristicos de la
unioén al coenzima. Sin embargo, y a diferencia de las otras alcohol deshidrogenasas de la
familia de las MDR, estas dos proteinas tenian un residuo Ser en la posicion 223, lo que las
hacia capaces de utilizar NADP(H) como coenzima. La secuencia de estas proteinas también
reveld un dato interesante, y es que parecian formar parte de la familia de las cinamil alcohol

deshidrogenasas (CADH), que hasta el inicio de este estudio s6lo habia sido descrita en plantas.

FALDH

La formaldehido deshidrogenasa dependiente de glutation (FALDH) esta codificada por
el gen SFAL [Wehner et al., 1993; Fernandez et al., 1995]. Se trata de una proteina dimérica
compuesta por subunidades de 385 aminoacidos dependiente de NAD(H). Su funcién celular
esta relacionada con la desintoxicacion del formaldehido generado endogenamente y la
reduccion del S-nitrosoglutation (aducto del glutation y o6xido nitrico) [Jensen et al., 1998;

Fernandez et al., 2003].
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Sdhlpy Sdh2p

Saccharomyces cerevisiae tiene dos genes que codifican por sorbitol deshidrogenasas
SOR1 y YDL246C. Son MDRs tetraméricas compuestas de subunidades de 358 aminoacidos,
que comparten un 99% de identidad. Su actividad es dependiente de NAD(H) y actuarian en la
produccion de fructosa a partir de sorbitol [Sarthy et al., 1994].

Xyl2p

Xyl2p es una xilitol deshidrogenasa codificada por XYL2. Se trata de una proteina, que
aun no se ha purificado, de subunidades de 356 aminoacidos que posiblemente se combinarian
formando tetrameros dada su similitud con las sorbitol deshidrogenasas. Este enzima actia en la
asimilacion de xilosa ya que el xilitol resultante de su reduccidon seria nuevamente oxidado a

xilulosa por Xyl2p, con lo que entraria en la via de las pentosas [Richard et al., 1999].

Bdhlpy Yal061p

Bdhlp y Yal061p (ésta todavia sin caracterizar) comparten un 51% de identidad. BDH1
codifica por una subunidad de 358 aminoacidos que se estructura en forma de homodimero.
Este enzima tiene actividad 2,R-3,R-butanodiol deshidrogenasa y acetoina reductasa, aunque
también reduce de forma menos eficiente otros compuestos como el diacetilo y la 2,3-
pentanodiona. En Saccharomyces cerevisiae, Bdhlp participa en la produccion de 2,3-
butanodiol, reduciendo el diacetilo formado espontdneamente a acetoina, y reduciendo también

la acetoina a 2,3-butanodiol [Gonzalez et al., 2000].

Otras actividades alcohol deshidrogenasa dependientes de NADP(H)

Se ha descrito la purificacion y caracterizacion de varias proteinas capaces de oxidar
alcoholes y reducir aldehidos utilizando como coenzima al NADP(H). Ya en 1994, Wales y
Fewson describieron un enzima activo con alcoholes primarios e inactivo con alcoholes
secundarios, cuya actividad aumentaba con la longitud de la cadena carbonada, hasta un punto
optimo para C5. La reduccion de aldehidos era unas diez veces mas eficiente que la oxidacion
de su correspondiente alcohol. Se trata de una proteina monomérica de 43.5 kDa de la que se

desconoce el gen que la expresa [Wales, M.R. y Fewson, C.A., 1994].
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Posteriormente se caracterizd otra proteina monomérica (37 kDa) con actividad
oxidorreductasa. Se trataba de un enzima expresado en condiciones anaerdbicas que presentaba
actividad con alcoholes primarios alifaticos y ramificados, incrementando su eficiencia
catalitica con la longitud de la cadena carbonada. Remarcablemente esta proteina llamada
bcADH (branched-chain ADH) podia utilizar de forma eficiente tanto NAD" como NADP"
aunque la actividad dependiente de NADP(H) fuera ligeramente mas favorable. Se ha propuesto
que la bcADH participaria en la produccion de alcoholes superiores y/o ayudando al
mantenimiento del balance NADP/NADPH durante la fermentacion alcohélica [Van Iersel et

al., 1997].

También han sido varios los enzimas que se han caracterizado en base a su actividad 3-
metilbutanal reductasa dependiente de NADPH. Van Nedervelde y colaboradores purificaron
dos enzimas de 72 kDa y 43 kDa. Estas proteinas eran activas con una gran variedad de
aldehidos, desde aldehidos alifaticos lineales, ramificados, aldehidos aromaticos, y otros
compuestos como el metilglioxal, el diacetilo o el gliceraldehido aunque presentaban
actividades especificas no muy elevadas (alrededor de las 15 y 50 U/mg) [Van Nedervelde et
al., 1997]. La funciéon de estas oxidorredutasas estaria relacionada con la reduccion de los

carbonilos presentes en el mosto durante la fermentacion.

Recientemente se ha caracterizado un enzima de la familia de las aldocetoreductasas
(familia AKR3), Yprlp, con actividad 2-metilbutanal reductasa entre otras [Ford, G. y Ellis,
E.M., 2002]. Yprlp seria la responsable de aproximadamente la mitad de la actividad 2-
metilbutanal reductasa dependiente de NADPH presente en la célula de levadura crecida en

medio YPD.

Cinamil Alcohol Deshidrogenasas (CADH)

La lignina es un polimero que se encuentra en la pared celular de las plantas para
aportar un soporte estructural, hidrofobicidad a los elementos vasculares y defensa mecanica
contra la biodegradacion. Esta formada por la combinacion de tres mondémeros de monolignol,
p-cumaril alcohol, coniferil alcohol y sinapil alcohol, que forman diferentes tipos de enlace
entre ellos generando un polimero. La reduccion de los derivados cinamaldehidos catalizada por
las cinamil alcohol deshidrogenasas (CADH) es el ultimo paso enzimatico en la formacion de
los monolignoles. Algunas especies como Arabidopsis thaliana presentan 8 genes que

codificarian por CADH mientras que Eucalyptus gunii tan sélo presenta 3. Esta multiplicidad
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genética de la familia CADH dentro de una misma especie explica las diferencias encontradas
en la composicion de lignina a lo largo del desarrollo, entre diferentes tipos celulares y entre
subcapas de una misma pared celular. Entre diferentes especies también se encuentran
diferencias en la abundancia de los diferentes monolignoles y en su constitucion. Estos hechos
implican una regulacion en uno o varios pasos de la sintesis de la lignina, asi como una amplia
diversidad en las caracteristicas cinéticas de los enzimas que componen el sistema CADH de

una especie [Li et al.., 2001; Boudet et al., 2004].

Las cinamil alcohol deshidrogenasas (E.C. 1.1.1.195) catalizan la conversion de p-
hidroxicinamaldehidos a sus correspondientes alcoholes. Es una reaccion dependiente de
NADP(H). Tal y como se ha avanzado en esta introduccion, constituyen una familia enzimatica
perteneciente a la superfamilia de las MDRs. La primera CADH que se purificé y caracterizé
cinéticamente fue la CAD de soja [Wyrambik, D. y Grisebach, H., 1975]. Hasta la fecha se han
identificado mas de 100 proteinas pertenecientes a esta familia, lo que ha permitido realizar una

mejor clasificacion de estos enzimas.

La familia de las CADH esta formada por tres subfamilias con al menos un 36% de
identidad. Dos de estas subfamilias se ubican en el reino de las plantas (CAD y Eli3) mientras
que la subfamilia restante esta representada en bacterias y hongos (CAD-related o proteinas

emparentadas con las CAD):

*  Subfamilia CAD: son enzimas diméricos dependientes de NADP(H) que se expresan
mayoritariamente en tallos, hecho consistente con la gran lignificacion de este
organo dado que la funcidon de estas proteinas estaria en la via de sintesis de la

lignina.

»  Subfamilia Eli3: son proteinas diméricas de respuesta a ‘elicitor’ como hongos
patogenos, heridas, acido salicilico o la senescencia en hojas. Esta subfamilia
engloba a cinamil alcohol deshidrogenasas, deshidrogenasas de alcoholes aromaticos
y manitol deshidrogenasas, todas ellas dependientes de NADP(H) con una unica
excepcion para la Eli3p del apio Apium graveolens que es dependiente de NAD(H).
La funcién de estas proteinas seria la de proporcionar compuestos cinamil derivados
o fenodlicos a la pared celular en situaciones de defensa [Somssich et al., 1996] o
como sefializadores celulares [Montesano et al., 2003], y de proporcionar manitol
para bloquear los radicales libres resultantes del estrés oxidativo causado por los

hongos patogenos.
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= Subfamilia CAD-related: son proteinas con actividad dependiente de NADP(H) que
unicamente se han encontrado en bacterias, protozoos y Saccharomyces cerevisiae.
La variedad de sustratos con los que presentan actividad es consecuente con las
diferentes funciones que realizan estos enzimas. En bacteria participan en la

biosintesis de lipidos de membrana.

Alcoholes superiores en Saccharomyces cerevisiae

Cuando las células de levadura utilizan glucosa como fuente de carbono, el resultado
principal de la fermentacion es la produccion de etanol. Pero éste no es el tinico producto que se
genera, ya que podemos encontrar en el medio aunque en menor cantidad, una gran variedad de
compuestos como alcoholes, aldehidos, ésteres y acidos que son productos secundarios de dicha
fermentacion. Son los compuestos responsables de las caracteristicas aromaticas y gustativas de
vinos, cavas, cervezas y demas bebidas alcohdlicas [Ingraham, J.L. y Guymon, J.F., 1960;
Antonelli et al., 1999; Aznar et al., 2001]. Debido a sus caracteristicas organolépticas también
son muy apreciados en la industria alimentaria y de fragancias [Martinez-Anaya, M.A., 1996;

Ibanez et al., 1997; Priddy et al., 1999].

Una vez terminada la fermentacion, si se elimina el etanol por destilacidén, nos queda en
el medio toda la mezcla de alcoholes de mas de dos carbonos. Esta mezcla de alcoholes es
conocida como aceite de fusel y comprende todos los alcoholes superiores o ‘fusel alcohols’.
Los alcoholes superiores se forman en la fermentacion de todas las levaduras estudiadas hasta la
fecha. Derivan de los esqueletos carbonados de aminoacidos siguiendo la via postulada por
primera vez por Ehrlich [Ehrlich, F., 1907], de la que mas tarde se establecieron sus bases
enzimaticas [Sentheshamuganathan, S., 1960]: aminotransferasas de aminoacidos ramificados
(BCAA aminotransferasas), decarboxilasas y alcohol deshidrogenasas. Aunque esta via es la
mas importante en la formacion de los alcoholes superiores, también se ha observado su
formacion a partir de la via biosintética de formacion de los aminoacidos desde el esqueleto
carbonado de la glucosa [Ingraham, J.L.. y Guymon, J.F., 1960]. La contribucién de cada via
dependera de la composicion del medio de cultivo y de la necesidad de sintesis o degradacion de

los aminoacidos.

Cuando Ehrlich en 1907 estudi6 fermentaciones de levadura utilizando glucosa como

fuente de carbono, advirtié que la presencia de leucina y/o isoleucina incrementaba en un factor
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de 7-8 la cantidad de alcoholes superiores. Ademas esta acumulacion de productos iba ligada al
consumo de leucina. Dada la similitud estructural entre la leucina y el 3-metilbutanol, y entre la
isoleucina y el 2-metilbutanol, propuso la existencia de un enzima hidratante que catalizaria la

formacion del alcohol (Figura 6).

El hecho de que Ehrlich no observara la liberacion de amonio durante la fermentacion, le
indujo a pensar que el amonio era incorporado en las proteinas de la levadura. Posteriores
estudios le permitieron aceptar esta hipotesis para los aminoacidos leucina, isoleucina, valina,
tirosina y triptofano que llevarian a la formacion de 3-metilbutanol, 2-metilbutanol, 2-

metilpropanol, tirosol y triptofol respectivamente.

COOH OH
W + HO0 —— \//v + CO, + NH,
NH

2

Figura 6: Formacion de 3-metilbutanol a partir de su correspondiente aminoacido, la
leucina, propuesta por Ehrlich en 1907.

En 1911, Neubauer y Fromherz estudiaron la via de formacion de los alcoholes
superiores a partir de los aminoacidos y, aunque también encontraron la relacion entre el
consumo de aminoacidos y la formacion de sus alcoholes correspondientes, discreparon ante la
idea de un enzima hidratante ya que encontraron que los cetoacidos eran intermediarios del
proceso [Neubauer, O. y Fromherz, K., 1911]. Sin embargo, no fue hasta 1960 que
Sentheshanmuganathan dedujo las actividades que participan en la via de formacion de los
alcoholes superiores. Sobre trabajos con extractos libres de células demostro las actividades de
transaminacion, descarboxilacion y reduccion. No obstante, las rutas propuestas no coinciden

con los conocimientos actuales [Sentheshamuganathan, S., 1960].

También en 1960, Ingraham y Guymon que habian realizado diversos estudios de
auxotrofias en la levadura, propusieron que los alcoholes superiores no se formaban unicamente
por el catabolismo de los aminoacidos sino que también se podian producir durante el

anabolismo como sintesis de novo desde glucosa [Ingraham et al., 1961].
Por lo tanto, la ruta metabdlica de Elhrich se iniciaria con la transaminaciéon de los

aminoacidos ramificados a sus correspondientes oxoacidos ramificados mediante la accion de

las BCAA transaminasas (el amonio se une al 2-oxoglutarato formando glutamato que servira
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como donante de nitrogeno para otros compuestos celulares). El siguiente paso es la formacion
de los aldehidos ramificados a partir de sus correspondientes oxoacidos ramificados por
descarboxilacion. Finalmente, los aldehidos ramificados se reducen a sus correspondientes
alcoholes, supuestamente por la accion de las alcohol deshidrogenasas.

A bajos niveles de fuente de nitrégeno asimilable, la ruta que predomina es la
biosintética, mientras que si se aumentan los niveles de fuente de nitrogeno, la ruta metabolica
que adquiere mayor importancia es la ruta propuesta por Ehrlich como resultado de la represion
de enzimas clave en la ruta biosintética. En consecuencia, variando la fuente de nitrégeno
presente en el medio de cultivo de la levadura, se puede dirigir el metabolismo hacia la
formacion de los alcoholes superiores. Es mas, dependiendo de la fuente de nitrogeno escogida
se puede estudiar la formacion de algunos alcoholes superiores concretos aunque no sea una via
completamente unidireccional sino que se trata de un sistema mas complejo [Chen, E.C.H.,

1978].

Son muchos los estudios que se han realizado con levadura crecida con determinados
aminoacidos como fuente de nitrégeno para tratar de esclarecer los enzimas que intervienen en

cada paso de la ruta catabolica (Fig. 7).

BCAA transaminasas

En Saccharomyces cerevisiae se han identificado dos genes que codifican por BCAA
transaminasas. Se trata de BAT1 que codifica por el enzima mitocondrial y BAT2 que codifica
por el enzima citosdlico [Eden et al., 1996]. Al parecer seria Bat2p la transaminasa mas
importante en la ruta de Ehrlich ya que cepas bat2A tendrian los niveles de alcoholes superiores
disminuidos respecto a la cepa silvestre en cultivos crecidos en glucosa y seria incapaz de
producirlos cuando el etanol sustituye a la glucosa como fuente de carbono [Yoshimoto et al.,
2002; Schoondermark-Stolk et al., 2005]. Sin embargo, aunque en el genoma de Saccharomyces
cerevisiae no se haya encontrado otro gen que pudiera realizar la funcion BCAA transaminasa,
Dickinson ha propuesto la existencia de otro/s enzima/s que pudieran realizarla dado que la cepa

batlAbat2A todavia presenta actividad transaminasa en el citosol [Dickinson, J.R., 2000b].

Descarboxilasas

Se han identificado 5 genes que codifican por descarboxilasas involucradas en la
descarboxilacion de los oxoacidos a sus correspondientes aldehidos: las piruvato
descarboxilasas ya conocidas PDC1, PDC5 y PDC6, y las recién caracterizadas YDLO8OC
(KID1) y YDR380W (ARO10) [Vuralhan et al., 2005]. PDC1 es la tnica actividad piruvato
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descarboxilasa que se expresa en presencia de glucosa y constituye, por lo tanto, la actividad
piruvato descarboxilasa mas importante en la célula de levadura. PDC5 solo se expresa en
glucosa ante la falta de PDC1 [Yoshimoto et al., 2001], mientras que PDC6 no se expresa en
presencia de glucosa pero si cuando el etanol es utilizado como fuente de carbono. Aunque
todos los enzimas participan en la decarboxilacion de oxoacidos, la especificidad de sustrato de
cada proteina limita su participacion en la formacion de los diferentes alcoholes superiores. Han
sido los estudios que Dickinson y colaboradores han realizado utilizando la técnica de
resonancia magnética nuclear sobre el catabolismo de la leucina, valina e isoleucina los que han
permitido esclarecer qué metabolitos se producian como intermediarios de dichas rutas, asi
como qué descarboxilasas participaban en cada proceso. El catabolismo de la leucina a 3-
metilbutanol utilizaria como descarboxilasas a YdIO80p mayoritariamente, pero también
estarian involucrados los genes PDC1, PDC5 y PDC6 [Dickinson et al., 1997]. En el
catabolismo de la valina a 2-metilpropanol serian las 3 piruvato descarboxilasas Pdc1p, Pdc5p y
Pdc6p las tnicas responsables de la descarboxilacion a 2-metilpropanal [Dickinson et al., 1998].
Las cinco descarboxilasas participan en la produccion de 2-metilbutanol a partir de isoleucina
[Dickinson et al., 2000a]. Sin embargo, Ydl080p no estaria involucrada en la descarboxilacion
del 3-fenilpiruvato a 3-fenillactato [Dickinson et al., 2003] mientras que Ydr380p seria la tnica

descarboxilasa esencial en el catabolismo de la metionina [Perpéte et al., 2005].

Alcohol deshidrogenasas

La reduccion del aldehido ramificado a su correspondiente alcohol es el ultimo paso de
la ruta propuesta por Ehrlich. Historicamente, la hipotesis de que esta reduccion la lleva a cabo
la alcohol deshidrogenasa Adhlp es la mas extendida aunque existe un gran numero de
investigadores que dudan de la capacidad de este enzima para reducir aldehidos ramificados.
Schoondermark-Stolk y colaboradores han realizado un estudio muy reciente sobre la
produccion de alcoholes superiores en cultivos de levadura crecidos en glucosa o etanol a los
que se ha aplicado la técnica de microarrays para determinar la expresion de los genes
implicados en las diferentes condiciones. El hecho de que en glucosa la produccion de alcoholes
superiores sea mayor que en etanol, relacionaria la actividad alcohol deshidrogenasa NAD-
dependiente con la reduccion de los aldehidos ramificados como una necesidad para compensar
el balance celular NAD'/NADH, descompensado durante el alto flujo glicolitico que implica
una elevada conversion de NAD" a NADH [Schoondermark-Stolk et al., 2005]. Los estudios de
seguimiento de la actividad 2-metilpropanol y 3-metilbutanol deshidrogenasa en cepas en las
que se encontraban ausentes ADH1 y/o ADH2 han determinado que la actividad estudiada era
reflejo unicamente de la participacion de ADH1 dado que la cepa adhlA presentaba una

disminucion de la actividad de 4 veces, mientras que no se observaba ningun efecto en la cepa
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adh2A [Kusano et al., 1998]. Sin embargo, la actividad de Adhlp con los alcoholes superiores
es muy baja (4% para el 2-metilpropanol respecto a la actividad con etanol) o nula [Green et al.,
1993]. Incluso algunos investigadores han descartado completamente la participacion de ADH1
en la reduccion de aldehidos ramificados ya que no han encontrado ninguna correlacion entre la

reduccion de estos compuestos y la actividad de Adhlp [Van lersel et al., 1997].
Son todas estas dudas sobre el enzima o enzimas implicados en este tltimo paso de la

produccién de los alcoholes superiores las que nos han hecho plantearnos la posibilidad de que

alguno de los ORFs de este estudio (YCR105C y YMR318W) pudieran estar implicados.
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Decarboxilasas: Alcohol deshidrogenasas
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Figura 6: Ruta de biosintesis de los alcoholes superiores en Saccharomyces cerevisiae a partir
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OBJETIVOS



El objetivo de este trabajo es completar la caracterizacion de las ADHs de cadena media
dependientes de zinc presentes en la levadura Saccharomyces cerevisiae. Al inicio de este
trabajo eran cuatro los genes aun con funcion desconocida que cumplian todos los requisitos
para codificar por MDRs. En una anterior Tesis realizada en nuestro laboratorio se ha
caracterizado YALO60W y se ha estudiado YALO61W [Gonzalez, E., 2004], mientras que los dos
genes restantes (YCR105W y YMR318C) han sido estudiados en el trabajo que aqui se presenta.
Por lo tanto, el objetivo de esta Tesis ha sido la caracterizacion mas completa posible de las

proteinas codificadas por estos dos genes.
Obijetivos parciales:
=  Expresion de los genes YMR318C y YCR105W e identificacion de sus productos
génicos: Adh6p y Adh7p, dos nuevas alcohol deshidrogenasas de cadena media con
actividad dependiente de NADP(H).

= Purificacion y caracterizacion cinética de Adhép y Adh7p.

= Obtencidn de la estructura cristalografica de Adhép, la primera ADH de Saccharomyces

cerevisiae cuya estructura ha conseguido determinarse.

= Caracterizacion funcional de Adh6p y Adh7p. Implicacion de estos enzimas en el

metabolismo de Saccharomyces cerevisiae.
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Characterization of the Saccharomyces cerevisiae YMR318C (ADH6) gene
product as a broad specificity NADPH-dependent alcohol dehydrogenase:

relevance in aldehyde reduction

Carol LARROY, M. Rosario FERNANDEZ, Eva GONZALEZ, Xavier PARES and Josep A. BIOSCA'

Department of Biochemistry and Molecular Biology, Faculty of Sciences, Universitat Autonoma de Barcelona, E-08193 Bellaterra (Barcelona), Spain

YMR3I8C represents an open reading frame from Saccharo-
myces cerevisiae with unknown function. It possesses a conserved
sequence motif, the zinc-containing alcohol dehydrogenase
(ADH) signature, specific to the medium-chain zinc-containing
ADHs. In the present study, the YMR3I8C gene product has
been purified to homogeneity from overexpressing yeast cells, and
found to be a homodimeric ADH, composed of 40 kDa subunits
and with a pl of 5.0-5.4. The enzyme was strictly specific for
NADPH and was active with a wide variety of substrates,
including aliphatic (linear and branched-chain) and aromatic
primary alcohols and aldehydes. Aldehydes were processed with a
50-fold higher catalytic efficiency than that for the corresponding
alcohols. The highest &,/ K, values were found with pentanal >
veratraldehyde > hexanal > 3-methylbutanal > cinnamaldehyde.
Taking into consideration the substrate specificity and sequence
characteristics of the YM R318C gene product, we have proposed

this gene to be called ADHG6. The disruption of ADH6 was not
lethal for the yeast under laboratory conditions. Although S.
cerevisiae is considered a non lignin-degrading organism, the
catalytic activity of ADHVI can direct veratraldehyde and
anisaldehyde, arising from the oxidation of lignocellulose by
fungal lignin peroxidases, to the lignin biodegradation pathway.
ADHVI is the only S. cerevisiae enzyme able to significantly
reduce veratraldehyde in vivo, and its overexpression allowed
yeast to grow under toxic concentrations of this aldehyde. The
enzyme may also be involved in the synthesis of fusel alcohols.
To our knowledge this is the first NADPH-dependent medium-
chain ADH to be characterized in S. cerevisiae.

Key words: cinnamyl alcohol dehydrogenase, fusel alcohols,
lignin metabolism, veratraldehyde.

INTRODUCTION

Alcohol dehydrogenases (ADHs) catalyse the reversible oxi-
dation of alcohols to aldehydes or ketones with the corresponding
reduction of NAD* or NADP*. They are grouped into at least
three families of enzymes; (1) medium-chain dehydrogenases/
reductases (MDRs), containing approx. 350 residues per sub-
unit; (2) short-chain dehydrogenases/reductases (‘SDR’), with
approx. 250 residues per subunit; and (3) iron-activated ADHs
[1,2]. MDRs constitute a wide protein family with many different
enzymic activities, including, among others, alcohol dehydro-
genase, polyol dehydrogenase, glutathione-dependent formal-
dehyde dehydrogenase, cinnamyl alcohol dehydrogenase and
quinone oxidoreductase activities [3]. Although some of the
MDRs contain zinc and use this metal in the catalytic reaction,
others, such as quinone oxidoreductases, do not.

The recent completion of several genome projects has allowed
the search of putative MDRs to be carried out among the
deduced open reading frames (ORFs). Thus the Escherichia coli,
Saccharomyces cerevisiae, Drosophila melanogaster and Caenor-
habditis elegans genomes have been screened for MDRs [4,5].
The analysis of the yeast genome for typical patterns of MDRs
revealed 17 genes, which appeared to be members of this protein
family [4].

MDRs that use zinc in their catalytic reaction possess a
sequence motif known as the zinc-containing ADH signature
[GHEX,GX,(G,A)X,(L,V,A,C,S); single amino acid residue no-

tation, and where X is any amino acid residue] [6,7], including a
histidine residue that is one of the ligands of the catalytic zinc. In
a previous report [8], we used this motif to identify MDRs with
zinc-dependent ADH activity in S. cerevisiae. The survey revealed
12 sequences with nine representing known MDR genes, in-
cluding ADH1 [9], ADH2 [10-12], ADH3 [13], ADHS5 [14], SFA1
[15-17], SORI [18], YDL246C (possessing 99 9, identity with
SORI), XYL2 (a xylitol dehydrogenase) [19] and BDHI {a
(2R, 3R)-2,3-butanediol dehydrogenase [8]}, and three putative
ADHs with unknown function. The three MDR genes with un-
known function were YALO6IW (519, sequence identity with
BDHI), YMR318C and YCRIO5W (64 9, identity between them).
Among these 12 sequences, only YMR318C and YCRI05W have
the characteristics of an NADPH-dependent ADH. The five
additional sequences found by Jornvall et al. [4] are most probably
MDRs that do not use zinc in their catalytic reaction.

In the present study, we report the characterization of a novel
MDR gene, YMR3I8C, from the S. cerevisiae genome. In order
to identify its function, the gene was overexpressed and the
resulting enzyme was purified to homogeneity and its enzymic
activity characterized. The enzyme was active towards a wide
spectrum of linear, branched-chain and aromatic primary alco-
hols and aldehydes using NADPH as the coenzyme. These
results demonstrate that YMR318C encodes an NADPH-de-
pendent ADH. Further analysis, including the use of a null
mutant strain, has been performed to determine its role in S.
cerevisiae metabolism.

Abbreviations used: ADH, alcohol dehydrogenase; AspADH, Acinetobacter sp. strain M-1 ADH; Ateli3-2, Arabidopsis thaliana ELI3; bcADH,
branched-chain ADH; CAD, cinnamyl ADH; DTT, dithiothreitol; EQCAD2, Eucalyptus gunni CAD2; IEF, isoelectric focusing; MDR, medium-chain
dehydrogenase/reductase; MM, minimal medium; MbADH, Myobacterium bovis BCG ADH; ORF, open reading frame; Pceli, Petroselinum crispum ELI3;

ScADHI Saccharomyces cerevisiae ADHI; ZmCAD2, Zea mays CAD2.

" To whom correspondence should be addressed (e-mail josep.biosca@uab.es).
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EXPERIMENTAL
Materials

Restriction enzymes, T4-DNA ligase and alkaline phosphatase
were from Roche Biochemicals (Mannheim, Germany) and
Amersham Biosciences (Uppsala, Sweden). DNA Vent poly-
merase and HindIIl linkers were from New England Biolabs
(Beverly, MA, U.S.A.). The DNA oligonucleotides were synthe-
sized and purified by Amersham Biosciences. Bacterial and yeast
media were from Difco (Detroit, MI, U.S.A.) and US Biological
(Swampsoncott, MA, U.S.A.). DEAE-Sepharose fast flow was
from Sigma (St Louis, MO, U.S.A.); hydroxyapatite Biogel HT
was from Bio-Rad (Hercules, CA, U.S.A.); Red Sepharose
DL-6B and Superdex 200-HR were from Amersham Biosciences.
NADP* (disodium salt) and NADPH (tetrasodium salt) were
from Sigma. Alcohol and aldehydes substrates were ob-
tained from Sigma, Aldrich (Saint Louis, MO, U.S.A.) or Fluka
(Buchs, Switzerland), and were of the highest available quality.

Yeast and bacterial strains, and plasmids

For cloning procedures the E.coli XL1-Blue strain from Strata-
gene (La Jolla, CA, U.S.A.) was used. The S. cerevisiae yeast
strain FY834a [20] was used to amplify the YM R318C gene (now
designated ADHG; see the Results section) by PCR. The galac-
tose-inducible E. coli-yeast shuttle vector pYes2 (Invitrogen,
Groningen, The Netherlands), carrying the URA3 selection
marker and the promoter and upstream activating sequences of
GALI, was used to clone and overexpress the YMR318C gene in
the protease-deficient yeast strain BJ2168 [21]. The pAAHS
vector, generously provided by Dr Benjami Pifia (Department de
Biologia Molecular i Cellular, Centre de Investigacio i Desenvo-
lupament, Barcelona, Spain), was used to overexpress the YMR
318C gene product in medium containing glucose as the sole
carbon source. This vector contains the LEU?2 selection marker
and the ADH I promoter and terminator regions. The pCRscript
vector (Stratagene, La Jolla, CA, U.S.A.) was used to make the
construct to disrupt the YMR3I8C gene in yeast. E. coli was
grown at 37 °C in Luria—Bertani broth supplemented with
50 pg/ml ampicillin to select for the desired plasmid constructs.
Yeast cells were grown at 30 °C in minimal medium (MM) in the
absence of leucine or uracil, further supplemented with 29,
(w/v) glucose or galactose to allow for the selection and induction
of the yeast transformed with the pAAHS or pYes2 constructs
respectively. Other media used for yeast growth were YPD [1 %,
(w/v) yeast extract, 2%, (w/v) peptone and 29, (w/v) glucose]
and YPD with various concentrations of veratraldehyde.

Informatic programs

Amino acid sequence similarities were identified using the non-
redundant version of the Swiss-Prot database, the translated
version of the EMBL nucleotide sequence database (" TREMBL’)
and the FASTA search program [22]. The protein alignment was
obtained using the GCG package [23].

Cloning methods
All DNA manipulations were performed under standard condi-
tions as described previously [24,25].

Amplification of YMR318C

The YMR318C gene was amplified in a PCR reaction using
genomic DNA from the strain FY834« as the template and the
oligonucleotides, 5'-GGCGGATCCATCATGTCTTATCCTG-
AGAAATTTGAAGG-3"and 5'-GGGCTCGAGCTAGTAAA-

© 2002 Biochemical Society

ATTCTTTGTCG-3', as primers. These primers were designed
to introduce a BamHI site at the 5" end and a Xhol site in the 3’
end. The PCR reaction was started by heating the reaction
mixture (1 M each primer, 200 xM dNTPs and 3 mM MgSO,)
for 5 min at 95 °C prior to the addition of 10 units/ml of Vent
DNA polymerase. This was followed by 30 cycles of 1 min at
95°C, 1 min at 59 °C and 1 min of extension at 72 °C.

Construction of the pYes2-YMR318C and pAAHS-YMR318C vectors

The amplified PCR fragment, containing YMR318C flanked by
BamH1/ Xhol sites, was purified from an agarose gel and digested
with BamHI and Xhol. This insert was subcloned into the pYes2
vector that had been digested with BamHI and Xhol. The
resulting construct was named pYes2-YMR318C. The construct
was sequenced in both directions (Oswell DNA Services, South-
ampton, U.K.) to verify that there had been no mutations
introduced by the PCR reaction.

To subclone YMR3I8C into the unique site of pAAHS,
pYes2-YMR318C was digested with Xhol and, after making
blunt-ends and ligating HindIII linkers, the vector was digested
with HindIIl and the resulting insert subcloned into HindIII-
digested pAAHS. The construct was named pAAHS-YMR318C.

Construction of yeast strains overexpressing the YMR3718C gene
product

The yeast strain BJ2168 was grown in YPD media and trans-
formed with the corresponding plasmids using the lithium acetate
method [26]. Transformants were selected in MM supplemented
with auxotrophic requirements [25] in the absence of uracil or
leucine for pYes2 or pAAHS5 plasmids respectively.

Purification of the YMR378C gene product

All purification steps were carried out at 4 °C. BJ2168 [pYes2-
YMR318C]cellswereinoculatedinto 5 litres of MM supplemented
with 2 9, (w/v) galactose and auxotrophic requirements [25] with
the exception uracil. Following incubation for 2 days, 23 g of
cells were obtained and resuspended in 1 vol. of buffer A [20 mM
Tris/HCI (pH 7) and 2 mM dithiothreitol (DTT)]. The crude
extract was prepared with glass beads of 0.5 mm diameter on
a bead-beater (Biospec Products, Bartlesville, OK, U.S.A.), with
4 x 1 min periods of disruption alternating with 3 x 1 min cooling
periods. Glass beads were washed with 1 vol. of buffer A and the
homogenate was centrifuged at 29000 g for 1 h at 4 °C. The
supernatant was collected and dialysed against buffer A overnight
at 4 °C. The dialysed extract was applied at 45 ml/h on to a
DEAE-Sepharose column (2.4 cm x 21.5 cm) equilibrated with
buffer A. The column was washed with 10 vol. of buffer A and
the enzyme was eluted with a linear 0-0.3 M NaCl gradient in
buffer A (600 ml). Fractions (5 ml) were collected and those with
enzymic activity were pooled and concentrated to 12.5 ml using
an Amicon concentrator (Danvers, MA, U.S.A.). The samples
were directly loaded at 20 ml/h on to a hydroxyapatite column
(1.5 cm x 13 cm) equilibrated with buffer B [10 mM potassium
phosphate buffer (pH 7) and 0.5 mM DTT]. The column was
washed with 200 ml of buffer B and the enzyme was eluted with
a linear 10400 mM KH,PO, gradient in buffer B. The activity
peak was collected and concentrated to 8 ml. The enzyme was
loaded on to a PD-1 column (Amersham Pharmacia Biotech)
equilibrated with a solution of 20 mM Hepes (pH 7.0) and
0.5mM DTT (buffer C). The eluted protein was loaded at
35 ml/h on to a Red Sepharose column equilibrated with buffer
C. The column was washed with 250 ml of buffer C and the
enzyme was eluted with a linear 0-2.5 mM NADP* gradient in
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buffer C. Fractions (5ml) were collected and the purified
Ymr318p fractions were pooled and concentrated. Finally, the
cofactor was removed by applying the purified protein on to
a Superdex 200-HR gel-filtration column (1 cm x 30 cm) con-
nected to a Waters HPLC System, and the chromatography was
performed in buffer D [50 mM sodium phosphate buffer
(pH 7.0), 0.15 M NaCl, 0.5 mM DTT and 209, (v/v) glycerol]
at 0.4 ml/min. The pure protein was stored at —20 °C in buffer
D. Protein concentration was determined by the Bradford
method [27] using Bio-Rad protein assay reagents and BSA as the
standard. The molecular mass of the purified enzyme was
determined using the Superdex 200-HR gel-filtration column
equilibrated with buffer D. Purified enzyme (45 xg) was loaded
on to the column and the molecular-mass determined following
calibration with gel-filtration molecular-mass markers (Sigma).

Enzyme activity

Enzyme activities were determined spectrophotometrically at
25 °C using a Cary 400 spectrophotometer (Varian, Sunnyvale,
CA, U.S.A)). The activities towards different aldehydes were
assayed in 0.6 ml reaction mixtures containing 33 mM sodium
phosphate buffer (pH 7.0), 0.5 mM NADPH and 1 mM aldehyde
(in 0.2 cm pathlength cuvettes). The decrease in 4,,, was followed
to assess the enzymic activity towards most of the aldehydes, but
at A, when cinnamaldehyde or veratraldehyde were the sub-
strates, and at A4,,, for coniferaldehyde and sinapaldehyde. The
molar absorption coefficients (¢) used at pH 7.0 were: ¢,,, =
6.22mM™ - em ™' and ¢, = 3.51 mM ™ - cm™! for NADPH, ¢,
=771mM™*-cm™ for wvanillin plus NADPH, ¢, =
2.64mM™-cm™ for coniferaldehyde and e,,, =2.00 mM™ -
cm™ for sinapaldehyde. The activities with the alcohols were
tested in 1 ml reaction mixtures containing either 0.1 M glycine
(pH 10) or 33 mM sodium phosphate buffer (pH 7.0) with 1.2 mM
NADP and 10 mM alcohol (in 1 cm pathlength cuvettes). Activi-
ties were measured at A4,,, (following the reduction of NADP)
for most of the alcohols, but at A, for the oxidation of
cinnamyl alcohol and A4,,, for the oxidation of coniferyl
alcohol (g5, = 27.5mM™" - cm™ at pH 10.0).

The influence of pH on the enzymic activities was carried out
using either 33 mM sodium phosphate buffer (pH 6-7.5), 33 mM
sodium pyrophosphate (pH 8-9) or 0.1 M glycine (pH 10-11).
The substrates used were 1 mM cinnamaldehyde and 0.5 mM
NADPH for the aldehyde reduction reaction, and 10 mM cin-
namyl alcohol and 1.2 mM NADP* for the alcohol oxidation
reaction. One unit of activity corresponded to 1 zmol of NADPH
formed per min.

