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SOMMAIRE 

Les aldéhydes déshydrogénases (ALDHs) font partie d'une famille d'enzymes 

pouvant oxyder une variété d'aldéhydes en leurs acides correspondants. Ces enzymes 

ont été classées selon la similarité de leurs séquences. Les ALDHs de la classe 1 

s'expriment dans la fraction cytosolique des tissus de mammifères. Plusieurs ALDHs 

de classe I humaines, bovines ou murines, participent à l'oxydation du rétinal en acide 

rétinoïque. Peu est connu sur la spécificité de leurs substrats. Nous avons récemment 

identifié et cloné une ALDH provenant du rein de rat, la RALDH. Cette enzyme 

purifiée, la "Retinal Aldehyde Dehydrogenase" (RALDH), catalyse avec une grande 

efficacité l'oxydation des isomères 9-cis et tout-trans du rétinal en leurs acides 

correspondants. Dans cette étude, nous avons examiné si la catalyse du rétinal est une 

propriété générale des ALDHs de classe I ou s'il s'agit d'une propriété spécifique de 

certaines de ces enzymes. Dans ce but, nous avons comparé les propriétés 

enzymatiques de la RALDH recombinante, avec une autre enzyme cytosolique de la 

même classe provenant du rat. Cette dernière, nommée Pb-ALDH, est exprimée dans le 

foie de manière inductible par le phénobarbital. 

Les deux enzymes étudiées, RALDH et Pb-ALDH, sont identiques à 89% au 

niveau de leurs séquences primaires d'acides aminés, suggérant que leurs propriétés 

enzymatiques seraient similaires. Nous avons exprimé ces deux enzymes chez E. coli et 

comparé leurs constantes cinétiques en utilisant, comme substrat, les isomères 9-cis et 

tout-trans du rétinal. Pour la RALDH, les valeurs de Km (3,8 ± 0,3 jtM et 12 ± 1 jtM 

respectivement) trouvées sont en accord avec celles obtenues pour l'enzyme purifiée. 

Par contre, la conversion du rétinal en acide rétinoïque par la Pb-ALDH n'a pu être 

détectée, même si l'oxydation du propanal par la même enzyme a été observée, avec un 

Km (1,2 ± 0,2 p.M) similaire à celui décrit pour l'enzyme purifiée. De même, la 

RALDH peut catalyser l'oxydation du propanal, mais avec un Km plus élevé et une 

efficacité catalytique moindre comparativement à la Pb-ALDH. 

Par ailleurs, à la lumière de ces nouvelles connaissances, nous avons examiné 

l'importance d'un acide aminé hautement conservé, la cystéine 301 (remplacée par une 
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isoleucine chez Pb-ALDH), dans l'activité catalytique de la RALDH avec le rétinal 

comme substrat. Une RALDH mutante, dans laquelle la cystéine 301 a été remplacée 

par une isoleucine par mutagénèse dirigée, a un Km et une efficacité catalytique 

inchangés pour les isomères tout-trans et 9-cis du rétinal, par rapport à la RALDH 

sauvage. Ces observations indiquent donc que la cystéine 301 de la RALDH n'est pas 

essentielle à l'oxydation du rétinal, et cela suggère l'implication des autres acides 

aminés qui diffèrent entre RALDH et Pb-ALDH dans la reconnaissance des substrats 

rétinals et/ou la catalyse de leur oxydation. 
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1.1 Découverte de la vitamine A 
Les anciens égyptiens utilisaient de l'huile de foie de morue pour traiter les 

personnes atteintes de troubles de vision nocturne (Wolf 1996). Ils connaissaient 

l'importance d'un élément contenu dans le foie, qui allait plus tard être connu sous 

le nom de vitamine A. En 1909, une substance liposoluble a été isolée et reconnue 

comme essentielle à la vie. Cette substance, initialement nommée "élément 

liposoluble", a plus tard porté le nom de vitamine A (Drummond 1920). En 1930, 

il a été démontré que le pigment jaune extrait des plantes, du gras de beurre et du 

jaune d'oeuf, était en fait le carotène, c'est-à-dire la pro-vitamine ou le précurseur 

de la vitamine A (rétinol) (Wolf 1996). Un peu plus tard, l'isolation et la 

détermination de la structure chimique du rétinol ont été réalisées, à partir du [3-

carotène dans le mucus intestinal des animaux et des humains (Beverly 1982). En 

1968, certaines des fonctions et des mécanismes moléculaires de la vitamine A 

dans le processus de la vision ont été élucidés (Wolf 1996). 

Le premier article traitant de l'importance de la vitamine A pendant la 

croissance fut publié en 1913 (Sommer 1989). Plus tard, il a été observé qu'une 

déficience en vitamine A conduit à des changements métaplasiques au sein des 

tissus épithéliaux de divers organes, dont les voies respiratoires et les glandes 

salivaires. Une corrélation directe avait été établie entre les rétinoïdes et le cancer 

lorsqu'en 1926, l'apparition de carcinomes a été observée dans l'estomac de rats 

déficients en vitamine A (Pawson 1982). Quelques années plus tard, on montrait 

également que l'insuffisance en vitamine A chez la mère, durant la grossesse, 

résultait en la mort du foetus ou en des malformations congénitales (Mason 1935). 

Le rôle de la vitamine A en tant que puissant agent de différenciation a été 

élucidé suite à des études faites sur des rats qui en étaient déficients. L'importance 

de cette vitamine fut reconnue grâce, entre autres, à ses effets sur la croissance et la 

différenciation des cellules épithéliales, la vision et la reproduction (Wolf 1996). 
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Dans le cadre d'études faites sur le métabolisme de la vitamine A, 

l'importance des protéines de transport dans le plasma a été montrée, sans oublier 

celle des protéines de liaison intracellulaires (Wolf 1996). Toutefois, c'est la 

découverte, en 1987, des récepteurs nucléaires de l'acide rétinoïque (RARs et 

RXRs pour "retinoic acid receptors" et "retinoic X receptors") (Wolf 1996), qui a 

permis de caractériser les mécanismes moléculaires d'action des rétinoïdes (Semba 

1998). 

Le terme de vitamine A comprend tous les composés naturels ou 

synthétiques possédant certaines des activités biologiques du rétinol ou de l'acide 

rétinoïque. Les formes actives de la vitamine A, appelées aussi rétinoïdes, sont le 

rétinol, les esters de rétinol (ER), le rétinal et l'acide rétinoïque (figure 1.1, p.5). 

Les caroténoïdes sont synthétisés à partir de plantes et de microorganismes. Parmi 

les 600 caroténoïdes présents dans la nature, seulement 10% sont convertis en 

vitamine A. Le 13-carotène est le caroténoïde ayant la plus grande activité de 

provitamine A (Parker 1989). Par ailleurs, chez les animaux supérieurs, les 

rétinoïdes proviennent de l'alimentation et ne peuvent être synthétisés de novo 

(Collins 1999). Les rétinoïdes proviennent de deux sources, la première est 

d'origine végétale et comprend les caroténoïdes ou la provitamine A, la deuxième 

est d'origine animale et inclut le rétinol et les ER (la moitié de l'apport en vitamine 

A chez l'homme dérive du rétinol et des ER, alors que le reste est fourni par les 

caroténoïdes). Il existe plusieurs isomères des rétinoïdes (tout-trans, 9-cis, 11-cis, 

13-cis, 9,13-di-cis, 11,13-di-cis, 4-didehydro, 4-oxo), chacun ayant des rôles 

différents. 

De façon globale, les rétinoïdes sont impliqués dans la vision, la 

différenciation et la prolifération cellulaires, la croissance, la reproduction et 

l'intégrité du système immunitaire. Toutefois, un rétinoïde seul peut avoir une ou 

plusieurs activités biologiques du rétinol. Le rétinol a un effet sur la vision et la 

reproduction. 	Par contre, l'acide rétinoïque influence la croissance et la 

différenciation cellulaires, mais n'a aucun effet sur le processus de la vision. En 
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Figure 1.1 Quelques formes actives de la vitamine A (Pawson 1982) 
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effet, le processus de la vision fait intervenir un chromophore, le stéréoisomère 

rétinal11-cis. Entre autres, l'acide rétinoïque participe à la régulation de l'activité 

de gènes spécifiques, et à la prévention de certains cancers chez les animaux 

(Moon 1984). 

La principale voie d'activation de la vitamine A conduit à la formation de 

l'acide rétinoïque. Celui-ci provient de deux réactions d'oxydation. Dans l'une, on 

assiste à l'oxydation du rétinol en rétinal, laquelle est une activité réversible. Elle 

fait intervenir une rétinol déshydrogénase cytosolique (RODH) du type alcool 

déshydrogénase (ADH). Dans l'autre, on assiste à l'oxydation du rétinal en acide 

rétinoïque, laquelle est une réaction irréversible. L'une des enzymes responsables 

de cette transformation est une ALDH. Comme la dernière étape est irréversible, 

cela explique pourquoi l'acide rétinoïque n'intervient pas dans le processus de la 

vision. Plusieurs isomères de l'acide rétinoïque, les formes tout-trans, 9-cis, 4-

didehydro et 4-oxo (Blumberg 1996) vont lier et activer les RARs et RXRs au 

niveau des tissus cibles. L'action des rétinoïdes au noyau et, entre autres, leurs 

effets sur la différenciation cellulaire, allait attirer l'attention des chercheurs sur 

l'utilisation thérapeutique des rétinoïdes dans le traitement de certaines maladies 

comme le cancer. 

1.2 Vitamine A et cancer 

Les rétinoïdes peuvent agir comme agents anticancéreux en induisant la 

différenciation cellulaire, l'arrêt du cycle cellulaire ou encore l'induction de 

l'apoptose. Dans plusieurs lignées cellulaires, il a été démontré que la croissance 

des cellules peut être inhibée par l'acide rétinoïque et dans certains cas, cela est 

accompagné d'une induction de la différenciation cellulaire (Van der Saag 1996). 

Dans les lignées cellulaires provenant de carcinomes rénaux et pulmonaires, une 

réduction de l'expression de RARP a été observée (Van der Saag 1996). 

L'expression de ce récepteur RARf3 est aussi associée à l'inhibition de la 

kératinisation, au niveau de carcinomes retrouvés chez les patients atteints de 
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cancer de la tête et du cou (Zou 1999). 	Dans le cas d'un carcinome 

hépatocellulaire, il y a expression d'un RARP tronqué qui a un potentiel 

oncogénique (de Thé 1996). L'altération de l'expression de certains RARs ou 

RXRs pourrait jouer un rôle dans la carcinogenèse des poumons (Lotan 1999, 

Picard 1999). De même, l'expression de RARp est requise pour l'inhibition de la 

croissance des cellules provenant de carcinomes du colon chez l'humain (Nicke 

1999). Le niveau d'expression de RARP joue un rôle important dans différents 

types de carcinomes humains. 

L'exemple le plus frappant d'implication d'un récepteur des rétinoïdes dans 

un cancer, est celui de la leucémie aiguë promyélocytaire (PML). Une rémission 

peut être obtenue par un traitement à l'acide rétinoïque tout-trans qui induit la 

différenciation cellulaire (Castaigne 1990). Cette pathologie est associée à des 

translocations chromosomiques impliquant le gène RARoc (de Thé 1996). Une 

translocation des gènes PML et RARot conduit à l'obtention de transcrits provenant 

de la fusion des deux gènes. Les deux transcrits sont PML/RARcc et RARoc/PML 

(de Thé 1996). Les produits qui en découlent pourraient avoir un potentiel 

transformant, par leurs propriétés de transactivation sur les éléments de réponse 

aux RARs, par des effets indirects sur la transcription ou par l'altération de la 

localisation du gène PML. Ainsi, un blocage de la maturation myéloïde (Jeanteur 

1998) s'explique par le fait qu'en absence d'acide rétinoïque, il y a recrutement de 

co-répresseurs à activité histone désacétylase. En présence d'acide rétinoïque, les 

co-activateurs et les histones acétyltransférases déplacent les co-répresseurs. On 

assiste alors à une induction des gènes de différenciation (Jeanteur 1998). Par 

ailleurs, l'interaction avec les RXRs résulte en un complexe PML/RARaIRXR, 

lequel risque d'occuper l'ADN cible de façon à inhiber ou à activer 

constitutivement les gènes cibles. Dans ce cas, les RXRs ne sont plus disponibles 

pour hétérodimériser avec les autres récepteurs, ce qui risque de bloquer la fonction 

de ces derniers. Ce blocage est réversible, par l'administration d'acide rétinoïque, 

qui semble libérer le RXR du complexe (de Thé 1996). 



