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Avant-propos






L'étude d'enzymes de la superfamille des Aldéhyde déshydrogénases figure parmi les projets de
I'équipe Enzymologie Moléculaire et Structurale du laboratoire AREMS depuis sa création. La
caractérisation des bases moléculaires impliquées dans la catalyse, les spécificités structurales (de
substrat ou d’accepteur d’acyle) et les propriétés de coopérativité de ces enzymes multimériques,
constituent une des thématiques principales de notre équipe depuis de nombreuses années. D'abord
consacrées aux Aldéhyde déshydrogénases phosphorylantes comme la GAPDH, ces études ont été
orientées vers les Aldéhyde déshydrogénases non-phosphorylantes hydrolytiques comme la GAPN puis
CoA-dépendantes comme la MSDH. Ces travaux ont abouti a la description détaillée des mécanismes
catalytiques de ces enzymes, dont un trait marquant et convergent avec les travaux d'autres équipes, est
I'importance de la flexibilité et de la dynamique conformationnelle dans le site actif au cours de Ila
catalyse, incluant les chaines latérales d’acides aminés, le substrat et le cofacteur.

Au cours de ma thése, j'ai abordé différentes déclinaisons de cette question, concernant 1) la
formation d'un complexe covalent efficace au début du cycle catalytique, dans le cas de la
reconnaissance du rétinal par les rétinal déshydrogénases, 2) la caractérisation d'un processus
d'isomérisation du cofacteur réduit au cours de la réaction, et 3) les déterminants structuraux
responsables des différences de mécanisme enzymatique entre les ALDH hydrolytiques et CoA-
dépendantes impliquant I'étape de dissociation du cofacteur réduit.

Apres une partie Introduction rappelant les données accumulées sur la structure, le mécanisme et
les aspects dynamiques de la catalyse, ces trois projets constituent les chapitres présentés dans la partie
Résultats de mon manuscrit, en partie sous forme de publications. Une partie Discussion-Perspectives
présente une synthése et une discussion plus approfondie de ces résultats. Une partie Matériels et

Méthodes détaille les protocoles et techniques utilisés qui ne sont pas décrits dans les publications.
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1. Roles biologiques et métabolisme des aldéhydes

Les aldéhydes sont des molécules ubiquitaires qui dérivent in vivo de la biotransformation
de nombreux composés endogenes ou exogenes. Les aldéhydes d’origine exogene résultent de la
biotransformation de substances xénobiotiques ou d'origine alimentaire, et d'agents
environnementaux. Les aldéhydes d'origine endogene sont formés au cours du métabolisme a partir
d'un grand nombre de composés comme les acides aminés, les oses, les lipides, les amines
biogéniques et les stéroides (Lindahl, 1992).

Les aldéhydes sont des entités extrémement réactives qui présentent des effets biologiques
antagonistes. En effet, leur réle prépondérant est illustré par leur implication dans un grand nombre
de voies métaboliques ou ils représentent des intermédiaires réactionnels clés, comme par exemple
le glycéraldéhyde-3-phosphate dans la glycolyse. Par contre, le caractére électrophile de la fonction
aldéhyde rend ces entités potentiellement toxiques car elles peuvent réagir avec des fonctions
nucléophiles (amines et thiols) de diverses biomolécules (protéines, lipides, acides nucléiques, oses
aminés) pour former des adduits covalents intra- ou inter-moléculaires. L'accumulation de ces
dérivés peut étre a l'origine de dysfonctionnements cellulaires conduisant au développement de
diverses pathologies (cancers, diabéte, maladies cardiovasculaires et maladies neurodégénératives).
A l'opposé des radicaux libres, les aldéhydes sont des entités a durée de vie relativement longue, et
peuvent donc réagir avec leurs cibles a distance aprés diffusion ou transport (Marchitti ef al., 2008).
Au niveau cellulaire, il n'est donc pas surprenant que plusieurs familles d'enzymes soient capables
de métaboliser les aldéhydes, parmi lesquelles (figure 1 p. 2):

- les aldéhyde oxydases a cofacteur flavine et molybdoptérine (AOX) qui catalysent 1'oxydation des
aldéhydes en acides carboxyliques en utilisant I'oxygeéne moléculaire comme accepteur d'électrons ;
- les aldo-cétoréductases a cofacteur NAD(P) (AKR) qui métabolisent un large spectre d'aldéhydes
en catalysant de facon réversible leur réduction en alcools ;

- les alcool déshydrogénases sont des métalloenzymes a Zn>~ et a cofacteur NAD (ADH) qui
peuvent réduire ou oxyder les aldéhydes ;

- les cytochromes P450 (CYP450) sont des hémoprotéines qui catalysent la monooxygénation
d'aldéhydes a partir d'oxygéne moléculaire et constituent une famille essentielle d'enzymes de
détoxication de phase 1 ;

- les glutathion-S-transférases (GST) sont impliquées dans les voies de détoxication de phase 2 en
catalysant la conjugaison d'une large gamme d'aldéhydes au glutathion permettant ainsi l'excrétion

de ces composés ;
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- les aldéhyde déshydrogénases a cofacteur NAD(P) (ALDH), qui font I'objet de ce travail,

interviennent aussi bien dans le métabolisme que dans les processus de détoxication.

H,0, 2H,0
\\4

Catalase

NAD* NADH NAD(P)* NAD(P)H
Alcools 2 \'j > Aldéhydes m=—=—=) Carboxylates
ADH ALDH
ADH/AKR/
SDR X0/40X
NAD(P)H NAD(P)* H,0+0, H,0,

Figure 1 : Vue d’ensemble simplifiée du métabolisme des aldéhydes (d’aprés Marchitti ez al., 2008).
Abréviations : ADH, Alcool déshydrogénase ; AKR, Aldo-cétoréductase ; SDR, Short chain dehydrogenase/reductase ;
ALDH, Aldéhyde déshydrogénase ; XO, Xanthine oxydase ; AOX, Aldéhyde oxydase.

1.1. Roles bénéfiques

Les aldéhydes interviennent dans de nombreux processus cellulaires et représentent des
intermédiaires clés aussi bien dans les voies anaboliques que cataboliques. C’est le cas par exemple de
la bétaine aldéhyde, qui est un intermédiaire dans la biosynthése d’un osmoprotectant, la glycine
bétaine et du succinate semialdéhyde, issu du catabolisme d'un neurotransmetteur, 1’acide y-
aminobutyrique (GABA). En relation avec mon projet de thése, les roles du glycéraldéhyde-3-
phosphate (G3P), du méthylmalonate semialdéhyde (MMSA) et du rétinaldéhyde seront également

développés.

1.1.1. La bétaine aldéhyde

La bétaine aldéhyde est un intermédiaire obligatoire dans la synthése de la glycine bétaine
(parfois dénommée bétaine), qui assume différents roles en tant que 1) soluté osmoprotecteur majeur
chez les procaryotes et les eucaryotes, 2) donneur de groupement méthyle via des réactions de
transméthylation impliquées dans la biosynthése de méthionine, et 3) intermédiaire dans le catabolisme
de la choline et précurseur de choline dans certaines bactéries pathogénes comme Pseudomonas

aeruginosa (Rhodes et Hanson, 1993 ; Huang et al., 2000 ; Craig, 2004 ; Munoz-Clares et al., 2010).
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En tant qu’osmolyte, la glycine bétaine peut s’accumuler a de fortes concentrations pour
jouer son role de protection des cellules, des protéines et des enzymes vis-a-vis du stress osmotique
généré par le froid, la sécheresse, le gel et la forte salinité (Huang et al., 2000), en particulier chez les
plantes pour lesquelles ce stress représente une limitation majeure de la production agricole
(Fitzgerald et al., 2008). Chez ’Homme, des pathologies sont souvent associées a des désordres
métaboliques faisant intervenir la glycine bétaine, au niveau vasculaire, artériel, cérébral et
hépathique (Cravo et Camilo, 2000 ; Lever et Slow, 2010). En effet, I'adaptation au stress osmotique,
induite par la présence de la glycine bétaine, protége de nombreuses cellules contre une apoptose
prématurée. En tant que donneur de méthyle, la glycine bétaine est catabolisée via des réactions de
transméthylation au cours du cycle de la méthionine qui se produit dans les cellules hépathiques,

rénales et dans les mitochondries (figure 2).

Acétylcholine 4\ / Phosphatidylcholine

Choline
/ S-Adénosyl- Méthylation
homocystéine
Bétaine Cystathlone K
aldéhyde
B6
Homocystéine S-Adénosyl-
méthionine
Bétaine
TP
Diméthyl- Méthionine
glycine Glycine
Sérine

Sarcosine

Figure 2 : La glycine bétaine et la transméthylation dans le cycle de la méthionine (d’aprés Craig, 2004).
Abréviations : B6, vitamine B6 ; B12, vitamine B12 (cobalamine) ; BHMT, bétaine homocystéine méthyltransferase ;
CBS, cystathionine p-synthase ; MS, méthionine synthase; MTHFR, méthylénetétrahydrofolate réductase ; THF,
tétrahydrofolate ; CH;-THF, 5-méthyltétrahydrofolate

Par exemple, la bétaine intervient dans la conversion de I’homocystéine en méthionine et
donc dans la production de S-adénosylméthionine (SAM) qui joue notamment le réle de cofacteur de
méthylation. Des concentrations élevées d’homocystéine et faibles de SAM sont associées a des

pathologies chroniques, comme 1’hyperhomocystéinémie qui est associée a des problémes

cardiovasculaires, des démences, la maladie d’Alzheimer ainsi qu'a d’autres désordres métaboliques
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(Craig, 2004). Enfin, il est a noter que la glycine bétaine ou ses dérivés sont utilisés comme
tensioactifs a I’échelle industrielle (cosmétiques par exemple) (Lever ef al., 2007 ; Likes et al., 2007).

Dans la plupart des organismes, la production de glycine bétaine résulte de 1'oxydation de la
choline. Cette oxydation se fait en deux étapes, via un intermédiaire toxique, la bétaine aldéhyde
(figure 3). Chez les plantes, la voie de synthése fait intervenir deux enzymes: une choline
monooxygénase et une bétaine aldéhyde déshydrogénase (BADH). Dans les cellules de mammiféres
et dans des bactéries comme Escherichia coli, la glycine bétaine est synthétisée par la choline
déshydrogénase et une BADH. En comparaison a ces deux systémes, une flavoenzyme capable de
catalyser a la fois I’oxydation de la choline et celle de la bétaine aldéhyde a été identifiée chez
certains microorganismes comme Arthrobacter globiformis (Fitzgerald et al., 2008 ; Sakamoto et

Murata, 1999 ; Ikuta et al., 1977).

1. Plantes
ﬁ:n,ou 02 2H;0 CHO co0-
CH, CH, CH,
Hsc-*l‘tcns 2Fd(red) 2Fd (ox) n,c-}lzicn3 NAD* NADH Hsc-tl‘tCHa
CH, CH, CH,
3 Betaine s
1 Betaine
Choline aldehyde
2. Escherichia coli
?HZOH ?HO CIOO'

c|H2 _7?_—) (IZHZ 7? ?Hz

r-x,c-rliicn3 HAD" BRDE usc-ﬁztcm NAD* NADH 113c-n|1icn3
CH, CH, CH,
Choline Betaine Betaine
aldehyde
3. Arthrobacter globiformis
(|:H20H <|:oo-
CH, T’ CH,
I 2 |+
n,c-thicu3 02 2H,0, Hac-rlz-ca3
CH, i
Choline Betaine

Figure 3 : Exemple de voies de biosynthése de la bétaine utilisant la bétaine aldéhyde déshydrogénase
(BADH) (d’apreés Sakamoto et Murata, 1999).

Abréviations : CMO, choline monooxygénase ; CDH, choline déshydrogénase ; Fd (red) et Fd (ox), formes
réduite et oxydée de la ferredoxine ; COD, choline oxydase

4



Etude bibliographique

Hormis leur implication dans la biosynthése de la glycine bétaine, les BADH peuvent
¢galement accepter d'autres ammonium quaternaires et sulfonium tertiaires ainsi que certains
aminoaldéhydes, ce qui suggere leur implication dans d'autres voies métaboliques comme la
dégradation des polyamines, la synthése de la carnithine et chez les plantes la synthése d'autres
osmoprotectants (Chern et Pietruszko, 1995; Lin et al., 1996 ; Pietruszko et al., 1997 ;
Livingstone et al., 2003).

1.1.2. Le succinate semialdéhyde

Le succinate semialdéhyde est un intermédiaire clé dans le catabolisme de 1’acide y-
aminobutyrique (GABA), neurotransmetteur inhibiteur majoritaire du systéme nerveux central.
L'inhibition de la transmission de I’influx nerveux entre deux neurones est la conséquence de la
libération du GABA dans la fente synaptique, suivie de sa fixation sur des récepteurs spécifiques

(Gibson, 2005) (figure 4).

Glutamate Pré-synapse
=Sy
GA% \
succinate
GABA '\
/ SSADH
2
A

G
¥
A

B
3

\ ( Post-synapse

Figure 4 : Mécanisme de synthése/dégradation de I'acide y-aminobutyrique lors de la transmission de I'influx
a travers une synapse GABAergique (d'aprés Gibson, 2005).

1 : syntheése de GABA catalysée par 'acide glutamique décarboxylase (GAD) ; 2 : incorporation du GABA dans une
vésicule (processus ATP-dépendant) ; 3 : relargage du GABA dans I'espace inter-synaptique par fusion de la vésicule
avec la membrane pré-synaptique ; 4 : fixation du GABA a la membrane post-synaptique via les récepteurs GABA, et
GABAg ; 5 : incorporation du GABA dans une vésicule par un GABA transporteur (GAT) sur la membrane pré-
synaptique ; 6 : dégradation du GABA en succinate avec, éventuellement, resynthése de glutamate. GABA-T : GABA
transaminase, SSADH : succinate semialdéhyde déshydrogénase, AC : adénylate cyclase.
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Le GABA est principalement synthétisé par décarboxylation du glutamate, le principal
neurotransmetteur excitateur. Celle-ci est assurée par la glutamate décarboxylase (GAD),
localisée dans la fraction cytosolique des terminaisons axonales GABAergiques, et également
par 1'ALDHY, appartenant a la famille des BADH, qui catalyse I'oxydation du -
aminobutyraldéhyde issu du catabolisme de la putrescine (Vaz et al., 1999). Aprés recapture
par les neurones, le GABA est recyclé en glutamate (le "GABA shunt", Waagepetersen et al.,
1999) ou dégradé en succinate par l'intervention de la GABA transaminase conduisant a la
formation de succinate semialdéhyde. Il est ensuite métabolisé soit en succinate par la
succinate semialdéhyde déshydrogénase (SSADH) pour entrer dans le cycle de Krebs, soit en

v-hydroxybutyrate (GHB) par une succinate réductase (Fait e al., 2005 ; figure 5).

Glutamine

I

Glutamate

cap | T “0s

CH-CH,-CH,-COOH
GABA

NH,

GABA transaminase

CH-CH,-CH,-COOH

Succinate
semialdéhyde
Succinate semialdéhyde

réductase ; GHB SSADH
déshydrogénase

CH-CH,-CH,-COOH HOOC-CH,-CH,-COO-

OH GHB Succinate

Intermédiaires Cycle de Krebs

de la B-oxydation

Figure 5 : La voie de dégradation du GABA (acide y-aminobutyrique) (d’aprés Fait et al., 2005).
Abréviations : GAD, glutamate décarboxylase ; GHB, y-hydroxybutyrate ; SSADH, succinate semialdéhyde
déshydrogénase.
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Une déficience en SSADH, maladie génétique autosomale récessive rare, conduit a
I'accumulation de GHB. Cette maladie se traduit par des troubles cliniques séveéres comme des
retards intellectuels, des états d’hypotonie et d’ataxie, ou encore des troubles du comportement
comme, entre autres, des états d’anxiété et d’épilepsie (Gibson et al., 2003 ; Pearl et al., 2011). Par
ailleurs, les propriétés neuropharmacologiques du GHB, un acide gras monocarboxylique capable
de traverser la barriére céphalorachidienne, sont utilisées a des fins médicales dans le cadre
d’anesthésies, de traitements des troubles du sommeil (insomnies, parasomnie, narcolepsie), et
d’états de manque relatifs a la dépendance a ’alcool ou I’opium (Bekri et al., 2004). En effet, a
faible dose, sa capacit¢ a induire des effets sédatifs, anesthésiants ou euphorisants est
probablement liée a une inhibition du relargage du GABA ou de la dopamine au niveau
présynaptique (Gibson et al., 2003). Par contre, le GHB est ¢galement devenu célebre en tant que

« drogue du viol » ces dernieres années (Schneir ef al., 2001).

1.1.3 Le glycéraldéhyde-3-phosphate (G3P)

Le glycéraldéhyde-3-phosphate (G3P) est un intermédiaire essentiel du métabolisme
central chez les bactéries et les eucaryotes permettant l'interconnexion des trois voies de
catabolisme du glucose. La voie d’Embden-Meyerhof, dite de la glycolyse, est caractéristique des
eucaryotes et d'un grand nombre de bactéries anaérobies strictes ou facultatives. Dans ce cas, le
G3P est généré a partir du fructose-1,6-biphosphate par l'aldolase qui conduit également a la
formation de dihydroxyacétone phosphate converti ensuite en G3P par la triose phosphate
isomérase. Le G3P est alors oxydé en pyruvate par différents systémes enzymatiques. Cependant,
la phosphofructokinase, une enzyme clé de cette voie, est absente dans la plupart des bactéries
aérobies dans lesquelles le glucose est alors catabolisé suivant la voie d'Entner-Doudoroff. Dans
ce cas, le G3P est issu du clivage du 2-céto-3-désoxy-6-phosphogluconate. Enfin, une troisiéme
voie est présente a la fois chez les bactéries et les eucaryotes, la voie des pentoses phosphates,
dont la principale fonction est de générer du NADPH et des carbohydrates en C4 et C5, permettant
ainsi de nombreuses biosynthéses. Le role central du G3P dans la séquence métabolique
conduisant des trioses au pyruvate, qui peut €tre considérée comme la véritable voie centrale du
métabolisme du glucose (Cooper, 1986), est illustré dans la figure 6 p. 8. Par contre, les archae
utilisent des versions modifiées des voies d'Embden-Meyerhof et d'Entner-Doudoroff et dans
certains cas, le G3P n'est plus impliqué dans la production de pyruvate.

Le G3P est également impliqué dans des voies anaboliques comme la néoglucogénése

(Siebers et Schonheit, 2005), mais aussi dans la biosynthése du tryptophane (Payne et al., 1987).
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Chez les végétaux, lors de la photosynthése dans le stroma du chloroplaste, le G3P

intervient dans I’export d’équivalents réducteurs NADPH vers le cytosol (Fliege et al., 1978).

GLUCOSE

Glucose 6-
phosphate

l

Fructose 6-phosphate
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Figure 6 : Les trois principales voies de dégradation du glucose (d'aprés Leclerc et al., 1995).

La voie en vert correspond a la glycolyse, également appelée voie d'Embden-Meyerhof, la voie en bleu correspond a
la voie des pentoses phosphates et la voie en rouge a la voie du 2-céto-3-désoxy-6-phosphogluconate (KDPG) dite
d'Entner-Doudoroff.

1.1.4 Le méthylmalonate semialdéhyde (MMSA) et le malonate semialdéhyde
(MSA)

Le méthylmalonate semialdéhyde (MMSA) et le malonate semialdéhyde (MSA) sont
respectivement impliqués dans le catabolisme de la valine et des bases pyrimidiques. Chez les
bactéries comme chez les eucaryotes, le catabolisme des acides aminés branchés (valine,
isoleucine et leucine soit trois des neuf acides aminés essentiels chez les mammiferes) se
décompose en deux parties : une partie proximale commune a ces trois acides aminés, et une partie
distale spécifique de chacun (Massey et al., 1976 ; Harper et al., 1984) (figure 7 p. 9). Dans la

partie commune, la premiére réaction consiste en la transamination réversible des trois acides
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aminés, conduisant aux 2-cétoacides correspondants. Cette réaction est suivie d’une
décarboxylation oxydative irréversible des intermédiaires obtenus par un complexe cétoacide
déshydrogénase. La partie distale du métabolisme de la valine conduit a la formation du MMSA,
qui subit ensuite une décarboxylation oxydative catalysée par la méthylmalonate semialdéhyde
déshydrogénase (MSDH) pour former le propionyl-CoA. Celui-ci est ensuite utilisé pour
synthétiser le succinyl-CoA, qui est un intermédiaire du cycle de Krebs, via notamment
l'intervention de la propionyl-CoA carboxylase, dont l'absence d'activité est responsable de

pathologies telles que I'acidémie propionique dés la naissance (Fenton et Rosenberg, 1995).
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1 lTransaminase
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D-isoleucing se——— 2-céto-3-méthylvalérate
D-leucine 2-céto-isocaproate
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Complexe cétoacide déshydrogénase
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Isobutyryl-CoA
2-méthylbutyryl-CoA
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Méthylacrylyl-CoA
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2-méthyl-3-hydroxybutyryl-CoA 3-méthylglutaconyl-CoA 3-hydroxyisobutyryl-CoA
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+ acétyl-CoA

MSDH 1

Propionyl-CoA

Figure 7 : Catabolisme des acides aminés branchés chez les bactéries (d’aprés Massey et al., 1976).
HIBDH : Hydroxyisobutyrate Déshydrogénase ; MSDH : Méthylmalonate semialdéhyde Déshydrogénase
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La dégradation oxydative des bases pyrimidiques conduit a la formation de (-alanine
dont la transamination oxydative aboutit au MSA qui est également substrat de la MSDH.

L'acétyl-CoA issu de cette réaction sera utilisé dans le cycle de Krebs.

1.1.5 Le rétinaldéhyde (rétinal) et les rétinoides

Les rétinoides constituent une famille de lipides polyisoprénoides incluant le rétinol
(ou vitamine A) et ses dérivés comme 1’acide rétinoique. Ces molécules sont indispensables
chez les vertébrés car elles interviennent dans de nombreux processus biologiques comme la
vision, I’embryogenéese, la reproduction, I’immunité, la croissance et la différenciation
cellulaires. Plus précisément, le rétinal joue le role de chromophore dans le cycle visuel des
vertébrés, d’intermédiaire central dans le métabolisme des rétinoides qui conduit en
particulier a la synthése d'acide rétinoique (AR), et a récemment été impliqué directement
dans la régulation de l'adipogenése (Ziouzenkova et al., 2007).

Au niveau de la vision, ce sont les propriétés optiques des isomeres tout-trans et 11-cis
du rétinal qui sont mises a profit (Duester, 2000). En effet, au niveau de la rétine, la
transduction du signal lumineux en signal nerveux est assurée par les pigments visuels,
rhodopsine et iodopsines, présents dans les cellules spécialisées de la rétine, respectivement
les photorécepteurs batonnets et cones.

Rappelons que la rhodopsine est composée d’une protéine, I’opsine, liée par une base
de Schiff au chromophore, le /7-cis rétinal. Lorsque le //-cis rétinal absorbe un photon, il
s’isomérise en l'isomere fout-trans du rétinal, conduisant a des changements conformationnels
de I’opsine pour générer le photoproduit actif, la métarhodopsine II, suite a I'hydrolyse
spontanée de la liaison opsine-tout-trans rétinal. La métarhodopsine II induit une cascade de
réactions impliquant une protéine G et aboutissant a la fermeture de canaux sodiques
membranaires et a la génération d'un signal électrique transmis aux axones du nerf optique.
Le rétinal fout-trans libéré permet la régénération du //-cis rétinal selon un processus appelé
cycle visuel et impliquant plusieurs types d'enzymes décrites dans la figure 8 (Saari et al.,

2001).
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Figure 8 : Représentation schématique du cycle visuel (d’aprés Saari et al., 2001).

Lorsque les molécules de rhodopsine absorbent un photon, le 11-cis-rétinal s’isomérise en tout-trans-rétinal, qui
induit des changements conformationnels de 1’opsine pour générer la métarhodopsine Il (Méta II). Le tout-trans-
rétinal est réduit en tout-trans-rétinol par une rétinol déshydrogénase (RDH), localisée au niveau du segment
externe du photorécepteur. Il est ensuite dirigé vers 1’épithélium pigmentaire de la rétine ou il est estérifié par la
“lecithin-retinol acyltransferase” (LRAT). Le tout-trans-rétinyl ester est ensuite converti en 11-cis-rétinol par
une isomérohydrolase (ISOM), et peut étre estérifié¢ par la LRAT et stocké ou oxydé en 11-cis-rétinal par la 11-
cis-rétinol déshydrogénase (11-RDH). Le 11-cis-rétinal diffuse s’associe a 1’opsine pour régénérer le pigment
visuel. Enfin le 11-cis-rétinyl ester peut étre hydrolysé et utilisé pour régénérer le pigment visuel par la rétinyl-
ester hydrolase (REH).

L’isomeére fout-trans de 1'AR constitue le métabolite majeur de la vitamine A et du
rétinal, en tant que facteur cellulaire diffusible impliqué dans le contrdle de I’expression de
genes cibles (Duester, 2000). Les effets de I’AR dépendent de sa fixation a des protéines de la
superfamille des récepteurs nucléaires, les RAR (« retinoic acid receptor ») et les RXR
(« retinoic X receptor »). Ces récepteurs agissent en particulier sous forme d’hétérodimere
RAR/RXR qui se fixent au niveau de séquences spécifiques (RARE pour Retinoic Acid
Response Element) situées dans les régions promotrices de génes cibles (Dobbs-McAuliffe et
al., 2004). En I’absence de ligand rétinoide, ces récepteurs sont complexés a des molécules
corépresseurs et jouent le role de répresseurs transcriptionnels. La liaison de I’AR déstabilise
I’interaction avec les corépresseurs et favorise celle avec des coactivateurs, induisant ainsi un

effet d’activation transcriptionnelle (Gronemeyer et Miturski, 2001 ; figure 9).
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Figure 9 : Mécanisme d’action de ’acide rétinoique (AR) (adapté de Gronemeyer et Miturski, 2001).
RAR : « retinoic acid receptor » ; RXR : « retinoid X receptor »

Ce mode d'action est responsable des effets de I'AR dans de nombreux processus
biologiques, en particulier au cours de 1I’embryogenése, ou 1I’AR agit en tant que signal
paracrine qui transmet les informations spatiales déterminant la morphogenése et
I’organogenese (Napoli, 1999 ; Maly et al, 2003). Chez I’adulte, I’AR contrdle la
différenciation des cellules épithéliales lors du processus de renouvellement cellulaire. 11 joue
donc un role préventif vis-a-vis des processus de carcinogenese (Duester et al., 2003). Ainsi,
le potentiel thérapeutique de I'AR est avéré dans le traitement de certaines maladies comme
I’acné, de pathologies affectant 1’appareil visuel, ainsi que dans le traitement et la prévention
de certains cancers comme, entre autres, la leucémie promyélocytaire aigué (Altucci et
Gronemeyer, 2001 ; Niles, 2004). Cependant, le développement de ces traitements est limité,
en raison de la toxicité ¢levée de I’AR liée a ses effets tératogénes, muco-cutanés,
hypertriglycéridémiants, et pouvant conduire a un syndrome de toxicité aigu¢ (Larson et
Tallman, 2003 ; Parisotto et al., 2006). In vivo, les précurseurs des rétinoides actifs provenant
de I’alimentation, sont absorbés dans 1’intestin sous forme de rétinol ou de p-caroténe, puis
stockés dans les cellules hépatiques sous forme d’esters de rétinyle.

L’AR est synthétis¢ dans les cellules cibles par un processus régulé consistant en deux
¢tapes successives d’oxydation enzymatique a partir du rétinol, et impliquant également

l'interaction avec des protéines de transport (figure 10), ou le rétinal joue le role de métabolite
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intermédiaire. L.’oxydation réversible du rétinol en rétinal par une alcool déshydrogénase de la
famille des ADH ou des SDR constitue I’étape limitante de la biosynthése (Wang et al.,
2011). Le rétinal est ensuite oxyd¢ de fagon irréversible en AR par une rétinal déshydrogénase

(RALDH) de la famille des ALDH (Duester ef al., 2003) (figure 10 et voir le § 2.1.2 p. 22).
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Figure 10 : Le métabolisme des rétinoides (d’aprés Kumar ez al., 2012).

Le tout-trans-rétinol (Vitamine A) peut étre converti en esters de rétinol pour étre stocké, par l'action de la
lécithine-rétinol acyltransférase (LRAT) et en présence de la protéine CRBP1 (« cellular retinol-binding protein-
1 »). De plus, le fout-trans-rétinol peut étre oxydé en tout-trans-rétinal par 1'alcool déshydrogénase (ADH) ou
une rétinol déshydrogénase (RDH). Le tout-trans-rétinal peut également étre généré par le clivage du béta-
caroténe (provitamine A) par la caroténoide-15, 15'-oxygénase (CMOV1). Le tout-trans-rétinal peut étre réduit en
tout-trans-rétinol par les SDR ou par les aldo-cétoréductases (AKR). Le fout-trans-rétinal peut encore étre oxydé
en acide tout-trans-rétinoique (AR) par les rétinal déshydrogénases (RALDH1, RALDH2, et RALDH3). L’AR
peut également étre oxydé en acide 4-hydroxy- rétinoique par les cytochromes P450 (CYP26A1, CYP26BI et
CYP26C1).

1.2 Effets toxiques
1.2.1. Les aldéhydes comme polluants environnementaux

Bien que trés largement utilis¢é dans l'industrie et au niveau médical comme
désinfectant, le formaldéhyde (FA) est un polluant environnemental trés répandu, retrouvé
dans la fumée de cigarettes, les gaz d'échappements, les résines industrielles, et les dérivés du
bois (agglomérés...). In vivo, il résulte également de la désalkylation de nitrosamines

catalysée par les cytochromes P450 (CYP450), de I'hydrolyse de 1'aspartame et de I'oxydation
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du méthanol. Au niveau cellulaire, le FA est un composé extrémement réactif qui réagit avec
les fonctions amines et amides pour former des ponts méthylénes conduisant a des adduits
covalents avec les protéines et I'ADN. Il peut également conduire a la diminution de la
concentration en glutathion réduit (Saito et al, 2005 ; Teng et al, 2001).

Certaines études ont mis en évidence le lien entre une exposition chronique au FA et
les conséquences pathologiques en termes de cancers, d'effets tératogeénes et de maladies
neurodégénératives et vasculaires (Ma et Harris, 1988 ; Kilburn, 1994 ; Gulec et al., 2006).
Cependant la toxicité du FA a été largement sous-estimée parce qu'il est rapidement
métabolisé et éliminé de 1'organisme. Il peut étre réduit en méthanol par 'ADH1 ou oxydé en
formate par I'ALDH2 mitochondriale ou la formaldéhyde déshydrogénase glutathion-
dépendante cytosolique (ADH3) (figure 11).

/I(J)\
NADH H H NAD*
Formaldéhyde
ADHI (cytosolique) ALDH2 (mitochondriale)
NAD* GSH NADH
Meéthanol S-hydroxyméthyl GSH Formate
NAD*
ADH3 (cytosolique) GSH
NADH
S-formyl GSH S-formyl GSH
hydrolase

Figure 11 : Le métabolisme du formaldéhyde (adapté de Teng et al., 2001).
ADH : alcool déshydrogénase ; ALDH : aldéhyde déshydrogénase ; GSH : glutathion

L’acroléine, un aldéhyde o,p-insaturé trés toxique car extrémement réactif vis-a-vis
des centres nucléophiles des biomolécules, constitue également un polluant atmosphérique
majeur (rejets industriels, fumée de cigarette, gaz d’échappement,...) (Ghilarducci et
Tjeerdema, 1995 ; Burcham et al., 2010) dont l'inhalation peut entrainer des pathologies
respiratoires séveres. Elle est également présente dans 1’organisme en tant que métabolite
d’amines biogéniques telles que la spermine et la spermidine, ou encore résulte de la

biotransformation hépatique de médicaments anticancéreux comme le cyclophosphamide
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(Ludeman, 1999). Cependant, la peroxydation des lipides est a l'origine de la majeure partie
des acroléines endogenes (voir paragraphe suivant) qui peuvent conduire a la destruction des
membranes neuronales, des mitochondries ou encore des gaines de myéline (Shi et al., 2011)

(figure 12).
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Figure 12 : La toxicité potentielle de I’acroléine (d’apres Shi ef al., 2011).