The steady-state parameters were determined by fitting the
initial rates to the Michaelis—Menten equation using the non-
linear regression program Grafit 3.0 (Erithacus Software Ltd.,
Horley, Surrey, U.K.). The kinetic constants are expressed as the
mean+ S.E.M. of at least three separate experiments.

Disruption of the YMR318C gene

The inactivation of the YM R318C gene was carried out by one-
step gene disruption [28] with the TRP! gene as a marker. The
YMR318C gene was subcloned into the pCRscript vector
(pCR-YMR318C) and the resulting construct was digested with
two internal Ndel and Ncol restriction sites, releasing a 262 bp
fragment. TRPI was obtained by digesting the YDpW plasmid
[29] with BamHI and, after making blunt-ends, it was inserted
into the Ndel/Ncol sites of the digested pCR-YMR318C con-
struct. The resulting plasmid was used as template to amplify by
PCR the truncated ymr318c gene carrying the TRPI marker. The
amplified linear fragment, containing TRP! flanked by homo-

logous sequences to YMR3I8C, was used to transform the
yeast strain BJ2168. The transformants were identified by growth
on selective medium lacking tryptophan [25]. PCR analysis was
carried out to confirm whether the replacement had occurred at
the YMR318 locus. The resulting ymr318c::TRPI strain was
named BJI18.

Expression of Ymr318p in alternative carbon sources

Yeast strains BJ2168 and BJ18 (ymr318cA; designated adh6A in
the Results section) were grown in 2%, (w/v) yeast extract, 2 %,
(w/v) peptone and either 29, (w/v) galactose, 2% (W/V)
raffinose, 3 9, (v/v) glycerol or 3 9%, (v/v) ethanol, and harvested
in the exponential phase. After preparing the respective crude
extracts, the enzymic activities towards the reduction of cinnam-
aldehyde in the presence of NADPH was measured and compared
with the activities of the crude extracts of the same yeast strains
grown in glucose. To ascertain whether the measured activities
were due to the Ymr318p, equal amounts of protein from the
crude extracts were analysed by native PAGE along with purified
Ymr318p. The protein bands associated with NADPH-depen-
dent reductase activity present in the gel were visualized using the
method of Seymour and Lazarus [30]. The position of Ymr318p
in the native gel was displayed by incubating the gel with 1 mM
NADPH in 20 mM BisTris buffer (pH 7) and placing the gel in
contact with a filter paper soaked in 10 mM pentanal. Gels were
exposed to UV light and analysed for the disappearance of
fluorescence, indicating the conversion of NADPH to NADP.

Elimination of veratraldehyde from yeast cultures

Cultures of BJ2168[pAAHS] (wild-type), BJIS[pAAHS] (null
mutant) and BJI§[pAAHS-YMR318C] (overexpressing
YMR318C in glucose medium) were grown in MM with glucose
as the carbon and energy source and in the absence of leucine to
select for the plasmids. When the D,,; was 0.1, various con-
centrations of veratraldehyde (3, 5, 10 and 20 mM) were added.
The growth curves were monitored by measuring the D, and
the degradation of veratraldehyde by following the disappearance
of veratraldehyde at its maximum absorption wavelength (4,,,),
as described previously [31].

Electrophoretic analysis

SDS/PAGE was performed as described previously [32] using
129, (w/v) acrylamide gels and the proteins were stained with
silver nitrate. To ascertain the positions of the activity bands,
proteins were separated by native PAGE on 7 9, (w/v) acrylamide
gels or by isoelectric focusing (IEF) [33] and the gels incubated
in a solution containing 100 mM pentanol, 1.2 mM NADP",
0.1 mg/ml 5-methylphenazine methosulphate and 0.2 mg/ml
Nitro Blue Tetrazolium (pH 8.6).

RESULTS

The YMR318C gene product is a member of the zinc-containing
medium-chain ADH family

We have previously reported [8] that YM R318C from S. cerevisiae
contains the GHEX,GX,(G,A)X,(I,V,A,C,S) sequence motif
present in the zinc-containing medium-chain ADHs. A search
performed with Ymr318p using the non-redundant Swiss-Prot
database revealed over 509, similarity to two recently charac-
terized bacterial ADHs from Myobacterium bovis BCG
(MbADH) [34] and Acinetobacter sp. strain M-1 (AspADH) [35]
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310 320 330
AspADH QVELFPM. .sqnmzzgrmﬂscqnxﬂ
320
ScADHI PIKVV. GLSTLPEIYEKMEKGQIVGEYWETSK
350

HLADH PLITHVLP?EKI@:GFDLRSGE s:ﬂ-rn.-rr

Figure 1 Alignment of S. cerevisiae ADHVI, encoded by the gene YMR318C (ADH6), and related members of the MDR family

The alignment was obtained by using the PILEUP program. Residues in black boxes are identical, whereas those in grey boxes are similar, in at least six of the nine sequences aligned. The open
arrows mark the amino acids involved in the binding of the ‘catalytic zinc’, whereas the solid arrows indicate the cysteine residues involved in the binding of the *structural zinc’. Ser?® (using
the numbering of horse liver ADH-EE) is characteristic of the NADPH dependent medium-chain ADHs. Protein sequences structurally related to the CADs are: SCADHVI, Pceli3, Ateli3-2, EgCAD2,
ZmCAD2, MbADH and AspADH. The sequences SCADHI and horse liver ADH-EE (HLADH) are also shown. Pceli3 and Ateli3-2 are two enzymes implicated in defence reactions, whereas
EgCAD2 and ZmCAD? are two enzymes directly involved in the biosynthesis of lignin.
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and with several plant cinnamyl ADHs (CADs); Petroselinum
crispum ELI3 (Pceli) [36], Arabidopsis thaliana ELI3 (Ateli3-2)
[37], Eucalyptus gunni CAD2 (EgCAD?2) [38] and Zea mays
CAD2 (ZmCAD?2) [39]. A multiple sequence alignment between
these proteins is shown in Figure 1, which also includes the
S. cerevisiae ADHI (ScADHI) sequence. The horse liver
ADH-EE enzyme (HLADH) was used as a standard for number-
ing. The YMR318C gene product had a characteristic feature
of NADPH-dependent ADHs, namely a serine residue at position
223 instead of the aspartate or glutamate residues found in the
coenzyme-binding site of the NADH-dependent ADHs (for
example, SCADHI and ADH-EE). Ser**® is characteristic of
some previously described NADP*-dependent ADHs, such as
Pceli3, Ateli3-2, EgCAD2 and ZmCAD?2 (Figure 1) [36-39].

Overexpression of the YMR318C gene product

The pYes2-YMR318C plasmid, where the expression of YMR
318C was under the control of galactose, was employed to
overexpress YMR3I8C in the protease-deficient yeast strain
BJ2168. In order to confirm the expression and to follow the
purification of the enzyme, a specific substrate was needed.
Given the 37 9, sequence identity existing between Ymr318p and
different CADs, BJ2168 homogenates were assayed with some of
the known substrates for CAD in the presence of NADPH.
BJ2168 transformed with the pYes2 plasmid (BJ2168[pYes2])
served as a control. The crude extract from BJ2168[pYes2-
YMR318C]had a 50-fold higher specific activity towards cinnam-
aldehyde than the BJ2168[pYes2] crude extract (3.9 units/mg
versus 0.06 unit/mg). The crude extract from the YMR3I8C-
overexpressing strain also had a 5-10 fold increase in specific
activity towards various alcohols and aldehydes (see below)
when compared with the non-overexpressing strain.

Overexpression of YMR3I8C was also confirmed by IEF
followed by activity staining with 100 mM pentanol and NADP".
With equal amounts of protein extracts loaded on to the gel, the
overexpressing strain displayed an increased NADP-dependent
pentanol dehydrogenase activity when compared with the non-
overexpressing strain (results not shown). This increase in activity
was associated with a protein band with a mobility identical to
that of the purified protein in the IEF gel. Taking into account
the substrate and cofactor specificity of the enzyme (see below),
and its structural relationship with previously identified yeast
ADHs, we designated the YMR3I8C gene as ADHG6 and its
protein product as ADHVI.

Purification and properties of ADHVI

The cinnamaldehyde reduction reaction with NADPH as a
cofactor was the chosen to follow the purification of ADHVI.
The protein was purified to homogeneity by the following
protocol; the supernatant of the crude extract was fractionated
by separation on a DEAE-Sepharose column followed by
hydroxyapatite and Red-Sepharose columns. NADP was used to
elute ADHVI from the dye-affinity chromatography and was
then itself removed by HPLC gel-filtration chromatography.
This purification step led to an increase in the specific activity
towards cinnamaldehyde, presumably due to the elimination
of NADP that inhibited the NADPH-dependent reduction of
cinnamaldehyde. Starting with 23 g of BJ2168[pYes2-YMR
318C] cells overexpressing ADH6, 1 mg of pure ADHVI was
obtained (representing a 26 9, yield), with a specific activity of
the pure enzyme towards cinnamaldehyde of 183 units/mg (Table
1). The enzyme was stored at —20 °C in 209, (v/v) glycerol and
no loss of activity was detected over 1 month.

Table 1

ADHVI was purified from 23 g of yeast cells overexpressing ADH6 and the activity after each
purification step was measured in 33 mM sodium phosphate buffer (pH 7.0) containing 1 mM
cinnamaldehyde and 0.5 mM NADPH. One unit of enzyme activity corresponds to 1 zmol of
NADP formed per min.

Purification of S. cerevisiae ADHVI

Protein  Total activity ~ Specific activity Purification  Yield
(mg) (units) (units/mg of protein)  (fold) (%)
Crude extract 183.0 mnr 39 1 100
DEAE Sepharose 345 702 20.3 5.2 98
Hydroxyapatite Al 231 324 8.3 32
Red Sepharose 12 123 106 271 17
Superdex 200-HR 10 183 183 47.0 26

Z 20 7 20 AF°

MeO' OMe OMe

OH OH

Cinnamaldehyde

Sinapaldehyde Coniferaldehyde

E/O /o /o /O
OMe OMe

OMe OMe OH
Benzaldehyde Vaniilin

Anisaldehyde Veratraldehyde

Figure 2 Chemical structures of several

S. cerevisiae ADHVI

aldehyde substrates of

Upper row: the structures of cinnamaldehyde and related compounds. Sinapaldehyde and
coniferaldehyde, together with p-coumarylaldehyde (not shown), are the precursors of the
corresponding cinnamyl alcohols that are the immediate precursors of lignin. Lower row:
the structures of benzaldehyde and several derivatives. Anisaldehyde, veratraldehyde and
vanillin are produced in the lignin biodegradation pathway.

Analysis by SDS/PAGE and subsequent silver nitrate staining
showed a single band of approx. 40 kDa, which was close to the
predicted molecular mass from the amino acid sequence
(39613 Da). The native molecular mass was 71.3 kDa, as de-
termined by gel-filtration chromatography. This result was also
confirmed by native PAGE using gradient gels with 8-259,
(w/v) acrylamide. Thus the enzyme appeared to be a homodimer.

IEF experiments, followed by activity staining, revealed a
major protein band of pI 5.4 and a minor band of pl 5.0 for the
purified enzyme (results not shown).

ADHVI substrate specificity and kinetic parameters

The substrate specificity of the pure protein was tested with a
broad range of aldehydes and alcohols (Figure 2 and Table 2).
For the reduction reaction, the enzyme was active towards all of
the aromatic and aliphatic (linear and branched-chain) alde-
hydes tested. Although the enzyme was very active towards
aromatic aldehydes, such as cinnamaldehyde, benzaldehyde
and substituted benzaldehydes, such as veratraldehyde and p-
anisaldehyde, remarkably, it exhibited low activity towards
substituted cinnamaldehydes, such as coniferaldehyde and sina-
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Table 2 Substrate specificity of S. cerevisiae ADHVI

Reduction activities were measured in 33 mM sodium phosphate buffer (pH 7.0) containing
1 mM substrate and 0.5 mM NADPH. The activity towards cinnamaldehyde was taken as 100 %
with the specific activity being 183 units/mg of protein. Oxidation activities were measured in
0.1 M glycine at pH 10.0 containing 10 mM substrate (except for octanol where 1 mM was
used) and 1.2 mM NADP*. ND; not detected.

Table 3 Kinetic parameters of S. cerevisiae ADHVI

Enzymic activities were measured in 33 mM sodium phosphate buffer (pH 7.0) containing
0.5 mM NADPH or 1.2 mM NADP* (for the reduction and oxidation reactions respectively).
NADP and NADPH kinetics were performed with 10 mM cinnamyl alcohol and 1 mM
cinnamaldehyde respectively. No saturation could be reached up to 0.5 M ethanol, 0.4 M
pentanol or 0.19 M 3-methylbutanol at pH 10.

Reduction Relative Activity Oxidation Relative Activity Substrate K, (MM) Ky (min™") ke Ky (MM - min™")
Cinnamaldehyde 100 Cinnamy! alcohol 100 Cinnamaldehyde 0.172+0.012 18400 4600 107200 + 8600
Sinapaldehyde 3 Coniferyl alcohol 27 Veratraldehyde 0.07340.003 15800+ 140 217800+ 9470
Coniferaldehyde 10 Benzy! alcohol 45 Hexanal 0.152+0.017 212704920 139950+ 16780
Benzaldehyde 72 Ethanol 4 Pentanal 0.060 4 0.009 22700+190 380300+ 57830
Veratraldehyde 82 Propanol 7 3-Methylbutanal 0.129+0.035 140004670 109000 + 30440
Anisaldehyde 72 Butanol 24 NADPH 0.02940.003

Vanillin 57 Pentanol 89 Cinnamy! alcohol 0.436 +0.029 884490 2028 4247

Propanal 21 Hexanol 154 Hexanol 91+24 640492 1+24

Butanal 57 Octanol 52 *Cinnamy! alcohol 0.700+0.120 4200+ 60 600041000

Pentanal 109 2-Methylpropanol 1 *NADP* 0.061 +0.002

:Z;?;:;l gg gmtmm;hnugfnm 1; * Activities measured in 0.1M glycine (pH 10.0).

Octanal 84 2-Butanol 2

2-Methylpropanal 67 2-Propanol ND

2-Methylbutanal 92 1,2-Propanediol ND

3-Methylbutanal 84 1,2-Butanediol ND

trans-2-Nonenal 39 1,3-Butanediol 2 . .

4-Hydroxynonenal 30 1 4-Butanediol 4 at the ADHG6 locus resulted in a gain of approx. 500 bp for the
Furfural 27 2,3-Butanediol ND mutants due to the insertion of TRPI, which was bigger than
Methylglioxal ND Eugenol ND the fragment removed. The disruption of ADH6 was not lethal
Acstone ND for S. cerevisiae when grown in YPD medium. Native PAGE
Cyclohexanone ND

paldehyde. The enzyme had no activity with ketones, such as
acetone or cyclohexanone. The specificity towards alcohols
followed a similar pattern as for the aldehydes. Linear and
branched-chain primary alcohols were substrates, whereas very
low activity was found with secondary alcohols, such as butan-
2-ol. The enzyme was inactive towards vicinal diols, such as 1,2-
propanediol and 1,2-butanediol. For the aliphatic substrates, the
activity increased with the length of the carbon chain until it
reached five to six carbons. A further increase of the chain length
produced a lower activity.

The maximum reduction activity with cinnamaldehyde was at
pH 7.0, whereas the activity for the oxidation of cinnamyl
alcohol increased steadily from pH 6-11 (results not shown).
Kinetic parameters are given in Table 3. The highest catalytic
efficiencies were observed for pentanal and veratraldehyde,
although they were 2-3-fold lower for cinnamaldehyde, hexanal
and 3-methylbutanal. When both reactions were monitored at
pH 7.0, the oxidation of cinnamyl alcohol showed a catalytic
efficiency 50-fold lower than for the reduction of the cor-
responding aldehyde. These values indicate that the major
function of ADHVI is as an aldehyde reductase, rather than
an alcohol dehydrogenase. The enzyme specifically required
NADPH, which could not be substituted by NADH. Thus the
activity displayed with NADH was < 59, of the activity with
NADPH in both the reduction (with 0.5 mM cofactor) and
oxidation (with 5 mM cofactor) reactions.

Construction of a null mutant adh6A strain

The disruption of ADH6 with the TRPI marker [28] led to a
null mutant adh6A strain. The isolation of genomic DNA from
the adh6A strain, followed by PCR analysis, confirmed that the
disruption had occurred at the A D H6 locus. Specific amplification
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showed that the null mutant adh6A strain did not display the
activity band corresponding to ADHVI, whereas the wild-type
strain did (results not shown).

Activity of ADHVI on alternative carbon sources

The specific activity of ADHVI from the yeast cells grown in
raffinose was similar to that in yeast cells grown in glucose. The
cells grown in galactose displayed a 3-fold increase in NADPH-
dependent cinnamaldehyde reductase specific activity, which was
due to the induction of ADHVI. When the cells were grown in
glycerol, their NADPH-dependent cinnamaldehyde reductase
specific activity increased approx. 4-fold with respect to the cells
grown in glucose, although ADHVI expression was similar. The
increase in activity was due to the induction of other enzymes
with cinnamaldehyde reductase activity as visualized by PAGE
analysis (results not shown). With ethanol as the carbon source,
there was an approx. 159% decrease in the level of ADHVI
activity, whereas at least one other enzyme with NADPH-
dependent cinnamaldehyde reductase activity was induced (re-
sults not shown).

Yeast growth in medium containing veratraldehyde

The cell growth of the yeast strains BJ2168[pAAHS5] (wild-type
ADHG6), BJ1S§[pAAHS] (isogenic to BJ2168, but containing
adh6A) and BJI§[pAAHS-YMR3I8C] (overexpressing ADH6
when grown in glucose) was followed in synthetic complete
medium containing glucose [25] and various concentrations of
veratraldehyde, a relevant compound in the ligninolysis pathway.
Under these conditions, a specific activity of 7.9 units/mg of
protein was obtained for the extract from BJ18[pAAHS-
YMR318C], as opposed to 0.06 unit/mg obtained when ADH6
was under the control of its own promoter in the wild-type yeast
strain (BJ2168[pAAHS5]). The specific activities of ADHVI from
the wild-type cells (grown until mid-exponential phase) in the
absence and presence of 5mM veratraldehyde were similar
(Figure 3). This result indicated that there was no induction of
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Figure 3 Veratraldehyde elimination and growth curves of different yeast strains at various concentrations of veratraldehyde

Cultures of BJ2168[pAAH5] (wild-type for ADH6; O), BJ18[pAAHS] (the null mutant adh6A; /) and BJ18[pAAHS- YMR318C] (strain overexpressing ADHG; ) were grown in synthetic complete
medium with 2% (w/v) glucose in the absence (A) or presence of 3 (B), 5 (C), 10 (D) or 20 mM (E) veratraldehyde. Growth curves (solid lines) and veratraldehyde concentrations (dashed lines)

are shown for each culture.

ADHVI by veratraldehyde. The disappearance of veratraldehyde
from the media was monitored spectrophotometrically. As shown
in Figure 3, the adh6A strain (BJ18[pAAHS]) was unable to
eliminate veratraldehyde at any concentration used over a 30 h
time period. In contrast, the wild-type (BJ2168[pAAHS]) and
ADHG6-overexpressing strains (BJ18[pAAHS5-YMR318C])) elim-
inated the aldehyde when it was present at 3, 5 and 10 mM in the

culture medium (Figures 3B-D). At 20 mM veratraldehyde,
however, only the strain overexpressing ADH6 eliminated the
aldehyde significantly (Figure 3E).

Veratraldehyde decreased the growth rate of the adh6A strain
at all the concentrations used, suggesting a toxic effect of this
aldehyde (Figure 3). At 3mM and 5 mM veratraldehyde, the
growth rates and the level of growth were reduced in the adh6A
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strain but not in the wild-type and A D H6-overexpressing strains.
The growth of these two strains with 3 mM and 5 mM vera-
traldehyde did not significantly differ from the controls without
the aldehyde. At 10 mM veratraldehyde (Figure 3D), the reduc-
tion in growth rate and in the level of growth was also observed
for the wild-type strain, but not for the 4D H6-overexpressing
strain. At 20 mM veratraldehyde, the inhibitory effect on yeast
growth was observed for all strains. When a stationary culture of
adh6A yeast cells, grown in 10 mM veratraldehyde, was observed
by phase-contrast microscopy, a large number of enlarged and
aggregated cells were observed. This was in contrast with the
normal shape of most of the adh6A cells during the stationary
phase without the aldehyde (results not shown).

It is apparent that there is a direct relationship between the
growth rate and the veratraldehyde-elimination capacity of
the yeast strains provided by ADHVI expression at the high
concentration of aldehyde (Figure 3). These results also indicate
that ADHVI is the only enzyme capable of significantly elimi-
nating veratraldehyde in S. cerevisiae in vivo.

DISCUSSION

In a previous study [8], we had predicted, based on protein
sequence comparisons, that the YMR318C gene product from
S. cerevisiae would exhibit characteristics of the zinc-containing
MDR family, and suggested it as a putative NADPH-dependent
CAD. Recently, a phylogenetic tree constructed from all MDRs
identified in C. elegans, D. melanogaster, S. cerevisiae and E. colli,
placed the YMR3I8C gene product as an MDR related to
CADs [5]. The multiple sequence alignment in Figure 1 shows that
Ymr318p (now named ADHVI), exhibits characteristics of the
zinc-containing MDR enzymes, such as conservation of Gly®,
Gly™, Gly” and Gly®¢ (after the horse liver ADH-EE numbering)
in the substrate-binding domain, and Gly'?®, Gly?*!, Gly*** and
Gly?*¢ in the coenzyme-binding domain. It also has the three
residues normally involved in the binding of the catalytic zinc
and the four cysteine residues involved in the binding of the so-
called ‘structural zinc’ (Figure 1). Although the presence of an
aspartate or glutamate residue at position 223 is characteristic of
NADH-dependent ADH [40-42], a serine residue at this position,
as in ADHVI, has been assigned to NADPH-dependent ADHs
[38]; a finding that has been confirmed from its kinetic properties
in the present study.

To further classify ADHVI in the MDR family, we have
aligned the sequence of the enzyme with the three most closely
related types of proteins in the databases. All are MDRs and
structurally related to CADs, including (1) Pceli3 [36] and
Ateli3-2[37], as representatives of the CADs implicated in defence
mechanisms (both enzymes are expressed in response to elicitors
in plant defence reactions); (2) EgCAD2 and ZmCAD2, as
representatives of the CADs directly involved in the biosynthesis
of lignin [43,44]; and (3) MbADH and AspADH, two bacterial
ADHs structurally similar to CADs. While MbADH may have
arole in the biosynthesis of the cell envelope lipids [34], AspADH
appears to play a role in the metabolism of alkanes [35].

The homologous overexpression of the ADH6 gene product,
ADHVI, has allowed its purification to apparent homogeneity.
Its appears to have a dimeric structure with the molecular mass
of each subunit being 40 kDa. The purified ADHVI shows a
strict specificity for NADPH and accepts a wide range of
compounds as substrates, including linear and branched-chain
primary alcohols and aldehydes, substituted cinnamyl alcohols
and aldehydes as well as substituted benzaldehydes and their
corresponding alcohols. The highest catalytic efficiencies, k., /
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K _, were found for pentanal and veratraldehyde, whereas
k../K, values for the oxidative reactions were 1-2 orders of
magnitude lower. The specificity of the substrate and cofactor
strongly supports the physiological involvement of ADHVI in
aldehyde reduction rather than in alcohol oxidation.

The activity of ADHVI was monitored in the crude extracts
of yeast cells grown in different carbon sources. The levels of
ADHVI activity were similar for the cells grown in glucose,
raffinose or glycerol, whereas they increased approx. 3-fold in
cells grown in galactose. In contrast, a slight decrease in ADHVI
activity was observed in the yeast cells grown in ethanol. These
results are consistent with the levels of YM R318C gene transcripts
found in cells grown in galactose, raffinose and ethanol (compared
with glucose), as reported in a genomic expression study with
DNA microarrays [45]. In a recent genome-wide transcriptional
analysis performed with chemostat cultures of S. cerevisiae, it
was observed that the level of the YMR3I8C gene transcript
increased by approx. 159, under anaerobic conditions [46].

Two ADHs with similarities to ADHVI have been isolated
previously isolated from S. cerevisiae [47,48]. The branched-
chain ADH (bcADH) purified by Iersel et al. [48] has a pl of 5.9,
a value that is close to the pl of the major band of ADHVI.
Moreover, the bcADH was active in the reduction of linear,
branched-chain and aromatic aldehydes; activities also shown by
ADHVI. However, their coenzyme specificities and molecular
masses are different. Thus their bcADH is a monomeric protein
with a molecular mass of 37 kDa, whereas ADHVI is homo-
dimeric with a molecular mass of 71.3 kDa. In addition, ADHVI
showed strict specificity towards NADPH for the reduction
reactions, whereas bcADH also utilizes NADH as a coenzyme.
The ADH from S. cerevisiae isolated by Wales and Fewson [47]
was NADP-dependent and showed activity towards some of the
substrates of ADHVI. However, the fact that there is little
overlap between the substrates studied by Wales and Fewson [47]
and us (this report), and that the kinetic constants found for the
common substrates were obtained with different experimental
conditions, makes comparison difficult. Nevertheless, there seems
to be a difference in the molecular masses, since the ADH
isolated by Wales and Fewson [47] had an apparent monomeric
structure with a molecular mass of 46.2 kDa.

The potential role of ADHVI in S. cerevisiae is not easy to
ascertain when simply considering its structural similarity
to CADs. Two different functions have been attributed to
plant CADs; one group of CADs may be involved in the bio-
synthesis of the monomeric precursors of lignin from their
cinnamyl aldehydes (p-coumaryl, coniferyl and sinapyl), whereas
the other group may be implicated in plant-defence reactions.
The activity profile of yeast ADHVI more closely resembles the
activities shown by the defence-type CADs, namely a broad
range substrate specificity, poor activity towards coniferaldehyde
and sinapaldehyde and a 50-100-fold lower catalytic efficiency
towards alcohols than for the corresponding aldehydes (Tables 2
and 3). However, both plant CAD types have been shown to be
induced by wounding and by fungal infection [43], stimuli that
also lead to lignification, whereas lignin has not been identified in
yeast. Therefore it is unlikely that the role of yeast ADHVI is
similar to that of plant CADs.

An alternative role for ADHVI might arise from its ability to
convert veratraldehyde and anisaldehyde into their correspond-
ing alcohols. In white rot fungi, such as Phanerochaete chrysos-
porium, the reduction of both aldehydes by aryl ADHs has been
implicated in ligninolysis [49]. S. cerevisiae has seven ORFs with
protein products showing high amino acid sequence similarity to
aryl ADHs from P. chrysosporium [31]. However, a septuple-
mutant strain constructed by the disruption of the seven ORFs
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did not show a significant decrease in veratraldehyde degradation
when compared with the wild-type [31]. The results shown in
Figure 3 support the involvement of ADHVI in the in vivo
dissimilation of veratraldehyde. Thus, whereas the null mutant
adh6A strain did not modify the veratraldehyde concentration in
the medium, the wild-type strain significantly decreased it, and
the strain that overexpressed ADH6 rapidly eliminated this
aldehyde. Therefore ADHVI may give the yeast the opportunity
to live in ligninolytic environments where products derived from
lignin biodegradation may be available. The fact that other
enzymic activities, such as the decarboxylase that converts ferulic
acid and p-coumaric acid (two major lignin derivatives) into
4-hydroxy-3-methoxystyrene and vinylphenol respectively, have
been found also in S. cerevisiae [31,50] would further allow this
organism to use products derived from the biodegradation of
lignin. In support of this hypothesis, a recent report [51] indicated
a partial utilization of lignin as a carbon source by several yeast
species, including S. cerevisiae.

Another potential function of ADHVI may be in the biosyn-
thesis of fusel alcohols. Fusel alcohols are major flavour com-
ponents in alcoholic beverages [52], and are derived either from
the carbon backbones of several amino acids (valine, leucine,
isoleucine and phenylalanine residues) or from a-ketoacids.
They are produced by S. cerevisiae and other yeasts and in-
clude propan-1-ol, 2-methylpropan-1-ol, (S)-2-methylbutan-1-ol,
3-methylbutan-1-ol and 2-phenylethanol. Although there is no
agreement in the literature on the yeast metabolic pathway that
yields fusel alcohols [53,54], it appears clear that the last steps in-
volve the reduction of propanal, 2-methylpropanal, (S)-2-methyl-
butanal and 3-methylbutanal to the corresponding fusel alcohols.
Although other yeast ADHs, such as ADHI and ADHII, have
been implicated in these reactions, our present results show that
ADHVI could play a significant contribution to the pathway. In
fact, the k_, /K, ratios of ADHVI towards these aldehydes are
among the highest observed for all of the substrates tested.

In summary, we have identified in the yeast genome a new
member of the growing MDR family and have demonstrated
that the corresponding protein is an NADPH-dependent ADH
of broad substrate specificity. Given the higher k_, /K, ratios for
aldehyde reduction (in comparison with alcohol oxidation) found
for ADHVI, together with the high [NADPH]/[NADP] ratio
necessary for the growth of S. cerevisiae [55], its physiological
function is most probably the reduction of aromatic and medium-
chain aliphatic aldehydes. Our results support the involvement of
this enzyme in the biosynthesis of fusel alcohols and in the final
steps of the lignin degradation pathway. To our knowledge,
ADHVI is the first NADPH-dependent member of the MDR
family identified in yeast.
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Resumen de los resultados presentados en el articulo ‘Characterization of
the Saccharomyces cerevisiae YMR318C (ADHG6) gene product as a broad
specificity NADP(H)-dependent alcohol dehydrogenase: relevance in
aldehyde reduction’. Biochem. J. (2002), 361, 163-172.

En este trabajo se ha purificado el producto del gen YMR318C de la levadura
Saccharomyces cerevisiae, partiendo de células que lo sobreexpresaban. La proteina aislada
resulté ser una ADH homodimérica compuesta por subunidades de 40 kDa con una actividad

alcohol deshidrogenasa dependiente de NADP(H).

Utilizando el motivo de secuencia GHEX,GXs(G,A)X,(L,V,A,C,S) caracteristico de las
alcohol deshidrogenasas de cadena media (MDR) que contienen Zn y analizando el genoma de
S.cerevisiae, se encontraron 12 secuencias correspondientes a los genes ADH1, ADH2, ADH3,
ADH5, SFA1, SOR1, YDL246C (tiene un 99% de identidad con SOR1), XYL2, BDH1 y tres
genes con funcion desconocida, YALO61W (comparte un 51% de identidad con BDH1),
YMR318C y YCR105W (con un 64% de identidad entre ellos y un 37% de identidad con
enzimas MDR de la familia de las CADs). Entre las nuevas secuencias identificadas so6lo
YMR318C y YCR105W presentaban las caracteristicas de una ADH con actividad dependiente
de NADP(H), y por este motivo YMR318C fue escogido para una mejor caracterizacion.

El gen YMR318C fue sobreexpresado en la cepa de levadura deficiente en proteasas
BJ2168, utilizando el vector de expresion pYes2, regulable por galactosa. Comparando las
actividades con cinamaldehido entre la cepa silvestre y la cepa de sobreexpresion se identifico al
producto del gen YMR318C como una alcohol deshidrogenasa dependiente de NADP(H) a la
que se denomino Adh6p.

Se utilizaron diversas etapas cromatograficas para llegar a una total homogeneidad del
producto final. El extracto crudo de levadura fue preparado por rotura mecanica de las células,
utilizando bolas de vidrio y seguidamente fue centrifugado a 29.000g para separar la fraccion
soluble. Como primera etapa se utiliz6 la cromatografia de intercambio i6nico en DEAE-
Sepharose. El pico de actividad obtenido en el gradiente salino fue cargado en una
cromatografia de Hydroxyapatite de la que se obtuvo un nuevo pico de actividad cinamaldehido
reductasa con NADPH como coenzima. Finalmente la proteina fue cargada en una
cromatografia de afinidad de Red-Sepharose y el enzima fue eluido con un gradiente de NADP".
La proteina recogida resultdé practicamente pura, pero para eliminar el exceso de coenzima y

obtener un mayor grado de purificacion, la muestra de Adh6p fue sometida a una cromatografia
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HPLC de gel filtracion con la columna Superdex 200-HR. En la Tabla 1 se presenta el resumen
de la purificacion de Adh6p. El grado de purificacion fue de 47 veces y se llegd a una actividad

especifica de 183 U/mg.

La muestra resultante de la purificacion se analizd por electroforesis en SDS-PAGE, en
la que se visualizO una Unica banda de aproximadamente 40 kDa. En la columna de gel
filtracion utilizada en la purificacion, se determind una Mr de 71300 para la proteina nativa.

Estos resultados sugieren que Adh6p es un homodimero.

Con la proteina purificada se realizaron estudios de especificidad de sustrato con un
amplio abanico de alcoholes y aldehidos (Figura 2 y Tabla 2). Adh6p resulté ser activa con
todos los aldehidos ensayados, tanto aromaticos como alifaticos con o sin ramificacion. Sin
embargo, no se detectd la reduccion de cetonas. Para la reaccion de oxidacion el patron fue
muy similar; el enzima presentaba actividad con alcoholes primarios aromaticos o alifaticos
(ramificados o de cadena lineal). Practicamente no se detectd actividad con alcoholes

secundarios o dioles.

El estudio de los parametros cinéticos del enzima esta resumido en la Tabla 3. La mayor
eficiencia catalitica se observd para el pentanal y el veratraldehido (380.000 mM™"'.min" y
217.800 mM ' .min"). Debido a que la oxidacién de alcoholes a pH fisiologico presenta una
eficiencia catalitica 50 veces inferior, se propuso que la funcion de Adh6p estaria relacionada
con la reducion de aldehidos. La especificidad de coenzima resultd, tal y como se habia

predicho en el analisi de secuencia, dependiente exclusivamente de NADP(H).

Para explorar la funcion que Adh6p podria desempeiiar en la levadura, se construyd una
cepa deficiente en Adh6p. La delecion se realizd en un tnico paso utilizando TRP1 como
marcador. La secuencia de ADH6 fue interumpida por TRP1, que se cloné en las dianas internas
de ADH6, Ndel y Ncol. Transformando la cepa de levadura BJ2168 con dicha construccion y
seleccionando los transformantes en medio deficiente en triptéfano, se obtuvo una cepa

adh6::TRP1 que se designo BJ18.

Uno de los sustratos que presentaban mejor eficiencia catalitica era el veratraldehido,
producto derivado de la degradacion de lignina, de manera que se ensayo la capacidad de crecer
en presencia de veratraldehido y de eliminar este producto. Para este ensayo se utilizaron varias
cepas de levadura: una cepa silvestre (BJ2168), una cepa adh6A (BJ18) y una cepa con
sobreexpresion de Adh6p (BJ18[pAAHS5-YMR318C]). Cuando los cultivo alcanzaron una Dsgs

de 0.1, se afiadieron al medio de cultivo diferentes concentraciones de veratraldehido (0, 3, 5,
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10 y 20 mM) y se hizo un seguimiento del crecimiento midiendo la densidad a 595 nm y del
veratraldehido restante en el medio de cultivo (presenta un maximo de absorciéon a 310 nm). En
la Figura 3 se puede ver una relacion directa entre la concentracion de veratraldehido en el
medio y la inhibicion del crecimiento. La cepa deficiente en Adh6p resultd incapaz de eliminar
el veratraldehido presente incluso a concentraciones bajas (Figura 3B). Sin embargo, tanto la
cepa silvestre como la cepa con sobreexpresion de ADH6 pudieron metabolizar el aldehido,
alcanzando asi un mayor nivel de crecimiento. A 10 mM de veratraldehido la cepa silvestre no
pudo alcanzar un crecimiento normal a pesar de que conseguia eliminar el aldehido, aunque mas
lentamente que la cepa de sobreexpresion de ADH6. En la Figura 3E se demuestra la
implicacion de Adh6p en la desintoxicacion de veratraldehido. Aunque la alta concentracion del
toxico impide el crecimiento de todas las cepas, la cepa que sobreexpresa ADH6 es la tnica que
puede llegar a eliminar el aldehido por completo. Estos resultados indican que Adh6p es el
unico enzima que puede eliminar el veratraldehido in vivo en Saccharomyces cerevisiae, en

estas condiciones.
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Abstract

The completion of the Saccharomyces cerevisiae genome project has provided the opportunity to explore for new
genes of the medium-chain dehydrogenase/reductase enzyme superfamily. Our group has recently identified a new gene,
the YMR318C open reading frame, which coded for a Zn-containing NADP(H)-dependent alcohol dehydrogenase
(ADHVI). ADHVI has been purified to homogeneity from over expressing yeast cells, and found to be a homodimer of
40 kDa subunits. The enzyme showed a strict specificity for NADP(H) and high activity with a variety of long chain
aliphatic and bulky substrates. Aldehydes exhibited 50—12 000 times higher catalytic efficiency than the corresponding
alcohols. Substrates with high k.,/K,, were: pentanal, veratraldehyde and cinnamaldehyde. The ADHVI expression
was strongly induced when galactose was the sole carbon source in the culture medium. Phylogenetic trees include
ADHVI in the cinnamyl alcohol dehydrogenase (CADH) family. In contrast to the plant CADH, involved in lignin
biosynthesis, this is not the function for ADHVI, since yeast does not synthesize lignin. ADHVI may be physiologically
involved in several steps of the lignin degradation pathway, initiated by other microorganisms, in the synthesis of fusel
alcohols, products derived from the aminoacidic metabolism, and in the homeostasis of NADP(H). Disruption of
ADHG6 was not lethal for the yeast, under laboratory conditions.
© 2002 Elsevier Science Ireland Ltd. All rights reserved.
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1. Introduction

During the last years many genomes have been

completely sequenced, giving rise to numerous
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medium-chain dehydrogenase/reductase (MDR)
superfamily in the Saccharomyces cerevisiae gen-
ome, and in the characterization of the corre-
sponding gene products with still unknown
function. With this aim, we have searched the S.
cerevisiae genome for the protein pattern
GHEX,GX5(G,A)X,(1,V,A,C,S), present in all
the Zn-containing MDRs, and 12 ORFs were
found by the BLAST program (National Center
for Biotechnology Information, NIH). Among
them, only 4 ORFs remained without an asso-
ciated enzymatic activity: YALO60W  and
YALO6IW which shared 51% identity, and
YMR318C and YCRIOSW (64% identity between
them). While YALO6IW and YALO61W protein
products had a Glu at position 223 (after the
numbering of horse liver ADH) characteristic of
NAD(H) dependent ADHs, the proteins coded by
YMR318C and YCRIOSW had a Ser residue [1].
We cloned and over expressed the YALO6OW
gene, and purified the corresponding protein
which consisted in a novel enzyme of the MDR
family, a NAD(H)-dependent 2,3-butanediol de-
hydrogenase. This enzyme was the first eukaryotic
MDR characterized with this substrate specificity
[1]. Following this strategy, YMR318C was also
cloned and over expressed in S. cerevisiae. Alcohol
dehydrogenase and aldehyde reductase activities,
both dependent on NADP(H), were identified in
yeast extracts over expressing YMR3I8C. Since
the enzyme, in crude homogenates, was active
towards a wide variety of aliphatic and aromatic
alcohols and aldehydes, including ethanol, we
named ADH6 the YMR318C open reading frame
and ADHVI its protein product. ADHVI was
purified to homogeneity and their molecular and
kinetic properties were studied [2].