8 

De façon plus large, la vitamine A et les rétinoïdes ont des effets sur une 

panoplie de phénomènes physiologiques. L'acide rétinoïque exerce un effet sur les 

tissus adipeux bruns, où il active la transcription d'un gène responsable de la 

thermogénèse des lipides (Villaroya 1999). La vitamine A et les rétinoïdes jouent 

un rôle important dans la régulation de la fonction immunitaire. Des études, entre 

autres chez l'adulte, montrent qu'une carence en vitamine A induit des 

changements au niveau de la kératine de l'épiderme et affecte la fonction des 

neutrophiles, celle des monocytes, des macrophages, des lymphocytes T et B et 

celle de bien d'autres systèmes de défense de l'organisme (Semba 1998). Plusieurs 

gènes de la schizophrénie sont régulés par l'acide rétinoïque (Goodman 1998). Les 

propriétés des rétinoïdes peuvent aussi être modulées par d'autres voies de 

signalisation. Par exemple, les interférons pourraient moduler la voie des 

rétinoïdes en augmentant l'expression des récepteurs nucléaires. Les interférons 

sont des cytokines possédant des activités antivirales, antiprolifératives et pouvant 

promouvoir la différenciation cellulaire (Evans 1999). Tout cela montre à quel 

point la vitamine A et ses métabolites sont à la croisée des chemins d'un réseau 

complexe de voies de signalisation. Le portrait global de ce phénomène ne 

constitue qu'une ébauche de ce qu'il reste à découvrir. Avant tout, il est nécessaire 

de comprendre comment le corps métabolise la vitamine A, et c'est ce que nous 

allons voir dans les prochaines lignes. 

1.3 Apport nutritionnel et stockage des rétinoïdes 

1.3.1 Absorption des rétinoïdes 

Tous les rétinoïdes présents dans le corps proviennent de la diète. Ils sont 

ensuite acheminés sous forme d'ER vers le foie, où ils sont mis en réserve. Il reste 

maintenant à savoir comment ces métabolites sont absorbés. 

Les rétinoïdes d'origine végétale (13 carotène) sont absorbés directement par 

le duodénum. Ils doivent ensuite être transformés en rétinal, puis rétinol. Les 

rétinoïdes d'origine animale (ER) doivent tout d'abord être hydrolysés en rétinol 
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par une lipase pancréatique avant d'être absorbés (Collins 1999). Le rétinol 

(synthétisé à partir du [3-carotène ou nouvellement absorbé) est donc estérifié par 

l'ajout de longues chaînes d'acyl-CoA, dans les entérocytes. Ces ER sont ensuite 

transportés par les chylomicrons, à travers le système lymphatique, avant 

d'atteindre la circulation générale. Alors que les chylomicrons voyagent dans le 

réseau capillaire, ils subissent un série d'hydrolyses par l'action d'une lipoprotéine 

lipase se trouvant au niveau des cellules endothéliales. Ces réactions conduisent à 

la formation de fantômes de chylomicrons (FCM), qui seront retirés de la 

circulation lors de l'absorption des ER par le foie. Les FCMs se trouvent dans les 

vaisseaux capillaires, et ont pour rôle de transporter les ER vers le foie (figure 1.2, 

p.10). À cet endroit, les ER sont ensuite rapidement métabolisés en rétinol (Green 

1987). Nous verrons en détail le rôle de l'intestin et du foie dans le métabolisme 

des rétinoïdes. 

1.3.2 Estérification du rétinol dans l'intestin 

Notons que l'apport des ER au foie a lieu suite à une estérification du 

rétinol dans les entérocytes. La formation des ER est catalysée par l'enzyme 

lécithine-rétinol acyl transférase (LRAT) (Hendriks 1996). Elle utilise la 

phosphatidyl choline comme source de groupes Acyl (Macdonald 1988). La 

protéine cellulaire "cellular retinol binding protein" (CRBP-II) intervient dans la 

formation des ER à partir du rétinol provenant du 13-carotène, mais aussi à partir du 

rétinol provenant directement des entérocytes. L'activité de la LRAT est modulée 

par une compétition avec la CRBP libre et aussi par des changements enzymatiques 

ayant lieu lors d'une carence en vitamine A (Ross 1993). L'estérification du 

rétinol peut aussi être catalysée par l'enzyme acyl-CoA-rétinol acyltransférase 

(ARAT) (Helgerud 1982, 1983). Néanmoins, seule la LRAT peut estérifier le 

rétinol lié aux CRBPPII. La CRBP agit sur l'accumulation et l'estérification du 

rétinol intracellulaire. La CRBP se trouve en excès dans la cellule. Elle assure un 

maximum de liaison des rétinoïdes. 



(ED 
	

Intestin 
ER 

ROL 
ROLDH  JI 

RAL1 
amaril 

AR : 
• 

Rein 

   

   

ROL"— ER 

1°°+' 	Autres 
AR

rsAL, ^, tissus 
RALDil  Calabolisme 

! 	B 

   

   

• 

   

Foie Hépatocytes 

    

 

ER 

  

CM-ER 

Cellules 
stellaires 

ROL 
REIP 

Vaisseau 
capilaire 

RBP-ROL 
TER 

RBP-ROL 

CM-ER rt 	RAL 
1 

4 	
B CAR I B-CAR 

	

ROL 	ER 

Cm  CHBP.1 	
ROL 1 

CRÎCP.1 
+ 

ER 

Entérocyle 
Système 

lymphatique 

10 

Figure 1.2 Métabolisme de la vitamine A (Labrecque 1997) 



11 

1.3.3 Stockage des rétinoïdes au niveau du foie 
Le foie a toujours été l'organe principal de mise en réserve et de 

mobilisation des rétinoïdes. Environ 80% du rétinol et des ER sont stockés dans le 

foie des vertébrés (Collins 1999). Les hépatocytes servent à capter les rétinoïdes 

amenés par les FCM. Le rétinol est transféré aux cellules stellaires et est métabolisé 

ou réestérifié pour sa mise en réserve sous forme de gouttelettes lipidiques. 

Comme dans les entérocytes, l'estérification du rétinol se fait par l'enzyme LRAT 

ou ARAT, toutes deux présentes dans les cellules stellaires. Hormis l'estérification 

du rétinol, celui-ci peut aussi se lier à la protéine "retinol binding protein" (RBP) 

avant son transport dans la circulation vers les différents tissus, dont les reins 

(figure 1.2). 

Les ER sont hydrolysés par une enzyme, la rétinol-ester hydrolase, située 

dans les microsomes (Hendriks 1996). Celle-ci stimule la formation du CRBP-

rétinol. La CRBP libre se lie au rétinol et a pour rôle de mobiliser les ER pour 

augmenter l'apport du rétinol aux tissus. En grande quantité, la CRBP libre est un 

indice de carence en vitamine A (rétinol). Par ailleurs, après le passage des 

rétinoïdes au niveau du foie, leur acheminement vers les tissus fait intervenir 

plusieurs protéines impliquées dans le transport et l'utilisation des rétinoïdes. 



CHAPITRE 2. PROTÉINES IMPLIQUÉES DANS LE 

TRANSPORT ET L'UTILISATION DES RÉTINOÏDES 
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2.1 Protéines plasmatiques de transport du rétinol 

Le rétinol se lie à des protéines dans les fluides extracellulaires et à 

l'intérieur des cellules, comme nous le verrons plus tard. La liaison du rétinol à la 

protéine RBP est nécessaire pour plusieurs raisons. Premièrement, le rétinol est 

hydrophobe et il ne peut donc voyager seul. Deuxièmement, les rétinoïdes sont 

toxiques pour l'organisme. En effet, le rétinol libre à des propriétés de lyse 

membranaire. Troisièmement, sa liaison à la RBP prévient les dégradations 

chimique et enzymatique (Collins 1999). 

La RBP a un poids moléculaire de 21 IcDa et sa structure se résume en une 

longue chaîne polypeptidique contenant un site de liaison pour le rétinol (Collins 

1999). Notons que la RBP se lie spécifiquement au rétinol tout-trans (Naylor 

1999). C'est essentiellement cette forme complexée (holo-RBP) qui est présente 

dans le plasma. La RBP est synthétisée principalement par le foie. Les autres sites 

connus de synthèse sont les reins, les cellules interstitielles des testicules et 

l'épithélium pigmentaire de la rétine. La RBP a pour rôle de transporter le rétinol 

vers les sites extra-hépatiques où l'action de la vitamine A est nécessaire. Le 

complexe holo-RBP se lie à la transthyrétine (TTR), totalisant un poids moléculaire 

de 80 lcDa. La formation du complexe RBP-TTR prévient la filtration glomérulaire 

et le catabolisme de RBP par les reins. De plus, des expériences faites sur des rats 

déficients en TTR montrent que cette molécule pourrait être impliquée dans la 

sécrétion de la RBP (Wei 1995). Des expériences montrent qu'il existe des 

récepteurs spécifiques aux RBF's à la surface des cellules, permettant la libération 

du rétinol par le complexe holo-RBP au niveau de ces cellules (Goodman 1982). 

Des études in vivo et in vitro (Green 1987) montrent que la majorité du 

rétinol plasmatique est recyclée de 7 à 13 fois. Ainsi, le rétinol est absorbé, 

réestérifié et sécrété de nouveau, plusieurs fois, avant son utilisation finale. La 

synthèse constante de RBP et sa sécrétion sous forme de RBP-rétinol maintient un 

niveau constant de rétinol sanguin (1.5-3.0 junol/L chez l'humain adulte). Cela est 

possible tant que la réserve d'ER demeure disponible (Wolf 1999). 
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Une étude récente chez l'humain montre que des mutations au niveau du 

gène de RBP n'affecte que la vision nocturne, sans perturber tout autre phénomène 

physiologique (Wolf 1999). Des conclusions similaires ont été tirées à partir 

d'études faites chez le rat dont le même gène avait été muté (Quadro 1999). Plus 

précisément, dans des conditions d'insuffisance en vitamine A, la RBP est 

nécessaire au maintien de la vision normale chez les jeunes animaux, et à la 

mobilisation du rétinol. Toutefois, dans des conditions nutritionnelles normales, la 

RBP n'est pas nécessaire à l'acheminement du rétinol vers les tissus (Quadro 

1999). Ainsi donc, le rôle physiologique de RBP serait d'assurer, lors de 

l'insuffisance en vitamine A, une disponibilité du rétinol pour le maintien des 

fonctions cellulaires normales. Ces études dévoilent donc de nouveaux horizons 

sur le rôle de la RBP dans la physiologie des rétinoïdes. 

Hormis les RBPs, plusieurs autres protéines sont responsables de protéger 

les métabolites, de les rendre solubles dans les fluides corporels, de les rendre non-

toxiques et finalement, d'assurer leur transport d'un organe à l'autre ou au sein 

même de la cellule, vers le site d'action (Wolf 1990). C'est ainsi que dans le 

processus de formation de l'acide rétinoïque et de son utilisation, interviennent 

deux classes de protéines cellulaires se liant aux rétinoïdes. La première comprend 

les CRBPI/II et la deuxième, les "Cellular Retinoic Acid Binding Protein" 

(CRABPI/II ). 

2.2 Protéines cellulaires pour l'acheminement des rétinoïdes 

2.2.1 Leur caractérisation 

Les CRBPs et CRABPs se lient respectivement au rétinol ou rétinal tout-

trans et à l'acide rétinoïque tout-trans et ce, avec une grande affinité. Elles 

peuvent aussi se lier à d'autres isomères mais avec une affinité moindre. Ces 

protéines sont hautement conservées chez tous les vertébrés, de l'embryon à 

l'adulte, et jouent un rôle dans la protection des rétinoïdes et leur métabolisme, 

ainsi que dans l'interaction de l'acide rétinoïque avec ses récepteurs spécifiques. 
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Au niveau de leur séquence primaire d'acides aminés, les CRBP I et II partagent 

56% d'identité, alors que les deux protéines CRABP I et II partagent 72% d'identité 

(Li 1999). Les deux protéines, CRBP I et II se lient avec plus d'affinité au rétinol 

qu'au rétinal. L'acide rétinoïque peut être produit à partir du rétinal libre ou lié à 

CRBP. Le rapport rétinal-CRBP/rétinal libre détermine le taux de formation de 

l'acide rétinoïque (Hendriks 1996). 

Il est connu que les protéines CRABPs (I et II) peuvent lier l'acide 

rétinoïque et donc probablement jouer un rôle dans ses effets physiologiques. Ces 

protéines contrôlent l'accès de l'acide rétinoïque à ses récepteurs nucléaires. Les 

protéines CRABPs I et II, tout comme les CRBPs, sont d'un petit poids moléculaire 

(15 kDa) et font partie de la famille des "13-c1am". Leurs feuillets [3-antipara11è1es 

leurs confèrent une structure comparable à une cassette, isolant le ligand 

hydrophobique dans le site actif, et le protégeant de son environnement cellulaire 

(Naploli 1995). Les protéines CRABPI et II sont très semblables chez l'humain. 

Cependant, CRABPI a une plus grande affinité pour l'acide rétinoïque que ne l'a 

CRABPII. Cela pourrait expliquer les différences de fonctions cellulaires des deux 

protéines. Des études de transfection montrent que les promoteurs des protéines 

CRBPI, CRBPII et CRABPII contiennent des éléments de réponse à l'acide 

rétinoïque (Delva 1999). 

