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Reégulation de la synthese
des acides rétinoiques
tout-trans et 9-cis:

role d’une nouvelle rétinal
deshydrogénase

La vitamine A, essentielle a la croissance et a la différencia-
tion de plusieurs tissus, est stockée dans le foie qui la trans-
forme et sécrete du rétinol ; celui-ci est oxydé dans ses tissus
cibles en acide rétinoique, un de ses métabolites actifs
majeurs, grace a ’action successive de la rétinol déshydroge-
nase puis de la rétinal déshydrogénase. L’isomere trans de
Pacide rétinoique (AR trans), le mieux connu, active les récep-
teurs nucléaires RAR. L’isomere 9-cis (AR 9-c) représente un
nouveau métabolite actif qui peut activer les deux familles
connues de récepteurs nucléaires des acides rétinoiques, les
RAR et les RXR. Le rein joue probablement un réle a part
dans le métabolisme de I’acide rétinoique. On y a trouvé une
nouvelle isoenzyme de rétinal déshydrogénase, nommeée
RALDH, qui catalyse I'oxydation du rétinaldéhyde en AR.
Spécifique des AR 9-cis et trans, elle est deux fois plus active
sur le rétinaldéhyde 9-cis que sur I'isomere tout-trans: le réti-
nol trans serait donc d’abord isomérisé en rétinol 9-cis qui
pourrait ensuite étre oxydé en rétinal 9-cis puis en AR 9-cis.

a vitamine A exerce plusieurs
effets physiologiques majeurs.
Elle est essentielle au proces-
sus visuel, a la reproduction, a
la croissance et a la différen-
ciation des tissus épithéliaux, des os,
des cartilages, et des cellules hémato-
poiétiques [1]. L’intérét pour la vita-
mine A et les caroténes a crii consi-
dérablement lorsque leurs apports
ont été associés a la prévention et au
traitement de certains cancers [1-3].

Les rétinoides se sont également
révélés efficaces pour le traitement
de diverses maladies dermatolo-
giques (m/s n°1, vol. 11, p. 140) dont
le psoriasis et I'acné sévere [4]. Le
terme vitamine A englobe plusieurs
métabolites actifs incluant le rétinol
(ROL), le rétinaldéhyde (ou rétinal:
RAL), et I'acide rétinoique (AR). Le
rétinol est la forme majeure de trans-
port qui peut subvenir a tous les
effets physiologiques de la vitamine
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A. Le rétinal est le métabolite inter-
médiaire lors de la formation de
I’acide rétinoique a partir du rétinol;
son isomere 11-cis est aussi le chro-
mophore qui est lié a la rhodopsine
pour la détection de la lumiére par la
rétine. Il est classiquement admis que
lacide rétinoique trans (AR?) est le
métabolite actif qui assure les effets
de la vitamine A sur la croissance et
la différenciation cellulaire, mais qui
ne remplit toutefois pas les fonctions
de la vitamine A au niveau de la
vision et de la reproduction.

Absorption
et mise en réserve

Les sources nutritionnelles de la vita-
mine A sont: (1) les caroténoides
d’origine végétale possédant une
activité de provitamine A (&, b- et ¢
caroténe et cryptoxanthine); (2) les
esters de rétinol d’origine animale;
(3) et, dans une moindre mesure, le
rétinol d’origine animale [5]. Le b-
caroténe est converti par voie enzy-
matique en rétinal au niveau des
entérocytes; ce dernier est réduit en
rétinol par une activité réductase
(figure 1). D’autre part, les esters de
rétinol d’origine alimentaire sont
hydrolysés dans la lumiére intestinale
et sont absorbés grace a un méca-
nisme de diffusion facilitée [6]; le
rétinol est ensuite estérifié avec des
acyl-CoA dans les entérocytes et ache-
miné jusqu’au foie via les chylomi-
crons ou il est stocké sous forme
d’esters. Apres désestérification, le
foie sécréte du rétinol associé a son
transporteur plasmatique, la RBP
(retinol binding protein) qui forme un
complexe avec la transthyrétine
(TTR). La majorité du rétinol plas-
matique est recyclée; c’est-a-dire
qu’il est absorbé, réestérifié et resé-
crété. Chez le rat, une molécule est
en moyenne recyclée 7 4 13 fois (rein
50 %, foie 20 %) avant son utilisation
finale [6]. L’absorption du rétinol
par les cellules cibles semble étre
relayée par un récepteur membra-
naire spécifique du complexe RBP-
ROL [7]. Les fantémes des chylomi-
crons peuvent aussi étre absorbés par
des tissus extra-hépatiques dont la
moelle, les cellules hématopoié-
tiques, le rein et les muscles squelet-
tiques [8]. Le rétinol, se retrouvant
dans les tissus cibles, doit étre activé
pour exercer ses effets. L’AR? est pro-