Here we summarize the ADHVI data previously
reported [2] and we further characterize the yeast
ADHVI kinetic properties. Moreover, the expres-
sion levels of ADH6 have been investigated under
different carbon sources and growth phases using
specific antibodies. In order to associate a physio-
logical role for ADHVI, an ADH6 deleted mutant
has been also constructed. Finally, we speculate on
the possible function of ADHVI in yeast metabo-
lism on the basis of its substrate and cofactor
specificity.

2. Materials and methods
2.1. Cloning and purification of ADHVI

The YMR318C gene was amplified by PCR
from genomic DNA and cloned in the multicopy
galactose inducible pYes2 vector (Invitrogen,
Groningen, The Netherlands). The BJ2168 pro-
tease deficient strain [3] was used to over express
the YMR318C gene product [2]. Yeast cell homo-
genates were prepared with glass beads in a bead-
beater homogenator (Biospec Products, Bartles-
ville, OK). Separation procedures started with a
DEAE-Sepharose chromatography at pH 7.0.
Elution of the active material was performed
with an increasing linear gradient of NaCl. Active
fractions were pooled and desalted prior to a
hydroxyapatite chromatography. An optimal pur-
ification was finally achieved by affinity chroma-
tography with a RED-Sepharose column, using
NADP for specific elution. To remove the NADP
from the ADHVI preparation, a HPLC gel-filtra-
tion chromatography was used. This step resulted
in a gain of specific activity and allowed the
determination of the native molecular mass of
the enzyme.

2.2. ADHVI activity

Enzyme activities were determined spectropho-
tometrically at 25 °C with a Cary 400 spectro-
photometer (Varian, Sunnyvale, CA) as described
[2]. The influence of pH on the enzymatic activities
was tested using 0.1 M sodium acetate (pH 5.0—
5.5), 33 mM sodium phosphate (pH 6.0-7.5), 33
mM sodium pyrophosphate (pH 8.0-9.0) and 0.1
M glycine (pH 9.5-11.0). Reduction activities were
performed with 1 mM pentanal and 0.5 mM
NADPH, in 0.2 cm pathlength cuvettes, and
oxidation activities were performed with 10 mM
pentanol and 1.2 mM NADP, in 1 cm pathlength
cuvettes.

One activity unit corresponded to 1 umol of
NADP(H) formed per min. The steady-state
parameters were determined by fitting the Michae-
lis-Menten equation with the help of the GRAFIT
4.0 program (Erithacus Software Ltd., Horley,
Surrey, UK).
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2.3. Disruption of the ADH6 gene

The BJ2168 strain was used for the disruption of
ADHG6, that was carried out by one-step gene
replacement [4] with the TRP1 gene as a marker

2].

2.4. Expression of ADHVI in different carbon
sources

The yeast strain BJ2168 was grown in 2% yeast
extract, 2% peptone and either 2% glucose, 2%
galactose or 3% glycerol. Flasks containing 150-ml
medium were inoculated with yeast cells to an
initial O.D. of 0.2 at 595 nm. The cultures were
shaken at 250 rpm and grown at 30 °C. Samples
were taken at different phases of the growth curve
and kept at —80 °C. Crude extracts were pre-
pared with the YPER reagent as recommended
(Pierce, Rockford, II). Chemiluminescent immu-
nodetection of the Western blot analysis using a
specific antibody against ADHVI, served to quan-
tify protein expression.

2.5. Electrophoretic analysis

Twelve percent SDS-PAGE was performed as
described previously [5], and the proteins were
revealed by staining with silver nitrate. Native 7%
acrylamide gels were used in order to perform
specific activity staining. Gels were incubated in
1.2 mM NADP, 0.1 mg/ml 5-methylphenazine
methosulphate, 0.2 mg/ml Nitro Blue Tetrazolium,
50 mM Tris pH 8.6, and 100 mM pentanol was
used as substrate.

3. Results

3.1. Purification and molecular characterization of
ADHVI

Yeast ADHVI was purified to homogeneity in
four chromatographic steps. Analysis of the first
three purification steps by SDS-PAGE and silver
nitrate staining showed a single band of about 40
kDa after the last chromatography (Fig. 1A). The
fourth separation step consisted in a gel-filtration

chromatography which served to eliminate NADP
from the preparation, and to estimate a native
molecular mass of 71.3 kDa for ADHVI (Fig. 1B).
The enzyme was, therefore, a homodimer.

3.2. ADHVI substrate specificity and kinetic
parameters

Aromatic and aliphatic (linear and branched-
chain) aldehydes were reduced to their correspond-
ing alcohols by ADHVI. No activity was detected
with ketones. For the oxidation reaction, the
enzyme showed a similar substrate specificity,
being active with aliphatic and aromatic alcohols
but not with secondary alcohols or vicinal diols [2].

Kinetic studies, summarized in Table 1, showed
that the highest catalytic efficiencies of ADHVI
were found for pentanal and veratraldehyde,
followed by cinnamaldehyde and 3-methylbutanal.
Catalytic efficiencies drastically decreased for the
oxidation reactions. Thus, cinnamyl alcohol re-
duction exhibited a k., /K, value 50-fold lower
than that for cinnamaldehyde reduction. The
difference was dramatically pronounced for pen-
tanol oxidation with a 12 000-fold decrease in k.,/
K., as compared to pentanal reduction. Ethanol
and 3-methylbutanol could not saturate the en-
zyme.

The rate of the enzymatic reactions was affected
by the pH of the assay buffer. The pH optima for
the oxidation of pentanol and for the reduction of
pentanal were 10 and 7, respectively (Fig. 2).

The coenzyme specificity was also tested. The
activity for the reduction of cinnamaldehyde with
0.5 mM NADH was less than 5% of that found
when NADPH was used. Similarly, less than 5%
activity was found with 5 mM NAD, compared
with the NADP-dependent activity, when cinna-
myl alcohol oxidation was measured. Therefore,
ADHVI is strictly dependent of NADP(H).

3.3. Disruption of the ADH6 gene

Disruption of the ADH6 gene was accomplished
by the one-step gene replacement and was con-
firmed by PCR with specific oligonucleotides for
the ADH6 locus [2]. Genomic DNA from the wild
type strain (BJ2168) and the adh64 mutant strain
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Fig. 1. Molecular properties of S. cerevisiae ADHVI. (A) SDS/PAGE analysis of the different purification steps, with silver nitrate
staining. (1) Crude extract, 10 pg, (2) DEAE-Sepharose chromatography, 10 pg, (3) Hydroxyapatite chromatography, 5 ug, (4) RED-
Sepharose chromatography, 1 pg. (B) Size-exclusion chromatography on a Superdex 200 HR column connected to an HPLC system.
The standards used were (a) B-amylase, 200 kDa, (b) yeast alcohol dehydrogenase, 150 kDa, (c) bovine serum albumin, 66 kDa, (d)

carbonic anhydrase, 29 kDa and (e) cytocrome ¢, 12.4 kDa.

(BJ18) were used for PCR analysis. The corre-
sponding amplification for the adh64 locus re-
sulted in a gain of about 500 bp due to the
insertion of the TRP1 marker, which was longer
than the fragment removed (Fig. 3A).

The adh6A4 strain grew in a rich medium at a
similar rate as the wild-type strain. Yeast homo-

genates of wild-type and adh64 strains were
analyzed by native gel electrophoresis, followed
by specific detection of the ADHVI activity. Fig.
3B shows that NADP-dependent oxidation of
pentanol was accomplished exclusively by ADH
VI, an activity present in the wild-type strain but
not in the adh6A4 strain.
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Table 1
Kinetic parameters of S. cerevisiae ADHVI
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Substrate K., (mM) kear (/min) kead! Koy (f/mM/min)
Cinnamaldehyde 0.17+0.01 18400 +600 107000 +8600
Veratraldehyde 0.07+0.01 15800+ 140 218000 +9500
Pentanal 0.06+0.01 227004190 380000457800
3-methylbutanal 0.13+0.04 14000 +670 109 000 +30400
NADPH 0.03+0.01

Cinnamyl alcohol 0.44+0.03 884490 20304250
Pentanol 10.54+3.4 33546 32410
NADP 0.03+0.01

Activities were measured in 33 mM sodium phosphate, pH 7.0, with 0.5 mM NADPH or 1.2 mM NADP. NADP and NADPH
kinetics were performed with 10 mM cinnamyl alcohol and 1 mM cinnamaldehyde, respectively.
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Fig. 2. Effect of pH on ADHVI activity. Reduction activity
(black symbols) was measured with 1 mM pentanal and 0.5 mM
NADPH. Oxidation reaction (white symbols) was performed
with 10 mM pentanol and 1.2 mM NADP.

3.4. Growth kinetics on alternative carbon sources

In order to quantify the ADHVI expression
pattern present in cultures grown on different
carbon sources, growth kinetics were monitored
and samples were taken at different stages for
further analysis of the reductase activity and the
presence of ADHVI protein. As shown in Fig. 4,
yeast cells grew to a similar density in media with
glucose, galactose or glycerol. The growth rate was
lower when glycerol was the carbon source.

NADPH-dependent cinnamaldehyde reductase
activity was assayed in the yeast lysates of the
three cultures. The ADHVI activity disappeared at
early stationary phase in the cells grown in glucose
and glycerol, while it was still detected in the cells

grown in galactose. Induction of the reductase
activity was detected in the logarithmic phase
cultures of the yeast cells grown in galactose and
glycerol. In order to relate the measured activities
to ADHVI protein, a parallel detection of ADHVI
was performed in the different growth phases by
the use of specific polyclonal antibodies against
ADHVI. Yeast extracts (5 pg protein) sampled at
different growth times were subjected to SDS-
PAGE and transferred to an Inmobilon-P mem-
brane. Detection of ADHVI was accomplished by
incubation with specific antibodies. As shown in
Fig. 4B, the increase in reductase activity in the
presence of galactose paralleled the induction of
ADHVI protein. However, when glycerol was the
carbon source, the increase in reductase activity
(Fig. 4A) did not correspond to an increase in
ADHVI (Fig. 4B). In fact, the ADHVI expression
was clearly repressed in glycerol, as the enzyme
levels were below those found in the cells grown in
glucose (Fig. 4B). This result suggests that en-
zymes other than ADHVI were responsible for the
increased reductase activity in glycerol cultures.

4. Discussion

A special effort has been made in our laboratory
to identify and classify new Zn-containing mem-
bers of the MDR superfamily in S. cerevisiae. In
previous reports [1,2,6] we described the metho-
dology employed to explore the yeast genome for
new genes that could code for Zn-containing
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Fig. 3. Analysis of the ADH6 disruption. (A) PCR analysis of the ADH6 locus for the wild-type strain, lane 1, and the adh64 mutant,
lane 2. Molecular weight standards were loaded on lane 3. (B) Native PAGE of pure ADHVI, lane 1, and yeast lysates from the wild-
type strain, lane 2, and the adh64 mutant strain, lane 3. NADP-dependent activity staining was performed with 100 mM pentanol.

MDR. Two new enzymes were identified by using
the Zn-containing ADH signature as search pat-
tern. Cloning, over expression, purification and
subsequent elucidation of the enzyme specificity
led us to the characterization of a 2,3-butanediol
dehydrogenase coded by BDHI [1], and the
NADP(H)-dependent alcohol dehydrogenase,
ADHVI, coded by ADH6 [2]. ADHVI, together
with Ycr105p (64% identity to ADHVI), have been
classified as members of the cinnamyl alcohol
dehydrogenase (CADH) family [7,8]. Consistent
with this classification is the phylogenetic analysis
shown in Fig. 5. Both, ADHVI and Ycrl05p are
placed in a separate branch indicating a new class,
namely the CADH family, different from the
already established tetrameric ADH, polyol
ADH and the class 111 ADH. The CADH family
is represented mainly by plant CADHs and by
some bacterial alcohol dehydrogenases [9,10].
Here we have further characterized ADHVI, a
CADH enzyme of S. cerevisiae. The protein is a
homodimer of 80 kDa. It is active towards a wide
variety of aldehydes and alcohols, as expected for
an ADH, but whereas all other yeast Zn-contain-
ing MDRs (Fig. 5) use NAD(H) as coenzyme,

ADHVI is strictly specific for NADP(H). Kinetic
characterization showed that the best substrates
for ADHVI were pentanal and veratraldehyde
among the aldehydes tested. The catalytic efficien-
cies decreased dramatically (50—12000-fold) for
alcohols. Ethanol is a very poor substrate for
ADHVI. Substrate specificity and NADP(H) de-
pendence strongly suggest that ADHVI would
function as an aldehyde reductase in the yeast
living cell.

Both activity and Western blot analyses demon-
strate a strong induction of ADHVI in yeast
cultures using galactose as a sole carbon source,
as compared with cultures with glucose (Fig. 4).
The reductase activity of logarithmic phase yeast
cells also increased in cultures grown in glycerol
with respect to those grown in glucose. However,
the use of specific antibodies against ADHVI
showed a low amount of ADHVI protein in
cultures with glycerol, even lower than in glucose
cultures (Fig. 4B), suggesting a repression of
ADHVI by glycerol. Therefore, the increase of
reductase activity in the glycerol cultures was not
due to ADHVI but to the induction of additional
cinnamaldehyde reductases, other than ADHVI.
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Fig. 4. Growth kinetics and ADHVI expression pattern on alternative carbon sources (A) Yeast growth was monitored at 595 nm.
Specific activity was assayed with 1 mM cinnamaldehyde and 0.5 mM NADPH at pH 7.0. Yeast cells were grown on 2% glucose
(circles), 2% galactose (squares) and 3% glycerol (triangles). (B) Yeast lysates (5 pug protein) from each growth condition were subjected
to a 12% acrylamide SDS/PAGE and were transferred onto an Inmobilon-P membrane. The membrane was incubated with antibody
against ADHVI.
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Fig. 5. Classification of yeast Zn-containing MDR alcohol
dehydrogenases. Unrooted phylogenetic tree relating the Zn-
containing MDR enzymes from S. cerevisiae. Numbers indicate
the bootstrap analysis (1000 bootstrap replicates).

When cells grown in the described media reached
the stationary phase, no NADPH-cinnamaldehyde
reductase activity nor significant amounts of
ADHVI were detected in their respective extracts
(Fig. 4). These results agree with our previous
observations [2] and with the information obtained
from array experiments [11].

Several physiological functions assigned to en-
zymes of the CADH family are: monolignol
synthesis in the lignin biosynthetic pathway, plant
defense mechanisms, biosynthesis of the cell envel-
ope lipids and participation in the metabolism of
alkanes [9,10]. It is difficult, however, to assign a
role for ADHVI when considering its structural
similarity to the plant enzymes from the CADH
family, with well established functions. Thus, yeast
cannot synthesize lignin. In contrast, ADHVI
could contribute to the yeast ability to produce
fusel alcohols as a result of amino acid assimila-

tion, which requires the participation of a reduc-
tase activity. This metabolic pathway, summarized
in Fig. 6, is known as the Ehrlich pathway [12,13],
and starts with the deamination of leucine, valine,
threonine and isoleucine, followed by decarbox-
ylation. As a result, the yeast produces propanal,
isobutanal, 2-methylbutanal and 3-methylbutanal
that are quickly reduced to their corresponding
alcohols. The catabolism of these amino acids
involves common intermediates with the anabolic
pathway, so that these alcohols could also result
from the anabolic metabolism. Several reports
have implicated yeast ADHI and ADHII in the
last step of fusel alcohol production [14,15].
However, participation of ADHVI in this process
should not be ignored. Thus, recent studies
performed with mutant strains for ADHs have
demonstrated an enhanced NADP(H)-dependent
reductase activity, showing that enzymes different
from conventional ADHs are also responsible for
aldehyde reduction in yeast [16]. The high effi-
ciency towards these aldehydes, together with the
specificity for NADP(H), makes reliable the parti-
cipation of ADHVI in the metabolism of fusel
alcohols. As a consequence, ADHVI would play a
role in the homeostasis of NADP(H).

Another proposed function for ADHVI is
related with the fact that it is required for growth
when veratraldehyde, toxic to the cell, is added to
the medium [2]. Our results with strains either
lacking ADH6 or over expressing the gene demon-
strated that ADHVI has a major role in veratral-
dehyde elimination [2]. Reduction of this aldehyde
to the corresponding alcohol is part of the lignin
biodegradation process [17]. Moreover, S. cer-
evisiae can convert ferulic acid and p-coumaric
acid (also compounds derived from lignin biode-
gradation) into 4-hydroxy-3-methoxystyrene and
vinylphenol respectively [18,19]. Finally, it is also
known that S. cerevisiae is able to use lignin
fractions derived from beechwood prehydrolyzates
as sole carbon source [20]. In conclusion, S.
cerevisiae possesses enzymatic systems, including
ADHVI, that account for its capacity of growing
in a ligninolytic environment, where other micro-
organisms have already started the lignin break-
down.
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Fig. 6. Scheme for anabolic and catabolic routes leading to fusel alcohols production. Intermediate reactions not described are
indicated with dotted lines. Taken from [21] in a modified form.
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Resumen de los resultados presentados en el articulo ‘Properties and
functional significance of Saccharomyces cerevisiae ADHVI’’ Chem. Biol.
Interact. (2003) 143-144, 229-238.

En este trabajo se ha continuado la caracterizacion de Adh6p. Se han complementado
los estudios cinéticos realizados en el trabajo anterior y se ha utilizado la proteina Adh6p
purificada para producir anticuerpos que reconocieran de manera especifica a Adh6p. Una
combinacion de ensayos de deteccion de la actividad aldehido reductasa dependiente de
NADPH con ensayos de deteccion inmunologica de Adh6p nos ha permitido establecer un perfil
de expresion en cultivos de Saccharomyces cerevisiae crecidos en diferentes fuentes de

carbono.

Utilizando Adh6p pura se ha continuado el estudio de los parametros cinéticos. Se han
determinado las eficiencias cataliticas de varios sustratos a pH fisiologico y los resultados
obtenidos refuerzan su funcion como aldehido reductasa (Tabla 1). Asi la oxidacion del cinamil
alcohol presentaba una Kg/Kyv 50 veces menor a la obtenida para la reduccion del
cinamaldehido, mientras que para las constantes cinéticas de la pareja pentanol/pentanal, la
oxidacion presentaba un valor de Kgp/Ky 12.000 veces menor respecto al de la reduccion.

Incluso sustratos como el pentanol y el 3-metilbutanol no consiguieron saturar al enzima.

En la Figura 2 se muestra el efecto del pH sobre la actividad enzimatica de Adh6p. La
reduccion se dio de manera dptima a pH 7 mientras que la oxidacién presentd un maximo de

actividad a pH 10.

El andlisis de la cepa deficiente en Adh6p, cuya construccion ha sido descrita
previamente [Larroy et al., 2002a], demuestra que Adh6p es el unico enzima responsable de la
actividad de oxidacion del pentanol utilizando NADP" como coenzima. Los extractos de la cepa
silvestre y mutante adh6A fueron sometidos a una electroforesis nativa seguida de una tincion
por actividad alcohol deshidrogenasa con pentanol y NADP". Como se muestra en la Figura 3B,

solo se pudo detectar la banda correspondiente a Adh6p.

Para cuantificar el patron de expresion de Adh6p se crecieron cultivos de la cepa
BJ2168 en diferentes fuentes de carbono (glucosa al 2%, galactosa al 2% y glicerol al 3%). Se
hizo un seguimiento del crecimiento y se tomaron muestras en diferentes puntos de la curva

para un posterior analisis de la actividad reductasa y de la presencia de la proteina Adh6p. Se
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prepararon extractos crudos de las muestras utilizando el reactivo Y-PER y se ensayo la
actividad cinamaldehido reductasa dependiente de NADPH. Un analisis electroforético en SDS-
PAGE seguido de una transferencia a membrana de Inmobilon-P sirvio para la deteccion
especifica de Adh6p. Se utilizaron 5 pg de lisado de levadura y se incubaron con anticuerpo

contra Adh6p que fue detectado por quimioluminiscencia.

En la Figura 4 se puede ver una clara induccion de la actividad en los cultivos crecidos
en galactosa en comparacion con los crecidos en glucosa que se corresponde con un aumento en
la concentracion de Adh6p en la célula. Sin embargo, las actividades obtenidas en las muestras
tomadas de cultivos crecidos en glicerol indican un aumento de la actividad cinamaldehido
reductasa dependiente de NADPH que no se corresponde con un aumento de la proteina
detectada en el inmunoblot. Por otra parte, la cantidad de proteina Adh6p detectada en las
muestras crecidas en glicerol es claramente inferior a las muestras detectadas en presencia de
glucosa. Estos datos nos sugieren una clara represion de Adh6p cuando el glicerol €s la unica
fuente de carbono y la existencia de una actividad cinamaldehido reductasa debida a otra/s
proteina/s inducible/s en estas condiciones. Practicamente no se detectd actividad
cinamaldehido reductasa dependiente de NADPH ni proteina Adh6p cuando los cultivos

alcanzaron la fase estacionaria.

Finalmente se ha hecho una clasificacion filogenética de las 12 MDRs identificadas en
Saccharomyces cerevisiae utilizando el motivo conocido para las ADHs de cadena media que
unen Zn. Como se puede ver en la Figura 5, Adh6p junto con Ycrl05p (con la que presenta un
64% de identidad de secuencia) forman una rama independiente de las alcohol deshidrogenasas
clase III, las poliol deshidrogenasas y las alcohol deshidrogensas tetraméricas. Tanto Adh6p
como Ycrl05p estarian integradas dentro de la familia de las cinamil alcohol deshidrogensas
(CADH) junto con las cinamil alcohol deshidrogensas descritas en plantas y otros enzimas

descritos en bacteria.
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CAPITULO II

Caracterizacion de Adh7p, wuna segunda alcohol
deshidrogenasa de Saccharomyces cerevisiae con actividad

dependiente de NADP(H)
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Characterization of a Saccharomyces cerevisiae NADP(H)-dependent
alcohol dehydrogenase (ADHVII), a member of the cinnamyl alcohol

dehydrogenase family

Carol Larroy, Xavier Parés and Josep A. Biosca

Department of Biochemistry and Molecular Biology, Universitat Autonoma de Barcelona, Barcelona, Spain

A new NADP(H)-dependent alcohol dehydrogenase (the
YCRIO5W gene product, ADHVII) has been identified in
Saccharomyces cerevisiae. The enzyme has been purified to
homogeneity and found to be a homodimer of 40 kDa
subunits and a pl of 6.2-6.4. ADHVII shows a broad sub-
strate specificity similar to the recently characterized
ADHVI (64% identity), although they show some differ-
ences in kinetic properties. ADHVI and ADHVII are the

only members of the cinnamyl alcohol dehydrogenase family
in yeast. Simultaneous deletion of ADH6 and ADH?7 was not
lethal for the yeast. Both enzymes could participate in the
synthesis of fusel alcohols, ligninolysis and NADP(H)
homeostasis.

Keywords: cinnamyl alcohol dehydrogenase; fusel alcohols;
NADP(H) homeostasis; ligninolysis.

The current version of the Yeast Proteome Database
(http://www.proteome.com) lists approximately 260 oxido-
reductases (160 of them have been -characterized
experimentally, and the rest predicted by sequence
similarity or by other analysis) [1]. Our group is
interested in the identification and characterization of
novel alcohol dehydrogenase (ADH) gene products from
Saccharomyces cerevisiae [2,3]. ADHs are oxidoreductases
that catalyze the reversible oxidation of alcohols to
aldehydes or ketones, with the corresponding reduction
of NAD or NADP. ADHs constitute a large group of
enzymes that can be subdivided into at least three distinct
enzyme superfamilies: medium-chain and short-chain
dehydrogenases/reductases, and iron-activated alcohol
dehydrogenases [4,5]. The medium-chain dehydrogenase/
reductase (MDR) superfamily consists of enzymes with a
subunit size of approximately 350 residues, dimeric or
tetrameric, with two domains in each subunit: one
catalytic and one responsible for the binding of the
nucleotide (NAD or NADP). Many enzymes of the
MDR family have zinc in their active site, and have a
sequence motif known as the zinc-containing ADH
signature: GHEX,GX5(G,A)X»(I,V,A,C,S) [6]. According
to the Pfam and COG databases [7,8], the S. cerevisiae
genome codes for 21 potential MDR enzymes, with 12 of
them showing the zinc ADH signature described above.
These 12 zinc-containing yeast MDR include ADHI,
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ADH2, ADH3, ADHS5, ADH6, SFAI, SORI and its
99% identical YDL246C, XYL2, BDHI, YALO61W and
YCRIOSW. All these yeast MDRs, except YCRIOSW
and YALO6IW, have enzymatic activities experimentally
determined. In the present study, we report the charac-
terization of the YCRIOSW gene from S. cerevisiae as a
new alcohol dehydrogenase. The gene was overexpressed
in yeast cells and the corresponding protein product
purified to homogeneity. The enzyme showed a wide
substrate specificity, using NADP(H) as coenzyme. Given
the similar substrate specificities and the sequence identity
(64%) between the YcrlO5p and the recently character-
ized ADHVI [3], we propose the name of ADH7, for the
YCRIOSW gene and ADHVII for its coded protein. A
null adh7 yeast strain and a double mutant adh6A adh7A
were constructed and their growths compared with a
wild-type strain.

MATERIALS AND METHODS

Yeast and bacterial strains and plasmids

For cloning procedures we used the Escherichia coli X1.1-
Blue strain from Stratagene (Amsterdam, the Netherlands).
The S. cerevisiae yeast strain S288C [9] was used to amplify
the YCRIO5SW gene by PCR. The protease deficient yeast
BJ5459 (MATa, ura3-52, trpl, lys2-801, leu2Al, his3A200,
pep4::HIS3, prbIAl.6R, canl GAL) [10] was used to purify
Ycrl05p (ADHVII). The yeast strains BJ2168 (MATa, leu2,
trpl, ura3-52, prbl-1122, prcl-407, pep4-3, gal2) [10] and
BJ18 (MATa, leu2, trpl, ura3—52, adh6::TRPI1, prbl-1122,
prcl-407, pep4-3, gal2) [3] were used to delete the YCRIOSW
gene.

The galactose-inducible E. coli yeast shuttle vector pYes2
(carrying the selective URA3 marker and the upstream
activating and promoter sequences of GALI) purchased
from Invitrogen (Groningen, the Netherlands) was used to
clone and overexpress the YCRIOSW gene in the yeast
strain BJ5459. E. coli was grown at 37 °C in LB medium
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supplemented with 50 pg'mL ™" of ampicillin to select for the
desired plasmid constructs. The yeast cells were grown at
30 °C in minimal medium without uracil supplemented with
2% glucose or galactose to allow for the selection and
induction of the yeast transformed with the pYes2 con-
structs. YPD (1% yeast extract, 2% peptone, 2% glucose)
was used to monitor the growth of the adh7A and
adh6Aadh7A mutants.

Cloning methods

All DNA manipulations were performed under standard
conditions as described [11]. The YCRIOSW gene was
amplified by PCR from the genomic DNA from the
S. cerevisiae S288C strain using the oligonucleotides
5YGGCGAGCTCAAAATGCTTTACCCAGAAAAATT
TGAGG-3 and 5SGGCTCTAGACTATTTATGGAA
TTTCTTATC-3 that introduced Sacl and Xbal sites
(underlined), respectively, at their 5" ends. The PCR was
started with a ‘hot start’ of 5 min at 95 °C that was followed
by 30 cycles of 1 min at 95 °C, 1 min at 55 °C and 1 min of
extension at 72 °C, and a last cycle of 3 min extension at
72 °C. The PCR was performed in a 100-uL volume that
contained 1 unit of Vent DNA polymerase, 1 pm of each
primer, 200 um dNTPs and 3 mm MgSO,.

The amplified fragment, purified from an agarose gel, was
cloned into the Sacl/Xbal sites of pYes2 and the resulting
construct was called pY 105. The construct was sequenced in
both directions (Oswell DNA Services, Southampton, UK)
to verify that there had been no mutations introduced by the
PCR.

Purification of ADHVII

BJ5459[pY 105] cells over expressing ADHVII in galactose
medium were chosen as starting material to purify
ADHVII. They were grown in 2 L of minimal medium
supplemented with 2% galactose as carbon source and all
the auxotrophic requirements except for uracil (to main-
tain the selection for the plasmid). The cells were collected
at an Asgs of 4.3, resulting in 12.5 g, that were
resuspended in one volume of 20 mm Tris/HCI, pH 8.0,
2 mMm dithiothreitol (buffer A). The crude extract was
prepared with glass beads of 0.5 mm diameter on a bead-
beater (Biospec Products). One volume of buffer A was
used to wash the glass beads and the total volume of
homogenate was centrifuged at 29 000 g for 1 h. The
supernatant was collected and dialysed against buffer A.
The dialysed extract was applied to a DEAE Sepharose
column (1.5 13 cm) equilibrated in buffer A. The
column was washed with 200 mL buffer A and the
enzyme was eluted with a 0-0.3 m NaCl linear gradient in
buffer A (300 mL). Fractions with activity were pooled,
concentrated and desalted. The final 6.1 mL obtained
from the DEAE chromatography were applied into a red
Sepharose column (1.5 x 15.5 cm) equilibrated in buffer
A. After a wash with 200 mL buffer A, the enzyme was
eluted with a linear gradient from 0 to 2 mm NADP in
buffer A. The activity peak was collected and concentrated
before being applied into a Superdex 200-HR (1 x 30 cm)
connected to a Waters HPLC system. Chromatography
was performed in 50 mm NaH,PO4 pH 7, 0.15 m NaCl,

0.5 mm dithiothreitol and 20% glycerol at 0.4 mL-min~".
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This chromatography served also to estimate the enzyme
molecular mass, using M, markers from Sigma. The pure
protein was stored at —20 °C in this buffer. Protein
concentration was determined with the Bio-Rad reagent
using bovine serum albumin as standard [12].

Electrophoretic analysis

Denaturing SDS/PAGE was performed as described [13] in
gels containing 12% acrylamide. Proteins were stained with
silver nitrate. Native gel electrophoresis in 6% acrylamide
was performed in Tris/boric/EDTA buffer, pH 8. Gels were
incubated for 15 min on ice in 20 mm BisTris, pH 7,
containing 1 mm NADPH for activity staining. A filter
paper, soaked in 10 mm pentanal, 20 mm BisTris, pH 7,
was placed covering the gels. After 5 min the filter paper
was removed and the gel exposed to UV light. Disappear-
ance of NADPH fluorescence, indicated aldehyde reduction
[14,15].

Enzyme activity

Kinetic parameters were determined at 25 °C in a Cary 400
spectrophotometer (Varian, USA). The reduction of alde-
hydes was assayed in 1 mL reaction mixture containing
33 mm NaH,PO,, pH 7.0, 0.2 mm NADPH and 1 mm
aldehyde by measuring the decrease of absorption at
340 nm. Signal was recorded at 365 nm with cinnamalde-
hyde, veratraldehyde, and anisaldehyde and at 400 nm for
coniferaldehyde, using previously reported molar extinction
coefficients [3]. The oxidation of alcohols was performed in
0.1 M glycine, pH 10.0, 1.2 mm NADP and 10 mm of each
alcohol, by measuring the rate of reduction of NADP at
340 nm. A wavelength of 365 nm was used for cinnamyl
alcohol and of 400 nm for coniferyl alcohol oxidizing
activities (400 = 27.5 mm ™~ em™" at pH 10.0). One unit of
activity corresponds to 1 pmol of NADP(H) formed per
min.

The steady-state kinetic parameters with their associated
standard errors were determined by fitting the initial rate
values to the Michaelis-Menten equation with the help of
the computer program LEONORA [16].

Construction of the adh7A and adh6Aadh7A mutant
strains

Deletion of YCRI105W was carried out by the one-step gene
replacement [17] with the URA3 gene as a marker. An
internal coding region fragment of 443 bp was removed
from the YCRIOSW gene in pY105 by digestion with
BamHI and Bcll. The BamHI fragment carrying the URA3
marker from YDpU [18] was inserted into the BamHI-Bcll
sites after making blunt-ends. The resulting plasmidic
construction was used as template to amplify by PCR the
truncated gene carrying the URA3 marker. The yeast strains
BJ2168 and BJ18 were transformed with the truncated
yerl05w gene by using the lithium acetate method [19]. The
resulting mutant strains adh7A and adh6Aadh7A (named
BJO5 and BJ1805, respectively) were allowed to grow on
minimal medium plates supplemented with all the auxo-
trophic requirements except for uracil. All the resulting null
mutants were verified by PCR from their genomic DNA as
template.
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RESULTS AND DISCUSSION

Isolation and molecular properties of ADHVII
from S. cerevisiae

In a previous report, we had characterized the yeast
YMR3I8C open reading frame [3]. We expressed and
characterized the corresponding protein, that resulted to be
a MDR NADP-dependent alcohol dehydrogenase, of wide
substrate specificity, named ADHVI. In that work, we
noticed a 64% sequence identity between the YMR3I8C
and YCRIO5SW gene products, and we therefore assigned
this last protein as a putative NADP(H) dependent ADH
[3]. In order to confirm this assignation, we have now
purified Ycrl05p, which we have named ADHVII, and
have studied its enzymatic activity. To have an abundance
of initial material, we overexpressed ADHVII with the aid
of a galactose-inducible vector in a protease-deficient yeast
strain (BJ5459[pY105]). To detect ADHVII in the yeast
homogenates, we measured the NADP(H)-dependent
activities towards several alcohols and aldehydes, known
substrates for ADHVI. The yeast extracts of the
BJ5459[pY 105] strain showed a five- to 10-fold increase in
their NADP(H)-dependent specific activity towards several
alcohols and aldehydes, compared with BJ5459[pYes2],
used as a control strain. The reductase activity was about
fivefold the dehydrogenase activity, cinnamaldehyde being
one of the best substrates assayed. We therefore decided to
use the cinnamaldehyde reductase reaction to follow the
purification of ADHVII. Purification could be also followed
by native PAGE and activity staining of the gel with
pentanal and NADPH (Fig. 1). The enzyme was not
detected on lysates from cells grown on glucose (Fig. 1B,
lane 1), but its activity was clearly visible (upper band in lane
2) in the homogenates from yeast grown in galactose,
because the plasmid containing ADH7 was galactose
inducible. Figure 1 also shows that ADHVI is induced by
galactose (lower band in lane 2), as already reported [3]. The
method used to purify ADHVII provided homogeneous
material in a three-step protocol. The crude extract was
fractionated with a DEAE Sepharose column followed by a
red Sepharose and a gel filtration chromatography. Starting
with 12.5 g of BJ5459[pY 105] cells, 0.7 mg of pure ADHVII
were obtained with a specific activity towards cinnamalde-
hyde of 90 U'mg™" (Table 1). The enzyme was stored at
—20 °C with 20% glycerol and no loss of activity was
observed over 1 month.

SDS/PAGE analysis of the purification of ADHVII and
silver nitrate staining revealed one single band of 40 kDa in
the fraction that eluted from the size exclusion chromato-
graphy (Fig. 1A). The native molecular mass of the enzyme,
estimated by this last chromatography, was 81 kDa (data
not shown). Consequently, the enzyme is a homodimer.
Isoelectric focusing analysis in a polyacrylamide gel [20],
followed by activity staining (with 100 mm pentanol and
1.2 mm NADP) revealed two major bands at plI 6.4 and pl
6.2 for the purified enzyme (results not shown).

