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ABREVIATIONS

(d))AMP
(d)CMP
(d))GMP
(d)TMP
(d)UMP
5-FCL
ACC
ACP
ADC
ADN(c)
AFTN
AICAR
ARN (m)
ARN (1)
ATP

Cl
CATMA
CBL
CGS
DHF
DHFR
DHPS
FPGS
FSH
FTHFS
GAR
GCHI
GDC
GGH
GTP
Hcey
HMT
HPPK
IMP
KO
MGL
MIG1
MIL1
MMT
MS

(désoxy) adénosine monophosphate
(désoxy) cytidine monophosphate

(désoxy) guanosine monophosphate
(désoxy) thymidine monophosphate
(désoxy) uridine monophosphate
S5-formyltétrahydrofolate cycloligase

acide 1-aminocyclopropane-1-carboxylique
acyl carrier protein

aminodéoxychorismate

acide désoxyribunucléique (complémentaire)
anomalies de fermeture du tube neural
aminoimidazol-4-carboxamide ribonucléotide
acide ribonucléique (messager)

acide ribonucléique (transporteur)

adénine triphosphate

monocarboné

complete Arabidopsis transcriptome micro-array
cystathionine 3-lyase

cystathionine y-synthase

dihydrofolate

dihydrofolate réductase

dihydroptéroate synthase

folylpolyglutamate synthétase

famille des sérine-hydrolases
10-formyl-tétrahydrofolate synthétase
glycinamide ribonucléotide

GTP cyclohydrolase I

glycine décarboxylase

y-glutamyl hydrolase

guanosine triphosphate

homocystéine

homocystéine méthyltransférase
hydroxyméthyldihydroptérine pyrophosphokinase
inosine monophosphate

knock-out

méthionine y-lyase

methotrexate induced gene 1

methotrexate induced gene like 1

méthionine S-méthyltransférase

méthionine synthase




MTHFC
MTHFD
MTHFR
MTX
OPH
p-ABA
PCR
PGH
PTAR
RMN
Rubisco
SAH
SAHH
SAM
SAMS
SHMT
SMC
SMM
THF
ThrS

TS
«-CB

méthylénetétrahydrofolate cyclohydrolase
méthylénetétrahydrofolate déshydrogénase
méthylénetétrahydrofolate réductase
méthotrexate

O-phosphohomosérine

acide para-aminobenzoique

polymerase chain reaction
para-aminobenzoylglutamate hydrolase
ptérine aldéhyde réductase

résonnance magnétique nucléaire

ribulose 1,5 biphosphate carboxylate / oxygénase
S-adénosylhomocystéine
S-adénosylhomocystéine hydrolase
S-adénosylméthionine
S-adénosylméthionine synthétase

sérine hydroxyméthyltransférase
S-méthylcystéine

S-méthylméthionine

tétrahydrofolate

thréonine synthase

thymidylate synthase

a-cétobutyrate
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INTRODUCTION

INTRODUCTION

Le terme folate(s), ou plus couramment vitamir®s 8ésigne I'ensemble des molécules
dont la structure de base est constituée par Bagtdroylglutamique (ou acide folique) (Angier
et al, 1946). Des leur découverte dans les anr&®@, tes molécules suscitent un grand intérét
de la part de la communauté scientifique. En efét,réactions dans lesquelles intervient la
vitamine B9, regroupées sous le terme de métabelimmnocarboné (C1), sont essentielles au
fonctionnement cellulaire puisqu’elles interviennemotamment lors de la synthese des
nucléotides mais aussi lors de la synthése de thioméine et de I&-adénosylméthionine. Cette
derniere molécule constitue le donneur universerdapements méthyles et alimente de la sorte
toutes les réactions de méthylation qui ont liemsdéa cellule et qui sont nécessaires au
meétabolisme et au développement de I'organisme.

Les végétaux et la plupart des microorganismesaocdpacité de réaliser la synthéeenovo
de la vitamine B9. Les animaux ne possédant pdetddité des enzymes nécessaires a cette
synthése, ils dépendent de leur alimentation pobwvenir a leurs besoins en folates. Cette
différence présente un intérét majeur puisqu’'ebenet de développer des molécules utilisées
pour bloguer la synthésde novodu folate chez les organismes autotrophes sans aaaant
perturber le métabolisme de cette vitamine cheals®trophes et donc chez les animaux. C’est
sur ce principe que repose la conception de nombrantibiotiques, herbicides et
antiparasitaires. Nous développerons cet aspeanétabolisme du folate plus tard dans ce
manuscrit.

Cette auxotrophie vis-a-vis du folate peut, notamnofiez 'Homme, aboutir a 'apparition
de carence. Les insuffisances en folates peuvesler@dgnt avoir pour origine une anomalie
génetique touchant un gene impliqué dans I'absmiptiu bien dans le métabolisme de ce
cofacteur. Quelgu’en soient les causes, les défiee en folate sont a l'origine de graves
maladies.

Une des premiéres manifestations cliniques d'umenca en folates est I'apparition d’'une
anémie dite mégaloblastique. La vitamine B9 paéini a la synthese des nucléotides, une
carence en folates entraine un défaut de la symthéacides nucléiques, ce qui a pour
conséquence de bloquer le cycle cellulaire et démcmitose. Ce phénomene touche
particulierement les tissus présentant une fort@sidn cellulaire et principalement les
erythrocytes. La production d’ARN et la syntheses geotéines n’étant cependant que peu
affectées, les globules rouges sont moins nombneais présentent une taille supérieure a la
normale, d’ou le qualificatif "mégaloblastique"glkia et al, 2006).

La perturbation de la division cellulaire peut légaent se traduire chez la femme enceinte
par une anomalie de fermeture du tube neural (ARItNfeetus au cours de 'embryogenese. Les
AFTN correspondent a un défaut de fermeture, aleadt™® semaine de grossesse, de la partie
postérieure des vertebres entourant le systemeeurerwcentral entrainant de graves
malformations parmi lesquelles spina bifida, anpheée et encéphalocéle. La surveillance des
anomalies congénitales en Europe, pour la périe88-1999, montre que I'incidence des AFTN
est de 10,9/ 10 000 naissances, la spina bifata & plus répendue (5,4 / 10 000 naissances) (A
EUROCAT working Group. Report 8: surveillance ofngenital anomalies in Europe 1980-
1999: University of Ulster, Ireland, 2002). En 19®.W Smithells a mis en évidence une
carence en nutriments, et particulierement ends|athez plusieurs femmes venant de donner
naissance a des enfants atteints d’AFTN. Depuiff¢rdntes études épidémiologiques ont
démontré qu’une supplémentation de I'alimentati@iemelle en acide folique lors de la période
périconceptionnelle (4 semaines avant conceptio® stmaines apres) réduit de 40 a 75% le
risque d’'une premiére manifestation d’AFTN mais légent le risque de récurrence. |l
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semblerait que certains facteurs génétiques paetitiégalement a I'apparition d’AFTN (Blom
et al, 2006). En effet différentes équipes de dieucs ont pu relier I'incidence des AFTN et la
présence de mutations sur certains géenes codantdpsienzymes du métabolisme du folate
(Johnson et al, 2004 ; Kirke et al, 2004). Les mi&xraes par lesquels le folate contribue a
prévenir les AFTN restent encore inconnus.