duit a partir du rétinol a l'aide de
deux étapes oxydatives. Il exerce ses
effets en se liant a des récepteurs
nucléaires, les RAR (retinoic acid
nuclear receptors), qui modulent
I’expression de plusieurs génes.
D’autres stéréo-isomeres de l'acide
rétinoique sont aussi retrouvés dans
I’organisme, dont ’acide rétinoique
9-cis (AR 9-¢) (figure 2). Deux types de
récepteurs nucléaires de I'acide réti-
noique sont connus a ce jour, les
RAR et les RXR. Les stéréo-isomeres
trans et 9-cis de l'acide rétinoique
peuvent se lier et activer les RAR,
mais les RXR ne sont directement
activés que par ’AR 9-¢ [9, 10].

Meétabolisme
et protéines cellulaires

Différentes protéines cytosoliques
peuvent lier spécifiquement le réti-
nol, le rétinal ou ’AR¢. Leur roéle a
été associé a l'absorption, a la mise
en réserve, au transport et au méta-
bolisme de la vitamine A. Ce sont:
(1) les protéines cellulaires de typel
(CRBP-I, cellular retino-binding protein)
et de typell (CRBP-II) qui lient le
rétinol; (2) les protéines cellulaires
de typel (CRABP-I, cellular retinoic
acid-binding protein) et de typell
(CRABP-II) qui lient I’acide réti-
noique. La CRBP-I et la CRABP-I sont
retrouvées dans plusieurs tissus qui
utilisent la vitamine A. La CRBP-II est
retrouvée exclusivement dans l'intes-
tin gréle, tandis que la CRABP-II est
présente en grande quantité dans la
peau [9]. Les CRABP-I et -II semblent
avoir des fonctions différentes
puisque leur distribution n’est pas la
méme durant ’embryogenese chez la
souris. D’autre part, la synthese des
CRBP-I et CRABP-I pendant le déve-
loppement est mutuellement exclu-
sive. La CRABP-I est synthétisée dans
des tissus qui se développent anorma-
lement lorsqu’ils sont soumis a des
exces d’acide rétinoique [9, 11].

Ces protéines semblent jouer un role
dans le métabolisme de la vitamine A.
Le complexe CRBP-II-ROL serait le
substrat de la lécithine-rétinyl acyl
transférase (LRAT). Le complexe
CRBP-II-RAL servirait de substrat spé-
cifique a une rétinal réductase micro-
somale dans l'intestin. Le CRBP-I du
foie et des autres tissus serait impliqué,
par sa liaison du rétinol, dans les pro-
cessus d’estérification par la LRAT. Le
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Figure 1. Métabolisme de la vitamine A. Les esters de rétinol (ER) sont hydro-
lysés en rétinol (ROL) dans la lumiére intestinale avant d’étre absorbés par les
entérocytes. Les caroténoides, en majorité du (-carotene (3-CAR), sont absor-
bés et convertis en rétinol dans les entérocytes. Dans ces mémes cellules, le
rétinol est estérifié puis incorporé aux chylomicrons (CM). Le complexe CM-
ER est transporté via le systéme lymphatique jusqu’a la circulation sanguine
ou les fantémes des chylomicrons (FCM) sont formés dans les vaisseaux
capillaires. Ces FMC sont absorbés en majorité par les hépatocytes mais aussi
par d’autres tissus. Dans les hépatocytes, les esters de rétinol sont hydrolysés
en rétinol. Ce dernier peut étre acheminé aux cellules étoilées du foie ou il est
réestérifié pour sa mise en réserve sous la forme d’esters de rétinol (ER).
L’estérification du rétinol peut étre catalysée par la LRAT (lécithine-rétinol
acyltransférase) ou la ARAT (acyl-Coa-rétinol acyltransférase). Par ailleurs,
I’hydrolyse des esters de rétinol est catalysée par une REH (rétinol-ester
hydrolase) [5, 8]. Les hépatocytes et les cellules stellaires sécrétent dans la cir-
culation le rétinol lié au RBP (retinol binding protein) (RBP-ROL). Le complexe
RBP-ROL est lié a la transthyrétine (TTR). Le rétinol est absorbé sous la forme
de ce complexe par plusieurs tissus, dont le rein. Cette absorption est relayée
par un récepteur membranaire du complexe RBP-ROL [7], qui est représenté
par une boite rouge. Le rétinol absorbé par le rein peut étre oxydé en acide
rétinoique (AR) a la suite de deux étapes oxydatives catalysées par des
enzymes cytosoliques, la rétinol déshydrogénase (ROLDH) puis la rétinal
déshydrogénase (RALDH). (Figure adaptée de [5]). CRBP: cellular retinol-bin-
ding protein,; CRABP: cellular retinoic acid-binding protein.