2.2.2 Leur expression 

Les études d'expression des protéines cellulaires ont surtout été faites chez 

le rat et la souris. La CRBPI est exprimée dans la plupart des tissus chez 

l'embryon et chez l'adulte notamment au niveau du foie, des reins et des testicules. 

La CRBPII est exprimée dans la plupart des tissus adultes et embryonnaires, sauf le 

foie, le jéjunum, l'iléon, le tube neural et les bourgeons membranaires de 

l' embryon. 
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Chez l'animal adulte, la CRABPI s'exprime de façon ubiquitaire, alors que 

CRABPII s'exprime seulement au niveau de la peau, de l'utérus, des ovaires et du 

plexus choroidien (Dong 1999). De plus, lors du développement embryonnaire, 

ces deux protéines sont fortement exprimées, mais leur expression spatio-

temporelle est très différente. Il existe des rôles physiologiques pour chacune de 

ces protéines (Dong 1999). Par exemple, lors de l'embryogenèse chez la souris, 

CRABPI s'exprime seulement dans les cellules qui ne peuvent tolérer des niveaux 

élevés d'acide rétinoïque et ce, dans des conditions de développement normal. 

Dans ce cas, CRABPI contribue à diminuer la concentration d'acide rétinoïque 

libre, là où le développement normal en requiert peu. Quant à CRBPII, elle 

s'exprime là où les structures ne sont pas affectées par un excès d'acide rétinoïque. 

Chez la même espèce et aussi durant l'embryogenèse, il a été démontré que 

CRABP II et CRBP I sont parfois co-exprimées. Toutefois, la co-expression de 

CRABP I avec CRBP I est rarement observée (Ruberte 1992); cela suggère que 

l'expression protéique entre CRABP I et II est mutuellement exclusive (Guftafson 

1993, Giguère 1994). Ces études montrent une fois de plus la différence entre 

CRABP I et CRABP II. Des études récentes in vitro et in vivo, montrent que 

CRABP II régule la transcription dans le métabolisme de l'acide rétinoïque (Delva 

1999). De façon dépendante du ligand, CRABP II augmente la transactivation des 

récepteurs à l'acide rétinoïque. 

Par ailleurs, il existe une autre protéine de liaison des rétinoïdes, la protéine 

au niveau de la rétine servant à lier le rétinol et le rétinal 11-cis (CRALBP) 

impliquée uniquement dans le processus de la vision (Ross 1993). 

2.2.3 Leurs fonctions 

La plupart des ALDHs peuvent reconnaître et oxyder les rétinoïdes sous 

leur forme libre. Les CRBPs permettent de diminuer le taux de rétinerétinal libre. 

L'oxydation du substrat lié aux CRBPs n'est donc réservé qu'aux déshydrogénases 

spécifiques (cytosoliques, microsomales...) pouvant reconnaître la CRBP (Napoli 
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1999). La CRBP, sous sa forme libre, stimule la mobilisation du rétinol à partir des 

réserves d'ER. Sous sa forme complexée (CRBP-rétinol), elle présente le rétinol 

par transfert direct aux déshydrogénases qui leur sont spécifiques (Napoli 1991). 

De plus, il a été démontré que le complexe CRBP-rétinal est spécifiquement 

reconnu par des enzymes cytosoliques catalysant la synthèse de l'acide rétinoïque 

(Ottonello 1993). 

La CRABPI joue un rôle au niveau de la spermatogénèse. On pense que 

les CRABP I et II servent à transporter et à diriger l'acide rétinoïque aux récepteurs 

nucléaires appropriés (Napoli 1999). Cependant, la capacité de ces protéines à 

pénétrer dans le noyau n'a pas encore été démontrée. Ces deux types de protéines 

assurent une protection de la cellule contre une concentration excessive d'acide 

rétinoïque (Dong 1999). 

Les fonctions physiologiques des CRBPs ne sont pas encore tout à fait 

connues. Une étude récente montre que des souris transgéniques surexprimant le 

CRBP humain (hCRBPI) sont tout à fait normales. La fonction et le métabolisme 

du rétinol ne sont pas affectés. Toutefois, il est possible qu'un système 

compensatoire dans le métabolisme des rétinoïdes ait pu cacher l'effet engendré par 

la surexpression de CRBPI (Troen 1999). Aussi, des études ont démontré que la 

délétion de CRABP I et II, par recombinaison génétique, ne provoquait aucun 

changement métabolique important chez les rats. Cela indique que ces protéines ne 

sont pas essentielles au métabolisme normal des rétinoïdes. En revanche, il a été 

proposé que ces protéines aient comme fonction de séquestrer l'acide rétinoïque 

lors d'une déficience en vitamine A, afin de maintenir la signalisation induite par 

les rétinoïdes (Duester 1996). À ce sujet, plusieurs questions demeurent encore 

sans réponse. Par ailleurs, la compréhension de l'action de la vitamine A, au 

niveau du développement, a été grandement facilitée suite à la découverte des 

récepteurs nucléaires de l'acide rétinoïque. 
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2.3 Récepteurs nucléaires de l'acide rétinoïque 

2.3.1 Leur structure 

Durant plusieurs années, les chercheurs supposaient que les rétinoïdes 

agissaient au niveau du noyau afin de contrôler la différenciation cellulaire. Cette 

idée demeura obscure jusqu'en 1987, l'année à laquelle les laboratoires de 

Chambon et d'Evans découvrirent l'existence des RARs. Les RARs sont très 

homologues 	à 	la 	famille 	des 	récepteurs 	des 	hormones 

stéroïdiennes/thyroïdiennes/cholécalciférol, récepteurs de la vitamine D (VDR) et 

récepteurs induisant la prolifération des peroxisomes (PPAR) (Ross 1993). La 

diversité des effets produits par les rétinoïdes s'exerce grâce à six récepteurs, 

divisés en deux sous-familles : les RARs c, 13 et y et les RXRs a, 13 et y 

(Chambon 1995). 

Ces récepteurs sont activés lorsque liés à leur ligand. Sous forme de 

dimères, ils vont agir en tant que facteurs de transcription afin de contrôler 

l'expression de gènes cibles en se liant à des éléments de réponse. Même si ces 

deux familles de récepteurs, RARs et RXRs répondent spécifiquement à l'acide 

rétinoïque, il n'en demeure pas moins qu'elles diffèrent substantiellement l'une de 

l'autre, au niveau de leur spécificité de ligand (Rowe 1997). Les RARs se lient aux 

ligands et sont activés par les deux isomères tout-trans et 9-cis de l'acide rétinoïque 

alors que les RXRs ne se lient qu' à l'isomère 9-cis de la même molécule (Giguère 

1994, Heyman 1992). Les RARs sont actifs sous forme d'hétérodimères RAR : 

RXR alors que les RXR peuvent lier l'ADN sous forme d'homodimères. La 

spécificité de liaison à l'ADN de ces deux complexes est différente au niveau des 

répétitions directes (DR1 à DR5) de motifs PUG(G/T)TCA sur l'ADN (Kurokowa 

1995). 

La famille des récepteurs aux hormones stéroïdiennes/thyroïdiennes est 

caractérisée par des structures modulaires communes correspondant à plusieurs 

régions d'homologie (A-F) (figure 2.1, p. 19). Située en N-terminal, la région AB 

est importante pour l'activation transcriptionnelle. Elle contient le domaine 
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"Activation Function 1" (AF-1). Celui-ci sert à la transactivation et il est 

indépendant de la liaison au ligand (Van der Saag 1996). Cette région A/B diffère 

entre les isoformes multiples des récepteurs qui sont obtenus par l'utilisation de 

promoteurs différents et par épissage alternatif des premiers exons des RARs et des 

RXRs. Le domaine de liaison à l'ADN (DBD) ou région C est composé de 66 

acides aminés. Il est constitué de deux doigts de zinc, impliqués dans la 

reconnaissance d'éléments de réponse à l'acide rétinoïque (RAREs) situés dans la 

région promotrice de gènes spécifiques. La région C est aussi impliquée dans la 

formation de dimères. La région D située entre les domaines DBD et le domaine 

de liaison du ligand (LBD) contient un signal de translocation au noyau. La région 

E, constituée de 220 acides aminés (Chambon 1996), contient deux fonctions : une 

activité transcriptionnelle dépendante de la liaison du ligand (AF-2) et une surface 

de dimérisation. Cette région permet la liaison à l'hormone et affecte aussi la 

transactivation ou la répression transcriptionnelle. Il existe aussi une région F, dont 

la fonction est encore inconnue. 	Les récepteurs nucléaires sont des 

phosphoprotéines. Leur niveau de phosphorylation peut influencer leur capacité à 

interagir avec le ligand, avec d'autres protéines ou l'ADN (Carlberg 1996). 

2.3.2 Leur localisation tissulaire 

Les différents membres de chacune des familles de récepteurs sont 

exprimés de façon spécifique aux tissus. L'expression tissulaire des RARŒ est 

ubiquiste chez l'adulte et l'embryon. L'expression des RARI3 est beaucoup plus 

restreinte chez l'adulte. Ce récepteur est fortement exprimé dans les reins, les 

glandes surrénales, la colonne vertébrale, les muscles, la prostate, et il est plus 

faiblement exprimé dans plusieurs autres tissus. Les RARy ont une distribution 

tissulaire très spécifique chez l'adulte (peau et poumons). Les RARy joueraient un 

rôle lors de la morphogenèse et de la chondrogenèse. Les RXRce ont une 

expression restreinte chez l'adulte et l'embryon (foie, peau, reins, poumons) et les 

RXRI3, tout comme les RARŒ s'expriment de façon ubiquitaire chez l'adulte et 

l'embryon. La distribution tissulaire des RXRy est très semblable à celle des 
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RAM (Napoli 1996). Il est important de souligner l'importance relative de chacun 

de ces récepteurs, notamment dans le développement comme nous le verrons plus 

tard. 

2.3.3 Structure de l'ADN et interaction avec les récepteurs 

La liaison du complexe formé du ligand et du récepteur dimérisé à la région 

promotrice des gènes spécifiques peut activer leur transcription d'un facteur de 20 

à 40 fois (Wolf 1990). Les RARs et RXRs sont des facteurs de transcription qui 

sont dépendants des ligands. La séquence de l'ADN à laquelle se lie le complexe 

s'appelle «élément de réponse aux hormones» (HREs) (Van der Saag 1996). Elle 

est située dans la région promotrice des gènes cibles. Les HREs des gènes cibles 

sont polymorphiques. Ils consistent en la répétition directe (DR) de la séquence 

PUG(G/T)TCA avec des espacements de 1 à 5 paires de base, DR1 à DR5 

(Chambon 1995). Les éléments de réponse les plus retrouvés dans la nature sont 

DR1, DR2 et DR5. La distance entre ces motifs est très importante, afin d'assurer 

la spécificité de l'interaction récepteur-ADN (Carlberg 1996). Les RAREs se 

situent au sein des régions régulatrices de la transcription des gènes cibles (Xiao 

1995). Il en résulte donc une régulation du taux de transcription des gènes. 

Les récepteurs des rétinoïdes modulent l'expression de plusieurs gènes en 

interagissant sous forme d'homodimères ou d'hétérodimères avec les éléments de 

réponse spécifiques. Les RARs et les RXRs se lient à l'ADN avec plus d'affinité 

sous forme d'hétérodimères que sous forme d'homodimères (Evans 1999). Les 

hétérodimères RXR/RAR se lient alors de façon plus efficace et de manière plus 

sélective à leurs RAREs. Cette différence est déterminée, entre autres, par 

l'orientation relative, l'espacement et la séquence des motifs hexamériques, 

lesquels sont situés au sein des RAREs (Chambon 1996). Les RXRs peuvent aussi 

s'associer avec les récepteurs aux hormones thyroïdiennes, les VDRs, les 

récepteurs des PPARs et aussi plusieurs récepteurs orphelins. De plus, en présence 

de l'acide rétinoïque 9-cis, il y a formation de dimères RXR-RXR. La diversité 
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des effets associés aux rétinoïdes dépend, entre autres, de la variété des complexes 

dimériques formés. En réponse à leur ligand, l'acide rétinoïque 9-cis, les RXRs se 

présentent sous forme d'homodimères et transactivent le signal. Par contre, en 

absence de ligand, les RXRs régulent la transcription en formant des hétérodimères 

avec différents types d'isoformes (Holmbeck 1998). 