ADHVII as a member of the MDR family

Previous reports had classified YCRIOSW from S. cerevis-
iae as a putative member of the zinc-containing medium-
chain alcohol dehydrogenase family through the presence of
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Fig. 1. Electrophoretic analysis of ADHVII and yeast extracts. (A)
SDS/PAGE of the different fractions obtained in each step of the yeast
ADHVII purification. The proteins were detected by silver staining:
(lane 1) M, standards; (lane 2) crude extract, 10 pg protein; (lane 3)
DEAE Sepharose chromatography, 10 pg protein; (lane 4) red Seph-
arose chromatography, 1 pg protein; (lane 5) Sephadex 200-HR
chromatography, 1 pg protein. (B) Native gel electrophoresis (6%
acrylamide) and reductase activity staining of yeast extracts and
purified enzymes. The gel was incubated with 10 mm pentanal and
1 mm NADPH and activity bands were revealed as indicated in
Materials and methods. (Lane 1) Crude extract of BJ5459[pY 105] cells
grown in 2% glucose, 5 pg protein; (lane 2) crude extract of
BJ5459[pY 105] cells grown in 2% galactose, 5 pg protein; (lane 3) pure
ADHVII, 7 pg; (lane 4) pure ADHVI, obtained as previously
described [3], 7 pg.

a specific signature (GHEX,GX5(G,A)X»(L,V,A,C,S) in its
protein sequence [2,3,21,22]. A phylogenetic tree built from
the zinc-containing MDR enzymes from yeast, had placed
Ymr318p and Ycrl05p in a subgroup of one of the three
branches of the tree [2]. This grouping was consistent with
the phylogenetic tree constructed from the MDRs identified
in the genomes of E. coli, S. cerevisiae, D. melanogaster and
C. elegans, that placed YCRIOSW in a family of enzymes
structurally related to cinnamyl alcohol dehydrogenases
[22]. Figure 2 shows an alignment between the six yeast
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Table 1. Purification of S. cerevisiae ADHVII. A 12.5 g sample of the protease-deficient BJ5459 yeast strain transformed with a multicopy plasmid
containing ADH7 under galactose control were used to purify ADHVII. Activity was measured with 1 mm cinnamaldehyde, 0.2 mm NADPH in

33 mm sodium phosphate, pH 7.0.

Protein Total activity Specific activity Purification Yield

(mg) L) (Umg™) (fold) (%)
Crude extract 92.4 226 2.5 1 100
DEAE Sepharose 11.6 124 10.7 4.4 55
Red Sepharose 1.55 88.3 58.6 23.2 39
Superdex 200-HR 0.73 65 90.0 36.7 29

ADHs belonging to the same phylogenetic group [2],
together with EgCAD?2, a cinnamyl alcohol dehydrogenase
from Eucalyptus gunii [23] closely related to ADHVI and
ADHVII. ADHVII has several features present in the zinc-
binding MDRs: the putative ligands of the ‘catalytic zinc’,
namely Cys46, His68 and Cys164; the mid chain pattern
‘GX_3GX;_3G’ located in the nucleotide-binding region,
represented by Gly188, Gly190 and Gly193 and the four
putative ligands of the ‘structural zinc’ that some MDRs
have: Cys100, Cys103, Cys106 and Cysl114. It also exhibits
Ser48 that has been implicated in the removal of the proton
from the alcohol in the catalytic mechanism of several
MDR ADHs, and Ser211 (corresponding to Ser223 in horse
liver alcohol dehydrogenase) that determines the specificity
for NADP(H) in contrast to Asp223, typical of NAD(H)-
dependent ADHs (as ADHI, II, III and V). However,
ADHVII (and ADHVI) exhibits an exchange at position 80
(in the numbering of horse liver ADH) that is Val in the
multiple alignment of 47 members of the zinc-containing
ADHs [24] but a Cys in ADHVII and Ser in ADHVL.

ADHVII substrate specificity and kinetic parameters

The substrate specificity of the pure enzyme was analyzed
towards several substrates and the results were expressed as
relative activity values (Table 2). In general, the substrate
specificity was quite similar to the one found for ADHVI.
Differences between ADHVI and ADHVII were in terms of
their relative specificities towards linear and branched-chain
alcohols and in their relative efficiency in the use of
NADP(H) and NAD(H). Thus, ADHVI oxidized prefer-
entially linear aliphatic alcohols like pentanol and hexanol,
while ADHVII showed the same relative activity towards
the linear and branched chain alcohols. Moreover, although
ADHVII used NADP(H) as the preferred coenzyme, it
could also use NAD(H). Thus, at 0.2 mm coenzyme, the
reduction with NADH is 7% of that found for NADPH, in
the presence of 1 mm cinnamaldehyde, while the activity
found with NAD was 20% of the NADP-dependent
activity in the presence of 1 mm cinnamyl alcohol. In
contrast, ADHVI showed a much more strict specificity
towards NADP(H) as activities with NAD(H) were less
than 5% those measured with NADP(H) [3].

The kinetic parameters for ADHVII with the best
substrates are given in Table 3. The highest catalytic
efficiencies were observed for the reductive reactions,
especially with the aliphatic aldehydes, pentanal and
3-methylbutanal. In contrast, the oxidative reactions were
more than 100 times less efficient than the corresponding
reductions, except for cinnamyl alcohol, towards which
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the enzyme showed only a 14-fold decrease in efficiency
compared with cinnamaldehyde (both measured at
pH 7.0). These results and the specificity for NADP(H)
suggest that the enzyme would act as an aldehyde
reductase, rather than as an alcohol dehydrogenase. The
catalytic efficiencies shown for the reductive reactions are
similar to those found for ADHVI, although the k., and
K., values with ADHVII are approximately half the
values found for ADHVI. The catalytic efficiencies
towards the oxidation of cinnamyl alcohol and several
aliphatic alcohols are much higher for ADHVII than for
ADHVI [3].

ADHVII appears to be different to the two NADP-
dependent alcohol dehydrogenases from S. cerevisiae des-
cribed recently [25,26]. Thus, it differs from the ADH
isolated by Wales and Fewson [25] (a monomeric enzyme
with an M, of 46200) and with the bcADH purified by van
Iersel et al. [26] (also monomeric with a Mr of 37000).

Growth of the adh7A and adh6Aadh7A mutant strains

An ADH?7 deleted mutant, adh7A (BJOS strain), and a
combined double mutant adh6Aadh7A (BJ1805 strain) were
constructed from the isogenic strains BJ2168 and BJ18,
respectively. The deletions of ADH6 and ADH7 were
confirmed by PCR of the corresponding genomic DNA
(Fig. 3). Specific amplifications at the ADH6 and ADH7
loci resulted in a gain of approximately 500 bp for the
mutants due to the insertion of TRPI or URA3, which were
bigger than the fragments removed. The adh7A and
adh6Aadh7A mutant strains were viable and showed similar
growth curves that their isogenic wild-type strain in YPD
medium (data not shown).

Physiological function of ADHVI and ADHVII

The close structural and functional similarities between
ADHVI and ADHVII suggest common physiological
roles for both enzymes. Sequences showing a high degree
of identity with ADHVI and ADHVII have been found
by the recent ‘Génolevures’ project (http://cbi.labri.fr/
genolevures) in several hemiascomycetes yeasts, suggesting
a relevant function in these organisms. ADHVI and
ADHVII are the two members of the cinnamyl alcohol
dehydrogenase family (a subdivision of the MDR super-
family [22]), in yeast. This enzymatic family probably
participates in the lignin synthesis pathway in plants;
however, yeast does not synthesize lignin. One possible
function of ADHVI and ADHVII is a contribution to the
maintenance of the proper NADP/NADPH balance.
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Fig. 2. Sequence alignment. (A) An alignment of ADHVII and ADHVI from Saccharomyces cerevisiae and the close related cinnamyl alcohol
dehydrogenase from Eucalyptus gunii (EgCAD2), together with yeast ADHI, II, III and V was obtained with the cLusTALW program. Thin arrows
mark the aminoacids involved in the binding of the ‘catalytic zinc’. The thick arrows point the Cys involved in the binding of the ‘structural zinc’.
Ser211 (%) (corresponding to Ser223 of horse liver ADH1) is characteristic of the NADP(H)-dependent medium-chain alcohol dehydrogenases.
White residues on a black background indicate identical or similar residues present in the seven sequences. Black residues on a gray background
indicate identical or similar residues present in at least four of the seven sequences. (B) Pairwise identities (upper line) and similarities (bottom line)
between the aligned sequences.
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B ADHT ADHII ADHITI ADEV ADSVI ADHVII EgCAD2Z  Cuaternary Ref.
structure
ADHT L00% Tatramario 5
ADHIT 293% 100% Tatramaric 5
96%
ADHIIL 73% T3%  1l00% Tetrameric §
82% 81%
High
ADHV T5% TE% 66% 100% Probably idantity
fri:bY A% B0% tetramaric to ADHI
ADHVE 26% 25% 22% 27%  100% Dimeric 3
AT% 41% dl% 43%
ADHVII 26% 25% 23% 27% 64%  100% pDimeric This work
43% 2% 0% Ad% 80%
EgCAD2 26% 26% 24% 26% 34% 2% 100% Dimeric 23
41% 1% 40% 2% 52% 51%

Fig. 2. (Continued).

Table 2. Substrate specificity of yeast ADHVII. Reduction activities were measured with 1 mm substrate, 0.2 mm NADPH in 33 mm sodium
phosphate, pH 7.0. The activity towards cinnamaldehyde was taken as 100%, corresponding to a specific activity of 90 U-mg™'. Oxidation activities
were measured with 10 mwm substrate, except for octanol (1 mm), 1.2 mm NADP in 0.1 m glycine at pH 10.0. The activity towards cinnamyl alcohol
was taken as 100%, being the specific activity 46 U'mg™'. ND, not detected.

Reduction Relative activity Oxidation Relative activity
Cinnamaldehyde 100 Cinnamyl alcohol 100
Phenylacetaldehyde 90 2-Phenylethanol 23
Benzaldehyde 45 Benzyl alcohol 78
Coniferaldehyde 15 Coniferyl alcohol 7
Veratraldehyde 79 Eugenol ND
Anisaldehyde 83 Ethanol 2
Vanillin 84 Propanol 16
Propanal 24 Butanol 42
Butanal 19 Pentanol 46
Pentanal 153 Hexanol 45
Hexanal 88 Octanol 30
Heptanal 86 2-Methylpropanol 28
Octanal 59 (2S5)-Methylbutanol 39
2-Methylpropanal 63 3-Methylbutanol 40
2-Methylbutanal 89 2-Propanol ND
3-Methylbutanal 79 2-Butanol 1
Trans-2-nonenal 33 Butane-1,2-diol 2
Furfural 54 Butane-1,3-diol 5
Acetone ND Butane-1,4-diol 8

Although the NADPH formed, mostly by the pentose
phosphate pathway [27], is used mainly in the biosynthesis
of amino acids and lipids, other mechanisms can exist to
adjust the ratio of phosphorylated coenzymes.

Given the substrate profile and catalytic efficiencies
displayed, ADHVI and ADHVII could be involved in the
formation of fusel alcohols. Thus, 2-methylpropanal, 2- and
3-methylbutanal and 2-phenylacetaldehyde are the imme-
diate precursors of the corresponding alcohols (‘fusel
alcohols’) and those aldehydes are among the best
substrates of ADHVI and ADHVII. Fusel alcohols confer
major organoleptic properties to alcoholic beverages, and
are produced by S. cerevisiae (and other yeasts) during
fermentation. Although the NAD(H)-dependent ADHs
have been implicated in this route [28], probably with the
aim of regenerating NAD, ADHVI and ADHVII could
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also be involved but, in this case, with the purpose of
regenerating NADP. The manipulation of the levels of
ADHVI and ADHVII could be used by the fermentation
industry to alter the organoleptic properties of the
fermented beverages.

ADHVI and ADHVII are also active towards several
compounds produced during ligninolysis, such as veratral-
dehyde and anisaldehyde. As the reduction of both
aldehydes to their corresponding alcohols are metabolic
activities that occur in this pathway [29,30], ADHVI and
ADHVII could participate in this route.

In summary, we have here demonstrated that the product
of the YCRIOSW gene is ADHVII, an NADP-dependent
alcohol dehydrogenase, similar to the product of the
previously described YMR318C gene, ADHVI. These two
enzymes are the only representatives of the cinnamyl alcohol
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Table 3. Kinetic parameters of yeast ADHVII. Enzymatic activities were measured in 33 mm sodium phosphate, pH 7.0, with 0.2 mm NADPH for
reduction, and 0.1 m glycine, pH 10.0, with 1.2 mm NADP for oxidation. NADP and NADPH kinetics were performed in 5 mm cinnamyl alcohol

and 1 mm cinnamaldehyde, respectively. NS, not saturated.

Km kcat kcut/Km
Substrate (mm) (min™h) (min~'mm™)
Cinnamaldehyde 0.043 £+ 0.002 7913 + 121 182094 + 6359
Veratraldehyde 0.058 + 0.005 6000 + 137 103736 + 7488
Pentanal 0.049 £+ 0.005 11915 + 353 242584 + 19509
3-Methylbutanal 0.048 + 0.006 9581 + 285 201718 + 19940
NADPH 0.011 £+ 0.001
NADH NS
Cinnamyl alcohol 0.08 + 0.01 3404 £+ 100 42371 + 5170
Cinnamyl alcohol® 0.11 £+ 0.01 1622 + 35 13861 = 1135
Phenylethanol 22 £03 1132 + 32 517 £ 50
Pentanol 0.99 £+ 0.03 918 £ 9 923 + 26
3-Methylbutanol 1.61 + 0.07 2866 + 46 1776 + 52
3-Methylbutanol® 4.6 £ 0.3 173 £ 4 37.5 £ 22
NADP 0.013 + 0.001

# Activity measured in 33 mMm sodium phosphate, pH 7.0.

2000 bp
1500 bp

1000 bp

1 2 3 4 5 6 7 8 9

Fig. 3. Analysis of the deletion of ADH6 and ADH7 genes. Agarose gel
of genomic DNA of the yeast strains BJ2168: ADH6 ADH7, lanes 1
and 2; BJ18: adh6 A ADH?7, lanes 3 and 4; BJO5: ADHG6 adh7A, lanes 5
and 6; and BJ1805: adh6A adh7A, lanes 7 and §; amplified by PCR with
two pairs of oligonucleotides that hybridize at the ADH6 and ADH7
locus, respectively. (9) M, standards.

dehydrogenase family in S. cerevisiae, and they could
participate in ligninolysis and fusel alcohol synthesis path-
ways.
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Resumen de los resultados presentados en el articulo ‘Characterization of a
Saccharomyces cerevisiae NADP(H)-dependent alcohol dehydrogenase
(ADHVII), a member of the cinnamyl alcohol dehydrogenase family’. Eur. J.
Biochem. (2002), 269, 5738-5745.

En este trabajo se presenta la caracterizacion de Adh7p, la proteina codificada por el
gen YCR105W, que comparte un 64 % de identidad con Adh6p. La purificacion se realizo a
partir de una cepa de Saccharomyces cerevisiae que sobreexpresaba el enzima. El producto final
resulté ser una ADH homodimérica con subunidades de 40 kDa y con actividad alcohol
deshidrogenasa NADP(H)-dependiente.

Como se ha descrito en el Capitulo I, se utiliz6 el motivo caracteristico de las alcohol
deshidrogenasas de cadena media capaces de unir Zn para identificar ORFs que codificaran por
miembros de la familia MDR. En la Figura 2A se presenta un alineamiento de secuencias de las
7 ADHs descritas en levadura (incluida Adh7p descrita en este trabajo) y un enzima
representante de la familia de las cinamil alcohol deshidrogenasas (EQCAD2) ya que tanto
Adh6p como Adh7p presentan una mayor identidad de secuencia con los enzimas de la familia
de las CADH que con los enzimas de la familia de las ADHSs de levadura (Figura 2B). En este
alineamiento se identifican los motivos caracteristicos de las alcohol deshidrogenasas de cadena
media. Todas las secuencias presentan los aminoacidos requeridos para coordinar el Zn
catalitico y el Zn estructural. Ademas se remarca la posicion 223 que para enzimas activas con
NAD" presenta un residuo aspartico o glutamico y para enzimas dependientes de NADP" este
residuo suele ser una serina. Tras la identificacion, purificacion y caracterizacion de Adh6p
(Capitulo 1) se decidié continuar explorando las ADH de cadena media con actividad
dependiente de NADP(H).

Se sobreexpresé el gen YCR105W en la cepa BJ5459, deficiente en proteasas. Se utilizd
el vector pYes2 inducible por galactosa. Utilizando los sustratos con los que Adh6p resulto
activa, se identifico el producto del gen YCR105W como una alcohol deshidrogenasa
dependiente de NADP(H) y siguiendo la nomenclatura de Saccharomyces cerevisiae se la

denomind Adh7p.

Para llegar a una total homogeneidad en la purificacion de Adh7p se utilizaron varias
etapas cromatogréaficas. El extracto crudo de levadura obtenido mediante rotura mecéanica con
bolas de vidrio, fue centrifugado para recuperar la parte soluble. El lisado fue cargado en una

DEAE-Sepharose de la que se obtubieron dos picos con actividad cinamaldehido reductasa: un

59



primer pico que correspondié a Adh6p y un segundo pico correspondié a Adh7p. El pico de
proteina de interés fue cargado en una Red-Sepharose y eluido con un gradiente creciente de
NADP®. Para mejorar la actividad especifica de la proteina y eliminar el exceso de NADP*
procedente de la anterior cromatografia se sometié la muestra a una etapa de HPLC de gel

filtracion con la columna Superdex 200-HR.

En la Tabla 1 se encuentran resumidas las etapas de la purificacion. La proteina Adh7p
presento una actividad especifica de 90 U/mg para el cinamaldehido y NADPH, y se alcanzé un
grado de pureza de 37 veces. Tal como se observa en la electroforesis por SDS-PAGE (Figura
1), se lleg6 a homogeneidad en la purificacion. La Figura 1 B confirma la pureza de Adh7p ya

gue se consiguid separar completamente de Adh6p.

Con la proteina Adh7p purificada se determind la especificidad de sustrato. En la Tabla
2 se puede ver como, en general, los resultados obtenidos son muy similares a los previamente
descritos para Adh6p ya que ambos enzimas son capaces de reducir aldehidos aromaticos,
lineales o ramificados a sus correspondientes alcoholes, y viceversa. Ademas, la reduccién de
aldehidos resulté mas eficiente que la oxidacion de sus correspondientes alcoholes (hasta un
factor de 100).

Mediante la técnica de remplazamiento de gen en un Unico paso, se construyeron las
cepas mutantes adh7A y adh6Aadh7A isogenicas a la cepa de Saccharomyces cerevisiae
BJ2168. Las deleciones se confirmaron mediante PCR del DNA gendémico ya que la insercién
de los marcadores de delecion TRP1ly URA3 en los genes ADH6 y ADH7 correspondientes,
generaba una ganancia en el tamafio del producto amplificado (Figura 3). Las cepas mutantes
adh7A y adh6Aadh7A resultaron viables y su crecimiento en medio rico fue similar al de la cepa

silvestre.
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CAPITULO III

Estudio cristalografico de la estructura tridimensional de la

Adh6p de Saccharomyces cerevisiae
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Institut de Biologia Molecular ~ The crystal structure of Saccharomyces cerevisine ScAdh6p has been solved

de Barcelona (IBMB-CSIC) using the anomalous signal from the two zinc atoms found per subunit,
Jordi-Girona 18-26, 08034 and it constitutes the first structure determined from a member of the
Barcelona, Spain cinnamyl alcohol dehydrogenase family. ScAdh6p subunits exhibit the

general fold of the medium-chain dehydrogenases/reductases (MDR)
but with distinct specific characteristics. In the three crystal structures
solved (two trigonal and one monoclinic), ScAdhép molecules appear to
be structural heterodimers composed of one subunit in the apo and the
second subunit in the holo conformation. Between the two conformations,
the relative disposition of domains remains unchanged, while two loops,
Cys250-Asn260 and Ile277-Lys292, experience large movements. The apo-
apo structure is disfavoured because of steric impairment involving the
loop 11e277-Lys292, while in the holo-holo conformation some of the hydro-
gen bonds between subunits would break apart. These suggest that the
first NADP(H) molecule would bind to the enzyme much more tightly
than the second. In addition, fluorimetric analysis of NADPH binding
demonstrates that only one cofactor molecule binds per dimer. Therefore,
ScAdh6p appears to function according to a half-of-the-sites reactivity
mechanism, resulting from a pre-existing (prior to cofactor binding) ten-
dency for the structural asymmetry in the dimer. The specificity of
ScAdhé6p towards NADP(H) is mainly due to the tripod-like interactions
of the terminal phosphate group with Ser210, Arg211 and Lys215. The
size and the shape of the substrate-binding pocket correlate well with the
substrate specificity of ScAdh6p towards cinnamaldehyde and other aro-
matic compounds. The structural relationships of ScAdh6p with other
MBDR structures are analysed.
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from oxidative damage or biosynthesis of fatty
acids. MDR enzymes, detected in most of the
genome projects, have a subunit size of about 350
residues and are grouped in eight protein families,
four of them containing zinc:** (i) dimeric alcohol
dehydrogenases (ADH); (ii) tetrameric alcohol
dehydrogenases (YADH); (iii) polyol dehydro-
genases (PDH); and (iv) cinnamyl alcohol dehydro-
genases (CAD). Crystal structures of several
members from the ADH, YADH and PDH families
are known, but no structure from the CAD family
has yet been reported.

CAD enzymes were detected originally in plants
(Figure 1),° where they catalyze the last steps of the
biosynthesis of monolignols, the lignin precursors.®
In fact, transgenic trees with reduced CAD activity
are easier to delignify, which targets these enzymes
for biotechnological modification.” However, some
recently reported members of the plant CAD
family appear to have different enzymatic activities
not related to lignin synthesis. Thus, ELI3 proteins
involved in plant disease resistance have activity
with aromatic benzyl aldehydes,® while another
plant CAD enzyme (MTD from celery) shows
NAD-dependent mannitol dehydrogenase activity®
and is involved in salt tolerance and possibly in the
response to pathogen attacks. CAD enzymes are
found also in bacteria and yeast but with functions
that are not established clearly.

Saccharomyces cerevisige contains in its genome 12
MDRs with the zinc-binding signature: Sfalp
(which belongs to the ADH family), Adhlp,
Adh2p, Adh3p and Adh5p (YADH family), Sorlp,
Sor2p, Xyl2p, Bdhlp and Yal061lp (PDH family)
and, finally, Adh6p and Adh7p, which share over
60% sequence identity and have been characterized
recently as belonging to the CAD family, by their
primary structure and enzymatic activities (Figure
1).1%" ScAdhé6p and ScAdh7p use NADP(H) as a
cofactor and display a broad substrate specificity
with aromatic and aliphatic (linear and branched-
chain) primary alcohols and aldehydes, and high
activity with cinnamyl alcohol, cinnamyl aldehyde
and their derivatives. Most likely, ScAdhé6p is not
involved in lignin biosynthesis, since this is a path-
way not demonstrated in S. cerevisiae. Furthermore,
the enzyme shows little activity with sinapylalde-
hyde or coniferylaldehyde (two lignin precur-
sors).'” However, ScAdh6p might contribute to
lignin degradation, as it can act on products

derived from the biodegradation of lignin, such as
veratraldehyde and anisaldehyde.”’ In any case,
ScAdh6p exhibits a high level of sequence simi-
larity with some plant CAD enzymes involved in
lignification, i.e. 53% with CAD2 from Eucalyptus
Qunnii.'?

The crystal structure of the NADP(H)-dependent
CAD enzyme Adh6p from S. cerevisiae (ScAdhép)
has now been determined. This is the first three-
dimensional structure for a CAD enzyme and for
a member of the MDR superfamily in S. cerevisiae.
These results provide a structural framework to
understand the functioning of ScAdhé6p that can
be used as a reference for CAD proteins, in particu-
lar those associated with lignification.

Results and Discussion
Overall ScAdh6p structure

The structures of three ScAdhép crystals, two tri-
gonal and one monoclinic, have been determined
and refined at a resolution of about 3.0 A (Table 1).
The molecular structure corresponding to the tri-
gonal crystals without NADP* added comprises
all the amino acid residues of one ScAdh6p sub-
unit, Met1-Asp360, two zinc ions and two phos-
phate (or sulphate) groups (Figures 2(a) and 3(a)).
In this trigonal structure, the loops Cys250-Asn260
and Ile277-Lys292 presented alternative confor-
mations, each with about 50% occupancy. In the tri-
gonal crystals obtained by co-crystallization with
NADP*, the ScAdh6p structure is very similar,
including the alternative conformations in the two
loops, with a root-mean-square deviation (r.m.s.d.)
for all the C* atoms of 0.32 A. However, in these
crystals an NADP* molecule, with about 50% occu-
pancy, was found instead of the phosphate groups
(Figure 3(b)). The model corresponding to the
monoclinic crystal comprises all the amino acid
residues and the two zinc atoms from each of the
two subunits found in the asymmetric unit
(Table 1). In these monoclinic crystals, the cofactor
binding site of one subunit was empty, while the
site in the second subunit contained a strong den-
sity that was suited for an NADP* molecule,
except that it lacked the region corresponding to
the nicotinamide moiety (Figure 3(c)). Similarly, a
phospho-ADP-ribose molecule has been found in

Figure 1. Phylogenetic tree of CADs. The 74 sequences more similar to ScAdh6p (as detected by BLASTP with E-
values below 10~%) were aligned by using the CLUSTAL W program.* These sequences contained the sequence pat-
tern for CADs derived by Nordling et al.,> except 12 bacterial proteins that substitute the first Cys of the pattern by
an Ala/Ser residue. Phylogenetic analysis was carried out by the neighbour-joining method using the program
MEGAZ2,* with 10,000 bootstrap samplings. Plant enzymes are distributed in two clusters: one containing enzymes
involved in lignin synthesis (Plant I), such as CAD2 from Eucaliptus gunnii,’> and the second containing ELI3 proteins
and enzymes annotated either as cinnamyl alcohol dehydrogenases, or as mannitol dehydrogenases (such as MTD
from Apium graveolens®) (Plant II). ScAdhép is in one cluster with four more fungi enzymes (Fungi). All remaining
proteins of the tree are from bacteria, except QOUI1FO, from Leishmania major, and Q8TTM5, from the Archaea
Methanosarcina acetivorans (Bacteria*). The sequences are named by their accession numbers or by their Swissprot or

TrEMBL abbreviations.
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1052

Crystal Structure of Saccharomyces cerevisiae ScAdh6p

(a) Cys 250 - Asn 260

Ile 277 - Lys 292

(b)

Main Chain deviation

11e277 - Lys292
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Figure 2. Apo and holo confor-
mations of ScAdhé6p. (a) Super-
imposition of the ScAdh6p subunits
in the apo (blue) and the holo
(brown) conformations. Zinc ions
are represented as green spheres
and the NADP* cofactor found in
the holo monomer is displayed.
Secondary structural elements are
indicated explicitly only for the
two mobile loops Cys250-Asn260
and Ile277-Lys292. (b) rm.s.d.
between main-chain C* atoms of
the ScAdh6p subunits in the apo
and holo conformations. The
absence of significant domain
movements between both confor-
mations and the large displacement

100 200 300

Nres

the active site of the crystal structure of spinach
acetohydroxyacid isomeroreductase,® suggesting
the hydrolysis of the nicotinamide group of
NADP* during the purification and/or crystalliza-
tion procedures.

The C* superimposition of the two crystallo-
graphically independent subunits found in the
monoclinic crystals, with an rm.s.d. of 1.19 A, indi-
cated significant differences only for loops Cys250-
Asn260 and Ile277-Lys292, with displacements as
large as 6.0 A and 6.9 A for residues 255 and 280,
respectively (Figure 2(b)). The r.m.s.d. decreases to
0.36 A when the two loops are excluded from the
superimposition, which reflects the fact that the
relative disposition of domains remains unchanged
between both subunits. In the subunit containing
the phospho-ADP-ribose moiety, the two loops
close the binding site, interacting with the adenine
base, the pyrophosphate group and the two ribose
molecules (Figure 2(a)). Therefore, due to the
loops and to the cofactor site occupancy differ-
ences, the ScAdh6p molecule in the monoclinic
crystal can be considered a structural heterodimer
in which subunits have adopted the apo (A) and
holo (H) conformations, respectively (Figure 4(a)).
Furthermore, the disposition of loops in the A and
H conformations coincide with the alternative

64

of the mobile loops is evident in (a)
and (b).

conformations, seen in the trigonal crystals, for the
same two loops. Therefore, the structure in the tri-
gonal crystal must consist of a mixture, in about
equal amounts, of subunits with the A and H con-
formations. For an ScAdh6p molecule, having the
two subunits in the A conformation appears steri-
cally unfeasible, because loop Ile277-Lys292 would
clash with the same loop in the second subunit
(Figure 4(b)). Consequently, also in the trigonal
crystals, ScAdh6p molecules should be present
mainly as structural heterodimers of subunits in
the A and H conformations. In the trigonal crystals
with NADP* added, the subunit in the H confor-
mation would be the one containing the NADP*
cofactor. In the trigonal crystals without NADP*
added, the subunit in the H conformation could
be stabilized by the presence of the phosphate
groups. If both subunits in a ScAdh6p molecule
were to adopt the H conformation, some of the
hydrogen bonds between subunits, seen in the
heterodimer, would break apart (Figure 4(c)).
Therefore, structural heterodimers, with one sub-
unit in the A and one subunit in the H confor-
mation appear to be the most stable situation for
ScAdh6p molecules. This tendency towards mol-
ecular asymmetry would favour cofactor binding
to only one of the subunits in the dimer, which
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Table 1. Data and model refinement statistics

Data collection statistics

Trigonal Monoclinic
SAD ScAdh6p ScAdh6p/NADP* ScAdhép

A. Data collection statistics
Space group P3,21 P3,21 C2
Cell parameters (/°)

a(A) 101.9 102.1 234.9

b (A) 101.9 102.1 100.3

c(A) 149.15 149.72 52.4

v (deg.) 120.0 120.0

B (deg.) i 92.2
Resolution range (A)* 22.0-3.1 29.0-3.0 29.0-3.0
Unique reflections 15,485 18,395 24,484
Ryym® (%) 12.2 (25.0) 15.1 (30.0) 5.0 (20.0)
Completeness (%) 96.7 (96.0) 99.5 (99.9) 98.8 (93.4)
I/ a(D)) 11.5 (1.0) 12.5 (1.0) 8.0 (1.0)
B. Data refinement statistics
Ryon (%) 26.2 26.5 22.7
Riree? (%) 31.9 29.6 27.9
Solvent content (%, v/v) 78 78 68
Asymmetric unit content

Protein subunits 1 1 2

Protein residues 360 360 2 X 360

Zn*t 2 2 2X2

NADP* (?)° 0.5 -

Phospho-ADP-ribose - - 1

PO4~ 2x0.5° - -
Geometry deviation:

rm.s.d. bonds (A) 0.008 0.008 0.008

rm.s.d. angles (deg.) 15 14 14

* Values in parentheses correspond to data in the highest-resolution shell.
Reym = > i Thwti = nk)!/ e Do nktilui, where I ; is the observed intensity and—(Ij) is the average intensity of multiple

observations of symmetry-related reflections.

€ Ruwork = Yyt IFobs! = [Fearcll/>"|Fops|, where Fops and Feoic are the observed and calculated structure factors, respectively.
Riree same definition as Ry, for a cross-validation set of 5% of the reflections.
¢ A low occupancy of the nucleotide seems still present in these crystals (Figure 3).
f The partial occupancy is likely reflecting the presence of structural heterodimers with an even presence of subunits in the apo and

holo conformations (see the text).

suggests that the first molecule of the cofactor
would bind much more strongly than the second.
These features are compatible with a half-of-the-
sites reactivity mechanism, a term coined to
describe multimeric enzymes that react at only
half of their active sites."

Loops Cys250-Asn260 and Ile277-Lys292 are
involved in crystal packing interactions in the
monoclinic crystals, but not in the trigonal crystals
(Figure 5). This, together with the absence of
domain displacements between the A and H con-
formations, allows the coincidence of the crystallo-
graphic 2-fold axis with the approximate binary
axis of the heterodimer and explains the disorder
found in the trigonal crystals.

Despite the low level of sequence identity (<22%)
with all protein structures available, ScAdhép
subunits present a topology similar to that of
other MDRs (Figure 6) with a catalytic domain
(residues Met1-Cys163 and Leu301-Asp360) and a
coenzyme-binding domain (residues Gly164-
Ala300) separated by a deep cleft (Figure 2(a)).
Superimposition of the ScAdh6p subunit in the

H conformation with the corresponding structures
of horse liver alcohol dehydrogenase (PDB code
20HX) and Clostridium beijerinckii secondary
alcohol dehydrogenase (PDB code 1KEV) gave, in
both cases, an r.m.s.d. value of about 2.8 A for 330
equivalent residues."” The superimposition of the
A conformations of ScAdh6p and ketose reductase
from Baemissia argentifolii (PDB code 1E3]), gave
an rm.s.d. value of 2.5 A. However, contrary to
what has been found for ScAdh6p, coenzyme bind-
ing induces significant interdomain movements in
many MDR structures,'*"*® though this is not
always the case."” Sequence alignments (Figure 6)
show an insertion of six residues (from Prol124 to
Tyr129 in ScAdhé6p), which might confer rigidity
to ScAdhép.

Cofactor binding and specificity

An NADP* and a phospho-ADP-ribose mol-
ecules were found, as indicated before, bound to
ScAdh6p in the trigonal and monoclinic crystals,
respectively. Both molecules show extended
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(a)

(b)

e
Arg211
=‘,‘

(c) Ser210
Lys215
A = \\/
Figure 3. Electron density for the ScAdh6p cofactor
binding site. The ScAdh6p cofactor binding site as
found: (a) in the trigonal crystals without NADP*
added; (b) in the trigonal crystals with NADP* added;
and (c) in the subunit having the holo conformation
from the monoclinic crystals. In the three cases, a com-
plete NADP* cofactor is displayed with ball-and-sticks
coloured according to the atom type. Non-protein den-
sity is displayed using a chicken-wire representation.
Coordination of the catalytic zinc ion, depicted as a blue
sphere, is indicated with broken lines. The presence of
phosphate (or sulphate) groups together with a low
occupancy of the whole cofactor can be assumed in (a).
Density corresponds well with an NADP* molecule hav-
ing about 50% occupancy in the trigonal crystals with
NADP"* added (b). Density in an omit map (green) is
absent for the NADP(H) moiety corresponding to the
nicotinamide group, and density in this region becomes
negative (red) in an F, — F. map when the nicotinamide
group is included in the model (c). Therefore, a phos-
pho-ADP-ribose, likely derived from an NADP" mol-
ecule by hydrolysis of the nicotinamide group, appears
to occupy the cofactor binding site of the holo subunit in
the monoclinic crystals (see the text). In the three crystal
structures, density is found in the location corresponding
to the terminal phosphate group when the NADP" is
bound. Instead, no density is found in the corresponding
location in the apo subunit of the monoclinic crystal (not
shown). Residues Ser210, Arg21l and Lys215, which
interact with the terminal phosphate group, are labelled.
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conformations, with the two ribose moities likely
having C2-endo sugar ring puckerings, as com-
monly found in holo MDR structures.**~*' Cofactor
binding is defined by an extensive array of polar
and hydrophobic interactions with a major partici-
pation of residues from the two mobile loops
Cys250-Asn260 and Ile277-Lys292 (Figure 6). Loop
Cys250-Asn260 interacts exclusively with the
phospho-ADP-ribose moiety. In turn, loop Ile277-
Lys292 interacts mostly with the nicotinamide
group that, similar to other MDRs, is close to the
catalytic zinc ion and to the sulfur atom of the con-
served residue Cys163." The direct interaction of
the mobile loops with the cofactor might facilitate
the dissociation of products, a frequently rate-
limiting step in MDR enzymes.*
NAD(H)-dependent MDRs have a conserved
negatively charged residue at the C-terminal end
of the BB strand,” which forms hydrogen bonds
with the 2/ and 3/-hydroxyl groups of the adeno-
sine ribose from the coenzyme. In contrast,
NADP(H)-dependent enzymes have a small and
neutral residue at this position,* such as glycine
in amphibian ADH8% or Ser210 in ScAdhép, since
an aspartic or a glutamic acid residue would inter-
fere sterically and electrostatically with the
NADP(H) terminal phosphate group.? In ScAdhép,
the hydroxyl group of Ser210 hydrogen bonds two
oxygen atoms from the terminal phosphate group,
which binds also to the guanidinium group of
Arg211 and to the e-amino group of Lys215
(Figures 3 and 7). These tripod-like interactions
leave only one of the phosphate oxygen atoms
exposed towards the solvent and without inter-
action with the protein. It had been suggested that
the presence of one or two basic residues is import-
ant for NADP(H) specificity.”” and this is the situ-
ation in ScAdhép with Arg211 and Lys215.
Remarkably, Lys215 is a conserved residue in most
NAD(H)-dependent ADHs. In NADP(H)-depen-
dent ADHs from bacteria,®~* NADP(H) binding
involves a contiguous Ser and Arg residues and a
Tyr that makes a hydrogen bond to the ribose
phosphate group.” In turn, in amphibian ADHS
the preference for NADP(H) is achieved by the dis-
position and the interactions of residues Gly223,
Thr224, and His225.” Therefore, the binding strat-
egy of the terminal phosphate group by ScAdh6p
is different, though the sequence changes required
are very few, in particular due to the recruitment
of the conserved Lys215 for a new role in
NADP(H) binding. These results agree well with
modeling and biochemical studies on CAD2 from
Eucalyptus gunnii, where it was concluded that
Ser212 and Arg217 (equivalent to Ser210 and
Lys215 in ScAdhé6p) had to participate in the
binding of the terminal phosphate group of
NADP(H).*** Sequence comparisons between the
CAD enzymes (Figure 1) show that binding of the
cofactor terminal phosphate group would likely
follow the same pattern as in ScAdh6p. A con-
spicuous exception is MTD from Apium graveolens,’
with NAD-dependent mannitol dehydrogenase
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(a, inset)

Y289(A) Y289(A)

(b) AOA

Figure 4. Stereo views of the ScAdh6p dimers: the view is down the molecular 2-fold axis. Subunits having the apo
conformation are coloured blue and those in the holo conformation are coloured brown with the NADP* cofactor
shown explicitly. (a) The experimentally determined structural heterodimer. Departure from the strict molecular sym-
metry seems required to allow the antiparallel pairing of strand His281-Tyr289 between the two subunits in the
dimer (inset). In turn, apo-apo homodimers (b) would present steric problems, while holo-holo homodimers (c) seem to
break apart the four hydrogen bonds found in the heterodimer between strands His281-Tyr289.

activity, where an aspartic acid residue occupies
the position equivalent to Ser210 in ScAdhé6p.