CRBP-I libre stimule la désestérifica-
tion du rétinol par la rétinol-ester
hydrolase. Le complexe CRBP-I-ROL
permettrait I’oxydation du rétinol en
rétinal par une activité déshydrogé-
nase microsomale utilisant le NADP
comme cofacteur. In vitro, le complexe
CRABP-I-AR servirait de substrat spéci-
fique pour des enzymes de type cyto-
chrome P-450 impliqués dans le cata-
bolisme de I'acide rétinoique [12].
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| Les RAR et les RXR

Les RAR appartiennent a la famille
des récepteurs nucléaires hormo-
naux de type II qui regroupe, outre
les RAR, les récepteurs de la T;
(T4R), de la vitamine D3 (VDR) et les
récepteurs des agents induisant la
prolifération des peroxysomes
(PPAR). Cette famille comporte aussi
des récepteurs «orphelins» qui ne

Figure 2. Activateurs des RAR et des
RXR. L’acide rétinoique trans (ARt)
n’active que les RAR. L’acide réti-
noique 9-cis (AR 9-c) active les deux
types de récepteurs nucléaires. Les
deux molécules ne different que par
l'orientation cis de la double liaison
située entre les carbones 9 et 10 de
la chaine latérale.

possedent pas de ligand endogene,
ou dont le ligand n’a pas encore été
identifié. Les RAR incluent trois pro-
téines, les RARa, RARD et RARY, qui
présentent chacune plusieurs iso-
formes. La synthése de RARa est ubi-
quitaire mais plus importante dans
des régions spécifiques du cerveau
[13]. L’ARNm de RARD est retrouvé
dans plusieurs tissus, mais plus abon-
damment dans le rein, la prostate,
I'hypophyse, la glande surrénale et le
systeme nerveux central. RARQ est
surtout exprimé dans la peau et les
poumons [9, 13, 14].

Trois RXR (3, b et g), codés par des
genes différents, sont retrouvés chez
les vertébrés. Chez le rat, le RXRa est
surtout synthétisé dans les tissus vis-
céraux comme le foie, les reins, les
poumons, les muscles, la rate et aussi
a un moindre niveau dans I’hypo-
physe, le cerveau, le cceur, les intes-
tins et les testicules. Le RXRb est
retrouvé dans tous les tissus exceptés
I'intestin, le foie et les testicules ou il
est produit a un moindre niveau.
D’autre part, RXRg est détecté dans la
glande surrénale, le rein, le foie, le
cerveau, les poumons, le coeur et les
muscles [9, 15].
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Les RAR activent leurs éléments de
réponse lorsqu’ils sont hétérodimérisés
avec les RXR [16]. Dans ce cas, seuls
les RAR peuvent étre activés directe-
ment par 'acide rétinoique. D’autre
part, des homodimeéres de RXR acti-
vent, in vilro, la transcription en
réponse a I'AR 9-¢ ; cette activation
n’est toutefois pas privilégiée physiolo-
giquement. I’AR 9-¢ peut, dans cer-
tains cas, exercer des effets biologiques
beaucoup plus puissants que 'AR¢; par
exemple, dans I'induction d’une dupli-
cation au niveau des ailes embryon-
naires du poulet [17]. L’AR 9-¢ produit
aussi une réponse spécifique dans des
cellules hypophysaires [18]. Ce méta-
bolite, ou encore des analogues synthé-
tiques stimulant uniquement les RXR,
peuvent aussi induire, in vivo, la syn-
these de la vitamine D3-24-hydroxylase
(24-(OH)ase) rénale, une enzyme
impliquée dans le catabolisme de la
vitamine D [19]. Une réponse spéci-
fique de I'AR 9-¢ est relayée par les
RXR lorsqu’ils s"hétérodimérisent avec
certains récepteurs orphelins comme
le NGFI-B qui est un des génes tres pré-
coces induits par les facteurs de crois-
sance. D’autre part, un complexe
formé entre les RXR et le hLXRa, un
autre récepteur orphelin, répond spé-
cifiquement a des ligands synthétiques
qui activent les RXR. L’activation de
ces hétérodimeéres pourrait représen-
ter une voie physiologique de réponse
a’AR 9-¢ [20].