Les propriétés transcriptionnelles des rétinoïdes sont modulées, entre autres, 

par la capacité des récepteurs aux rétinoïdes à s'associer à des co-activateurs ou à 

des co-répresseurs (Evans 1999). Par exemple, les récepteurs peuvent être régulés 

par le recrutement sélectif de co-activateurs et de co-répresseurs, en réponse à 

l'acide rétinoïque. L'hétérodimère RAR-RXR lié à l'ADN recrute des co-

represseurs transcriptionnels comme le "Nuclear receptor corepressor"(NcoR), le 

"Silencing Mediator for Retinoid and Thyroid receptors" (SMRT) ou la "Histone 

Désacétylase" (HDAC-1). La liaison du ligand induit un changement de 

conformation du récepteur entraînant la dissociation des co-répresseurs et la liaison 

de co-activateurs qui déstabilisent localement la structure chromatinienne par des 

activités histone acétyl transférase et augmentent l'activité de la transcription 

(Collins 1999). Des conformations différentes du domaine de liaison du ligand 

sont induites par la liaison de ce dernier. L'expression de certains gènes est donc 

modulée positivement ou négativement, grâce à leur interaction avec les récepteurs 

aux rétinoïdes (Evans 1999). 

2.3.4 Récepteurs nucléaires et effets physiologiques de l'acide rétinoïque 

Plusieurs études faites sur le développement de la souris appuyées par des 

études récentes de délétion génétique montrent l'importance de chacune des 

isoformes de chacune des familles de récepteurs dans le développement (Van der 

Saag 1996). Des délétions au niveau des récepteurs RARa , 13 et y ne semblent 

pas affecter l'embryogenèse chez la souris. Cela suggère une redondance quant 

aux différentes fonctions exercées par les membres de la famille des RARs. Par 
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contre, une mutation du gène RXRa cause la mort chez ces embryons (Sucov 

1995). 

En général, l'activité des rétinoïdes au cours du développement est possible 

grâce à la formation d'hétérodimères RAR—RXR. (Collins 1999). Il a été 

clairement démontré que les multiples isoformes des RARs détiennent des 

fonctions qui se chevauchent. Ainsi, l'interaction des RARs et des RXRs avec 

divers médiateurs et/ou co-répresseurs, occasionne de hauts niveaux de complexité 

quant à la régulation des réponses, générées par l'acide rétinoïque. Des 

expériences de délétion génétique simple chez la souris montrent qu'il y a une 

redondance fonctionnelle à travers ce métabolisme (Semba 1998). Cependant, les 

mutants nuls de RARa132 sont à l'origine de malformations au niveau des 

poumons, de l'oesophage et de la trachée, qui ne sont pas observées pour les 

mutants RARay. C'est donc dire que les RARI32 jouent un rôle spécifique lors du 

développement de ces tissus (Lohnes 1995). Par ailleurs, les récepteurs RARa et 

RARf32 jouent un rôle déterminant dans la morphogenèse rénale (Mendelsohn 

1999). Les mécanismes initiés par les RARs sont l'un des facteurs requis pour la 

maturation complète des chondrocytes et pour l'ossification endochondrale, lors du 

développement des membres (Koyama 1999). Les RARs sont impliqués aussi dans 

le développement oculaire, et celui des voies reproductrices et urogénitales (Collins 

1999). 

De plus, l'hétérodimérisation entre RXR/RAR est importante lors du 

développement de la souris et pour la transduction du signal des rétinoïdes. Des 

malformations congénitales ont été observées chez des fcetus dont les allèles étaient 

nuls pour l'une des isoformes de chacune des familles (Kastner 1997). 

Les divers processus de développement sont initiés par les métabolites 

actifs de la vitamine A. La diversité de combinaison des récepteurs, ainsi que les 

différents ligands contribuent à assurer, dans un cadre spatio-temporel, l'activation 

adéquate de gènes spécifiques. Mais encore, faut-il qu'il y ait une régulation fine 



24 

du métabolisme des rétinoïdes, lesquels sont essentiels au développement de 

l'embryon. Pour ce faire, plusieurs enzymes interviennent dans le métabolisme, 

afin de générer l'acide rétinoïque nécessaire à l'activation des récepteurs 

spécifiques. 



CHAPITRE 3. ENZYMES IMPLIQUÉES DANS LE 

MÉTABOLISME DE LA VITAMINE A : RÔLE DE LA RALDH 
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3.1 Rôle général des enzymes impliquées dans le métabolisme de l'acide 

rétinoïque 
Une grande part des effets de la vitamine A (rétinol) est induite par l'acide 

rétinoïque. Cette molécule signalisatrice, en interagissant avec ses récepteurs, 

module plusieurs phénomènes physiologiques. 	Toutefois, la littérature ne 

rassemble que très peu de données quant à la transformation du rétinol en son acide 

correspondant. Il est connu que chez les vertébrés, l'acide rétinoïque s'y trouve 

distribué de façon spécifique dans le temps et l'espace au cours du développement. 

Sa présence à un moment innoportun et dans un locus innaproprié peut être 

tératogénique (Duester 1996). Il existe un mécanisme de régulation des niveaux 

d'acide rétinoïque. Les enzymes qui oxydent le rétinol et le rétinal sont 

responsables de ce phénomène. On compte quatre familles d'enzymes (figure 3.1, 

p.27), pouvant oxyder le rétinol et le rétinal : 1) les ADHs 2) les 

déshydrogénases/réductases à courtes chaînes (SDRs) 3) les cytochromes P450 4) 

les ALDHs. Les deux premières sont responsables de l'interconversion du rétinol 

en rétinal et les deux autres, de l'oxydation du rétinal en acide rétinoïque. 

3.2 Oxydation du rétinol en rétinal 

3.2.1 Les alcools déshydrogénases 
L'oxydation du rétinol en rétinal, un intermédiaire inactif, est catalysée par 

les ADHs, des enzymes cytosoliques. Ces enzymes catalysent l'oxydation 

réversible des alcools en aldéhydes. En particulier, il a été montré que les enzymes 

des classes I, II et IV peuvent catalyser l'oxydation du rétinol. Seules les classes I 

et IV sont conservées chez tous les mammifères. Les ADHs sont actifs en présence 

des isomères tout-trans, 9-cis et 13-cis du rétinol (Duester 1996). 

Chez les vertébrés, cinq classes d'enzymes ont été identifiées chez l'humain 

et trois chez la souris. Chez la souris, ces enzymes s'expriment dans les tissus qui 

nécessitent l'acide rétinoïque pour se différencier. Par exemple, l'expression des 

ADHs de la classe IV est détectée lors du développement embryonnaire de la souris 
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au niveau des sites de détection de l'acide rétinoïque. Des recherches faites au 

niveau de l'épiderme, des testicules et de l'appareil génito-urinaire aboutissent aux 

mêmes conclusions (Duester 1999). Par ailleurs, l'acide rétinoïque peut aussi agir 

en tant qu'hormone, puisque son apport aux tissus peut se faire via la circulation 

sanguine. 

Au début de l'embryogenèse chez la souris, seuls les ADHs de la classe IV 

sont impliqués. Ceux de la première classe sont exprimés très tardivement, 

quoique les deux classes soient nécessaires à la synthèse de l'acide rétinoïque. 

Cela est primordial pour l'établissement et le maintien de l'épithélium spécialisé, 

en phase tardive du développement embryonnaire et à l'âge adulte. Récemment, il 

a été démontré que les ADHs des classes I et IV sont exprimés lors du 

développement des glandes surrénales. Cela corrèle avec les données montrant un 

taux élevé d'acide rétinoïque dans les mêmes organes embryonnaires. Toujours 

chez la souris, les ADHs de ces mêmes classes jouent un rôle dans la 

spermatogenèse. Ces enzymes sont retrouvées dans les testicules et l'épididyme et 

participent à la synthèse locale de l'acide rétinoïque (Deltour 1997). Donc, les 

rôles des enzymes de classe I et IV se chevauchent et se complémentent au cours 

du développement et chez l'adulte. 

Le rétinol étant fourni aux tissus périphériques par la circulatuion sanguine, 

l'expression des ADHs dans un tissu donné, avec celle des ALDHs (voir ci-

dessous) permet une synthèse locale d'acide rétinoïque lors du développement 

embryonnaire, de manière contrôlée dans le temps et l'espace (Haselbeck 1998). 

Les tissus au sein desquels il y a production d'acide rétinoïque à partir du rétinol 

sont les testicules, les poumons, le foie, les reins, les surrénales et la peau (Napoli 

1995). On peut noter que les ADHs sont actifs en présence des isomères tout-

trans, 9-cis et 13-cis du rétinol, permettant la synthèse des isomères correspondants 

du rétinal. 
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3.2.2 Les déshydrogénases/réductases à courtes chaînes 
Une autre famille d'enzymes, tout comme les ADHs, peut oxyder le rétinol 

en rétinal ou réduire le rétinal en rétinol. Elle regroupe les SDRs. Ces enzymes 

sont microsomales, contrairement aux ADHs qui sont cytosoliques (Duester 1996). 

La famille des SDRs regroupe environ 57 protéines dont l'identité de 

séquence entre les différents membres n'est que de l'ordre de 15 à 30%. Cela 

montre une grande divergence entre les différentes enzymes. Il a été démontré que 

les trois isoenzymes RODH 1, 2 et 3, provenant du foie de rat, peuvent catalyser la 

conversion du rétinol tout-trans en son rétinal correspondant (Chai 1995a, b, 1996). 

Par contre, d'autres enzymes de cette famille catalysent l'oxydation du rétinol 9-

cis. En effet, chez l'humain, le RODH 9-cis catalyse, de façon stéréospécifique, 

l'oxydation du rétinol 9-cis en rétinal 9-cis. L'ARNm correspondant est très 

abondant dans les reins et les testicules. En outre, il s'exprime faiblement dans le 

foie, les glandes surrénales, les poumons, le pancréas et les muscles squelettiques 

(Mertz 1997). Il a été démontré que chez l'embryon de souris, au niveau du 

système nerveux central, des enzymes peuvent oxyder le même substrat (Romert 

1998). De plus, chez le rat, une source de rétinol 9-cis au niveau du rein a déjà été 

observée (Labrecque 1993). Les ADHs et SDRs oxydent le rétinol in vitro. 

Cependant, leur rôle in vivo dans l'oxydation du rétinol n'a pas encore été 

démontré. 

3.3 Conversion du rétinal en acide rétinoïque 

3.3.1 Les cytochromes P 450 

Les enzymes faisant partie de la famille P450 oxydent le rétinal en acide 

rétinoïque. Les enzymes du foie P450 1A1 et 1A2 sont microsomales et peuvent 

oxyder le rétinal en acide rétinoïque (Duester 1996). P450 1A1 est la forme la plus 

active des deux pour la conversion des formes tout-trans, 9-cis et 13-cis du rétinal 

en leurs acides correspondants (Raner 1996). L'expression du gène de P450 1A1 a 

été observée chez l'embryon de souris dès le septième jour de gestation (Kimura 
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1987). Ce gène pourrait jouer un rôle lors du début de la synthèse de l'acide 

rétinoïque durant l'embryogenèse. Il a été démontré que l'oxydation du rétinal en 

acide rétinoïque dans le petit intestin de rat est induite en partie par P450 CYP 2J4 

qui oxyde les formes 9-cis et tout-trans du rétinal. Des études cinétiques sur la 

formation de l'acide rétinoïque au sein de microsomes intestinaux de rat, ainsi que 

l'inhibition de la synthèse de l'acide rétinoïque par l'anticorps anti-CYP 2J4, 

révèlent que CYP 2J4 pourrait être impliquée dans le maintien de l'homéostasie 

des rétinoïdes in vivo (Zhang 1998). 

Par ailleurs, une nouvelle famille d'enzymes a été identifiée. Il s'agit d'une 

nouvelle classe de cytochromes P450, faisant partie de la famille CYP26 (Abu-

Abed 1998). L'enzyme P450RAI identifiée chez le poisson et chez l'humain serait 

responsable de la formation des formes hydroxylées d'acide rétinoïque. Or, ces 

formes hydroxylées contribueraient à initier un processus de dégradation de l'acide 

rétinoïque vers son élimination éventuelle (White 1996, 1997). Cette enzyme 

jouerait donc un rôle clé dans la régulation des rétinoïdes. De plus, chez la souris, 

l'expression de cette enzyme n'est pas uniforme. Son patron d'expression dépend 

de la région et du stade de développement de l'animal (Fujii 1997). Des 

expériences utilisant des cellules F9 montrent que l'expression du gène P450RAI 

est induite par certains récepteurs nucléaires de l'acide rétinoïque (Abu-Abed 

1998). 

Hormis les P450s, il existe d'autres familles d'enzymes telles les aldéhydes 

oxydases qui peuvent convertir le rétinal. L'importance relative de ces enzymes 

pour la synthèse de l'acide rétinoïque n'a pas été mesurée. Ainsi, au moins deux 

familles d'enzymes, les P450s et les ALDHs, sont impliquées dans l'oxydation 

irréversible des isomères du rétinal en acide rétinoïque. 
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3.3.2 Les aldéhydes déshydrogénases 

Les ALDHs représentent un groupe d'enzymes dépendantes du NAD(P)+. 