Depuis plusieurs années, de nombreuses étudesnmmetterelation le statut en folate et
'apparition de nombreux types de cancers (col 'd&érus, colorectal, poumon, cesophage,
cerveau, pancréas, sein ...). Les études les plupletma a ce sujet concernent néanmoins
I'incidence des cancers colorectaux en fonctiofiaggort en folates (Choi et Mason, 2002). Il a
ainsi été démontré que plusieurs aspects du méatmlmonocarboné sont impliqués dans
'aggravation des risques de développer un caridebrier et Houlston, 2009). Le role que joue
le folate dans la synthése des nucléotides emegrueffet, certains dérivés du folate participent
a la synthese de thymidine. Un déficit de ce numléoen cas de carence en folate induit une
incorporation erronée d’uracile lors de la synthd®eDN. Les mécanismes de réparation de
'ADN n’étant pas totalement fiables, une carence felates augmente la fréquence des
mutations de I’ADN et aggrave donc le risque d’afijws de cancers (McKinnon et Caldecott,
2007). Une carence en folates induit égalementdiméution de la synthese de méthionine et
donc de Sadénosylméthionine, ce qui a pour conséquence énwer la disponibilité en
groupements méthyles dans la cellule. Or, les gmtions des méthylations de '’ADN sont
également des facteurs aggravant les risques dmrsarEn effet, la méthylation de résidus
cytosines au niveau des ilots CpG de I'ADN estrmpdrtant mode de régulation épigénétique de
I'expression des geéenes et facteur de stabilisatta molécule d’ADN. Une réduction globale
des méthylations de ’ADN se traduit par une ingitébchromosomique et par une augmentation
des événements de mutations (Eden et al, 2003).

Une carence en folates provoque également une adatiom du précurseur de la
méthionine : I'homocystéine. Cette hyperhomocysiéire est a l'origine de nombreuses
maladies. Plusieurs mécanismes pathologiques ggdrhomocystéinémie ont été proposés,
notamment une oxydation de I'endothélium (Cengealet2006). Ce stress oxydant favorise
également la peroxydation de lipides ce qui seuttgghr une réponse inflammatoire, accélérant
le phénomene d’athérosclérose. Sont égalementmuatese : une induction de l'activation et de
l'agrégation des plaquettes, une altération de ildga entre agents procoagulants et
anticoagulants, une diminution des méthylations iaipg’'une prolifération des cellules
musculaires lisses vasculaires, tous ces désoagees pour conséquence une augmentation des
risques cardiovasculaires (infarctus du myocardd#atie pulmonaire...) (Trabetti, 2008 ; Lin et
al, 2009). A titre indicatif, la classification d&ang et al (1992) définit trois niveaux
d’hyperhomocystéinémie : modérée (15 a.8l/l de plasma), de grade intermédiaire (30 a 100
umol/l) et sévere (>10Qmol/l). Or, les études précédemment citées montreataugmentation
des risques d’accidents cardiovasculaires deslmipr niveau d’hyperhomocystéinémie.

Plus réecemment, des rapports relient déficiencelate, hyperhomocystéinémie et maladies
neurodégénératives, notamment les maladies d’Atzreet de Parkinson (Mattson, 2003). Une
carence en folate entraine une diminution de lahege deS-adénosylméthionine et donc une
réduction de la concentration de cette moléculesdanfluide cérébrospinal ainsi qu’'une
hyperhomocystéinémie. Cet appauvrissement a pawseguence de diminuer les réactions de
méthylation, provoquant de la sorte une baisse dgrithese de myéline, substance qui gaine et
protége les nerfs. De plus, il a été observée queermbvidus atteints de la maladie d’Alzheimer
ou de la maladie de Parkinson présentaient les smémsi®ns du systéme vasculaire cérébral que
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chez des rats ayant développé une hyperhomocysti&rgiite a un régime pauvre en folates
(Tchantchou et Shea, 2008).

De nos jours, la déficience en folate est une @esnces vitaminiques les plus fréquentes
dans le monde et pose un probléeme de santé pubdigs® bien dans les pays en voie de
développement que dans les pays industrialisésapjort du département de la santé américain
considere que 70% de la population des pays indlisés recoit moins de 50% des apports
journaliers recommandés (Services USDoHH, 1999 Atats-Unis, 15% de la population
présente des signes de carence en vitamine B9.fféh lkes apports journaliers en folates
recommandés par I’Académie Nationale des Sciencexieaine sont de 400 pg / jour pour
'ensemble de la population (hormis les femmes ietee et allaitantes pour lesquelles les
recommandations sont respectivement de 600 pg £jdb00 g/ jour). Or, une étude menée en
1994 par le CDC (Centers for Disease Control aedention) estimait a 275 pg I'apport moyen
journalier d’une personne vivant aux Etats-Unisafio et al, 1994). Concernant la France, un
rapport de 'Agence Francaise de Sécurité Sani@d@® Aliments (AFSSA, 2003) estime en
moyenne a 250 g par jour pour les femmes et 300jqug pour les hommes I'apport quotidien
en folates par I'alimentation des francais de pleisl5 ans. Les apports journaliers recommandés
par 'AFSSA sont pourtant de 330 pg / jour pourh@mme adulte (300 pg/ j pour une femme)
(Tableau 1). Afin d’éviter d’éventuels AFTN, la méragence recommande aux femmes désirant
procréer d’atteindre un apport journalier de 400 wg mois avant la conception puis de 1 mg
lors des 3 premiers mois de grossesse (le dévetugpedu tube neural se produisant lors de la
4°™ semaine aprés fécondation). En 2000, la DiredBénérale de la Santé a méme émis une
recommandation a 5 mg / jour concernant les fenayast un antécédent obstétrical d’AFTN.