La complexité de la réponse a I'AR¢
est produite en partie par l'existence
de différents types de RAR et de RXR,
de leurs isoformes, de leur expression
variée selon les tissus et de leur inter-
action avec d’autres récepteurs
nucléaires. Cette complexité réside
aussi en l'existence d’autres métabo-
lites actifs. Ainsi, les niveaux relatifs
d’AR¢ et 9-cis jouent probablement un
role important dans P'activation trans-
criptionnelle relayée par les RAR et les
RXR. La compréhension de la régula-
tion de la biosyntheése de I'AR? et-9-cis
est donc aussi importante dans la com-
préhension des effets de la vitamine A.

I Oxydation du rétinol

L’oxydation du rétinol en rétinal est
une activité réversible. La voie clas-
sique proposée met en jeu une réti-
nol déshydrogénase cytosolique du
type alcool déshydrogénase (ADH,
alcool: NAD* oxydoréductase, EC

1.1.1.1). Ces enzymes peuvent cataly-
ser I’oxydation d’une grande variété
d’alcools en aldéhydes ou cétones.
Les isoenzymes de mammiféres, pro-
venant de genes différents, ont été
regroupées en cinq classes (I a V)
[21]. Les études faites a partir
d’isoenzymes purifiées ont démontré
que les classes I, II et IV possedent
une activité rétinol déshydrogénase
in vitro [22, 23]. La classe I regroupe
trois isoenzymes codées par des
geénes différents (ADHI, ADH2,
ADH3) qui ont été clonés chez
I’homme. Le géne de 'ADHS3 est le
seul a posséder un promoteur conte-
nant un élément de réponse a 'AR
(RARE) ; ce promoteur a pu
répondre a ’AR? lors d’études de co-
transfection avec un RAR [24]. La
syntheése de cette enzyme pourrait
donc étre réglée in vivo par I'acide
rétinoique, ce qui suggere un role de
I’ADH3 dans le métabolisme de la
vitamine A. Le promoteur du geéne
humain de 'ADH3 couplé a un gene
rapporteur a été exprimé chez des
souris transgéniques. L’ADH3 pré-
sente des profils d’expression modu-
1és lors du développement: ainsi, lors
de I’embryogenése, le promoteur du
gene ADH3 est activé dans certains
tissus, dont le tube neural, les bour-
geons des membres, le coeur, la
région cranio-faciale, les yeux, les
oreilles et les reins [25]. Chez la sou-
ris, on ne retrouve toutefois qu'une
seule ADH de classe I (Adh-1) et le
promoteur de son géne ne contient
pas de RARE: la modulation via les
RAR de la synthése des genes ADH
de classe I n’est donc pas universelle.
Une enzyme microsomale exerce
aussi une activité rétinol déshydrogé-
nase ; le substrat préférentiel de cette
enzyme serait le complexe CRBP-
ROL. I’ADNc de cette enzyme a été
cloné et la synthése de son messager
est restreinte au foie [26]. Ces diffé-
rentes enzymes pourraient faire par-
tie de voies alternatives d’oxydation
du rétinol.