1.2.2. Les aldéhydes générés par la peroxydation des lipides

Les aldéhydes dérivés de lipides (LDA) sont issus de la dégradation d’hydroperoxydes
lipidiques résultant d'une réaction en chaine non enzymatique, la peroxydation des acides gras
polyinsaturés. Ce processus biologique est associé au cycle cellulaire et au phénoméene de
vieillissement, consécutif a l'exposition a différents stress comme 1’alcool, 1’exposition aux
UV, aux radicaux libres, et I’augmentation intracellulaire de composés chlorés ou iodés. Parmi
les LDA, les plus abondants sont 1’acroléine, le malondialdéhyde (MDA) et le 4-hydroxy-2-
nonenal (HNE). Le HNE, issu de la peroxydation de I’acide arachidonique et ses dérivés sont
aujourd’hui bien connus et utilisés en médecine comme marqueurs pour évaluer I’état de stress
oxydant chez des patients atteints de maladies neurodégénératives (Poli et al., 2008). Le MDA
peut quant a lui étre généré par voie enzymatique a partir de prostaglandines. Ces composés
sont plus stables que les radicaux libres, peuvent diffuser a travers les membranes et donc
modifier des cibles éloignées du site initial de production. Par exemple, le MDA peut ponter les
fibres de collagéne amenant a une rigidité des tissus (Del Rio et al., 2005). D'autre part, la

peroxydation des lipides induit via les LDA, des perturbations de la microarchitecture, une
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altération de I’intégrité, de la fluidité et de la perméabilité membranaire, qui sont associées a de
nombreuses pathologies comme certains cancers, le diabéte, des irritations du systéme
respiratoire, des maladies neurodégénératives incluant la maladie d’Alzheimer et de Parkinson
ainsi que I’athérosclérose (Yin et al., 2011). En effet, la formation d'adduits HNE-LDL (« Low
density lipoprotein ») génére des formes proathérogéniques et proinflammatoires (Greenberg et
al., 2008).

Par contre, les LDA possédent une dualité d’action qui peut, a faible concentration,
conduire a des effets bénéfiques. En effet le HNE peut jouer un role régulateur de I’expression
de genes et activer des voies de signalisation induisant des mécanismes de survie en réponse a
un stress cytotoxique (Niki, 2011).

Une enzyme cruciale pour la détoxication des LDA est la « fatty » ALDH (FALDH
ou ALDH3A2). Une dérégulation de cette enzyme est rencontrée dans des pathologies comme
les états hyper-insulinémiques ou les diabétes de type I en raison d'une aggravation des
conséquences de la peroxydation lipidique. Une déficience en ALDH3A?2 est responsable du
syndrome de Sjorgren-Larson, une maladie génétique sévere caractérisée par des symptomes
neuro-cutanés incluant un retard mental, une déficience respiratoire et des ichtyoses (Demozay

et al., 2004).

1.2.3. Lien entre alcoolisme et toxicité cellulaire

Des études épidémiologiques ont montré que la consommation chronique d'alcool
constitue un facteur de risque important de développement de cancers notamment au niveau de
la partie supérieure de l'appareil digestif (cavité buccale, pharynx, larynx et oesophage) et un
facteur étiologique majeur de I'hépatocarcinogenése (Yu et al., 2010). Cette toxicité élevée
serait principalement la conséquence de son oxydation en acétaldéhyde. L’éthanol est
principalement métabolisé au niveau du foie par une série de réactions oxydatives catalysées
par divers systémes enzymatiques: 1'alcool déshydrogénase (ADH), I'aldéhyde déshydrogénase
2 (ALDH2), le cytochrome P450 2E1 (CYP2E1) et la catalase (figure 13 p. 17). Lors d'une
consommation modérée ou occasionnelle, il est dans un premier temps oxydé en acétaldéhyde
par 'ADH de classe 1 dans le cytosol des hépatocytes. Chez des consommateurs chroniques,
une seconde voie est induite : le systéme microsomal d'oxydation de I'éthanol, également
appelé voie MEOS. Dans ce cas, le CYP2E1 va catalyser son oxydation en acétaldéhyde en
présence de NADPH et d'O,. Enfin, une troisieme voie d'oxydation de I'éthanol fait intervenir

la catalase, localisée au niveau des peroxysomes, qui va catalyser la formation d'acétaldéhyde
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en présence d'H,O,. L'acétaldéhyde ainsi produit est alors oxydé de fagon irréversible en
acétate par 'ALDH2 au niveau des mitochondries. Cette réaction est trés efficace car
l'acétaldéhyde étant extrémement toxique, il doit étre métabolisé trés rapidement aprés sa
formation (voir paragraphe suivant). Enfin, la forme activée de 1'acétate, 1'acétylCoA, pourra
étre utilisée pour former des composés cétoniques (appelés « ketone bodies »), des acides

aminés, des acides gras et des stéroides ou étre oxydée dans le cycle de Krebs.

Cytosol Mitochondrie Compartlmf:nt
extracellulaire
f " 1 [ 1
H,0, 2H,0
Peroxysome u CO, +H,0
Catalase
NAD™ NADH NAD* NADH Y
W Corps cétoniques
Ethanol +——= Acétaldéhyde  — >, Acétate —»  Acides gras
ADH / ALDH Acides aminés
~_ (ALDH2)
Cycle de
Microsome NADPH NAPD" Krebs
CYP2E]l ——»| Stress | —| Peroxydation
oxydatif Lipidique
|
¥
L » | Adduits covalents
(Protéines / ADN)

Figure 13 : Le métabolisme de I’éthanol (d’aprés Zhang et Ren, 2011).

L'éthanol est métabolisé en acétaldéhyde par 1’alcool déshydrogénase (ADH), cytosolique, le cytochrome P450 2E1
(CYP2E1), microsomale, et la catalase, peroxysomale. L'acétaldéhyde est métabolisé principalement par 1’aldéhyde
déshydrogénase 2 (ALDH2) dans les mitochondries en acétate et de NADH.

Les effets toxiques engendrés par une consommation excessive d'alcool sont en fait
multiples. Le fait que 'ADHI et I'ALDH2 utilisent le NAD" comme cofacteur a comme conséquence
une augmentation du rapport NADH/NAD'. Cette modification de 1'état redox des cellules est
responsable de nombreux dysfonctionnements au niveau de voies métaboliques essentielles
impliquant des déshydrogénases comme le cycle de Krebs ou la $-oxydation des acides gras. Dans ce
cas, l'absence d'apport énergétique et d'oxydation des acides gras conduit a l'apparition d'une stéatose
ou foie gras alcoolique (Purohit et al., 2009). D'autre part l'induction de la voie MEOS conduit a
l'activation du CYP2EL. Il en résulte une production accrue d'especes réactives de l'oxygene qui vont

notamment favoriser la formation de LDA (voir § 1.2.2 p. 15 et figure 14). Enfin, la saturation des
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systémes de détoxication, en particulier I'ALDH2, conduit & une accumulation de l'acétaldéhyde

Etant trés réactif, celui-ci va alors former des adduits covalents, avec les protéines et I'ADN,

l'origine du développement de pathologies cardiovasculaires, hépatiques, de maladies

neurodégénératives et de cancers (Setshedi et al., 2010). Parmi les adduits formés avec 1'ADN, la

1,N(2)-propano-2'- désoxyguanosine se distingue par ses effets génotoxiques et mutagénes ainsi que

par sa capacité a induire des lésions secondaires conduisant a la mort cellulaire.
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—
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Ethanol ____- o f---, Acétaldéhyde =—— Acétate
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Radicaux
hydroxyéthyle
Adduits formés | a= =~ l \ Paraldol
avec I’ADN par \
’oxydation Peroxydation |
. / des lipides 1
Acroléine / \ 1
! 1
| 4-hydroxy-2-nonenal l 1
/ p Crotonaldéhyde 1
/ / Malondialdéhyde \ ! '
/ / A | 1
! ¢ o’ \x‘ P L 1 !
1 / / \ 1 |
I / ’ / I
/ \ |
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¥ ¥ ¥ v 4 ¥ ¥
Adduits Adduits Adduits formés avec || Adduits formés avec || Adduits formés ||Adduits formés || Adduits
formés avec || formés avec || le malondialdéhyde || le malondialdéhyde avec avec le formés avec
I’acroléine le 4-HNE M,G) (MAA) I’acétaldéhyde ||crotonaldéhyde || le paraldol

Figure 14 : Représentation schématique de la formation d’adduits dans la voie métabolique de I’éthanol (d’aprés
Yu et al., 2010).

Les adduits d’acroléine et du 4-HNE sont formés par la réaction de I’ADN avec ’acroléine et le 4-HNE, des produits
majeurs de la peroxydation des lipides dans la cellule. Le MG (pyrimido-[1,2-a]-purin-10(3H)-one) est un produit formé
par la réaction de I’ADN avec le MDA, également un produit de la peroxydation des lipides. Le MAA (malondialdéhyde-

acétaldéhyde) est formé par la réaction des protéines avec le MDA et 1’acétaldéhyde. Les adduits du crotonaldéhyde et du
paraldol sont formés respectivement entre le crotonaldéhyde et du paraldol avec I’ADN

De méme, la formation d'adduits avec la O méthylguanine transférase altére des mécanismes
de réparation de I'ADN ce qui pourrait favoriser des processus de carcinogénése. Au niveau cérébral

l'acétaldéhyde serait également impliqué dans le processus de dépendance a l'alcool en formant le
salsolinol apres réaction avec la dopamine.
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2. Les aldéhyde déshydrogénases a cofacteur NAD(P)"

Les aldéhyde déshydrogénases a cofacteur NAD(P)" forment une vaste famille
d'enzymes ubiquitaires catalysant 1'oxydation d'un spectre trés étendu d'aldéhydes en acides
activés ou non. Jusqu'en 2003, deux familles d’ALDH structuralement et phylogénétiquement
distinctes étaient caractérisées : les ALDH phosphorylantes et les ALDH non phosphorylantes
hydrolytiques ou CoenzymeA (CoA)-dépendantes (Habenicht et al., 1994 ; Michels et al.,
1994). Cette description classique a été remise en cause par l'identification d'une troisieéme
famille d'ALDH a partir de l'analyse de la structure cristalline d'une enzyme bifonctionnelle
de Pseudomonas sp. CF600, la 4-hydroxy-2-cétovalérate aldolase/acétaldéhyde
déshydrogénase (DmpFG). En effet, la sous-unité portant l'activité aldéhyde déshydrogénase
non-phosphorylante CoA-dépendante est structuralement apparentée a la famille des ALDH
phosphorylantes. Cette nouvelle famille, uniquement retrouvée chez certains genres
bactériens, est donc un hybride des deux familles d'ALDH décrites jusqu'alors (Powlowski et
al., 1993 ; Manjasetty et al., 2003).

Les ALDH ont en commun d’oxyder la fonction aldéhyde par un mécanisme a deux
¢tapes, une étape d’acylation commune aux trois familles suivie d’une étape de désacylation
qui différe par la nature de ’accepteur d’acyle. L’étape d’acylation implique la formation
d’un intermédiaire hémithioacétal par attaque nucléophile d’une cystéine essentielle du site
actif sur la fonction aldéhyde, puis un processus d’oxydo-réduction a deux électrons qui
conduit a la formation de I’intermédiaire thioacylenzyme et de NAD(P)H. Dans la famille des
ALDH phosphorylantes, le phosphate inorganique joue le réle d’accepteur d’acyle conduisant
a la formation d'acides activés sous forme d'anhydride d'acides (Armstrong et Trentham,
1976). Par contre, dans le cas des ALDH non phosphorylantes, 1’intermédiaire
thioacylenzyme subit I’attaque nucléophile soit d’une molécule d’eau pour former un acide
carboxylique, soit d’une molécule de CoA pour former un acide activé (figure 15). En
cohérence avec mon projet de thése, seuls les aspects mécanistiques et structuraux relatifs aux

ALDH non phosphorylantes classiques seront détaillés par la suite.
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Figure 15: Schéma simplifié des réactions catalysées par les aldéhyde déshydrogénases a cofacteur
NAD(P). Enz = enzyme

Avant de présenter I'importance des ALDH non phosphorylantes au niveau
physiologique, il est nécessaire de détailler les nomenclatures utilisées pour leur classification.
En effet, selon 1’ancienne nomenclature, établie par Hempel et Lindahl en 1989, les ALDH de
mammifeéres ont été classées en quatre classes principales. La classe 1 correspondait aux
ALDH d’origine cytosolique (Eckfeldt et Yonetani, 1976), la classe 2 aux ALDH d’origine
mitochondriale (Farres et al, 1989), la classe 3 aux ALDH inductibles par les effets d’agents
cytotoxiques et enfin la classe 4 aux ALDH d’origine microsomale (Miyauchi et al., 1991).
Cette nomenclature est encore utilisée, par exemple, pour 1’enzyme sur laquelle ont travaillé
T.D. Hurley et H. Weiner, I’ALDH2. Mais une nouvelle classification a été proposée par

Vasiliou et son équipe (http://www.aldh.org). Les ALDH sont classées en fonction de leur

taux d’identit¢ de séquence. Si deux ALDH ont plus de 40% d’identité, elles seront
regroupées dans la méme famille. Avec un taux d’identité de séquence de 60% minimum,
elles appartiendront & une méme sous-famille. Chaque enzyme est désignée par le préfixe
ALDH suivi d’un chiffre arabe pour la famille, une lettre pour la sous-famille et un chiffre
arabe pour le geéne. Initialement, cette nomenclature avait été mise en place pour les ALDH
eucaryotes, puis a été étendue aux ALDH bactériennes et d’archae. A ce jour, 19 classes

d’ALDH ont été identifiées chez 'homme.
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2.1 Réles physiologiques

Parmi les familles d'enzymes capables de métaboliser les aldéhydes, les ALDH non
phosphorylantes jouent un role essentiel dans la protection cellulaire contre les aldéhydes
toxiques, comme le révele le lien direct existant entre certaines mutations et polymorphismes
identifiés chez certaines familles d'ALDH (conduisant a une diminution ou perte d'activité) et
plusieurs maladies et désordres métaboliques chez I'homme. C'est le cas par exemple du
syndrome de Sjorgen-Larsson, de I'hyperprolinémie de type II, de Il'acidurie -
hydroxybutyrique, de I'épilepsie pyridoxino-dépendante, de I'hyperammonémie, de maladies
associées a I’alcool, de cancers, et de la maladie d'Alzheimer dans sa phase tardive (Marchitti
et al., 2008, pour revue). En outre, certaines ALDH sont également impliquées de fagon
critique dans d'autres fonctions physiologiques, dont trois exemples sont développés ci-

dessous en lien avec mon travail de recherche.

2.1.1. Roles physiologiques de la glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase
non phosphorylante (GAPN)

La GAPN catalyse 1’oxydation du G3P en 3-phosphoglycérate (3PG). Dans la plupart
des cas, c’est une enzyme strictement NADP dépendante.

Chez les organismes photosynthétiques, cette enzyme intervient dans le transfert
d’équivalents réducteurs du chloroplaste vers le cytoplasme lors de la photosynthése. Le
cofacteur NADPH ainsi produit par 1’oxydation du G3P est utilisé pour des réactions
biosynthétiques (Kelly et Gibbs, 1973).

Concernant les organismes non photosynthétiques, la GAPN est également présente
pour produire le NADPH nécessaire au métabolisme cellulaire. De plus, des études ont
montré que la complémentation par la gapn d’une souche d’E. coli délétée du gene des
GAPDH permet de restaurer une croissance aérobie sur un milieu enrichi en oses, mais la
fermentation anaérobie en présence d’oses ou la croissance aérobie sur substrat
gluconéogénique reste impossible. Ainsi la GAPN permet de contourner la voie
phosphorylante du catabolisme du glucose, en impliquant une voie glycolytique sans

rendement énergétique net (Valverde ef al., 1999).
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2.1.2. Roles physiologiques des rétinaldéhyde déshydrogénases (RALDH)

Les RALDH catalysent 1’oxydation des isomeéres tout-trans ou 9-cis du rétinal en AR.
Les RALDH décrites a ce jour sont au nombre de trois : la RALDH1 (ALDH1A1), la RALDH?2
(ALDH1A2) et la RALDH3 (ALDH1A3). Une quatriéme enzyme spécifique du 9-cis rétinal a
¢été identifiée dans le foie et les reins, la RALDH4 (ALDH8AI1) (Lin et al., 2003). Elle est
cependant divergente des trois premieres, avec au maximum 50% d'identité de séquence et sa
contribution réelle au métabolisme des rétinoides a été encore peu étudiée. Les RALDH
présentent des spécificités de substrat et des répartitions spatiotemporelles spécifiques.

La RALDHI1 convertit les isomeres fout-trans ou 9-cis du rétinal en leur acide
rétinoique correspondant (Lin er al., 2003). Son expression a ¢été détectée au niveau
embryonnaire dans la partie dorsale de la rétine et a I'dge adulte dans les épithéliums de divers
organes comme les testicules, le cerveau, la rétine, et dans le foie (Ginestier et al., 2007). Chez
la souris, I’invalidation du géne codant la RALDHI1 conduit a un phénotype relativement léger,
les animaux présentant un taux de survie normal a I'age adulte, qui suggere la compensation de
la production d'AR par les autres RALDH. En revanche, la RALDHI1 semblerait impliquée
dans I'homéostasie de la vitamine A au niveau du foie suite a son absorption en exces.

La RALDH2 oxyde le tout-trans rétinal en acide tout-trans rétinoique avec une
efficacité supérieure a la RALDHI1 (Duester, 2000). La RALDH2 est responsable de la
biosynthése précoce d’AR au cours du développement embryonnaire. L’invalidation du geéne
codant la RALDH2 conduit a un phénotype sévére, qui entraine la mort de I’embryon a mi-
gestion en raison de nombreuses malformations. La présence de la RALDH2 détermine
notamment la formation de l’axe antéropostérieur, la morphogenése des membres et de
structures vitales comme le cceur, la colonne vertébrale, la région fronto-nasale,
(Niederreither et al., 2002). Dans un embryon sain, l'action coordonnée de la RALDH2, qui
contribue a 80 % de la production d'AR, et de CYP26A1, appartenant a la famille des
cytochromes P450 et qui est impliquée dans le catabolisme de I'AR, est responsable de la
distribution spatiotemporelle de I'AR au cours du développement (Dobbs-McAuliffe et al.,
2004). Chez I’adulte, le role de la RALDH?2 a été établi au cours de la spermatogenese (Vernet
et al., 2006) et impliquée dans la suppression des tumeurs de la prostate (Kim et al., 2005),
dans la maturation des lymphocytes T ainsi que dans la régénération de tissus et d'organes chez
le poisson zébre (Gudas, 2012) et la réparation de 1ésions du systéme nerveux central (Mey,

2006).
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En ce qui concerne la RALDH3, elle est impliquée de facon plus localisée dans la
synthése d’AR pendant le développement embryonnaire. En effet I’invalidation de son géne
entraine la mort du foetus a la naissance en raison de malformations cranio-faciales entrainant
une insuffisance respiratoire, bien que I’embryon reste sain dans son ensemble (Dupe et al.,
2003). Chez I'adulte, la RALDH3 est exprimée dans de nombreux tissus, notamment 1'intestin,
le foie, le pancréas et les poumons, sans que son role précis soit encore connu.

Au niveau des tissus oculaires, les RALDH sont trés présentes dans la cornée et le
cristallin, en particulier les RALDHI et 3, qui jouent un role essentiel dans la défense contre
les rayonnements UV et le stress oxydant qui en découle. En effet, de nombreux aldéhydes
comme le malondialdéhyde (MDA) ou le 4-hydroxy-2-nonenal (HNE) sont générés sous
l'effet d'un stress UV via la peroxydation des lipides (voir § 1.2.2. p. 15). Ainsi, la RALDH3,
I'une des protéines les plus abondantes dans la cornée, joue un role de détoxication du HNE
(Marchitti et al., 2011). Cette enzyme est aussi impliquée dans la production du NAD(P)H
nécessaire au recyclage du glutathion oxydé en glutathion réduit, important dans la lutte
contre le stress oxydant. Une diminution de 1’expression de la RALDH3 dans les tissus
oculaires entraine une augmentation de la concentration d’aldéhydes issus de la péroxydation
des lipides, qui pourrait étre associ¢e a des pathologies comme la cataracte, le décollement
rétinien ou encore des rétinopathies. Quant a la RALDHI, elle est également impliquée dans
la réponse cellulaire a I’exposition aux rayonnements UV en agissant préférentiellement sur le

MDA (Marchitti et al., 2011).

2.1.3. ALDH CoA-dépendantes

La MSDH catalyse I’oxydation du méthylmalonate ou du malonate semialdéhyde
respectivement en propionyl-CoA et acétyl-CoA. Cette enzyme est impliquée dans le
métabolisme des acides aminés tels que la valine (voir § 1.1.4. p. 9) chez les bactéries et les
mammiferes, ou elle est trés présente dans le foie. La MSDH intervient également dans le
métabolisme des pyrimidines chez les mammiferes tandis que chez la bactérie B. subtilis, elle
catalyse 1’oxydation du malonate semialdéhyde en acétyl-CoA, dans la voie du catabolisme
du myo-inositol. Une possible corrélation entre des acidémies organiques et une déficience en
MSDH a été proposée, associée a un retard de développement (Pollitt et al., 1985 ; Gray et
al., 1987 ; Gibson et al., 1993, Chambliss et al., 2000). Trés récemment, une étude de Sass et
al., (2012) a suggéré qu’un polymorphisme du geéne aldh6al codant la MSDH soit

directement associé a 1’acidurie 3-hydroxybutyrique, une maladie métabolique sévere.
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Les ALDH non phosphorylantes CoA-dépendantes peuvent également présenter des
intéréts au niveau d’applications industrielles. En effet, des bactéries sont utilisées pour la
production de solvants organiques tels que 1’acétone, le butanol ou encore le propan-2-ol.
Certaines d’entre elles utilisent des ALDH CoA-dépendantes dans les voies de biosynthése de
ces solvants. Par exemple, chez Clostridium beijerinckii, une ALDH acylante CoA-
dépendante codée par le geéne ald intervient dans la voie de production du butanol, en

catalysant la transformation du butyryl-CoA en butyraldéhyde.

2.2. Structure

Actuellement, 146 structures cristallines d'ALDH sont répertoriées dans la "Protein
Data Bank" mais une majorité d'entre elles correspond en fait a différents états (complexes,
variants ...) de la méme ALDH. A l'exception de la structure de la MSDH de B. subtilis et de
celle d'une MSDH putative de Sinorhizobium meliloti, toutes les autres ont été déterminées
pour des ALDH hydrolytiques. L'analyse de ces structures montre que les ALDH
hydrolytiques sont majoritairement organisées en homotétrameres structurés en diméres de
dimeres, ou dans certains cas en homodimeéres, et que les monomeres adoptent un repliement
similaire avec des chaines principales quasiment superposables. Dans les paragraphes
suivants, les différents aspects structuraux développés feront référence a la premiére structure

cristalline d'ALDH tétramérique, a savoir ' ALDH2 bovine (Steinmetz et al., 1997).

2.2.1. Structure du monomere

Chaque monomeére est constitué de trois domaines. Le domaine de fixation du
cofacteur et le domaine catalytique adoptent une forme non canonique du repliement f/a/f de
Rossmann (Rossmann et al., 1974) avec 5 brins §§ au lieu de 6 et des éléments de structure
secondaire additionnels. Le troisiéme domaine, appelé domaine d’oligomérisation est formé

d'un feuillet B anti-paralléle a 3 brins.

2.2.1.1. Domaine et mode liaison du cofacteur

La partie centrale de ce domaine de liaison est caractéristique du site de fixation des
cofacteurs nucléotidiques type NAD(P)" et se compose d'un feuillet  paralléle a cinq brins

(B7 a P11) correspondant aux brins du repliement de Rossmann canonique, auxquels sont
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associées les hélices ap a ag. Ce motif /o/p est complété en amont par deux feuillets
antiparalléles a deux brins (3,/B, et B+/B,) et les hélices aa a ac, et en aval, par 1'hélice ax
(figure 16). L'examen des premicres structures cristallines de complexes binaires
ALDH/NAD" a permis de mettre en évidence un mode de liaison du cofacteur sensiblement
différent de celui habituellement décrit pour les ALDH phosphorylantes comme la GAPDH et
plus généralement les déshydrogénases a repliement de Rossmann (Liu et al., 1997 ;
Steinmetz et al., 1997). De plus, la comparaison des structures cristallines obtenues pour
I'ALDH2 bovine sous forme apo ou complexée au NAD" a révélé que, contrairement & ce qui
est observé pour les autres déshydrogénases, la liaison du cofacteur ne conduit & aucun
changement conformationnel notable de la chaine polypeptidique (Steinmetz et al., 1997).
Cette observation est d'ailleurs valable pour l'ensemble des structures d'ALDH pour lesquelles

cette comparaison a pu étre effectuée.

Domaine de fixation du cofacteur

l‘ 484 ol 479}

Domaine catalytique

Domaine d’oligomérisation

Figure 16 : Diagramme topologique du monomeére de ’ALDH?2 bovine (d’apres Steinmetz et al., 1997).

Les ¢éléments de structure secondaire sont représentés par des fleches pour les brins 8 et par des cylindres pour
les hélices a. Le domaine de fixation du cofacteur comprend les brins 3 1 a 4, les brins 7 a 11, les hélices o A
a G, ainsi que I’hélice a N. Le domaine catalytique comprend les brins f 12 a 18 et les hélices o H a M. Le
domaine d’oligomérisation comprend les brins § 5, 6 et 19. * : Positions des résidus participant au site actif.
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Le mode de liaison du NAD" est caractérisé par un nombre d'interactions plus faible
résultant d'un positionnement différent de la partie adénosine monophosphate. Celui-ci aurait
pour origine une modification de la conformation de la boucle f7-ap, due a la présence de la
Prol71 invariante, qui impose une exposition plus importante du cofacteur au solvant et
surtout un mouvement de la partie adénosine monophosphate (Johansson et al., 1998). La
premiére conséquence est la localisation de la partie pyrophosphate a proximité de I'extrémité
N-terminale de I'hélice ag et non plus de I'hélice ap comme observé dans les autres
déshydrogénases. Chez ces derniéres, la stabilisation des charges négatives de la partie
pyrophosphate est assurée par la charge positive partielle présente a 1'extrémité N-terminale
de cette hélice. Cette interaction est favorisée par le faible encombrement stérique des résidus
G et G, du motif canonique G;XG2XXGs, généralement retrouvé dans la boucle connectant
B7 et ap (P1 et aa d'apres la nomenclature définie pour le repliement de Rossmann), Dans les
ALDH, ce motif est absent et bien qu'une signature proche (GstXXG) soit retrouvée a
I’extrémité N-terminale de I'hélice oG, une interaction stabilisatrice charge-dipdle n'est pas
possible puisque la partie pyrophosphate n'est pas positionnée dans I'axe de cette hélice. Par
contre, elle est stabilisée par 1'établissement de liaisons hydrogéne entre d'une part, le
phosphate adjacent a I'adénosine et la Ser246, résidu trés conservé de la signature GstXXG, et

d'autre part, le phosphate adjacent au nicotinamide et le résidu Trp168 (figure 17).

Figure 17 : Représentation stéréo des interactions entre le NAD" et ’TALDH2 bovine (d’aprés Steinmetz et
al., 1997).

La molécule de NAD est représentée selon le modéle « ball-and-stick » et la couleur de chaque atome
correspond au type d’atome. Les liaisons hydrogéne potentielles sont représentées sous forme de tirets.

La majorité des contacts implique la partie adénosine du cofacteur. Le cycle de

'adénine, positionné entre les hélices ar et ag, établit des contacts de van der Waals avec les
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résidus Gly225, Pro226, Val229 et Leu252. Le ribose adjacent est quant a lui stabilisé par
1'établissement de liaisons hydrogéne entre la chaine latérale du résidu invariant Lys192 et ses
groupements 2'OH et 3'OH. Ces derniers sont également impliqués dans des liaisons H avec
respectivement la chaine latérale du résidu Glul95 et la fonction carbonyle du résidu Ile166
(figure 17).

Dans la quasi-totalit¢ des structures disponibles, la partie nicotinamide
mononucléotide (NMN) est beaucoup moins stabilisée, ce qui se caractérise par une densité
¢lectronique faible voire absente. Les seules exceptions sont la n-cristalline (code PDB 109j)
et 'ALDHIL1 (code PDB 202q). Cependant, la m-cristalline est une ALDH inactive qui agit
comme filtre anti-UV au niveau du cristallin, alors que pour 'ALDHI1L1 Ia stabilisation de la
partie NMN est principalement assurée par la formation d'un adduit covalent entre le C4 du
cycle nicotinamide et la Cys catalytique. Dans la structure de 'ALDH2, le positionnement du
ribose adjacent au nicotinamide est assuré par des liaisons hydrogéne impliquant les fonctions
hydroxyle en position 2' et 3' et la fonction carboxylate de la chaine latérale du résidu
invariant Glu399, et par des contacts de van der Waals avec la chaine latérale du résidu
invariant Phe401. Le cycle nicotinamide établit des contacts de van der Waals avec les
chaines latérales des résidus invariants Asnl169, Thr244 et Cys302, alors que l'atome d'azote
de la fonction carboxamide établit une liaison hydrogeéne avec la fonction carbonyle du résidu
[1e269 (figure 17). Ce mode de stabilisation sera discuté plus en détails dans le paragraphe

2.3.3.2.p. 36.

2.2.1.2. Domaine catalytique

Comme indiqué précédemment, le domaine catalytique adopte ¢galement un
repliement de type B/o/p composé d'un feuillet § parallele a cing brins (P12, P13, Pis, P17 et
B1s) auquel s'ajoutent un feuillet B antiparalléle a deux brins (14 et Pis) et les hélices ax et a.
Le site actif est localisé a la base d'un tunnel hydrophobe de 12 A alors que le site de liaison
du substrat est situé a proximité de l'interface du tétramére et a I'opposé du site de liaison du
cofacteur. Le cycle nicotinamide divise la base de ce tunnel en deux parties dénommées face
A et face B en référence a la stéréospécificité de transfert d'hydrure au niveau du carbone 4 du
cycle (respectivement pro-R et pro-S). Au niveau de la face A est retrouvée la Cys302
catalytique (plus les Cys301 et 303 non invariantes) et au niveau de la face B sont présents les

résidus invariants Thr244 et Glu268 ainsi que le résidu Glu476. Les résidus Asn169, Glu268
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et Cys302 catalytiques sont localisés respectivement dans la boucle pB7-ap, a l'extrémité du
brin B;; (ces deux éléments de structure secondaire appartenant au domaine de liaison du

cofacteur) et dans la boucle ay-f3 (figure 16 p. 25).

2.2.2. Organisation quaternaire

Les ALDH tétramériques sont structurées en dimere de dimeres. La formation de
chaque dimere implique des contacts entre les hélices o de deux sous-unités adjacentes alors
que des résidus du brin ;3 d'une sous-unité interagissent avec des résidus appartenant au brin
P19 de l'autre sous-unité. Il en résulte la formation d'un feuillet f a dix brins qui s'étend du
domaine catalytique au domaine d'oligomérisation. La cohésion du tétramere est ensuite
assurée par des interactions entre les brins 5 de chaque dimeére conduisant a la formation d'un

feuillet f antiparallele a vingt brins (figure 18).

&

ally

ﬂf_ __'_.‘g\ L ) /
J‘/‘

Figure 18 : Organisation quaternaire adoptée par les ALDH tétramériques (d’aprés Steinmetz et al.,
1997).

A. Représentation schématique de la structure du tétrameére de I’ALDH2 bovine sous forme holoenzyme. Seule
la chaine principale est représentée sur cette figure. Le NAD" et le Glu487 sont représentés respectivement en
violet et cyan.

B. Représentation schématique des interfaces intra- et inter-diméres du tétramére de I’ALDH2 bovine. Seuls les
brins [ appartenant aux domaines catalytiques et d’oligomérisation sont représentés. Il est a noter que le domaine
d’oligomérisation de chaque monomeére est impliqué dans des contacts intra- et inter-dimeres.
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2.3. Mécanismes réactionnels
2.3.1. Mécanismes cinétiques

Les ALDH hydrolytiques catalysent 1'oxydation irréversible d'un aldéhyde en acide
carboxylique. Le caractére irréversible de cette réaction est la conséquence de la
déprotonation de la fonction acide en solution. Au niveau cinétique, toutes les études réalisées
sur ces ALDH sont en faveur d'un mécanisme séquentiel ordonné (Bradbury et Jakoby, 1971 ;
Eckfeldt et Yonetani, 1976 ; MacGibbon et al., 1977 ; Bostian et Betts, 1978 ; Vallari et
Pietruszko, 1981 ; Trost et Pupillo, 1993 ; Marchal et al., 2000) (figure 19 A). Dans un tel
mécanisme, la liaison du cofacteur précede celle du substrat et, apres les différentes étapes de
la catalyse, la libération des produits correspondants suit un ordre inverse. La libération du
cofacteur réduit peut donc étre qualifiée de « tardive ». A l'inverse, les données disponibles
pour les ALDH CoA-dépendantes sont compatibles avec un mécanisme cinétique de type
ping-pong au cours duquel la dissociation du cofacteur réduit précéde la liaison du CoA
(Shone et Fromm, 1981 ; Sohling et Gottschalk, 1993 ; Stines-Chaumeil et al., 2006) (figure
19 B). Dans ce cas, I'é¢tape de dissociation du cofacteur peut donc étre qualifiée de

« précoce ».

A B
NADP) S P NADP)H NAD(P) S NAD(P)H CoA P

R S SR S S S A I

Figure 19 : Schémas des mécanismes cinétiques selon la représentation de Cleland.