Leurs structures sont similaires et elles peuvent oxyder une grande variété 

d'aldéhydes. Ces enzymes se divisent en trois classes I, II et III. Celles faisant 

partie des deux premières sont des tétramères, tandis que celles faisant partie de la 

classe III sont des dimères (Perozich 1999). Les aldéhydes de la classe I oxydent 

plusieurs substrats dont le rétinal, qui est converti en acide rétinoïque dans une 

réaction irréversible. Elles peuvent catalyser l'oxydation des deux formes (9-cis 

et tout-trans) du rétinal en leurs acides correspondants (Labrecque 1997). La 

classe III ne partage que très peu de similitude de séquence d'acides aminés avec 

les deux premières, soit environ de 25%, comparativement à 60-70% entre les deux 

premières. Les aldéhydes de la classe I se retrouvent surtout dans le foie des 

vertébrés supérieurs, incluant le cheval, le bœuf, le mouton et l'humain. Les 

enzymes de la classe III sont exprimées dans plusieurs tissus de mammifères, plus 

précisément ceux de la cornée, l'estomac, les poumons et les conduits urinaires 

(Moore 1999). Les ALDHs de la classe I sont cytosoliques, constitutives ou 

inductibles, comme par exemple par le phénobarbital (pb-ALDH). Celles de la 

classe II sont mitochondriales et constitutives, alors que celles de la classe III sont 

cytosoliques ou microsomales et constitutives (Kathmann 1997). 

De ces classes, nous nous intéressons plus particulièrement à la classe I, car 

les enzymes y faisant partie ont une grande activité oxydative en présence du 

rétinal, comparativement aux deux autres, qui n'en ont pratiquement pas. La masse 

moléculaire de ces enzymes est de 55 lcDa, laquelle est similaire chez la plupart des 

aldéhydes déshydrogénases. Chez la souris, il existe 13 isoenzymes qui diffèrent 

entre elles par leur distribution subcellulaire, leur préférence pour certains substrats 

et leur sensibilité à des inhibiteurs spécifiques. 

Les enzymes de la classe I sont constitutives ou inductibles. Elles 

comprennent entre autres l'enzyme cytosolique de souris, mADH-2 (Rongnoporut 

1991). Celle-ci est présente dans plusieurs tissus dont le foie, les poumons et les 
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testicules mais est absente du rein, de l'estomac, des ovaires, du cœur et du cerveau 

(Rout 1985). L'enzyme cytosolique provenant du foie humain, hALDH-1, est 

probablement l'analogue de mADH-2. L'identité de leurs séquences est de l'ordre 

de 87% (Rongnoparut 1991). La hALDH-1 se situe aussi au niveau du cerveau et 

des globules rouges (Yoshida 1998). En tout, 12 ALDHs ont été identifiées chez 

l'humain et elles sont exprimées de façon ubiquiste. Contrairement aux études 

faites sur mADH-2 et 1iALDH-1, les données rapportées sur une enzyme 

cytosolique et constitutive du foie de rat sont controversées (Posch 1992, Lindahl 

1984, Bhat 1995). En effet, certaines études montrent qu'il existe jusqu'à cinq 

isoformes d'ALDHs exprimées dans la fraction cytosolique du foie de rat, alors que 

d'autres prouvent l'absence de ces enzymes. Quoiqu'il en soit, une ALDH 

cytosolique induite par le phénobarbital, pb-ALDH, a été clonée du foie de rat 

(Dunn 1989). Aucune ALDH inductible par le phénobarbital n'a été caractérisée 

chez l'humain et la souris. 

Le laboratoire du Dr. Bhat a récemment cloné une enzyme du rein de rat, la 

RALDH (Bhat 1995) qui catalyse l'oxydation des isomères tout-trans et 9-cis du 

rétinal en acide rétinoïque. Il est connu que l'expression de RALDH varie au cours 

du développement du rein de rat et cela coïncide avec le besoin d'acide rétinoïque, 

lors du développement embryonnaire (Bhat 1998b). La RALDH partage 

respectivement 89, 96 et 87% d'homologie de séquence avec les ALDHs provenant 

du rat (pb-ALDH), de la souris (mADH-2) et de l'humain (hALDH-1). Des études 

récentes montrent qu'une ALDH cytosolique est exprimée fortement dans le rein 

de rat et faiblement dans le foie (Kathmann 1997, Penzes 1997b). Cette enzyme ne 

diffère de RALDH que d'un seul acide aminé. Une incertitude demeure à ce jour 

en ce qui concerne l'identité possible entre ces deux enzymes. La différence 

d'acides aminés pourrait résulter d'artéfacts de clonage générés par la réverse 

transcriptase. Une autre enzyme, RALDH-2 (Zhao 1996, Wang 1996, 

Niederreither 1997), exprimée dans l'embryon de souris, peut aussi générer l'acide 

rétinoïque. 
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3.4 RALDH 
3.4.1 Caractérisation enzymatique et clonage de la RALDH 

Il y a plusieurs années, une ALDH provenant du rein de rat a été purifiée et 

caractérisée (Labrecque 1993). La RALDH peut oxyder les isomères tout-trans et 

9-cis du rétinal, mais pas sa forme 13-cis (figure 3.2, p.34). De plus, l'enzyme est 

beaucoup plus active en présence du rétinal 9-cis qu'en présence de son isomère 

tout-trans. Le précurseur de la biosynthèse du rétinol 9-cis, le rétinal 9-cis est 

présent dans le rein de rat. Des déshydrogénases catalysant la conversion du rétinol 

9-cis en rétinal 9-cis y sont aussi présentes. Ces observations appuient l'hypothèse 

selon laquelle une isomérisation des rétinoïdes 9-cis en la forme tout-trans, a lieu 

au niveau du rétinol (Labrecque 1995). L'ADN du gène de la RALDH a été cloné 

(Bhat 1995). La séquence d'acides aminés de cette enzyme a été comparée à celles 

d'autres ALDHs cytosoliques et s'avère très similaire. 

L'enzyme cytosolique présente dans le foie chez l'humain (hALDH-1) peut 

catalyser l'oxydation des différents isomères du rétinal avec la même efficacité. 

Toutefois, son affinité pour le rétinal tout-trans équivaut à deux fois celle calculée 

pour les formes 9-cis et 13-cis du même substrat. Ainsi, malgré leur grande 

similitude de séquence, RALDH et hALDH-1 ont des propriétés cinétiques très 

distinctes. Il en ressort que les fonctions respectives de ces deux enzymes, in vivo, 

sont peut-être différentes. L'enzyme hALDH-1 jouerait donc un rôle différent de 

celui de RALDH dans le métabolisme du rétinol au niveau du foie. Comme cet 

organe est le site majeur pour le stockage et le métabolisme du rétinol, il est 

probable que cette enzyme participe au catabolisme de l'excès de rétinol, présent 

dans le foie, par l'intermédiaire de l'acide rétinoïque (Bhat 1999). 

L'identité des différentes isoformes à travers les espèces est mal connue 

(peu des gènes ont été cartographiés à ce jour). Il est possible que le même gène ait 

des patrons d'expression différents d'une espèce à l'autre. Il sera intéressant dans 

le futur de caractériser les enzymes exprimées dans le rein d'autres espèces, tels les 

homologues de la RALDH. 
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3.4.2 Expression de la RALDH durant le développement et chez l'adulte 

Des études de "Northern blot" ont révélé que la RALDH s'exprime 

principalement dans le rein et faiblement dans le foie (Bhat 1995). Des 

expériences d'hybridation in situ ont montré que l'ARNm de RALDH s'exprime 

surtout dans le rein des rats âgés de deux jours. La RALDH a aussi été détectée 

dans les poumons et dans l'épithélium de plusieurs tissus (testicules, intestin, 

estomac, trachée) mais faiblement dans le foie (Bhat 1995). Dans les tissus rénaux, 

le patron de distribution de la RALDH est modifié lors du développement postnatal 

(P). De PO à P6, l'hybridation se concentre dans une zone du cortex. Puis, entre 

P12 et P16, l'expression progresse vers les parties plus profondes du cortex et se 

trouve très intense dans la médulla à P42. 	Des études de localisation 

immunocytochimique de la RALDH ont été effectuées dans le rein néonatal. 

L'expression est détectée surtout dans la zone corticale des tubules convolutés. 

Chez le rat adulte, l'expression correspond aux parties proximale et distale des 

tubules. Ces données montrent que la RALDH joue un rôle important dans la 

production d'acide rétinoïque, au niveau de certaines cellules rénales du rein en 

développement, et chez le rat adulte (Bhat 1998b). Cette affirmation est en accord 

avec les résultats d'expériences faites chez des rats déficients en vitamine A. Chez 

ces animaux en carence vitaminique, les concentrations tissulaires d'acide 

rétinoïque ont été mesurées à la suite de l'administration d'une seule dose de 

rétinol radioactif II appert que parmi les différents organes étudiés, le rein avait le 

plus haut taux d'acide rétinoïque. Cela corrèle avec la forte expression de la 

RALDH dans cet organe (Bhat 1997). 

Chez le rat, les transcrits de la RALDH sont aussi présents dans l'estomac 

et le petit intestin, lesquels tissus dépendent de l'acide rétinoïque pour la 

différenciation cellulaire épithéliale. L'expression de la RALDH a été détectée par 

«Western et Northern blots » dans ces organes durant le développement postnatal 

et lors d'une carence en vitamine A. Chez le rat, deux jours avant la naissance, 

l'expression de la RALDH était très élevée dans le petit intestin, et nulle dans 

l'estomac. Cependant, après la naissance, l'expression de la RALDH dans 
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l'estomac augmentait graduellement, jusqu'à atteindre de hauts niveaux au jour 

42. Dans l'intestin, le schéma inverse était observé : l'expression de la RALDH 

diminuait progressivement après la naisssance. Une déficience en vitamine A dans 

ces tissus induit une régulation à la hausse de l'expression de la RALDH, dans 

l'estomac et le petit intestin, durant le développement postnatal. Ainsi, la vitamine 

A régule l'expression du gène de la RALDH dans ces tissus (Bhat 1998a). 

L'acide rétinoïque est essentiel au maintien de la différenciation 

mucociliaire de l'épithélium trachéal. Le manque d'acide rétinoïque conduit à la 

métaplasie squameuse et à la perte de la fonction mucociliaire in vivo et in vitro. 

Des expériences montrent que l'expression du gène de la RALDH dans la trachée 

est très faible, lors de la différenciation squameuse et en condition de carence en 

vitamine A. Par contre, en condition nutritionnelle normale et lors de la 

différenciation mucociliaire, l'expression de la RALDH était élevée. Après 

seulement quelques jours d'administration d'acide rétinoïque, on pouvait observer 

l'expression de la RALDH. Celle-ci corrèle avec l'expression du gène de la 

mucin-1 dans les cellules mucociliaires en culture. L'expression de la RALDH 

dépendait donc de l'état de différenciation des cellules de l'épithélium des conduits 

aériens (Bhat 1998c). La RALDH s'exprime dans les tissus qui dépendent de la 

vitamine A pour leur différenciation. 

3.5 Comparaison de l'activité de différentes ALDHs pour le rétinal : limites 

inhérentes à l'étude du problème 

Il n'y a pas de comparaisons directes réalisées entre les différentes ALDHs 

pour leur capacité à oxyder le rétinal et pour leur préférence pour les différentes 

isoformes du rétinal. Souvent, les techniques différentes utilisées pour mesurer la 

production d'acide rétinoïque (spectrophotométrie/HPLC) et les différents tampons 

ne permettent pas de comparer les résultats publiés. Il est difficile de comparer les 

propriétés de deux enzymes puisqu'il existe un problème d'identité entre les 

espèces, et au sein des différents tissus d'une même espèce. Chez le rat, une 
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ALDH cytosolique pouvant être induite par le phénobarbital (pb-ALDH) a été 

décrite dans le foie (Dunn 1989). Nous avons observé que les séquences primaires 

d'acides aminés de pb-ALDH et de RALDH sont similaires à 89%. Les propriétés 

cinétiques de pb-ALDH, concernant sa capacité à oxyder le rétinal en acide 

rétinoïque ne sont pas encore connues. 

Ce projet vise à exprimer la RALDH et la pb-ALDH, dans Escherichia coli, 

afin de comparer les propriétés cinétiques de ces enzymes recombinantes, en 

présence du substrat rétinal et d'un autre aldéhyde. 



DEUXIÈME PARTIE. PRÉSENTATION DU MANUSCRIT 
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INTRODUCTION MÉTHODOLOGIQUE 

L'expression bactérienne de RALDH et de Pb-ALDH s'est faite en clonant 

l'ADNc respectif dans un vecteur d'expression, selon les sites de restriction NdeI et 

HindIII. Les transformations ont été effectuées dans la bactérie Escherichia coli BL21 

DE3. Ces bactéries contiennent un plasmide avec le promoteur T7 qui permet la 

transcription du gène sous l'influence de la T7 polymérase. 