I Oxydation du rétinal

L’oxydation du rétinal en acide réti-
noique est irréversible. Ce sont des
aldéhyde déshydrogénases de classe I
(ALDH ou AHD, EC 1.2.1.3) qui sont
le plus spécifiquement impliquées
dans cette catalyse [27, 28]. Chez les
mammiferes, les ALDH sont regrou-
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pées en trois classes [29] : La classe 1
(ALDHI), des enzymes cytosoliques,
comprend: (a) des ALDH utilisant le
NAD comme co-facteur, qui sont
constitutives chez les mammiferes;
(b) une ALDH qui est inductible
dans le foie de certains rats par le
phénobarbital (peu ou pas d’ALDH
constitutive de classe I dans le foie de
rat). La classe 2 (ALDHZ2) regroupe
les ALDH mitochondriales. La classe
3 (ALDH3) englobe les ALDH qui
peuvent utiliser le NADP comme co-
facteur; plus précisément: (a) les
ALDH cytosoliques inductibles par la
dioxine (TCDD) ou le 3-méthyl cho-
lanthréne (3-MC); (b) une ALDH
dont la synthése est associée a des
hépatocarcinomes induits chimique-
ment chez le rat; (c) les ADLH
microsomaux constitutifs et induc-
tibles. Ces enzymes sont des multi-
meres (de dimeéres a tétrameéres),
composés de sous-unités identiques
d’environ 53 kDa. Le pourcentage de
résidus identiques entre les diffé-
rentes formes est élevé. Elles diffe-
rent par leur localisation intracellu-
laire, leur point isoélectrique, leur
efficacité a oxyder certains substrats
et leur sensibilité a différents inhibi-
teurs [29]. Une méme isoenzyme
peut catalyser I’oxydation de plu-
sieurs aldéhydes d’origine endogene
ou exogene. Ces enzymes ont été étu-
diées surtout au niveau du foie, dans
le contexte de la détoxification de
I’éthanol dont ’oxydation de 1'acétal-
déhyde en acide acétique constitue
une étape importante (m/s n°4, vol.
12, p. 540). Plusieurs de ces isoen-
zymes ayant déja été purifiées et leurs
ADNc clonés; certaines équipes ont
aussi testé leur fonction, 1’oxydation
du rétinal en acide rétinoique. Des
études détaillées ont démontré que
ce sont les ALDH de classe 1 qui cata-
lysent ’oxydation du rétinal frans en
acide rétinoique ¢rans. Les ALDH de
classe 2 et 3 possédent trés peu ou
pas d’activité catalytique vis-a-vis du
rétinal [28]. Chez la souris, les iso-
formes AHD-2 et AHD-7 (classe 1)
catalysent in vitro cette réaction [27].
Dans le foie humain, c’est I'isoforme
El (ALDHI1) qui peut catalyser, in
vitro, cette oxydation [28]. Dans le
foie de rat, il ne semble y avoir que
tres peu d’ALDH constitutive de
classe I [29]. Une ALDH cytosolique
de classe I (ALDH-PB) peut, toute-
fois, étre induite dans le foie de cer-
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Tableau |

_SPECIFICITE DE LA RETINAL DESHYDROGENASE
VIS-A-VIS DE DIFFERENTS STEREO-ISOMERES DU RETINAL

Isomére du rétinal Km (mM) Vmax (mMM/60min) Vmax/Km
9-cis 5,70 1,10 0,19
trans 9,80 0,77 0,08
11-cis 10,50 0,39 0,04

Ces constantes ont été obtenues a I'aide d’études cinétiques de saturation par le substrat. Le rap-
port Vmax/Km représente I’efficacité catalytique globale de I'enzyme sur le substrat. La rétinal
déshydrogénase (RALDH) présente la plus grande spécificité pour le rétinal 9-cis, suivi du rétinal
trans avec deux fois moins d’efficacité catalytique. De fagon intéressante, I'enzyme ne catalyse pas
I'oxydation du rétinal 13-cis. Les isomeres 9-cis et trans, qui sont favorisés par cette stéréospécifi-
cité, sont les mémes isomeéres que ceux de l'acide rétinoique qui activent les RAR et les RXR. Ces
données indiquent donc que la RALDH est une enzyme spécifiquement impliquée dans la synthéese

des acides rétinoiques biologiquement actifs.

tains rats par un traitement au phé-
nobarbital. Cette enzyme a été puri-
fiée et son ADNc a été cloné, mais il
n’y a pas eu d’étude sur sa capacité
d’oxyder le rétinal [30].

Un groupe travaillant sur la différen-
ciation de la rétine lors de I’embryo-
genese de souris a identifié une pro-
téine qui était produite de maniéere
asymétrique dans la rétine en déve-
loppement [31]. Cette protéine appa-
rait au jour 9 de ’embryogenése dans
la partie dorsale de la vésicule de
Pceil et elle garde cette localisation
jusqu’a ce que la rétine soit comple-
tement formée. Le séquencage de
cette protéine a démontré qu’il
s’agissait d’'une aldéhyde déshydrogé-
nase de classe 1. Les données de
séquence, ainsi que la détermination
de son point isoélectrique, ont indi-
qué qu’il s’agissait probablement de
PAHD-2. Cette protéine peut cataly-
ser 'oxydation du RAL? en AR? Une
modulation de la synthése de I’AHD-
2 pourrait jouer un roéle dans
I’embryogenese de souris en modu-
lant la production d’acide rétinoique.