A. Mécanisme cinétique dans les ALDH hydrolytiques. Dans cette famille, les études sont en faveur d’un
mécanisme séquentiel ordonné, avec dissociation tardive du cofacteur réduit.

B. Mécanisme cinétique dans les ALDH CoA-dépendantes. Dans cette famille, le mécanisme est de type ping-
pong, avec dissociation précoce du cofacteur réduit.

S : Substrat ; P : Produit

2.3.2. Mécanismes catalytiques
2.3.2.1. ALDH hydrolytiques

Bien que d'autres équipes aient mis en évidence le role essentiel des résidus invariants
Cys302 et Glu268 dans la catalyse (Farres et al., 1995 ; Vedadi et al., 1995 ; Wang et Weiner,
1995), I'¢tude du mécanisme catalytique la plus compléte est celle qui a été menée par notre

équipe sur la GAPN de Streptococcus mutans (figure 20 p 31). Par conséquent, ce chapitre lui
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sera essentiellement consacré. Il est important de noter que GAPN est 1'une des rares ALDH
de cette famille pour laquelle le substrat physiologique est identifié. Ainsi les résidus Arg aux
positions 124, 301 et 459 mentionnés ci-dessous et indispensables a la reconnaissance du
substrat, sont spécifiques de GAPN.

Au niveau de 1'étape d'acylation, l'activation de la Cys302 catalytique est dépendante
d’un changement conformationnel local du site actif associé a la fixation du cofacteur NADP"
et fortement favorisé par la fixation du substrat G3P sur le complexe binaire (vitesse
augmentée d’un facteur 10°). Cette réorganisation inclut une réorientation des chaines
latérales des résidus Glu268, Cys302 et Arg459 et se traduit par 1’augmentation de
I’accessibilité et une diminution du pK,,, de la Cys302 de 8,5 a 6,2, lui conférant ainsi une
grande réactivité a pH 7. La stabilisation de la Cys302 sous forme thiolate est assurée par la
charge positive du cycle pyridinium du NADP", la chaine latérale des résidus Asnl69 et
Arg459, mais également les groupements NH peptidiques des résidus Cys302 et Thr303
(Marchal et Branlant, 1999 ; Cobessi et al., 1999 ; Cobessi et al., 2000). Cette réorganisation
conformationnelle n'a pas comme seule conséquence l'activation de la Cys302. En effet, la
rupture du pont salin Glu268/Arg459" est un préalable indispensable & la formation d'un
complexe ternaire compétent car elle va permettre au résidu Arg459 de jouer son réle dans la
reconnaissance et le positionnement du substrat. Ce role est partagé avec les résidus Argl24 et
Arg301 (Marchal et Branlant, 2002). L’attaque nucléophile de la Cys302 sur le C; du G3P
conduit & la formation de I'intermédiaire tétraédrique thiohémiacétal qui est stabilisé sous
forme déprotonée par un site de reconnaissance oxyanion, composé de la chaine latérale du
résidu invariant Asnl169 et des groupements NH peptidiques des résidus 302 et 303 (Cobessi
et al., 2000). Le transfert d'hydrure est donc réalis¢ sans assistance basique. Cependant, sa
stéréospécificité (face ré du cycle nicotinamide, les ALDH non-phosphorylantes étant des
déshydrogénases de classe A, Michels ef al., 1994) et son efficacité sont dépendantes du
positionnement adéquat de la partie NMN du cofacteur, en particulier du cycle nicotinamide,
par rapport a l'intermédiaire thiohémiacétal. Deux résidus invariants jouent un role essentiel a
ce niveau, d'une part le résidu Glu399 dont la chaine latérale ancre le ribose du NMN via des
liaisons hydrogeéne avec les groupements hydroxyles 2' et 3' (Ni et al., 1997 et figure 17 p.
26), et d'autre part, le résidu Thr244. En effet, des études plus récentes ont montré que le
groupement B-CHj; de la Thr244, dont le positionnement est assuré par la liaison hydrogene
entre I'e-NH; de la Lys178 et le f-OH de la Thr244, permet au noyau nicotinamide d'adopter
une conformation adaptée a un transfert d'hydrure efficace (Pailot et al., 2006 ; Ho et al.,

2006).
30



Etude bibliographique

La fixation du NADP* et du G3P entraine un
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Figure 20 : Représentation du mécanisme catalytique de la GAPN de S. mutans (d’aprés Marchal et al.,
2000).
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Dans une seconde étape, l'intermédiaire thioacylenzyme va subir l'attaque nucléophile
d'une molécule d'eau qui doit nécessairement étre activée. L'efficacité de cette étape
cinétiquement limitante pour la réaction globale, est dépendante du résidu Glu268 dont le role
majeur est d’activer et d’orienter la molécule d’eau attaquant 1’intermédiaire thioacylenzyme.
De plus, il jouerait un role de catalyseur basique a des valeurs de pH ou il est sous forme
déprotonée (c.a.d. supérieurs a 7,6) (Marchal et al., 2000). Par contre, pour que ce résidu
puisse jouer son (ses) role(s), il est indispensable que la partie NMNH du cofacteur subisse un
changement conformationnel lui permettant d'étre positionnée en dehors du site actif (voir §
2.3.3.2.p. 36).

2.3.2.2. ALDH CoA-dépendantes

La MSDH de B. subtilis est la seule ALDH CoA-dépendante pour laquelle une étude
détaillée du mécanisme catalytique a été entreprise (Stines-Chaumeil et al., 2006 ; Talfournier
et al., 2011). De plus, elle a la particularité de catalyser a la fois une transthioestérification et
une B-décarboxylation. Le mécanisme étant globalement similaire a celui décrit ci-dessus
pour les ALDH hydrolytiques, 1'objectif de ce chapitre n'est pas une description exhaustive
des données disponibles mais il s'agit plutot de mettre en exergue certaines spécificités et/ou
différences.

Comme pour la GAPN de S. mutans, I’étape d’acylation est trés efficace avec une
constante de vitesse associée supérieure a 1000 s™'. Par contre, le fait que seules deux sous-
unités sur quatre soient actives, démontre que cette MSDH homotétramérique présente des
propriétés de réactivité de demi-site vraisemblablement liées a l'existence d'un site fonctionnel
par dimere et a 1’activation de seulement deux Cys302 par tétramere au niveau du complexe
binaire MSDH/NAD. En effet, lors des tests d’activité, une étape préalable d’activation
NAD'-dépendante est observée et se traduit par 1’existence d’une phase de latence. Ce
processus d’activation est accompagné d’une réorganisation conformationnelle de I’interface
monomeére/monomere d’un méme dimeére comme le suggere la modification des propriétés de
fluorescence du résidu Trp468 qui est proche de cette interface. Il conduit également a un
abaissement du pK,p,, de la Cys302 catalytique d’environ 8,7 a 7,9. La formation du complexe
ternaire MSDH/NAD/substrat conduit a une diminution du pK,,, de la Cys302 de 7,9 a
environ 5,5 ce qui suggere une réorganisation structurale supplémentaire du site actif lors de
la formation du complexe ternaire (Stines-Chaumeil et al., 2006). Le mode d’activation de la

Cys302 est donc séquentiel, contrairement a ce qui a ét€ montré pour la GAPN de S. mutans
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(voir § 2.3.2.1. p. 29). L'efficacité de 1'é¢tape d'acylation repose également sur 1) la
reconnaissance et le positionnement du substrat dans le site actif et dans ce cadre les résidus
Argl24 et Arg301 jouent un role essentiel en stabilisant le groupement carboxylate du
substrat (Talfournier et al., 2011) ; et 2) la présence d'un site de reconnaissance oxyanion (le
résidu Asnl169 étant conservé) permettant un transfert d'hydrure efficace sans catalyse basique

a l'instar des ALDH hydrolytiques.

NAD*
E .

H%O
R-CH
*o

1L Attaque nucléophile

+ H
NAD
E__
S-T@ Site de

Intermédiaire
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thiohémiacétal R-CH oxyanion
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1& Transfert d’hydrure
NADH
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thioacylenzyme Ri”
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HCO3"  la production de bicarbonate
E__~°
I "SCoA
Nouvel intermédiaire R-CH
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1& Transthioestérification
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v,
CoAs—C”

R‘CHZ
Figure 21 : Représentation du mécanisme catalytique de la MSDH de B. subtilis (d’aprés Stines-Chaumeil
et al., 2006).

R représente un groupement CHj; dans le MMSA (Méthylmalonate semialdéhyde) et le PPCoA (Propionyl-
CoA), tandis que R représente un atome d’hydrogeéne dans le MSA (Malonate semialdéhyde) et I’acétyl-CoA.
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L’étape cinétiquement limitante est associée a la réaction de B-décarboxylation, qui se
produit sur I’intermédiaire thioacylenzyme et conduit a la formation de bicarbonate. Le fait
que cette étape ait lieu aprés la dissociation du NADH et avant |’étape de
transthioestérification, est en faveur d’un mécanisme cinétique de type ping-pong comme
indiqué précédemment (Stines-Chaumeil et al., 2006 et § 2.3.1. p. 29). Enfin des études
récentes ont permis de montrer que la liaison du CoA a la MSDH permet son positionnement
optimal par rapport a l'intermédiaire thioacylenzyme qui se traduit par une efficacité de I'étape
de transthioestérification au minimum 10* fois supérieure a celle d'un modéle chimique et une
diminution de 3 unités du pK,p, de sa fonction thiol (Talfournier et al., 2011). Le mécanisme

réactionnel proposé est représenté figure 21.

2.3.3 Importance de la dynamique au cours de la catalyse

2.3.3.1. Formation d'un complexe michaélien compétent

Les études réalisées par notre équipe sur la GAPN de S. mutans avaient permis de
mettre en évidence le role essentiel des réarrangements conformationnels locaux dans la
formation d'un complexe Michaelien compétent. Comme indiqué précédemment (§ 2.3.2.1. p
29), cette réorganisation, restreinte a des réorientations de chaines latérales au niveau du site
actif et induite par la liaison du cofacteur NAD(P), est fortement favorisée au niveau cinétique
par la formation du complexe ternaire GAPN/NADP/G3P. Comme le suggerent les études
réalisées par microcalorimétrie de balayage, cette réorganisation conformationnelle aurait
¢galement comme conséquence une augmentation de la flexibilité de la chaine polypeptidique
qui se traduit par une diminution de la thermostabilité de 1'enzyme. Il a donc été proposé que la
dynamique conformationnelle associée a la formation de complexes GAPN/ligand(s) constituait
un mécanisme permettant a I'enzyme d'acquérir la flexibilit¢ conformationnelle indispensable a
une catalyse efficace (Rahuel-Clermont et al., 2005).

Cependant, dans le cas de la RALDH2 (ALDH1A2), les changements conformationnels
observés ne se limitent pas a la plasticité des chaines latérales des acides aminés au site actif, ni a
la flexibilité du cofacteur contrairement a la plupart des ALDH (voir le paragraphe suivant). Par
comparaison, la structure cristalline du complexe RALDH1 (ALDH1A1) / NAD révele que le
site de liaison du substrat est un tunnel possédant une entrée large permettant I'acceés du rétinal.
L'entrée de ce tunnel est formée des hélices ac (résidus 114-135) et ap (résidus 170-185) et des
résidus 455-461 appartenant a une grande boucle (455-477) localisée en surface, alors que sa base

est constituée de 1'hélice oy (résidus 282-296), située a proximité de la Cys302 catalytique, et des
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brins o et B11 qui sous-tendent les résidus Thr244 et Glu268 (Moore ef al., 1998). Alors que ces
¢léments de structure secondaires sont également retrouvés dans le complexe RALDH2/NAD, la
boucle de 17 résidus (462-477) est absente de la densité électronique (Lamb et Newcomer, 1999).
Par conséquent, la flexibilité de cette boucle pourrait jouer un rdle primordial au cours du cycle
catalytique (Bordelon et al., 2003), sans que ce role n’ait été encore défini ou associé¢ a la

reconnaissance du substrat (figure 22).

Boucle comprenant les résidus 455-461

Figure 22 : Vue d’ensemble du canal d’accés du substrat dans la RALDH1 de mouton (code 1BXS, Moore
et al., 1998).

La dynamique conformationnelle associée a la formation d'un complexe
ALDH/NAD(P)/substrat compétent s'inscrit ¢galement dans la problématique plus générale des
propriétés de coopérativité que présentent certaines ALDH. Ces propriétés, qui ont été
interprétées comme une forme extréme de coopérativité négative, se traduisent au niveau
cinétique par une réactivit¢ de demi-site correspondant a une sous-unité active par dimere au
sein du dimére de diméres (Zhou et Weiner, 2000 ; Hurley et al., 2001 ; Stines-Chaumeil ef al.,
2006). Dans le cas de la MSDH, il a d'ailleurs été établi que deux populations de sites actifs
non-équivalentes préexistaient dans la forme apo de 1'enzyme, ce qui conduirait en présence de
substrats aux propriétés de coopérativité. Au sein de chaque dimére, la flexibilité
conformationnelle de la région 453-467 participant a I’interface inter-monomeére serait

impliquée dans la transmission du message conduisant a la coopérativité (Stines-Chaumeil,
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2006 ; Larson et al., 2005). Le fait que la dynamique conformationnelle associée a cette boucle
soit impliquée dans la formation d'un complexe michaélien compétent est a rapprocher de son

role supposé dans la reconnaissance du rétinal par la RALDH?2.

2.3.3.2. Dynamique conformationnelle du cofacteur

Une revue de la littérature montre que dans la quasi-totalité des structures
cristallines d'ALDH hydrolytiques en complexe avec le NAD(P), la partie NMN du cofacteur
est trés flexible, en particulier le cycle nicotinamide. Cette flexibilité conformationelle a
¢galement été mise en évidence par des études RMN. Par contre, dés que l'intermédiaire
thiohémiacétal est formé, il est indispensable que le cycle nicotinamide soit positionné de
facon a permettre un transfert d'hydrure stéréospécifique et efficace (voir résultats partie 2 p.
74). A linverse, un positionnement similaire de la partie NMNH ne permettrait pas a
I'hydrolyse d'avoir lieu car elle empécherait le résidu Glu268 de jouer son role dans cette
¢tape. Le mécanisme cinétique étant de type séquentiel ordonné, le cofacteur réduit se
dissocie en dernier de I'enzyme. Cela a conduit a suggérer qu'un mouvement de la partie
NMNH était un préalable a 1'étape d'hydrolyse. Dans deux des premicres structures, la partie
NMN du cofacteur adoptait une conformation qui avait été jugée compatible avec la
désacylation (Steinmetz et al., 1997 ; Moore et al., 1998). Par rapport a la conformation dite
"transfert d'hydrure", la partic NMN adopte une conformation plus contractée avec un
mouvement de retrait du cycle nicotinamide par rapport au site actif grace a des rotations
autour des liaisons du pyrophosphate.

Les structures de différents complexes obtenus pour I'ALDH2 humaine avaient
conduit les auteurs a proposer une corrélation entre état d'oxydation du cofacteur et
conformation : conformation "transfert d'hydrure" pour le NAD et conformation "hydrolyse"
pour le NADH (Perez-Miller et Hurley, 2003 ; figure 23). Cependant, 1'état redox du cofacteur
n'est sans doute pas le facteur clé qui va provoquer l'isomérisation du cofacteur comme le
montrent les structures de la GAPN de Thermoproteus tenax en complexe avec le cofacteur
NAD ou l'inhibiteur NADPH dans lesquelles seule une conformation "transfert d'hydrure" est

observée (Lorentzen et al., 2004).
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Figure 23 : Vues des conformations observées dans le site actif de ’ALDH2 humaine (d’aprés Perez-
Miller et Hurley, 2003).

A : conformation dite « transfert d’hydrure ». B : conformation dite « hydrolyse ». Les atomes d’oxygéne du
pont pyrophosphate du cofacteur sont représentés en vert foncé. Les atomes NO1 et AO2, qui interagissent avec
I’ion Mn>" (en noir), pointent vers I’arriére sur cette figure alors que les molécules d’eau sont représentées en
rouge. Pour des raisons de lisibilité, seule la chaine latérale du résidu N169 a été représentée.

Plus récemment des travaux réalisés par notre équipe en collaboration avec 1'équipe de
Biocristallographie de Nancy (UMR 7036 CNRS-Universit¢ de Lorraine), ont permis
d'obtenir la premic¢re preuve expérimentale d'une isomérisation conformationnelle du
cofacteur au cours du cycle catalytique des ALDH hydrolytiques (D'Ambrosio et al., 2006).
Pour ce faire, la structure de 1'intermédiaire covalent thioacylenzyme du variant E268A de la
GAPN de S. mutans a été obtenue en faisant diffuser le substrat G3P dans le complexe binaire
E268A-GAPN/NADP. Cette structure a révélé qu'apres l'acylation, un basculement de la
partie NMNH en dehors du site actif se produit. De plus, une corrélation a été proposée entre
les deux conformations identifiées pour la partice NMNH et l'existence de deux conformations
pour la chaine latérale de la Cys302 catalytique (une conformation pour la forme acylée et une
autre pour la forme libre). Ces deux conformations du cofacteur sont trés différentes de celles
décrites précédemment et elles positionnent la partie NMNH dans une cavité composée de
résidus conservés dans les ALDH hydrolytiques (figure 24).

Par conséquent, il a été proposé que cette cavité constitue la porte de sortie du
cofacteur réduit non seulement dans la GAPN de S. mutans mais également dans l'ensemble

des ALDH hydrolytiques.
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NADPH

NADPH

E/A 268

Figure 24 : A : Superposition des structures tridimensionnelles du complexe ternaire non covalent (conformation
transfert d’hydrure, Cobessi et al., 2000) représenté en cyan, et de 1’intermédiaire thioacylenzyme (D’ Ambrosio
et al., 2006) représentant les conformations adoptées par le cofacteur au cours des étapes d’acylation et de
désacylation. ConfA (ou le NMNH est plus exposé au solvant) et ConfB représentent deux conformations du
NADPH observées. B : Superposition du NADPH sous ses formes ConfA et ConfB (en gris) (D’ Ambrosio et al.,
2006) et du NADH (en cyan) dans le complexe binaire ALDH2/NADH (Perez-Miller et Hurley, 2003).
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Objectifs

Dans les ALDH non phosphorylantes, la catalyse est intimement liée a la notion de
dynamique conformationnelle au sein du site actif, et ce a différentes étapes du chemin
réactionnel. Des études précédentes ont montré que des réorganisations conformationnelles
affectant la chaine polypeptidique et le cofacteur sont indispensables a la formation d'un
complexe michaélien efficace mais également a I'étape de désacylation. Mon projet de thése

s'inscrit dans cette thématique générale et s'articule autour de deux axes :

Dans la RALDH2, une des ALDH impliquées dans la biosynthése de 1'acide rétinoique,
les données disponibles au début du projet suggéraient que la réaction d'oxydation du rétinal
¢tait associée a des changements conformationnels au sein du site actif. Dans ce contexte, un
de mes objectifs a consisté a identifier les bases moléculaires de la reconnaissance du rétinal
en développant une méthodologie spécifique associant 1'analyse du mécanisme enzymatique
et 1'étude de la formation du complexe michaélien. La généralit¢ de ce mode de
reconnaissance a ¢été ¢évaluée pour deux des ALDH présentant une activité rétinal

déshydrogénase : la RALDHI et la RALDH2.

Le second axe de mon projet a été¢ consacré a 1'étude de la dynamique du cofacteur

réduit au cours de la catalyse :

- En vue de caractériser le processus d'isomérisation du cofacteur mis en évidence pour la
GAPN de S. mutans, mon objectif était de développer une méthode permettant de suivre ce
basculement au cours de la catalyse et d'établir un modele cinétique pour déterminer la
constante de vitesse intrinséque associée a cette étape. Par ailleurs, la question de I'existence
méme de cette étape était posée pour les ALDH CoA-dépendantes. Cette étude a donc été

entreprise a la fois sur des ALDH hydrolytiques et une ALDH CoA-dépendante.

- Enfin, j'ai cherché a identifier les bases moléculaires responsables de la dissociation tardive
du cofacteur au cours du cycle catalytique des ALDH hydrolytiques ou précoce dans le cas
des ALDH CoA-dépendantes. Cette étude s'inscrivait dans une thématique plus générale

visant a comprendre 1'évolution des mécanismes catalytiques dans la superfamille des ALDH.

Pour aborder les différents aspects de mon projet, j'ai utilisé des techniques cinétiques
- classiques, rapides, systémes enzymatiques couplés - combinées a l'exploitation de
propriétés de fluorescence (FRET, anisotropie), dans le cadre d'une étude de relation

structure/fonction.
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Bases moléculaires de la reconnaissance du rétinal par les
RALDH

1. Contexte et objectif général

Le potentiel des rétinoides seuls ou couplés a d’autres agents dans le traitement des cancers
réside dans I’inhibition de croissance ou I’induction de la différenciation ou de I’apoptose
cellulaires (Gudas et al., 2012 ; Maden, 2007 ; Noy, 2010 ; Soprano et al., 2007), via I’activation de
la transcription de geénes cibles par les récepteurs nucléaires de I’acide rétinoique (AR). Au niveau
clinique, I’efficacité de I’AR ainsi que de dérivés synthétiques a été montrée dans le traitement et la
prévention de nombreux types de cancers (Altucci et Gronemeyer, 2001 ; Niles, 2004). Cependant,
le développement de ces traitements a été¢ limité en raison de la toxicité ¢levée, du métabolisme
rapide de I’AR et de I’adaptation aux traitements (Farhana et al., 2010).

En raison de ces roles multiples, les effets de I'AR doivent étre étroitement contrdlés dans le
temps et l'espace via la coordination des voies de biosynthése et de dégradation. In vivo, la
biosynthése de I’AR est un processus maitrisé, via I’oxydation réversible de la vitamine A (rétinol)
en rétinal par une alcool déshydrogénase qui constitue 1’étape limitante de la biosynthése, suivie de
I’oxydation irréversible du rétinal en AR par une RALDH. Dans I’optique de mettre au point de
nouveaux traitements fondés sur I’activation spécifique de génes suppresseurs de tumeurs par des
rétinoides, il est essentiel de tenir compte du caractére toxique de I’AR, d’ou I’idée de produire ces
dérivés actifs de ’AR in situ, en quantités pas ou peu toxiques. Pour cela, 1’activit¢t RALDH des
enzymes responsables de la biosynthése de I’AR pourrait étre mise a profit via la conception de
dérivés du rétinal, précurseurs de dérivés de I’AR possédant une activité ciblée et/ou une résistance
aux processus d’inactivation, a condition que la structure des dérivés du rétinal soit compatible avec
la poche de spécificité de substrat de ces enzymes. Ce principe permettrait d’éviter 1’utilisation
directe de fortes concentrations d’AR, dont la toxicité est un frein pour la thérapie et/ou la
prévention anticancéreuse a long terme. Par exemple, 1’étude des effets de I’application directe de
rétinal en dermatologie a permis de montrer sa métabolisation en AR, avec des effets biologiques
similaires a ceux résultant de I’application directe d’AR a des concentrations plus élevées
(Didierjean et al., 1996 ; Tran et al., 2005). Dans cette optique, la caractérisation des bases
moléculaires de la reconnaissance du rétinal par les enzymes responsables de la conversion du
rétinal en AR est une donnée indispensable et un préalable a la conception de précurseurs de dérivés

de ’AR.
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Ceci est d'autant plus justifié que les concentrations intracellulaires de rétinoides, en
particulier de rétinal, sont trés faibles (Malpeli et al., 1995). En effet, ces faibles concentrations
résultent non seulement d'une synthése cinétiquement limitante mais également d'une séquestration
par des protéines de transport de la famille des CRBP (Pares et al., 2008 ; Napoli, 2012 ; Napoli,
1986 ; Wang et al., 2011 ; Malpeli et al., 1995). Par conséquent, le réle biologique des RALDH
dépend d'un mode de reconnaissance assurant une spécificité/affinité élevée pour le rétinal.

Le projet a été abordé sur la RALDHI et la RALDH2, deux enzymes dont la structure
tridimensionnelle était disponible sous forme de complexe binaire avec le cofacteur NAD (codes

pdb 1bxs, Moore ef al., 1998 et 1bi19, Lamd et Newcomer, 1999).

2. Travaux préliminaires

2.1. Clonage, production et purification

En préalable a cette étude, nous avons mis au point les protocoles de production et de

purification des RALDHI et 2 en systéme bactérien E. coli.

2.1.1. RALDH1 humaine

La RALDHI1 humaine recombinante est produite a partir d'un vecteur dérivé du pET20b par
sous-clonage de la séquence codante issue du clone IRAUp969H0146D (consortium IMAGE). La
séquence clonée entre les sites Ndel et EcoR1 est placée sous la dépendance du promoteur T7
(vecteur pET/RALDHI).

La RALDHI a été produite dans la souche d’E. coli C41(DE3) transformée par le vecteur
plasmidique pET/RALDHI. La production a été réalisée dans le milieu auto inductible ZYM 5052
pendant 16h a 37°C. Le procédé de purification mis au point comporte quatre étapes : les protéines
solubles récupérées dans le surnageant de sonication subissent une précipitation au sulfate
d’ammonium avant d’étre déposées sur une colonne de filtration sur gel (ACA34). Cette étape est
suivie d’une chromatographie échangeuse d’anions (Q-Sepharose) et d’une chromatographie
d’interactions hydrophobes (Phényl-Sepharose). A ce stade, la RALDHI1 est purifiée a homogénéité

et le rendement de purification est d’environ 200 mg par litre de culture (figure 25 et tableau 1).
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Etapes Volume DO3s0 nm DO3so nm * DOz60nm | DO2so / DO26o
(mL) Volume (mL)
SSO 35 110 3867 173 0,6
Cs09% 15 197 2966 282 0,7
ACA 34 175 4,5 789 5,5 0,8
Q Sepharose 84 6,7 561 4,3 1,5
Phényl Sepharose 125 3.4 459 23 1,6
Concentration 50 9 447 5 1,8

Tableau 1 : Tableau récapitulatif de la purification de la RALDH1 humaine

La purification a été réalisée a partir de 2L de cultures de cellules d’E. coli C41 (DE3) transformées avec le plasmide
pET / RALDHI. Les cellules ont été cultivées a 37 °C dans du milieu ZYM 5052 additionné d’ampicilline (200 mg/L)
pendant 16h. Toute la purification a été réalisée en tampon KPi 20 mM, pH 7,5.

SSO : surnageant de sonication ; Csg, : culot de précipitation a 50 % de saturation en sulfate d’ammonium ; ACA34 :
protéines éluées aprés ACA34; Q Sepharose : protéines éluées aprés colonne Q-Sepharose ; Phényl Sepharose :
protéines ¢luées apres colonne Phényl Sepharose.

M SSO  Csp, ACA34 QSeph Phényl

1:97 kDa

. ' \ -
2:33 kD H&! - @ <

3:37,8 kDa

4:22kDa

0

Figure 25 : Analyse des étapes de purification de la RALDH1 humaine par électrophorése en conditions
dénaturantes SDS-PAGE 10 %.

Le marqueur de taille utilis¢ comme témoin comporte : 1) T7 ARN Polymérase 97 kDa, 2) RALDH2 53 kDa, 3)
GAPDH 37,8 kDa, 4) MsrA 22 kDa.

M : Marqueur de taille ; SSO : surnageant de sonication ; Csg, : culot de précipitation ; ACA34 : protéines éluées apres
ACA34 ; QSeph : protéines €luées apres Q-Sepharose ; Phényl : protéines éluées aprés Phényl-Sepharose.
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2.1.2. RALDH?2 de rat

A 1'origine nous disposions du plasmide pET/RALDH(IIL) qui nous avait été généreusement
fourni par le Pr J.L Napoli (UC Berkeley, Wang et al., 1996). Cependant, la RALDH2 produite
présentait une extension de 11 résidus du coté N-terminal. La séquence codant la forme de la
RALDH?2 "native" de 499 résidus a donc été sous-clonée entre les sites Ndel et BamH1 du vecteur
d'expression pET14b et placée sous le contrdle du promoteur T7. Cette construction permet de
produire une forme de la RALDH2 portant une étiquette His N-terminale (désignée par RALDH?2
dans la suite du manuscrit).

La RALDH?2 a été exprimée dans la souche d’E. coli C41(DE3) transformée par le vecteur
plasmidique pET/RALDH2. La production a été réalisée dans le milieu auto inductible ZYM 5052
pendant 16h a 37°C. La RalDH2 est purifiée par chromatographie d’affinité de type Ni-Sépharose.
La concentration optimale en imidazole permettant une fixation spécifique de la RalDH2 est de 50
mM. La protéine a été éluée en un seul pic aprés un palier a une concentration en imidazole de 500
mM. A ce stade, la RALDH2 est purifiée a homogénéité et le rendement de purification est

d’environ 70 mg environ par litre de culture (figure 26 et tableau 2).

Etapes DO250 nm DO2s0 nm * DO260 nm DOz /
volume (mL) DO;s0
SSO 88 4480 160 0,6
Dialyse 70 3640 126 0,6
Ni-Sepharose 9,1 68 5,9 1,5

Tableau 2 : Tableau récapitulatif de la purification de la RALDH?2 de rat.

La purification a été réalisée a partir d’un litre de culture de cellules d’E. coli C41 (DE3) transformées avec le
plasmide pET / RALDH?2. Les cellules ont été cultivées a 37°C dans du milieu ZYM 5052 additionné d’ampicilline
(200 mg/L) pendant 16 h. Toute la purification a été réalisée en tampon KPi 20 mM, KCI 1M, pH 7,5.

SSO : surnageant de sonication ; Dialyse : surnageant dialysé contre du tampon de purification et filtré; Ni-
Sepharose : protéines éluées apres Ni-Sepharose.
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M SSO Dialyse Ni-Seph

N

4.w» < RalDH2

Figure 26 : Analyse des étapes de purification de la RALDH2 de rat par électrophorése en conditions
dénaturantes SDS-PAGE 10%.

Le marqueur de taille utilis¢é comme témoin comporte : 1) T7 ARN polymérase 97 kDa, 2) GAPN 53 kDa, 3)
GAPDH 37,8 kDa, 4) MsrA 22 kDa.

M : Marqueur de taille, SSO : surnageant de sonication, Dialyse : surnageant dialysé contre du tampon de
purification et filtré; Ni-Seph : protéines éluées apres Ni-Sepharose.

2.2. Mise au point des conditions d'études de la réaction d'oxydation du rétinal par les

RALDH

Compte-tenu de la faible solubilité des rétinoides en milieu aqueux (< 1 uM, Szuts et Harosi,
1991), il était crucial de mettre au point des conditions de solubilisation compatibles avec 1’activité
enzymatique et avec les concentrations requises pour la mesure des parametres cinétiques. Pour
cela, plusieurs types de solvants et de détergents non-ioniques ont été testés du point de vue de leur
efficacité de solubilisation du rétinal tout-trans (rétinal) et de leur neutralité vis-a-vis de 1’activité
enzymatique (validée en utilisant un substrat non rétinoide).

Des ¢études précédentes réalisées au laboratoire par le Dr S. Rahuel-Clermont avaient montré
que le Tween 80, un détergent micellaire, permet une bonne solubilisation a 0,05 % (soit environ
380 uM pour concentration micellaire critique de 12 uM). Cependant le fait que ce détergent
solubilise vraisemblablement le rétinal au sein de micelles soulevait la question de la disponibilité
de ce substrat. Dans ce cas le processus de libération du rétinal pourrait étre la cause d'artéfacts au
niveau cinétique. Par conséquent, la solubilité du rétinal a été testée dans un solvant organique non
micellaire, le 2-méthyl-2,4-pentanediol (MPD).

Les tests de solubilisation du rétinal ont été réalisés en milieu aqueux et en présence d'un
pourcentage croissant de solvant MPD, en partant du principe que la DOss4 refléte la concentration
de rétinal soluble (Szutz et Harosi, 1991). D'apres ce critére, la fraction de rétinal soluble atteint un

plateau a environ 40 % de MPD.
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Figure 27 : Variation de la solubilité du rétinal en fonction de la concentration de solvant MPD. La concentration
en rétinal est fixée a 11.8 uM, ce qui correspond a une DO d'environ 0.5 dans I'é¢thanol. La DO mesurée a la longueur
d'onde maximale d'absorption du rétinal a été corrigée en tenant compte du facteur dilution.