Afin de déterminer les niveaux d'expression des différentes enzymes 

recombinantes, un immunobuvardage de type Western a été effectué, en exposant les 

protéines à un anticorps dirigé contre l'une des enzymes. L'anticorps pouvait 

reconnaître les deux enzymes mais avec des efficacités différentes malgré leur haut 

degré d'homologie. 	Grâce à l'anticorps, il était possible d'identifier le poids 

moléculaire mais non de comparer l'intensité des bandes. Ainsi, afin de déterminer le 

niveau d'expression des enzymes, les résultats obtenus ont été vérifiés par incorporation 

de S35  méthionine. Notons que le nombre de méthionine dans les deux enzymes est 

respectivement de 11 pour la RALDH et de 12 pour la Pb-ALDH. 

L'activité enzymatique de RALDH et de Pb-ALDH recombinantes a été testée 

en utilisant comme substrat les isomères tout-trans, 9-cis et 13-cis du rétinal. La 

réaction contenait les tampons et les co-facteurs nécessaires. Des contrôles négatifs 

appropriés étaient présents. L'acide rétinoïque formé a été mesuré par HPLC (High 

Pressure Liquid Chromatography). L'activité des enzymes recombinantes a été 

mesurée également en présence d'un substrat autre que le rétinal, nommé propanal. 

Dans ce cas, le NADH formé était mesuré par spectrophotométrie. Le NADH formé à 

partir du rétinal n'a pas été mesuré puisque sa détection interfère avec celle de l'acide 

rétinoïque produit. Lors de l'oxydation du propanal, la mesure de l'acide propanoïque 

n'a pas été effectuée car sa détection à 280 nm interfère avec une panoplie d'autres 

protéines. Pas ailleurs, sa séparation par HPLC s'avérerait trop complexe, compte tenu 

des méthodes de séparation et de détections qui ne sont pas connues. 
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La mutagénèse dirigée a été faite par PCR et plusieurs clones ont été obtenus, 

séquencés et testés. Le vecteur d'expression et les sites de restriction sont les mêmes 

que ceux utilisés pour l'enzyme sauvage recombinante. Les conditions d'expression 

sont les mêmes que celles utilisées pour induire la protéine sauvage. Nous avons vérifié 

le niveau d'expression de l'enzyme mutée et calculé les paramètres cinétiques. 



CHAPITRE 4. DIFFERENTIAL ACTIVITIES OF RAT KIDNEY 

AND 	PHENOBARBITAL-INDUCED 	ALDEHYDE 

DEHYDROGENASES FOR RETINAL AND PROPANAL 

SUBSTRATES 
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ABSTRACT 

Several class I aldehyde dehydrogenases can catalyze oxidation of retinal into retinoic 

acid. However, substrate specificity within this family of enzymes is still poorly 

understood. We have previously shown that purified cytosolic aldehyde 

dehydrogenase from rat kidney converts 9-cis and all-trans retinal to the respective 

retinoic acids, and have recently cloned from a rat kidney expression library the 

cDNA for a class I aldehyde dehydrogenase (RALDH). Here, we have expressed in E. 

coli both RALDH and the phenobarbital-induced aldehyde dehydrogenase (pb-

ALDH), two class I aldehyde dehydrogenases that share 89% amino acid sequence 

identity, and compared their kinetic properties using retinal and propanal substrates. 

RALDH efficiently catalyzed oxidation of 9-cis and all-trans, but not 13-cis retinal. 

Km values for 9-cis and all-trans retinal (3.8 1.1M and 12 laM, respectively) were in 

good agreement with those obtained with the purified enzyme, demonstrating that the 

purified activity is encoded by the RALDH cDNA. Conversion of retinal to retinoic 

acid by pb-ALDH could not be detected, whereas oxidation of propanal was observed 

with a Km (1.2 mM) similar to the one reported for the purified enzyme. On the other 

hand, oxidation of propanal by RALDH was less efficient than with pb-ALDH. Thus, 

these two class I aldehyde dehydrogenases differ markedly in their activity with 

retinal and propanal substrates in spite of their high degree of homology. Further, 

substituting in RALDH the highly conserved Cys 301, adjacent to the active site 

nucleophile Cys 302, with the corresponding amino acid in pb-ALDH (Ile) did not 

change either the Km or the catalytic efficiency of the enzyme, indicating that this 

amino acid is not responsible for the differential activity of RALDH and pb-ALDH 

with retinal substrates. 
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Vitamin A (retinol) plays an important role in normal embryonic development 

and epithelial cell differentiation (1,2). It exerts its effects by conversion to the 

biologically active all-trans and 9-cis retinoic acids (RA), which function as specific 

ligands for nuclear receptors (RARs and RXRs) (3,4). A11-trans RA binds and 

activates RARs, whereas its 9-cis isomer binds with high affinity to both RARs and 

RXRs (4,5). The metabolic pathway for the synthesis of RA involves oxidation of 

retinol to retinal, followed by oxidation of retinal to RA (6,7). Numerous enzymes 

able to catalyze the oxidation of retinol to retinal and of retinal to RA in vitro have 

been identified, including the members of the alcohol and aldehyde dehydrogenase 

families (7,8). 

Aldehyde dehydrogenases (ALDH, also called aldehyde: NAD (P) 

oxidoreductase E.C.1.2.1.3) are a superfamily of NAD (P)-dependent enzymes which 

oxidize a variety of aldehydes to their corresponding acids. They are classified into 3 

classes based on sequence similarity (9). The class I ALDHs are expressed in the 

cytosolic fraction of mammalian tissues. Several human, bovine and mouse class-I 

ALDHs have been shown to participate in the oxidation of all-trans retinal to retinoic 

acid (10-12). However, the degree and the molecular mechanisms of specificity for 

all-trans retinal and its isomers within the class I enzymes are not well characterized. 

We have purified and cloned a class I ALDH from rat kidney (designated as RALDH, 

13, 14) which catalyzes the oxidation of all-trans and 9-cis retinal, but not 13-cis 

retinal, to the corresponding acids with high efficiency (15). Further, we have also 

shown that RALDH is highly expressed and developmentally regulated in the kidney 

(16) and in other tissues such as trachea, intestine and stomach epithelia (17,18), 

where its expression is regulated by vitamin A status. Here, we have expressed the 

cloned RALDH in bacteria and characterized its enzymatic properties with retinal 

substrates. The enzymatic characteristics of cloned RALDH matched those observed 

with the purified enzyme preparation, demonstrating that the observed profile of 

activity with retinal substrates corresponds to a single enzyme. In addition, we 

demonstrate that the enzymatic properties of recombinant RALDH differ markedly 

from those of another rat cytosolic class I ALDH whose expression is induced in liver 
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by phenobarbital (pb-ALDH) (19), since the latter enzyme did not catalyze either all-

trans or 9-cis retinal conversion in spite of a high degree of sequence identity with 

RALDH. Finally, we observed that amino acid Cys 301 in RALDH could be replaced 

by Ile, the corresponding amino acid in pb-ALDH, without affecting RALDH 

enzynatic properties. 
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Experimental procedures 

Materials. Restriction enzymes were purchased from New England Bio-Labs and 

Promega. Retinoids were obtained from Sigma. The polyclonal antibody raised 

against pb-ALDH and the pb-ALDH cDNA were generous gifts from Dr. Ronald 

Lindahl. 

Bacterial expression vectors and mutagenesis of RALDH. cDNAs coding for the 

open reading frame of RALDH and pb-ALDH were cloned into the NdeI and HindIII 

sites of the bacterial expression plasmid pT7-7 by PCR amplification. Primers 

corresponding to the N-terminus and the C-terminus of RALDH (N-RALDH & C-

RALDH) were designed according to the published cDNA sequences (14) and are 

listed below. 

N- RALDH: CAGAATTCCATATGTCTTCCCCTGCACAGCCT 

C-RALDH: CAGAATTCAAGCTTTTAGGAGTTCTTCTGAGATAT 

The N-terminal primer contains a NdeI site (underlined), an initiation ATG codon and 

nucleotides 1 to 21 of RALDH open reading frame. The C-terminal primer contains a 

HindIII site (underlined) and the reverse complement of nucleotides 1479-1506 of 

RALDH including the termination codon TAA. Since the nucleotide sequences of 

RALDH N-terminus and C-terminus are identical to those of pb-ALDH (20), the 

same primers were used for PCR amplification of pb-ALDH cDNA. Correct insertion 

of the RALDH and pb-ALDH cDNAs in pT7.7 was verified by DNA sequencing. 

Cys 301 in RALDH was replaced by Ile by two rounds of PCR amplification. First, 

primers C-RALDH (see above) and Cys301Ile (see below) were used to amplify the 

C-terminal fragment (nucleotides 892-1506) of RALDH containing the Cys301Ile 

mutation. The PCR product was gel-purified and used as a primer together with N-

RALDH (see above) to amplify full-length mutated RALDH (mRALDH). 

Cys301I1eTOP: CATCAAGGCCAAATCTGCGTCGCGG 
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Primer Cys301Ile represents nucleotides 892-916 of the RALDH cDNA, where the 

codon for Cys 301 (nt 904-906,TGC) was replaced by an Ile codon (ATC, 

underlined). 

The mRALDH cDNA was digested with NdeI and HindIII and cloned into the 

corresponding sites of pT7-7. Presence of the mutation was confirmed by 

sequencing. 

Bacterial expression of RALDH and pb-ALDH. Parental and recombinant 

plasmids were transformed into E. coli BL21DE3 cells, which express the T7 

polymerase under control of a lac promoter. Expression was induced with 0.5 mM 

isopropyl-p-D-thiogalactopyranoside (IPTG) in exponentially growing bacteria and 

continued for 3h. Bacterial pellets were sonicated in 2 mM Tris-HC1 pH7.2 

containing 1 mM EDTA, 100 mM NaC1 and 0.5% Tween-20, and protein extracts 

were collected after elimination of debris by centrifugation. Expression of RALDH 

and pb-ALDH was monitored by Western blot using 10 µg of crude bacterial extract 

and a rabbit polyclonal antibody raised against pb-ALDH that cross-reacts with 

RALDH as described earlier (17,18). 

Metabolic labeling of recombinant ALDHs: BL21DE3 bacteria containing the 

parental pT7-7 vector, the recombinant pT7-7-RALDH or pT7-7-pb-ALDH vector 

were grown to an 0D595 of 0.5, centrifuged (3000g, 30 sec) and resuspended in 1 ml 

of M9 salts containing 0.01% (w/v) of each amino acid except methionine and 

cysteine. Expression was induced by adding 0.5 mM IPTG, together with rifampicine 

(200 µg/m1 final) to inhibit bacterial polymerase. After 30 min, cells were incubated 

with 10 µCi of [35S]-methionine for 5 min at 37°C, collected by centrifugation and 

boiled in 40 µL of Laemmli buffer. Labelled proteins were resolved by SDS-PAGE 

(8% acrylamide gel) and visualized by autoradiography. 

Enzyme assays: At least two clones originating from independent PCR reactions and 

coding for RALDH, mRALDH and pb-ALDH were expressed in bacteria and 
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characterized in enzyme assays. Similar results were obtained in all cases using 

duplicate constructs, indicating that activity of the recombinant enzymes was not 

affected by potential mutations introduced during PCR amplification. Enzymatic 

activity was assayed in a final volume of 250 µI containing 0.02% Tween-80, 1.61 

mM dithiothreitol, 603 µM NAD and 75 µg of crude protein extract containing 

RALDH, mRALDH or pb-ALDH. Varying concentrations of substrate (all-trans, 9-

cis or 13-cis retinal or propanal) were added in 2.5 µ1 dimethylsulfoxide. After 

incubation with retinoids at 37°C for 60 min, the reaction was terminated by cooling 

at 4°C in ice cold water. Retinoic acid was quantified by high performance liquid 

chromatography (HPLC) (21). When propanal was the substrate, enzyme activity was 

quantified by measuring the NADH formed 10 min after initiating the reaction by 

absorption at 340 nm (Beckman DU-40 spectrophotometer). Kinetic data for all 

substrates were obtained by fitting the data from the saturation curves to Michaelis-

Menten and Lineweaver-Burk plots with the computer program Enzfitter (22). 

Controls performed without protein extract or without substrate indicated that retinoic 

acid production and NADH formation required both enzyme and substrate. Retinoic 

acid production was undetectable using proteins extracts from bacteria carrying the 

parental pT7-7 plasmid. Low levels of NADH production were observed with extracts 

from bacteria carrying the parental pT7-7 plasmid, and were subtracted from the 

values obtained with extracts expressing RALDH or pb-ALDH. 
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RESULTS 

RALDH and pb-ALDH are expressed to similar levels in bacteria. 