Compte tenu de la précocité de la période pendapielle la supplémentation est efficace et
au vu du fait que plus de 50% des grossesses riegpasrprogrammeées, 'AFFSA, dans son
rapport de 2003, reconnait que la promotion deipgleémentation individuelle seule n’a qu’un
faible impact sur l'incidence des AFTN. C’est pawnq depuis plusieurs années, quelques pays
imposent I'enrichissement systématique en vitanB®ede certains produits alimentaires de
consommation courante. Ainsi, les Etats-Unis eCémada ont rendu obligatoire, depuis 1998,
I'ajout de 140 pg d’acide folique par 100 g de pitglcéréaliers (15 pug / 100g pour le Canada).
Une étude menée par Williams et al (2002), monteediminution de 31 % de l'incidence de la
spina bifida aux Etats-Unis suite aux mesures gplémentation systématique. Les données
concernant le Canada montrent également une badissembre d’AFTN avec une diminution
allant jusqu’'a 78% du taux d’AFTN sur l'lle de TerKeuve (Eichholzer et al, 2006). Outre
limpact sur le taux d’AFTN, la fortification systétique en acide folique présente d’autres
avantages. En effet, bien qu'il soit difficile deesurer I'impact de la fortification systématique
sur l'occurrence des accidents cardiovasculairesdesi maladies neurodégénératives (ces
pathologies présentant des origines multiplesYaoess études statistiques tendent néanmoins a
démontrer qu'apres 1998, date de début de la smepléation obligatoire, la mortalité due aux
accidents cardiovasculaires a diminué aux Etats-@mioins 9,3% en 2009) parallélement au
taux de survenue de AFTN (Yang et al, 2009). Des,phles 1999, une étude ameéricaine
constatait une diminution de la concentration mogeen homocystéine (de 10,1 & 9,4 umol par
litre de sang) apres la mise en place de la foatibon. De facon plus marquée, cette méme
équipe a constaté que le taux d’individus préseéniae hyperhomocystéinémie (>15 pmol/ 1)
chutait de 18,7% a 9,8% (Jacques et al, 1999).

En 2008, 52 pays dans le monde avaient adopté petidque de supplémentation
systématique, principalement sur le continent azaéri En Europe, seule la Hongrie pratique
cette supplémentation. Dans chacun de ces paysjn@auaugmentation statistiquement
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significative d’effets indésirables de la suppléraénh en folates n'a été observée (Bhutta et
Hasan, 2002). Cependant, la plupart des pays dedilJEuropéenne n’ont pas encore pris la
décision d'instaurer cette supplémentation et car pdifférentes raisons. Ainsi, un risque
potentiel de masquage d’un déficit en vitamine B1l&é mis en avant par certains scientifiques.
En effet, une supplémentation en folate chez déiwidus présentant une carence en vitamine
B12 (cobalamines) peut avoir comme effet de maslgsesignes hématologiques communs aux
deux types de carences (B9 et B12), empéchant stirtia un diagnostic rapide de la carence en
vitamine B12. Egalement, si un apport en folateqadé semble étre un facteur de protection
contre I'apparition de cancers, certaines équipesdeerche craignent qu'une supplémentation
en folates n'accélere le développement des tumeamséreuses lorsque celles-ci sont déja
établies (Eichholzer et al, 2006).

Une supplémentation en folates, telle qu'effectaég Etats-Unis, semble plus difficile a
mettre en place notamment dans les pays en valéwddoppement. Les végétaux représentant la
source alimentaire principale de folates (Tableay @)e stratégie alternative a cette
supplémentation consisterait a obtenir ou a sélectr des plantes capables d’accumuler ces
composés. Ainsi, différentes études pilotes ontsisd@ a manipuler, chez différentes especes
végetales, la voie de synthése du folate afin d&tre leur teneur en vitamine B9. Ces essais
d’'ingénierie métabolique ont été menés notammeeiz db riz et la tomate, deux especes
végetales dont on consomme les graines ou lds fjui sont pauvres en folates (Storozhenko et
al, 2007a; Diaz de la Garza et al, 2007). Les atéséet notamment le riz, constituent
'alimentation de base de millions de personnesagets le monde. La tomate est, elle, un des
fruits les plus consommé dans les pays industmlist présente I'avantage d’étre souvent
consommeée crue, ce qui permet d'éviter la dégrawlate la vitamine B9 lors de la cuisson. La
manipulation génétique de la tomate a permis d’'arger sa teneur en folates dans le fruit mar
de plus de 25 fois et jusqu’a 100 fois chez |§Dimz de la Garza et al, 2007, Storozhenko et al,
2007a). Un probleme se pose cependant puisqu'a@figdarde cette augmentation, les chercheurs
ont constaté une forte accumulation des précursiuta voie de biosynthese du folates chez la
tomate génétiguement modifiée (Diaz de la Garzal,e2007). Or, aucune étude a ce jour ne
permet de garantir I'innocuité de I'enrichissemdatl’alimentation humaine en précurseurs du
folate.

Les solutions envisagées pour accroitre la teneuiokates des végétaux nécessitent tout
d’abord de bien connaitre la voie de biosyntheska ggamine B9, mais également la fagcon dont
cette voie est régulée en fonction des besoins gidahte. De plus, I'état de nos connaissances
concernant la régulation du métabolisme monocarkanséd’'une perturbation de 'homéostasie
du folate ne nous permet pas d’évaluer les cons&gsea moyen et long terme sur les plantes
génetiqguement modifiées. Par exemple, une étudendrénque des plants mutés pour le géene de
la 5-formyl-tétrahydrofolate cycloligase accumulenviron 2 fois plus de folate mais présentent
un retard de croissance (Goyer et al, 2005).

Lors de ma thése, je me suis intéressée a la téguldu métabolisme du folate chez la
plante modeleArabidopsis thaliana Plus particulierement, jai mis en évidence deda
mécanismes qui se mettent en place pour répondegde précoce, dans un premier temps, puis
a plus long terme, a une altération de la quaintitécellulaire de folates.
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par I'Académie des Sciences

Apports journaliers recommandés par 'AFSSA américaine

Homme adulte 330 400

Femme adulte 300 400

Femme enceinte 1000 600

Femme allaitante 400 500

Apports quotidiens en folates par l'alimentation | estimations INCA estimations CDC
Homme adulte 300 320

Femme adulte 250 230

Tableau 1. Récapitulatif des apports journaliers en folates reemmandés par 'AFSSA ou par
’Académie des Sciences américainées apports quotidiens en folates par I'alimeotagn France ¢
aux Etats-Unis sont également indiqués. Pour laderal s'agit destimations réalisées lors de I'enqt
INCA (Enquéte Individuelle et Nationale sur les @ammations Alimentaires). Les estimations pou
Etats-Unis ont été réalisées par le CDC (CenterBisease Control and prevention).