Pour évaluer l'impact de la présence de MPD a des concentrations aussi élevées sur l'activité
rétinal déshydrogénase, des tests d'activité a l'état stationnaire ont été effectués sur la RALDH2
dans le tampon d'activité contenant un pourcentage croissant de MPD. A titre de contréle, des essais
ont été réalisés en utilisant un analogue de substrat, le décanal, qui présente des cinétiques a 1'état
stationnaire identiques en présence ou en absence de Tween 80. Dans ce cas l'activité n'est pas
modifiée jusqu'aux concentrations supérieures a 20 % en MPD. C'est également le cas en présence
de rétinal. Par contre, a 30 % de MPD, la vitesse globale de la réaction est diminuée de moiti¢ dans
les deux cas. L’utilisation d’une solution comprenant 20 % de MPD est donc un bon compromis

entre solubilisation du rétinal et maintien de I’activité¢ de I’enzyme.
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Figure 28 : Variation de l'activité de la RALDH2 en fonction de la concentration de MPD, en présence de
substrat décanal ou rétinal. La concentration en enzyme est fixée a 0,125 uN pour les tests avec Décanal, et a 2,5 uN
pour ceux avec rétinal. La concentration en décanal est fixée a 50 pM et celle en rétinal 4 10 uM. La concentration en
NAD est fixée a 2 mM.
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Apres avoir défini les conditions expérimentales pouvant étre utilisées a 1'état stationnaire, il
¢tait indispensable de vérifier que la présence de MPD a 20 % ne modifiait pas la nature de 1'étape
limitante de la réaction globale. Dans des études antérieures, le signal d'émission de fluorescence du
NADH avait été utilisé pour suivre la réaction d'oxydation du décanal a 1'état préstationnaire. En
présence de Tween 80, un saut de production de NADH avait été observé avec une constante de
vitesse associée supérieure au ke (36 s versus 2,2 s7). Ce résultat montrait donc que I'étape
limitante de la réaction est située apres le transfert d'hydrure. Des tests similaires ont donc été
réalisés en présence de 20 % de MPD, et aucune différence n'a été observée par rapport aux
résultats obtenus en présence de Tween 80. A une concentration de 20 %, le MPD pouvait donc étre

utilisé pour entreprendre une étude du mécanisme catalytique avec le rétinal.

3. Stratégie expérimentale et principaux résultats

Les études antérieures a mon travail de thése concernant la spécificité de substrat des
RALDH ont été abordées via des études structurales sur les RALDHI et 2 et via une étude
enzymatique sur la RALDH?2 utilisant des substrats mode¢les autres que le rétinal (Bordelon et al.,
2003). Dans le cas de la RALDH?2, ces études suggéraient le role d'une transition conformationnelle
de la région désordonnée 462-477 de la structure au cours du cycle catalytique, sans que ce role ne
soit défini ou associé a la reconnaissance du substrat. Dans le but de définir les bases moléculaires
de la reconnaissance spécifique du rétinal, il était donc nécessaire d'explorer le mécanisme
catalytique de la réaction avec le rétinal comme substrat, par comparaison a d'autres substrats
modeles de structure et de flexibilité conformationnelle variables. En effet, dans 1'hypothése de
l'existence d'un réarrangement conformationnel, les propriétés physico-chimiques de mobilité et de
flexibilité du substrat pouvaient avoir un impact sur la catalyse. Les résultats obtenus établissent
pour les RALDHI et 2, que le mécanisme catalytique différe pour les substrats insaturés comme le
rétinal par rapport aux substrats possédant une chaine aliphatique saturée comme le décanal. Dans
ce dernier cas, I'étape limitante de la réaction est associée a la désacylation, alors que dans le cas du
substrat naturel, elle est associée a l'acylation.

Au cours de l'acylation, plusieurs processus peuvent étre cinétiquement limitants, le premier
¢tant I'étape de liaison des substrats et/ou de réorganisation conformationnelle éventuellement
associée. Afin de pouvoir étudier le mécanisme de reconnaissance du rétinal, nous devions mettre
au point des méthodes permettant de suivre spécifiquement la formation des complexes enzyme-

substrat. Pour cela, nous avons utilisé les propriétés de fluorescence du rétinol dont la structure ne
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se distingue de celle du rétinal que par sa fonction alcool. Deux techniques ont été utilisées: d'une
part l'anisotropie de fluorescence qui permet de suivre globalement la formation des complexes, et
d'autre part le signal de FRET entre la protéine via un ou plusieurs résidus Trp et le rétinol, qui
permet de détecter des changements de positionnement au sein du site actif. Aprés avoir mis en
¢vidence l'existence d'un tel signal de FRET, qui s'est révélé résulter d'un transfert entre le Trp177
situé dans le tunnel de liaison du substrat et le rétinol, nous avons utilisé cette sonde
spectroscopique pour étudier la cinétique d’interaction entre les enzymes et le rétinol sur un appareil
de stopped-flow. Dans les deux cas, cette approche permet de révéler deux phases: apres l'entrée du
rétinal dans le tunnel de liaison qui correspondrait a la premiére phase, le complexe subit une
transition conformationnelle au cours de laquelle la distance et 1’orientation relatives du Trp177 et
du rétinol changent, ce qui se traduit par une deuxiéme phase plus lente.

Comparée a la cinétique de la réaction globale d'oxydation du rétinal, la constante de vitesse
de cette phase attribuée a un changement conformationnel du complexe enzyme-rétinal est du
méme ordre de grandeur que la constante catalytique mesurée avec le rétinal pour substrat. Ceci
suggere que cette réorganisation structurale du complexe contribuerait significativement au controle
cinétique de la réaction de biosynthése de l'acide rétinoique. Ce processus constituerait donc un
mécanisme assurant la spécificité de la reconnaissance du rétinal, puisqu'il est corrélé a la structure
chimique de la chaine carbonée du substrat.

Enfin ces approches nous ont permis d'initier une étude du role de certains résidus
composant le tunnel d'accés du substrat par mutagenése dirigée, afin d'identifier les éléments
structuraux participant et/ou contrélant cette étape de réarrangement conformationnel du complexe

RALDH1/rétinal.

Publication : « Retinoic acid biosynthesis catalyzed by retinal dehydrogenases relies on a rate-

limiting conformational transition associated with substrate recognition »

En révision pour Chem. Biol. Interact.
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Highlights

Retinal dehydrogenase catalytic mechanism is explored by presteady state kinetics

The rate-limiting step of retinal dehydrogenases depends on the nature of substrate
Retinol fluorescence properties reveal retinoid binding and recognition mechanism

Substrate specificity of retinal dehydrogenases relies on conformational transition
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Abstract

Retinoic acid, a metabolite of vitamin A, exerts pleiotropic effects throughout life in
vertebrate organisms. Thus, RA action must be tightly regulated through the coordinated
action of biosynthetic and degradating enzymes. The last step of retinoic acid biosynthesis is
irreversibly catalyzed by the NAD-dependent retinal dehydrogenases (RALDH), which are
members of the aldehyde dehydrogenase (ALDH) superfamily. Low intracellular retinal
concentrations imply efficient substrate molecular recognition to ensure high affinity and
specificity of RALDHs for retinal. This study addresses the molecular basis of retinal
recognition in ALDH1A1 (RALDH1) and ALDH1A2 (RALDH2), through the comparison of the
catalytic behavior of retinal analogs and use of the fluorescence properties of retinol. We
show that, contrary to long chain unsaturated substrates, the rate-limiting step of retinal
oxidation by RALDHs is associated with acylation. Use of the fluorescence resonance energy
transfer upon retinol interaction with RALDHs provides evidence that retinal recognition
occurs in two steps: binding into the substrate access channel, and a slower structural
reorganization with rate constant of the same magnitude as the kca: for retinal oxidation: 0.18
vs. 0.07 s'1and 0.25 vs. 0.1 s for RALDH1 and RALDH?2, respectively. This suggests that the
conformational transition of the RALDH-retinal complex significantly contributes to the rate-
limiting step that controls the kinetics of retinal oxidation, as a prerequisite for the formation
of a catalytically competent complex. This transition provides a mechanism for the specificity
of retinal recognition by RALDH1 and RALDHZ2. This conclusion is consistent with the general
notion that structural flexibility within the active site of ALDH enzymes has been shown to be

an integral component of catalysis.
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1. Introduction

All trans-retinoic acid (RA), the most potent metabolite of vitamin A (all trans-retinol,
hereafter referred to as retinol), is a diffusible factor which acts as a paracrine signaling
molecule throughout life in vertebrate organisms [1]. RA major mode of action consists in
regulating the expression of responsive genes, which is mediated by interaction with specific
nuclear receptors [2]. RA thus regulates numerous processes in embryonic development and
morphogenesis, and in adults tissue homeostasis, cell proliferation, differentiation, and
apoptosis [3-6]. RA has been used in the treatment and chemoprevention of certain cancers
[7, 8]. Because of its pleiotropic effects, RA action must be tightly regulated at the spatial and

temporal levels, through the coordinated action of biosynthetic and degrading enzymes [9].

RA biosynthesis from Vitamin A occurs in two oxidative steps. The first is the retinol to
retinal (referring to all trans-retinal) reaction that is catalyzed by members of the medium
chain or short chain dehydrogenase enzyme families. In the second step, retinal is irreversibly
oxidized to RA by members of the aldehyde dehydrogenase (ALDH) superfamily: ALDH1A1,
ALDH1A2 and ALDH1A3, also known as retinal dehydrogenases RALDH1, RALDH2 and
RALDH3, respectively [9-11]. In mammals’ embryonic development, all three enzymes
contribute to RA synthesis in a specific spatiotemporal pattern, although only RALDH2, which
is expressed earliest, has been shown to be essential based on mouse gene knockout studies
and is responsible for 80% RA synthesis in the embryo [12-14]. In the adult, RALDH1 is
responsible for the major RALDH activity in rodent kidney and liver and is expressed in
several epithelial tissues. RALDH1 has been involved in the catabolism of excess retinol, and
has been linked to obesity [10, 12, 15]. RALDHZ2 is highly expressed in the adult testis [16] and
has been proposed as a candidate tumor suppressor in prostate cancer [17]. Interestingly,

RALDH2 expression is highly induced in regenerating tissues in zebrafish [18].

Tight control of retinoid metabolism is reflected in low in vivo concentrations of
retinoids and particularly retinal, which production is rate-limiting in vivo [11, 15, 19, 20].
Furthermore, retinol, but also retinal to a lesser extent, are bound by the cellular retinol
binding protein which thus limits the availability of free molecules for the metabolizing
enzymes [21]. Therefore, this suggests the importance of efficient substrate molecular
recognition of RALDH enzymes to ensure high affinity and specificity for retinal. The

tridimensional structures of RALDH1 [22] and RALDH2 [23] have been reported as a complex
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with the NAD cofactor, but in the absence of substrate. In the X-ray structure of RALDH]1, the
substrate binding site is shaped as a tunnel with a large entrance that can accommodate
retinal [22]. Although the same secondary structure elements contribute to the substrate
binding site, the loop that makes up the bottom wall of the tunnel is disordered in the X-ray
structure of RALDH2 [23]. A disorder to order transition has been proposed to be linked to
catalysis and to act as a mechanism conferring substrate specificity for retinal vs. short chain
aldehydes [23, 24]. This hypothesis is consistent with the general notion that in ALDH
enzymes, structural flexibility within the active site induced by ligand binding or associated

with cofactor dynamics has been shown to be an integral component of catalysis [25-32].

This study addresses the molecular basis of retinal recognition in RALDH1 and RALDH?2,
through the comparison of the catalytic behavior of retinal analogs and use of the
fluorescence properties of retinol. Our results provide for the first time direct evidence that
retinal recognition involves at least two steps: first, the binding into the substrate access
channel, and second, a structural reorganization that leads to the formation of a catalytically
competent ternary complex, which would be rate-limiting for the overall reaction of retinal

oxidation.

2. Material and Methods

2.1 Materials

NAD was purchased from Roche (Mannheim, Germany). Retinal, retinol, decanal,
hexanal, citral, 2,4-decadienal (trans, trans isomer) and Hepes were sourced from Sigma-
Aldrich (St. Louis, MO, U.S.A.). 2-methyl-2,4-pentanediol (MPD) was from Fluka (Sigma-
Aldrich).

Retinoids are lipophilic compounds with low solubility in aqueous buffers [33].
Therefore, prior to enzymatic analysis, conditions were set up to increase the solubility of
retinal and retinol, avoiding the use of micellar detergents such as Tween 80 that could affect

enzyme Kinetics by sequestering the substrate. Stock solutions of retinal and retinol were
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prepared in acetonitrile. Use of MPD as a solubilization agent at a concentration of 20 %
allowed solubilization of retinal solutions up to 100 pM, while avoiding inhibitory effects on

RALDH activity.

2.2 Site-directed mutagenesis, production and purification of wild type and mutated RALDHs
Mutant enzymes were generated by standard PCR site-directed mutagenesis.

Plasmid pET/RALDH(IIL) expressing a long form of RALDHZ including 11 N-terminal
additional residues, was a generous gift from J.L. Napoli [16]. Recombinant Rattus norvegicus
testis RALDH2 was produced from a pET14b-derived expression vector prepared by
amplification with the Pfu polymerase and subcloning of the RALDH2 ORF encoding a 499-
residue protein, between the Ndel and BamHI restriction sites, under the control of the T7
promoter. The construction was sequenced in order to confirm that no mutations had been
introduced in the amplification reaction. This plasmid allowed production of N-terminal His-
tagged RALDH2, hereafter referred to as RALDHZ2. Escherichia coli C41(DE3) transformants
were grown at 37°C for 16 h in the ZYM5052 or N5052 autoinducible medium [34]
supplemented with ampicillin (200 mg/L). For purification of wild-type and mutated
RALDH2, cells were harvested by centrifugation, resuspended in 20 mM potassium phosphate
buffer, pH 7.5, 200 mM KCI, 2 mM DTT and disrupted by sonication. The extract was clarified
by centrifugation at 17000 g for 1 hour and dialyzed twice successively against 20 mM
potassium phosphate buffer, pH 7.5 containing 200 mM KCl and a 20 mM potassium
phosphate buffer pH 7.5 containing 1 M NaCl to remove small substrates that copurify with
the protein. The supernatant was applied to a high performance nickel-Sepharose column
previously equilibrated with the same buffer containing 50 mM imidazole, connected to an
FPLC system (Amersham Biosciences). RALDHZ was eluted using at 0.5 M imidazole step.
Enzyme concentration was determined spectrophotometrically by using molar absorption

coefficient of 2.11 x 105 M-L.cm-?! at 280 nm.

Recombinant human RALDH1 was produced from a pET20b-derived vector prepared
by subcloning of the RALDH1 ORF amplified with the Pfu polymerase from the
IRAUp969H0146D clone obtained from the IMAGE consortium, between the Ndel and EcoRI
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restriction sites under the control of the T7 promoter. The resulting plasmid was sequenced
in order to confirm that no mutations had been introduced in the amplification reaction. The
RALDH1 protein was expressed in Escherichia coli C41(DE3) cells in the same conditions as
described above. For purification of wild-type and mutated RALDH1, cells were harvested by
centrifugation, resuspended in 50 mM potassium phosphate buffer, pH 7.5, containing 2 mM
DTT and disrupted by sonication. The extract was clarified by centrifugation at 17000 g for 1
hour, and solid ammonium sulfate was added to 50% saturation. The precipitate was applied
to a ACA34 gel filtration column, the fractions containing RALDH1 were then applied to anion
exchange Q-Sepharose column connected to a FPLC system equilibrated with the same buffer,
and RALDH1 was eluted using a 0 to 1 M KCIl gradient. Final purification was achieved by
hydrophobic chromatography on a phenyl-Sepharose column connected to a FPLC system
equilibrated with potassium phosphate buffer, pH 7.5 containing 1 M ammonium sulfate, with
elution by a decreasing 1 to 0 M ammonium sulfate gradient. Enzyme concentration was
determined spectrophotometrically using a molar absorption coefficient of 2.5 x 105 M-1.cm™!
at 280 nm. In the text, both RALDH1 and RALDH2 concentrations are expressed per monomer
(normality, N).

2.3 Kinetic parameters for wild type and mutated RALDHs under steady-state conditions

For non-retinal substrates, initial rate measurements were carried out at 25°C on a
SAFAS UV mc2 spectrophotometer, by following the appearance of NADH at 340 nm in 20 mM
Hepes pH 8.5 buffer containing 150 mM KCl, 1 mM EDTA, 20% MPD (standard buffer). The
initial rate data were fit to the Michaelis-Menten equation using non linear least-squares
regression analysis to determine the kcar and Ku values. For RALDH1 in the presence of retinal,
the reaction was followed at 340 nm as the overall combination of increasing absorbance of
produced NADH and RA and decreasing contribution of retinal absorbance, experimentally
determined as 31000 M-1s'! in these conditions. All Km values were determined at saturating
concentrations of NAD. For RALDH2 with retinal, due to low Km value, the reaction was
monitored by NADH fluorescence, more sensitive than absorbance, using a rapid-mixing

SX18MV-R stopped-flow apparatus.
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2.4 Pre-steady-state kinetic measurements

Pre-steady-state kinetic analyses were carried out on a SX18MV-R stopped-flow
apparatus (Applied PhotoPhysics) and collected data were analyzed using the SX18MV-R
software package. To study the acylation step, progress curves of NADH production were
recorded at 25 °C in standard buffer by following fluorescence emission using a 395 nm cutoff
filter after excitation at 350 nm. One syringe was filled with 2 uN RALDH and 2 mM NAD and
the other contained 2 mM NAD and the substrate (final concentrations after mixing). To study
retinol interaction with RALDHs, fluorescence emission filtered above 455 nm was monitored
after excitation at 295 nm at 25 °C in standard buffer. One syringe was filled with 2 uN RALDH
and the other contained 30 uM retinol in the presence or absence of 2 mM NAD (final

concentrations after mixing). Progress curves were fit according to a biphasic expression.

2.5 Fluorescence and fluorescence anisotropy binding assay

Fluorescence spectra and anisotropy measurements were carried out on a spectrofluorimeter

SAFAS FIx-Xenius equipped with dual monochromators. RALDHI1 dissociation constants for

retinol were deduced from anisotropy titrations of 10 uM retinol in standard buffer at 25°C with
increasing RALDHI1 concentrations recorded at 325 nm excitation and 482 nm emission
wavelengths using 10 nm slits. The instrument computed anisotropy from samples illuminated with
vertically polarized light A = (Iyvv — G.Ivi) / (Iyy + 2G.Iyn) where Iyy is the fluorescence intensity
recorded with excitation and emission polarization in vertical position, and Iyy is the fluorescence
intensity recorded with the emission polarization aligned in horizontal position. The G-factor of the
spectrofluorometer represents the ratio of the sensitivities of the detection system for vertically and
horizontally polarized light and was calculated by the instrument for each individual sample. Data
obtained were expressed as the fraction of complex formed (A — Ag)/(Amax — Ao), were Ag and Amax
represent the anisotropy of free and bound retinol, vs. the concentration of RALDH1. Data sets were

fit to a single-site binding model.
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3. Results and discussion

3.1 The chemical structure of long-chain aldehyde substrates determines the rate-limiting step of

RALDH1 and RALDHZ

Previous structural and enzymatic studies on mouse RALDHZ using model substrates
with saturated linear aliphatic chain suggested a role of a disorder to order transition within
the substrate access channel for long-chain aldehyde selectivity [24]. Assuming this
hypothesis, we surmised that the conformational flexibility of the substrate should impact
catalysis. Therefore, the steady-state and presteady state kinetics of RALDH2 were analyzed
using retinal and its unsaturated analogs citral and 2,4-decadienal, and compared to those
obtained with the saturated analogs decanal and hexanal (Fig. 1, Table 1). For all substrates,
RALDH2 followed classical Michaelis-Menten kinetics with Michaelis constants values ranging
from 2 to 6.4 uM for all substrates but hexanal, characterized by a 23 uM Ku, all of which were
consistent with values previously reported in studies from other groups [16, 24, 35].
Regarding the catalytic constant however, significantly higher values were measured
compared to most older reports, which could be related to enzyme purification protocol or to
experimental conditions of enzyme activity determinations. In these conditions, oxidation of
citral was found to be catalyzed by RALDH2, unlike formerly described [16]. Citral is a
mixture of cis and trans isomers of 3,7-dimethyl 2,6-octadienal (neral and geranial,
respectively), of which geranial bears closer structural similarity to retinal and is a better

substrate as neral [36].

The characteristic feature revealed by this kinetic profile was the distinct behavior of
RALDH2 with decanal or hexanal, which were oxidized with ket of ~2 s1, 13 to 22-times
higher compared to the corresponding values for retinal, 2,4-decadienal or citral. Similar
trend was observed for RALDH1 which metabolized decanal and retinal with 1.0 and 0.07 s
kear values, respectively (Table 1). Such differences could be correlated with a distinct rate-
limiting step in the catalytic cycle. This hypothesis was thus tested by following the kinetics of
the reaction in presteady state conditions using the fluorescence signal of the NADH
produced, which are shown in Fig. 2 for RALDH2 with decanal, retinal, citral and 2,4-

decadienal. When decanal was used as substrate, an exponential burst of NADH production
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was observed, corresponding to the first cycle of decanal oxidation and characterized by a
rate constant of 36 s'1, 16-times higher than the ke value, followed by a slower, linear phase
corresponding to steady state NADH release. Such behavior shows that the rate-limiting step
occurs after the hydride transfer. On the contrary, no significant burst was observed
compared to the control recorded in the absence of substrate when the unsaturated
substrates retinal, citral and 2,4-decadienal were used, revealing that in these cases, the rate-
limiting step corresponded to a process occuring within the acylation step. Likewise, the rate-
limiting step of retinal and decanal oxidation by RALDH1 was observed to correspond to
acylation and deacylation, respectively (data not shown). Therefore, these results suggest a
correlation between the saturated/unsaturated chemical structure of the substrate, including
the associated physicochemical characteristics such as conformational flexibility, and the rate-

limiting event of the catalytic cycle.

3.2 Probing the molecular mechanism of substrate recognition by FRET using the fluorescent

analog retinol

Within acylation, the rate-limiting process can be associated with molecular recognition
events including binding or conformational reorganization, to the nucleophilic attack of the
catalytic Cys on the carbonyl group of the substrate, or to the hydride transfer. To probe
substrate recognition to the RALDHs, we searched for the existence of a FRET signal between
the Trp residues of the RALDHs and retinol, a fluorescent analog close to retinal that is likely
to bind to RALDHs in a similar manner. Indeed, the fluorescence emission maximum
wavelength of Trp at ~330 nm matches the absorption maximum wavelength of retinol at 325
nm, which makes possible fluorescence energy transfer from Trp to a retinol molecule bound
to the enzyme. In addition, retinol is not a substrate for RALDHs, which allows characterizing
a ternary complex with NAD (see below). As shown in Fig. 3, addition of excess retinol
resulted in significant quenching of Trp emission on the spectrum of RALDH1 and RALDH2
after excitation at 295 nm, while a new emission band showed up at wavelengths superior to
400 nm. Due to the existence of a shoulder in this region of the spectrum of RALDH1 in the
absence of retinol, this band was better analyzed from the difference spectra recorded after

and before addition of retinol, as shown is the inset of Fig. 3. In the case of RALDHZ, the
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difference spectrum reveals an envelope very similar to the retinol emission spectrum with a
maximum intensity at 483 nm, thereby indicating Trp to retinol FRET. In the case of RALDH1,
the signal was characterized by a lower intensity and a blue-shift of 15 nm, suggesting that

retinol is bound in a physicochemical environment different from RALDH2.

RALDH2 contains six Trp residues per monomer also found in RALDH1, among which
Trp177 is of particular interest due to its location within the substrate access channel defined
in the X-ray structures (Fig. 4) [22, 23]. Therefore, the contribution of Trp177 to the FRET
signal was tested by comparing the effect of retinol on the Trp fluorescence spectrum of wild-
type and W177F RALDHZ2. In the mutant, the intensity of the FRET signal at 383 nm was
depressed by at least 80%, showing the major contribution of Trp177 to the fluorescence
transfer. This suggests that retinol binds in the close environment of Trp177, thus validating

the specificity of this probe for the study of retinol binding in these enzymes.

To analyze the mechanism of retinol recognition, the FRET property of retinol within the
complex formed with RALDHs was used as a probe to monitor the kinetics of retinol binding
interactions in a rapid kinetics apparatus. The progress curve for the FRET signal, recorded
after rapid mixing of 2 uN RALDH2 monomers and 30 uM retinol (Fig. 5, trace 1), is best
described by a combination of two exponential phases characterized by rate constants of 6.2
and 0.35 s, the amplitude of the slower phase representing 82 % of the total amplitude.
Similar behavior was found for RALDH1, although the rapid and slow phases were
characterized by rate constants of 0.82 and 0.16 s, respectively, and the amplitude of the
slower phase represented 22 % of the total amplitude (Fig. 5, trace 2). As expected from the
intensity of the FRET band in the spectra (Fig. 3), the total amplitude of the progress curves
was lower for RALDH1 than for RALDH2. Because the competent Michaelis species for the
catalysis of retinal oxidation is a ternary complex with NAD, the interaction of retinol with the
RALDHs was also recorded in the presence of NAD (Fig. 5, traces 2 and 4). Apart from a
significant effect on the total amplitude due to the screening effect due to NAD absorption at
the excitation wavelength 295 nm, very similar results were obtained in the presence of 2 mM
NAD, with e.g. for the slower phase, rate constants of 0.25 and 0.18 s, and amplitudes of 85
and 28 % of the total, for RALDH2 and RALDH]1, respectively. Therefore, although the kinetic

mechanism of several non-CoA dependent ALDHs was described to be ordered sequential [37,
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38], retinol is able to bind the apo-RALDHs with similar kinetics as the RALDH-NAD binary
complex when probed by the retinol FRET signal.

The biphasic nature of the kinetics of interaction of retinol, suggests that after entrance
into the substrate access channel, which could correspond to the fast phase, a conformational
transition of the complex occurs that results in a modification of the distance and/or
orientation between the retinol and Trp177 fluorophores and to the signal observed in the
second, slower phase. This interpretation is supported by the fact that the rate of the fast
phase increases with retinol concentration (data not shown), while the rate of the slower
phase remains unchanged. Because retinol and retinal bear very close structures, the same
mechanism could likely also hold for retinal recognition. Such results could be directly
correlated to the disorder to order transition of the region comprising residues 462-478
proposed to provide substrate specificity to RALDH2, based on the X-ray structure of the
enzyme/NAD complex [23]. In the case of RALDH1 however, the X-ray structure revealed an
ordered substrate access channel. This does not preclude the occurrence of a conformational
transition, although it could in part explain the lower relative magnitude of the corresponding

kinetic step in the progress curve recorded by the FRET signal (28% vs. 85% for RALDH?2).

Furthermore, when compared to the kinetics of retinal oxidation, the rate constants of
the slower phase of retinol interaction with the enzymes appear of the same magnitude as the
keat (0.18 vs. 0.07 s'1and 0.25 vs. 0.1 s'1 for RALDH1 and RALDH2, respectively). This suggests
that the conformational transition of the RALDH-retinal complex proposed above significantly
contribute to the rate-limiting step that controls the kinetics of retinal oxidation. By extension,
the rate-limiting process of citral and 2,4-decadienal oxidation, that is shown to be associated
with acylation, would also be controlled by a structural reorganization concomitant to
substrate molecular recognition. Retinal, citral and 2,4-decadienal share a common
unsaturated structure of the carbon chain which imparts these molecules lower flexibility
than the saturated substrates such as decanal or hexanal (Fig. 1). This therefore suggests that
the formation of a Michaelis complex RALDH/NAD /substrate competent for the subsequent
chemical steps of acylation requires a conformational adaptation of the substrate access
channel in the case of the retinal/citral/2,4-decadienal substrates. Noticeably, the [-ionone

ring of retinal seems not to play a critical role for substrate efficient recognition, in agreement
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with the results of retinal docking on the RALDH1 structure, showing that the ring sticks out
from the tunnel entrance and is partially exposed to solvent in this model [22]. By contrast,
the efficient binding of saturated substrates would be promoted by their intrinsic flexibility,

making this process not rate-limiting for the overall reaction.

3.3 Mutations in RALDH1 substrate binding site affect the conformational transition that conveys

substrate recognition in RALDH1

In the known X-ray structures of RALDH1 and RALDH2, the substrate access channel is
built up by residues from three helices and a loop (455-461). As mentioned above, this loop
appears disordered in the structure of RALDH2, while it is well-defined in the structure of
RALDH1 [22, 23]. In an attempt to identify structural determinants of retinal recognition, we
selected residue positions in RALDH1, also defined in the RALDH2 structure, that line the
entrance of the tunnel and could thus participate in the motions occurring with retinal
recognition when the competent catalytic complex forms (Fig. 4). In RALDH1, residues
Asn120 (Ile/Val in RALDH2), Lys127 (conserved in RALDH2) and Tyr296 (Phe in RALDH2),
were substituted by Ala, Ala and Ala/Val, respectively, and the binding affinity of the mutant
enzymes for retinol was determined by fluorescence anisotropy and compared with the
catalytic parameters for retinal oxidation. Fluorescence anisotropy allows the monitoring of
complex formation between retinol and the protein, irrespective of the conformational state
of the complex. Determination of the affinity constants Kp by this method shows that the
mutations had little effect on the overall affinity of RALDH1 for retinol, which likely also
applies for retinal. However, although only slight effect is observed on the steady state kinetic
parameters for the N120A and K127A mutants, the k.. for retinal oxidation catalyzed by the
Y296A and Y296V RALDH1s is lowered 4 and 8-times compared to the wild type. If the rate-
limiting step of retinal oxidation by RALDH1 is associated with the structural reorganization
occurring upon the formation of the competent catalytic complex, this result suggests that

position 296 participates in this process either directly or indirectly.
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3.4 Conclusion

Structural dynamics within the active site are essential components of the catalytic cycle
of ALDH enzymes. In this study, direct evidence supports the role of a conformational
transition in the molecular recognition and specificity of RALDH1 and RALDH2 for retinal.
This step would be a prerequisite for the formation of a catalytically competent complex and
could thus control the process of RA synthesis from low in vivo levels of retinal. The
approaches developed herein, including use of the fluorescent analog retinol, will allow in the
future to probe for this critical step in RA biosynthesis and understand the role of structural

elements within the active site of RALDH enzymes in retinal recognition.
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Figure captions

Figure 1. Chemical structures of retinal, retinol and the aldehyde analogs used in this study.

Figure 2. Presteady state kinetics of NADH production for the reaction catalyzed by RALDH2
with retinal and aldehyde analogs: decanal 100 uM (1), retinal 5 uM (2), citral 100 uM (3),
2,4-decadienal 100 uM (4), control in absence of substrate (5). A solution of 1 uN RALDH2, 2
mM NAD is rapidly mixed at 25°C with an equal volume of 2 mM NAD and substrate in Hepes
20 mM, KCI 150 mM, EDTA 1 mM, MPD 20%, pH 8.5 buffer. Following excitation at 350 nm,

the fluorescence signal of NADH is monitored using a 395 nm cutoff filter.

Figure 3. Fluorescence emission spectra of RALDHs in the absence and presence of retinol.
The excitation wavelength is set at 295 nm corresponding to Trp fluorescence excitation and
the spectra recorded for 10 uM enzyme in the absence (black traces) and presence (gray
traces) of 10 uM retinol in Hepes 20 mM, KCI 150 mM, EDTA 1 mM, MPD 20%, pH 8,5 buffer.
For each enzyme spectra in absence and presence of retinol are recorded in the same
conditions. Spectra for RALDH1 (solid), RALDH2 (dash) and RALDH2 W177F (dots) are
normalized according to the maximum fluorescence intensity of the apo enzyme. Inset:
difference spectra of the effect of retinol addition in the 400-550 nm region, compared with

the emission spectrum of retinol (solid).

Figure 4. View of the substrate access channel of sheep liver RALDH1 (coordinates from the
pdb entry 1bxs). The large entrance is lined with Tyr-296 (blue), Met-120 (green), Lys-127
(cyan) and a loop makes up the bottom wall of the channel. The positions of Trp-177 (orange),
of the catalytic Cys-302 (yellow) and of the nicotinamide moiety of the NAD cofactor are

shown deeper in the tunnel. The figure was prepared using Pymol 0.99 (www.pymol.org).

Figure 5. Kinetics of interaction of retinol with RALDHs monitored by FRET. Times courses
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are recorded after mixing of 2 uN RALDH2 (1,2) or RALDH1 (3,4) with 30 pM retinol in the
absence (1,3) or presence of 2 mM NAD (2,4), in Hepes 20 mM, KCl 150 mM, EDTA 1 mM, MPD
20%, pH 8,5 buffer at 25°C. Following excitation at 295 nm, the fluorescence signal is
monitored using a 455 nm cutoff filter. The collected data were fit to according to a biphasic

expression.
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Table 1

Steady state kinetics parameters of wild-type RALDHs with retinal and analogs.

RALDH2 RALDH1
Substrate

Ku (uM) keat (s1)  Km (uM) keat (s1)
Retinal 2.0b 0.10 8.1 0.07
2,4 decadienal 6.3 0.15 ND ND
Citral 29 0.10 ND ND
Decanal 6.4 2.2 10.0 1.0
Hexanal 23.0 2.0 ND ND

a Kinetic parameters were deduced from non-linear regression of experimental data sets,
according to the Michaelis-Menten equation. All Kv values were determined at saturating
concentrations of the NAD cofactor. The steady-state initial rates of the reaction of both
RALDHs were measured at 25°C in 20 mM Hepes, 150 mM KCl, 1 mM EDTA, 20%MPD, pH 8.5
buffer, by following NADH absorbance or the resulting absorbance of retinal, RA and NADH.