Immunoblots were perforrned with crude extracts from BL21DE3 bacteria either 

untransformed (Fig. 1A lane 4) or transformed with expression vectors for RALDH 

(Fig. 1A lane 1), pb-ALDH (Fig. lA lane 2), or with the parental pT7-7 expression 

vector (Fig.1 A lane 3), using an antibody raised against pb-ALDH. As expected, no 

bands were detected in extracts from bacteria that do not express RALDH or pb-

ALDH (lanes 3-4) while a single band with a molecular weight of 55 kDa could be 

detected in both RALDH and pb-ALDH-expressing extracts (lanes 1-2). The 

molecular weight of the expressed enzymes is the one reported for each purified 

enzyme (13,19) as well as all other class I ALDHs. The intensities of the bands 

detected in western analysis are similar, suggesting comparable expression levels. To 

exclude the possibility that the antibody may recognize pb-ALDH and RALDH with 

different affinities, we also compared expression levels by incorporation of [35S] 

methionine into bacterially-expressed RALDH and pb-ALDH, which contain 11 and 

12 methionine residues, respectively. Expression of bacterial proteins was inhibited 

by rifampicin, allowing detection of the expressed enzymes as the major protein 

product. The similar intensity of the observed bands confirmed that levels of 

expression were similar for both proteins (Fig. 1B). 

Recombinant RALDH retains the enzymatic characteristics of the purified 

enzyme: 

Increasing concentrations of bacterial extracts containing recombinant RALDH were 

assayed with all-trans retinal at 37°C. A11-trans retinoic acid production increased 

with RALDH concentration (Fig. 2A). To test whether the kinetic properties of the 

recombinant RALDH for retinal substrates are similar to those of the purified enzyme 

from rat kidney, we performed saturation kinetics of RALDH with all-trans, 9-cis, 
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and 13-cis retinal (Fig. 3 and Table 1). The Km values obtained (3.8 i_tM and 12 µM 

for 9-cis and all-trans retinal) are in good agreement with the Km values observed 

with the purified enzyme (5.7 1.1M and 9.8 piM for 9-cis and all-trans retinal, see also 

15). In addition, similar to observations made with the purified enzyme, a higher 

catalytic efficiency was obtained with 9-cis versus all-trans retinal (about a 2.5 fold 

ratio) while 13-cis conversion could not be observed. Note that no retinoic acid 

producing activity was detected using extracts from cells that do not express RALDH 

and that similar Km and Vmax values were obtained after purification of the 

RALDH-containing bacterial extract over an Affigel blue affinity column (not 

shown). These results support the conclusion that the aldehyde dehydrogenase 

activity purified from rat kidney corresponds to a single enzyme encoded by the 

RALDH cDNA. 

RALDH and pb-ALDH have differential activities with propanal and retinal 

substrates: 

Pb-ALDH is not known to catalyze retinal conversion but can oxidize propanal (19). 

NADH production increased with increasing concentrations of pb-ALDH using 

propanal as a substrate (Fig. 2B). The Km of pb-ALDH for propanal (1.2 mM, Fig. 

4B and Table 2) compared well with the reported Km (1.4 mM) of the purified 

enzyme from rat liver (19). Thus, the bacterially-expressed pb-ALDH enzyme is fully 

active. 

To compare the enzymatic properties of pb-ALDH and RALDH, we measured 

conversion of all-trans retinal (Fig. 2A) or 9-cis retinal (data not shown) by pb-

ALDH. No production of retinoic acid could be observed using the same conditions 

as with RALDH. On the other hand, RALDH catalyzed the oxydation of propanal 

less efficiently than pb-ALDH (Vmax /Km 0.003 vs 0.05, Fig. 4 and Table 2). These 

results demonstrate a differential activity of the two enzymes for propanal and retinal, 

in spite of their high degree of homology, and suggest that amino acids that differ 
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between the two enzymes are responsible for this difference in activity with retinal 

substrates. 

Mutation of Cys301 in RALDH does not alter enzymatic activity with retinal. 

Cys 301 is located next to Cys 302, which plays an important role in the catalytic site 

of aldehyde dehydrogenases, and is well conserved in class I aldehyde 

dehydrogenases. However, this amino acid is replaced by Ile in pb-ALDH. We 

replaced Cys 301 by Ile in RALDH and expressed the mutant protein in E. coli. 

Expression levels of wild-type (RALDH) and mutant RALDH (mRALDH) were 

similar as judged by western analysis (Fig. 5A). We compared the activity of RALDH 

and mRALDH using all-trans retinal as a substrate (Fig. 5B). Retinal dehydrogenase 

activity increased with protein concentrations of extracts from bacteria expressing 

either recombinant enzymes. Activities of wt and mt RALDH were nearly identical 

up to 300 ug of protein extract, although RA production was slightly lower with 

mRALDH compared to RALDH when higher protein concentrations were used, 

possibly due to increased aggregation of the mutant protein. No significant 

differences were observed in the kinetic constants of mRALDH (Km 3.4 +/- 0.2 for 9-

cis retinal, and 12.4 +/- 0.3 for all-trans retinal) and of RALDH (Km 3.8+/- 0.3 for 9-

cis retinal, and 12.0 +/- 1 for all-trans retinal, Table 1) using 75 µg of protein extract. 

Catalytic efficiencies were also similar for mRALDH (0.6 for 9-cis retinal, 0.3 vs 0.2 

for all-trans retinal) and RALDH (0.5 for 9-cis retinal, 0.2 for all-trans retinal, Table 

1). These results demonstrate that Cys 301 can be replaced by Ile in RALDH without 

affecting its enzymatic properties with retinal substrates. 
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Figure 1. RALDH and pb-ALDH are expressed to similar 
levels. A: Western analysis of bacterially expressed 
RALDH and pb-ALDH and B: (35S) methionine 
incorporation into RALDH and pb-ALDH recombinant 
enzymes. Extracts were prepared from BL21DE3 bacteria 
transformed with p17-7-RALDH (lane 1), pT7-7-pb-ALDH 
(lane 2), or pT7-7 (lane 3), or parental BL21DE3 cells 
(lane 4). Crude protein extracts were separated by SDS-
PAGE (8 % polyacrylamide gel) and subjected to 
immunoblot (A) and to autoradiography (B) as described 
in the experimental procedures section. 
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Figure 2. 	RALDH, but not pb-ALDH 
catalyzes retinal conversion. 	Reactions 
were performed as described in the 
experimental procedures section with 10 pM 
all-trans retinal (panel A) and 100 pM 
propanal (panel B, next page), respectively, 
using bacterial expressing RALDH (squares) 
or pb-ALDH (circles). 
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Figure 2. 	RALDH, but not pb-ALDH 
catalyzes retinal conversion. Reactions 
were performed as described in the 
experimental procedures section with 10 pM 
all-trans retinal (panel A, previous page) and 
100 pM propanal (panel B), respectively, 
using bacterial expressing RALDH (squares) 
or pb-ALDH (circles). 
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Figure 3. Specificity of recombinant 
RALDH for retinal isomers. 	Saturation 
curves of RALDH for 9-cis (circles), all-
trans (squares), or 13-cis (triangles) using 
75 pg of bacterial extract expressing 
RALDH. 
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Figure 4. Recombinant pb-ALDH 
catalyzes propanal conversion with higher 
efficiency than RALDH. 	Activity of 
recombinant RALDH (panel A) or pb-
ALDH (panel B, next page) was assayed 
using 75 pg of bacterial extracts 
containing pb-ALDH or RALDH by 
measuring NADH production 10 min after 
initiation of the reaction. 
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Figure 4. Recombinant pb-ALDH 
catalyzes propanal conversion with 
higher efficiency than RALDH. Activity of 
recombinant RALDH (panel A, previous 
page) or pb-ALDH (panel B) was 
assayed using 75 1..ig of bacterial extracts 
containing pb-ALDH or RALDH by 
measuring NADH production 10 min after 
initiation of the reaction. 
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Figure 5. Mutation of Cys 301 to Ile does not alter RALDH 
enzymatic properties. A. Western analysis of bacterial extracts 
from BL21DE3 cells expressing wild type RALDH (lane 1) or 
mutant mRALDH (lane 2), of extracts from BL21DE3 cells 
transformed with the empty pT7-7 vector (lane 3), or of extracts 
from the parental BL21DE3 cells (lane 4). B. Activity of RALDH 
(squares) or •  mRALDH (circles) for all-trans retinal oxidation. 
Incubation conditions are as described in Fig. 2. 
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Table 1 

Specificity of RALDH for retinal isomers 

Retinal isomer 
	Km (pM) 	Vmax (pM) 	Vmax/Km 

9-cis 3,8±0,3 1,9±0,1 0,5 

All-trans 12±1 2,2±0,5 0,2 

Kinetic constants were obtained by fitting the data from the saturation curves to 
Michaelis-Menten and Lineweaver-Burk kinetic plots with the computer program 
Enzfitter. Values are the averages of three independent determinations, where each point 
in the curve in each determination represents the average of triplicate. 
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Table 2 

Kinetic constants of RALDH and Pb-ALDH 
for propionaldehyde substrate 

Km (x103pM) 	Vmax (pM) 	Vmax/Km 

RALDH 2,1 ±0,5 5,7 ±0,2 0,003 

Pb-ALDH 1,2 ±0,2 55,3 ±0,7 0,05 

Kinetic constants were obtained as described in table 1. Values are the averages of two 
determinations, where each point in the curve in each determination represents the 
average of duplicate. 



61 

DISCUSSION 

In this study, we expressed RALDH and pb-ALDH in E. coli from their respective 

cDNAs. We have previously demonstrated the existence of a class I aldehyde 

dehydrogenase that oxidizes retinal in rat kidney and purified this activity to 

homogeneity (13). Results described here demonstrate that the characteristics 

observed with the enzyme purified from rat kidney are retained by the recombinant 

enzyme. The good correlation in Km values as well as the absence of activity with 

13-cis retinal and the higher efficiency of 9-cis versus all-trans retinal conversion 

provide strong evidence that RALDH encodes the purified kidney enzyme (15). Our 

results also demonstrate that post-translational modifications specific to eukaryotes 

are not needed for RALDH enzymatic activity, a result consistent with previous 

observations made with bacterially expressed ALDHs (23, 24). 

As well as pb-ALDH (19), RALDH catalyzed the dehydrogenation of the simple 

aliphatic aldehyde propanal. However, the Km of RALDH for propanal was much 

higher (2.1 mM) compared to those for 9-cis retinal (3.8 i_LM) or all-trans retinal (12 

liM), and the catalytic efficiency for propanal was much lower compared to retinal 

substrates (0.003 for propanal for a 10 min reaction vs 0.5 and 0.2 for 9-cis and all-

trans retinal, respectively, over a 60 min reaction). Thus, RALDH demonstrates 

specificity in the oxidation of aldehyde substrates. Further, the difference in activity 

observed with the retinal isomers may also be characteristic of RALDH versus other 

retinal-oxidizing ALDHs. Indeed, we recently observed that purified human ALDH1 

catalyzes conversion of all three isomers with comparable efficiencies (0.27, 0.20 and 

0.22 for 9-cis, all-trans and 13-cis retinal, respectively; see also (25)). It will be of 

interest in the future to compare more systematically the enzymatic activities of 

different cloned ALDHs for retinal isomers. 

Contrary to what was observed with RALDH, pb-ALDH was inactive for retinal 

oxidation, although its activity for propanal was in good agreement with previously 

published data (19). This is in keeping with the recent observation that the mouse 

homolog of rat pb-ALDH does not to function in RA synthesis in vivo in a Xenopus 
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embryo assay (26). However, activity of pb-ALDH in this assay was not 

demonstrated. Therefore, our results provide the first direct demonstration that two 

class 1 rat aldehyde dehydrogenases have differential activities with retinal and 

propanal substrates in spite of a high (89%) amino acid sequence identity. 

The differences in the activity of pb-ALDH and RALDH for retinal oxidation could 

result from differences in the substrate binding pockets and/or in the catalytic sites of 

these enzymes. Studies have shown that the highly-conserved cysteine 302 in ALDHs 

is involved in the catalysis of aldehydes (27,28). While this cysteine is conserved 

both in RALDH and pb-ALDH, the adjacent amino acid (301) in pb-ALDH is 

isoleucine instead of cysteine in RALDH and in all other ALDHs, which could 

account for the lack of activity of pb-ALDH for retinal oxidation. Therefore, we 

substituted cysteine 301 in RALDH by isoleucine and tested the ability of mRALDH 

to catalyze the retinal oxidation. We could not observe any difference in the kinetic 

constants of these 2 enzymes, suggesting that cysteine 301 is not essential for the 

catalysis of retinal. The lower activity of mRALDH at high protein concentration 

could be due to a higher rate of aggregation of mRALDH in solution due to the 

substitution of the polar hydrophilic cysteine 301 by the hydrophobic amino acid 

isoleucine. 