Teneur en folates (g pour 100g)

Germe de blé 1800

Foie de baeuf 260

Epinards 190

Lentilles 180

Laitue 140

Pousses de soja 111 Tableau 2: Teneur en folates de quelques aliments.

Brocolis 107 D’'apres I"USDA Natiolrl1al Nutrient Database for Stand
Reference, Release 21".

Pain 100

Riz 97

Avocat 88

Petits pois 65

Camembert 60

Euf 46

Banane 20

Tomate 14

Pomme de terre 10

Boeuf 10

Saumon

Pomme 3
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SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

A- STRUCTURE ET NOMENCLATURE DES FOLATES.

Le terme folate(s) désigne un ensemble de moléguesnt toutes pour structure de base
'acide foliqgue (ou acide ptéroylglutamique). llagit d’'une molécule tripartite composée d’un
noyau ptérine lié & un acideara-aminobenzoiquep(ABA) sur lequel s’articule une chaine
(poly)glutamate dont le nombre de résidus varié del4 (Figure 1) (Rébeillé et al, 2006).

Cette structure de base est partagée par de norabneudécules qui vont se différencier par
le niveau d’oxydation du noyau ptérine, par la ratde I'unité monocarbonée liée a la partie
ptérine et/ou a la partip-ABA mais également par le nombre de résidus cmmssti la queue
polyglutamate.

Au niveau cellulaire, ce pool de folates n’est cosgque de dérivés du dihydrofolate (DHF)
et du tétrahydrofolate (THF) qui sont des formeatuit®s de l'acide folique. En effet, ce dernier
ne constitue pas un folate naturel mais corresgonde forme synthétique utilisée notamment
dans les compléments alimentaires. Il arrive cepeindue I'acide folique soit retrouvé sous
forme de traces dans des dosages de folates oelul®ans ce cas, il s'agit d’'un artefact
expérimental di a la technique utilisée pour l'agtion des folates (oxydation chimique) (De
Brouwer et al, 2007).

Le THF joue un role essentiel dans la cellule puiisgqtervient en tant que cofacteur lors du
métabolisme monocarboné. Ce métabolisme regroupegrand nombre de réactions qui
nécessitent le transfert d’'unités monocarbonées. @1)le THF est la seule forme de folate a
posséder la capacité de lier et de céder des ubités

COOH Folates R1 R2
R /Q/E(N)\A COOH) 5-formyl-THF CHO H
Nio H n 10-formyl-THF H CHO

HN llgl N 5,10-méthényl-THF =CH*-
/K\ | g L 5,10-méthyléne-THF -CH,-
HzN N H 5-méthyl-THF CH; H

Ari 5-formimino-THF CH=NH H
Ptérine p-ABA Glutamate(s)

Figure 1: Structure des différents dérivés du tétrahydrofohte.
R1 et R2 marquent les atomes permettant la liadesrunités C1 au tétrahydrofolate.

Les unités C1 chargées sur le THF varient parééatrd’oxydoréduction. Ainsi le THF peut
transporter des groupements méthyle, méthylensput des formes plus oxydées, méthényle,
formyle, formimino. Ces unités sont liées de facomalente au THF via les atomes d’'azote N
du noyau ptérine et / ou;hNdu p-ABA (Figure 1). Les formes chargées de THF sontes
interconvertibles a I'exception du 5-formimino-TKiFHgure 2).
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5-CH,-THF

Figure 2: Interconversions enzymatiques des différents
dérivés du THF.Les enzymes réalisant ces conversions seront
décrites dans la suite de ce manuscrit.

THF e————" 5,10-CH,-THF

10-CHO-THF «——— 5,10-CH*-THF *—— 5-CHO-THF

5-CH-NH-THF

Si la queue polyglutamate ne joue pas de réle Balmison aux unités C1, elle posséde tout
de méme une fonction importante puisque du nombreédielus glutamate (de 1 a 14) va
dépendre le transport intra et intercellulaire fiéstes, leur stabilité et leur utilisation. Enedff
la chaine polyglutamate peut avoir un réle dangtieantion des folates a I'intérieur de la cellule
ou des différents organites. Dans les cellules al@s) la forme monoglutamate est la forme
préférentielle de transport a travers les membranas perméabilité pour les dérivés
polyglutamates étant beaucoup plus faible (McGueteBertino, 1981). De méme, chez
Arabidopsis la présence de I'enzyme responsable de I'alloregémnie la queue polyglutamate (la
folylpolyglutamate synthétase) dans le cytosolpleste et la mitochondrie suggere un intense
trafic du THF sous sa forme monoglutamate (Raveanal, 2001).

Les propriétés cinétiqgues des enzymes folate-démeesl sont également fortement
influencées par la longueur de la chaine polyglatemUne étude menée vitro sur plusieurs
enzymes folate-dépendantes a montré que cellegsempient une plus grande affinité pour les
formes polyglutamates que pour les formes monoglates (McGuire et Bertino, 1981), ce que
d’autres études realisées cette fioisszivo sur des cellules animales ont, par la suite, ooefi
(Strong et al, 1990). De plus, dans les mitoch@sdde plantes, I'affinité de la protéine T du
complexe de la glycine décarboxylase et de la sénmroxymeéthyltransférase pour le THF
augmente fortement avec le nombre de résidus ghitartes Km les plus faibles étant obtenus
avec 4 et 5 résidus glutamate. Or, il est intéréssa noter que les dérivés du THF dans ce méme
compartiment sont présents principalement soufteses tétra- et pentaglutamylées (Besson et
al, 1993). Les méthionine synthases, elles, utitiexclusivement des dérivés polyglutamylés du
CHs-THF pour réaliser la synthese de méthionine (Relanal, 2004).

La présence de la chaine polyglutamate permet régate d’augmenter la stabilité des
folates. En effet, la plus grande affinité que prdent les enzymes a folates vis-a-vis des formes
polyglutamylées permet de protéger la moléculdredas dégradations oxydatives. Le folate est
une molécule tres fragile et facilement oxydable.l@sque le THF est lié aux enzymes folate-
dépendantes, sa durée de vie se trouve considé@aii@llongée (Rébeillé et al, 1994).
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B- BIOSYNTHESE ET CATABOLISME DES FOLATES.

Les plantes, les champignons, les levures, la plupes bactéries ainsi que les parasites
apicomplexes commPBlasmodium falciparunpossédent la capacité de réaliser la syntllese
novodu THF (Rébeillé et al, 2006). Les animaux, et parséguent 'lHomme, ne sont pas en
mesure de réaliser cette synthése puisqu’ils necdest pas la totalité des enzymes nécessaires.