The standard deviation is below 20%. ND, not determined.

b Measured by monitoring NADH fluorescence on a stopped flow apparatus.
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Table 2

Steady state kinetics parameters of wild-type and mutant RALDH1 with retinal

compared with dissociation constants for retinol

Retinal? Retinolb
RALDH1

Km (UM) keat (s'1) Kp (uM)
WT 8,1 0,07 1,8
N120A 11,3 0,03 3,1
K127A 8,6 0,03 3,7
Y296A 8,9 0,017 1,7
Y296V 15,3 0,008 2,6

a Kinetic parameters were determined as in Table 1.

b Determined by monitoring retinol fluorescence anisotropy recorded at 325 nm
excitation and 482 nm emission wavelengths. Data sets obtained at 10 uM retinol by
varying RALDH1 concentration in 20 mM Hepes, 150 mM KCI, 1 mM EDTA, 20%MPD, pH
8.5 buffer at 25°C, were fit to a single-site, saturable binding model. The standard

deviation is below 20%.
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Figure 1
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Figure 4
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Figure 5
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Caractérisation de la dynamique du processus
d'isomérisation conformationnelle du cofacteur réduit au

cours de la catalyse

1. Stratégie: les propriétés de fluorescence du NADH constituent une sonde

conformationnelle

L'é¢tude de la dynamique d'un processus conformationnel participant au cycle
catalytique requiert l'utilisation d'un signal spécifique, couplé a une méthode cinétique
permettant son analyse en temps réel. Dans le cas du basculement de la partie NMNH du
cofacteur réduit au cours du cycle catalytique des ALDH, les propriétés de fluorescence du
NMNH pouvaient constituer une sonde spectroscopique sensible aux variations
d'environnement moléculaire lors du changement de conformation se produisant entre les

étapes d'acylation et de désacylation.

1.1. Propriétés de fluorescence du NADH au sein d'un complexe binaire avec la

RALDH2

Cette hypothése a été testée en premier lieu par I'é¢tude de l'effet de la formation d'un
complexe binaire avec l'enzyme sur le spectre d'émission de fluorescence du NADH, obtenu
par excitation de la bande d’absorption spécifique du NMNH a 350 nm. L'émission de
fluorescence du NADH, maximale a 454 nm, subit un léger décalage de 10 nm vers 442 nm,
et une augmentation importante d'intensité d'un facteur au moins 2,5 sous l'effet de
l'interaction avec la RALDH2 (figure 29). Le signal de fluorescence du NADH, s'il s’avérait
sensible aux modifications de conformation du NADH au cours du cycle catalytique, pouvait

donc potentiellement servir de sonde pour suivre ce phénomene.
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Figure 29 : Spectres d’émission du NADH sous forme libre et sous forme de complexe binaire RALDH2-
NADH.

Les spectres d’émission du NADH libre (courbe noire) et sous forme de complexe binaire RALDH2-NADH
(courbe rouge), ont été enregistrés aprés excitation a 350 nm.

Les mesures sont effectuées dans du tampon Hépes 20 mM, KC1 150 mM, EDTA 1 mM, Tween 80 0,05 %, pH
8,5) a 25 °C. Le photomultiplicateur est réglé a 500 V.

En outre, sous forme de complexe binaire avec le NADH, certaines ALDH
hydrolytiques eucaryotes comme la RALDH2 de rat présentent également un phénomene de
FRET entre un ou plusieurs résidus tryptophane de I’enzyme et le NADH (figure 30). En
effet, les spectres d’excitation du NADH (longueur d’onde maximale d’excitation Amax de 350
nm) et d’émission des résidus tryptophane (Amax d’émission d’environ 330 nm) se recouvrent
largement, ce qui rend possible un transfert de fluorescence entre ces deux partenaires (figure
30 A). Ce phénoméne de FRET est caractérisé par une diminution de 1’intensité du signal
d’émission de fluorescence des résidus tryptophanes liée a une augmentation de I’intensité du
signal d’émission du NADH a 450 nm (figure 30 B). Le fait que I’intensité du FRET dépende
de I’orientation des deux fluorophores, le résidu tryptophane et le cycle NMNH du cofacteur
réduit, a suggéré I’utilisation de cette propriété comme sonde spectroscopique pour
caractériser I’isomérisation du cofacteur au cours du cycle catalytique dans les ALDH non

phosphorylantes.
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Figure 30 : Spectres d’émission de fluorescence du NADH et de la RALDH?2 sous forme apoenzyme et sous
forme de complexe binaire RALDH2-NADH

Les mesures sont effectuées dans du tampon Hépes 20 mM, KC1 150 mM, EDTA 1 mM, Tween 80 0,05 %, pH
8,5) a 25 °C. le photomultiplicateur est réglé a 500 V.

A : Spectres d’excitation (émission & 460 nm) et d’émission (excitation a 350 nm) du NADH, superposés au
spectre d’émission de la RALDH?2 de type sauvage (excitation a 295 nm). Les spectres d’excitation et d’émission
du NADH sont représentés respectivement en rouge et en vert. Le spectre d’émission de la forme apoenzyme de
la RALDH2 de type sauvage dont les résidus tryptophane ont été excités a 295 nm est représenté en noir.

B : Caractérisation du phénomene de FRET dans la RALDH?2. A titre de contrdle, les spectres d’émission de la
RALDH?2 de type sauvage et du NADH aprés excitation a 295 nm sont représentés en noir et vert. Le spectre
d’émission du complexe binaire RALDH2-NADH aprés excitation a 295 nm est représenté en rouge.

1.2. Propriétés enzymatiques de la RALDH2 avec I'analogue de substrat décanal

Les propriétés cinétiques de la RALDH2 ont été¢ analysées a 1'état stationnaire avec
comme substrat un analogue du substrat naturel de 1'enzyme, le décanal. En effet, du point de
vue cinétique, les étapes de production et de basculement du NADH se produisent avant
I’étape de désacylation. Ces étapes ne peuvent donc étre observées qu'a condition que I'étape
limitante de la réaction soit associée a la désacylation, et doivent étre suivies dans des
conditions préstationnaires permettant de suivre le premier cycle catalytique de l'enzyme
aprés le déclenchement de la réaction (conditions de « single turnover »). Dans le cas de la
RALDH2, la nature de 1'étape cinétiquement limitante dépend du substrat utilis¢, 1'étape lente
¢tant associée a l'acylation ou a la désacylation en présence respectivement de rétinal ou de
décanal. Le décanal a donc été utilisé comme substrat dans cette étude.

Dans ces conditions, des études préliminaires a l'état préstationnaire ont permis de
montrer que 1’oxydation du décanal par la RALDH?2 pouvait étre suivie non seulement par le
signal de fluorescence du NADH (excitation a 350 nm) mais aussi par le signal de FRET

(excitation a 295 nm) (figure 31) :
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Figure 31 : Etude a I’état préstationnaire de la reaction catalysée par la RALDH?2 de type sauvage.

Les mesures sont effectuées dans le tampon d’activité (Hépes 20 mM, KC1 150 mM, EDTA 1 mM, Tween 80
0,05 %, pH 8,5) a 25°C, a une concentration de 1 uN d’enzyme. La concentration de NAD et de décanal sont
fixées a 2 mM et 50 uM respectivement. Le photomultiplicateur est réglé¢ a 400 V. La cinétique d’apparition du
NADH au cours du temps est représentée en rouge. Le NADH est excite spécifiquement & 350 nm. La courbe
permettant de visualiser les phénoménes de FRET pour la RALDH2 est représentée en noir. Les résidus
tryptophane de I’enzyme sont excites spécifiquement a 295 nm. Dans les deux cas, un filtre permet de détecter le
signal de fluorescence a une longueur d’onde supérieure a 395 nm.

La production de NADH est suivie via le signal d’émission de fluorescence en
utilisant un filtre permettant de visualiser les signaux de fluorescence dont la longueur d’onde
est supérieure a 395 nm aprés excitation a 350 nm (courbe rouge). Les vitesses étant rapides,
elles ont été mesurées avec un appareil cinétique a mélange rapide (stopped-flow). Dans le cas
de la RALDH2 de type sauvage, la cinétique d’évolution de 1’émission de fluorescence du
NADH est caractérisée par une combinaison de deux phases exponentielles et d’une phase
linéaire. La premiére phase exponentielle croissante correspond a la production du NADH et
donc a la cinétique de I’étape d’acylation. Le signal suivi au cours de cette phase
correspondrait donc a celui du NADH dans sa conformation compatible avec le processus de
transfert d’hydrure, au sein du complexe ternaire thioacylenzyme/NADH. La phase la plus
lente, linéaire, correspond a 1’état stationnaire de la réaction et donc a la cinétique de 1’étape
de désacylation qui limite la vitesse globale de la réaction. Le signal suivi au cours de cette
phase correspondrait donc a celui du NADH libre aprés dissociation de 1’enzyme. Enfin, la
réaction catalysée par la RALDH2 est caractérisée par une seconde phase exponentielle

décroissante, qui suit la premiére phase associée a l'acylation, et qui correspondrait a un
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processus au cours duquel I'intensité du signal de fluorescence du NADH est modifiée. Ceci
implique une variation du rendement quantique et/ou de ’effet d’écran sur la fluorescence du
NADH, nécessairement associés a des changements dans I’environnement du fluorophore. Ce
signal pourrait donc correspondre a 1’étape d’isomérisation de la partie NMNH du NADH qui
se produit obligatoirement aprés le transfert d’hydrure. Ce changement conformationnel
conduirait au passage du NMNH d’un environnement hydrophobe a un environnement plus
expos¢ au solvant, en cohérence avec la diminution du signal de fluorescence et avec
I’analyse de la structure du complexe cristallin GAPN thioacylenzyme/NADPH (D’ Ambrosio
et al., 2000).

Le signal de FRET a été suivi pour les mémes réactions aux longueurs d’onde
supérieures a 395 nm aprés excitation a 295 nm, dans le but de détecter un transfert de
fluorescence entre un ou plusieurs résidus tryptophane de 1I’enzyme et le NADH produit dans
le site actif au sein du complexe ternaire thioacylenzyme/NADH. Le profil cinétique obtenu
est similaire a celui décrit en fluorescence directe du NADH, avec cependant des différences
marquées au niveau des amplitudes relatives des trois phases. La pente de la phase linéaire,
qui correspond au signal du NADH dissocié donc indépendant du phénoméne de FRET, est
trés faible par rapport a I’amplitude des phases exponentielles. L’amplitude de la phase qui
correspondrait a I’isomérisation du NADH est augmentée par rapport a I’amplitude de la
phase d’acylation. Le signal de FRET constituerait donc une sonde plus sensible que la

fluorescence intrinséque du NADH pour la détection de cette isomérisation.

2. Identification du résidu Trp responsable du signal spectroscopique associé a

I'isomérisation du NADH

Dans le but d’exploiter ces propriétés pour analyser le mécanisme enzymatique des
ALDH hydrolytiques, et de préciser la spécificit¢ de ce signal, nous avons entrepris
l'identification du/des résidus Trp de la RALDH2 a l'origine des propriétés spectroscopiques
du couple enzyme/NADH. Pour cela, nous nous sommes appuyés sur la comparaison des
séquences de la RALDH2, qui présente ce signal, et de la GAPN qui ne le présente pas. En
effet la RALDH?2 contient six résidus Trp dont deux sont conservés dans la GAPN (Trp28 et
Trp76) (figure 32).
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Figure 32 : Alignement des séquences de la RALDH1 humaine, la RALDH?2 de rat, de la GAPN de S.
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Les résidus tryptophane conservés dans ces enzymes sont surlignés en bleu, les autres résidus tryptophane
présents dans les RALDHI et 2 ainsi que les positions équivalentes dans la MSDH et la GAPN sont surlignés en

rose. La Cys302 catalytique est surlignée en rouge.
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Un autre (Trp168) est situé dans la cavité correspondant au site de basculement de la
partie NMNH du cofacteur réduit dans la structure de l’intermédiaire thioacylenzyme de
GAPN, et était de ce fait un bon candidat pour participer au transfert de fluorescence observé
dans la RALDH2 (figure 33). L'étude systématique de la contribution des résidus Trp non
conservés de la RALDH?2, c¢’est-a-dire les résidus tryptophane situés aux positions 135, 168,
177 et 452, au phénoméne de FRET a donc été entreprise. Les variants W135F, W168F,
W177F, W452F ont été générés et I’étude des signaux d'émission de fluorescence du NADH

et de FRET a été réalisée pour I’étape d’acylation.

Figure 33 : Structure du monomeére de la RALDH?2 de rat sous forme holoenzyme (code pdb 1bi9).

Les six résidus tryptophane de I’enzyme sont représentés en vert, la C302 catalytique est représentée en rose et le
cofacteur NADH est représenté en violet (dans cette structure, seule la partie adénosine du cofacteur est définie).
Seules les chaines principales sont représentées sur cette figure. Cette figure a été réalisée a ’aide du logiciel
PyMol a partir du fichier pdb 1bi9. Les hélices a sont représentées en jaune, les brins B en bleu et les régions ne
présentant pas d’élément structure secondaire sont représentés en gris.

2.1. Parametres cinétiques a I’état stationnaire

De fagon générale, les paramétres cinétiques déterminés a pH optimum (8,5) pour les
mutants W135F, W168F, W177F et W452F de la RALDH2 montrent que les constantes
d'affinité apparentes Ky différent peu de celles de la RALDH2 de type sauvage. En effet le
Ky du NAD pour les mutants W135F et W452F est augmenté d’un facteur environ 2,5, et la
valeur du Ky du décanal pour le mutant W135F est augmentée d’un facteur 4. Pour les

mutants W452F, W177F et W135F, la vitesse globale de la réaction est respectivement
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diminuée d’un facteur 1,6, 2,9 et 7,6 par rapport a lI’enzyme de type sauvage. Ces
comparaisons sont pertinentes dans la mesure ou I'étape limitante reste associée a la
désacylation pour les mutants cités (voir paragraphe suivant). Par contre, la substitution
W168F conduit a une diminution de la vitesse globale de la réaction d’un facteur 40 par

rapport au type sauvage.

keat (s™) Ky (uM) Etape limitante
NAD Décanal
Type sauvage 2,2+0,2 64 +4 6+1 Désacylation
W135F 0,29 £ 0,03 176 £ 11 25+2 Désacylation
W168F 0,055 + 0,002 28 +4 8+1 Acylation
W177F 0,77 +£ 0,03 68 £ 16 13£1 Désacylation
W452F 1,35+ 0,04 157 £ 11 6+1 Désacylation

Tableau 3 : Paramétres cinétiques déterminés a I’état stationnaire pour le type sauvage et les différents
mutants de la RALDH?2 de rat.

La vitesse initiale de la réaction a ét¢ mesurée a 25°C dans un tampon Hépes 20 mM, KCI 150 mM, EDTA 1
mM, tween 80 0,05% a pH 8,5. La concentration en décanal est fixée a 50 uM pour la détermination des Ky pour
le NAD ; La concentration en NAD est fixée a 2 mM pour la détermination des Ky pour le décanal. Les résultats
expérimentaux ont été analysés suivant le modéle classique de Michaelis-Menten.

2.2. Cinétiques a I’état préstationnaire

Pour permettre une comparaison pertinente des effets observés sur les propriétés
catalytiques des variants générés, il était nécessaire de déterminer si, comme pour le type
sauvage, 1’étape limitante restait associée a la désacylation. Pour ce faire, des tests ont été
réalisés en cinétique rapide en présence de décanal pour I’ensemble des variants de la
RALDH2 (figure 34 p. 83). A I’exception du variant W168F, un saut de production de NADH
a été observé, montrant que 1’étape limitante restait associée a la désacylation pour les
variants W135F, W177F et W452F comme pour I’enzyme de type sauvage. Par contre, aucun
saut n’est observé pour le variant W168F, indiquant que 1’étape limitante est associée a
I’acylation. Par conséquent, la substitution W168F conduit a une diminution d’un facteur

environ 1000 de la constante de vitesse observée pour 1’étape d’acylation par rapport au type
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sauvage (kobs de 54 s). Ceci suggére un role majeur du résidu W168, situé a proximité du site
actif, dans la formation d'un complexe ternaire RALDH2/NAD/substrat catalytiquement

efficace.

En ce qui concerne les autres mutants de la RALDH2, deux types de comportement
cinétique ont été¢ observés pour le suivi de 1'évolution du signal de fluorescence du NADH a
I’état préstationnaire (figure 34). D’une part, les mutants W135F et W452F présentent des
cinétiques similaires a celle du type sauvage, avec cependant une diminution de 1’amplitude
des différentes phases, probablement due a la diminution de la fluorescence intrinséque des
différentes conformations du NADH au sein du complexe ternaire thioacylenzyme/NADH.
Ces substitutions modifieraient donc a distance 1’environnement du NADH, conduisant a une
diminution du rendement quantique et/ou une augmentation de 1’effet d’écran sur la
fluorescence du NADH. D’autre part, la cinétique mesurée pour le mutant W177F est
caractérisée non seulement par une diminution de 1’amplitude de la phase correspondant a
I’acylation, mais également par l'absence d'une phase décroissante suivant l'étape initiale
d'acylation. Seules une phase exponentielle croissante similaire a celle observée pour le type
sauvage et une phase linéaire sont détectées pour ce mutant (figure 34). Le processus
d’isomérisation du cofacteur réduit étant indispensable a la catalyse, il est probable que cette
phase ne soit simplement plus détectée pour ce mutant. La présence du W177 induirait donc
une modification de 1’environnement du NADH dans la conformation adoptée au cours du
transfert d’hydrure, qui se traduirait par une intensit¢ de fluorescence supérieure a celle
observée apres isomérisation, et permettrait ainsi de visualiser le processus d'isomérisation du

cofacteur au cours de la catalyse.

Les profils cinétiques obtenus dans les conditions de détection du signal de FRET
sont similaires a ceux décrits en fluorescence directe du NADH. Dans tous les cas, la pente de
la phase linéaire, qui correspond au signal du NADH dissoci¢ donc indépendant du
phénoméne de FRET, est trés faible par rapport a ’amplitude des phases exponentielles. Dans
le cas de la cinétique réactionnelle du mutant W177F, la diminution de I’amplitude de la
phase correspondant a 1’acylation est plus importante que pour la cinétique d’évolution du
signal de fluorescence intrinséque du NADH. Ce résidu contribue donc de fagon majeure au
phénoméne de FRET avec le NADH dans sa conformation adoptée pendant le transfert
d'hydrure. De plus, 1'absence d'une phase cinétique décroissante, potentiellement associée a

l'isomérisation du groupement NMNH, suggére que dans le cas de l'enzyme sauvage, la
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variation d'intensité du signal du transfert de fluorescence en fonction de la conformation du
NADH est associ¢e au Trp177. Enfin, en mode de détection FRET, le signal linéaire associée
a la désacylation étant trés faible, le signal correspondant au processus d'isomérisation est

mesuré de facon plus sensible qu'en mode de fluorescence direct.
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Figure 34 : Etude a I’état préstationnaire de la réaction catalysée par le type sauvage et les différents
mutants de la RALDH2.

Les mesures sont effectuées dans le tampon d’activité (Hépes 20 mM, KC1 150 mM, EDTA 1 mM, Tween 80
0,05 %, pH 8,5) a 25°C, a une concentration de 1 pN d’enzyme. Le photomultiplicateur est réglé a 400 V. Les
cinétiques de I’enzyme sauvage sont ajustées a une €quation de type double exponentielle combinée a une phase
linéaire ; et celles du mutant W177F a une équation de type monoexponentielle et une phase linéaire (tracé
théorique en rouge).

A) Cinétiques d’apparition du NADH au cours du temps pour la RALDH2 sauvage et les mutants W135F,
WI168F, W177F et W452F (représentées respectivement en noir, vert, rouge, bleu et rose). Le NADH est excité
spécifiquement a 350 nm et un filtre permet de détecter le signal de fluorescence a une longueur d’onde
supérieure a 395 nm. B) Cinétiques observées en mode de détection du signal de FRET pour la RALDH2
sauvage et les mutants W135F, W177F et W452F (représentées respectivement en noir, vert, bleu et rose). Les
résidus tryptophane de ’enzyme sont excités spécifiquement a 295 nm et un filtre permet de détecter le signal de
fluorescence a une longueur d’onde supérieure a 395 nm.
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3. Modélisation cinétique du cycle catalytique de la RALDH?2

Ces résultats ont donc permis d’identifier un signal spectroscopique permettant la
caractérisation cinétique de 1I’isomérisation du cofacteur réduit au cours de la catalyse. Dans le
but de caractériser les facteurs moléculaires contrdlant ce basculement, il est nécessaire de
déterminer la constante de vitesse associée a cette étape d’isomérisation. Pour ce faire,
I’établissement d’un modele réactionnel s'aveére nécessaire pour simuler et analyser les
données expérimentales.

Le modele proposé pour décrire les étapes cinétiques du cycle catalytique inclut les
données disponibles pour le mécanisme enzymatique de différentes ALDH hydrolytiques
(figure 35 p. 85). Un mécanisme cinétique de type séquentiel ordonné a été décrit et semble
étre commun a I’ensemble des ALDH de cette famille (Bradbury et Jakoby, 1971 ; Eckfeldt et
Yonetani, 1976 ; MacGibbon et al., 1977 ; Bostian et Betts, 1978 ; Vallari et Pietruszko, 1981
; Trost et Pupillo, 1993 ; Marchal et al., 2000). La premicre étape du cycle catalytique
correspond donc a la fixation du cofacteur NAD oxydé (constantes de vitesse k;, et k.,), suivie
de celle du substrat aldéhyde S, puis de DI’attaque de la Cys catalytique pour former le
complexe ternaire thiohémiacétal/ NAD (constantes de vitesse k; et k.;). C'est au sein de cet
intermédiaire que se produit 1’étape de transfert d'hydrure qui aboutit a la formation de NADH
dans le complexe ternaire thioacylenzyme (étape considérée comme irréversible, de constante
de vitesse k). Au sein de ces trois étapes qui constituent l'acylation, le processus
cinétiquement limitant, déterminé dans le cas de la GAPN de S. mutans, est associé¢ au
transfert d'hydrure (Cobessi et al., 2000). En élargissant ce résultat aux autres ALDH
hydrolytiques, nous avons admis I'hypothése que les deux premiéres étapes étaient en
équilibre rapide par rapport au transfert d'hydrure, ce qui se traduit en termes cinétiques par
des valeurs des constantes de vitesse fixées de telle sorte que les constantes de premier ordre
ka[NADY], k., k1[S] et k.1 soient trés élevées par rapport a k.

A l'issue du transfert d'hydrure, la partie NMNH du cofacteur bascule lors de 1'étape
d'isomérisation (constante de vitesse kf) et c'est cette conformation du complexe
thioacylenzyme indiquée par une étoile (*) qui subit 1'é¢tape de désacylation. Cette derniére
¢tape étant cinétiquement limitante pour la réaction globale, elle a ét¢ modélisée en une seule
étape de constante de vitesse k, qui inclut les étapes d’hydrolyse et de dissociation du produit

puis du cofacteur réduit NADH.
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Figure 35 : Mod¢le réactionnel minimal de la réaction catalysée par les ALDH hydrolytiques.

E : enzyme ; S : substrat ; E-Acyl : intermédiaire thioacylenzyme ; NADH* : conformation du NADH aprés
isomérisation ; k, et k_, : constantes de vitesse de 1’étape de fixation du NAD ; k; et & : constantes de vitesse de
I’étape de formation du complexe thiohémiacétal ; k, : constante de vitesse de 1’étape du transfert d’hydrure ; 4; :
constante de vitesse de I’étape d’isomérisation du NADH ; k;, : constante de vitesse de I’étape de désacylation.

3.1. Principe et intérét de 1'ajustement global des données expérimentales

Cette description du mécanisme réactionnel implique, a partir des cinétiques obtenues
en mode fluorescence ou FRET, la détermination de nombreux parametres: les trois
constantes de vitesse k», kr et kyp, ainsi que les facteurs d'intensité de fluorescence relatifs des
especes détectées, a savoir le NADH libre, le NADH au sein du complexe thioacylenzyme a
l'issue du transfert d'hydrure, et le NADH au sein de ce méme complexe apres isomérisation
(*). Afin de déterminer ces constantes, et en particulier kr qui correspond a I'étape
d’isomérisation, avec suffisamment de justesse et de précision, il s'avére donc nécessaire de
traiter un nombre suffisant de cinétiques expérimentales recueillies par exemple, a différentes
concentrations en substrat.

Le logiciel Dynafit créé par Petr Kuzmic (Kuzmic, 1996) est dédi¢ a la simulation et
l'analyse de cinétiques chimiques et enzymatiques sur la base d'un mécanisme décrit
directement par des équations symboliques et caractérisées par des constantes cinétiques

individuelles. L'évolution de la concentration des différentes espéces est calculée par
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intégration numérique simultanée des équations différentielles correspondant aux étapes du

mécanisme et des équations de conservation de la masse. Il n'est donc pas nécessaire de

dériver les équations mathématiques complexes qui décrivent un mécanisme enzymatique a

plusieurs étapes.

[mechanism]
E + N <===> EN : kn ;
EN + S <===> ES k1 ;
ES -—-> EacNH : k2
EacNH -—-> EacNH* : kf ; k-f
EacNH* ---> E + P + NH : kp

[constants]
kn = 100,
k1l = 100,
k2 = 50 7
kf = 10 ?
kp = 0.5 2

100
500

k-n
k-1

[responses]
EacNH
EacNH*
NH =

[EVIRIN)

Il
o oo
o o

[concentrations]
local E = 2 ?
N = 2000

[progress]
directory ./£f1ip22062011Ral2MPD
extension txt
offset auto ?

file : 2306 2 dal5, 2306 2 dallO, 2306 2 dalls,
2306 2 dal20, 2306 2 dal30, 2306 2 dal50

vary conc s =5%2, 10 2, 15 2, 20 2, 30 2, 507
[output]
directory ./£f1ip22062011Ral2MPD/output

[settings]
<Constraints>
ConcError = 0.2

J1

I\

Définition du mécanisme
catalytique et des constantes
de vitesse

Indications des constantes de
vitesse des étapes du
mécanisme (en uM.s)"
Un ? indique que le paramétre
sera ajusté

Contribution de chaque
espéce au signal de
fluorescence mesuré

Concentration initiale des
espéces (en uM)

Localisation des fichiers,
définition des fichiers de
données expérimentales et de
la concentration de décanal

Localisation du fichier des
résultats

Prise en compte des erreurs
expérimentales jusqu’a 20%
sur les concentrations des

= différentes espéces participant

a la réaction

Figure 36 : Script utilisé par logiciel Dynafit pour ’analyse des données expérimentales obtenues a I’état

préstationnaire de la réaction catalysée par la RALDH?2 de type sauvage.

E : enzyme ; N : NAD ; S : substrat ; P : produit ; EacNH, EacNH*, NH : différentes formes du NADH ; kn et k-
n : constantes de vitesse de 1’étape de fixation du NAD ; k1 et k-1 : constantes de vitesse de 1’étape de formation
du complexe thiohémiacétal ; k2 : constante de vitesse de 1’étape du transfert d’hydrure ; kf et k-f : constante de
vitesse de I’étape d’isomérisation du NADH ; kp : constante de vitesse de 1’étape de désacylation.
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L'intérét supplémentaire de Dynafit est la possibilité d'ajuster simultanément plusieurs
jeux de données enregistrés a différentes concentrations en substrat/cofacteur, ce qui permet
de déterminer globalement plusieurs paramétres de fagon robuste. Enfin, le logiciel permet
¢galement de tenir compte d'une marge d'erreur sur les concentrations d'enzyme et de
substrats, ce qui est important dans le cas de I'ajustement simultané de cinétiques mesurées

indépendamment. Un exemple de script utilisé par Dynafit est présenté figure 36.

3.2. Analyse

Cette approche a été appliquée a la RALDH2 afin d'évaluer la faisabilité de la méthode
pour mesurer la constante de vitesse intrinséque du processus d'isomérisation
conformationnelle du NADH au cours de la catalyse. Les cinétiques réactionnelles de la
RALDH2 ont été mesurées dans les conditions de détection du signal de FRET, en conditions
saturantes en NAD et pour différentes concentrations en décanal. Les cinétiques sont
présentées figure 37 p. 89.

L'analyse de ce jeu de données a permis de déterminer les parametres reportés dans le
tableau 4. Malgré de légeres déviations, les tracés théoriques révelent un bon degré de
cohérence avec les courbes expérimentales, ce qui indique que le modéle proposé permet de
décrire la cinétique enzymatique de fagon assez fidéle. Ce modéle pourrait éventuellement
étre amélioré en intégrant, par exemple, la réversibilité de 1'étape de transfert d'hydrure et/ou
d'isomérisation. Cette analyse suggere que dans ces conditions expérimentales, les constantes
de vitesse d'acylation et d'isomérisation du cofacteur sont proches, de l'ordre de 10-11 s™ et
non limitantes par rapport a I’étape de désacylation de constante de vitesse k,. Il est a noter
que la valeur de la constante de vitesse d'acylation intrinséque (k) est inférieure a la constante
de vitesse macroscopique (kobs) Obtenue par un ajustement « classique » des cinétiques sous
forme d'une combinaison de phases exponentielles. Les facteurs de réponse relatifs des
différentes formes du NADH révelent une intensité du signal de FRET de 40 % et 4 % pour le
complexe apres isomérisation et la forme libre par rapport au complexe formé a l'issue du
transfert d'hydrure. Le processus de basculement de la partie NMNH du NADH conduirait
donc a des changements dans 1’orientation et la distance avec le W177 responsable de la
diminution du FRET entre ces deux fluorophores. Comme attendu, le signal associ¢ au

NADH libre est trés faible.
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Série Parametres Initial Ajustement % d’erreur
ke (s 30 10.6 = 0.5 5.1
kf (57) 10 114+ 0.2 22
kp ™) 0.5 1.1+ 0.1 7.1
FEacNH 0.9 08+ 0.1 10.9
FEacNH* 0.1 0.3+ 0.03 8.1
NH 0.02 0.03 = 0.003 6.8

Tableau 4 : Analyse du jeu de données permettant de déterminer les parameétres du mécanisme
réactionnel dans le cas de la RALDH2 de type sauvage.

k, : constante de vitesse de 1’étape du transfert d’hydrure ; k¢ : constante de vitesse de 1’étape d’isomérisation du
NADH ; k, : constante de vitesse de 1’étape de désacylation ; EacNH, rEacNH* et ¥NH : facteurs de réponse
relatifs des différentes formes du NADH.

Dans le cadre d'une étude indépendante du présent projet, visant a modifier la
spécificité de substrat de I’enzyme, le résidu L459 de la RALDH2 a été remplacé par le résidu
Arg correspondant dans la GAPN (voir figure 32 p. 79). La cinétique réactionnelle du mutant
L459R avec le décanal a été étudiée par la méme approche que I’enzyme de type sauvage et
analysée par la méthode d’ajustement global. De fagon surprenante, le profil cinétique de ce
mutant révele une phase correspondant au processus d’isomérisation du cofacteur
qualitativement plus sensible et plus lente (figure 38 p. 90). L'ajustement d'un jeu de données
obtenues avec cette enzyme a différentes concentrations en décanal, présentée figure 37 p. 89,
indique que cette substitution affecte peu la constante de vitesse d'acylation k; (13,2 s), alors

que la constante de vitesse du processus d'isomérisation diminue d'un facteur 3.
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Figure 37 : Etude a I’état préstationnaire de la réaction catalysée par le type sauvage et le mutant L459R
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de la RALDH2 recueillies en mode de détection du signal de FRET.

Les mesures sont effectuées dans le tampon d’activité (Hépes 20 mM, KCl 150 mM, EDTA 1 mM, MPD 20 %,
pH 8,5) a 25°C, a une concentration de 1 pN d’enzyme a des concentrations variables en décanal. Les résidus
tryptophane de ’enzyme sont excités spécifiquement a 295 nm et un filtre permet de détecter le signal de

fluorescence a une longueur d’onde supérieure a 395 nm.
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Figure 38 : Comparaison des cinétiques a I’état préstationnaire de la réaction catalysée par le type
sauvage et le mutant L459R de la RALDH?2 recueillies en mode de détection du signal de FRET.

Les mesures sont effectuées dans le tampon d’activité (Hépes 20 mM, KC1 150 mM, EDTA 1 mM, Tween 80
0,05 %, pH 8,5) a 25°C, a une concentration de 1 uN d’enzyme. La concentration de NAD et de décanal sont

fixées a 2 mM et 50 uM respectivement.

Cet exemple préliminaire suggeére que cette approche constitue une méthode
permettant d'étudier 1'impact de la modification du site actif de la RALDH2 sur le changement
conformationnel du NADH au sein du complexe thioacylenzyme, au cours du cycle

catalytique.
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Impact du mode de stabilisation du cofacteur sur le

mécanisme cinétique des ALDH

La nature des facteurs moléculaires a l'origine des différences de mécanisme cinétique
observées pour les deux familles dALDH non phosphorylantes est une question d'importance en
terme d'évolution. En effet, en dépit d’une topologie de repliement et d’une catalyse similaires,
I’évolution a conduit a des mécanismes cinétiques différents : un mécanisme séquentiel ordonné
avec une dissociation "tardive" du cofacteur pour les ALDH hydrolytiques et un mécanisme ping-
pong avec dissociation "précoce" pour les ALDH CoA-dépendantes. Ceci pose la question des
bases moléculaires a I'origine de cette différence.