The recently reported 3-dimensional crystal structure of sheep liver ALDH1 

which catalyzes retinal oxidation may partly explain the reasons for the lack of 

activity of pb-ALDH for retinal oxidation (29). Examination of the amino acid 

residues in RALDH and pb-ALDH in the substrate entrance tunnel shows multiple 

amino acid substitutions between these 2 enzymes (amino acid indentity varies 

between 20-45% in these regions). Future studies will be required to determine which 

of these changes are important for the recognition and the catalysis of retinal 

substrates. 
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DISCUSSION 

Buts 
Le but de ce projet est de comparer les propriétés enzymatiques de deux 

ALDHs de classe I de rat vis-à-vis du rétinal et de ses isomères. Toutes les ALDHs 

ont un poids moléculaire de 55 I(Da et une grande similarité de séquence pouvant 

malheureusement résulter en une co-purification de ces isoenzymes. Ainsi, nous 

avons choisi d'exprimer les protéines à l'aide de bactéries. Mais avant tout, un de nos 

buts était de vérifier que l'ADNc cloné code bien pour une ALDH ayant les mêmes 

propriétés enzymatiques que celles de l'enzyme purifiée. Au départ, comme nous 

n'avions qu'une seule enzyme, nous nous attendions à ce que les résultats confirment 

que l'ADNc code bien pour la RALDH. Ensuite, la comparaison des deux enzymes 

s'est faite à l'intérieur d'une même espèce pour s'assurer qu'il s'agisse bel et bien 

d'isoformes différentes. 

Choix du système d'expression 

Nous avons sous-cloné l'ADNc et exprimé la protéine dans un système 

hétérologue. L'utilisation de cellules procaryotes constituait la première approche 

pour exprimer la protéine. Toutefois, était-ce un bon système ou valait-il mieux 

utiliser des cellules eucaryotes ? Tout d'abord, même s'il risquait d'y avoir une 

activité ALDH chez les procaryotes, il était peu probable qu'une activité RALDH y 

soit présente. Afin de confirmer ou d'infirmer ces propos, des blancs ont été utilisés 

dans les expériences. D'une part, les essais enzymatiques effectués, en utilisant le 

rétinal comme substrat, comportaient les blancs suivants : une série de contrôles ne 

contenait pas de protéines et l'autre contenait les bactéries transfectées avec le 

plasmide sans insert. D'autre part, les études cinétiques réalisées en utilisant le 

substrat propanal comportaient aussi des blancs contenant le vecteur sans insert. Les 

résultats des contrôles réalisés en utilisant le rétinal sont négatifs, mais pour ceux 

obtenus en utilisant le propanal, les résultats sont positifs quoique les valeurs 

obtenues sont très faibles. Ainsi, il est manifeste qu'aucune activité RALDH ne soit 
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présente au sein du système procaryote seul. Toutefois, une très faible activité ALDH 

a été observée mais ces données ont été soustraites lors du calcul des paramètres 

cinétiques. Il est à noter que pour des fins de contrôles de la méthode utilisée, 

d'autres blancs ont été nécessaires. En effet, les expériences utilisant le propanal 

comportaient des blancs dont les solutions ne contenaient soit aucun substrat ou 

aucune enzyme. Dans ces deux cas, les résultats obtenus étaient nuls et cela 

permettait de vérifier qu'aucune oxidation non-spécifique ou conversion non-

enzymatique ne se produisent. 

Les avantages du choix d'un système d'expression procaryote comprennent 

l'absence d'activités ALDHs eucaryotes. Cela permet d'envisager à plus long terme 

la purification de l'enzyme et la mise sur pied d'études structurales. Quant aux 

inconvénients, il y a absence de certaines modifications post-traductionnelles qui 

peuvent être nécessaires à l'activité de l'enzyme. Toutefois, il est peu probable que 

cela survienne puisque d'autres ALDHs bactériennes ont déjà été étudiées. 

À la lumière de ce qui a été énoncé, nous concluons que l'utilisation des 

cellules procaryotes s'est avérée être un bon système pour l'étude des paramètres 

cinétiques de ces enzymes. De plus, grâce à tous les contrôles présents et aux 

résultats similaires obtenus pour la RALDH brute et purifiée du rein de rat (voir ci-

dessous), il était possible d'utiliser les extraits bruts pour comparer les deux enzymes. 

Résultats: 

Authenticité des enzymes recombinantes 

Les enzymes RALDH et Pb-ALDH recombinantes on été caractérisées. Les 

propriétés cinétiques (figure 3; tableau I), le poids moléculaire et la reconnaissance 

par l'anticorps (figure 1B) montrent que la RALDH recombinante est identique à 

l'enzyme native purifiée du rein de rat (Labrecque 1995). L'authenticité de Pb-

ALDH recombinante a aussi été confirmée, d'après le séquençage de l'ADNc, son 

poids moléculaire et la reconnaissance par l'anticorps. En outre, ses propriétés 

cinétiques ont été mesurées en présence du substrat propanal 
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(figure 4B, p.57). Les données obtenues sont comparables à celles de la littérature 

(Lindahl 1984). Nos résultats suggèrent que les modifications posttraductionnelles, 

observées chez les eucaryotes, ne sont pas nécessaires à l'activité enzymatique de 

RALDH et de Pb-ALDH. D'autres résultats chez les enzymes recombinantes 

confirment ces observations (Hsu 1992, Penzes 1997a). 

Activité différentielle de RALDH et Pb-ALDH pour le rétinal et le propanal 

Par ailleurs, malgré la grande identité de séquence (89%) entre RALDH et Pb-

ALDH, leurs propriétés oxydatives en présence de certains substrats ne sont pas les 

mêmes. La RALDH catalyse efficacement les substrats rétinals tout-trans et 9-cis, 

mais pour la première fois, nous avons démontré que l'activité de Pb-ALDH est nulle 

quant à l'oxydation des mêmes substrats rétinals dans les mêmes conditions (figure 

2A, p.53). Toutefois, l'activité intrinsèque de Pb-ALDH a été détectée avec le 

propanal comme substrat. Cela montre que la Pb-ALDH est bel et bien active (figure 

2B, p.54). La RALDH peut aussi catalyser l'oxydation du propanal (figure 4A, p.56), 

mais avec avec une efficacité catalytique plus faible que celle mesurée en utilisant les 

substrats rétinals (tableaux I et II, p.59 et 60). Contrairement à la RALDH, Pb-ALDH 

ne catalyse pas l'oxidation du rétinal. Même si le propanal n'est pas un substrat 

physiologique, sa conversion par la Pb-ALDH confirme que cette enzyme est belle et 

bien active. Une isoenzyme retrouvée chez l'humain (hALDH-1) possède une même 

efficacité pour les trois isomères du rétinal (tout-trans, 9-cis et 13-cis). Quant à son 

affinité, elle est deux fois plus grande pour l'isomère tout-trans que pour les deux 

autres (Bhat 1999). 

Récemment, il a été suggéré que l'homologue de souris de Pb-ALDH ne 

participe pas à la synthèse de l'acide rétinoïque. Les expériences ont été réalisées au 

sein d'embryon de Xénopus. Les ARNm de ALDH1 et de Pb-ALDH ont été injectés 

dans les oocytes de Xénopus. Cette étude a permis la détection d'acide rétinoïque 

seulement dans les oocytes injectés avec ALDH1. Toutefois, précisons que l'activité 

de Pb-ALDH dans ce système n'a pas été démontrée (Hsu 1999). 
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Bases moléculaires de la différence et activité de la RALDH et Pb-ALDH pour le 

rétinal 
Ces observations suggèrent l'implication d'acides aminés spécifiques à 

RALDH pour la reconnaissance et la catalyse de substrats aldéhydes. Les différences 

d'activité oxydatives entre RALDH et Pb-ALDH, quant à l'oxydation du rétinal, 

peuvent provenir de différences au niveau des sites de liaison du substrat ou des sites 

catalytiques de ces deux enzymes. Des études ont montré que la cystéine 302, 

hautement conservée chez la plupart des ALDHs, est impliquée dans la catalyse des 

aldéhydes (Farrés 1995, Hurley 1999, Liu 1997). Il a été démontré, par des 

modifications chimiques et des études de mutagénèse dirigée, que la cystéine 302 se 

trouve dans le site actif des aldéhydes déshydrogénases et fonctionne en tant que 

nucléophile. Par ailleurs, l'activation de ce résidu serait assistée par un autre, lequel 

attaquerait l'aldéhyde afin de former un intermédiaire thiohémiacétal (Hurley 1999). 

Chez plusieurs isoenzymes qui catalysent les substrats rétinals, non seulement 

la cystéine en question est présente à la position 302, mais elles possèdent aussi une 

autre cystéine en position adjacente, c'est-à-dire à la position 301. Il en est ainsi pour 

ces trois isoenzymes : RALDH, mADH-2 et hALDH-1. Cela est généralement 

conservé dans la classe I, sauf pour Pb-ALDH. (voir annexe). 

Contrairement aux enzymes précédentes, l'isoenzyme Pb-ALDH, quoique 

possédant une cystéine en position 302, ne possède pas l'autre résidu, la cystéine 301. 

L'isoleucine la remplace. Ce dernier résidu pourrait expliquer l'absence d'activité 

oxydative de Pb-ALDH sur les substrats rétinals. C'est pourquoi, nous avons 

substitué, par mutagénèse dirigée, la cystéine 301 de la RALDH par une isoleucine, 

afin de déterminer si cette enzyme allait ou non perdre son activité. 

Nous avons mesuré les propriétés cinétiques de l'enzyme mutante résultante, 

nommée mRALDH, en utilisant les différents isomères du rétinal comme substrat. 

Avant tout, le même niveau d'expression de la RALDH sauvage (wRALDH) et 

mutée (mRALDH) a été observée (figure 5A). Les études cinétiques n'ont 
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révélé aucune différence entre les deux enzymes. Pour la première fois dans la 

littérature, cela suggère que la cystéine 301 n'est pas essentielle à la catalyse du 

rétinal. La seule différence observée entre les deux enzymes est une plus faible 

activité du mRALDH aux fortes concentrations d'enzymes (figure 5B). Cela peut 

être causé par une agrégation de mRALDH en solution, pouvant résulter d'une 

substitution de la cystéine 301, un résidu hydrophile polaire, par l'isoleucine, un 

résidu hydrophobique. 

Nous proposons une hypothèse, basée sur la découverte récente de la structure 

crystalline d'une enzyme cytosolique du foie de mouton (ALDH 1) (Moore 1998). 

Cette étude révèle la structure tridimensionnelle de ALDH 1, comparativement à son 

homologue ALDH 2. Cette étude explique la différence de spécificité entre les deux 

enzymes, pour certains substrats. La comparaison entre ALDH 1 et ALDH 2 révèle 

des différences majeures, entre autres au sein du tunnel formant le site de liaison du 

substrat. La taille et la forme de ce tunnel font que ALDH 1, et non ALDH 2, a une 

grande affinité pour le rétinal et bien moins pour l'acétaldéhyde. Nous suggérons 

donc que des raisons analogues pourraient expliquer la différence de spécificité du 

substrat entre RALDH et Pb-ALDH. 

Les observations précédentes peuvent expliquer en partie les raisons pour 

lesquelles Pb-ALDH ne peut oxider le rétinal. La voie d'entrée du substrat est formée 

par un tunnel, lequel se compose de quatre hélices : ocC, cd), oc1-1 et aN. Les résidus 

présents dans ces branchements ont été identifiés. En comparant les séquences 

d'acides aminés de RALDH et de Pb-ALDH, de multiples substitutions (entre 20 et 

45%) ont été observées entre les deux enzymes. Chez ces dernières, toutes les 

substitutions ont été identifiées et cela pourrait expliquer l'absence d'activité 

oxydative de Pb-ALDH pour le rétinal. 
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Conclusions et perspectives 
Ainsi, les constantes cinétiques obtenues pour la RALDH recombinante, en 

utilisant divers isomères du rétinal comme substrats, sont similaires aux données 

publiées pour l'enzyme native. La Pb-ALDH recombinante n'a pu catalyser 

l'oxydation des mêmes substrats. L'activité de ces deux enzymes a été observée en 

présence du propanal. Finalement, les expériences montrent que la cystéine en 

position 301 n'est pas essentielle à l'activité catalytique de la RALDH en utilisant le 

rétinal comme substrat. Présentement, nous effectuons une mutagénèse systématique 

des acides aminés qui diffèrent entre RALDH et Pb-ALDH, afin de déterminer le(s) 

région(s) peptidique(s), ainsi que le(s) acide(s) aminé(s) essentiel(s) à la 

reconnaissance et à la catalyse des substrats rétinals. Pour chacun des mutants 

générés, le propanal servira toujours de contrôle pour vérifier l'activité de chacune 

des enzymes. Il serait également intéressant de comparer ces ALDHs à d'autres 

enzymes de rat ou de classe I. 
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ANNEXE 



COMPARAISON DES SÉQUENCES D'ACIDES AMINÉS DE: 
(Labrecque 1995, Perozich 1999) 

a : RALDH b : pb-ALDH c : mADH-2 d: hALDH-1 

a : DADLD I AVE FAHHGVFYHQGQC CVAAS R I FVEE SVYDEFV 
b : DADLD SAVE FAHQGVF FHQGQICVAAS RLFVEE S I YDE FV 
c : DADLD I AVE FAHHGVFYHQGQ-C-CVAAS R I FVEE SVYDEFV 
d : DADLDNAVEFAHHGVFYHQGQ—CC I AAS R I FVEE S I YDE FV 

Acide aminé 301 
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