La voie de biosynthésge novodu THF est désormais entierement connue chez deseg!
(Figure 3), elle comprend dix étapes qui sont I&snes que chez la bactérie (Rébeillé et al,
2006). Dans ce chapitre, nous nous bornerons pdsxde la voie de biosynthese du THF chez
les plantes.

GIn Glu
Hi COOH HoN COOH
chorismate O: \ / ; ADC

HOOC HOOC

(o]
H,Pterin-PPi HNJ N Sompp Pyruvata/l @
AT

COOH p-ABA
@IC
@

H Pteroateo HN@ cooH coon
@ P Glycolaldéhyde HN L \f ATP + 1 NMCOOH
‘ -E Glu

H2Pterin HN I T

o COOH

H,Neopterin \ S
p HN l/ T r oH H,FGIu, ﬁ HT/Q)LH)\ACOOH
HzN ///// N
Pi HNT N S
|> ’ | NADPH
HZN/J\\N/L uj
S T/» PP NADP
o] COOH
H,Neopterin- ﬁ - HFGlu, o HN@J\HMCOOH
trlphosphate HN [ j T, TO—P-PR-P HN,,M N COOH

J) k.7 ATP + HZN)WCOOH
Formate Glu
E ‘4 @ O, COOH
GTP w1 A~ oo
T Y " N
HNT N7 n

E
H
o, .
O ~o_p_p p HN/\‘,Nj
)\E ~
HNT SN

OH OH

Figure 3: Représentation schématique de la voie de biosyribe du tétrahydrofolate chez les plantes.

1: GTP cyclohydrolase [; 2: dihydronéoptérinetrigploate pyrophosphatase; 3: dihydronéoptérine aepla
4: aminodéoxychorismate (ADC) synthase; 5: ADC dyas6: hydroxyméthyldihydroptérine
pyrophosphokinase; 7: dihydroptéroate synthaseit8/drofolate synthétase; 9: dihydrofolate rédustas
10: folylpolyglutamate synthétase; et H,: formes dihydro- et tétrahydro- des ptérines cufdiates.
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I- Biosynthese du tétrahydrofolate.

La voie de biosynthése du THF chez les planteseptésplusieurs particularités. En effet,
certaines enzymes de cette voie possedent unéuseryocimaire tout a fait originale. De plus, les
différents précurseurs du THF ne sont pas syntretians le méme compartiment cellulaire : la
partie ptérine est synthétisée dans le cytosqABA dans le plaste et la combinaison de ces
deux éléments, ainsi que I'ajout du premier régiditamate, sont réalisés dans la mitochondrie.

1- Synthese et assemblage des précurseurs.

a- Synthése du précurseur ptérine.

Le noyau ptérine du THF est synthétisé dans lesoyta partir de GTP (étapes 1 a 3, Figure
3). La GTP cyclohydrolase | (GCHI) cyclise le GTRup former la dihydronéoptérine
triphosphate (étape 1, Figure 3). La GCHI est prigsehez tous les organismes capables de
synthétiser le THEle novomais également chez les mammiféres chez qui glienpliquée dans
la synthése de tétrahydrobioptérine (Werner-Felmayal, 2002). Cette molécule joue un rble
important puisqu’elle sert de cofacteur lors deyathese d’oxyde nitrique et qu’elle participe a
la conversion de la phénylalanine en tyrosine. &éamze de peptide d’adressage sur la séquence
prédite de la GCHI de plante indique que cette erezgst cytosolique (Basset et al, 2002). La
structure primaire de la GCHI de plante présente caractéristique inédite par rapport a
'enzyme bactérienne ou animale. En effet, les sagess prédites pour la GCHIAdabidopsis
de Medicago truncatuleet de tomate montrent que I'enzyme posseéde 2 ad@®nd&CHI. Aucun
des 2 modules ne posséede une séquence GCHI congitetieils doivent étre rassemblés sur un
méme polypeptide pour étre actifs.

La réaction suivante de la synthese du noyau ptéonsiste a éliminer la chaine phosphate
de la dihydronéoptérine triphosphate (étape 2,rei@). Cette étape est réalisée en deux temps :
une dihydronéoptérinetriphosphate pyrophosphatasegi la formation de dihydronéoptérine
monophosphate avec relargage d’'un pyrophosphateuiten une phosphatase non spécifique
clive le dernier phosphate pour produire une md&da dihydronéoptérine (Klaus et al, 2005a).

L’étape suivante de cette voie de biosynthese stensi cliver la chaine latérale de la
dihydronéoptérine. Cette réaction est catalysédapdihydronéoptérine aldolase (étape 3, Figure
3), ce qui permet la formation de 6-hydroxyméthydiroptérine tout en libérant du
glycolaldéhyde. Selon une étude de 2004 (Goyerl,e2(®4), il existe 3 dihydronéoptérine
aldolases chezArabidopsis toutes cytosoliques compte tenu de l'absence éuence
d’adressage prédite. Deux génes codant pour cgmeszprésentent une expression constante au
niveau de la plante entiére alors que le troisiéimesemble s’exprimer que trés faiblement et
uniquement dans les siliques (Goyer et al, 2004).

b- Synthése du précurseup-ABA.

Il y a encore peu de temps, le consensus généialgéie lep-ABA existait principalement
dans la cellule végétale sous sa forme libre.nitde pourtant que la forme prédominante soit en
fait un conjugué-ABA-glucose. Cependant, ce conjugué ne particge la synthése du THF
mais constitue probablement une forme de stockagp-ABA a lintérieur de la vacuole et
permet de cette fagon de maintenir une certaineébetasie de ce métabolite a l'intérieur de la
cellule (Eudes et al, 2008). Une activité de trarisfle glucose sur |p-ABA a partir d’UDP-
glucose a effectivement été mesurée dans le cywmissi qu'une activité glucose estérase
(Quinlivan et al, 2003).

10



SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE Biosynthése et catabolisme des folates

La synthése dp-ABA se déroule dans le chloroplaste en deux étapeartir du chorismate:
dans un premier temps, I'aminodésoxychorismate (ABf@thase catalyse la formation d’ADC
et de glutamate a partir de chorismate et de gintar(étape 4, Figure 3). L'ADC synthase
réalise en fait 2 réactions, la premiere étantdaversion d’'une molécule de glutamine en
glutamate, ce qui permet la formation d’'une molécdiammoniac ; l'autre consistant a
transférer cet ammoniac sur le chorismate. (hepli, cette activité ADC synthase est portée
par 2 enzymes distinctes (pabA et pabB) alors fiee a plante ces deux domaines fonctionnels
sont rassemblés sur un méme polypeptide (Bassat, @004a). La deuxieme étape de cette
synthése consiste en un clivage de I’ADC pour dodog-ABA ainsi que du pyruvate (étape 5,
Figure 3). Cette réaction est catalysée par I'ADfasé, qui présente une localisation
chloroplastique (Basset et al, 2004b).

c- Assemblage des précurseurs.