Dans le cas des ALDH CoA-dépendantes une des hypothéses est que les sites de fixation du
CoA et du cofacteur NAD se superposent au moins partiellement. Le départ du NADH serait alors
un préalable a la liaison du CoA. Cette hypothese a depuis été écartée par les résultats d'une étude
cinétique suggérant I'existence de sites de liaison distincts pour le NAD et le CoA (Talfournier et
al., 2011). Une alternative serait I’absence de la cavité décrite pour les ALDH hydrolytiques
rendant impossible I’isomérisation du cofacteur réduit. Dans le but d'identifier ces bases
moléculaires, 1'équipe avait engagé une collaboration avec le groupe de Biocristallographie de
Nancy (Drs A. Aubry et C. Didierjean UMR CNRS-Université¢ de Lorraine 7036) en vue d'obtenir
la premiére structure cristalline d'une ALDH CoA-dépendante : la MSDH de B. subtilis.

La structure du complexe binaire MSDH/NAD a été obtenue a une résolution de 2,5 A.
Comme attendu, la structure globale de la MSDH est similaire a celles des ALDH hydrolytiques
tétramériques. Par contre, dans le site de liaison du NAD, la partie NMN est bien définie dans les
cartes de densité électronique grace a une stabilisation du cycle nicotinamide par le biais de liaisons
hydrogeéne directes et indirectes établies avec la fonction carboxamide. Cette structure révele
¢galement que le processus d'isomérisation conformationnelle de la partie NMNH du cofacteur
réduit est rendue possible par l'existence de la cavité déja identifiée pour les ALDH hydrolytiques.
La superposition des structures des complexes binaires cristallins ALDH/NAD(P) de la MSDH et
des ALDH hydrolytiques révele que dans la MSDH, le cycle adénine du NAD est significativement
plus exposé au solvant. L'analyse de la poche de liaison de I'adénine a permis de mettre en évidence
plusieurs éléments structuraux susceptibles d'expliquer cette différence : 1) la présence d'un résidu
Val en position 229 qui réduit la profondeur de la poche dans la MSDH, augmentant ainsi son
accessibilité au solvant et ii) I'absence d'un résidu Gly en position 225 a I'extrémité N-terminale de

I'hélice ar (voir figure S4 p 106). Ces observations suggéraient un réle du mode liaison du cycle
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adénine dans la dynamique du cofacteur réduit au cours du cycle catalytique de la MSDH. Pour
valider cette hypothése, un résidu Gly a été inséré en position 225 et/ou la Val229 a été substituée
par une glycine (résidu conservé dans les ALDH hydrolytiques), et les propriétés cinétiques des
différents variants ont été analysées. En particulier, j'ai évalué 1'impact de ces mutations sur la
constante de vitesse apparente associée a la dissociation du cofacteur réduit (kosf) au cours de la
réaction, en utilisant la lactate déshydrogénase comme systéme enzymatique couplé. Les résultats
obtenus montrent que le kofr est diminué d'un facteur 20 a 56 selon les variants, ce qui confirme
notre hypothése de travail. En ce qui concerne le variant V229G, la diminution d'un facteur 20 du
koe résulte sans doute d'un mouvement du cycle adénine vers l'intérieur de la poche suite a
l'absence de géne stérique, sa stabilisation pouvant étre accrue par I'établissement de contacts de van
der Waals supplémentaires. L'interprétation est différente pour le variant ::G225 (insertion d'un
résidu Gly en 225) car dans ce cas, la boucle localisée a l'extrémité N-terminale de 1'hélice ar est
plus longue, induisant un probable changement conformationnel qui aurait comme conséquence une
stabilisation plus importante de 1'adénine (ks diminué d'un facteur 56). Cependant, le fait que ces
valeurs restent légérement supérieures aux valeurs de k. indique également que I'étape limitante
reste associée a la $-décarboxylation mais avec une forte contribution de la dissociation du NADH.
Dans le but d'essayer de rendre cette étape limitante, j'ai essayé d'améliorer la stabilisation
du cycle adénine en combinant d'autres mutations a celles caractérisées. La substitution H226P
avait pour objectif de mimer le contexte moléculaire de la plupart des ALDH hydrolytiques et
introduisait de fortes contraintes géométriques qui pouvaient induire une fermeture de la boucle
localisée a l'entrée de la poche de liaison sur le cycle adénine. D'autre part, les substitutions Y2521
et V2531 augmentaient le caractére hydrophobe des résidus a ces positions et pouvaient permettre
I'établissement de contacts de van der Waals supplémentaires. Cette approche n'a pas été concluante
car l'étape d'acylation est devenue limitante pour l'ensemble des variants produits, avec une
diminution de la constante de vitesse observée d’un facteur 1,1.10% a 5.10%. Ces effets cinétiques
trés importants sont sans doute la conséquence d'une modification du positionnement du cycle
nicotinamide par rapport a l'intermédiaire thiohémiacétal qui conduit a un transfert d'hydrure
beaucoup moins efficace. Cela suggére également que des modifications affectant la poche de
liaison de l'adénine, et donc probablement le positionnement de cette derniére, auraient des

répercussions a plus longue distance jusqu'au cycle nicotinamide.
Publication : "Adenine binding mode is a key factor in triggering the release of NAD(P)H in

the aldehyde dehydrogenase superfamily"
J. Biol. Chem., 287 (37), 31095-31103. (2012)
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Adenine Binding Mode Is a Key Factor in Triggering the Early
Release of NADH in Coenzyme A-dependent Methylmalonate
Semialdehyde Dehydrogenase™
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Background: Conformational dynamics of the cofactor are essential for catalysis by hydrolytic ALDHs.

Results: Crystallographic and kinetic data reveal the molecular basis for NADH release in MSDH, a CoA-dependent ALDH.
Conclusion: Weaker stabilization of the adenine ring triggers early NADH release in MSDH-catalyzed reaction.
Significance: First description of the mechanism whereby the cofactor binding mode is partly responsible for the kinetic

behavior of CoA-dependent ALDHs.

Structural dynamics associated with cofactor binding have
been shown to play key roles in the catalytic mechanism of
hydrolytic NAD(P)-dependent aldehyde dehydrogenases
(ALDH). By contrast, no information is available for their CoA-
dependent counterparts. We present here the first crystal struc-
ture of a CoA-dependent ALDH. The structure of the methyl-
malonate semialdehyde dehydrogenase (MSDH) from Bacillus
subtilis in binary complex with NAD* shows that, in contrast to
what is observed for hydrolytic ALDHs, the nicotinamide ring is
well defined in the electron density due to direct and H,O-me-
diated hydrogen bonds with the carboxamide. The structure
also reveals that a conformational isomerization of the NMNH
is possible in MSDH, as shown for hydrolytic ALDHs. Finally,
the adenine ring is substantially more solvent-exposed, a result
that could be explained by the presence of a Val residue at posi-
tion 229 in helix oy that reduces the depth of the binding pocket
and the absence of Gly-225 at the N-terminal end of helix ay.
Substitution of glycine for Val-229 and/or insertion of a glycine
residue at position 225 resulted in a significant decrease of the
rate constant associated with the dissociation of NADH from
the NADH/thioacylenzyme complex, thus demonstrating that
the weaker stabilization of the adenine ring is a key factor in
triggering the early NADH release in the MSDH-catalyzed reac-
tion. This study provides for the first time structural insights
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into the mechanism whereby the cofactor binding mode is
responsible at least in part for the different kinetic behaviors of
the hydrolytic and CoA-dependent ALDHs.

Among the many enzymes that metabolize aldehydes, the
members of the aldehyde dehydrogenase (ALDH)* superfamily
play a critical role in protecting cells against the cytotoxic and
carcinogenic effects of aldehydic compounds. In humans, the
clinical importance of ALDHs is supported by the fact that
mutations and polymorphisms in ALDH genes that lead to
defective aldehyde metabolism are the molecular basis of severe
diseases (1, 2). Moreover, several ALDHs appear to be markers
for normal and cancer stem cells (3, 4). ALDHs are also known
to play central roles in many essential biological functions such
as intermediary metabolism, embryogenesis, development, and
neurotransmission.

The ALDHs catalyze the NAD(P)*-dependent oxidation of
a wide variety of aldehydes to their corresponding non-acti-
vated or CoA-activated acids via a common two-step chemical
mechanism. The acylation step involves the formation of a
hemithioacetal intermediate via the nucleophilic attack of the
catalytic Cys-302 (the amino acid numbering used for the bio-
chemical and structural data is that defined by Wang and
Weiner (5)) on the aldehydic function followed by hydride
transfer that leads to formation of a thioacylenzyme intermedi-
ate and NAD(P)H. This intermediate then undergoes a nucleo-
philic attack by an activated water or CoA molecule. Over the
past 15 years both mechanistic and structural aspects of hydro-
lytic ALDHs have been studied extensively (5-13). In addition
to local conformational reorganizations of the active site
induced by ligand binding that provide the required flexibility

“The abbreviations used are: ALDH, aldehyde dehydrogenase; ALDH2, class 2
ALDH; MMSA, methylmalonate semialdehyde; MSDH, methylmalonate
semialdehyde dehydrogenase; RALDH2, retinal dehydrogenase 2.
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for an efficient catalysis (14, 15), one of the key aspects of the
chemical mechanism of this ALDH family is the substantial
conformational flexibility of the NMN moiety of the cofactor
and in particular of the nicotinamide ring.” Indeed, the pres-
ence of multiple conformations of the NMN moiety is sup-
ported by the majority of the x-ray structures of ALDH-
NAD(P) " binary complexes as well as NMR studies and has
been hypothesized to be due to the peculiar binding mode of the
cofactor to a non-canonical Rossmann fold (9, 16 —18). Further-
more, significant efforts have been made to characterize the
mode by which the cofactor is stabilized during both the acyla-
tion and the deacylation steps. In the acylation step, the NMN
moiety must be positioned such that an efficient and stereospe-
cific hydride transfer can occur from the hemithioacetal inter-
mediate to the C-4 of the nicotinamide. The side chain of
invariant Glu-399 was shown to play an essential role in this
stabilization by anchoring the NMN ribose through hydrogen
bonds with its hydroxyl groups (19). Moreover, recent studies
support a critical contribution of the B-methyl group of the
invariant Thr-244 residue that allows the nicotinamide ring to
adopt a productive conformation for hydride transfer (20).
Nevertheless, this conformation is not suitable for the deacyla-
tion because it would sterically preclude the catalytic Glu-268
from playing its role in the hydrolytic process. The fact that the
cofactor remains bound to the enzyme along the two-step cat-
alytic mechanism strongly suggested that movement of the
reduced NMN (NMNH) moiety of the NAD(P)H is a prerequi-
site for completion of the second half of the reaction (21).
Indeed, the first structural evidence for this conformational
change of the NMNH during the catalytic cycle of hydrolytic
ALDHs was provided by the crystal structure of a thioacylen-
zyme intermediate-NADPH complex (7). Specifically, this
structure revealed that once the acylation step has occurred, the
reduced cofactor adopts a new conformation with a flip of the
NMNH moiety, which positions the reduced nicotinamide in a
conserved cavity that might constitute the exit door for
NAD(P)H.

By contrast, less information is available concerning struc-
tural and/or mechanistic aspects of the CoA-dependent
ALDHs. In an effort to address this gap in knowledge, our group
has for several years been studying the catalytic mechanism of
the methylmalonate semialdehyde dehydrogenase (MSDH)
from Bacillus subtilis (22, 23). This homotetrameric enzyme
catalyzes the NAD™-dependent oxidation of methylmalonate
semialdehyde (MMSA) and malonate semialdehyde to propio-
nyl- and acetyl-CoA, respectively, and has been reported to be
involved in myo-inositol catabolism (24). In mammals, MSDH
is a mitochondrial enzyme that participates in the distal por-
tions of the valine and pyrimidine catabolic pathways (25). A
possible correlation between organic acidemia and MSDH defi-
ciency has been explored (26, 27), and very recently, Sass et al.

°The nicotinamide ring is well defined in the electron density maps in
the crystal structures of n-crystallin (PDB code 109j) and ALDH1L1 (PDB
code 202Q). However, m-crystallin is an inactive ALDH that acts as a
UV/blue light filter in the lens, whereas in ALDH1L1 the stabilization of the
nicotinamide ring is mainly achieved by formation of a covalent adduct
between the C4 of the ring and the catalytic cysteine that is likely non-
catalytically relevant.
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(28) proposed that polymorphism in the human ALDH6A1
gene encoding MSDH is directly correlated with 3-hydroxybu-
tyric aciduria, a severe metabolic disease. Detailed kinetic stud-
ies of the MSDH-catalyzed reaction have shown that (i) the rate
constant associated with the acylation step is high (k,. > 1000
s~ 1), indicating that the position of the nicotinamide ring rela-
tive to the hemithioacetal allows efficient hydride transfer, and
(ii) that NADH release occurs before the rate-limiting 3-decar-
boxylation and CoA attack on the thioacylenzyme intermediate
(22), thus supporting the ping-pong kinetic mechanism that has
previously been reported for other CoA-dependent ALDHs
(29, 30).

Taken together these data raise important questions regard-
ing the evolution of the catalytic mechanism within the ALDH
superfamily. In particular, it is of interest to determine whether
the pattern of interactions that is thought to stabilize an effi-
cient hydride transfer conformation of the NMN moiety of the
cofactor in the hydrolytic ALDHs is also operative in the mem-
bers of the CoA-dependent family. Additionally, two key
aspects related to the structural dynamics associated with the
release of the reduced cofactor remain to be addressed, (i)
whether cofactor isomerization after hydride transfer occurs in
CoA-dependent ALDHs and ii) the molecular and structural
factors responsible for the early or late release of the reduced
cofactor occurring in the catalytic cycle of CoA-dependent and
hydrolytic ALDHs, respectively.

We detail here the first crystal structure of a CoA-dependent
ALDH. The structure of the binary MSDH/NAD™ complex
shows that, in contrast to what is observed in nearly all x-ray
structures of hydrolytic ALDH-NAD(P)* binary complexes,
the nicotinamide ring is well defined in the electron density due
to direct and H,O-mediated hydrogen bonds between the
amino group of the carboxamide and residues belonging to
the cofactor binding and the catalytic domains. Moreover, the
pocket that is postulated to constitute the exit door of the
reduced cofactor in the hydrolytic ALDHs is conserved, thus
suggesting that a cofactor isomerization also occurs in MSDH
and the entire CoA-dependent ALDH family. Finally, superim-
position of all ALDH holo-structures reveals that the adenine
ring of NAD™ is substantially more solvent-exposed in MSDH.
Analysis of the adenine binding pocket highlights several struc-
tural factors that could explain this marked difference; (i) the
presence of a Val residue at position 229 in the MSDH that
reduces the depth of the binding pocket, thereby increasing the
solvent exposure of the adenine ring, and (ii) the absence of
Gly-225 at the N-terminal end of helix a;.. These observations
suggest a major role for the adenine binding mode in the
dynamics of the reduced cofactor in the MSDH catalytic mech-
anism. Indeed, substitution of glycine for Val-229 and/or inser-
tion of a glycine residue at position 225 in the MSDH from
B. subtilis resulted in a significant decrease of the rate constant
associated with the dissociation of NADH from the NADH/
thioacylenzyme complex, thus validating this assumption.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Materials—NAD™ was purchased from Roche Applied Sci-
ence. CoA, pyruvate, and lactate dehydrogenase (LDH) were
from Sigma. MMSA was synthesized as described by Kupiecki



and Coon (31), and its concentration was determined by titra-
tion with MSDH.

Site-directed Mutagenesis, Production, and Purification of
Wild-type and Mutated MSDHs from B. subtilis—Site-directed
mutagenesis was performed using standard PCR site-directed
mutagenesis. Wild-type and mutated MSDHs were produced
and purified using a procedure described previously (22).
Enzyme concentrations were determined spectrophotometri-
cally by using molar absorption coefficients of 2.04 X 10°
M~ 'cm ™" at 280 nm for wild-type and mutated MSDHs. In the
present paper, enzyme concentrations are expressed per mon-
omer (normality, N).

Kinetic Parameters for Wild-type and Mutated MSDHs
under Steady-state Conditions—Initial rate measurements
were carried out at 30 °C on a SAFAS UV mc2 spectrophotom-
eter by following the appearance of NADH at 340 nm in 50 mm
potassium phosphate (pH 8.2). Before kinetic measurements in
the presence of MMSA, wild-type and mutated MSDHs were
preincubated at 30 °C with 2 mm NAD™ to activate the enzyme
and eliminate the lag-phase exhibited by progress curves for
enzymatic turnover (22). The initial rate data were fit to the
Michaelis-Menten equation using nonlinear least-squares
regression analysis to determine the k_,, and K, values. All K,
values were determined at saturating concentrations of the
other substrates.

Pre-steady-state Kinetic Measurements—DPre-steady-state
kinetic analyses were carried out on a SX18MV-R stopped-flow
apparatus (Applied PhotoPhysics), and collected data were ana-
lyzed using the SX18MV-R software package.

Kinetics of the Acylation Step and of NADH Dissociation of
Mutated MSDHs—To study the acylation step, progress curves
of NADH production were recorded at 340 nm and at 30 °C in
50 mM potassium phosphate (pH 8.2) in the absence of CoA.
One syringe was filled with 32 uNx MSDH and 2 mm NAD ™, and
the other contained 2 mm MMSA.

To evaluate the rate of NADH dissociation from the thio-
acylenzyme-NADH complex, the coupled pyruvate/lactate
dehydrogenase (LDH) assay was used as an NADH trapping
system. One syringe was filled with 32 uNx MSDH and 2 mm
NAD™, and the other contained 1 mm MMSA, 32 uN LDH, and
20 mM pyruvate. Experiments were carried out in the absence of
CoA in 50 mM potassium phosphate (pH 8.2) at 30 °C. Data
were fit to a biphasic expression.

Crystallization, Data Collection, and Processing—Orthorhom-
bic crystals of the MSDH from B. subtilis were obtained from a
concentrated protein solution (200 mg/ml) and in the presence
of 10 mm NAD™". Ammonium sulfate was used as precipitant
agent. Detailed protocols for MSDH expression, purification,
crystallization, and preliminary x-ray analysis were reported
previously (32).

Phasing and Refinement—The structure of the MSDH from
B. subtilis was solved by molecular replacement, revealing that
MSDH crystallizes with one homotetramer per asymmetric
unit like the cod liver betaine aldehyde dehydrogenase used as a
search model (18) (PDB entry 1bpw). The structure was initially
refined using rigid body minimization and simulated annealing
procedures before iterative cycles of manual rebuilding and
refinement. Using 20 —2.5 A data, the final R, and R ys values
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TABLE 1

Statistics of x-ray diffraction data collection and model refinement
Values in parentheses refer to the outermost resolution shell.

P2,2,2,°
a=1952,b=192.5,¢ = 83.5%
20.0-2.5" (2.50-2.59)

Space group )
Unit-cell parameters (A)
Resolution range (A)

Rirne (%) 13.8 (37.2)
{loth) 9.4 (3.6)*
Completeness 99.5 (91.5)
Redundancy 7.3
Refinement )
Resolution range (A) 20.0-2.5
No. of reflections 108,345
RIR;. (%) 21.1/25.0
No. of atoms
Protein 3742 per monomer (A, B, C, D)
Ligand (NAD) 44 in each monomer
Water 866
B-factors (A?)
Protein 29.7
Ligand (NAD) 42.0
Water 28.5
Ramachandran statistics (%)
Residues in preferred regions 89.8
Residues in allowed regions 9.3
Outlier residues 0.9
Root mean square deviations
Bond lengths (A) 0.006
Bond angles (°) 1.3

“ From Ref. 32.

were 0.25 and 0.211, respectively. The asymmetric unit con-
sisted of 4 polypeptide chains (in all monomers, residues Glu-
3—Phe-486), 4 NAD " molecules, and 866 water molecules. The
first two residues and the last residue were not found in electron
density maps and so are presumably disordered. The MSDH
structure exhibited good geometry, with 89.9% of all residues in
the most favored and 9.3% in the allowed regions of the Ram-
achandran plot as indicated by the program Procheck (33).
Molecular replacement calculations and structure refinement
were carried out using the CNS program package (34). The
graphics programs Turbofrodo (35) and PyMOL were used in
model building and in preparation of figures, respectively. Fur-
ther statistics are summarized in Table 1. The refined coordi-
nates of the model of MSDH and the structure factors have
been deposited with the Protein Data Bank under accession
code 1T90.

RESULTS AND DISCUSSION

Overall Structure—As expected, the three-dimensional
structure of the MSDH from B. subtilis conforms to known
tetrameric ALDH structures; the tetramer of the enzyme is a
dimer of dimers with strong interactions at the dimer interface
but weaker interactions at the tetramer interface (11), and the
monomer consists of three domains, the dinucleotide binding
domain (residues 3—123 and 141-251), the catalytic domain
(residues 252—-270), and a small domain (residues 124 —140 and
471-486) involved in the oligomerization (Fig. 1). A structural
comparison with available entries in the Protein Data Bank
database was performed using the PDBeFold server (36). The
root mean square deviations upon comparing the Ca traces of
all available monomer structures vary from 1.4 to 2.5 A, the
most similar and distant structures being that of betaine alde-
hyde dehydrogenase from Pseudomonas aeruginosa (PDB code
2wme (37)) and that of dimeric ALDH3 (PDB code 1ad3 (9)).
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FIGURE 1. Schematic drawings of the crystal structure of B. subtilis MSDH. Upper left, schematic representation of the overall fold of the MSDH tetramer in
which the individual subunits are colored differently. NAD molecules are shown as yellow sticks. Upper right, LIGPLOT drawing (41) of the MSDH NAD binding
site. The residues involved in the stabilization of the ribose and pyrophosphate moieties are omitted for clarity. Down, superimposition of schematic repre-
sentation of the adenine binding site of MSDH (blue) and rat RALDH2 (yellow) is shown. Residues at positions 226 and 229 are represented as sticks colored by
atom type and yellow for MSDH and rat RALDH2, respectively. NAD molecules are represented as sticks colored according to the corresponding binding pocket.

The crystal structure of the MSDH from B. subtilis did not
reveal significant structural differences between the four
monomers within each asymmetric unit. Indeed, the average
root mean square deviation value obtained from the different
pairwise superimpositions of the Ca atoms was 0.23 A, and the
monomers exhibited similar average isotropic displacement
parameters. Each monomer is occupied by a NAD™ molecule
that is well defined in the final 2|F,| — |F_| electron density map
(supplemental Fig. S1).

Catalytic Site—Irrespective of the monomer, the side-chain
orientation of Cys-302 is similar to that depicted to be catalyt-
ically competent for hydrolytic ALDHs (21). At first sight, this
observation contradicts our previous data because NAD ™ bind-
ing was shown to elicit a slow conformational change that likely
provokes a reorientation of only two Cys-302 residues per
tetramer and also a local rearrangement within the dimer inter-
face. Moreover, the presence of two populations of Cys-302
correlated well with the half-site reactivity exhibited by the
enzyme (i.e. only two subunits are active per tetramer). The
apparent discrepancy between solid state and solution data may
be explained by either the average crystallographic resolution of
the structure or by the much longer time scales for crystalliza-
tion assays relative to the kinetic experiments. The latter
hypothesis is further supported by the low resolution (2.9 A)
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x-ray structure of a thioacylenzyme intermediate recently
obtained by soaking the crystals of the binary MSDH/NAD™*
complex with MMSA, which revealed that in each monomer
the catalytic Cys-302 exhibits an additional electron density
consistent with the presence of a covalently linked substrate
molecule (data not shown). Therefore, the quasi-perfect 222
symmetry of the MSDH structure is not helpful in revealing the
molecular basis for the half-site reactivity exhibited by the
enzyme. In particular, a critical role of a coenzyme-induced
disorder-to-order transition of the loop located at the dimer
interface, i.e. connecting ;4 and oy (supplemental Fig. S2), as
proposed for the human ALDH2, remains to be validated (38).

The nicotinamide ring of NAD™ is well defined in the elec-
tron density maps and is sandwiched between the catalytic Cys-
302 on the A-side and the Val-244 and Gly-245 residues on the
B-side, respectively. The short distance (3.15 A) between
the sulfur atom of Cys-302 and the C4 atom of the nicotinamide
suggests that the NMN portion adopts the so-called “hydride
transfer” conformation (21). In addition, the thiol of Cys-302 is
positioned between the amide groups of Asn-169 and Asn-427.
Asn-169 is invariant within the ALDH superfamily, and its
amide group as well as the main-chain nitrogen of Cys-302 were
shown to make up an oxyanion hole that allows for an efficient
hydride transfer without assistance by a base-catalyst (6). By



contrast, Asn-427 is MSDH-specific and is replaced by Leu in
the hydrolytic family (see below and supplemental Fig. S2).

The substrate access tunnel of MSDH can be divided in two
parts: a narrow region surrounding the catalytic Cys-302 and a
wide region near the tetramer interface. The narrow region can
be described as a hydrophobic crown comprising the side
chains of Phe-170, Met-173, Trp-177, Met-303, Ala-459, Phe-
465, and the aliphatic portion of Arg-301. These seven residues
are strictly conserved in the MSDH family except for Ala-459,
which is located in the long loop referred to as the substrate
specificity loop by Moore et al. (39). Nevertheless, the hydro-
phobic character of the position 459 is conserved as only Ala
and Val are found in known MSDH sequences. The entrance of
the narrow part of the catalytic tunnel comprises, notably, the
side chains of Arg-124 and Arg-301. Very recently, both resi-
dues were shown to participate not only in MMSA binding
through stabilizing electrostatic interactions with the carboxy-
late group of the substrate but likely also in positioning MMSA
efficiently relative to Cys-302 in the MSDH/NAD " /MMSA ter-
nary complex (23).

NMN Binding Site—The four NAD™ binding sites are occu-
pied by a cofactor molecule and appear to be equivalent as the
four NAD™ mean B factors are quite similar (41.2, 42.9, 43.1
and 42.5 Az). As mentioned above, each dinucleotide molecule
is well defined in the electron density map and adopts the
extended conformation reported to be suitable for efficient
hydride transfer. When compared with other known tetrameric
structures of hydrolytic ALDHs, the greatest structural differ-
ences are observed in the nicotinamide and adenine binding
pockets. First, the MSDH structure reveals a major difference in
the stabilization mode of the nicotinamide ring that is well
defined in the electron density maps, in contrast to what has
been observed in nearly all x-ray structures of binary ALDH-
NAD(P)" complexes.® This difference could originate from a
stabilization of its conformation through hydrogen bonds
between the carboxamide group and the carbonyl group of Thr-
269 on the one hand and a water molecule held in position by
the carbonyl group of Ser-471 and the side chain of Asn-427 on
the other hand (Fig. 1). We, therefore, generated the N427L
substitution to determine the consequence of the loss of this
MSDH-specific hydrogen bond. This substitution dramatically
altered the catalytic properties of the enzyme. The acylation
became rate-limiting with a decrease of the associated rate con-
stant by at least 10°-fold relative to the wild-type MSDH (i.e.
<1072 versus > 1000 s~ '). Although it was not possible to
determine whether hydride transfer was rate-determining
within the acylation step because of the very low k_,, value, the
dramatic decrease of the k_,, is likely the consequence of the
disruption of the H,O-mediated hydrogen bond interaction
between the carboxamide and the Asn-427, thus leading to for-
mation of an inefficient N427L ternary complex.

By contrast, several interactions known to be essential in the
hydrolytic ALDHs for maintaining a productive conformation
of the NMN moiety are conserved. The NMN ribose remains
anchored through hydrogen bonds between its hydroxyl groups
and the side chain of the invariant Glu-399. Additionally, one of
the two methyl groups of the B-branched side chain of Val-244
is positioned similarly to the B-methyl of invariant Thr-244 in
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hydrolytic ALDHs. Therefore, the methyl could fulfill a similar
function as that of Thr-244 due to its positioning via the hydro-
phobic interaction of the second B-methyl with the side chain
of Met-178. Altogether, these structural data suggest that the
“classical” pattern of interactions proposed to participate in the
stabilization of an efficient hydride transfer conformation of
the NMN moiety of the cofactor, once the transient hemithio-
acetal intermediate is formed, is also operative in the MSDH, a
result that is likely generalizable to CoA-dependent ALDHs.
However, the contribution of Val-244 in stabilizing the nicotin-
amide conformation appears not sufficient, whereas the car-
boxamide/Asn-427 interaction is shown to be essential.

Interestingly, the pocket that is postulated to constitute the
exit door of the reduced cofactor in the hydrolytic ALDHs (sup-
plemental Fig. S3) and the interaction pattern that enables the
pyrophosphate group to be pliable are conserved (data not
shown). Therefore, a conformational isomerization of the
NMNH is possible, but questions remain concerning its mech-
anistic relevance. In accordance with the ping-pong kinetic
mechanism, NADH release occurs before the transthioesterifi-
cation step. This rules out the requirement for a flip of the
NMNH for CoA binding, an assertion that is further supported
by our recent kinetic data showing that the NAD(H) and CoA
binding sites do not overlap (23). An alternative explanation is
that nucleophilic attack of the CoA on the decarboxylated thio-
acylenzyme intermediate is not possible if NMNH is present in
the active site due to potential steric hindrance. Nevertheless,
this hypothesis requires additional structural data to be vali-
dated, in particular characterization of the CoA binding site. As
the putative structural dynamics associated with the NMN(H)
moiety did not provide any clues as to the molecular basis
responsible for the early release of the reduced cofactor in the
catalytic mechanism of the MSDH, we investigated the possi-
bility that this difference could originate from significant dis-
parities in the adenosine binding mode.

Adenosine Binding Site—Superimposition of all available
ALDH holo-structures revealed that the adenine ring is sub-
stantially more solvent-exposed in MSDH (Fig. 1). Analysis of
the adenine binding pocket highlighted several structural fac-
tors that could explain this marked difference. The adenine ring
fits between the N-terminal parts of the o and ag helices,
making van der Waals contacts with the side chains of His-226
and Val-229 from a; and of Val-249 from a, respectively (sup-
plemental Fig. S4A4). The Val-249 residue is well conserved in all
ALDHs including MSDHs, but His-226 and Val-229 are
MSDH-specific (supplemental Figs. S2 and S5). The presence of
invariant Val-229 in MSDH reduces the depth of the binding
pocket, thereby increasing the solvent exposure of the adenine
ring. In hydrolytic ALDHs, this residue is replaced by a glycine
or an alanine, whereas the residue corresponding to His-226 is
quite variable (except for eukaryotes where a proline is prefer-
entially observed) (supplemental Fig. S2). In addition, the resi-
due corresponding to Gly-225 is also missing, an invariant fea-
ture in MSDH sequences (supplemental Fig. S5). It was thus
tempting to postulate that the adenine binding mode plays a key
role in the dynamics of the reduced cofactor during the MSDH
catalytic cycle. To validate this assumption, we first attempted
to improve the stabilization of the adenine ring through substi-

97



Résultats : Partie 3
Cofactor Dynamics in ALDH Superfamily

TABLE 2

Kinetic parameters of the reactions catalyzed by wild-type and mutated MSDHs under steady-state conditions
Kinetic parameters were deduced from nonlinear regression of experimental data sets according to the Michaelis-Menten equation. All K, values were determined at

saturating concentrations of the other substrates, and &,

cat

values are expressed per active subunit (i.e. two active subunits per tetramer). The steady-state initial rates of the

reaction of mutated MSDHs were measured at 30 °C in 50 mMm potassium phosphate buffer (pH 8.2) under similar conditions as those for the wild-type MSDH. Mutated
MSDHs were preincubated with 2 mm NAD at 30 °C before making the kinetic measurements.

K.,
NAD* MMSA CoA kcat Rate-limiting step
mm M M st
Wild type 23 *+0.1 60 = 10 120 + 20 22+0.2 Deacylation
V229G 0.57 = 0.08 54 +7 234 * 30 0.78 = 0.03 Deacylation
:G225 0.69 + 0.05 22*4 151 + 18 0.39 = 0.01 Deacylation
V229G/::G225 0.15 = 0.02 27 £ 4 63 £ 4 0.21 = 0.01 Deacylation
V229G/H226P 0.66 = 0.19 28*6 119 = 25 0.090 = 0.007 Acylation
V229G/::G225/H226P 0.77 = 0.10 21*5 96 * 23 0.020 = 0.006 Acylation
V229G/::G225/Y252L/ V2531 944+ 1.12 215 *43 497 * 126 0.020 = 0.007 Acylation

“ Data are from Ref. 22.

tution of glycine for Val-229 and insertion of glycine at position
225 (:G225). If our hypothesis was correct, we expected to
observe a significant decrease in the rate constant (k) associ-
ated with the dissociation of NADH from the thioacylenzyme/
NADH complex relative to wild-type MSDH.