Métabolisme de I'acide
rétinoique chez le rat

Il y a naturellement peu ou pas
d’acide rétinoique dans I’alimenta-
tion du rat. Lorsqu’on y ajoute de
IAR{, il est absorbé via la voie por-
tale, métabolisé et excrété dans la bile
[32]. Cet ARt supplante fonctionnel-
lement la vitamine A endogéne du
foie comme source d’acide réti-
noique [33]. Notre équipe a examiné
I’effet de I’absorption d’AR¢ sur le
métabolisme du rétinol [34]. Apres
six jours d’ajout d’AR¢ a I'alimenta-

tion, la production endogene d’AR¢
est abolie dans tous les tissus a
I'exception du rein. Ces résultats ont
indiqué que le rein joue probable-
ment un role particulier dans la syn-
thése de l'acide rétinoique, in vivo.
Cette hypothése est appuyée par
d’autres observations. Par exemple,
dans des conditions normales, le foie
est 'organe qui emmagasine le plus
d’esters de rétinol; toutefois, a
mesure que les réserves d’esters de
rétinol du foie diminuent, les reins en
emmagasinent de plus en plus [35].
Une nouvelle rétinal
déshydrogénase
Nous avons étudié le systéme enzyma-
tique pouvant mener a la formation
de ’AR¢ dans le rein, plus particulie-
rement la rétinal déshydrogénase.
Cette activité enzymatique n’a été
retrouvée in vitro que dans la fraction
cytosolique [36]. Chez le rat, le tissu
rénal présente la plus grande activité,
suivi du testicule et du poumon ; peu
ou pas d’activité n’a été détectée
dans le foie. L’activité spécifique
rénale est trois fois plus élevée chez
des rats déficients en vitamine A.
A partir des reins de rat, nous avons
purifié cette enzyme, que nous avons
nommée RALDH [37, 38]. Aprés
avoir séquencé l'extrémité aminoter-
minale et différents fragments
internes de la protéine purifiée obte-
nus par clivage au bromure de cyano-
gene (CNBr), nous avons cloné
I’ADNc de la RALDH a partir d’une
bibliotheque d’ADNc de rein de rat
[39]. La séquence d’ADNc de la
RALDH, qui correspond a la
séquence de la protéine purifiée, a m—
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Figure 3. Représentation schématique de I'interaction entre la RALDH et diffé-
rents isomeéres du rétinal. Les données cinétiques (Tableau |) permettent de
proposer le modéle suivant: les molécules de rétinal 9-cis (RAL 9-c) et de réti-
nal-trans (RAL-t) étant identiques entre les carbones 10 et 15, cette région favo-
riserait la formation d’un complexe catalytique efficace, le site de reconnais-
sance de I'enzyme ayant une affinité plus grande pour la chaine latérale du
rétinal 9-c que pour celle du rétinal+t on peut penser que l'angle créé par
I'orientation cis situé a la position 9 du rétinal 9-c augmente son affinité pour
la RALDH, (Km de 5,7 uM pour le rétinal 9-c comparé au Km de 9,8 uM pour le
rétinal-t) et que le site de reconnaissance optimal est probablement constitué
de deux régions orientées selon un angle correspondant a celui du rétinal 9-c.
D’autre part, I’'absence de catalyse avec le rétinal 13- indique que I'orientation
trans en position 13 (caractéristique des rétinals-t, 9, et 11-c) est essentielle a
la catalyse. Une molécule de rétinal 13-c est superposable & une molécule
trans a I'exception de l'orientation de la téte polaire, ce qui indique que I'orien-
tation en position 13 serait la seule responsable de I'absence d’activité. La
faible activité observée avec le rétinal 11-c pourrait résulter du fait que cette
molécule ne posséde pas la structure partagée par les rétinals 9-c ett entre les
carbones 9 et 15. Le site d’interaction de I'enzyme avec le ligand est figuré par
la forme ombrée. Le site d’action de I'enzyme est représenté par le rectangle
et la fleche rouges a proximité du radical aldéhyde.

confirmé qu’il s’agit d’'une nouvelle
isoenzyme d’ALDH de classe I
(séquence disponible dans GenBank
au n°d’acces L42009). Cet ADNc
comprend 2 315 pb qui codent pour
501 acides aminés. Une analyse com-

parative de la séquence en acides ami-
nés déduite de ’ADNc de la RALDH
et de celle de ALDH-PB a montré une
analogie de 89 %. Malgré cette simili-
tude, la séquence dont celle de
RALDH se rapproche le plus est celle
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de PAHD-2 hépatique de souris, avec
une analogie de 94 %. Notons toute-
fois qu’AHD-2 n’est pas détectée dans
le rein de souris [40]. L’ARNm de la
RALDH est synthétisé en quantité
dans les reins, les poumons, les testi-
cules, l'intestin, I’estomac et la tra-
chée; en revanche, sa synthese dans
le foie est tres faible [39].