L’assemblage des précurseurs ptérin@-ABA a lieu dans la mitochondrie et conduit a la
formation de dihydroptéroate. Cette réaction néteskactiver I'’hydroxyméthyldihydroptérine
en la phosphorylant. Cette opération est réalis&e phydroxyméthyldihydroptérine
pyrophosphokinase (HPPK) (étape 6, Figure 3). Diansecond temps, la condensation du noyau
ptérine et dup-ABA est réalisée par la dihydroptéroate syntha3dRS) (étape 7, Figure 3).
Chez les plantes, ces deux réactions sont catalyseune enzyme bifonctionnelle, I'HPPK-
DHPS, alors que chez les bactéries ces activitéispaotées par deux enzymes distinctes, folK et
folP (Rébéillé et al, 1997). L'étape de condensatinlisée par le domaine DHPS de I'HPPK-
DHPS de plante est sujette a un rétrocontréle ifépat le dihydroptéroate (produit de la
réaction), le DHF ainsi que par le THF, ce qui firggjue cette enzyme constituerait un point de
contrble de la partie mitochondriale de la voiebdmsynthése du THF (Mouillon @i, 2002). En
outre, Storozhenko et al. (2007b) ont mis en évddiexistence d’une isoforme cytosolique de
'HPPK-DHPS chezArabidopsis Les auteurs ont démontré que cette copie cytpsolgtait
exclusivement exprimée dans les tissus reprodugctéuarticulierement dans les graines en
développement) contrairement a la forme mitochabelrilont I'expression est constitutive. Les
auteurs ont également constaté une accumulatiorirashescrits correspondant a la forme
cytosolique lors d’'un stress salin. Malgré ces d@asn le role joué par cette HPPK-DHPS n’est
toujours pas clair a ce jour.

Le troisieme temps de cette voie de synthése mitwbiede correspond a la réaction ATP-
dépendante d’attachement d’un résidu glutamatdesgroupement carboxyl dp-ABA pour
former le DHF (étape 8, Figure 3). Cette réactishaatalysée par la dihydrofolate synthétase
(Ravanel et al, 2001), une enzyme essentielle eela@ement de la plante puisqu’une mutation
du gene correspondant s’avere embryo-létale AnalzidopsigIshikawa et al, 2003).

2- Réduction et polyglutamylation.

Le DHF est réduit en THF par la dihydrofolate rédse (DHFR) (étape 9, Figure 3). Cette
réaction utilise le NADPH comme donneur d’électro@hez les plantes supérieures et les
protozoaires, l'activité DHFR est portée par uneyeme bifonctionnelle ou elle est associée a
l'activité thymidylate synthase (TS) (Rébeillé & 2006). La partie TS catalyse la méthylation
de déoxyuridine-monophosphate (dUMP) en déoxythymaithonophosphate (thymidylate ou
dTMP) en présence de GHIHF-Glu,. La réaction catalysée par la TS est unique c&Hg
THF-Glu, agit a la fois comme donneur d’'unité C1 et commena réducteur, produisant du
DHF-Glu,. Ce dernier est alors réduit a nouveau en THR-@ar I'activit¢ DHFR. Ainsi, le
domaine DHFR de I'enzyme bifonctionnelle joue phuss roles (Figure 4). Cette protéine est
impliquée dans la réduction du DHF-Glprovenant de la synthesie novodu THF, dans la
réduction du DHF-GIly produit par I'oxydation spontanée du THF-Glat enfin dans la
réduction du DHF-Glyproduit par I'activité TS. L’association DHFR eS§Tvia un systeme de
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"channeling" électrostatique facilite le recycladye DHF-Gly, en évitant que ce dernier ne se
disperse dans le milieu environnant (Liang et Aader 1998).

Oxydation spontanée @

-~

7 N
> \
CH,-THF-Glu,, DHF-Glu, THF-Glu,
THF-Glu,
NADP*
NADPH
DHF-Glu,

dumMP dTMP

Figure 4: Roles de la DHFR-TS dans le contrble de 'lhoméaatie en folates.
La DHFR réduit le DHF-Gluau cours de la biosynthede novodu THF-Gly (m), mais également le
DHF-Glu, produit lors de la synthese du thymidyla#g ¢u suite a I'oxydation spontanée du THF-GIlu

(m).

Chez Arabidopsis 3 isoformes de la DHFR-TS sont codées par le ménd.es trois
séquences codant ces isoformes ne montrent pasptidepd’adressage identifiable, posant le
probleme de leur localisation. Sur cet aspect, itl@rdture est un peu confuse, mais la
compilation des données obtenues grace a des énaleses sur le pois (Neuburger et al, 1996)
et la carotte (Luo et al, 1997) semblent indiquex bp plaste, la mitochondrie ainsi que le cytosol
possédent chacun une isoforme de la DHFR-TS.

A ce stade de la voie de biosynthése du folate,THF se trouve sous sa forme
monoglutamylée. La derniere étape de la voie deybtbése du THF consiste a allonger la
gueue polyglutamate. Celle-ci est formée par I'addiséquentielle de résidus glutamate liés
entre eux par une liaison peptidique faisant inteinde carboxyley du glutamate. Cette réaction
est catalysée par la folylpolyglutamate synthé{&$GS). Le role fondamental de cette étape
dans la synthése du THF a été montré notammentiapaaractérisation de mutants &e
cerevisiaeaffectés dans I'activité FPGS et présentant uxeteaphie pour la méthionine car la
méthionine synthase est strictement dépendante fateses polyglutamates du GHHF
(DeSouza et al, 2000).

Dans les cellules de plante, le folate présent targtosol est principalement sous la forme
de 5-CH-THF-Glu, (Cossins, 2000). Les mitochondries et les chl@stek contiennent
également principalement (>90%) des formes polpghyliées du THF (Cossins et Chen, 1997).
Il n’est donc pas surprenant que trois isoformesFB&S localisées respectivement dans le
cytosol, la mitochondrie et le chloroplaste soiebservables chearabidopsis(Ravanel et al,
2001). CheZA. thaliang chaque isoforme est codée par un gene difféve,situation unique
chez les eucaryotes (Ravanel et al, 2001). En, effiez les mammiferes et les levures, les FPGS
présentes dans la mitochondrie et le cytosol samrdduit de la transcription alternative d’'un
seul géne. Ce gene contient deux sites d'initiatienla transcription, 'ARNm le plus long
codant pour la forme mitochondriale (Freemantlaletl995). Le caractére unique du systeme
végétal suggére que I'expression de chaque isofalenEPGS peut-étre contrblée de maniére
indépendante.
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lI- Principales molécules antifolates.