The structural data (see the previous section)
suggest that cofactor binding in the first site
would be stronger than in the second site. How-
ever, the steady-state kinetic analysis'’ performed
with NADPH and cinnamaldehyde did not show

any sign of negative cooperativity up to 1mM
NADPH. Therefore, we decided to study the stoi-
chiometry of cofactor binding and the correspond-
ing dissociation constant, by monitoring the
quenching on the fluorescence of ScAdh6p upon
NADPH binding. The analysis of the experimental
data according to the method of Stinson &
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Figure 5. Crystal packing in the monoclinic crystals. In
the monoclinic crystals, with a solvent content of 68%
(v/v), molecules are closely packed only when viewed
down the b axis. This close packing involves contacts of
the mobile loops, in particular of loop Cys250-Asn260,
which allows discrimination of a unique orientation of
the heterodimer, as found in the monoclinic crystals.

Holbrook (see Materials an Methods) (Figure 8)
yielded a Kp of 7.7 uM and an abscissa intercept
of 6.47 uM (Figure 8, inset), that would correspond
to the concentration of binding sites. Considering
that the dimeric ScAdh6p concentration used was
6.25 uM, the resulting stoichiometry is of approxi-
mately one NADPH molecule per dimer of
ScAdhép at the concentrations of NADPH used in
the experiment. This indicates that the enzyme
appears to work with only one functional active
site.

The catalytic site

The active site of ScAdh6p is situated in the cleft
between the catalytic and coenzyme-binding
domains, centred around the catalytic zinc ion.
The catalytic zinc ion displays a tetrahedral
coordination with residues Cys46, His68, Cys163
and a solvent molecule in the apo and holo forms
(visible in both the trigonal and the monoclinic
structures) (Figure 9). This catalytic zinc ion bind-
ing mode is structurally equivalent to the one
shown by the apo and holo forms of HLADH."

In order to generate a model for the ternary com-
plex, cinnamaldehyde has been “docked” to the
active site of ScCAdh6p-NADP* in such a way that

the carbonyl oxygen atom would coordinate to the
Zn atom, and locating the C1 atom close to the
nucleotide cofactor (Figure 9). The Figure shows
the ScAdh6p residues in close contact to cinnam-
aldehyde, corresponding to the inner, middle and
outer parts of the substrate-binding site. While
some of these residues are structurally analogous
to those found in the active centre of HLADH
(specially those located in the inner part), some
others do not have correspondence, since some
positions of the substrate-binding site in HLADH
belong to the loop 116-138 not present in ScAdhé6p.
In fact, the funnel-shaped active site of ScAdhép is
larger than the active site of HLADH, mainly
because part of the loop 116-138 from HLADH
restrains the entrance to the active site. The large
size of the active site of ScAdh6p is in agreement
with the broad substrate specificity shown by the
enzyme and its activity with bulky aromatic
compounds.’” Thus, both active sites are lined
mostly with hydrophobic side-chains, being the
polar groups brought about by the residues that
coordinate the catalytic Zn, the nicotinamide
moiety of the coenzyme and the side-chain of
Ser48. In general, the residues involved in the bind-
ing of the catalytic and structural Zn, and those of
the substrate-binding pocket predicted by McKie
et al®" in their modelling study with CAD2 from
Eucalyptus gunnii, correspond well to the residues
found here in the ScAdhép structure, suggesting
that the pattern is common in the CAD enzymes.

Conclusions

The ScAdh6p crystal structures are the first
determined from the CAD family, which completes
the availability of structural information for at least
one representative from each of the four families of
the zinc-binding MDR enzymes. ScAdh6p exhibits
the well-characterized structural features of zinc-
containing dimeric MDRs, but with important
peculiarities. Thus, the size and shape of the active
site appear adapted to the bulky and hydrophobic
substrates of CADs. The specificity towards
NADP(H) is achieved mainly by tripod-like inter-
actions of the cofactor terminal phosphate group
with side-chains from Ser210, Arg211 and Lys215.
The interconversion between the apo and holo

Figure 6. Structure-based alignment of MDR sequences. The alignment was obtained from the DALI server' and
refined manually. The main secondary structural elements for each sequence were displayed by using the ESPRIPT
program.* The structural elements are from the holo form of ScAdh6p (PDB code 1PIW), the apo form from Baemissia
argentifolii ketose reductase (BaKR, PDB code 1E3]J), the holo form from Clostridium beijerinckii ADH (CbADH, PDB
code 1KEV) and the holo form from horse liver ADH (HLADH, PDB code 20HX). Residues highlighted in red are con-
served among all the sequences, while residues highlighted in green are conserved in at least three of the sequences.
Triangles indicate the residues involved in the subunit interactions between the apo and holo subunits of the dimer (in
red are the interactions that would be lost upon the hypothetical NADP*-binding to both subunits). Circles indicate
the residues involved in the binding of NADP* by hydrogen bonding and hydrophobic contacts (further described in
Figure 7). The secondary structural elements of the nucleotide-binding domain are labelled after Eklund et al.*® for

HLADH. r denotes a3y, helices.
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conformations does not require changes in the rela-
tive disposition of domains, while two loops,
Cys250-Asn260 and Ile277-Lys292, experience
large movements. However, the most striking
observation is that ScAdh6p molecules appear to
be present mostly as structural heterodimers com-
posed of one subunit in the apo conformation and
the second subunit in the holo conformation,
respectively. While homodimers with the apo-apo
conformations would be sterically unfeasible, the
holo-holo homodimers might be energetically
unfavourable due to the absence of some of the
intersubunit hydrogen bonds present in the hetero-
dimer. Taken together, the structural results, the
absence of negative cooperativity in the steady-
state kinetics,"’ and the demonstration of a single
NADPH molecule binding per dimer, are consist-
ent with a half-of-the-sites reactivity mechanism
resulting from a pre-existing (prior to cofactor
binding) tendency for the asymmetry in the
enzyme. A pre-steady-state kinetics study appears
now necessary to explore in depth the molecular
mechanism of the enzyme.

Materials and Methods

Protein purification and crystallization

ScAdh6p was obtained following a previously
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Figure 7. A diagram of inter-
actions between ScAdh6p and
NADP*. LIGPLOT* describing the
interactions of the bound NADP*
molecule. Only side-chains of resi-
dues Ser210, Arg21l and Lys215
interact with the terminal phos-
phate group of the NADP™* cofactor.
Residues Ser210 and Arg2l1l are
sequence variations specific for
ScAdh6p, while residue Lys215 is
conserved among NAD(H)-depen-
dent ADHs. The nitrogen atom of
the carboxamide group of the
nicotinamide moiety is hydrogen
bonded to the carbonyl oxygen
atoms of I1e275 and Ser299, while
the oxygen atom is hydrogen
bonded to the main-chain nitrogen
atom of Leu301. The pyrophosphate
oxygen atoms of the coenzyme
establish hydrogen bonds to main-
chain nitrogen atoms of Gly47,
Gly190 and Ile191, and to the side-
chain of Ser252. The O-2' and O-3
atoms of the nicotinamide-ribose
are forming hydrogen bonds with
the main-chain carbonyl atoms of
[1e277 and Ser252.

Thr 255

described protocol,® but using a different yeast strain,
named BL9. To eliminate a contaminating protein (sac-
charopine dehydrogenase, identified by mass spectro-
metry) that co purifies with ScAdh6p, the BL9 strain
was constructed by disrupting the corresponding gene
(LYS9) in the BJ2168 strain.***> The oligonucleotides 5
GCGGAGCTCCGTTTTGTTGCTAGGATCTGG 3’ and 5
GCGAAGCTTCCTTTAGATAGATGCCG 3 were used
to amplify LYS9 by PCR. The resulting fragment was
cloned into the Sacl and HindlIII sites of the PCR-Script
vector (Stratagene), that was digested with BamHI,
removing 230 bp from LYS9, and followed by the inser-
tion of the URA3 marker. Finally, the construct Iys9 ::
URA3 was amplified by PCR with the above oligonucleo-
tides and used to transform the BJ2168 yeast strain by the
lithium acetate protocol,® resulting in a disrupted lys9
(checked by PCR) strain (BL9). In order to overexpress
ScAdhép, BL9 was transformed with the vector pAA318
(derived from the yeast expression vector pAAHS5),>”
that contained the ADH6 gene under the ADH1 promo-
ter. The BL9 [pAA318] strain was grown until the late
exponential phase in selective medium containing glu-
cose, resulting in 27 g of cells. ScAdh6p was purified by
the sequential use of DEAE-Sepharose, Red-Sepharose
and, finally, by gel-filtration HPLC to eliminate the
NADP"* used to elute the enzyme from the affinity
column.'

Samples of ScAdh6p were used, as reported
previously,®” in crystallization screenings with the hang-
ing-drop, vapour-diffusion method, producing trigonal
crystals (Table 1). The best-diffracting crystals were
obtained in about two days at room temperature
with 1 pl of a 10 mg/ml protein solution and 1 pl of the
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Figure 8. Fluorescence quenching on NADPH binding to ScAdh6p. Change of the protein fluorescence intensity (in
arbitrary units) of ScAdh6p (#) and BSA (<) upon addition of NADPH. The excitation wavelength was 280 nm and
the emission wavelength was measured at 340 nm. ScAdh6p was used at a concentration of 6.25 uM (dimer) in
50 mM potassium phosphate buffer (pH 7), and 0.1 M NaCl, at 25 °C. Bovine serum albumin (BSA) was used in the
same buffer at the same protein concentration as ScAdhép, to take into consideration non-specific effects. The inset cor-
responds to the Stinson & Holbrook plot* for the binding of NADPH to ScAdhé6p (corrected for non-specific effects
with the BSA data). The abscissa intercept, 6.47 .M, represents the total concentration of binding sites that, considering
the ScAdh6p concentration used, yields a stoichiometry of one molecule of nucleotide bound per dimer of ScAdhé6p. A
Kp of 7.7 uM for the binding of NADPH to ScAdhép is obtained from the reciprocal of the slope.

reservoir solution containing 1.6 M ammonium sulphate
(AS) and 0.1 M Hepes (pH 7.0) (Table 1). A second crys-
tal form, previously unreported, was obtained with the
hanging-drop, vapour-diffusion method when a solution
of 10.5 mg/ml protein was precipitated with 30% (w/v)
PEG 4000 buffered by 0.1 M Tris—HCI (pH 8.5). These
new crystals were monoclinic, space group C2, and
grew in about a week to maximum sizes of 0.2 mm X 0.3
mm X 0.5 mm (Table 1). Attempts to prepare binary com-
plexes with NADP* or NADPH by either soaking or co-
crystallization gave crystals, isomorphous to the trigonal
ones, when ScAdh6p was incubated overnight with
3.5 mM NADP* (Table 1).

Data collection

Data collection for the ScAdhé6p trigonal crystals
(without NADP* added), was performed at the zinc
absorption K-edge peak wavelength, previously deter-
mined by an X-ray fluorescence analysis that confirmed
the presence of the metal in the enzyme?® Crystals,
soaked in a 20% (v/v) glycerol cryoprotectant solution,
were flash-cooled at the temperature of boiling nitrogen.
Diffraction data, collected using an MAR CCD detector
in the beamline BM14 at the ESRF (Grenoble, France),
was processed with programs DENZO and SCALEPACK
(Table 1).%® Data collection (ESRF beamline ID14EH4) and
data processing for the monoclinic and for the trigonal
(with NADP* added) crystals were performed similarly,
except for the wavelength used (Table 1).

Structure determination and refinement

The first ScAdh6p structure was solved with the
anomalous signal at the Zn** edge obtained from the tri-
gonal crystals by single anomalous dispersion (SAD),
with the program SOLVE-v2.02.*> Two anomalous scat-
terers with high occupancies were found in the crystal
asymmetric unit, which corresponded to the two zinc
ions found per protein subunit (Table 1). Phases, consist-
ently better for space group P3,21 than for its enantiomer
P3,21, were improved by density modification (per-
formed with program RESOLVE®), in particular solvent
flattening, likely due to the high volume solvent content
of these crystals (78%, v/v). The quality of this exper-
imental electron density map, at 3.1 A resolution,
allowed us to follow most of the protein main-chain
path with confidence. Only in the N and C-terminal
regions and in the vicinity of a crystal 2-fold axis, which
was coincident with the molecular 2-fold axis, was den-
sity difficult to interpret. The model built into the exper-
imental map, using the graphics program O,* included
residues Lys6-Ser252, Ile257-Ser276 and Ala293-Glu357
or 332 residues from a total of 360 possible (Figure 2).
Using this incomplete model, the structures of both the
trigonal crystals with NADP* added and of the mono-
clinic crystals were solved by molecular replacement
with program AMoRe.* In the monoclinic crystals. the
asymmetric unit contained two ScAdhé6p subunits with
a volume solvent content of 68% (v/v) (Table 1).

For the three crystal structures, refinement was carried
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Figure 9. Docking of a substrate in the catalytic centre
of ScAdhé6p. View of the ScAdh6p active centre in the
holo conformation, with the NADP* cofactor shown
explicitly, and a cinnamaldehyde molecule modelled
inside the substrate-binding pocket. The molecular
accessible surface is displayed as a transparent surface
and residues forming the active centre and the sub-
strate-binding site are labelled. Coordination of the cata-
lytic zinc ion, with residues Cys46, His68 and Cys163, is
indicated with broken lines. The nature and disposition
of residues that form the, mostly hydrophobic, funnel-
shaped substrate-binding site in ScAdh6p appear well
suited for large, cinnamaldehyde-like, substrates.

out following standard protocols and using iteratively
the program CNS,* with the bulk solvent correction
and alternating with manual rebuilding using program
O. Refinement of the isotropic individual B-factors was
performed only in the final rounds. Due to the limited
resolution available in the three crystal structures, of
about 3 A, no water molecules have been included expli-
citly (Table 1). In the refined trigonal structures loops
Cys250-Asn260 and Ile277-Lys292 presented alternative
conformations. Attempts to explain this disorder by
using a lower space group symmetry (P32) or with the
low symmetry together with twinning were not consist-
ent with the persistence of the alternative conformations
in the maps or with the data analysis.

Protein Data Bank accession codes

Coordinates and structure factors are deposited in the
Protein Data Bank with accession codes 1QIN (trigonal
crystal without NADP + ), 1PSO (trigonal crystal with
NADP + ) and 1PIW (monoclinic crystal).

NADPH binding to ScAdh6p

NADPH binding to ScAdhé6p was followed by
measuring the quenching in protein fluorescence upon
binding of NADPH. Fluorescence experiments were per-
formed on a Perkin-Elmer 650-40 spectrofluorometer.
The excitation wavelength was 280 nm and the emission
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wavelength was monitored at 340 nm. The spectrofluo-
rometer cuvette contained 6.25uM homogeneous
ScAdhép, to which 5pul aliquots from concentrated
NADPH solutions were added up to a concentration of
NADPH of 50 pM. The concentration of protein was
determined by quantitative amino acid analysis, and flu-
orescence intensities were corrected for dilution. Concen-
trations of NADPH were determined by measuring
absorbance at 340 nm using a molar extinction coefficient
of 6220 M cm™*. All fluorescence intensities were deter-
mined at 25°C in 50 mM potassium phosphate buffer
(pH 7), 0.1 M NaCl. A control experiment, with increas-
ing concentrations of NADPH and BSA at the same pro-
tein concentration as ScAdh6p, was done to correct for
non-specific binding and inner-filter effects.

The dissociation constant (Kp) and stoichiometry (p)
for the binding of NADPH to ScAdh6p were calculated
by using the graphic procedure described by Stinson &
Holbrook,* and the equation:

1/(1 — 6) = [NADPH], /(Kp0) — p[ScAdhép];/Kp

where 6 is the fractional occupancy by nucleotide. 6 was
determined by the ratio AF/AF .y, where AFp,,, was esti-
mated from the asymptote to the plot of the specific
fluorescence intensity (difference between the NADPH
binding to ScAdh6p and the corresponding experiment
with BSA) as a function of the concentration of
NADPH. AF is the difference between the initial fluor-
escence of ScAdh6p with no NADPH added and the
observed fluorescence at each nucleotide concentration,
corrected for the fluorescence intensity measured with
BSA at the same concentration of nucleotide.
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Resumen de los resultados presentados en el articulo ‘Apo and Holo
structures of an NADP(H)-dependent cinnamyl alcohol dehydrogenase from
Saccharomyces cerevisiae’. J. Mol. Biol (2004), 341(4), 1049-1062.

En este trabajo se presenta la estructura tridimensional de la proteina Adh6p de
Saccharomyces cerevisiae a una resolucion de 3.0 A. Para ello se obtuvieron varios cristales de
Adh6p; cristales trigonales de Adhép, cristales trigonales de Adh6p unidos al coenzima NADP”

y cristales monoclinicos unidos a NADP".

La estructura global deducida del cristal trigonal de Adh6p contiene los 360 residuos
correspondientes a una subunidad, dos iones de zinc y dos grupos fosfato. La estructura global
del cristal trigonal de Adh6p co-cristalizado con NADP* es muy similar a la encontrada para el
primer cristal trigonal, dado que presentan una desviacion en los Ca. de tan s6lo 0.32 A. Sin
embargo el cristal monoclinico de Adh6p presenta una unidad asimétrica que incluye la
totalidad de los aminoacidos del homodimero de Adh6p con dos iones de zinc en cada
subunidad. El espacio ocupado por los grupos fosfato en el cristal trigonal de Adhép, en este
caso estaba ocupado por una molécula de NADP* con una ocupacion del 50%. Ademas, a esta
molécula de NADP" le faltaba la densidad correspondiente a la nicotinamida, su estructura era,

por tanto, fosfo-ADP-ribosa (Figura 3).

A pesar de la baja identidad de secuencia de Adh6p con otras proteinas de la
superfamilia presentes en la base de datos estructural, el enzima mantiene las pautas
caracteristicas de las MDRs. La Figura 2a muestra como Adh6p estd organizada en dos
dominios, el dominio catalitico que engloba los aminoéacidos Met1-Cys163 y Leu301-Asp360, y
el dominio de unién al coenzima formado por los residuos Gly164-Ala300 que presenta el
plegamiento de Rossmann, separados por una profunda hendidura. El zinc estructural esta
coordinado por cuatro cisteinas (residuos 100, 103, 106 y 114) mientras que el zinc catalitico
presenta una coordinacion tetraédrica equivalente a la encontrada para la HLADH (residuos

Cys46, His68, Cys163) y una molécula de solvente.

La superimposicion del esqueleto Ca de las dos subunidades encontradas en el cristal
monoclinico presenta un r.m.s.d. de tan sélo 1.19 A, que excluyendo a los loops Cys250-
Asn260 y 1le272-Lys292 disminuye a 0.36 A. Sin embargo, el r.m.s.d. que presentan estos loops
alcanza 6 A para el residuo Tyr255y 6.9 A para el residuo GIn280 (Figura 2b). En la subunidad
gue contiene la molécula de fosfo-ADP-ribosa estos loops se encuentran cerrando el centro de

union, interaccionando con el anillo de adenina, el grupo pirofosfato y las dos moléculas de
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ribosa (Figura 2a). EI movimiento de estos loops es el responsable de la ocupacion al 50% del
lugar de union al coenzima, determinando a su vez la conformacion estructuralmente
heterodimérica compuesta por una subunidad apo (A) y una subunidad holo (B) (Figura 4b).
Esta disposicion de los loops limita la composicion de los dimeros. Asi, una composicién de
subunidades A-A seria estéricamente inviable dado que el loop 11e277-Lys292 de una subunidad
deberia emplazarse sobre el loop 11e277-Lys292 de la otra subunidad (Figura 4c). La formacion
de un homodimero estructural H-H es posible aunque poco probable dado que esta disposicion
obliga a la pérdida de varias interacciones entre ambas subunidades, debilitando asi el conjunto

estructural (Figuras 4cy 6).

Se describe el centro de unidn al cofactor, constituido por una serie de interacciones
polares e hidrofébicas con una gran participacion de los loops Cys250-Asn 260 y 11e277-Lys292
(Figuras 6 y 7). Al igual que en otras MDRs que utilizan NADP(H) como coenzima, Adh6p
presenta un residuo neutro de pequefio volumen en el extremo C-terminal de la segunda hoja f.
De esta manera se evita que un residuo mas voluminoso y cargado como el Asp, habitual en
MDRs que utilizan el NAD(H) como coenzima, interaccione estérica y electrostaticamente con
el grupo fosfato del NADP®. En el caso de Adhép, éste residuo es la Ser210, que junto con los
residuos Arg211 y Lys215 establecen interacciones con el grupo fosfato con una distribucion en

forma de tripode.

En la Figura 9 se presenta un modelado de una molécula de cinamaldehido, uno de los
sustratos de Adhép, emplazado en el centro activo de la subunidad H de Adh6p. Esta vision
global del bolsillo de union permite describir un centro activo mas amplio que para la HLADH,

formado mayoritariamente por cadenas laterales hidrofobicas.

Los resultados derivados del andlisis estructural, que indican una conformacion
estructural A-H de las subunidades, sugieren que uno de los centros de unién al coenzima
tendria una mayor afinidad que el otro. Los estudios de la estequiometria de union al cofactor
mediante el ‘quenching’ que provoca la unién de éste a la molécula de Adh6p, nos han
permitido cuantificar la unién. En la Figura 8 se muestra el resultado de estos estudios donde
claramente se aprecia que la unién del coenzima se da Unicamente en una de las dos
subunidades de Adh6p, con una constante de disociacion de 7.7 uM. Por lo tanto, parece posible
que el enzima Adh6p mantenga su asimetria durante la catélisis, presentando un mecanismo de

‘half-of-the-sites reactivity’.
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CAPITULO 1V

Estudios funcionales de Adh6p y Adh7p de Saccharomyces

cerevisiae



Introduccion

En este Capitulo se recogen una serie de experimentos cuyos resultados nos permiten
hipotetizar sobre el papel funcional de las alcohol deshidrogenasas con actividad dependiente de
NADP(H), Adh6p y Adh7p, en la levadura. Teniendo en cuenta la especificidad de sustrato de
estas dos MDRs se han analizado papeles fisioldgicos relacionados con los metabolitos
encontrados en Saccharomyces cerevisiae. Ademas, la dependencia de estos enzimas por el
coenzima NADP(H), asi como la necesidad de la célula de mantener el balance redox
NADP/NADPH nos ha hecho plantearnos una posible implicacion de estas ADHs en dicha
funcion. Por otra parte, también se ha estudiado la posible implicacién de Adh6p en diferentes
mecanismos de la respuesta celular al estrés, en base a trabajos publicados de expresion

mediante la técnica de los microarrays.

Materiales y Métodos

Crecimiento de cepas adh6A, adh7A v adh6Aadh7A en presencia de veratraldehido

Para estudiar el efecto del veratraldehido en el crecimiento de las diferentes cepas
mutantes, se prepararon diferentes erlenmeyers de 500 ml con 100 ml de medio YPD. Para cada
una de las cepas estudiadas (Wt, adh6A, adh7A y adh6Aadh7A) se analizaron cuatro
concentraciones de veratraldehido diferentes (0, 5, 10 y 15 mM). Tanto el crecimiento como la
concentracion de veratraldehido presente en el medio se determinaron tal y como se ha descrito

previamente [Larroy et al., 2002a].

Analisis de 1a expresion de Adh6p v Adh7p en diferentes condiciones de estrés

Se ha realizado el analisis de la actividad cinamaldehido reductasa y se han estudiado
los niveles de proteina Adh6p presentes en cultivos crecidos en condiciones de estrés oxidativo,
estrés osmotico y en cultivos crecidos en diferentes fuentes de nitrogeno mediante Western-blot.

Todos los analisis se han llevado a cabo por triplicado.
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Preparacion de los extractos totales de Saccharomyces cerevisiae

Las muestras de los cultivos sometidos a diferentes condiciones de estrés fueron
almacenadas a -80°C hasta el momento de su analisis. En algunos casos se ha realizado una lisis
mecanica de las células, mientras que en otros, la lisis ha sido provocada por detergentes.

1) Lisis mecanica: Se descongelaron las células en hielo y se resuspendieron en 1 ml de tampon
de lisis (Tris-HC1 25 mM pH 7.5, DTT 0.5 mM). Se afadieron bolas de vidrio y se vorte6 la
mezcla durante 1 minuto, repitiendo el proceso 3 veces mas. Finalmente, se centrifugaron las
muestras a 20.000 g durante 5 minutos y se recupero el sobrenadante.

2) Lisis con detergente: Se descongelaron las células en hielo y se resuspendieron en 250 ul de
solucion de lisis Y-PER (Yeast Protein Extraction Reagent de Pierce). 20 minutos en agitacion
suave a temperatura ambiente fueron suficientes para romper la pared celular y la membrana
plasmatica de las células de levadura. Finalmente se centrifugaron las muestras a 20.000 g

durante 5 minutos y se recupero el sobrenadante.

Analisis de la actividad cinamaldehido reductasa

La actividad cinamaldehido reductasa dependiente de NADPH se ensay6 siguiendo la
desaparicion del coenzima NADPH, tal y como esta descrito en el Capitulo I [Larroy et al.,

2002a].

Produccion de anticuerpos policlonales contra Adh6p y Adh7p

La produccion de anticuerpos se llevé a cabo en el Servei de produccio d’anticossos del
IBMB-CSIC (Barcelona). Para cada una de las proteinas se han utilizado dos conejos a los que
se les realizaron 4 inyecciones de 100 pl de proteina a una concentracion de 0.2 mg/ml,
escalonadas en dos meses. Los anticuerpos obtenidos se alicuotaron y se almacenaron a -80°C
hasta su utilizacion. La sensibilidad de los anticuerpos policlonales obtenidos se analizd por
Western-Blot y se llegd a detectar 1 ng de proteina pura (tanto para Adh6p como para Adh7p).
Sin embargo, en extractos totales de proteina de Saccharomyces cerevisiae unicamente fue
posible detectar la proteina Adh6p. Para Adh7p fue imposible su deteccion en extractos totales

dada su muy baja expresion en todas las condiciones de crecimiento ensayadas.
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Analisis de la expresion de Adh6p y Adh7p por Western-blot

Los lisados obtenidos en los diferentes ensayos realizados se sometieron a una
electroforesis en SDS-PAGE [Laemmli, U.K., 1970]. En cada carril se cargaron 5 pug de
proteina total para cada homogenado. Las proteinas separadas en un gel de acrilamida al 12%,
se transfirieron a una membrana de Inmobilon-P (Millipore), previamente hidratada en metanol,
durante 1 hora a 100 V. Para la deteccidén de las proteinas mediante quimioluminiscencia, se

procedio de la siguiente manera:

- El bloqueo de la membrana se realiza con 5% de leche en polvo desnatada disuelta en PBS
(NaCl 137 mM, KCI 2.7 mM, Na,HPO4 8.1 mM, KH,PO4 1.5 mM, pH 7.4 ). Aunque 2 horas
de incubacion a temperatura ambiente son suficientes, rutinariamente este paso se realizo a 4°C
durante la noche.

- Incubacién con el anticuerpo primario: se ha utilizado una dilucion 1/10000 de anticuerpo anti-
Adh6p y 1/5000 de anti-Adh7p en PBS con leche en polvo desnatada al 5% y Tween 20 al 0.1%
(TPBS/leche5%). La incubacion se realiza a temperatura ambiente durante 1 hora.

- Lavados: para eliminar cualquier traza del anticuerpo primario se lava la membrana con
TPBS/leche5% durante 10 minutos. Este paso se realiza 3 veces.

- Incubacion con el anticuerpo secundario: se ha utilizado el anticuerpo de rata anti Igs de
conejo conjugado a peroxidasa de Bio-Rad a una dilucion 1/5000 en TPBS/leche5%. La
incubacion se realiza durante una hora.

- Lavados: antes de proceder a la deteccion se eliminan los restos de anticuerpo secundario. Se
realizan 3 lavados con TPBS/leche5%, seguidos de 2 lavados con TPBS, durante 10 minutos
cada uno.

- Deteccion Quimioluminiscente: se ha utilizado el sustrato luminol combinado con un
componente potenciador de BioRad. Se incuba la membrana en una mezcla 1:1 del sustrato y la
solucion potenciadora durante 5 minutos. Se escurre la membrana para eliminar el exceso de
sustrato y se coloca entre dos hojas transparentes dentro de un casette de deteccion. Finalmente

se expone la membrana a un film (Hyperfilm™ ECL de Amersham) y se procede al revelado.

Crecimiento de las cepas FY834a y FY18 en presencia de agentes inductores del estrés

oxidativo
Primero se optimizaron las concentraciones de trabajo para los dos inductores del estrés

oxidativo estudiados, la diamida y la menadiona (2-metil-1,4-naftoquinona). Se prepararon 4

erlenmeyers de 100 ml con 50 ml de medio YPD que se inocularon con la cepa Wt (FY834a) a
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una densidad optica inicial de 0.2 y se crecieron a 30°C y 250 r.p.m.. Al cabo de 2 horas, cuando
el cultivo ya se habia duplicado ¢ iniciaba su fase de crecimiento exponencial se afiadié diamida
a una concentracion final de 0, 0.5, 1, 1.5 y 2 mM (a partir de un stock 50 mM) o bien
menadiona a una concentracion final de 0, 0.1, 0.25, 0.5, 2 y 10 mM (a partir de las soluciones
patrén 10 mM y 1 M). Tanto la diamida como la menadiona (sal sddica) se prepararon en agua
inmediatamente antes de su uso y se filtraron para esterilizarlas. El crecimiento se monitorizd

siguiendo la densidad optica del cultivo a 595 nm.

Con las condiciones ya definidas se realizaron las curvas de crecimiento y la toma de
muestras en diferentes estadios de la propagacion celular. La induccion del estrés oxidativo por
parte de la diamida y de la menadiona se realizo para la cepa FY834a (Wt) y para la cepa
mutante isogénica FY18 (4adh6). Los cultivos se realizaron en erlenmeyers de 500 ml con
200ml de medio YPD. A un inéculo inicial de 0.2 de densidad dptica para ambas cepas, se le
dejo crecer durante dos horas y se le aplicod el tratamiento con el agente causante del estrés
oxidativo: 6 ml de diamida 50 mM (1.5 mM final) o 6 ml de YPD (cultivo control), o bien, 1.6
ml de menadiona 25 mM (0.2 mM final) o 1.6 ml de YPD (cultivo control). Se realizé un
seguimiento del cultivo a lo largo de toda la curva de crecimiento durante el cual se recogieron

muestras. Las células, una vez sedimentadas, se guardaron a -80°C hasta su posterior analisis.

Analisis de la proteina Adh6p en cultivos crecidos en diferentes fuentes de nitréogeno

Se analiz6 la expresion de Adhop en las cepa FY834a (Wt) en un medio de cultivo en el
que la fuente de nitrégeno provenia tinicamente de los diferentes aminoacidos suministrados, a
excepcion del control realizado con sulfato amoénico. Los cultivos se realizaron en erlenmeyers
de 500 ml con 250 ml de medio minimo selectivo (MMS: 1.7% de base de nitrogeno sin
aminoacidos ni sulfato amonico, 2% de glucosa, 2 g/l del aminoacido escogido como fuente de
nitrogeno y 20 pg/ml para el resto de aminoacidos) y se crecieron a 30°C y 250 r.p.m.. La fuente
de nitrogeno se suministrd a una concentracion de 2 g/l, excepto para los ensayos con tirosina
donde la concentracion utilizada fue 0.5 g/I. Se realizé un in6culo inicial de densidad optica 0.1
a excepciodn de los cultivos crecidos con isoleucina o metionina como fuente de nitrogeno, para
los que se realizd un indculo inicial de 0.2 que si permitia al cultivo continuar con el
crecimiento.

El analisis de la expresion se realizd en dos momentos de la curva de crecimiento, por lo
que se sedimentaron las células a densidad Optica aproximada de 0.5-1 (fase exponencial
temprana) y 2-2.5 (fase estacionaria). Las muestras se conservaron a -80°C hasta el momento de

su analisis.
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Analisis de la actividad reductasa/deshidrogenasa en extractos de Saccharomyces

cerevisiae

Se analiz6 la actividad reductasa dependiente de NADP(H) en extractos totales de las
cepas FY834a (Wt) y FY18 (adh6A). La levadura se crecié en erlenmeyers de 100 ml con 30
ml de medio YPD a 30°C y 250 r.p.m. Se realiz6 un inoculo inicial a una densidad dptica de 0.1
y los cultivos se dejaron crecer hasta alcanzar la fase logaritmica (densidad optica de 2). Se
sedimentaron las células y se conservaron a -80°C hasta su utilizaciéon. Las células se lisaron
con la solucion Y-PER. El lisado obtenido se centrifugdé durante 5 min a 20.000g y se recuperd

el sobrenadante.

Analisis de la actividad reductasa dependiente de NAD(H) y NADP(H)

Se midi6 la actividad reductasa dependiente de NADH y de NADPH para los aldehidos

3-metilbutanal, 3-metiltiopropanal (metional) y veratraldehido en las cepas Wt y adh6A.

Anilisis de las proteinas con actividad deshidrogenasa dependiente de NADP" en

Saccharomyces cerevisiae

La sensibilidad y calidad de la tincién por actividad de oxidacidon es mejor que la tincion
por actividad de reduccion, por lo que se tifio el gel por oxidacién de alcoholes. La deteccion de
las proteinas se realizé incubando el gel en la oscuridad en tampén Tris 50 mM a pH 8.6 al que
se le afladio NADP" a una concentracion final de 0.5 mM y alcohol a 1-100 mM para reproducir
la actividad de oxidacion. Ademas a la solucion también se le anadio 65 pM de PMS y 0.25 mM
de NBT, de esta manera el NADPH producido en la oxidacion del alcohol reduce al PMS, que
una vez reducido, reduce a su vez al NBT que forma un precipitado azul. El revelado se par6

sumergiendo el gel en agua.

Analisis de los niveles de alcoholes superiores en la levadura Saccharomyces

cerevisiae

El analisis de los niveles de alcoholes superiores presentes en los cultivos de la levadura
Saccharomyces cerevisiae se realizo en el Servei d’Analisi Quimica de la UAB mediante la
técnica de cromatografia de gases acoplada a un sistema de deteccion por espectrometria de
masas. En cromatografia de gases, la inyeccion de muestras con alto contenido en agua y sales

presenta la problematica de una degradacion progresiva de la fase estacionaria, que como

81



consecuencia provoca una disminucién en la resolucion de picos y una baja reproducibilidad de
los resultados. Puesto que las muestras provenian de un cultivo en medio acuoso y con cierta
fuerza iodnica, antes de ser inyectadas al cromatoégrafo de gases debian seguir un tratamiento
para desionizarlas, dado que las sales presentes podrian dafiar al sistema tras repetidas
inyecciones. Para ello se utilizo una mezcla de resinas de intercambio fuerte, una anidnica y otra

catidnica.

Crecimiento de los cultivos

Los cultivos de las cepas FY834a (Wt) y FY 18 (adh6A) se crecieron en erlenmeyers de
500 ml con 250 ml de medio minimo selectivo (MMS, descrito anteriormente). Como fuente de
nitrégeno se utilizaron de forma independiente los aminoacidos leucina, isoleucina y tirosina a
una concentracion en el medio de cultivo de 2 g/I. Se prepararon cultivos saturados para ambas
cepas crecidos en medio minimo con sulfato aménico como fuente de nitrogeno, suplementado
con todos los aminoacidos, y se utilizaron para hacer un inoculo inicial de una densidad optica
de 0.1 (a excepcion del crecimiento con isoleucina como fuente de nitrogeno, donde el indculo
inicial fue de una densidad optica de 0.25). El crecimiento se realizé a 30°C y 250 r.p.m y se
recogieron muestras del cultivo a lo largo de la curva de crecimiento, se sedimentaron las

células y el sobrenadante fue sometido al tratamiento de desionizacion.

Preparacion de las resinas para desionizacion

Se ha utilizado la resina cationica Lewatit monoplus SP112 y la resina anidnica Lewatit
MP600 WS, ambas de Bayer. Antes de su primera utilizacion estas resinas deben procesarse,
empezando por una limpieza y siguiendo con su activacion.

Se llend un vaso de precipitados con una cuarta parte de resina y se anadio HCI 4-10 %
para la resina cationica (0 NaOH 2-4% para la resina anidnica) hasta cubrir la resina. Se
introdujo una varilla magnética y se dejé en agitacion suave durante 30 minutos. Se decant6 la
solucion y se repitio el proceso 4 veces. Para eliminar los restos de acido o base se realizaron
lavados con agua repetidas veces durante 15 minutos. Seguidamente, se filtro la resina y sobre
el mismo filtro se repitieron los lavados con agua. Para finalizar, las resinas se secaron a 60 °C

durante dos dias.

Desionizacion de las muestras

Las muestras recién recogidas, se trataron con una mezcla 1:1 de las resinas anidnica y

cationica. A una muestra de 9 ml de medio de cultivo se le afiadido 1 ml de patrén interno ( 2-

82



pentanol, 2400 ppm) y el volumen se traspasé a un envase de vidrio. Se afiadieron 80 mg de
cada resina, se tapo para evitar la evaporacion de los volatiles y con una varilla magnética, se
agitd suavemente durante 1 hora para permitir el intercambio de iones. Se recuperd la muestra,
se filtré (filtros de 0.22 um) y se traspasé a un vial de cromatografia, donde se congeld a -20°C

hasta el momento de la inyeccion.