| Spécificité de la RALDH

Nous avons mis en évidence I'impor-
tance fondamentale de la chaine laté-
rale dans le mécanisme de reconnais-
sance entre I’enzyme et son substrat.
Des études cinétiques réalisées en uti-
lisant comme substrats les stéréo-iso-
meres 9-cis (9-¢), 11-cis (11-¢), 13-cis
(13-¢) et trans (t) du rétinal [38] ont
clairement démontré qu’il y a une
stéréospécificité de la RALDH favo-
rable a I'oxydation des rétinals 9-c et
t (Tableaw I). Le rétinal 11-c n’est pas
catalysé tres efficacement et ’oxyda-
tion du rétinal 13-c n’est que peu ou
pas détectable. L’efficacité cataly-
tique de la RALDH est deux fois plus
élevée pour le rétinal 9-¢ que pour le
rétinalsz. Cette spécificité a permis
d’établir un lien entre lactivité de la
RALDH et la synthése de ’AR 9-¢ qui
est le ligand spécifique des RXR.

A T'aide de ces données cinétiques,
on a pu déterminer quelles régions
de la molécule de rétinal sont impor-
tantes pour obtenir une catalyse effi-
cace. La chaine latérale des molé-
cules de vitamine A possede une
structure relativement plane en rai-
son des doubles liaisons conjuguées;
elle peut toutefois se «tordre» dans
certains cas lorsqu’elle se lie a une
protéine spécifique. Par exemple,
I’AR¢ adopte une structure en «fer a
cheval » lorsqu’il se lie aux RAR [41];
au contraire, la molécule de rétinol¢
conserve sa conformation lorsqu’elle
se lie au CRBP-I [42]. Il est tout de
méme possible de faire une analyse
structurale en considérant un mod¢le
simplifié. Ce modeéle implique que le
site de reconnaissance de la RALDH
est le plus compatible avec le rétinal
9-¢, mais que le rétinal¢ peut s’y insé-
rer efficacement contrairement au
rétinal 13-c (figure 3).

I Inhibition par le rétinol

Les études préalables de notre labo-
ratoire concernant la caractérisation
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Figure 4. Voie métabolique pouvant mener a la formation de I'acide réti-
noique 9-cis a partir du rétinol. Le rétinol trans représente la forme majeure
d’absorption cellulaire. La voie classique d’oxydation du rétinol trans en
acide rétinoique trans permet la modulation transcriptionnelle des RAR
comme indiqué par la fleche sur 'ADN. Une autre voie métabolique pouvant
mener a l'acide rétinoique 9-cis est proposée. L’isomérisation se situerait au
niveau du rétinol et le rétinol 9-cis ainsi produit serait oxydé pour produire
de l'acide rétinoique 9-cis. Certaines observations corroborent l’existence
d’une telle voie. Ainsi, la rétinal déshydrogénase (RALDH) présente la plus
grande stéréospécificité pour le rétinal 9-cis. De plus, du rétinol 9-cis est
retrouvé en quantité significative dans le rein de rat [38].

de lactivité dans la fraction cytoso-
lique du rein avaient démontré que
le rétinol¢ était un inhibiteur puissant
de I'oxydation du rétinal¢ [36]. Nous
avons démontré que le rétinolt
inhibe aussi 'activité de l’enzyme
purifiée. Cette inhibition est de type
compétitif et sa constante d’inhibi-
tion (Ki) est de 9,1 m M une valeur
semblable a celle du Km de I’enzyme
pour le rétinal¢ (9,8 m M. D’autre
part, la constante d’inhibition obte-
nue avec le rétinol 9-¢ (5,4 m M) était
aussi analogue au Km de l'enzyme
pour le rétinal 9-¢ (5,7 m M. 11
semble donc que le rétinol entre
directement en compétition avec le
rétinal pour la liaison au site de

reconnaissance, ce qui confirme que
ce site a une plus grande spécificité
vis-a-vis de la chaine latérale de struc-
ture 9-c.

Origine de I'acide 9-cis

rétinoique
Nous avons démontré que le rétinal 9-
c est nettement le substrat le plus favo-
risé par la RALDH. II est possible que
cette spécificité reflete 1’existence
d’une voie métabolique qui permet
trait la conversion du rétinol 9-¢ en
AR 9-c. Notons que de l'acide réti-
noique 9-¢ est formé lorsque de ’AR¢
est ajouté a des cultures cellulaires
pendant plus de 16heures; cette iso- m———
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mérisation n’est toutefois pas cataly-
sée par voie enzymatique [43].
Eichele et al. [17] ont, par ailleurs,
démontré que de I'’AR 9-¢ marqué
pouvait étre formé dans des bour-
geons de membres embryonnaires
des ailes de poulet lorsqu’on y appli-
quait de ’AR¢ marqué. Il est donc
possible que I'isomérisation (trans vers
9-cis) se produise au niveau de I’AR in
vivo, mais la nature enzymatique de
cette réaction reste a démontrer.