For the wild-type MSDH-catalyzed reaction, the rate-limit-
ing step was shown to be associated with -decarboxylation
within the deacylation step. It was also demonstrated that the
B-decarboxylation of the thioacylenzyme intermediate occurs
after NADH release and before transthioesterification (22).
Therefore, before interpreting the steady-state kinetic data and
the kg values, it was necessary to establish whether the rate-
limiting step was still associated with deacylation for the
mutated MSDHs. Accordingly, fast kinetic experiments were
carried out for all mutated MSDHs at 30 °C and pH 8.2 in the
presence of saturating concentrations of NAD" and MMSA
under presteady-state conditions (i.e. in the absence of CoA).

Kinetic Properties of Mutated V229G, :G225 and V229G/
G225 MSDHs—A burst magnitude of 2 mol of NADH/mol of
tetramer was observed irrespective of the mutated MSDHs.
These data indicate that all mutated MSDHs also exhibited
half-site reactivity, as described for the wild type. More impor-
tantly, the k. values of 152, 94, and 173 s ! were 195-, 241-,
and 824-fold higher than the k_,, values for the V229G, ::G225
and V229G/::G225 MSDHs, respectively. This result shows that
the rate-limiting step still takes place after hydride transfer. Its
efficiency remains high but is significantly decreased, as the &,
values are 7- to 13-fold lower relative to wild-type MSDH. This
drop in rate constant could be the consequence of minor
changes occurring in the location and orientation of the nico-
tinamide relative to the hemithioacetal intermediate within the
mutated ternary complexes, thereby slowing down hydride
transfer. One possible explanation is that modifications in the
adenine binding pocket initiated a cascade of structural
changes that disturbed the nicotinamide positioning within the
covalent ternary complex. Interestingly, this hypothesis is sup-
ported by the recent work of Tsybovsky and Krupenko (40),
who proposed that long-range communication between the
active site and the cofactor binding domain in ALDHILI,
involving an a-helix (ag) that forms one-half of the adenine
binding pocket, partly controls the binding of the cofactor.

The kinetic parameters determined at pH 8.2 and 30°C
under steady-state conditions are summarized in Table 2.
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Whereas the K, values determined for MMSA and CoA were
not significantly modified, the k_,, and K,, values for NAD™
decreased from 2.8- to 10.5-fold and from 3- to 15-fold for
mutated MSDHs, respectively. However, it is not possible to
interpret with confidence the significance of the decrease in K,
for NAD observed for mutated MSDHs as the K, cannot be
equated with the dissociation constant of the enzyme-substrate
complex(es).

As previously mentioned, the rate-limiting step still occurs
after hydride transfer. It was thus possible to evaluate the con-
sequence(s) of the mutations introduced in the adenine pocket
on the rate constant of NADH dissociation from the thio-
acylenzyme-NADH complex through the use of LDH as an
NADH-trapping system. The experiments were performed at
pH 8.2 and 30°C under presteady-state conditions in the
absence of CoA. The resulting progress curves were fit to a
biphasic expression; the first kinetic phase represents the
burst of NADH production associated with the acylation
process, whereas the second corresponds to the titration by
LDH of NADH that dissociates from the thioacylenzyme-
NADH complex. Under the experimental conditions used, the
rate constant associated with the NADH oxidation by LDH
(1305~ 1) is higher than the apparent rate constants (k) of 2.7,
1,and 1s™ ', which can be assigned to release of NADH from the
thioacylenzyme-NADH complex for the V229G, :G225 and
V229G/::G225 MSDHs, respectively (Fig. 2). This result shows
that NADH release still occurs before CoA adds, as for the wild-
type MSDH (22). This is further supported by additional exper-
iments done in the presence of Desulfo-CoA which show that
for V229G/::G225 MSDH, the binding of this inactive analog
impedes NADH release (supplemental Fig. S6). This conclusion
can reasonably be extended to V229G and ::G225 MSDHs. The
fact that the k g are 20- and 56-fold lower than that determined
for wild-type MSDH (56 s~ ! (22)) provides strong experimental
support for a key role of the adenine binding mode in the
dynamics of the reduced cofactor in the MSDH catalytic
pathway.

For V229G MSDH, the 20-fold decrease in k¢ for NADH
likely reflects a movement of the adenine ring into the void
created by the absence of steric hindrance at position 229; this
relocation allows for a significant improvement in adenine sta-
bilization through additional contacts within the binding
pocket. The explanation is different for ::G225 MSDH because
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FIGURE 2. Representative transient for the determination of the NADH
dissociation rate from the V229G/::G225 thioacylenzyme intermediate.
A solution of 32 uN “activated”-MSDH, 32 uN LDH (expressed in subunit), and
20 mm pyruvate was rapidly mixed at 30 °C with an equal volume of 2 mm
NAD™ and 0.5 mm MMSA (final concentrations). Both syringes contained 50
mMm potassium phosphate buffer (pH 8.2). Under the same experimental con-
ditions, the rate of oxidation of free NADH by LDH was shown to be 130s™".
The collected data were fit to a triphasic or biphasic expression for the wild-
type (thick line, (22)) and V229G/:G225 (thin line) MSDHs, respectively. The
first phase represents the acylation step, and the second phase represents the
consumption of NADH after its release from the thioacylenzyme-NADH com-
plex, whereas the third phase observed for the wild-type MSDH is likely due to
the reverse LDH-catalyzed reaction. For the V229G/:G225 MSDH, the rate
constants obtained for the global fitting are 29 = 1and 1.0 = 0.1~ ', respec-
tively. The burst of NADH appears smaller for the wild-type enzyme because
the rate constants associated with the two phases are very similar (72 versus
56 s~ ') compared with those determined for the mutated MSDH.

this insertion instead increased the length of the loop located at
the N-terminal end of the o helix. Thus, it is reasonable to
postulate that the 56-fold decrease in k_ g for NADH results
from a conformational change(s) of this loop that might provide
a supplemental anchor point(s) that improves the stabilization
of the adenine ring. However, although each single mutation
led to significant kinetic effects, they were not additive, as no
additional decrease in kg was observed for the double mutant.
Finally, the fact that the k ¢ values are only 2.5- to 5-fold higher
than the k., values shows that B-decarboxylation likely
remains rate-limiting irrespective of the mutated MSDHs.
Nonetheless, the decrease in k_,, compared with the wild-type
MSDH is mainly the consequence of the significant decrease in
the kg values. Therefore, NADH release can be considered to
be partially rate-limiting.

Kinetic ~ Properties of Mutated V229G/H226P, V229G/
2G225/H226P, and V229G/:G225/Y252L/V253] MSDHs—In an
attempt to make NADH release rate-limiting, we tried to further
stabilize the adenine ring by combining new point mutations
with V229G and ::G225. As mentioned above, the data obtained
on ::G225 MSDH highlight the fact that mutations altering the
conformation of the loop located at the entrance of the binding
pocket can lead to improved stabilization of the adenine ring.
To validate this assumption, a proline was introduced at posi-
tion 226 in the V229G and V229G/::G225 MSDHs. Substitution
of a proline for His-226 mimics the molecular context of many
hydrolytic ALDHs and introduces strong geometrical con-
straints that should modify the conformation of this loop.
Therefore, we anticipated that the H226P substitution would
induce a closure, even minor, of this loop on the adenine ring.
On the other hand, introduction of residues with higher hydro-
phobic character, such as Leu and Ile, at positions 252 and 253
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(ag helix, supplemental Fig. S4) in V229G/:G225 MSDH,
would potentially increase the number of van der Waals con-
tacts between adenine and the bottom face of the binding
pocket.

The steady-state kinetic parameters determined at pH 8.2
and 30 °C are summarized in Table 2. The k_,, values decreased
from 24- to 110-fold. More importantly, the fact that no burst of
NADH production was observed under pre-steady-state condi-
tions shows that acylation is now rate-limiting irrespective of
the mutated MSDH (this result precludes comparison of the
obtained K|, values with those determined for the wild type). As
mentioned in the Introduction, the rate constant associated
with the acylation step is high for the wild-type (k,. > 1000s™").
Therefore, the k,. values are at least 1.1 X 10*- to 5 X 10*-fold
lower for the mutated MSDHs. These drastic kinetic effects are
likely the consequence of significant changes in the positioning
of the nicotinamide ring relative to the hemithioacetal interme-
diate that prevent an efficient hydride transfer. Because the
mutations should modify the positioning or mode of stabiliza-
tion of the adenine, it is tempting to propose that changes
occurring in this binding pocket can propagate to the nicotin-
amide ring. Although this hypothesis remains to be validated,
our data clearly indicate that the cofactor binding mode is opti-
mized in MSDH with a fine balance between the requirement
for positioning of the nicotinamide ring to allow efficient
hydride transfer and a degree of conformational flexibility for
the deacylation to occur. Any perturbation, even minor,
appears to be deleterious with respect to the efficiency of the
MSDH-catalyzed reaction. The model seems to hold for the
hydrolytic ALDHs. Indeed, our attempts to accelerate the rate
of NADH release through “destabilization” of the adenine ring
failed for retinal dehydrogenase 2 (RALDH2). The NMN moi-
ety is known to be less stabilized in this ALDH family, at least
within the ALDH/NAD(P) binary complex. Therefore, if the
main anchor point (i.e. the adenine ring) is weakened, it is likely
that the positioning of the NMN moiety within the covalent
ternary complex is compromised, explaining why in the
AG225/G229V RALDH2 acylation becomes rate-limiting with
a 300-fold reduced k. (data not shown).

Conclusion—Structural dynamics associated with cofactor
binding are known to play key roles in the chemical mechanism
of the hydrolytic ALDHs. In this study we propose that this is
also the case for their CoA-dependent counterparts. Indeed, a
flip of the NMNH away from the active site is also possible in
MSDH and likely the entire CoA-dependent family. This
isomerization step might be required to permit nucleophilic
attack of the CoA on the decarboxylated thioacylenzyme. How-
ever, in contrast to what has been established for hydrolytic
ALDHs, the flip of the NMNH away from the active site leads to
the complete release of NADH. Our data show that weaker
stabilization of the adenine ring is a key factor in triggering the
early NADH release in the MSDH-catalyzed reaction and pro-
vide for the first time structural insights into the mechanism
whereby the cofactor binding mode is responsible, at least in
part, for the different kinetic behaviors of the hydrolytic and
CoA-dependent ALDHs. From similar three-dimensional
structures, evolution has thus produced slightly different
modes of cofactor binding within the ALDH superfamily. Over-
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all stabilization of the cofactor results from differential contri-
butions of both binding subsites of the cofactor; that is, mainly
interactions with the adenine moiety for the hydrolytic ALDHs
and the nicotinamide for the CoA-dependent ALDHs. How-
ever, in both cases the nicotinamide ring is properly positioned

in

the ternary complex to allow an efficient hydride transfer

during the acylation step, whereas differences in the stabiliza-
tion of the adenine ring lead to early or late release of the
reduced cofactor.
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SUPPLEMENTARY DATA

S1 Stereoview of NAD in MSDH from B. subtilis. The 2|Fo|-|Fc| (1o) electron density
map of NAD is shown in blue and the NAD molecule is shown in a yellow stick model.

S2 Multi-sequence alignment of MSDH from B. subtilis and selected ALDHs: class 2
aldehyde dehydrogenase (ALDH2) from bovine liver (accession code lag8); retinaldehyde
dehydrogenase type II (RalDH2) from Norway rat (accession code 1bi9); non-phosphorylating
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPN) from Streptococcus mutans (accession code
leuh). Structural alignment was performed using Strap (42). The secondary structural elements of
ALDH2 and MSDH are shown at the top and bottom of the alignment, respectively. The figure was
prepared with ESPript.31(43).

S3 Superimposition of the hydrophobic pocket postulated to act as the exit door for the
reduced cofactor after isomerization. The residues from the MSDH pocket are labeled and
colored by atom type. The corresponding residues from GAPN are colored yellow and are not
labeled for clarity. In GAPN the pocket consists of residues Phel168, Ser246-Thr247-Gly248-11e249,
Gly270, 1le345, Asp346, Lys348, Ser349, Tyr352, Glu399-Pro400-Phe401, and Tyr425. The figure
was prepared using Pymol 0.99 (www.pymol.org).

S4 The adenine binding site of (A) MSDH from B. subtilis and (B) rat RalDH2. The
secondary structure elements contributing to the site are represented as ribbons. NAD is shown in
the stick representation colored by atom type. Residues from the or and oG helices that have been
mutated in this study appear as sticks and are colored by atom type. The figure was prepared using
Pymol 0.99 (www.pymol.org).

SS Sequence alignment of the regions covering the adenine binding pocket in MSDHs
and comparison with the hydrolytic human ALDH2. The sequence alignment includes MSDHs
whose activity has been demonstrated (indicated by star). Sequence alignment was performed with
the BioEdit software, and the numbering of amino acid residues is according to Wang and Weiner
(5). The two positions shown as critical for adenine stabilization/NADH release, Val229 and the
absence of Gly225, which are invariant features, are highlighted in red. Regarding the other
positions studied, which are in blue, an His residue is mainly found at position 226, the hydrophobic
character of the residue 253 is conserved through the presence of an isoleucine or a valine, whereas
tyrosine or histidine residues are found at position 252.

S6 Representative transient for the determination of the Desulfo-CoA impact on the
NADH release from the V229G/::G225 thioacylenzyme intermediate. A solution of 30 uN
‘activated’-MSDH, 30 uN LDH (expressed in subunit) and 20 mM pyruvate was rapidly mixed at
30 °C with an equal volume of 2 mM NAD and 0.5 mM MMSA (final concentrations) in the
absence (black line) or the presence (blue line) of 0.25 mM desulfo-CoA. Both syringes contained
50 mM potassium phosphate buffer, pH 8.2. The collected data were fit to a biphasic expression.
The presence of desulfo-CoA led to a 2-fold decrease of the burst of NADH production and a 4-fold
decrease of the amount of NADH released.
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Discussion-Perspectives
Mode de reconnaissance du rétinal par les RALDH : importance d'une réorganisation

conformationnelle

Par rapport a ce qui avait été proposé dans la littérature, deux résultats originaux émergent
de cette é¢tude. D'une part, nous avons montré que la réaction de biosynthése de l'acide rétinoique
catalysée par les RALDHI1 et 2 est contrdlée par 1'étape de reconnaissance du rétinal, et d'autre part,
que le mécanisme de reconnaissance comprend au moins deux étapes : une étape de liaison, et une
¢tape de réorganisation conformationnelle qui s'est avérée étre cinétiquement limitante.

L'intérét de ce travail réside également dans la mise au point de méthodes cinétiques
permettant de décomposer ce mécanisme et d'accéder aux constantes de vitesse associées a ces deux
¢tapes. En effet, comme le montrent les résultats préliminaires obtenus pour les mutants de la
RALDHI, les valeurs de Kp déterminées pour le rétinal ne sont pas corrélées aux variations de kca
observées. Il est donc probable que des mutations dans le site actif peuvent affecter I'étape de
réorganisation conformationnelle qui est indispensable a la formation d'un complexe michaélien
efficace. Dans ce cadre, l'utilisation d'une méthode cinétique reposant sur un signal spectroscopique
de type FRET, trés sensible aux variations d'orientation/distance entre I'analogue de substrat rétinol
et la sonde que constitue le Trpl77 dans le site actif, est pertinente. La mise au point de cette
méthodologie jette donc les bases permettant d'étudier le role de résidus du site actif dans le
processus de reconnaissance du rétinal a deux étapes, comme par exemple le résidu Tyr296. En
effet, la substitution Y296V conduit & une diminution d'un facteur 9 du k. Dans 1'hypothése ou
I'étape limitante de la réaction reste associée au changement conformationnel nécessaire a la
formation d'un complexe enzyme/NAD/rétinal compétent, ce résultat suggere que la position 296
participe a ce processus directement ou indirectement.

Cependant, l'examen de la structure cristalline du complexe RALDH1/NAD (Moore et al.,
1998) ne permet pas d'identifier les bases moléculaires responsables de ce mode de reconnaissance,
en particulier les résidus potentiellement impliqués dans la réorganisation conformationnelle. Par
contre, sur la base de la structure du complexe RALDH2/NAD, il a été proposé que les mouvements
de la boucle 462-477 localisée dans le tunnel d'accés du substrat étaient intimement liés a sa
reconnaissance (Lamb et Newcomer, 1999, § 2.3.3.1 p. 34). Dans les deux cas, une approche par
modélisation et dynamique moléculaire pourrait conduire a proposer un scénario complet de ce
mécanisme et & identifier les positions clé controlant ce mode de reconnaissance, qui s'apparente a
un mécanisme “induced-fit”. Il est important de noter que ces positions peuvent étre situées dans le
site actif mais également a distance dans la structure. Les hypothéses issues de cette approche in
silico pourraient ensuite étre affinées/validées en associant l'ingénierie protéique aux méthodes

développées au cours de ma thése. Une approche complémentaire consisterait a obtenir la structure
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d'un intermédiaire covalent thioacylenzyme (l'accumulation d'un tel intermédiaire serait rendue
possible par l'utilisation du mutant E268A pour lequel 1'étape d'hydrolyse est trés ralentie) qui
permettrait de définir précisément I'environnement du rétinal au sein d'un complexe catalytiquement
représentatif. En effet, des essais de cristallisation effectués dans 1'équipe par A. Gruez sur un
complexe ternaire non covalent RALDH2/NAD/rétinal inactif, se sont révélés infructueux
probablement en raison de la dynamique associée a la liaison du rétinal. Ce résultat suggérait que,
dans les conditions de cristallisation, I'équilibre associ¢ au changement conformationnel ne serait
déplacé vers le complexe catalytiquement compétent qu'apres formation de la liaison covalente avec
la Cys302 catalytique.

Le mode de reconnaissance du rétinal est-il le méme pour la RALDHI et la RALDH2 ?
Notre étude utilisant une sonde de type FRET montre qu'un mécanisme similaire impliquant au
moins deux étapes est mis en jeu comme en témoigne la nature biphasique des cinétiques obtenues.
La phase rapide correspondrait a la liaison du rétinal dans le site actif et la seconde phase plus lente
a la transition conformationnelle. Dans la structure de la RALDHI, la boucle 462-477 (figure 39)
adopte une conformation définie, alors qu'elle est trés flexible dans la structure de la RALDH2.
Ceci pourrait expliquer le fait que 1'amplitude de cette seconde phase est plus importante dans le cas
de RALDH2. En d'autres termes, il est raisonnable d'envisager une transition ordonnée-ordonnée
dans le cas de la RALDHI et désordonnée-ordonnée dans le cas de la RALDH2. Par contre, la
nature de cette transition ne serait pas 1'élément essentiel déterminant la spécificité de ces enzymes

pour le rétinal.

20292

Boucle comprenant les résidus 455-461

Figure 39 : Vue d’ensemble du canal d’accés du substrat dans la RALDH1 de mouton (code 1bxs, Moore ef al.,
1998).
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Plus globalement, le fait que la dynamique structurale associée a cette boucle soit impliquée

dans la formation d'un complexe michaélien compétent avec le rétinal est a rapprocher de son role
suppos¢ dans la transmission du message conduisant a l'expression des propriétés de coopérativité
dans d'autres ALDH. Alors que dans les RALDH, cette dynamique favoriserait la formation d'un
complexe catalytiquement compétent, elle serait responsable des propriétés de coopérativité négative
“extréme” (réactivité de demi-site) observées dans la MSDH et le variant asiatique de I'ALDH2

humaine (Stin¢s-Chaumeil, 2006 ; Larson et al., 2005).

Dynamique conformationnelle du cofacteur au cours de la catalyse

Les résultats obtenus au cours de ce travail ont permis I’identification d’un signal
spectroscopique permettant la caractérisation cinétique de I’isomérisation du cofacteur réduit au
cours de la catalyse pour la RALDH2. Nous avons montré que l'observation de ce signal est
majoritairement associée a la présence du résidu Trpl77, qui est conservé chez de nombreuses
ALDH eucaryotes. L'utilisation du logiciel Dynafit pour réaliser un ajustement global des données
expérimentales au modele cinétique proposé s'est révélée pertinente et a permis d'assigner une
valeur a la constante de vitesse intrinséque associée a l'isomérisation du cofacteur réduit. Cette
valeur d'environ 11 s™' est similaire a celle déterminée pour la constante de vitesse intrinséque
associée a l'acylation (10 s™). Ce résultat indique que la formation du NADH est immédiatement

suivie du processus d'isomérisation de la partie NMNH.

Restent maintenant a identifier les bases moléculaires qui permettent ce basculement dans
les ALDH hydrolytiques. Un certain nombre d’hypothéses relatives a la nature des forces motrices
favorisant ce basculement peuvent étre émises, a savoir : la perte de 1’interaction potentielle entre la
charge négative de 1’oxyanion de I’intermédiaire hémithioacétal et la charge positive du noyau
nicotinamide du NAD(P) suite au transfert d’hydrure, ainsi que la non planéit¢é du noyau
dihydropyridine du NAD(P)H. De plus, I'examen de la structure cristalline du mutant C302R de la
GAPN de S. mutans a mis évidence que la barriére énergétique existant entre les deux
conformations majoritaires adoptées par le cofacteur au cours du cycle catalytique est sans doute
faible (D'Ambrosio et al., 2006). A partir de la structure du complexe binaire cristallin T244S
GAPN/NADRP il avait été proposé que la Thr244 pouvait jouer un role dans ce processus de
basculement. En effet, I'absence du groupement 3-CH3 conduit a une conformation stabilisée de la
portion NMN du cofacteur, clairement différente de celle supposée étre adoptée dans le complexe
ternaire covalent (ALDH/GAPN)/NAD(P)/thiohémiacétal de I'enzyme sauvage (figure 40) (Pailot et

al., 2006). Par conséquent, l'existence de contacts de van der Waals entre ce groupement et le cycle
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nicotinamide pourrait favoriser une conformation métastable et participer a l'abaissement de la
barriere énergétique. D'autre part, ces mémes contacts pourraient générer des contraintes stériques
avec la conformation non plane du nicotinamide réduit contribuant ainsi au mécanisme de

basculement.

_,-{M

Figure 40 : Superposition des sites actifs des complexes binaires cristallins du type sauvage (en gris) et du mutant
T244S (en noir).

La conformation de la partie NMN du cofacteur pour la structure cristalline du complexe binaire obtenu le type sauvage
est celle décrite comme étant compatible avec un transfert d’hydrure efficace (Cobessi et al., 1999 ; Perez-Miller et
Hurley, 2003).

Plus généralement, il est évident que le mode de liaison particulier du cofacteur rencontré
dans cette famille d’ALDH, notamment la faible stabilisation du pyrophosphate et de la partie NMN
du cofacteur, est un facteur déterminant dans ce basculement. De plus, il est probable que des
réorganisations conformationnelles accompagnent ce basculement et controlent la vitesse de ce
processus, le rendant vraisemblablement irréversible pour permettre a la réaction d'hydrolyse de se
faire. La comparaison des réseaux d'interactions NMN(H)/protéine dans les conformations adoptées
pendant le transfert d'hydrure et aprés isomérisation révele que la boucle portant les résidus
invariants Glu399 et Phe401 participe probablement a cette réorganisation conformationnelle. En
effet, leurs chaines latérales établissent des interactions avec la partie nicotinamide-ribose dans les

deux conformations (figure 41).
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Phe:4

Glu 399

Ile 249

The 244

2
Ala 257

Figure 41 : Vue de la poche constituant le site de liaison de la partie NMNH du cofacteur.

A : Structure du complexe binaire de ’ALDH2 humaine avec le NAD (conformation transfert d’hydrure) (code pdb
1000, Perez-Miller et Hurley, 2003), B : Structure de I’intermédiaire thioacylenzyme de GAPN E268A / NADPH / G3P
(conformation aprés isomérisation de la partie NMNH du cofacteur) (code pdb 2qe0, D’Ambrosio et al., 2006). Le
cofacteur est représenté en violet.

L'utilisation de méthodes de modélisation et de dynamique moléculaire permettant de
simuler le chemin emprunté par le cofacteur au cours de ce processus et les changements
conformationnels associés pourrait permettre d'identifier rigoureusement l'ensemble des facteurs
structuraux participant a cette étape essentielle du mécanisme. Ces hypothéses pourraient ensuite
étre testées expérimentalement par ingénierie protéique et en appliquant la méthode développée
dans ce travail. L'exemple préliminaire décrit pour la RALDH2 L459R montre que l'impact de
modifications du site actif sur la vitesse du processus d'isomérisation peut étre déduite de l'analyse

des cinétiques réactionnelles enregistrées en mode de détection du signal de FRET.

Est-il possible de généraliser cette approche a I'étude de l'isomérisation du cofacteur au
cours de la catalyse pour d'autres ALDH ? Nous avons tenté¢ dans un premier temps d'appliquer la
méme stratégie a la RALDHI (également nommée ALDHI cytosolique ou ALDH1A1 dans la
nomenclature proposée par V. Vasiliou), dans laquelle les résidus Trp, en particulier en position
177, sont conservés par rapport a la RALDH2. Cependant, aucun signal correspondant & une phase
décroissante pouvant étre attribuée a un changement conformationnel du NADH n'a pu étre observé
dans les cinétiques de la RALDH1 avec le décanal en conditions préstationnaires.

En paralléle, cette approche a été étendue a la GAPN de S. mutans, avec au préalable la

nécessité d'introduire une sonde spectroscopique équivalente au W177 de la RALDH?2. En effet
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aucun signal cinétique pouvant correspondre a l'isomérisation de la partie NMNH n'était observé
dans la GAPN. La superposition des structures cristallines de ces deux enzymes a permis de
proposer trois positions situées dans l'environnement de la position 177, ou l'introduction d'un
tryptophane était susceptible de générer un signal de FRET avec le NADH : S177, 1128 et D462
(figure 42).

Figure 42 : Superposition des structures de la RALDH?2 (en bleu turquoise, complexe binaire avec le NAD, code
PDB 1bi9) et du complexe thioacylenzyme de la GAPN de S. mutans (en bleu marine, code PDB 2QE0) dans la
région du résidu 177.

Les résidus Ser177, Asp462 et [le128 ou l'introduction d'un résidu tryptophane était susceptible de générer un signal de
FRET avec le NADPH dans la GAPN sont en rose, et le résidu Trp177 de la RALDH2 est en bleu turquoise.

Les variants [128W, S177W et D462W ont donc été générés et étudiés : les deux premiers se
sont révélés inactifs, le mutant D462W conservant une faible activité avec une constante kcy
diminuée d'un facteur 700. Ces effets drastiques sont probablement associés a une perturbation de
l'architecture du site actif, en particulier au niveau de la position K178, impliquée dans le
positionnement du NAD au cours de 1'étape d'acylation (voir le § 2.3.2.1. p. 29). L'étape limitante
de la réaction restant néanmoins associée a la désacylation pour la GAPN D462W, I'étude a été
poursuivie a I'état préstationnaire. Toutefois aucune phase exponentielle décroissante précédant la
phase linéaire n'a été détectée, ni en fluorescence directe du NADH, ni en conditions de détection
du signal de FRET. L'introduction d'un tryptophane en cette position ne permet donc pas de
visualiser un signal correspondant a lI'isomérisation du NMNH dans la GAPN.

Les exemples de la RALDHI1 et de la GAPN montrent que la présence du résidu Trpl177
n'est pas une condition suffisante pour générer un signal spectroscopique spécifique permettant de
suivre l'isomérisation du cofacteur. En effet, pour pouvoir étre visualisée et donc formalisée selon
un modéle cinétique, les valeurs relatives des amplitudes de 1'étape d'acylation (positive) et de

l'isomérisation (négative), ainsi que les constantes de vitesse associées aux différentes étapes
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doivent étre compatibles (figure 35 page 85) : par exemple, si l'isomérisation s'avere rapide par
rapport a l'acylation, les signaux correspondant aux deux phases peuvent étre confondus ; dans le
cas ou l'amplitude de I'isomérisation est relativement faible et que la désacylation qui suit est rapide,
le signal d'isomérisation peut étre « écrasé ». L'exemple de la RALDH2 s'aveére donc étre un cas
favorable dans lequel les conditions structurales et cinétiques se trouvent réunies et permettent

l'observation de ce signal.

Dans le cas des ALDH CoA-dépendantes comme la MSDH, cette isomérisation n’est a
priori pas indispensable, le mécanisme montrant la dissociation compléte du cofacteur réduit apres
le transfert d’hydrure. Cependant, I’examen de la structure cristalline de la MSDH de B. subtilis,
décrite dans la partie 3 des résultats, a révélé 1’existence d’une cavité similaire a celle décrite dans
la GAPN, ce qui rend possible une étape d’isomérisation préalable a la dissociation du cofacteur
réduit (figure S3 page 105). Mais cette isomérisation est-elle réellement impliquée dans le cycle
catalytique de la MSDH ? La superposition de structures non publiées, celle de l'intermédiaire
thioacylenzyme et celle d'un complexe ternaire MSDH/NAD/CoA suggere que la présence de la
partic NMNH empécherait l'attaque nucléophile du CoA sur l'intermédiaire thioacylenzyme
décarboxylé a cause d'une géne stérique (figure 43). Il est donc raisonnable de penser que le
cofacteur réduit bascule également dans cette poche soit avant sa dissociation, soit de fagon

concomitante.

Figure 43 : Superposition des structures cristallines de l'intermédiaire thioacylenzyme et du complexe ternaire
MSDH/NAD/CoA. Dans la structure de l'intermédiaire thioacylenzyme, le cofacteur NADH est absent des cartes de
densité, donc déja dissocié, et le thioacylenzyme n'est pas encore décarboxylé. Ces résultats sont en accord avec le
mécanisme de type ping-pong proposé a partir des données cinétiques. Dans la structure du complexe
MSDH/NAD/CoA, le bras pantéthéine du CoA adopte une conformation étendue. Pour que l'attaque nucléophile du
CoA puisse avoir lieu, il est donc probable que la partie NMNH pivote pour permettre une rotation de l'intermédiaire
thioacylenzyme décarboxylé.
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Nous avons tenté de conforter cette hypothése par la méthode utilisant le signal de FRET, le
résidu Trp177 étant conservé dans la MSDH. Les cinétiques obtenues en fluorescence directe du
NADH et en conditions de détection du signal FRET avec le substrat naturel MMSA n'ont pas
révélé de signal pouvant correspondre au basculement du cofacteur réduit dans ces conditions. Des
essais ont également été tentés avec le PPA, un analogue du substrat naturel décarboxylé, et en
présence de CoA, qui est nécessaire pour une acylation efficace avec ce substrat (Talfournier et al.,
2011). Les résultats obtenus en conditions de détection du signal de FRET ont révélé un profil
cinétique comprenant une phase exponentielle croissante et une phase linéaire, entre lesquelles est
visible une phase exponentielle décroissante, qui correspondrait soit a 1’isomérisation du NMNH,
soit a la dissociation du cofacteur réduit. Cependant la nécessité de la présence du CoA implique un
mécanisme cinétique différent d’un mécanisme de type ping-pong décrit pour la MSDH avec le

substrat naturel.

En conclusion, le fait que l'isomérisation du cofacteur se produise vraisemblablement dans la
MSDH mais ne puisse pas étre visualisée avec le substrat naturel montre que l'utilisation de
méthodes de modélisation et de dynamique moléculaire apparait indispensable pour établir un
scénario global incluant I'isomérisation du cofacteur, sa dissociation et les changements
conformationnels affectant l'enzyme.

Si elle s'avere concluante, cette démarche permettra également de visualiser les événements
associés a la dynamique du cofacteur réduit au niveau de la poche de liaison de 1'adénine. En effet,
comme nous l'avons montré dans les résultats partie 3, la faible stabilisation du cycle adénine est un
¢lément clé a l'origine de la dissociation précoce du NADH au cours du cycle catalytique de la
MSDH. Cette ¢étude identifie pour la premicre fois les bases moléculaires par lesquelles le mode de
liaison du cofacteur est responsable au moins en partie, des mécanismes cinétiques distincts
caractérisés chez les ALDH hydrolytiques et CoA-dépendantes. A partir de structures trés
similaires, 1'évolution aurait donc conduit a des différences subtiles dans le mode de reconnaissance
du cofacteur. Plus précisément, la stabilisation globale du cofacteur résulte des contributions
relatives des deux sous-sites de liaison : dans les ALDH hydrolytiques, celle-ci est principalement
assurée par des interactions avec la partie adénine, alors que dans les ALDH CoA-dépendantes ce
sont les interactions avec la partie nicotinamide qui prévalent.

Une faible stabilisation globale est essentielle pour favoriser la dynamique du cofacteur au
cours de la catalyse. Cependant, il est indispensable que dans les deux cas le cycle nicotinamide soit
correctement positionné au sein du complexe covalent thiohémiacéta/NAD pour permettre un
transfert d'hydrure efficace au cours de l'acylation, d'ou l'importance d'un compromis entre

stabilisation et flexibilité. Cette notion est illustrée par I'ampleur des effets cinétiques observés pour

116



Discussion-Perspectives
les mutants V229G/H226P, V229G/::G225/H226P, V229G/::G225/Y252L/V2531 de la MSDH
(voir figure S4 page 106), qui suggerent que des changements affectant la poche de liaison de
'adénine peuvent se propager jusqu'au cycle nicotinamide et altérer son positionnement au sein du
complexe ternaire covalent. Bien que cette hypothése reste a valider, ceci montre que le mode de
liaison du cofacteur est optimisé dans la MSDH avec un équilibre subtil entre la nécessaire
stabilisation du nicotinamide au cours de l'acylation et un certain degré de liberté conformationnelle

indispensable a la désacylation.
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1. Matériel biologique

1.1. Vecteurs plasmidiques

pDB125KS N/N: Plasmide recombinant pBluescript II KS portant le géne de
résistance a I’ampicilline et la séquence codant la GAPN de S. mutans sous le contrdle du

promoteur du gene lac Z.

pSKmsdbsub : Plasmide recombinant pBluescript II KS portant le géne de résistance
a ’ampicilline et la séquence codant la MSDH de B. subtilis sous le contréle du promoteur du

gene lac Z.