Cromatografia de gases

Se utilizd6 un cromatografo de gases Hewlett Packard 5859 Series II acoplado a un
espectrometro de masas cuadrupolar Hewlett Packard 5859X con extension a masas 2000. La
columna utilizada para la correcta separacion de los volatiles estudiados fue la columna apolar
HP-5MS de 30 m de longitud, 0.25 mm de didmetro interno y 0.25 um de espesor de
revestimiento. Se inyectaron 2 ul de muestra a 250°C y para la separacion de los volatiles se
siguié el siguiente programa: temperatura inicial de 35°C mantenida durante 10 minutos,
incremento de temperatura a 25°C/min hasta 270°C y finalmente una isoterma a 270°C durante 3
minutos. La deteccion se realizd en el modo de impacto electronico, primero en la modalidad de
scan para identificar los compuestos de la muestra, y después, en la modalidad de SIM (single

ion monitoring) en los iones 43, 55 y 57 para su cuantificacion.

La utilizacion de patrones comerciales sometidos al mismo tratamiento de
desionizacidén, nos permitid establecer que el método era no-cuantitativo, por lo que no
podiamos determinar exactamente la cantidad de alcoholes presentes en los cultivos de
Saccharomyces cerevisiae. Sobre el cromatograma obtenido con los patrones tratados, se realizd
una integracion manual de los picos obtenidos, y las areas de los picos, estandarizadas con el
area del pico del patron interno cromatografico, resultaron proporcionales a la concentracion
del alcohol o aldehido inyectado. Por lo tanto, aunque no podiamos cuantificar exactamente los
niveles de alcohol y aldehido producidos durante la fermentacion de la levadura, si podiamos

realizar una comparacion directa entre diferentes muestras.

Analisis de la proteina Adhép en una cepa adhlA

Se ha estudiado la expresion de Adh6p midiendo la actividad de reduccion dependiente
de NADPH con aldehidos como el 3-metilbutanal y el veratraldehido, que son especificos para
Adh6p. Los estudios se han realizados con las cepas FY834a y FYAI (isogénica a FY834a

pero delecionada para ADH1), cedida por la Dra. Eva Gonzalez. También se ha analizado la
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presencia de la proteina mediante el analisis por Western-blot y mediante el analisis en

electroforesis en condiciones nativas revelado por tincion de actividad (descritos anteriormente).

Las cepas FY834a (Wt) y FYA1 (adhlA) se crecieron en erlenmeyers de 500 ml con
200 ml de medio YPD. Los indculos iniciales de aproximadamente 0.1 de densidad oOptica se
crecieron a 30°C y 250 r.p.m., y se tomaron muestras del cultivo a diferentes puntos de la curva
de crecimiento. Las células de levadura se sedimentaron por centrifugacion (10 min a 4000

r.p.m.) y se guardaron a -80°C hasta su analisis.

Analisis de la expresion de Adh6p en electroforesis en condiciones nativas

Los lisados obtenidos se sometieron a una electroforesis en acrilamida en condiciones
nativas. En cada carril se cargaron 100 pg de proteina total para cada homogenado. Las
proteinas separadas en un gel de acrilamida al 6% se sometieron al revelado por tincion de

actividad de oxidacion (descrito anteriormente).
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Resultados

Crecimiento en presencia de veratraldehido

En el Capitulo I de esta Tesis se ha analizado la contribuciéon de Adh6p en la
desintoxicacion de aldehidos dafinos para la levadura Saccharomyces cerevisiae, como el
veratraldehido. Puesto que Adh7p presenta una identidad del 64% con Adh6p y su especificidad
de sustrato es muy similar, decidimos estudiar su capacidad como enzima desintoxicador. Para
ello se hicieron crecimientos de las cepas BJ2168 (Wt), BJ18 (adh6A), BJO5 (adh7A) y BJ1805
(adh6Aadh7A) en medio rico en presencia de diferentes concentraciones de veratraldehido (0, 5,
10 y 15 mM). El seguimiento del crecimiento, asi como la concentracion de veratraldehido
presente en los cultivos se muestra en la Figura 1. A 5 mM de aldehido ya vemos cémo el
crecimiento de las cepas deficientes en Adh6p es inferior al control. En la cepa doble mutante el
efecto es mas marcado. En cuanto a la concentracion de veratraldehido, solo las cepas que
presentaban deficiencia en Adh6p fueron incapaces de eliminarlo. Cuando aumentamos la
concentracion de veratraldehido en el medio de cultivo a 10 mM, podemos apreciar una ligera
participacion por parte de Adh7p. Este efecto no es s6lo notable en el crecimiento, donde soélo la
cepa Wt fue capaz de crecer una vez hubo eliminado todo el aldehido del medio, sino que a
nivel de eliminacién de veratraldehido, la cepa Wt eliminé todo el toxico pero sin embargo la
cepa adh7A, aunque eliminé parte del toxico, no pudo deshacerse totalmente de él. A 15 mM de
veratraldehido es evidente que Adh7p también juega un papel en la desintoxicacion del
veratraldehido, aunque no es tan notable como el de Adh6p. A ésta concentracion tan elevada de
toxico, ninguna de las cepas pudo llevar a cabo el crecimiento y tan s6lo la cepa Wt pudo
degradar parte del veratraldehido del medio, indicando de esta manera que la falta de Adh7p en
la levadura Saccharomyces cerevisiae provoca un deterioro en su sistema de defensa frente al

estrés provocado por dicho aldehido.
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Figura 1: Analisis del crecimiento de las cepas Wt (negro), adh6A (rojo), adh7A (azul) y
adh6Aadh7A (verde) en medio YPD suplementado con varias concentraciones de
veratraldehido. La curva de crecimiento (lineas sélidas) y la concentracion de veratraldehido
(lineas discontinuas) se muestran en las cuatro condiciones testadas: 0 mM veratraldehido (A), 5
mM veratraldehido (B), 10 mM veratraldehido (C) y 15 mM veratraldehido (D).

Estudios en condiciones de estrés oxidativo

Agente inductor: diamida

En la bibliografia se pueden encontrar trabajos que estudian el estrés oxidativo en la
levadura Saccharomyces cerevisiae utilizando diamida como agente inductor. La concentracion
de diamida utilizada para generar el estrés oxidativo varia entre 0.5 mM y 2.5 mM dependiendo
de la cepa utilizada en el estudio [Nguyen et al., 2001; Thorpe et al., 2004]. Para establecer la
concentracion de diamida que se utilizaria en los estudios de expresion de Adh6p, se realizaron
unas curvas de crecimiento para las cepas FY834a (Wt) y FY18 (adh6A) utilizando diferentes

concentraciones del agente inductor.
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Se crecieron cultivos de 50 ml de YPD a los que se les provoco el estrés oxidativo
cuando la fase exponencial acababa de arrancar. Tal y como muestra la figura 2, a medida que
aumenta la concentracion de diamida, el crecimiento celular se ve afectado ya que se aprecia un
retraso respecto al cultivo control sin diamida. Es mas, a una concentracion de 2 mM se inhibe
completamente el crecimiento. No se apreciaron diferencias en el crecimiento de las cepas
estudiadas, indicando que el papel que Adh6p pueda tener en el proceso de defensa frente al
estrés oxidativo no tiene un efecto directo en el crecimiento ya que su ausencia no ha impedido

a la levadura mantener un comportamiento similar al de la cepa control.
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Figura 2: Seguimiento del crecimiento de la cepa control FY834a (Wt) y la cepa mutante FY 18
(adh6A) a las que se le ha adicionado diamida a diferentes concentraciones: 0 mM (negro), 0.5
mM (rojo), 1 mM (azul) y 2 mM (verde).

Para los estudios comparativos de expresion se provoco un estrés oxidativo a 1.5 mM de
diamida ya que a esta concentracion de agente inductor se apreciaba el retraso mas marcado en
el crecimiento de la levadura. Se realizaron curvas de crecimiento para las cepas FY834a (Wt)
y FY18 (adh6A), cada una de ellas crecida en YPD como control y YPD al que se le afiadio 1.5
mM de diamida. Se recogieron muestras de cada cultivo en diferentes fases del crecimiento
(exponencial temprana, exponencial y estacionaria) y se analizé la actividad cinamaldehido
reductasa dependiente de NADPH y los niveles de proteina Adh6p mediante Wester-blot.

En la Figura 3 se muestran los resultados del analisis. En la figura 3A vemos como los
crecimientos de las dos cepas en presencia de diamida son idénticos. Por lo tanto la deficiencia
de Adh6p en condiciones de estrés oxidativo no le causa a la célula ninguna alteracion en su
crecimiento. En cuanto a las actividades especificas, el estrés oxidativo causado por la diamida
incrementa en aproximadamente un factor de 2-3 la actividad cinamaldehido reductasa
dependiente de NADPH, tal como se observa al comparar los dos cultivos de la cepa Wt. Asi

mismo, cabe destacar que dicha inducciéon en la actividad es maxima durante la fase
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exponencial y decae a medida que el cultivo entra en fase estacionaria. En los cultivos con la
cepa adh6A, no sélo los valores de actividad son 5-10 veces menores, ratificando que Adh6p es
la principal responsable de la actividad cinamaldehido reductasa dependiente de NADPH en
Saccharomyces cerevisiae [Larroy et al., 2002a], sino que ademas, no es apreciable ningtin
incremento en la actividad especifica determinada con lo que podriamos deducir que la
induccion de la actividad cinamaldehido reductasa dependiente de NADPH que hemos

detectado en la cepa Wt es s6lo debida a que Adh6p esté siendo inducida.

Figura 3: Curvas de
A crecimiento 'y patron de
- expresion de Adh6p para las

cepas Wt y adh6A en presencia
de 1.5 mM diamida. (A)
Cinética del crecimiento de las
cepas Wt (negro) y Aadh6
(rojo) en medio YPD (lineas
solida) y medio YPD al que se
01 L le ha adicionado diamida (linea
o AN discontinua). La actividad
- especifica se determind con
20 \ cinamaldehido 1 mM y
NADPH 0.5 mM a pH 7.0. (B)
Lisados de las muestras
tomadas a diferentes tiempos
de crecimiento, sometidos a
SDS-PAGE al 12% de
acrilamida, y transferidos a una
B membrana de Inmobilon-P. La
Wt + diamida membrana se incubd con

anticuerpo anti-Adh6p y la
deteccion se realizd6 por
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En la figura 3B se observa que los niveles de Adh6p intracelulares han incrementado
tras el tratamiento con diamida. No obstante, el pico de maxima actividad especifica en la cepa
Wt se ha detectado entre las 3 y las 6 horas de tratamiento, mientras que el western-blot revela
un incremento en los niveles de Adh6p maximo a las 24 horas de tratamiento. Mas aun, a las 6
horas de tratamiento los niveles de proteina son muy similares en ambos cultivos cuando las

actividades especificas son 170 mU/mg en la cultivo control y 270 mU/mg en el cultivo tratado
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con diamida. Esto nos estaria indicando que la actividad cinamaldehido reductasa NADPH-
dependiente aumenta rapidamente como consecuencia del estrés oxidativo provocado, sin
embargo esta respuesta no sigue un paralelismo con la cantidad de proteina Adh6p presente en
la célula. Dado que se ha demostrado que el aumento de la actividad analizada es Uinicamente
debida a Adh6p, estos resultados implicarian un mecanismo de regulacion post-traduccional. De
hecho, en la fase estacionaria del cultivo tratado, la cantidad de proteina detectada
especificamente con anticuerpos anti-Adh6p es 5-10 veces superior a la detectada al iniciarse el

tratamiento pero, sin embargo, las actividades especificas encontradas son muy similares.

Agente inductor: menadiona

La menadiona es un conocido agente inductor del estrés oxidativo [Zadzinski et al.,
1998]. Al igual que para los estudios realizados con diamida primero se ensayo la concentracion
adecuada del inductor para las cepas de trabajo ya que la bibliografia nos daba un amplio
margen dependiendo de la cepa utilizada. Desde concentraciones del orden de uM [Cyrne et al.,
2003] pasando por 1 mM [Gasch et al., 2000] hasta 30 mM [Singh, K.K., 2000]. Se crecieron 6
cultivos de la cepa Wt en YPD y una vez hubo arrancado el crecimiento, se afiadié menadiona a
diferentes concentraciones. En la figura 4 se puede ver como a medida que aumenta la
concentracion de menadiona el crecimiento de la levadura Saccharomyces cerevisiae se ve

afectado como consecuencia del estrés oxidativo provocado.

Figura 4: Seguimiento del crecimiento
de la cepa FY834a (Wt) crecida en
medio YPD al que se le ha afiadido
menadiona a diferentes concentraciones:
0 mM (negro), 0.1 mM (rojo), 0.25 mM
(rosa), 0.5 mM (naranja, 2 mM (azul) y
10 mM (verde).
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Para los estudios comparativos de expresion de Adh6p se utilizé una concentracion de
menadiona de 0.2 mM en el cultivo. Se realizaron curvas de crecimiento para las cepas FY834a
(Wt) y FY18 (adh6A), cada una de ellas crecidas en YPD (cultivo control) y en

YPD/menadiona. Se realizd un seguimiento de la densidad del cultivo y se recogieron muestras
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a lo largo de toda la curva para analizar la actividad especifica cinamaldehido reductasa

dependiente de NADPH y los niveles de Adh6p presentes en la célula.

La figura 5 muestra los resultados obtenidos. Al igual que para el estrés oxidativo
provocado por la diamida, la menadiona no alterd el crecimiento de la cepa mutante. Es decir, la
deficiencia de ADH6 no repercute directamente en el crecimiento de la levadura (figura 5A).
Los resultados de las actividades especificas muestran un claro pico de induccién para la cepa
Wt en presencia de menadiona. Tomando la cepa adh6A como control, podemos ver que no hay
induccion de la actividad cinamaldehido reductasa dependiente de NADPH, en consecuencia, la
induccion que se aprecia en la cepa Wt ha de ser debida a la presencia de ADH6 y su producto
génico. La induccion de la actividad que realiza Adh6p alcanza un factor de 2 en la fase

exponencial pero recupera los valores del cultivo control al llegar a saturacion.

El analisis de los niveles de Adh6p (figura 5B) se corresponden con los datos de la
actividad especifica. En el western-blot se aprecia un claro incremento de Adh6p a las 2 horas
de tratamiento, coincidiendo con el pico de maxima actividad especifica. A las 6 horas de
cultivo todavia se aprecia un ligero incremento que también es apreciable en forma de actividad
cinamaldehido reductasa. A diferencia de los resultados encontrados para el agente inductor
diamida, los resultados obtenidos con menadiona siguen un perfecto paralelismo entre la
actividad encontrada y los niveles de proteina detectados. Hay una induccion de ADH6 que se
traduce en un incremento de su producto génico, Adh6p, y en un aumento de la actividad
reductasa dependiente de NADPH. Aunque la adicion de menadiona a los cultivos provoca una
alteracion del crecimiento que no se recupera con el tiempo, los efectos sobre ADH6 y Adh6p se
limitan a los primeros estadios del estrés. Sin embargo, el comportamiento de la levadura en
presencia de diamida es opuesto. El retardo que se produce en el crecimiento de las cepas en
presencia de diamida genera un aumento de la actividad reductasa dependiente de NADPH que,
al igual que la curva de crecimiento, recupera la normalidad después del choque oxidativo. Sin
embargo, los niveles de Adh6p no s6lo aumentan al iniciarse la respuesta contra el estrés
oxidativo, sino que continua acumulandose en la célula proteina con una baja actividad

especifica (figura 5B).
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Figura 5: Curvas de
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Estudio comparativo de la actividad reductasa en la cepa silvestre y la cepa

adh6A

Para establecer la participacion de Adh6p en la actividad celular reductasa dependiente
de NADP(H) se analiz6 dicha actividad con varios aldehidos en las cepas FY834a (Wt) y FY18
(adh6A) crecidas en medio rico (YPD). Las actividades especificas encontradas en los extractos
de ambas cepas demuestran que Adh6p es la responsable de practicamente toda la actividad
reductasa dependiente de NADP(H) para el cinamaldehido, 3-metilbutanal y 3-metiltiopropanal
(figura 6). Tanto el cinamaldehido como el 3-metiltiopropanal son aldehidos que pueden ser

reducidos con una eficiencia similar, por deshidrogenasas con dependencia para el coenzima
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NADH. Sin embargo, el 3-metilbutanal es unicamente reducido por enzimas dependientes de
NADPH. Ademas, Adh6p seria el enzima responsable de mas del 90% de dicha reduccion en las

condiciones analizadas.

Figura 6: Actividades
especificas de reduccidon en
extractos de levadura para las
cepas FY834a (Wt), en negro y
FY18 (adh6A), en rojo. Se han
medido las actividades
dependientes  de  coenzima
NADH (barras soélidas) 'y
NADPH (barras con trama en
diagonal).

3-Metilbutanal 3-Metiltiopropanal Cinamaldehido

0 20 40 60 80 100 120
Act. esp. (mU/mg)

Para confirmar este hecho, se realizoé una electroforesis en condiciones nativas con los
extractos de las cepas Wt y adh6A. Para identificar las proteinas de Saccharomyces cerevisiae
activas con 3-metiltiopropanol (metionol) y NADP' como coenzima, se realizé una tincién de
oxidacion con dichos sustratos, utilizando como control una tinciéon con cinamil alcohol y

coenzima NADP", que es un buen sustrato para Adh6ép.

Cinamil alcohol Metionol Figura 7: Gel nativo revelado con tincion

Wt adh6A Wt adh6A de oxidacion dependiente de NADP" con
cinamil alcohol y metionol. Se han
analizado 100upg de extracto de las cepas

. FY834a (Wt) y FY18 (adh6A)

' “

L

Como se observa en la figura 7, la tincion con cinamil alcohol tifid a Adh6p (banda
ausente en la cepa adh6A) de forma exclusiva, al igual que ocurrid con la tincién con metionol.
Por lo tanto, Adh6p es la proteina responsable de la oxidacién y, dada la reversibilidad de la

reaccion, la reduccion de los correspondientes aldehidos. Ademas el gel nativo no revela
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ninguna otra proteina con actividad dependiente de NADP" con estos sustratos. Por lo tanto,
Adh6p seria el unico enzima implicado en la oxidacion/reduccion dependiente de NADP(H) de
estos alcoholes/aldehidos en las condiciones empleadas, tal y como ya indicaban las actividades

especificas encontradas en ambas cepas (figura 6).

Analisis del papel Adh6p en el metabolismo de los alcoholes superiores

Dentro de los sustratos empleados por Adh6p (Larroy et al., 2002a; Larroy et al.,
2002b) nos ha llamado la atencion los alcoholes y aldehidos alifaticos lineales y ramificados
como pentanal, hexanal, 2-metilpropanal, 2-metilbutanal y 3-metilbutanal que ademas de ser
muy buenos sustratos para el enzima (kcat/Km del orden de 100,000-400,000 min'lmM'l), son
productos que se encuentran en la levadura como resultado de la fermentacion alcohdlica. Los
datos de actividad especifica y las constantes cataliticas obtenidas nos hicieron pensar que
Adh6p podria tener cierta importancia en el metabolismo de estos volatiles. Ademas, las
actividades dependientes de NADP(H) encontradas en los extractos de la cepa Wt con aldehidos
o alcoholes de la ruta de produccion de alcoholes superiores (Figura 6 de la Introduccidn)
demuestran que éstas son debidas practicamente en su totalidad a Adh6p, dado que disminuyen
drasticamente en la cepa adh6A. El catabolismo de los aminoacidos en Saccharomyces
cerevisiae pasa por una transaminacion, seguida de una descarboxilacion para finalizar con la
reduccion de los aldehidos resultantes a sus correspondientes alcoholes. Seria en esta ultima

etapa donde esperamos que Adh6p pueda ejercer una de sus posibles funciones in vivo.

Para incrementar la participacion de las vias catabolicas de los aminoacidos en el
metabolismo de la levadura, se utiliz6 un medio de cultivo en el que la tnica fuente de nitrégeno
provenia del aminoacido proporcionado. Los productos derivados de estas vias asimiladoras de
nitrégeno son alcoholes con unas propiedades aromaticas de gran relevancia en las
fermentaciones alcoholicas de bebidas como el vino, el cava, la cerveza, ...etc [Van Nedervelde
et al., 1997; Vuralhan et al., 2003]. Sin embargo, los aldehidos precursores son compuestos con
caracteristicas poco deseables y con un bajo umbral de deteccion. Estos alcoholes y aldehidos se
pueden determinar mediante la cromatografia de gases y nos propusimos intentar establecer la
participacion de Adh6p en estas vias catabolicas desde diferentes puntos de vista. Partiendo de
cultivos crecidos con una determinada fuente de nitrogeno, intentamos detectar si se producia
una induccién en los niveles de proteina Adh6p. También se estudio si la delecion de ADH6
tenia un fenotipo claro en el crecimiento y si habia diferencias en la composicion de volatiles

entre una cepa Wt y otra adh6A.
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1) Niveles de Adh6p:

Se crecieron cultivos para la cepa FY834a (Wt) de 250 ml de medio minimo selectivo
con glucosa como fuente de carbono y el aminoacido escogido, como fuente de nitrégeno. Se
llevo a cabo un seguimiento de la curva de crecimiento y se tomaron muestras de las células en
dos etapas del crecimiento (exponencial-temprana y saturacion). Las células se lisaron y se

analizaron los niveles de Adh6p mediante deteccidon especifica con anticuerpos anti-Adh6p.

Las muestras fueron sometidas a un SDS-PAGE al 12% de acrilamida que se transfirio
a una membrana de Inmobilon-P. La deteccion especifica de Adh6p se muestra en la figura 8.
Tomando el cultivo crecido en sulfato amonico como control, se observa como la fuente de
nitrégeno suministrada al cultivo provoca diferentes patrones de expresion de Adh6p. Al crecer
la levadura con leucina o isoleucina como fuente de nitrogeno, los niveles de Adh6p son muy
similares a los encontrados en las condiciones control. Para el resto de los aminoacidos
analizados se ha encontrado una disminucion en los niveles de Adh6p. Para los cultivos crecidos
con tirosina o treonina se observa una ligera disminucion, que es mas clara cuando el
aminoacido empleado es la metionina. Cuando la valina o el triptéfano son la fuente de

nitrogeno, practicamente no se detecta Adh6p.

SA_ LEU _ILE VAL TRP_ TYR _THR _MET

Adh6p Exp Sat. Exp Sat. Exp Sat. Exp Sat. Exp Sat. Exp Sat. Exp Sat. Exp Sat.
53kDe ==

B kDe ==

Figura 8: Analisis por Western-blot de las muestras recogidas en los cultivos crecidos con
diferentes fuentes de nitrogeno. La muestra Exp estd tomada en la fase exponencial-temprana
mientras que la muestra Sat. se recogid al inicio de la fase de saturacion. 5 ug de proteina total
procedente de los lisados celulares se sometieron a SDS-PAGE al 12% de acrilamida que fue
transferido a una membrana de Inmobilon-P. La deteccidon especifica de Adh6p se reveld por
quimioluminiscencia.

2) Niveles de volatiles:

Se crecieron las cepas FY834a (Wt) y FY18 (adh6A) en cultivos de 250 ml de medio
minimo selectivo con glucosa como fuente de carbono y leucina, isoleucina o tirosina como
fuente de nitrogeno. Se realiz6 un seguimiento de la curva de crecimiento y se tomaron muestras

del medio liquido a diferentes puntos de la curva. Las muestras fueron tratadas inmediatamente
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después de su recoleccion para evitar, en la medida de lo posible, la pérdida de los volatiles y
fueron congeladas hasta el momento de ser analizadas por cromatografia de gases en el Servei

d’Analisi Quimica de la UAB.

La figura 9 corresponde al andlisis de volatiles de los cultivos de las cepas Wt y adh6A
crecidos en medio minimo selectivo con glucosa como fuente de carbono y leucina como unica
fuente de nitrogeno. Como producto derivado de la asimilacion del nitrégeno proporcionado por
la leucina, se genera el esqueleto carbonado de dicho aminoécido. Tras una descarboxilacion se
forma mayoritariamente el 3-metilbutanal que pasard a su correspondiente alcohol, el 3-
metilbutanol. Ambas cepas siguieron una fermentacién similar dado que los niveles de etanol
son idénticos a lo largo de toda la curva de crecimiento. El 3-metilbutanal es el producto
mayoritario al inicio del crecimiento, pero a medida que pasa el tiempo, todo el aldehido es
convertido en 3-metilbutanol. Sorprendentemente, la cuantificacion realizada no revel6 ninguna

diferencia entre ambas cepas.

Figura 9: Niveles de volatiles en

- las cepas FY834a (Wt, en negro)

.i; 22 y FY 18 (adh6A, en rojo) crecidos

i) al o, con leucina como fuente de

% & & nitrogeno. El crecimiento esta

%:: ao =2 representado por circulos. Los

é =) g compuestos  analizados  por

g 02 g‘ cromatografia de gases se

8 6"_:: muestran en unidades arbitrarias:

® etanol (cuadrados), 3-

* metilbutanal (triangulos

0 10 ';'(;empi()) (h) 40 50 inYeﬂidos) y  3-metilbutanol
(diamantes).

La Figura 10 corresponde al analisis de volatiles para las cepas Wt y adh6A crecidos
con isoleucina como unica fuente de nitrogeno. En este caso, el aldehido que se produce
mayoritariamente al asimilar el nitrégeno proveniente de la isoleucina es el 2-metilbutanal que
la levadura reducira a 2-metilbutanol. Se puede apreciar como todo el aldehido 2-metilbutanal
presente en la fase inicial del crecimiento es reducido a 2-metilbutanol. No obstante, al igual
que para el crecimiento con leucina, no se apreciaron diferencias en los niveles de volatiles de

ambas cepas.

95



Figura 10: Niveles de vodlatiles
:10 en las cepas FY834a (Wt, en
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La figura 11 se corresponde con el analisis de volatiles realizado para las cepas Wty
adh6A en medio minimo selectivo donde la fuente de nitrégeno sélo proviene del aminoacido
tirosina. La asimilacion del grupo amonio de este aminoacido produce p-
hidroxifenilacetaldehido que la levadura reduce a tirosol que puede ser excretado al medio por
la célula. En este caso fue imposible detectar el aldehido producido, sin embargo, si se pudo
analizar el tirosol producido durante el crecimiento. Los niveles de tirosol no presentaban

diferencias entre ambas cepas.

y sF . 160 7 Figura 11: Niveles de volatiles
c - - 150 = en las cepas FY834a (Wt, en
o | S-m T o negro) y FY18 (adh6A, en rojo)
0% JE-SU— a 40 o d tirosi
3 1F - o crecidos con tirosina como
el 130 2 fuente de  nitrogeno.  El
2% g; crecimiento estd representado
g ﬁo o f y 120 g por circulos. Los compuestos
o ’ S {0 & analizados por cromatografia de
o L. mw 2 gases se muestran en unidades

At Do\ A A 0 arbitrarias: etanol (cuadrados),

0 10 20 30 40 50 tirosol (triangulos).
Tiempo (h)

Analisis de la proteina Adh6p en una cepa adhlA

Los estudios realizados por Evellin y colaboradores con la levadura Saccharomyces
cerevisiae han demostrado que la ausencia del gen ADH1 genera un aumento de la actividad
aldehido reductasa dependiente de NADPH con los aldehidos hexanal y 3-metilbutanal [Evellin
et al., 1999]. Sin embargo, se desconocen las proteinas responsables de dicha actividad. Dado

que ambos aldehidos analizados son sustratos eficientes para Adh6p, hemos investigado la
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posibilidad de que esta induccion en cepas adhlA sea debida a la induccion de la actividad
reductasa de Adh6p.

Se han realizado curvas de crecimiento para las cepas FY834a (Wt) y FYAI (adhlA)
y se han tomado muestras tanto en la fase exponencial como en la fase de saturacion. En cada
punto se ha analizado la actividad especifica dependiente de NADPH para los aldehidos
veratraldehido y 3-metilbutanal para los que se ha demostrado con anterioridad que son
sustratos especificos para Adh6p en la levadura. La figura 12 muestra los crecimientos de ambas
cepas, que siguieron un perfil muy similar aunque la cepa adhlA tuvo una fase de latencia
superior a la cepa control y llegd a una densidad oOptica final algo inferior a la de la cepa
control. Las actividades especificas realizadas con NADPH como coenzima muestran
claramente como la cepa adhlA tiene valores mas elevados, aproximadamente un factor 2 en la
fase exponencial. Es mas, la actividad de reduccion dependiente de NADPH se mantiene a lo
largo de la fase de saturacion, cosa que no ocurre en la cepa Wt dado que la actividad de Adh6p

en condiciones estandar desaparece en este punto.

10 4
: ? Figura 12: Curvas de
1 crecimiento y patron de la
D§ E expresion de la actividad
2 o i especifica dependiente de
= B NADPH de las cepas FY834a
i (Wt), en negro y FYAI1 (adhlA),
0,013~ en azul. Las actividades se
] ' ' ' ' ' ' ! midieron a pH 7.0, con 0.5mM de
> NADPH y 1 mM de
% veratraldehido (lineas soélidas) o
c 3-metilbutanal (lineas
;-_? discontinuas).
()
g'
80
Tiempo (h)

En la figura 13 se muestra el gel nativo revelado por actividad de oxidacioén con 3-
metilbutanol y NADP" (figura 13A), y etanol y NADP" (figura 13B). Las muestras procesadas
corresponden a la fase exponencial del crecimiento, donde la actividad esta inducida en un
factor de 2. Este factor de la induccion es visible en el gel, y dado que no han aparecido otras

bandas ademas de la correspondiente a Adh6p, podemos deducir que la induccion de la
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actividad es especifica para Adh6p. Ademas, Adh6p seria el Uinico enzima capaz de oxidar el

etanol empleando el coenzima NADP" en estas condiciones.

Figura 13: Gel nativo
revelado con tinciéon de
oxidacion dependiente de
NADP’ con 3-
metilbutanol (A) y etanol
(B). Se han analizado
100pg de extracto de las
cepas FY834a (Wt) en
fase exponencial (carriles
2y 3)yFYAI (adhlA) en
fase exponencial (carriles
4y5). En el carril 1 se ha
cargado Adh6p pura
como control.

En la figura 14 se muestra la deteccion especifica de Adh6p mediante anticuerpos, de

los extractos de las cepas Wt y adhlA con muestras representativas de toda la curva de

crecimiento. Este resultado confirma la induccion de Adh6p en la cepa adhlA. En esta cepa

también se confirma que Adh6p estd presente en la fase de saturacion del crecimiento, en

contraste con la cepa Wt en la que generalmente Adh6p se degrada al inicio de la fase de

saturacion [Larroy et al., 2003].

Wt

adhlA

Adh6p Exp.1 Exp.2 Sat.1 Sat.2

“—- o s

e

Exp.1 Exp.2 Sat.1 Sat. 2

S e— — ——

98

Figura 14: Analisis por
Western-blot de las
muestras recogidas en
los cultivos de las cepas
FY834a (Wt) y FYAI
(adhlA). 5 pg  de
proteina total se han
sometido a la deteccion
especifica de Adh6p. El
revelado se realizd con
quimioluminiscencia.



Discusion

La lignina, palabra que proviene del término latino lignum que significa ‘madera’,
representa el 20-30% del peso seco de la madera y es una macromolécula compleja compuesta
de unidades fenilpropano que se origina de la polimerizacion oxidativa aleatoria de cinamil
alcoholes hidroxilados. Dado que la mayoria de microorganismos no son capaces de emplear la
lignina como Unica fuente de carbono, en la industria se realiza un pretratamiento que degrada
parcialmente el polimero, seguido de tratamiento microbiano, con el objetivo de utilizar su
biomasa. Durante el pretratamiento mediante hidrolisis acida del material lignocelulésico previo
a la fermentacion microbiana, una parte de la lignina es degradada a una gran variedad de
compuestos aromaticos que actuan como toxinas bioldgicas que retardan la fermentacion de la
levadura. Son muchos los trabajos sobre la accion fungicida en estos compuestos derivados del
tratamiento de la biomasa lignocelulésica llegando a la conclusidon que los alcoholes aromaticos
son menos toxicos que sus acidos correspondientes que a su vez lo son menos que sus
correspondiente aldehidos [Zemec et al., 1987, Zaldivar et al., 1999 y Larsson et al., 2000]. El
veratraldehido (3,4-metoxibenzaldehido) que deriva de la hidrolisis de la lignina, es un conocido
inhibidor del crecimiento de la levadura [Kim et al., 2004]. En el Capitulo I [Larroy et al.,
2002a] ya se ha demostrado que la eliminacion de veratraldehido en la levadura la realiza
Adh6p. No obstante, la alta identidad de secuencia con Adh7p (un 64%), la gran similitud en la
especificidad de sustratos que ambos enzimas utilizan y la dependencia del coenzima NADP(H)
requerido para la eliminacion del veratraldehido, nos hizo postular que Adh7p también podria

tener cierta relevancia en dicho proceso.

La construccion de cepas mutantes deficientes en ADH6, ADH7 o ADH6 y ADH7
permitié evaluar la participacion de cada proteina. El estudio del crecimiento de estas cepas en
presencia de veratraldehido, asi como su capacidad para reducirlo a veratril alcohol (resumido
en la Figura 1, pagina 86) enfatiza el papel de Adh6p en la eliminacion de este toxico. El
comportamiento de las cepas adh6A y adh6Aadh7A es practicamente idéntico dado ninguna de
las dos es capaz de disminuir la concentracion de aldehido en el medio. No obstante, Adh7p
también contribuiria a rebajar los niveles de veratraldehido del medio ya que, aunque la cepa
adh7A es capaz de eliminar el aldehido completamente cuando la concentracion es baja (Figura
1B), al aumentar la cantidad de toxico en la célula no se llega a la completa eliminacion del
aldehido presente, tal y como si lo consigue la cepa Wt (Figura 1C). Incluso a concentraciones
del orden de 15 mM de veratraldehido, la cepa adh7A tiende a comportarse como las cepas

mutantes adh6A y adh6Aadh7A, indicando que Adh7p participa como enzima desintoxicador de
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veratraldehido. Su papel, sin embargo, seria de menor importancia en comparacion con Adho6p,

debido esencialmente a sus bajos niveles de expresion.

Estudios previos realizados con la metodologia de microarrays demostraban una clara
induccion de Adh6p en condiciones de estrés oxidativo [Lee et al., 1999; Gasch et al., 2000 y
Koerkamp at al., 2002]. Estos estudios demuestran a su vez, que la induccién de ADH6 es
dependiente de la presencia del factor de transcripcion Yaplp, dado que en las cepas yaplA
sometidas a estrés oxidativo los niveles de expresion de ADH6 son idénticos a los encontrados
en ausencia de estrés. Este factor de transcripcion por lo general activa a enzimas que regeneran
el glutation y el coenzima NADPH como OYE3 (old yellow enzyme, una deshidrogenasa
dependiente de NADPH) y YNL134C (una MDR con actividad deshidrogenasa dependiente de
NADPH), aunque la fuente principal de NADPH seria siempre la via de las pentosas fosfato.

El estudio de la actividad especifica de Adh6p y de los niveles de proteina en células
sometidas a estrés oxidativo nos ha permitido ver la correspondencia entre la induccion del
transcrito y la induccién de la traduccion en dichas condiciones. Para generar el estrés oxidativo
se han utilizado dos agentes oxidativos: la diamida y la menadiona. Aunque ambos compuestos
provocan una respuesta de estrés oxidativo en la levadura, sus mecanismos de actuacion son
diferentes. La diamida, un compuesto de tamafio reducido puede atravesar las membranas
biologicas rapidamente y una vez dentro de la célula oxida tioles pequefios preferentemente,
haciendo decrecer las reservas de glutation intracelular. Durante este estrés oxidativo no se
generan radicales libres sino que se afecta al potencial redox celular al agotar el glutation que es
un tamponador redox [Thorpe et al., 2004]. Por otra parte, la menadiona es reducida al
transferirse un electron de la cadena respiratoria mitocondrial principalmente y forma radicales
semiquinona que rapidamente reducen el O, generando radicales superoxido y regenerando la
quinona. La menadiona también reacciona con componentes con grupos tiol como el glutation
para formar la glutationil-hidroquinona que genera radicales O,” para recuperar la quinona. Por
otra parte, este conjugado permite eliminar la menadiona ya que éste se excreta al exterior de la
célula o a la vacuola gracias a la bomba de glutation-S-conjugado [Zadzinski et al., 1998]. En

ambos casos, se cumple un ciclo redox que continua generando cantidades de O,”, H,O, por

dismutacién y HO' por reacciones de Fenton [Cyrne et al., 2003].
Tanto para el tratamiento realizado con diamida como el realizado con menadiona no se

observd ninguna diferencia en el crecimiento de las cepas Wt y adh6A. No obstante, este hecho

no excluye a Adh6p de participar en la respuesta al estrés.
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Se crecieron las cepas Wt y adhBA en ausencia y presencia de diamida. La actividad
especifica cinamaldehido reductasa dependiente de NADP(H) encontrada en la cepa Wt en
condiciones de estrés oxidativo se incrementd en 2-3 veces respecto al cultivo control. Dado que
en la cepa adh6A no se encontraron variaciones en la actividad especifica, podemos concluir
que el aumento de la actividad reductasa dependiente de NADP(H) encontrado es debido a una
induccion de la actividad de Adh6p. El andlisis por Western-blot incubado con anticuerpo
especifico para Adh6p mostré una clara induccion de Adh6p. No obstante, las cantidades de
proteina Adh6p encontradas a lo largo del crecimiento de la levadura no se corresponden con la
actividad especifica de Adh6p. Al entrar en la fase de saturacion la actividad reductasa
especifica dependiente de NADPH del cultivo decae hasta niveles similares a los del inicio del
tratamiento con diamida, sin embargo, los niveles de Adh6p, aunque disminuyen, son superiores

incluso a los encontrados al inicio de la exposicion al estrés oxidativo (Figura 3).