Les inhibiteurs de la synthese de folates (ou @atiés) sont couramment utilisés en médecine
depuis une soixantaine d’années. En effet, de neumborganismes pathogenes pour 'Homme
sont autotrophes pour le folate, et certains aatiésl sont employés avec succés pour leurs
propriétés antibactérienne et antiparasitaire (notant comme anti-paludéen) (Nzila, 2006).

Certains antifolates, comme le méthotrexate, ciblegppendant une enzyme également
présente chez les mammiféres, la DHFR. De tellelgules sont principalement employées
dans le cadre de thérapies anticancéreuses. Larsguaincer est détecté, une des stratégies
chimiothérapeutiques consiste a traiter le patdidide de molécules antifolates. Le principe de
ce traitement repose sur le fait que les cellugéreuses se divisent plus rapidement que les
cellules saines. Le folate participant a la syreh@éss nucléotides, I'induction d’'une carence en
folates permet ainsi de bloquer la synthese nudigae et donc la mitose. Ce déficit en acides
nucléiques provoque également une incorporatioonég de bases azotées au sein de la
molécule d’ADN. Les systémes de réparation de I'ADB disposant plus des nucléotides
nécessaires, des cassures sur les brins d’ADN @ippant. La mort cellulaire intervient alors par
nécrose ou apoptose (McGuire, 2003).

Selon leur nature, les antifolates peuvent done émployés comme agents antibactériens,
agents anti-paludéens, agents anti-cancéreux etene®dmme herbicides. lls ont tous comme
caractéristique commune de présenter une struahak®gue a celle d’'un folate naturel ou d’'un
de ses précurseurs.

o]
N CH,—N g N—CH
— —N— H,N
HN X ° H Ho ?
,/J\\ | H (CH2 d)
X I
H N N N H
H
o)
I
a) H,N ﬁ—NW

o COOH
l
C—N—CH

S—NH—C—O0CH,

T WL O

COOH f) 0

b)

c)

Figure 5: Structures a) du dihydrofolate, b) du méthotrexae, c) du triméthoprime, d) dup-ABA,
e) du sulfanilamide et f) di I'asulam.
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1- Le méthotrexate.

Cet antifolate est utilisé comme anticancéreux depes années 1950 et reste encore
aujourd’hui le plus employé. Il permet de traitetamoment les leucémies, les ostéosarcomes, les
cancers du sein. Il est également utilisé poutetrBarthrite et le psoriasis (McGuire, 2003).

Le méthotrexate (MTX), ou améthoptérine, a la cdapade pénétrer dans les cellules de
mammiféresia les systemes de transport des folates natureksfdism a I'intérieur de la cellule,

il peut étre polyglutamylé par la FPGS. Le MTX ayane structure analogue a celle du DHF
(Figure 5), sa cible est la DHFR, ce qui lui coafan grand pouvoir comme antifolate puisqu’il
blogue ainsi la syntheste novodu THF mais également son recyclage (Figure 4e d4g. Le
MTX agit comme antifolate non seulement chez lasmanx mais également chez les plantes
(Prabhu et al, 1998).

2- Le triméthoprime.

Le triméthoprime est également un inhibiteur d®KFR mais, contrairement au MTX, ce
composé ne pénétre pas a l'intérieur de la cedlnlatilisant les systémes de transport du folate.
S’agissant d'un antifolate de nature lipophile (F&5), il passe la membrane plasmique par
diffusion passive. Cette caractéristique fait dmndéthoprime un antifolate utilisé contre les
procaryotes qui ne possedent pas les mémes systentensport du folate que les eucaryotes.
Hitchings et Elion ont obtenu le prix Nobel de méde en 1988 pour leur découverte des
diaminopyrimidines, famille dont fait partie lertréthoprime. En effet, ce groupe de molécules
affiche une grande spécificité pour la DHFR baet@me en raison des différences structurales
entre les enzymes procaryote et eucaryote (Qumlétaal, 2000). Les diaminopyrimidines sont
donc couramment employées comme antibiotiques (MeGR003).

3- Les sulfamides.

Le sulfanilamide fait partie de la famille des smtiides. Cette molécule antifolate est un
antibiotique de choix puisqu’il inhibe la synthede novodu folate au niveau de la DHPS,
enzyme que possedent les plantes, les procary@eschampignons et les parasites. Le
sulfanilamide présente une structure proche dee ablip-ABA (Figure 5) et entre donc en
compétition avec celui-ci pour I'étape de conjugaisivec la partie ptérine (Figure 3, page 8).
Contrairement au MTX et au triméthoprime, le suillamide inhibe uniquement la synthede
novo du THF mais ne perturbe pas son recyclage parH&RD (Figure 4, page 11). Cette
molécule aura donc une action antifolate moins n&eque le MTX et le triméthoprime.

L’asulam (vendu par Rhone-Poulenc sous le nom d@x®) est également un analogue du
p-ABA qui, comme le sulfanilamide, inhibe la DHPSéahmoins, cet antifolate n’est pas utilisé
comme antibiotique mais comme herbicide.
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[ll- Catabolisme et recyclage des folates.

Le catabolisme du folate se traduit par une oxpdaspontanée des différents dérivés du
folate et particulierement du DHF et du THF. Celégradation oxydative conduit au relargage
de la partiga-ABA (sous une forme mono ou polyglutamylée) etndyau ptérine sous la forme
ptérine-aldéhyde (Suh et al, 2001).

Chez les mammiferes, eABA-Glu issu de la dégradation des folates subg acétylation
produisant ainsi de I'acétamidobenzoylglutamateegtiensuite excrété dans les urines. La partie
ptérine-aldéhyde est, dans un premier temps, stoakéniveau du foie, puis lentement évacuée
via le systéme urinaire.

Lors de difféerentes études menées chez 'Homnmerdduction d’acide folique radiomarqué
dans un régime alimentaire controlé en folatesraniged’évaluer a environ 0,5 % par jour le
taux de dégradation du folate (Gregory and Quinliv2002). Chez les plantes, il semble que
cette vitesse de dégradation soit beaucoup plusrtenge. En effet, en inhibant, par I'emploi de
sulfanilamide, la syntheste novode folates sur des plantes cultivées en hydrop@rsemando
et al (2006) ont mesuré une diminution de la qtémntitale de folates dans les feuilles de I'ordre
de 10 % par jour. Mais contrairement aux mammiféilesemblerait que les plantes soient en
mesure de recycler les produits de la dégradatiofoldte. Bien que cette voie de recyclage ne
Soit pas encore totalement élucidée, des étudesemehezArabidopsiset le pois, complétées
par des données recueillies chez certains micramges, ont permis a I'équipe de Andrew
Hanson de proposer un modeéle de recyclage desifgaldua dégradation du folate.