PET / RALDH2 : Plasmide recombinant pET 14b modifi¢ portant le gene de
résistance a I’ampicilline et la séquence codant la RALDH?2 de rat fusionnée a une étiquette

His Tag du coté N-terminal, sous le controle du promoteur du phage T7.

pET / RALDHI1: Plasmide recombinant pET 20b portant le géne de résistance a
I’ampicilline et la séquence codant la RALDHI1 humaine sous le contréle du promoteur du

phage T7.

1.2. Souches bactériennes

E. coli DHSa. : supE44, AlacU169 (¢80 lacZAM15), hsdR17, recAl, endAl, gyrA96,
thi-1, relA1 (Hanahan, 1983). Cette souche est utilisée pour 1’obtention d’ADN plasmidique
pour la GAPN, la MSDH et les RALDHI1 et 2 mutées ou sauvages, mais également
I’expression et la production en erlenmeyers des enzymes GAPN et MSDH sauvages ou
mutées.

E. coli C41 (DE3) : Cette souche est dérivée de la souche BL21 (DE3) : F dem ompT
hsdSp (rs- mp.) gal A (DE3) et deux mutations non caractérisées (Miroux et Walker, 1996).
Elle est utilisée pour 1’expression et la production des RALDHI et 2 sauvages ou mutées a
partir de vecteurs de la série pET. Cette souche contient une copie chromosomique de la
séquence codant ’ARN polymérase du bactériophage T7 placée sous le contréle du

promoteur lacUV5 inductible par I'IPTG.
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1.3. Milieux de culture
* Milieu riche LB (Luria Bertani)

Tryptone (20 g/L), extrait de levure (5 g/L), NaCl (5 g/L). le pH est ajusté a 7,5 par
ajout de NaOH. Pour les milieux gélosés, de I’agar est ajouté a raison de 17 g/L. de milieu de
culture avant stérilisation. Les milieux sont autoclavés pendant 20 min a 120 °C et a 1 bar.
Afin de sélectionner les clones recombinants, 1’antibiotique approprié est ajouté apres
stérilisation. Ce milieu est utilisé pour la réalisation des minipréparations d’ADN plasmidique
ainsi que pour la production des enzymes GAPN et MSDH.

*  Milieu SOC

Tryptone (20 g/L), extrait de levure (5 g/L), NaCl (5 g/L), KCI (2,5 mM), MgCl, (10
mM), MgSO,4 (10 mM), glucose (20 mM). Ce milieu est utilisé pour la régénération des
bactéries compétentes aprés transformation.

* Milieux auto-inductibles ZYM 5052 et N5052

ZYM 5052 : tryptone (10 g/L), extrait de levure (5 g/L), Na,HPO4 (25 mM), KH,PO4
(25 mM), NH4Cl (50 mM), Na,SO4 (5 mM), glycérol (0,5%), glucose (0,05%), lactose
(0,2%), MgSO4 (1 mM), FeCl; (5 pM), CaCl, (2 pM), MnCl, (1 pM), ZnSO4 (1 pM), CoCl,
(0,2 uM), CuCl; (0,2 puM), NiCl; (0,2 pM), Na,SeOs (0,2 pM), NaMoOy4 (0,2 pM) et H;BO;
(0,2 pM). Le pH est ajusté a 7,4. Ce milieu est utilisé pour la production de la RALDH?2 de
rat et de la RALDHI1 humaine. L’auto-induction repose sur les mécanismes mis en ceuvre par
la bactérie pour réguler I'utilisation des sources d’énergie carbonées présentes dans le milieu
de culture. En présence de glucose, la répression catabolique empéche 1’entrée du lactose dans
la cellule par la lactose perméase. Quand le glucose est consommé en totalité, le lactose peut
étre pris en charge pour étre converti en allolactose par la $-galactosidase, 1I’inducteur naturel
du promoteur /ac dont dépend I’expression de I’ARN polymérase T7 et donc de la RALDH2
(Studier, 2005).

N5052 : Na,HPO4 (50 mM), KH,PO4 (50 mM), Na,SO4 (5 mM), glycérol (0,5%),
glucose (0,05%), lactose (0,2%), MgSO4 (1 mM), FeCl; (5 pM), CaCl, (2 pM), MnCl; (1
UM), ZnSO4 (1 uM), CoCl, (0,2 pM), CuCl; (0,2 pM), NiCl, (0,2 pM), Na,SeOs (0,2 pM),
Na;MoO4 (0,2 pM) et H;BOs (0,2 pM), NH4Cl1 (50 mM). Le pH est ajusté a 7,4. Ce milieu
est utilisé pour la production de la RALDH1 humaine.
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2. Techniques de génie génétique
2.1. Préparation et transformation des cellules compétentes

Cette méthode est utilisée pour transformer les souches d’E. coli DH5a et C41 (DE3).
Une culture bactérienne est réalisée en milieu SOB (milieu SOC sans glucose) a une
température comprise entre 35 et 37 °C, sous forte agitation. Cette derniére est arrétée en
phase exponentielle de croissance lorsque la DOgoonm atteint 0,3-0,5. Elle est centrifugée et le
culot est repris dans une solution de TB froid (PIPES 10 mM, CaCl, 15 mM, KCI 250 mM,
MnCl, 55 mM, pH 6,7). Aprés une incubation de 30 min dans la glace et une nouvelle
centrifugation, le culot est repris dans 1/10°™ du volume initial de solution TB, en présence
de diméthyle sulfoxyde (7% final) et incubé 2 heures dans la glace. Des fractions aliquotes
sont rapidement congelées par immersion dans de I’azote liquide et stockées a -80 °C (Inoue
et al., 1990).

La méthode classique de transformation des bactéries compétentes est utilisée
(Sambrook et al., 1989). La transformation est réalisée en mélangeant 1 a 100 ng de plasmide
et 50 YL de bactéries compétentes. Apres incubation dans de la glace pendant 30 min, le
mélange est soumis a un choc thermique de 45 secondes a 42 °C. Les cellules sont ensuite
régénérées 1 heure a 37 °C en milieu SOC avant d’étre étalées sur boite LB avec

I’antibiotique de sélection adapté. Les boites sont enfin placées a 37 °C pendant une nuit.

2.2. Préparation de I’ADN plasmidique

La minipréparation d’ADN est utilisée pour la préparation rapide d’une faible quantité
d’ADN dans un but analytique, a partir de 5 mL de culture. Les cellules sont lysées grace a
une solution de NaOH 0,2 N, SDS 1 %. Le mélange est ensuite neutralisé par une solution
d’acétate de potassium/acide acétique, puis centrifugé. L’ADN plasmidique contenu dans le
surnageant est alors directement précipité par ajout d’éthanol a 90 %. Le culot ainsi obtenu est
ensuite lavé a 1’éthanol a 70 % puis séché, repris en tampon Tris-HCI 10 mM, EDTA 1 mM,
pH 8. L’ADN plasmidique est finalement traité par la ribonucléase A (1 pg/mL). Un kit de
purification plasmidique (Macherey-Nagel®) est utilisé pour les préparations en plus grande
quantité. Ce kit utilise la méthode de la lyse alcaline et permet de purifier le plasmide

d’intérét a I’aide d’une résine échangeuse d’anions.
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2.3. Mutagenése dirigée par réaction de polymérisation en chaine (PCR)

Cette méthode nécessite un plasmide double brin superenroulé et deux
oligodésoxyribonucléotides complémentaires portant chacun la mutation a introduire. Les
oligodésoxyribonucléotides vont servir d’amorces 3’OH pour la synthése de I’ADN par
I’ADN polymérase thermostable Pyrococcus furiosus (Pfu), conduisant a un plasmide muté
aux extrémités non religuées. La méthode utilise la Pfu pour répliquer les deux brins du
plasmide avec une grande fidélité. Etant donnée la faible vitesse d’¢élongation de la Pfis liée a
son activité 3’-exonucléase, il faut adapter la durée d’élongation en fonction de la taille du

plasmide (2 min/kb).

Le produit de la réaction de PCR est ensuite traité par ’endonucléase Dpnl (Biolabs,
séquence cible 5°-G™ATC-3"), spécifique de I’ ADN méthylé et hémiméthylé, afin de digérer
I’ADN parental et ainsi sélectionner I’ADN néosynthétisé contenant la mutation. L’ADN
isolé a partir de la plupart des souches d’E. coli est dam méthylé et donc susceptible d’étre
digéré par Dpnl. Une fraction du mélange de digestion, contenant I’ADN double brin muté,
circulaire et coupé, est utilisé pour transformer des bactéries DHS5a supercompétentes qui
vont religuer les extrémités du plasmide muté et le répliquer. La présence de la mutation est

testée par séquencage sur des minipréparations d’ADN issues de clones de transformation.
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@‘ Site a muter
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Figure 44 : Principe de la mutagenése dirigée selon la réaction de polymérisation en chaine (PCR)
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2.4. Clonage de la RALDH1 humaine

La technique de PCR permet de réaliser I’amplification d’un fragment d’ADN
génomique ou plasmidique (dans ce cas) compris entre deux oligodésoxyribonucléotides, dont
les séquences sont complémentaires aux bordures du fragment d’ADN a amplifier et permet
de créer les sites de restriction Nde I et Eco RI. L’ADN polymérase utilisée pour la réaction
est la Pfu. La présence et la taille de I’ADN amplifi¢ sont vérifiées par dépot sur gel d’agarose
1%. Cet ADN est ensuite extrait du gel grace au kit NucleoSpin (Macherey-Nagel®). Cette
extraction est basée sur 'utilisation de colonnes échangeuses d’anions, I’ADN étant chargé
négativement. Les vecteurs d’expression et les inserts sont ensuite digérés pendant 1h30 a
37 °C par les enzymes de restriction Nde I et Eco RI a raison de 3 unités par ug d’ADN. La
formation des liaisons phosphodiesters entre les extrémités de D’insert et du vecteur
d’expression est catalysée par I’ADN ligase du bactériophage T4. La ligation se fait en
présence d’un excés d’insert de 3 fois par rapport au vecteur linéarisé. Les mélanges de
ligation sont incubés a 16 °C pendant au moins 4h. La présence de I’insert est vérifiée par une
double digestion du vecteur par les enzymes de restriction Nde I et Eco RI, ou par PCR sur

colonies en utilisant cette fois-ci la polymérase Dynazyme.

3. Production et purification des enzymes étudiées
3.1. Production

Les enzymes étudiées, de type sauvage et mutées, sont produites dans la souche d’E.
coli DH5a. pour les GAPN et les MSDH et la souche C41(DE3) pour les RALDHI et 2. Ces
souches sont transformées par le plasmide recombinant exprimant les enzymes
correspondantes. Les cultures des GAPN et MSDH sont ensemencées au 1/100°™ en milieu
LB supplémenté en ampicilline (200 mg/L), et ensuite incubées pendant 24 heures a 37 °C,
sous agitation. Pour les RALDHI et 2, les cultures sont ensemencées au 1/100°™ en milieu
auto-inductible ZYMS5052 ou N5052, supplémenté en ampicilline (200 mg/L), puis incubées
pendant 16 heures a 37 °C, sous agitation. Les cellules récoltées par centrifugation a 4000 g
sont lavées dans du tampon A (Saccharose 25 %, EDTA 5 mM, Tris-HCl 50 mM, pH 7.5)

puis centrifugées et stockées a -20 °C.
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3.2. Purification
3.2.1. La GAPN de S. mutans
3.2.1.1. Sonication et précipitation au sulfate d’ammonium

Le culot cellulaire issu d’un litre de culture est repris dans 20 mL de tampon de
purification (KPi 50 mM, pH 6.4, -mercaptoéthanol 5 mM) puis soniqué a 0 °C sous une
puissance de 40 W pendant 5 min, par périodes de 1 seconde d’ultrasons et 1 seconde d’arrét.
Les débris cellulaires sont ensuite ¢liminés par centrifugation a 17000 g durant 45 min.

Le surnageant de sonication est amené a 40 % de saturation en sulfate d’ammonium
(SA) et précipité 45 min sous légere agitation a 4 °C. A cette concentration en SA, la majorité
des protéines contaminantes se retrouve dans le culot apres centrifugation pendant 30 min a

17000 g.

3.2.1.2. Chromatographie d’interactions hydrophobes

Le surnageant de précipitation est dilué¢ dans du tampon KPi 50 mM pH 6.4 a une
concentration finale en SA de 1 M, puis est injecté sur une colonne de type Phényl Sepharose
HP (volume de 55 mL, Amersham Biosciences) couplée au systéme FPLC (GE Healthcare),
préalablement équilibrée dans du tampon KPi 50 mM pH 6.4, 1 M SA. Les protéines sont
¢luées par un gradient décroissant de SA de 1 a 0 M. L’¢élution est suivie par la mesure de
I’absorbance a 280 nm. La GAPN est ¢luée a une concentration de 300 mM en SA et les
fractions contenant la protéine sont rassemblées.

Cette étape permet de séparer la GAPN des contaminants protéiques en fonction de
leurs propriétés hydrophobes de surface et d’éliminer la majorité des fragments d’acides

nucléiques.

3.2.1.3. Chromatographie échangeuse d’anions

La solution protéique contenant la GAPN issue de 1’étape précédente est alors diluée
dans du tampon KPi 50 mM pH 6.4 afin de diminuer la force ionique puis elle est injectée sur
une colonne échangeuse d’anions Q-Sépharose (résine d’agarose 6 % sur laquelle sont greffés
des groupements triméthylammonium) préalablement équilibrée avec du tampon KPi 50 mM
pH 6.4 et couplée au systeme FPLC. L’élution est réalisée par un gradient croissant de KCI de
0 a1 M et elle est suivie par la mesure de 1’absorbance a 280 nm. La GAPN est éluée a une
concentration de 350 mM en KCl.Cette étape permet d’éliminer les derniers contaminants

protéiques et les fragments d’acides nucléiques encore présents.

124



Matériels et Méthodes

Les fragments contenant la GAPN purifiée sont rassemblées et concentrées par
ultrafiltration sur membrane Amicon YM30 (limite d’exclusion de 30 kDa). La protéine est
précipitée a 90 % en SA puis elle est conservée a -20 °C en présence de 5 mM de (-

mercaptoéthanol.

3.2.2. La MSDH de B. subtilis
3.2.2.1. Sonication et précipitation fractionnée au sulfate d’ammonium

Le culot cellulaire issu d’un litre de culture est repris dans 20 mL de tampon de
purification (KPi 50 mM, pH 8.2, f-mercaptoéthanol 10 mM) puis soniqué selon le protocole
décrit dans le paragraphe 3.2.1.1. Le surnageant de sonication est amené a 40 % de saturation
en SA et placé une heure a 4 °C sous agitation douce. La protéine, restée en solution, est
récupérée dans le surnageant apres centrifugation pendant 45 min a 17000 g. Le surnageant
est ensuite amené a 80 % de saturation en SA et placé a 4 °C pendant une heure. A cette
concentration en SA, I’enzyme précipite et une derniere centrifugation permet de la récupérer

dans le culot.

3.2.2.2. Filtration sur gel
Le culot est repris dans un volume minimum de tampon de purification KPi 50 mM
pH 8.2 puis déposé sur une colonne de filtration sur gel ACA 34 (résine d’acrylamide 3 %,
agarose 4 %, BIOSEPRA) dont le domaine de fractionnement se situe entre 20 et 350 kDa.
L’¢lution s’effectue dans le méme tampon et les fractions contenant la protéine sont
identifiées par électrophorése en conditions dénaturantes sur gel de polyacrylamide a 10 %.

Les fractions contenant la protéine sont rassemblées.

3.2.2.3. Chromatographie échangeuse d’anions
Le méme protocole est utilisé que dans le paragraphe 3.2.1.3., la colonne étant
équilibrée avec du tampon KPi 50 mM pH 8.2. La MSDH est ¢éluée a une concentration de
330 mM en KCI.
Les fractions contenant la MSDH purifiée sont rassemblées, concentrées et précipitées

selon le méme protocole que dans le paragraphe 3.2.1.4.
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3.2.3. La RALDHI1 humaine
3.2.3.1. Sonication et précipitation au sulfate d’ammonium
Le culot cellulaire issu d’un litre de culture est repris dans 20 mL de tampon de
purification (KPi 50 mM, pH 7.5, DTT 2 mM) puis soniqué selon le protocole décrit dans le
paragraphe 3.2.1.1. Le surnageant de sonication est amené a 50 % de saturation en sulfate
d’ammonium (SA) et précipité 45 min sous légere agitation a 4 °C. A cette concentration en

SA, I’enzyme précipite et une derniere centrifugation permet de la récupérer dans le culot.

3.2.3.2. Filtration sur gel, chromatographie échangeuse d’anions et
chromatographie d’interactions hydrophobes
Les protocoles sont les mémes que dans les paragraphes 3.2.2.2., 3.2.1.3. et 3.2.1.2.
respectivement pour la filtration sur gel, la chromatographie échangeuse d’anions et la
chromatographie d’interactions hydrophobes, utilisées dans I’ordre.
En effet le culot est repris dans un volume minimum de tampon de purification KPi 50
mM pH 7.5 puis déposé sur une colonne de filtration sur gel ACA 34. Les fractions contenant
la protéine sont rassemblées et injectées sur une colonne Q-Sepharose HP, préalablement
équilibrée avec du tampon KPi 50 mM pH 7.5. La RALDHI est éluée a une concentration de
220 mM en KCI. Les fractions contenant la protéine sont rassemblées et amenée a une
concentration de 1 M de SA et injectées sur une colonne Phényl-Sepharose équilibrée avec du
tampon KPi 50 mM pH 7.5, 1 M de SA. La RALDHI est éluée a une concentration de 50 mM
de SA. Les fractions contenant la protéine purifiée sont rassemblées, concentrées et

précipitées selon le méme protocole que dans le paragraphe 3.2.1.4.

3.2.4. La RALDH?2 de rat
3.2.4.1. Sonication et dialyse du surnageant de sonication

Le culot cellulaire issu d’un litre de culture est repris dans 20 mL de tampon de
conservation (KPi 20 mM, pH 7.5, KCI 200 mM, DTT 2 mM) puis soniqué selon le protocole
décrit dans le paragraphe 3.2.1.1.

Le surnageant de sonication est ensuite dialysé a 4 °C pendant 4 h contre 2 L de
tampon de conservation puis dialysé¢ une deuxiéme fois sur la nuit contre 2 L de tampon de
purification. Ces étapes permettent d’éliminer des petites molécules substrats non spécifiques

de la RALDH2 qui copurifient avec la protéine.
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3.2.4.2. Chromatographie d’affinité sur complexe Ni>* (IMAC)

La protéine est retenue sur la résine grace a des interactions spécifiques entre les ions
Ni** fixés préalablement a la résine et la séquence His-Tag fusionnée du c6té N-terminal. Ces
interactions sont dues aux propriétés du noyau imidazole des histidines, qui possédent un
doublet d’¢lectrons libres (& pH 7.5) porté par un atome d’azote, pouvant former des
complexes avec les ions métalliques divalents comme le Cu®* ou le Ni*". Les ions Ni*" sont
fixés a la résine qui possede des groupements iminodiacétiques, chélateurs de ces ions.

Le surnageant de sonication filtré est injecté sur la colonne Ni-Sepharose HP (25 mL,
Amersham Biosciences) couplée au systeme FPLC, préalablement équilibrée avec du tampon
de purification et en présence de 50 mM d’imidazole. La présence d’imidazole lors de la
charge a pour but d’éviter la fixation non spécifique de protéines contaminantes, tout assurant
la fixation de la totalité de la RALDH2. A plus forte concentration, 1’imidazole contenu dans
le tampon d’élution entre en compétition avec les chaines latérales des histidines de 1’étiquette
His-Tag de la protéine. L’¢élution est obtenue par un palier a une concentration de 500 mM
d’imidazole et est suivie par la mesure de I’absorbance a 280 nm. Les fractions contenant la
RALDH2 purifiée sont rassemblées et dialysées contre du tampon de conservation en
présence de 15 % de glycérol. La protéine est ensuite conservée a -20 °C en présence de 20

mM de DTT.

4. Caractérisation biochimique des protéines
4.1. Analyse par électrophorése sur gel de polyacrylamide en conditions
dénaturantes (SDS-PAGE)

L’¢électrophorése en conditions dénaturantes (Laemmli, 1970) permet de suivre
I’évolution du degré de pureté de I’enzyme au cours de chaque étape de purification. Apres
concentration des protéines par migration dans un gel 5 % en polyacrylamide, celles-ci sont
séparées suivant leur taille dans un gel a 10 % en polyacrylamide. Les protéines sont révélées

par coloration au bleu de Coomassie R-250 (Studier, 2005).
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4.2. Détermination des coefficients d’extinction molaire € des protéines
Le coefficient d’extinction molaire a 280 nm a été déterminé a I’aide des méthodes de
Lewis (Mach et al., 1992) et de Gill et von Hippel (Gill et von Hippel, 1989). La méthode de

Lewis repose sur le calcul de la concentration en protéine par une relation empirique :

DOZBO — 10(2,5*LogD0320 - 1,5*LogD0350)

5540 * nombre de Tryptophanes par monomere + 1480 * nombre de Tyrosines par monomere

La méthode de Gill et von Hippel est fondée sur la mesure des densités optiques a 280
nm pour la protéine en conditions native et dénaturante (en présence de chlorure de
guanidinium). Le calcul de la concentration en conditions dénaturantes repose sur la valeur
théorique du coefficient d’extinction molaire & 280 nm (€4enat = 1280 * nombre Tyrosines +

5560 * nombre Tryptophanes).

4.3. Fluorescence et anisotropie de fluorescence

Les spectres d’excitation et d’émission de fluorescence ont été réalisés sur un
fluorimetre Flx (SAFAS) équipé de deux monochromateurs. Les constantes de dissociation de
la RALDHI1 pour le rétinol ont été déterminées par titration en suivant I’anisotropie de
fluorescence du rétinol (10 uM) dans le tampon Hépés 20 mM, KCI 150 mM, EDTA 1 mM,
MPD 20 %, pH 8,5 a 25 °C, avec des concentrations croissantes en RALDH1, mesurée a des
longueurs d’onde d’excitation et d’émission de 325 et 482 nm et de fentes de 10 nm.
L’appareil détermine [’anisotropie des échantillons excités par une source polarisée

verticalement selon la relation :

I, ~ Gy,
I, +2G.I,

A:

avec: lyy: intensit¢ de fluorescence enregistrée avec une polarisation verticale pour
I’excitation et I’émission ; et Iyy : intensité de fluorescence enregistrée avec une polarisation

horizontale pour I’émission.
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Le facteur G de I’appareil représente le ratio de la sensibilité du détecteur pour la
lumiere polarisée verticalement et horizontalement et est calculé a chaque mesure. La fraction
de complexe enzyme / rétinol formé est déterminée par la relation (A — Ag) / (Amax — Ao), OU
Ay et Amax représentent I’anisotropie du rétinol sous forme libre et liée, en fonction de la
concentration en RALDHI. Les données ont été¢ ajustées a un modele simple & un site de

liaison par monomere.

5. Caractérisation enzymatique des protéines
5.1. Tests enzymatiques

Les tests d’activité réalisés sur la GAPN de S. mutans et la MSDH de B. subtilis sont
effectués respectivement dans le tampon TES 50 mM, p-mercaptoéthanol 5 mM, pH 8.2 a
25 °C et dans le tampon KPi 50 mM, B-mercaptoéthanol 5 mM, pH 8.2 a 30 °C apres
activation de la MSDH par une préincubation avec 2 mM de NAD pendant 20 min a 30 °C
(Stines-Chaumeil et al., 2006). Concernant les RALDHI et 2, les tests réalisés sont effectués
dans le tampon Hépes 20 mM, KCI1 150 mM, EDTA 1 mM, pH 8.5 a 25 °C, et en présence ou
non de Tween 80 0,05 % ou de 2-méthyl-2,4-pentanediol (MPD).

La réaction est déclenchée par I’ajout de la solution d’enzyme dans une cuve
contenant le cofacteur NAD(P) et le substrat spécifique de I’enzyme. Les réactions
enzymatiques sont suivies spectrophotométriquement par 1’apparition du NAD(P)H a 340 nm
au cours du temps, sur un appareil UV mc2 (SAFAS) pour les substrats autres que le rétinal.
Dans le cas du rétinal, la réaction catalysée par la RALDHI1 est suivie par 1’évolution de la
DO a 340 nm correspondant a la contribution de 1’apparition de NADH et d’acide rétinoique
et de la disparition du rétinal, dont la résultante produit un coefficient d’extinction molaire
(¢) de 31000 M™' cm™ dans ces conditions. En raison d’une faible valeur du Ky, la réaction
d’oxydation du rétinal catalysée par la RALDH?2 a ¢été suivie par la fluorescence du NADH,
plus sensible que 1’absorbance, permettant de mesurer la réaction a de tres faibles

concentrations en rétinal.

5.2. Détermination des parameétres cinétiques Ky et k., a I’état stationnaire
Les mesures d’activité ont été réalisées en faisant varier la concentration d’un réactif
(substrats ou cofacteurs), les autres étant en concentration saturante. Les points
expérimentaux ont été ajustés soit a I’équation de Michaelis-Menten avec inhibition

compétitive par le substrat (D,L)-G3P (équation 2) pour la GAPN, soit a 1’équation classique
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de Michaelis-Menten (équation 1) a I’aide du logiciel SigmaPlot 2000 6.0 (Jandel Scientific)

pour toutes les autres conditions et enzymes.

_kea{BoJfS]

Equation (1) y=—CcatL7O0IL
KyHlS]
k.. |Eq||S
Equation (2) V= - :n[ S[] * %S[]z]/K

5.3. Cinétiques a I’état préstationnaire

5.3.1. Suivi de I’étape d’acylation

Les cinétiques a 1’état préstationnaire ont ét¢ suivies a I’aide d’un appareil de cinétique
a mélange rapide (stopped flow SX18MV-R, Applied Photophysics), qui permet de mélanger
rapidement deux solutions contenues initialement dans des seringues, et de suivre la variation
de I’absorbance a 340 nm dans le cas de la MSDH ou I’émission de fluorescence du mélange
dans le cas des RALDHI et 2, le temps mort de I’appareil étant de I’ordre de la milliseconde.

Pour les études menées sur la MSDH, la premiére seringue contient I’enzyme (30 puN)
et le NAD (4 mM) dans du tampon KPi 50 mM pH 8.2 et la deuxiéme contient le substrat
MMSA (2 mM) dans le méme tampon KPi. La température est maintenue a 30 °C. Les
cinétiques sont suivies par variation de I’absorbance a 340 nm. Pour les études sur les
RALDHI et 2, la premiére seringue contient I’enzyme (2 uN), le NAD (2 mM) dans du
tampon d’activité, et la deuxiéme seringue contient le NAD (2 mM) et le substrat dans le
méme tampon. La température est maintenue a 25 °C, les fentes sont réglées a 1 mm au
niveau du monochromateur d’excitation. La longueur d’onde d’excitation est fixée a 350 nm
et un filtre permet de mesurer 1’émission de fluorescence aux longueurs d’onde supérieures a

395 nm.

5.3.2. Détermination de la constante de vitesse de dissociation du NADH

Les conditions expérimentales utilisées pour la détermination du ko du NADH, un
piege a NADH utilisant le systéme couplé Lactate Déshydrogénase (LDH) / pyruvate, sont
décrites dans le chapitre « Experimental procedures » de la publication 2 page 102. La

premiére seringue contient I’enzyme (32 uN) et le NAD (4 mM) dans du tampon KPi 50 mM
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pH 8.2 et la deuxiéme contient le substrat MMSA (2 mM) et le systéme couplé Lactate
Déshydrogénase (LDH) / pyruvate a des concentrations de 32 uN et 20 mM respectivement,
dans le méme tampon KPi. Les cinétiques sont suivies via la variation de I’absorbance a 340

nm. La température est maintenue a 30 °C.

5.3.3. Suivi du phénoméne d’isomérisation du cofacteur

Les cinétiques ont été réalisées a 1’aide d’un appareil de cinétique a mélange rapide
(stopped flow SX18MV-R, Applied Photophysics). La longueur d’onde est fixée a 350 ou 295
nm et un filtre permet de mesurer 1’émission de fluorescence aux longueurs d’onde
supérieures a 395 nm. Les fentes sont réglées a 1 mm au niveau du monochromateur
d’excitation. La premiére seringue contient I’enzyme (RALDHI1 ou 2) (2 uN), le NAD (2
mM) dans du tampon d’activité, et la deuxiéme seringue contient le NAD (2 mM) et le

substrat décanal dans le méme tampon. La température est maintenue a 25 °C.
5.3.4. Cinétiques d’interactions RALDH / rétinol

Pour étudier les interactions entre le rétinol et les RALDHI et 2, la longueur d’onde
est fixée a 295 nm et un filtre permet de mesurer 1’émission de fluorescence aux longueurs
d’onde supérieures a 455 nm. La premiere seringue contient I’enzyme (2 uN) et la deuxiéme
contient le rétinol (30 uM), en présence ou en absence de NAD (2 mM). Les cinétiques sont

ajustées a une équation de type biexponentielle.
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Résumé

Les aldéhyde déshydrogénases a cofacteur NAD(P)" non phosphorylantes hydrolytiques
ou Coenzyme A(CoA)-dépendantes (ALDH) sont des enzymes ubiquitaires qui catalysent
'oxydation d'un spectre trés étendu d'aldéhydes en acides activés ou non. Elles jouent un role
essentiel au niveau cellulaire en intervenant notamment a différents niveaux du métabolisme
cellulaire et dans des processus de détoxication. Les ALDH opérent par un mécanisme a deux
étapes : une étape d’acylation incluant un processus d’oxydoréduction a transfert d’hydrure
qui conduit a la formation d’un intermédiaire thioacylenzyme suivie d’une étape de
désacylation qui différe par la nature de 1’accepteur d’acyle, une molécule d'eau ou de CoA.
Une caractéristique essentielle du mécanisme catalytique de ces enzymes est I'importance de
la flexibilité et de la dynamique conformationnelle dans le site actif, incluant les chaines
latérales de résidus, le substrat, et le cofacteur.

Dans la rétinal déshydrogénase 2 (RALDH2), une des ALDH impliquées dans la
biosynthése de I'acide rétinoique, les données disponibles au début du projet suggéraient que
la réaction d'oxydation du rétinal était associée a des changements conformationnels au sein
du site actif. Dans ce contexte, un de mes objectifs a consisté a identifier les bases
moléculaires de la reconnaissance du rétinal dans les RALDHI1 et 2 en développant une
méthodologie spécifique associant l'analyse du mécanisme enzymatique et 1'étude de la
formation du complexe michaélien. L'exploitation des propriétés de transfert résonnant
d'énergie de fluorescence entre l'analogue de substrat rétinol et la protéine montre que la
reconnaissance du substrat rétinal suit un mécanisme a deux étapes : une étape de liaison et
une étape de réorganisation structurale cinétiquement limitante. Ce processus contribuerait a
la spécificité de ces enzymes pour le rétinal.

Le second axe de mon projet a été consacré a 1'étude de la dynamique du cofacteur
réduit au cours de la catalyse :

En vue de caractériser le processus d'isomérisation du cofacteur réduit au cours de la
catalyse, j'ai développé une méthode permettant de suivre ce basculement en utilisant un
signal de FRET entre le cofacteur réduit et la protéine. Cette méthode a permis d'établir un
modele cinétique pour déterminer la constante de vitesse intrinséque associée a cette étape.

Enfin, j'ai cherché a identifier les bases moléculaires responsables de la dissociation
tardive du cofacteur au cours du cycle catalytique des ALDH hydrolytiques ou précoce dans
le cas des ALDH CoA-dépendantes. Cette étude s'inscrivait dans une thématique plus
générale visant a comprendre 1'évolution des mécanismes catalytiques dans la superfamille
des ALDH. Les résultats obtenus montrent que la faible stabilisation du cycle adénine est a
l'origine de la dissociation précoce du NADH au cours du cycle catalytique de la
méthylmalonate semialdéhyde déshydrogénase, une ALDH CoA-dépendante. Cette étude
révele pour la premiere fois le mécanisme par lequel le mode de liaison du cofacteur conduit a
des différences de mécanisme cinétique entre les ALDH hydrolytiques et CoA-dépendantes.

Mots clés: Aldéhyde déshydrogénase, rétinal, NAD(P)H, Coenzyme A, dynamique
conformationnelle, catalyse, évolution
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