El estrés oxidativo provocado por la menadiona genera una respuesta diferente a la del
estrés causado por la diamida. Se crecieron las cepas Wt y adh6A en medio rico al que se le
adicion6 menadiona y se realizd un seguimiento del crecimiento del cultivo. La actividad
especifica de la cepa Wt sometida a estrés oxidativo se duplicé como respuesta rapida a la
adicion de menadiona, pero fue recuperando su nivel basal con el tiempo. Dado que la cepa
adh6A sometida a estrés oxidativo por menadiona no presentd ningun aumento en su actividad
especifica, podemos suponer que la actividad reductasa dependiente de NADP(H) determinada
era debida inicamente a un aumento de la actividad de Adh6p. Los resultados obtenidos en el
analisis por Western-blot son un reflejo del resultado encontrado en el analisis de la actividad
especifica. Hay un claro aumento en los niveles de Adh6p al poco tiempo de provocar el estrés
oxidativo que concuerda con el aumento de la actividad cinamaldehido reductasa dependiente
de NADP(H). Asimismo, la induccion es menos clara a tiempos superiores donde ya la célula
comenzaba a recuperar los niveles basales de la actividad de Adh6p. Sin embargo, la induccion
de Adh6p que se aprecia a través de su actividad especifica es de aproximadamente un factor de
2, mientras que el Western-blot refleja una induccion superior en la produccion de proteina. Es

de suponer que no toda la proteina detectada sea activa.

En el Capitulo I se ha determinado la especificidad de sustrato de Adh6p [Larroy et al.,
2002a]. Destaca su gran capacidad para metabolizar los aldehidos alifaticos lineales y
ramificados como el pentanal, 2-metilpropanal, 2-metilbutanal y 3-metilbutanal que presentan
unos valores de kcat/Km del orden de 100,000-400,000 min'mM™. En el metabolismo
fermentativo de Saccharomyces cerevisiae estos aldehidos tienen una gran relevancia debido a

sus propiedades organolépticas y a las de sus correspondientes alcoholes. Mientras los aldehidos
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resultan toxicos en concentraciones moderadamente elevadas y sus propiedades de gusto y
aroma son poco deseadas, los alcoholes pueden convivir en el medio de cultivo con la célula
hasta concentraciones mas elevadas y ademas aportan unas caracteristicas en el gusto y aroma
de la fermentacion de gran valor en la produccion de vinos, cavas y cervezas [Ingraham, J.L. y
Guymon, J.L., 1960]. El origen de estos alcoholes, denominados fusel alcohols, en la levadura
proviene en mayor medida de la via de asimilacion de los aminoacidos (Figura 6 de la

Introduccion).

La comparacion de las actividades especificas de las cepas Wt y adh6A ha puesto de
manifiesto que Adh6p es la tinica proteina capaz de reducir el 3-metilbutanal en Saccharomyces
cerevisiae en las condiciones ensayadas (crecimiento fermentativo en medio rico). El 3-
metiltiopropanal (metional) derivado de la metionina, es también reducido por Adh6p. Sin
embargo, esta reduccion también la pueden llevar a cabo enzimas con actividad dependiente de
NAD(H), dado que la actividad especifica encontrada con metional es muy similar con ambos
coenzimas. En conjunto, estas actividades parecen poner de manifiesto que Adh6p puede tener
un papel relevante en la reduccion de aldehidos como ultimo paso en la ruta catabodlica de la

produccion de alcoholes superiores.

Hemos estudiado la posibilidad de que Adh6p sea la responsable o participe en la
produccion de los alcoholes superiores. Para ello hemos seguido dos estrategias diferentes:

estudios de expresion de Adh6p y estudios de produccion de alcoholes complejos.

Se han crecido cultivos para la cepa Wt en medio minimo selectivo con glucosa como
fuente de carbono y hemos variado la fuente de nitrégeno: sulfato aménico (condicion control),
leucina, valina, isoleucina, triptofano, tirosina, treonina y metionina. Cuando la fuente de
nitrogeno proviene de la leucina o de la isoleucina, los niveles de Adh6p son muy similares a
los encontrados en el cultivo control. Sin embargo, aunque las vias anabodlicas de la leucina,
isoleucina y valina estan interconectadas y comparten metabolitos y muchos de los enzimas que
participan en ella (figura 6 de la Introduccion), cuando la célula incorpora el grupo amonio de la
valina se produce una clara represion de ADH6 ya que practicamente no se detecta Adh6p. Al
crecer las cepas con treonina, tirosina o metionina las cantidades de enzima encontrados en la
célula son ligeramente inferiores a las del cultivo control. Sin embrago, cuando el aminoacido

empleado es el triptofano practicamente no se detecta Adh6p en el analisis por Western-blot.

Los niveles de compuestos volatiles producidos por las cepas Wt y adh6A crecidas en
medio minimo selectivo con glucosa como fuente de carbono y leucina, isoleucina o tirosina

como fuente de nitrogeno, no ha presentado ninguna diferencia entre las cepas estudiadas. Si
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bien no podemos descartar que Adh6p reduzca in vivo estos aldehidos producidos en la
asimilacion del grupo amonio de los aminoacidos, no tenemos ninguna evidencia de su
participacion. Teniendo en cuenta el complejo sistema de deshidrogenasas/reductasas de la
levadura, es razonable postular que la falta de alguno de los enzimas que participan en la
reduccion fuera compensada por otro enzima. Incluso podriamos pensar en una serie de enzimas
con actividad dependiente de NAD(H) y actividad dependiente de NADP(H) que estarian
disponibles, dependiendo del balance redox celular, para llevar a cabo una funcion tan
importante como la desintoxicacion de los aldehidos, ya que una gran acumulacion seria letal

para la célula.

Estudios anteriores realizados con cepas adhlA han demostrado una clara induccion de
la actividad aldehido reductasa dependiente de NADPH [Evellin et al., 1999]. La actividad
inducida se ensay6 con hexanal y 3-metilbutanal, en las cepas Wt y adhlA, y se demostré que
era debida a Adh6p. Primero, la induccion encontrada con 3-metilbutanal se corresponde con el
patron de la actividad encontrada con veratraldehido, un aldehido que s6lo es reducido por
Adh6p [Larroy et al., 2002a]. Por otra parte, el patron de induccion se corresponde con el patron
de actividad encontrado para Adh6p en un gel nativo con tincion de actividad, que ademas no
muestra ninguna otra banda perteneciente a alglin otro enzima. Finalmente, la induccion queda

confirmada por el ensayo de Western-blot.
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DISCUSION GENERAL



Nuevas alcohol deshidrogenasas de la superfamilia MDR con actividad

dependiente de NADP(H) en Saccharomyces cerevisiae

La secuenciacion de un genoma da informacion muy valiosa para identificar genes a los
que se les puede asignar una funcion putativa. La comparacion de secuencias y la identificacion
de motivos caracteristicos dentro de una familia son la base para seleccionar aquellos ORFs que
cumplan los requisitos escogidos. El propdsito de este estudio era identificar y caracterizar a
nuevos miembros de la familia ADH-MDR en la levadura Saccharomyces cerevisiae. Para ello
se realizd una busqueda en su genoma [Goffeau et al., 1996] con el animo de hallar aquellos
ORFs huérfanos que contuvieran el motivo caracteristico de las MDRs que unen zinc. De entre
las secuencias resultantes se escogieron dos, YCR105W y YMR318C ya que tenian una
peculiaridad, el residuo Asp223 (siguiendo la nomenclatura de la HLADH), altamente
conservado en ADHs con actividad dependiente de NAD(H), se encontraba reemplazado por
una serina, lo que sugiere una actividad dependiente de NADP(H). Los correspondientes
enzimas serian pues, las primeras ADHs dependientes de NADPH identificadas en

Saccharomyces cerevisiae.

Los genes YMR318C (ADHG6) y YCR105W (ADH7) se clonaron en vectores de
sobreexpresion para Saccharomyces cerevisiae y se estudiaron sus productos génicos, Adh6p y
Adh7p. Ambas proteinas eran alcohol deshidrogenasas, pero a diferencia de las ADHs ya
conocidas en la levadura, se trataba de proteinas homodiméricas activas con NADP(H) como
coenzima. Ademas, la especificidad de sustrato de estos enzimas era muy diferente a los otros
enzimas de la familia. Adh6p y Adh7p son activas con una gran variedad de sustratos desde
alcoholes/aldehidos lineales hasta alcoholes o aldehidos aromaticos, con o sin ramificaciones.
Sin embargo, no se detectd actividad con alcoholes secundarios o cetonas en ninguno de los dos
enzimas (Tabla 1). También a diferencia de las ADHs de levadura, la actividad catalitica

aumenta con la longitud de la cadena carbonada.

En la Tabla 2 se presenta un compendio de las constantes cinéticas encontradas para
ambos enzimas. Como se puede ver, se trata de dos enzimas con una eficiencia en la reduccion
de aldehidos de 50-100 veces superior a la correspondiente oxidacion de alcoholes, por lo que es
de esperar que su funcion fisioldgica sea como actividad reductasa. Tanto para Adh6p como
Adh7p el sustrato mas eficiente es el pentanal (380.300 min ' mM™’ y 242.600 min ' mM™’
respectivamente) y presentan eficiencias cataliticas de un orden similar para el resto de sustratos
analizados. Sin embargo, las Km encontradas para Adh7p son sensiblemente menores que las de

Adh6p que, sin embargo, presenta unas constantes cataliticas algo superiores. Para la oxidacion
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de alcoholes, Adh7p es claramente mas eficiente, presenta Kum inferiores y kcat superiores a las

de Adh6p.

Actividad relativa Actividad relativa
Reduccion Oxidacion
Adh6p Adh7p Adh6p Adh7p
Cinamaldehido 100 100 Cinamil alcohol 100 100
Sinapaldehido 3 Coniferil alcohol 27 7
Coniferaldehido 10 15 Benzil alcohol 45 78
Fenilacetaldehido 94 90 2-Feniletanol 2 23
Benzaldehido 72 45 Etanol 4 2
Veratraldehido 82 79 Propanol 7 16
Anisaldehido 72 83 Butanol 24 42
Vanillina 57 84 Pentanol 89 46
Propanal 21 24 Hexanol 154 45
Butanal 57 19 Octanol 52 30
Pentanal 109 153 2-Metilpropanol 1 28
Hexanal 89 88 2-Metilbutanol 7 39
Heptanal 88 86 3-Metilbutanol 15 40
Octanal 84 59 2-Propanol N.A. N.A.
2-Metilpropanal 67 63 2-Butanol 2 1
2-Metilbutanal 92 89 1,2-Propanediol N.A.
3-Metilbutanal 84 79 1,2-Butanediol N.A. 2
3-Metiltiopropanal 125 139 1,3-Butanediol 2 5
t-2-Nonenal 39 33 1,4-Butanediol 4 8
4-Hidroxinonenal 30 2,3-Butanediol N.A.
Furfural 27 54 Eugenol N.A. N.A.
Metilglioxal N.A.
Acetona N.A. N.A.
Ciclohexanona N.A.

Tabla 1: Especificidad de sustrato de las alcohol deshidrogenasas Adh6p y Adh7p. Las
actividades de reduccion se midieron en tampdén fosfato sédico 33 mM (pH 7.0) con una
concentracion de sustrato 1 mM y de NADPH 0.5 mM. Las actividades de oxidacion se
midieron en tampon glicina 0.1 M (pH 10.0) con una concentracion de sustrato de 10 mM (a
excepcion del octanol que se utilizé una concentracion 1 mM) y de NADP™ de 1.2 mM. N.A.:
no activo
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Adh6ép Adh7p
KM kcat kcat/Km KM kcat kcat/Km
(mM) (min') | (min'mM?Y)| (mM) (min") | (min'mM™)
Pentanal 0.060 = 0.009 22700 + 190 380300+ 57830 | 0.049 +0.005 11910 + 350 242580 + 19500
Hexanal 0.152+0.017 21270 + 920 139950 + 16780
3-metilbutanal 0.129 +0.035 14000 + 670 109000 + 30440 | 0.048 = 0.006 9580 + 290 201720 + 19940
Cinamaldehido 0.172 £0.012 18400 + 600 107200 + 8600 0.043 £ 0.002 7910 + 120 182090 + 6360
Veratraldehido 0.073 + 0.003 15800 + 140 217800 £9470 0.058 + 0.005 6000 + 140 103736 + 7488
NADPH 0.029 + 0.003 0.011 +0.001
NADH N.A. N.S. (1.5 uM)
Etanol * N.S. (750 mM)
Pentanol * N.S. (400 mM) 0.990 + 0.030 920+ 10 930 +25
Pentanol 105 +3.4 33546 32410
Hexanol 9.14£24 640 = 90 71 +£24
3-metilbutanol * 1.610  0.070 2566 + 50 1780 + 50
3-metilbutanol N.S. (200 mM) 4.600 + 0.300 175+5 3842
Cinamil alcohol * 0.700 + 0.120 4200 + 60 6000 = 1000 0.080 £ 0.01 3400 £ 100 42370+ 5170
Cinamil alcohol 0.436 + 0.029 885+ 90 2028 + 247 0.132+0.010 1620 + 40 13860 = 1140
Feniletanol * 2.025+0.310 1130+ 30 520 + 50
NADP* 0.032 + 0.009 0.013 + 0.001
NAD* N.D. -9

Tabla 2: Pardmetros cinéticos de las alcohol deshidrogenasas Adh6p y Adh7p. Todas las
actividades se han medido en tampon fosfato sodico 33 mM (pH 7.0), a excepcion de los
sustratos marcados con *, que se han medido en tampén glicina 0.1 M (pH 10.0). La reduccion
se ha medido con 0.5 mM de NADPH mientras que la oxidacion se ha medido con 1.2 mM de
NADP". N.A.: no activo, N.S.: no satura
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Se han construido las cepas mutantes adh6A, adh7A y adh6Aadh7A, que han resultado
viables. No obstante, la delecion de ADH6 ha servido para demostrar que Adh6p parece ser la
Ginica proteina responsable de la oxidacién del pentanol cuando el coenzima es el NADP" ya
que el extracto de la cepa adh6A no reveld ninguna banda en un gel nativo tefiido con dicha
actividad, y que es la proteina con mayor participacion en la actividad reductasa dependiente de
NADP(H) para aldehidos como el pentanal, 3-metilbutanal, metional, cinamaldehido y
veratraldehido[Larroy et al., 2002a; Larroy et al., 2003; Capitulo IV]. Este hecho ha permitido
realizar un seguimiento de Adh6p en cultivos de Saccharomyces cerevisiae. Al parecer se trata
de una proteina que se expresa activamente en fase exponencial y que esta expresion decrece al
llegar a fase estacionaria. Ademas, esta inducida cuando la fuente de carbono de la levadura es
la galactosa, pero inhibida cuando se utiliza glicerol. La combinacion del seguimiento de Adh6p
por actividad, con el seguimiento de Adh6p por deteccion especifica de la proteina y con el
analisis de la cepa mutante adh6A, ha permitido localizar la existencia de otra proteina con
actividad cinamaldehido reductasa dependiente de NADP(H) inducible en la fase exponencial
de cultivos crecidos en glicerol. La contribucion de Adh7p en los cultivos de levadura
estudiados no se ha podido cuantificar dada la baja expresion de ADH7 en las condiciones

utilizadas [Larroy et al., 2003].

Adh6p y Adh7p pertenecen a la familia de las cinamil alcohol

deshidrogenasas

Las caracteristicas cinéticas de estos enzimas junto con el analisis de su secuencia nos
llevé a proponer que tanto Adh6p como Adh7p eran miembros de la familia de las cinamil
alcohol deshidrogenasas. Los estudios de comparacion de diferentes secuencias de MDRs
agrupan a Adh6p y Adh7p con las cinamil alcohol deshidrogenasas, mas concretamente con los
enzimas bacterianos de la familia que constituyen la clase CAD-related (Figura 1 de la
Introduccion) [Jornvall et al., 2001; Nordling et al., 2002; Riveros-Rosas et al., 2003]. Adh6p y
Adh7p presentan una identidad de secuencia del 20-25% con las ADHs de vertebrado y
levadura, y aunque la identidad de secuencia con las CADH es algo mayor, ésta no supera el
35%. Sin embargo, hay regiones de la secuencia en el dominio catalitico donde la similitud es

elevada.
Como hecho caracteristico, las CADH presentan una delecion de varios aminoacidos

respecto a las ADHs de la clase I entre los residuos 116 y 138 (nomenclatura referente a

HLADH). Este pequefio loop se dispone en la entrada del centro de union al sustrato de la
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HLADH reduciendo la accesibilidad de sustratos voluminosos. Por lo tanto, para las CADH se
dispondria de una mayor amplitud en la entrada del centro catalitico de manera que podrian

reconocer sustratos de mayor tamafio, como son los derivados cinamicos.

Estructura tridimensional de Adh6p: mecanismo cinético con ‘half-of-the-

sites reactivity’

La alcohol deshidrogenasa Adhlp de Saccharomyces cerevisiae fue uno de los primeros
enzimas que se purifico e incluso cristalizo, aunque los cristales obtenidos no fueron aptos para
la difraccion de rayos X [Negelein, E. y Wulff, H., 1937]. Méas tarde, Ramaswamy y
colaboradores lograron cristalizar de nuevo Adhlp y Adh2p pero, aunque los cristales
difractaron los rayos X, la informacion obtenida no resultd suficiente para resolver su estructura
cristalografica [Ramaswamy et al., 1994]. Recientemente se ha publicado una nueva
cristalizacion de Adhlp que al igual que en los casos anteriores no ha servido para la 6ptima
resolucion del cristal [Kim, K.J. y Howrad, A.J.,, 2002]. Adh6p y Adh7p han sido las
incorporaciones mas recientes a la familia MDR caracterizada en la levadura y, sin embargo, ya
se ha conseguido la cristalizacion de uno de ellos [Valencia et al.,2002] y se ha resuelto la
estructura tridimensional de Adh6p [Valencia et al., 2004]. Esto convierte a Adh6p en la

primera alcohol deshidrogenasa con estructura conocida en Saccharomyces cerevisiae.

Al inicio de este estudio se desconocia la estructura tridimensional de ningiin miembro
de la familia de las CADH. El tinico referente estructural consistia en un modelado realizado
con la secuencia de CAD2 de Eucalyptus gunii basandose en los parametros estructurales de la

ADH de higado de caballo [McKie et al., 1993].

Asi pues, Adh6p ha sido también la primera estructura resuelta dentro de la familia de
las CADH, por lo que ha sido la primera referencia dentro de esta familia. Actualmente ya se
dispone de la estructura cristalografica de otros dos miembros de la familia de las CADH, una
sinapil alcohol deshidrogenasa (SAD) de la subfamilia Eli3 [Bomati, E.K. y Noel, J.P., 2005] y
una ADH bacteriana de la subfamilia CAD-related (YAHK de E.coli, articulo pendiente de

publicacion).
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> Dominio catalitico
(Metl - Lys163,
Leu301 - Asp360)

> Dominio de unién
a coenzima
(Gly164 - Ala300)

Figura 1: Subunidad de Adh6p en conformacion holo del cristal 1PSO. Los iones de Zn se
representan como esferas solidas de color negro y el coenzima NADP"' se representa en la
configuracion de bolas y bastones en color negro. La coloracidon de la subunidad hace referencia
a la estructura secundaria. Los elementos de la estructura secundaria del dominio de unién al
coenzima han sido designados como en Eklund y colaboradores [Eklund et al., 1976] para la
HLADH.

En el proceso de cristalizacion de Adh6p se obtuvieron tres cristales diferentes: un
cristal trigonal de Adh6p, un cristal trigonal de Adh6p-NADP" y un cristal monoclinico de
Adh6p. La resolucion de los datos cristalograficos ha revelado que la estructura de Adh6p sigue
el patron ADH general. La proteina se encuentra dividida en dos dominios, el dominio catalitico
y el dominio de unién al coenzima. Consta de dos atomos de zinc, uno con funcién estructural
coordinado por cuatro cisteinas y el otro con funcidn catalitica coordinado tetraé¢dricamente por
los residuos Cys46, His68, Cys163 y una molécula de agua, que sera desplazada con la entrada
del sustrato, en una coordinaciéon equivalente a la encontrada para la HLADH [Eklund, H. y
Briandén, C.I., 1987]. El dominio de union al cofactor sigue el plegamiento de Rossmann
[Rossmann et al., 1974] con un nucleo formado por 6 hojas 3 paralelas (BA-BF) con dos hélices
o situadas en la parte superior (aB y aC) y dos en la parte inferior (D y aE). La separacién
entre los dominios cataliticos y de unidén al coenzima forma una hendidura donde se localizan el

centro de union al coenzima y el centro de union al sustrato (Figura 1).
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Los cristales monoclinicos contenian las dos subunidades del enzima con un 50% de
ocupacion en la union del NADP". En estos cristales monoclinicos, el lugar de unién al cofactor
de una subunidad se encontraba vacio, mientras que en la otra subunidad la densidad electronica
encontrada se correspondia con la molécula de fosfo-ADP-ribosa (NADP" al que faltaba el
anillo de nicotinamida) (Figura 2). La pérdida del anillo de nicotinamida podria haberse dado
durante los pasos de purificacion o cristalizacion por hidrélisis. Un fenémeno parecido ha sido
descrito en la estructura cristalina de una acetohidroxiacido reductoisomerasa de espinaca donde
en lugar de la molécula de NADP" esperada se encontré también una molecula de fosfo-ADP-
ribosa, demostrando que la molécula de NADP" es inestable y puede ser degradada a fosfo-
ADP-ribosa [Thomazeau et al., 2000]. Por su parte, los cristales trigonales obtenidos contenian
la estructura molecular de una unica subunidad enzimatica con una zona de desorden molecular
en la region de unidn al cofactor. Ademas, el cristal trigonal Adh6p-NADP" también presentaba
una ocupacion del 50% de coenzima. Remarcablemente, este desorden molecular debido a la
union del cofactor también lo presentaban las subunidades de Adh6p obtenidas a partir de los
cristales que no habian sido incubados con NADP’, indicando que este desorden estaba
relacionado con una caracteristica propia del enzima y no debido a la union del cofactor. La
superimposicion de los esqueletos carbonados de las dos subunidades obtenidas a partir del
cristal monoclinico (una subunidad en conformacion apo (A) y otra subunidad en conformacion
holo (H)) revelaba una desviacion de los Ca de tan sélo 1.19A. Pero, la desviacion molecular
alcanzaba los 6-6.9A en los residuos pertenecientes a los loops Cys250-Asn260 y Ile 277-
Lys292. Se observd que en la subunidad que contiene la fosfo-ADP-ribosa, estos loops se
acercan a la molécula cerrando el centro de unién del coenzima de manera que se maximizan las
interacciones. Sin embargo, en la subunidad carente de coenzima estos loops estan desplazados
dejando un centro de unioén a coenzima mas amplio. Por lo tanto, en los cristales trigonales de
Adh6p-NADP" que presentan una ocupacion del 50% también tendremos una heterogeneidad
en las subunidades, aunque estas sean estructuralmente indistinguibles, una presentaria la
conformacion A y la otra la conformacion H. Este hecho explica el desorden molecular
encontrado en la regidon de unidén a coenzima ya que ambos loops se encontraran en las dos
conformaciones posibles. Este desorden molecular también se aprecia en el cristal trigonal
carente de coenzima, por lo que se puede deducir que la molécula de Adh6p es heterodimérica
estructuralmente y estd compuesta por una subunidad en conformacion A y otra en
conformacion H. En este caso, la conformacion holo estaria estabilizada por la ubicacion de

iones fosfato en la region de union al pirofosfato de la molécula de coenzima.
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Figura 2: Densidad electronica
del centro de unién al coenzima
encontrada en el cristal
monoclinico. En  marron  se
representa la densidad negativa
que se corresponde con la falta de
ocupacion molecular.

El heterodimero A-H seria el modelo mas plausible ya que una molécula de Adh6p con
subunidades en conformacion A-A seria inviable estéricamente, dado que los loops 1le277-
Lys292 de ambas subunidades colapsarian en el mismo espacio. Por otra parte, una proteina en
conformacion H-H si es posible. No obstante su estabilidad estara disminuida dado que el
movimiento de los loops 11e277-Lys292 acercandose a la molécula de coenzima debilitaria la
interaccion entre subunidades porque, ademas de interaccionar con el coenzima, estos loops
forman parte del conjunto de interacciones que se dan entre ambas subunidades estabilizando el
homodimero. Esta forzosa heterogeneidad A-H en la molécula de Adh6p explica porqué todos
los intentos realizados para obtener apoenzima libre de iones fosfato o coenzima unido han

fracasado.

Adh6p es una proteina con requerimiento absoluto de NADP(H) para la catalisis. En el
bolsillo de unién a coenzima, la molécula de NADP" se dispone en conformacion extendida con
los anillos de ribosa en conformacién C2’endo. La transferencia del hidruro desde el sustrato al
carbono C4 de la nicotinamida es estercoespecifica y, en el caso de Adh6p, esta disposicion solo
permite que se transfiera el hidrégeno-Re. Por lo tanto, Adh6p seria un enzima con catalisis del

tipo A.

El bolsillo de uniéon al coenzima lo constituyen residuos que aportan interacciones
hidrofobicas y polares. Los loops Cys250-Asn260 y Iles277-Lys292 participan en la interaccion
con los grupos de fosfo-ADP-ribosa y nicotinamida respectivamente, de manera que tendran un
papel importante en la disociacion del coenzima durante el ciclo catalitico. El fosfato adicional,
caracteristico de la molécula de NADP”, interacciona con tres residuos: la Ser210 (equivalente a
la posicion 223 en HLADH ocupada por un residuo Asp), la Arg211 y la Lys215. Es decir,

presenta un residuo neutro en la posicion 223 (segiin nomenclatura HLADH) que evitara crear
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repulsiones electrostaticas con el fosfato adicional (Ser210), y hay dos residuos basicos que
estabilizaran la densidad de carga negativa de dicho grupo fosfato (Arg211 y Lys215),
interacciones que se habian descrito con anterioridad para enzimas dependientes de NADP(H) [
Carugo, O. y Argos, P., 1997]. Estrategias similares que involucran residuos basicos en la
coordinacion del grupo fosfato ya se han descrito con anterioridad para las ADHs bacterianas
con actividad dependiente de NADP(H) de Clostridium beijerinckii, Thermoanaerobacter
brockii [Korkhin et al., 1998], la ADH8 de Rana perezi [Rosell et al., 2003] y para la SAD de
Populus tremuloiddes [Bomati, E.K. y Noel, J.P., 2005].

Es bien conocida la gran importancia del residuo Asp223 para la especificidad de
coenzima para ADHs que utilizan NAD(H), pero es 16gico encontrar que en deshidrogenasas
con actividad dependiente de NADP(H) este residuo se halle sustituido por otros de menor
tamafo y carga neutra (alanina, glicina o serina) que facilitarian el encaje del fosfato de la
ribosa, proporcionarian una mayor cavidad y minimizarian las repulsiones electrostaticas.
Lauvergeat y colaboradores realizaron un estudio de mutagénesis dirigida en la cinamil alcohol
deshidrogenasa (CAD2) de Eucalyptus gunii. El residuo Ser210 (equivalente a la posicion 223
en la HLADH) fue intercambiado por un residuo aspartico. El mutante S210D resulté menos
eficiente para la catalisis dependiente de NADP(H) aunque no fue un cambio relevante para
mejorar la catalisis dependiente de NAD(H) [Lauvergeat et al., 1995]. Por otra parte, es
remarcable que el residuo Lys215 juegue un papel importante en la especificidad del coenzima
NADP(H) ya que es un residuo altamente conservado en ADHs con actividad dependiente de
NAD(H) donde interacciona con el oxigeno 3’ de la ribosa (Lys228 en la HLADH). Sin
embargo la adaptacion sufrida para obtener esta especificidad por el NADP(H) ha permitido
reorganizar el centro de uniéon de manera que ahora este residuo Lys ha pasado a tener gran
importancia en la coordinacién del grupo fosfato que diferencia a ambos coenzimas. En general,
todas las CADH presentan una serina en la posicion 210 al igual que Adh6p. El residuo bésico
que neutralizaria la densidad de carga negativa del fosfato no se encuentra en la posicién
adyacente en las CADHs, como seria la Arg211 de Adh6p. El residuo con carga positiva que
podria desempenar dicha funcion en otras CADHs lo encontramos en la posicion 214 junto a la
Lys215 conservada. Igualmente, el microambiente de la region de union al fosfato constaria de

residuos poco voluminosos y una densidad de carga positiva.

Para tener una aproximacion de la estructura del centro de unioén al sustrato se realizé un
modelado con un sustrato aromatico. Los residuos implicados son practicamente analogos a los
encontrados en el enzima HLADH. La unica excepcion radica en el loop formado por los
residuos 116-138 de HLADH, que se encuentra ausente en Adh6p al igual que en el resto de

enzimas de la familia CADH. Esta ausencia parece aportar un espacio extra en la entrada del
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bolsillo de unidn al sustrato de manera que no se restringe la entrada de sustratos voluminosos.
La morfologia del centro de unién estaria en concordancia con la especificidad de sustrato de
los enzimas de la familia, que son activos con sustratos voluminosos como los aldehidos y
alcoholes aromaticos con o sin sustituyentes en el anillo carbonado, o aldehidos y alcoholes
lineales con ramificaciones [Tablas 1 y 2; Somssich et al., 1996; Goffner et al., 1998; Wilkin et
al.,, 1999]. Sin embargo, un centro activo espacioso explicaria los elevados valores de Kwm
encontrados para los sustratos pequefios como el etanol, que no consiguié saturar al enzima a

una concentracion de 0.75 M.

La estructura recientemente resuelta de otra CADH, la SAD del alamo temblon
(Populus tremuloides), revela los rasgos caracteristicos de las ADHs de cadena media que unen
zinc. La identidad de secuencia con Adh6p es de tan solo el 36%, sin embargo, la
superimposicion de los esqueletos carbonados de ambas estructuras muestra un r.m.s.d. de 1.55
A alo largo de 335 amino4cidos, lo que nos indica que el patrén estructural es muy similar. Las
diferencias estructurales mas importantes se encuentran en el centro de uniéon a sustrato. El
trabajo de Bomati y colaboradores presenta varios modelados del centro de union a sustrato con
diferentes sustratos que explicarian la especificidad de sustrato de la SAD, sin embargo, la alta
divergencia en esta region con la Adh6p no permite explicar por qué Adh6p no es activa con
sinapaldehido o coniferaldehido [Bomati, E.K. y Noel, J.P., 2005]. No obstante, refuerza la idea
general de un gran bolsillo hidrofébico de union al sustrato, dado que los residuos participantes
dispondrian sus cadenas laterales de manera que se permitiria la entrada de sustratos

voluminosos.

A pesar de mantener las principales caracteristicas estructurales de la familia de las
MDRs, en Adh6p no existiria la conformacion ‘cerrada’ o ‘abierta’ que se aprecia en las demas
deshidrogenasas [Eklund, H. y Brindén, C.I., 1979]. La entrada del NADP" no provoca una
rotacion de los dominios catalitico y estructural que cerraria la hendidura que separa ambos
dominios. Para Adh6p la entrada del nucleétido sélo provoca el movimiento de dos loops,
Cys250-Ans260 y Ile277-Lys292, permaneciendo el resto de la molécula en la misma
disposicion espacial. La resolucion de la estructura de Adh6p ha puesto de manifiesto la
heterogeneidad de las subunidades que forman el enzima, que sugiere un mecanismo de union
del NADP" en que solo una de las dos subunidades tuviera una alta afinidad por el coenzima
(subunidad en conformacion H) mientras que la otra subunidad presentaria una afinidad inferior
(subunidad en conformacion A). Como consecuencia, tan s6lo una subunidad seria la
responsable de la catalisis y por lo tanto estariamos ante un caso de ‘half-of-the-sites reactivity’.
De hecho, se ha confirmado por estudios de union del coenzima que la molécula de Adh6p tan

s6lo uniria una molécula de NADP(H) por dimero con una constante de disociacion del orden
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de 7.7 uM. Asi, tanto la estructura cristalografica resuelta como los datos de ‘binding’, sugieren

que Adh6p es un enzima con ‘half-of-the-sites reactivity’.

No es el primer caso en el que la resolucion del cristal revela una heterogeneidad en la
union del sustrato a las subunidades enzimaticas. Izard y Geerlof ya encontraron esta asimetria
en la adenil transferasa de E.coli [Izard, T. y Geerlof, A., 1999]. En este enzima la asimetria es
consecuencia del desplazamiento de dos hélices a al unir la molécula de sustrato. Este
desplazamiento acerca los aminoacidos necesarios para unir desfosfo-coenzimaA, que de otra
manera permaneceria a una distancia demasiado grande para establecer interacciones por puente

de hidrogeno para su correcta union al enzima.

La comparacion de secuencias de diferentes enzimas de la familia CAD con
representacion de las tres subfamilias, con la secuencia de Adh6p, nos permite deducir que la
catalisis por ‘half-of-the-sites reactivity’ seria practicamente exclusiva de Adh6p. La ausencia
de homologia de secuencia en la region de los loops Cys250-Asn260 y 11e277-Lys292 para los
enzimas de las subfamilias CAD y Eli3 parece descartar este tipo de comportamiento. La recién
publicada estructura de la SAD de Populus tremuloides descarta por completo este mecanismo
cinético dado que se ha encontrado el coenzima unido en ambas subunidades de forma
simultanea [Bomati, E.K., 2005]. Aunque, podria existir cierta similitud con los enzimas de la
subfamilia CAD-related, la reciente publicacion de la estructura de YAHK de E.coli no revela
un patron estructural similar al de Adh6p. El mecanismo de ‘half-of-the-sites reactivity’ no se
trata de un fendémeno exclusivo de Adh6p dentro de la familia ADH. Estudios anteriores habian
detectado una actividad ‘half-of-the-sites’ para la HLADH en determinadas condiciones, como

la reduccion de aldehidos aromaticos a pH basico [Dunn et al., 1979].

El mecanismo de ‘half-of-the-sites reactivity’ puede estar provocado por diferentes
motivos. Se ha descrito que en algunos casos el enzima puede ser capaz de unir el cofactor en
todos los centros de union pero, que sin embargo, una de las subunidades actiia como dominante
respecto a la otra subunidad, impidiendo la ejecucion de la catalisis por parte de ésta, como es el
caso de la aldehido deshidrogenasa mitocondrial de higado humano [Zhou, J. y Weiner, H.,
2000 y Weiner et al., 2001]. Por otra parte, el enzima nucledsido hidrolasa de Trypanosoma
vivax solo une sustrato en una de sus dos subunidades debido a que los cambios
conformacionales derivados de la unidén imposibilitarian la union en la otra subunidad. Al
parecer, aunque la hipotesis carece de evidencias cristalograficas, el movimiento de un loop
flexible se cerraria sobre el centro activo al unirse el sustrato y estéricamente impediria el

acceso de la segunda molécula de sustrato [Vandemeulebroucke et al., 2003].

115



Para Adh6p la union simultanea de dos moléculas de coenzima es posible aunque la
union al segundo centro seria muy débil (no hemos podido determinar la constante de
disociacion). Los diferentes estados energéticos de las conformaciones A-H y H-H podria
facilitar la liberacion del cofactor una vez realizada la catalisis. Una vez el heterodimero A-H
efectuara la catalisis, una segunda molécula de coenzima se uniria en el centro de union que
queda libre proporcionando un estado energético menos ventajoso para la proteina. Con la
finalidad de recuperar la conformacion mas estable (el heterodimero A-H), Adh6p liberaria el
coenzima ya transformado en la reaccion mediante un mecanismo que transmitiria la sefial
estructural de una subunidad a la otra (Figura 3). En este caso, ‘half-of-the-sites reactivity’
podria ser una ventaja para la regulacion del enzima en condiciones fisiologicas ya que la union
del cofactor en una de las subunidades facilitaria la disociacion de los productos en la otra
subunidad. Un caso similar seria el de la timidilato sintasa de Pneumocystis carinii donde el
‘half-of-the-sites reactivity’ proporciona un mecanismo de autoregulacion catalitica mediante la
union/catalisis que se produce de manera alternada en ambas subunidades [Anderson et al.,
1999]. En Adh6p la union de una primera molécula de NADP(H) provocaria la disminucion de
la afinidad en el segundo centro de union. Por lo tanto, la uniéon del coenzima en uno de los
centros esta ligada a la catalisis en el otro centro catalitico, en el que se facilita la liberacion de

la molécula de coenzima que ya ha reaccionado.

ALDEHIDO NADPH

OIEOPESE
[ waoeH | [ waoe | NADPH | i i nADP

NADP \ ALCOHOL
ALCOHOL A NADP
H _H @ H A 4% H @
NADP_{ i i NADPH < NADP v NADPH
NADPH ALDEHIDO

Figura 3: Representacion esquematica del mecanismo catalitico de Adh6p. La subunidad en
conformacion apo esta representada por un circulo con la letra A, mientras que la subunidad en
conformacion holo esta representada por un cuadrado con la letra H. La representacion con
lineas discontinuas indican estados transitorios. So6lo una subunidad es la responsable de la
catalisis. La entrada del nucleotido en la subunidad libre (en conformacioén apo) favorece la
salida del cofactor de la subunidad previamente ocupada. De esta forma se permite alternar la
funcion catalitica entre ambas subunidades del dimero de Adh6p.
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El mecanismo de ‘half-of-the-sites reactivity’ es un ejemplo extremo de cooperatividad
negativa que no esta asociado a un comportamiento de saturacion no hiperbolico respecto a la
union del coenzima o del sustrato, por lo que no nos ha sido posible detectar ningun indicio del

mismo en los estudios cinéticos realizados en estado estacionario.