La seule réaction enzymatique d’iso-
mérisation de la vitamine A qui ait été
caractérisée (frans vers 11-cis) se situe
dans I’épithélium pigmentaire de I'ceil
et s’effectue spécifiquement au niveau
du rétinol sous forme estérifiée [44].
Une isomérisation de la forme trans de
la vitamine A en 9-cis peut donc tres
bien se produire au niveau du rétinol.
Dans ce contexte, nous avons recher-
ché par chromatographie liquide a
haute performance (HPLC) du rétinol
9-c dans des extraits de rein de rat:
environ 10 % du rétinol endogéne
s’est avéré étre du rétinol 9-¢ [37].

I Conclusions

Plusieurs éléments suggerent la pré-
sence d’une voie métabolique qui
permet la formation de I’AR 9-¢ dans
le rein. (1) Le rein et le foie sont
deux organes produisant le RXRa en
grande quantité [15]. (2) L’AR 9-¢
endogéne est présent dans le rein de
souris [10]. (3) Nous avons démon-
tré la présence de rétinol 9-¢ endo-
géne dans le rein de rat [37]. (4) La
RALDH oxyde spécifiquement le réti-
nal 9-c en AR 9-¢ in vitro. Nous propo-
sons donc que le rétinol¢ serait, en
premier lieu, isomérisé en rétinol 9-¢
puis transformé en AR 9-¢ selon un
processus d’oxydation impliquant la

RALDH (figure 4).

L’activité de la RALDH dans d’autres
tissus permet de penser a un role plus
général de cette enzyme au niveau du
métabolisme des rétinoides dans les
tissus cibles. La double spécificité de
la RALDH pour les rétinals¢ et 9-c
indique que cette enzyme est impli-
quée dans les systemes de réponses
spécifiques des RAR et des RXR.

LXR synthétisé dans le rein pourrait
relayer une réponse spécifique de
I’AR 9-¢ dans cet organe.

Les voies d’activation de la vitamine
A, la réponse moléculaire et les effets
physiologiques précis de nouveaux
métabolites actifs alimentent toujours
la recherche sur cette vitamine qui est
loin d’avoir révélé tous ses secrets,
aprés plus de 70 ans d’études m

D’autre part, des éléments impor-
tants dans la transduction du signal
pourraient étre les divers récepteurs
orphelins pouvant participer a la
réponse a ’AR 9-c. Par exemple, le

A. Lacroix.

Summary

Regulation of synthesis of all-trans and 9-cis retinoic acids:
role of a new retinal dehydrogenase

Vitamin A is essential for the growth and differentiation of numerous tissues
in the organism. This vitamin is absorbed from its nutritional sources and is
delivered to the liver where it is stored. The liver secretes retinol which is
transported to target tissues where it is oxydized into retinoic acid (RA), a
major metabolite of this vitamin. Retinoic acid is obtained from retinol via
two oxidative steps: (1)aretinol dehydrogenase activity catalyses the oxyda-
tion of retinol (ROL) to retinal (RAL); (2) a retinal dehydrogenase catalyses
the oxydation of RAL to RA. Different stereoisomers of retinoic acid are found
in the organism. Classically, it was believed that fransretinoic acid ({RA) was
the major metabolite exerting tissue effects of this vitamin. This metabolite
activates the RAR, one of the two identified families of retinoic acid nuclear
receptors. However the 9-cis retinoic acid (9-¢ RA), a newly found active meta-
bolite, can activate the RARs and the RXRs, the two known retinoic receptors
families. We have studied the metabolism of vitamin A in rat kidney, particu-
larly the retinal dehydrogenase activity. We purified, characterized and cloned
the cDNA of this enzyme from rat kidney. It is a new isozyme of aldehyde
dehydrogenase which we named RALDH. Kinetic studies demonstrated the
specificity of this enzyme particularly for the retinaldehydes 9-cis and trans,
with a catalytic advantage of two times for 9-¢is retinal. This stereospecificity,
in conjunction with the presence of endogenous 9-cis retinol in rat kidney,
indicates the possibility of a new metabolic pathway leading to 9-cis retinoic
acid. It is proposed that transretinol would isomerize to 9-cis retinol, and then
be oxidized successively to 9-cis retinal and 9-cis retinoic acid.
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