La funcion fisiologica de Adh7p

Al igual que para el resto de ADHs de la levadura Saccharomyces cerevisiae, su
delecion es viable y no provoca ningtin fenotipo en condiciones normales de crecimiento. Sin
embargo, el hecho de disponer de las cepas mutantes adh6A, adh7A y adh6Aadh7A nos ha sido
de gran ayuda a la hora de intentar deducir las posibles funciones fisiologicas que podrian llevar

a cabo estos enzimas en la célula de levadura.

La mayoria de los resultados obtenidos hacen referencia unicamente a Adh6p. La baja
expresion de Adh7p en las cepas utilizadas nos ha imposibilitado su seguimiento por actividad
reductasa o por deteccion especifica con anticuerpos anti-Adh7p. Incluso, los estudios
realizados con la cepa de laboratorio CEN.PK113-7D y sus mutantes derivados nos revelaron
un resultado sorprendente: ADH7 no estaba presente. Los estudios de secuencia, regulacion o
funcion estdn basados en la premisa de que la informacion puede ser extrapolada del
‘background’ de una cepa a otra. Sin embargo son pocos los estudios que se han realizado para
validar esta premisa. Daran-Lapujade y colaboradores investigaron las diferencias y similitudes
entre las cepas de laboratorio S288C y CEN.PK113-7D, de uso comin en la mayoria de
laboratorios que trabajan con Saccharomyces cerevisiae. Este estudio confirmo6 el resultado que
habiamos encontrado, ADH7 estaba ausente en la cepas CEN.PK113-7D e incluso en otras
cepas de Saccharomyces cerevisiae [Daran-Lapujade et al., 2003]. Son muchos los estudios
realizados con la técnica de microchips en los que la sefial emitida para ADH7 es muy débil o
incluso nula, lo que implica que esta region es extremadamente divergente o ha sido

delecionada [Lashkari et al., 1997].

El genoma de la levadura Saccharomyces cerevisiae sufriéo una duplicacion en algun
punto de su historia evolutiva ya que son muchos los grupos de dos o mas genes que codifican
por proteinas de secuencia muy similar. Esta redundancia suele darse en los extremos de los
cromosomas (regiones subteloméricas) aunque es mas aparente que real dado que en algunos
casos las funciones pueden haber diversificado. Estos genes suelen ser requeridos en
condiciones diferentes a las encontradas en el laboratorio [Goffeau et al., 1996]. Quizas por eso

hemos observado que ADH7 no se encuentra en algunas cepas de laboratorio, pero si en cepas
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vinicolas como V5 donde ademés se ha observado una alta expresion en ciertas condiciones

(Dra. Silvie Dequin, comunicacion personal).

Ademas, un estudio reciente realizado con los factores de transcripcion Ymrlp y Yrrlp
que funcionan de manera integrada, ha demostrado la inactivacion constitutiva de ADH7. La
expresion de ADH7 esta regulada por Ymrlp. So6lo en presencia del factor de transcripcion
Ymrlp habra expresion de ADH7. Sin embargo, la presencia de Yrrlp anula la funcion de
Ymrlp. Este estudio demuestra que no hay actividad de transcripcion de Ymrlp en el contexto
de la cepa silvestre crecida en condiciones normales, ya que siempre esta reprimido por la
presencia de Yrrlp. Esto explicaria que ADH7 siempre esté inactivo y no se pueda detectar su

producto génico [Lucao-Danila et al., 2003].

La funcion fisiologica de Adh6p

La informacion disponible sobre el metabolismo de la levadura junto con la
especificidad de sustrato de Adh6p han guiado el estudio funcional de Adh6p hacia una posible
participacion en la desintoxicacion de productos derivados de la biodegradacion de la lignina, en
la formacion de alcoholes superiores y en el balance NADP'/NADPH celular. Por su parte, los
datos publicados en experimentos de expresion con la técnica de microarrays nos han dirigido

hacia el estudio de la participacion de Adh6p en el estrés oxidativo.

Aunque los microarrays son una metodologia que aporta mucha informacion sobre la
levadura en un momento y condiciones concretas, los resultados de expresion que se puedan
deducir de ellos no se pueden extrapolar directamente al proteoma de la levadura. Ni la
secuencia de un mRNA ni su abundancia pueden predecir la abundancia de su proteina
correspondiente, y tampoco son predecibles las variaciones de los niveles de proteina debido al
control de la traduccion, ni las modificaciones post-traduccionales. Dificilmente tampoco serian
predecibles otros mecanismos de regulacion de la actividad enzimatica como la localizacion
celular, la asociacion entre proteinas y biomoléculas, ni los mecanismos de control de la vida

media de las proteinas [Gygi et al., 1999; Griffin et al., 2002].

Asimilacion de productos procedentes de la degradacién de la lignina

Una de las principales fuentes de carbono esta constituida por la biomasa de las plantas,
compuesta principalmente por celulosa, hemicelulosa y lignina. Muchos microorganismos son
capaces de degradar y utilizar la celulosa y hemicelulosa. Sin embargo, so6lo un grupo reducido

de hongos filamentosos tiene la capacidad de degradar la lignina. Estos hongos, los ‘white rot
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fungi’ (hongos de la podredumbre blanca), se nutren de los arboles caidos y demas residuos de

los bosques, siendo el mas conocido y estudiado, Phanerochaete chrysosporium.

La lignina, a diferencia de los otros polimeros de la madera, requiere de un ataque
oxidativo para iniciar su degradacion. La despolimerizacion de la lignina es un proceso
necesario para obtener acceso a la celulosa y/o hemicelulosa ya que ningin microorganismo,
incluido los hongos de la podredumbre blanca, son capaces de utilizar a la lignina como Unica
fuente de carbono y energia. Los enzimas que inician el proceso son peroxidasas como la
peroxidasa de lignina (LiP) o otras peroxidasas dependientes de manganeso y oxidasas
extracelulares, generalmente inespecificas. Estos enzimas generan una gran variedad de
radicales altamente reactivos que provocan las reacciones de rotura de los enlaces del polimero
de lignina. La oxidacion de la lignina lleva a subproductos fendlicos y no-fenodlicos como
aldehidos, quinonas y grupos acidicos que son metabolizados intracelularmente por lo que se

requieren enzimas reductores para completar la degradacion [Cullen, D. y Kersten, P.J., 2004].

El veratril alcohol es un intermediario importante en el proceso de degradacion. Su
funcién es la de inducir la LiP y protegerla de su inactivacion dependiente de H,O,. Se trata
también, de un mediador redox entre la peroxidasa y la lignina ya que el veratril alcohol (VA) es
oxidado al radical catiéon VA" que se une al enzima hasta recuperar el electron por oxidacion de
la lignina. Dentro de las reacciones que se producen a causa de estos radicales se encuentran las
reacciones de degradacion de enlaces Co-Cf3, demetoxilacion y rotura de anillos aromaticos. Se
ha observado que en varios ‘white rot fungi’ el veratril alcohol puede ser sintetizado desde
glucosa. Su biosintesis se origina en la via del shikimato (por fenilalanina y cinamato) [Mester
et al., 1997]. El veratraldehido resultante de la oxidacion debe ser reducido nuevamente a
veratril alcohol para conseguir una mayor degradacion de la lignina y completar el ciclo
catalitico [Muheim et al., 1991; Gutierrez et al., 1994; Ten Have, R. y Franssen, M.C., 2001].
En P. chrysosporium la reduccion de aldehidos tales como el veratraldehido, anisaldehido o
vanillina la llevan a cabo las aril alcohol deshidrogenasas con actividad dependiente de
NADP(H) [Muheim et al., 1991; Hage et al., 1999]. En Saccharomyces cerevisiae se han
identificado siete genes de la familia de las aril alcohol deshidrogenasas (AADs) con un 85% de
identidad con la AAD de P. chrysosporium, de los que al parecer, tan sdlo tres serian
funcionales, AAD3, AAD4 y AAD14 [Delneri et al., 1999b]. A estos enzimas se les ha propuesto
la funcion de degradar agentes oxidantes dafiinos encontrados en el medioambiente como
resultado de la accion degradadora de lignina que realizan hongos como P. chrysosporium. Sin

embargo, aunque se ha observado que Saccharomyces cerevisiae es capaz de convertir el
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veratraldehido en veratril alcohol, ninguna de las AADs presentes en la levadura era la

responsable de dicha actividad [Delneri et al., 1999a].

Los resultados que se presentan en el Capitulo I de esta Tesis demuestran que Adh6p es
la tnica proteina de Saccharomyces cerevisiae capaz de eliminar el veratraldehido del medio.
Esta propiedad, ademas de permitir que la célula de levadura elimine el aldehido toxico para
poder continuar con su crecimiento, le permitiria vivir en entornos donde se esté dando la
ligninolisis. El veratraldehido resultante del ciclo oxidativo podria ser regenerado a veratril
alcohol que ayudaria a una mayor degradacion de la lignina. De hecho, cultivos de
Saccharomyces cerevisiae contribuyen a la degradacion oxidativa de hidrolizados de lignina,
por tanto son capaces de contribuir a la ligninolisis y ademas se ha demostrado que pueden
crecer en en los hidrolizados de lignina como tunica fuente de carbono. Este hecho implica que
la levadura puede degradar aquellos productos toxicos presentes en los hidrolizados de lignina,
como son los aldehidos y que los puede integrar dentro de su metabolismo [Kosikova, B. y
Slavikova, E., 1996]. La levadura no solo es capaz de degradar el veratraldehido sino que
también se ha demostrado que es capaz de reducir la vanillina a vanillil alcohol, también
presentes en los hidrolizados de lignina [Fitzgerald et al., 2003]. Si observamos las propiedades
cataliticas de Adh6p y Adh7p (Tabla 1), es presumible que ambos enzimas participen en dicha
funcién pues ambos presentan una actividad considerable con vanillina. Para la contribucion de
Saccharomyces cerevisiae en el metabolismo de la lignina, la levadura expresa descarboxilasas
especificas que atacan a los acidos t-fertilico y p-coumarico, que son principales constituyentes
de la macromolécula de lignina [Huang et al., 1993]. Esta capacidad no es unica para
Saccharomyces cerevisiae ya que se ha observado que son varios los microorganismos que
aprovecharian la hidrélisis de lignina iniciada por Phanerochaete chrysosporium para degradar
los subproductos derivados de la degradacion. Pseudomonas y Corynebacterium catabolizan el

eugenol, un aceite esencial muy abundante relacionado con la lignina [Furukawa et al., 1998].

Papel funcional durante el estrés oxidativo

El medio ambiente que rodea a las células puede provocar diferentes situaciones de
estrés como temperaturas extremas, déficit de agua, elevadas concentraciones de sal, falta de
nutrientes, exposicion a toxicos, ...etc. Bajo estas circunstancias las células modifican su
maquinaria para poder contrarrestar los efectos que las deterioran o los agentes que las dafian.
Estos desequilibrios que afectan a varias funciones desencadenan la respuesta al estrés (ESR,
environmental stress response) que implica la modulacion de actividades enzimaticas y cambios

en la expresion génica de varias vias de estrés [Gasch, A., 2002].
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Las células que crecen aerobicamente estan expuestas a especies de oxigeno reactivas
(ROS, reactive oxigen species) que se generan durante el metabolismo: la reduccién del O, a
H,0 puede generar el radical anidon superoxido (O;7), el radical hidroxilo (HO') y el peroxido de
hidrogeno (H,0,). El estrés oxidativo se da cuando los mecanismos celulares de defensa no
pueden bloquear estas ROS. Las ROS atacan a casi todos los componentes celulares como el

ADN, las proteinas y los lipidos de membrana comprometiendo la viabilidad celular.

En este trabajo se ha estudiado el comportamiento de Adh6p durante el estrés oxidativo.
Con la finalidad de crear dicho estrés se han afiadido al medio de cultivo dos agentes oxidantes,
la diamida y la menadiona. Estos dos compuestos provocan una respuesta al estrés oxidativo por
diferentes rutas. Mientras que la diamida disminuye los niveles de glutation celulares agotando
el tamponador redox, la menadiona genera una serie de radicales en un ciclo autoregenerativo,
la mismo tiempo que también afecta al nivel de glutation celular ya que puede formar un
conjugado con la molécula de glutation que participara en la creacion de mas radicales

oxidantes.

Los resultados obtenidos en los cultivos sometidos a estrés oxidativo demuestran que en
la respuesta celular hay una clara induccion de ADH6 que provoca un aumento de la actividad
reductasa dependiente de NADPH y un aumento de los niveles de Adh6p. Este estrés parece
modificar la expresion génica de Adh6p de una manera compleja, afectando a nivel
transcripcional y traduccional, y posiblemente también a nivel post-traduccional. Ademas, la

respuesta celular al estrés oxidativo sigue un patron diferente segin el compuesto que lo genere.

Cuando la diamida reduce los niveles de glutation intracelular, hay una induccion rapida
de ADH6. La actividad reductasa dependiente de NADPH aumenta junto con los niveles de
Adh6p y se mantiene hasta el inicio de la fase estacionaria (Figura 3, Capitulo IV). No obstante,
aunque no queda actividad reductasa en fase estacionaria, si se mantiene un nivel de proteina

elevado.

El estrés oxidativo generado por la menadiona también provoca una induccion rapida de
ADH6. Sin embargo, los niveles iniciales de actividad reductasa dependiente de NADPH y
Adh6p se recuperan en un tiempo relativamente corto. Es decir, tanto la respuesta como la
recuperacion del estrés oxidativo generado por la menadiona son rapidas (Figura 5, capitulo IV).

Estos resultados implican que hay un aumento en la degradacion intracelular de Adh6p.
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La induccion de Adh6p durante la respuesta al estrés oxidativo es clara, sin embargo, no
hay fenotipo diferenciado en la cepa adh6A. Esto no debe sorprendernos ya que en la levadura
los sistemas de estrés inducido se solapan, de manera que algunos genes que juegan un papel en
la respuesta puede ser que al delecionarlos no confieran fenotipos especificos. La redundancia

génica o vias compensatorias paralelas podrian enmascarar este fenotipo [Thorpe et al., 2004].

La via de las pentosas es necesaria para la tolerancia a menadiona [Thorpe et al., 2004].
Una de las funciones principales de esta via es la produccion del poder reductor celular
NADPH, que las funciones antioxidantes utilizan en la desintoxicacion de iones superdxido y
otras ROS. Adh6p podria estar funcionando como un enzima oxidante generando también
equivalentes NADPH. Las propiedades cinéticas del enzima son mas favorables para la
reduccidn, sin embargo no es improbable que en condiciones de estrés oxidativo pudiera actuar
en la oxidacion de alcoholes. De hecho, no seria la unica actividad aldehido reductasa
dependiente de NADP(H) inducida en estrés oxidativo, pues se ha observado que la 2-
metilbutanal reductasa, Yprlp, también se induce en estas condiciones [Ford, G. y Ellis, E.M.,
2002]. Ambos enzimas podrian estar aportando NADPH para mantener el balance en estas

condiciones, que requieren un gasto de poder reductor importante.

Participacion en la produccion de alcoholes superiores

Los alcoholes superiores constituyen uno de los grupos de compuestos organolépticos
mayoritarios en las bebidas alcoholicas, la salsa de soja, el pan y las fragancias [Ingraham, J.L.
y Guymon, J.F., 1960; Martinez-Anaya, M.A., 1996; Ibafiez et al., 1997; Priddy et al., 1999;
Schoondermark-Stolk et al., 2005]. La levadura Saccharomyces cerevisiae puede utilizar una
gran variedad de aminoacidos como Unica fuente de nitrégeno, incluidos los aromaticos
triptéfano, tirosina y fenilalanina, cuyos principales productos catabolicos son el triptofol,
tirosol y feniletanol. Estas condiciones de crecimiento provocan un aumento en la produccion de
alcoholes superiores ya que son el producto final de la ruta metabodlica de Ehrlich [Ehrlich, F.,

1907; Sentheshamuganathan, S., 1960].

El estudio de las diferentes etapas de esta via metabodlica ha conseguido identificar los
enzimas involucrados en las reacciones de transaminacion [Eden et al, 1996] y
descarboxilacion [Dickinson, et al., 1997; Dickinson et al., 1998; Dickinson et al., 2000a]. Sin
embargo, aun son ambiguos los enzimas que participan en la reacciéon de reduccion y se

desconoce que coenzima seria el que preferentemente participaria en dicha actividad.
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Los resultados obtenidos al analizar los niveles de Adh6p en cultivos crecidos en
diferentes aminoacidos como Unica fuente de nitrogeno no ayudan a esclarecer esta duda. En
ninguna de las condiciones analizadas se ve una induccion de la proteina. De hecho, ADH6
parece estar reprimido en varias de las condiciones analizadas. Aunque no se haya detectado
una induccion, la actividad reductasa con NADPH como coenzima no estaria descartada, fuera o

no Adh6p la responsable en determinadas condiciones.

Los resultados obtenidos al analizar los niveles de los aldehidos y alcoholes producidos
cuando la leucina, isoleucina o tirosina son la fuente de nitrogeno para la levadura, tampoco
sacan de dudas. No existen diferencias entre la cepa control y la cepa adh6A, por lo que podria
ser que Adh6p no tuviera un papel en la reduccion de estos aldehidos, o bien, que su ausencia
quedara compensada y enmascarada por otras actividades reductasas de la levadura. Hecho que
no seria de extrafiar dado que en Saccharomyces cerevisiae el conjunto de proteinas con

actividad enzimatica oxidorreductasa es muy amplio y presenta muchos solapamientos.

Un estudio reciente realizado por Dickinson y colaboradores examina la participacion
de las ADHs MDRs y las aril alcohol deshidrogenasas (AADs) en la produccion de alcoholes
isoamilicos, utilizando cepas mutantes para uno o varios enzimas. La delecion de las AADs no
reveld ningiin efecto en la produccion de alcoholes, por lo que su participacion quedo
desestimada. La combinacion de deleciones para ADH1-ADH5 y SFAL les llevo a concluir que
la presencia de al menos una de estas proteinas seria suficiente para producir los alcoholes
complejos, por lo que cualquiera de estas ADHs podria llevar a cabo la funcién de reduccion de
los aldehidos de Strecker [Dickinson et al., 2003]. No obstante se utilizaron fondos genéticos
muy diferentes, con lo que las comparaciones en la produccion de alcoholes superiores no seria
del todo fiable ya que esta produccion es muy caracteristica de cada cepa [Etschmann et al.,

2003].

Estos resultados serian coherentes con la gran complejidad del sistema de
oxidoreductasas de Saccharomyces cerevisiae ya que en la medida de lo posible, la falta de una
actividad deshidrogenasa se compensaria con la de otro enzima. Esta estrategia seria muy
adecuada en un organismo en el que el proceso de fermentacion es sumamente importante. Sin
embargo, el estudio de Dickinson y colaboradores no es del todo completo ya que no estudiaron
el papel de otras MDRs. La especificidad de sustrato descarto, con buen criterio, a BDH1, SOR1
y XYL2, pero también descartaron el estudio de ADH6 y ADH7 dada su dependencia catalitica
por el NADPH. Esta exclusion no es quizas muy justificada porque son muchos los indicios de
que la actividad isoamilaldehido reductasa esta ligada al coenzima NADPH. Es mas, en los

estudios comparativos realizados con las cepas Wt y adh6A en esta Tesis, hemos demostrado
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que Adh6p es el tnico enzima capaz de reducir el 3-metilbutanal y que también es el inico

capaz de reducir el metional utilizando al NADPH como coenzima en medio rico.

Son varios los estudios que apoyan el papel de Adhlp como enzima responsable de la
reduccion en la etapa final de la formacion de los alcoholes superiores puesto que en glucosa es
cuando se obtienen mayores niveles de alcoholes. Es logico pensar que en el flujo glucolitico
hay una produccion de poder reductor en forma de NADH, que se deberia reoxidar para
mantener la ratio NAD/NADH [Van Iersel et al., 2000; Schoondermark-Stolk et al., 2005]. Sin
embargo, las caracteristicas cinéticas del enzima son contrarias a esta funcion, puesto que la
actividad de Adhlp con aldehidos voluminosos como el 3-metilbutanal es practicamente
inexistente [Collin et al., 1991; TerShure et al., 1998; Ford, G. y Ellis, E.M., 2002]. Incluso se
han construido enzimas Adhlp mutantes que intercambian residuos voluminosos del centro
activo como la Thr 48, Trp 57, Trp 93 o Met 294 por residuos de menor tamafio para ‘ganar
espacio’ en el centro activo del enzima, de manera que se pudieran ubicar sustratos de mayor
volumen. Como resultado, Adhlp seguia siendo poco activa con sustratos como el 2-
metilbutanol, por lo que ademas de requerir un espacio adicional para alojar estos compuestos
se requieren otro tipo de interacciones que favorezcan la catdlisis [Leskovac et al., 2002, Green
et al., 1993]. En la presente Tesis hemos realizado actividades en extractos de levadura donde la
unica actividad de reduccion del 3-metilbutanal estd ligada a la oxidacion del coenzima

NADPH, por lo que deducimos que Adhlp no podria estar implicada en esta funcion.

En cuanto a las otras ADHs que supuestamente contribuirian a la reduccion de los
aldehidos a sus alcoholes correspondientes en la via de Ehrlich, podriamos descartar a algunos
de estos enzimas por su baja expresion o su especificidad de sustrato. ADH2 no se expresa en
glucosa, cuando hay mayor produccion de alcoholes, por lo que al menos en estas condiciones
seria necesaria otra proteina que realizara esta funcion. Adh3p presenta unas propiedades
cinéticas muy similares a las de Adhlp, y ademas su participaciéon en el metabolismo de la
levadura es mas importante en condiciones no fermentativas, que es cuando hay menor
produccién de alcoholes superiores. ADH4 no se expresa generalmente [Drewke, C. y Ciriacy,
M., 1988]. De ADHS5 no conocemos su patron de expresion ni su especificidad de sustrato, por
lo que resulta toda una incognita. Finalmente, Sfalp no presenta el espectro de sustratos

adecuado para realizar esta actividad.

Pero tal y como se avanza en la Introduccion, la levadura dispone de mas proteinas
capaces de reducir estos aldehidos utilizando NADH [Vanlersel et al., 1997] o NADPH como
coenzima [Wales, M.R. y Fewson, C.A., 1994; Vanlersel et al., 1997; VanNedervelde et al.,

1997; Ford, G. y Ellis, E.M., 2002]. Los parametros cinéticos de estos enzimas, asi como los
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encontrados para Adh6p y Adh7p, son favorables a la reduccion de aldehidos lineales,
ramificados y aromaticos en dependencia al coenzima NADPH. El hecho de que en la levadura
la actividad 3-metilbutanal reductasa dependiente de NADH sea practicamente nula, indica que
esta reduccion la llevaran a cabo enzimas dependientes de NADP(H), tal y como otros autores
han propuesto [Debourg et al., 1994; Shimizu et al., 2002]. Ademas, se ha observado que la
actividad 3-metilbutanal reductasa dependiente de NADP(H) aumenta en cepas ADH’ y se
corresponde con la actividad 3-metiltiopropanal reductasa, de manera que seria el mismo
enzima el encargado de ambas reducciones [Perpete, P. y Collin, S., 1999], resultados que
hemos confirmado en esta Tesis. Sin embargo, la actividad reductasa para aldehidos lineales
como el hexanal estaria claramente favorecida para enzimas con actividad dependiente de
NAD(H) [Evellin et al, 1999] aunque se ha demostrado que en células de levadura
inmovilizadas la actividad dependiente de NADP(H) con estos aldehidos contribuye de forma

mayoritaria a su reduccion [Debourg et al., 1994].

Los resultados obtenidos no dejan de ser sorprendentes. Una vez demostrada la
implicacion de Adh6p en la reduccion del 3-metilbutanal, era de esperar que la ausencia de
ADH®6 provocara una acumulacion de dicho aldehido, con la consecuente disminucion de los
niveles de 3-metilbutanol. Sin embargo, esto no ha ocurrido. Los niveles de volatiles presentes
en las cepas Wt y adh6A son practicamente idénticos, por lo tanto debe haber otro/s enzima/s

capaz/ces de realizar esta funcion en la levadura.

Por otra parte, una falta de implicacion de Adh6p en la reduccion de los aldehidos de la
ruta de Ehrlich tampoco concordaria con los resultados obtenidos en esta Tesis dado que en los
extractos de la cepa adh6A no se ha detectado ninguna actividad similar. Revisando las
condiciones en las que hemos desarrollado los experimentos de analisis de la composicion de
volatiles y los experimentos comparativos de la actividadreductasa en las cepas Wt y adh6A, la
diferencia mas relevante estaria en la composicion del medio de cultivo. Mientras que las
actividades especificas que identifican a Adh6p como unica responsable de la actividad 3-
metilbutanal reductasa se han realizado en medio rico (YPD), los analisis de volatiles se han
realizado en medio minimo selectivo (MMS) con un aminoidcido como tUnica fuente de
nitrogeno (leucina, isoleucina o tirosina). Seria posible que las condiciones empleadas para
favorecer la produccion de alcoholes superiores implicasen un cambio en el metabolismo de la
levadura que repercutiria en la expresion de ADH6 , asi como en la expresion de otros enzimas

con actividad reductasa.
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Caracteristicas Km kcat kcat/Km
Sustrato L L N
destacables (mM) | (s7) (s"mM™)
Yprip No es activa Hexanal 0.39 5.9 15.1
[Ford, G. y Ellis, E.M., 2002] con 3-metilbutanal >-Metilbutanal | 1.09 3.7 3.0
NADP-ADH Butanal 0.75 | 19.6 26
[Wales, M.R. y Fewson, C.A., 1994]
NAD(H)/NADP(H) Hexanal 0.18 71 400
bcADH Induccid
nduccion en | 7 Meti
[Van lersel et al., 1997] o 2-Metilbutanal | 1.85 113 61
anaerobiosis ]
3-Metilbutanal | 0.21 75 360
Adh6p Expresion en fase Hexanal 0.152 354 2330
[Larroy et al., 2002a] logaritmica 3-Metilbutanal | 0.129 | 233 1820

Tabla 3. Propiedades cinéticas de los enzimas con actividad aldehido reductasa dependiente de
NADP(H) caracterizados hasta la fecha.

En la Tabla 3 se muestra un resumen de las propiedades cinéticas de los enzimas con
actividad aldehido reductasa dependiente de NADPH que se han descrito en la levadura. Los
valores de Kwm, asi como de eficiencia catalitica son mas favorables para Adh6p (de 5 a 20
veces). Ademas Adh6p se expresa durante la fase logaritmica del crecimiento y posee una
mayor especificidad de sustrato. Teniendo en cuenta todas estas caracterisiticas, Adh6p parece
ser la mejor candidata para llevar a cabo estas reducciones en la levadura Saccharomyces

cerevisiae en las condiciones de crecimiento consideradas estandar (medio rico).

Participacion en la reduccién de aldehidos: mantenimiento del balance redox
NADP*/NADPH

El estudio realizado sobre las cervezas sin alcohol llevo a proponer un modelo para la
regeneracion del cofactor NADP", en el que son esenciales las aldehido reductasas con
actividad dependiente de NADPH [Evellin et al., 1999]. Las cervezas sin alcohol se caracterizan
por presentar sabores peculiares que le confieren un cardcter similar al del mosto. Aumentar la
reduccion por parte de las levaduras del 3-metilpropionaldehido, 2-metilbutanal y 3-
metilbutanal parece la forma mas adecuada de mejorar la calidad organoléptica de dichas
cervezas. Generalmente la produccion de cerveza sin alcohol se realiza por contacto frio ya que
a 0°C se produce una reduccion significativa de muchos carbonilos sin elevar el contenido en

etanol. Desafortunadamente, la disminucion de la actividad reductasa dependiente de NADPH
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en estas condiciones deja niveles residuales de 3-metiltiopropionaldehido por encima de su

umbral de percepcion.

Para buscar un aumento de la actividad aldehido reductasa dependiente de NADP(H),
Evellin y colaboradores trabajaron con cepas mutantes en ADHs ya que la actividad
dependiente de NAD(H) no era de interés para disminuir los niveles de 3-metilbutanal por su
falta de actividad con dicho compuesto. Estos estudios han demostrado que con la unica
delecion de ADH1 ya se consigue una cepa con actividad 3-metilbutanal reductasa dependiente
de NADPH incrementada en un factor de 13. La explicacion de este aumento de la actividad
aldehido NADPH-reductasa esta relacionada con el flujo de acetaldehido. La ausencia de Adhlp
provoca la acumulacion del aldehido en la célula. En las cepas Aadhl crecidas con glucosa
como fuente de carbono se ha detectado la formacion de acetato en cantidades superiores a la
cepa silvestre y esta conversion del acetaldehido en acetato la llevan a cabo las aldehido
deshidrogenasas (ALD). La mayor contribucion de la actividad ALD en la célula la realiza
Ald6p, el enzima citosolico que utiliza NADP" como coenzima. Por lo que en estas condiciones
la actividad ALD y la formacion de acetato vendra acompaifiada de un aumento de los niveles de
NADPH. Para un correcto funcionamiento de la célula se debe mantener el balance redox
NADP'/NADPH estable, por lo que la cepa adhlA requerira de un aumento de la actividad
NADPH-reductasa que regenere el NADP" gastado en la formacion de acetato (figura 4).

Glucosa Etanol
NAD
adhlA Adh6p
NADH NADPH
v ooco, ™M mitocondria
Piruvato Acetaldehido f Etanol + Acetato
Alcohol
NADP*
NADPH-reductasas
ALDs
NADPH Adh6p
Aldehido
Acetato

Figura 4: Esquema modificado del modelo de regeneracion del cofactor NADP™ propuesto
por Evellin y colaboradores [Evellin et al., 1999]. Se incluye la posible funcién de Adh6p.
En rojo estan marcadas las vias que aumentan su participacion en la cepa adhlA.
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Evellin y colaboradores proponen que la actividad aldehido reductasa dependiente de
NADPH la llevarian a cabo enzimas de la familia aldocetorreductasa ya que por entonces eran
las unicas actividades aldehido reductasas descritas. Sin embargo, es razonable proponer que
esta actividad la podria llevar a cabo Adh6p ya que la eficiencia catalitica de este enzima con
los aldehidos ensayados por Evellin y colaboradores, hexanal y 3-metilbutanal, es realmente
buena (kcat/Km=140.000 min ' mM™! para el hexanal y kcat/Km=109.000 min"'mM™! para el 3-
metilbutanal) y se ha demostrado que Adh6p es la tnica proteina implicada en la reduccion del
3-metilbutanal en estas condiciones. El estudio con la cepa adhlA observa un incremento en las
actividades hexanal reductasa y 3-metilbutanal reductasa dependientes de NADPH,
obteniéndose siempre valores muy similares para ambas actividades. Este hecho concuerda con
las propiedades cinéticas de Adh6p, que presenta valores de kcat/Km muy similares para ambos
sustratos (Tabla 2 ). Por otra parte, Adh6p también podria participar en la eliminacion del
acetaldehido del medio reduciéndolo a etanol, ya que hemos demostrado que el enzima es capaz

de oxidar el etanol empleando NADP+ como coenzima (figura 13, Capitulo IV).
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CONCLUSIONES



El estudio sobre ADH6 y ADH7 y sus productos génicos Adh6p y Adh7p ha llevado a

las siguientes conclusiones:

1.-

Se han sobreexpresado los genes YMR318C y YCR105W, y se han purificado sus
productos génicos. La caracterizacion cinética de ambas proteinas nos ha permitido
identificarlas como dos alcohol deshidrogenasas dependientes de NADP', Adhép y
Adh7p.

Tanto Adh6p como Adh7p presentan una amplia variedad estructural de sustratos, como
alcoholes primarios o aldehidos, tanto alifaticos lineales como ramificados, hasta

alcoholes o aldehidos aromaticos. Sin embargo, no presentan actividad con cetonas.

La eficiencia catalitica de Adh6p y Adh7p es muy similar y 50-100 veces superior para
la reaccion de reduccion, con los valores mas elevados para el pentanal, veratraldehido

y 3-metilbutanal.

El analisis de la secuencia de ADH6 y ADH7 junto con las caracteristicas cinéticas de
Adh6p y Adh7p han permitido clasificar a estos enzimas dentro de la familia de las

cinamil alcohol deshidrogenasas, en la subfamilia de las CAD-related.

Se ha resuelto la estructura cristalina de Adh6p que ha permitido describir las
caracteristicas generales del enzima, asi como los residuos implicados en las

interacciones con el coenzima.

El estudio de la estructura tridimensional de Adh6p ha permitido proponer que el
enzima actua con un mecanismo ‘half-of-the-sites reactivity’, resultado que viene

apoyado con estudios de cuantificacion de la unidn al coenzima.

Se ha demostrado que Adh6p participa directamente en la eliminacion del
veratraldehido, un producto téxico derivado de la degradacion de la lignina. Adh6p es la
unica proteina necesaria para la completa eliminacion del aldehido y para la
supervivencia de la cepa en presencia del toxico. Adh7p, aunque no es necesaria, podria

ayudar a la desintoxicacion del veratraldehido.

El analisis de la expresion de ADH6 sugiere que Adh6p esta implicada en procesos de

defensa ante el estrés oxidativo.
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9.- La baja expresion de Adh7p en las cepas estudiadas, su ausencia en varias cepas de
Saccharomyces cerevisiae y la gran similitud de sus caracteristicas cinéticas con las
descritas para Adh6p, sugiere que su funcion es redundante, fruto de alguna duplicacion

génica que no ha evolucionado de forma productiva para la célula.

10.-Adh6p es la responsable de practicamente toda la actividad 3-metilbutanal reductasa en
la célula de Saccharomyces cerevisiae en medio rico. También participa activamente en

la reduccion del 3-metiltiopropanal con NADPH como coenzima.

11.- El analisis de la expresion de Adh6p en cepas crecidas con diferentes fuentes de
nitrogeno, asi como el analisis de alcoholes superiores de estos cultivos, indica que
Adh6p no es esencial para su produccion en Saccharomyces cerevisiae en las
condiciones utilizadas. Sin embargo, dado que el sistema alcohol deshidrogenasa en la
levadura es muy complejo, los ensayos realizados no excluyen la participacion de

Adh6p en este proceso, conjuntamente con otras actividades aldehido reductasas.

12.- Los estudios realizados con la cepa de levadura Aadhl apoyan una funcion de Adh6p
en el mantenimiento del balance redox NADP'/NADPH en la célula. También sugieren

una contribucion en la reduccion del acetaldehido dependiente de NADPH.
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Cepas empleadas en el trabajo presentado

Cepa

Bacteria:

XL1-blue

Levadura;
BJ2168
BJ18

BJO5

BJ1805

FY834a
FY18

FYAl

BJ5459

BL9

Genotipo

RecAl, endAl, gyrA96, thi hsdR17(rg ,
mk’), supE44, pelAl, lac[F’, proAB+,
lacl9Z, DM15::tn10(tet']

MATa, leu2, trpl, ura3-52, prbi-1122,
prcl-407, pep4-3, gal?

MATa, leu2, trpl, ura3-52, prbi-1122,
prcl-407, pep4-3, gal2, adh6::TRPI
MATa, leu2, trpl, ura3-52, prbl-1122,
prcl-407, pep4-3, gal2, adh7::URA3
MATa, leu2, trpl, ura3-52, prbl-1122,
prcl-407, pep4-3, gal2, adh6::TRPI,
adh7::URA3

MATa, his34200, wura3-52, leu2Al,
lys24202, trp1463

MATa, his34200, wura3-52, leu24l,
lys24202, trpl1463, adh6::TRP1

MATa, his34200, wura3-52, leu2A4l,
lys24202, trplA63, adhl::URA3
MATa/a, wra3-52, trpl, lys2-801,
leu241, his34200, pep4::HIS3,
prblA1.6R, canl, GAL

MATa, leu2, trpl, ura3-52, prbl-1122,
prcl-407, pep4-3, gal2, lys9::URA3

Vectores empleados en el trabajo presentado

Huesped
pCRscript Bacteria
pYdT Bacteria

pYdu Bacteria

Caracteristicas
AmpR
Amp®, TRP1

Amp, URA3

pYes2 Bacteria/Levadura AmpR, promotor GALI, URA3

pAAH5 Bacteria/Levadura AmpR, promotor ADHI, LEU2

Referencia bibliogréafica

Stratagene

Jones, E.W., 1991
Larroy et al., 2002a

Larroy et al., 2002b

Larroy et al., 2002b

Winston et al., 1995

Larroy et al., 2002a

Cedida por la Dra. Eva
Gonzalez

Jones, E.W., 1991

Valencia et al., 2004

Referencia bibliogréafica
Stratagene

Berben et al., 1991
Berben et al., 1991
Invitrogene

Ammerer, G., 1983
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Construcciones empleadas en el trabajo presentado

Nomenclatura
pY318

pY105
PAAHS5-YMR318
pCR318
pCR318-TRPI
pY105-URA3
pCLYS9
pCLYS9-URA3
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Descripcién

pYes2 + ADH6 en BamHI/Xhol
pYes2 + ADH7 en Sacl/Xbal
PAAHS + ADHG6 en HindllI
pCRscript + ADHG6 en HindllI
pCR318 + TRP1 en Ndel/Ncol
pY105 + URA3 en BamHI
pCRscript + LYS9 en Sacl/HindllI

pCLYS9 + URA3 en BamHI

Referencia bibliogréafica
Larroy et al., 2002a
Larroy et al., 2002b
Larroy et al., 2002a
Larroy et al., 2002a
Larroy et al., 2002a
Larroy et al., 2002b
Valencia et al., 2004

Valencia et al., 2004
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