1- Recyclage diyp-ABA-Glu

Il a été démontré que les plantes ont la capaeit@itjecter la partip-ABA-Glu dans la voie
de synthése du folate au niveau de la DHPS pouradahnDHF (Figure 6) (Bozzo et al, 2008).
La DHPS étant incapable de manipuler les formegghalamylées d@-ABA, le recyclage dyp-
ABA-Glu, nécessite comme étape préalable I'hydrolyse dedae polyglutamate grace a ges
glutamyl hydrolases (GGH) (Figure 6). Ch&mbidopsis trois membres de cette famille ont été
identifies et l'activité y-glutamyl hydrolase n’'a été détectée qu'au niveau la vacuole
(Orsomando et al, 2005). Bien que la DHPS puisisartla forme monoglutamylée quABA,
cette réaction reste tres largement minoritairesivo (Orsomando et al, 2006)a deuxieme
étape de ce recyclage consiste donc a retirer fieiedlerésidu glutamate. Cette réaction est
catalysée par unparaaminobenzoylglutamate hydrolase (PGH). Bien quiaugéne codant
pour une telle protéine n’ait été identifié, depénences de localisation subcellulaire pratiquées
sur feuilles de pois ont détecté une activité P@Hhigeau du cytosol, de la vacuole et, dans une
moindre mesure, au niveau des mitochondries (Betzat 2008).

2- Recyclage du noyau ptérine

L’'oxydation spontanée du THF conduit dans un prentemps a la formation de
dihydroptérine-6-aldéhyde qui peut, elle-méme, égdée en ptérine-6-aldéhyde (Figure 6).
Ces deux molécules peuvent ensuite étre  réduitesspecgvement en
hydroxymeéthyldihydroptérine et hydroxyméthylptérin€ette derniére subit également une
réduction pour former de I' hydroxyméthyldihydropitée qui est réinjectée dans la voie de
biosynthese du folate (Figure 3, page 8). Les eesyoatalysant ces réactions de réduction sont
appelées ptérine aldéhyde réductases (PTAR). LigctPTAR semble confinée au niveau du
cytosol (Noiriel et al, 2007). Récemment un géenéaod potentiellement une PTAR a été
identifié chezArabidopsis Le mutant knock-out pour ce gene candidat ne raopas de
phénotype particulier ni de diminution remarquabe I'activité PTAR, ce qui pourrait étre
expliqué par I'existence de multiples isoformesdtte protéine (Noiriel et al, 2007).
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Figure 6 : Catabolisme du folate et voies potentielles decyclage des produits de dégradation du
folate.

Le clivage oxydatif du THF intervient au niveaulddiaison C-N marquée par un astérisque vert. Les
réactions non enzymatiques sont indiquées parléelsels en pointillés alors que celles catalysées pa
des enzymes sont marquées par des fleches pleéiaesecyclage de la partie ptérine issue de la
dégradation oxydative du THF est signalé en rotigelk de la partie-ABA en bleu.

GGH :y-glutamyl hydrolase ; PGHpara-aminobenzoylglutamate hydrolase ; PTAR : ptéridélayde
réductase ; DHPS : dihydroptéroate synthase; Diiydrofolate.
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IV- Origines des unités monocarbonées.

Les trois principaux donneurs de groupements Ci lamerine, la glycine et le formate. Chez
les animaux, le catabolisme de l'histidine est éga&nt source d'unités Cl. En effet, la
formiminotransférase-cyclodéaminase est une enhyfoectionnelle qui catalyse deux réactions
indépendantes. Dans un premier temps, elle rélaisansfert d’'un groupement formimino du
formiminoglutamate (un produit de la dégradation’listidine) sur le THF en positiond\oour
former une molécule de 5-formimino-THF. La deuxiérdaction est une cyclodéamination du
groupement formimino du composé précédant. Cedietioh aboutit & la formation de 5,10-GH
THF. Aucune formiminotransférase-cyclodéaminaseetiaore été caractérisée chez la plante.
La réalisation d’alignements de séquences protsigqeis a permis de mettre en évidence un
géene candidat che&rabidopsismais I'indisponibilité dans le commerce des sulistde cette
enzyme (le formiminoglutamate et le formimino-THiEnd la caractérisation fonctionnelle du
produit de ce géne délicate.

1- La glycine et la sérine
La glycine et la sérine sont deux acides aminé&gantvertibles impliqués dans des réactions
qui produisent des unités C1 sous la forme de GH8THF (Rébeillé et Douce, 1999).

a- Incorporation d’unités C1 a partir de la sérine.

La sérine est la source principale d'unités C1 daeplupart des organismes (Cossins et
Chen, 1997). Son carbone 3 est transféré sur Jest Nbp du THF-Gly, pour former du 5,10-
CHx-THF-Glu, et de la glycine dans une réaction réversible lysta par la sérine
hydroxyméthyltransférase (SHMT) (Figure 7).

THF  CH,-THF + H,0

(0] (0]
l ll
HO/CHZ\CH/C\OH < > H2N\CHz/C\OH
NH, SHMT
Sérine Glycine

Figure 7: Conversion sérine — glycine catalysée par la SHMT

ChezArabidopsis 7 géenes ont été annotés comme étant des SHMMt@dies. Parmi celles-
ci, deux présentent des séquences d’adressagévesitpbur la mitochondrie et deux pour le
plaste. Les trois autres SHMT sont dépourvues daesie d'adressage prédictible et seraient
donc potentiellement cytosoliques.

La conversion seérine-glycine catalysée par la SHAT une réaction réversible (Figure 7)
dont le sens va dépendre de la distribution destsatb. Ainsi dans la situation "classique”, la
réaction est largement favorisée dans le senseseeirs glycine (Bauwe et Kolukisaoglu, 2003).
A contrariq dans les mitochondries des tissus foliaires, etflux de glycine issue de la
photorespiration (cf § C-lll) est trés importanto{ize et Neuburger, 1999), I'équilibre entre les
deux acides aminés est inverse, favorisant de ta sformation de sérine a partir de glycine
(Figure 8).
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b- Incorporation d’unités C1 a partir de la glycine.

L’oxydation de la glycine par la glycine décarbasg (GDC), complexe multienzymatique
présent en abondance dans la matrice mitochondfesetissus foliaires (Kikuchi et al, 2008 ;
Douce et al, 2001), conduit également a la formatie 5,10-CHTHF (Figure 8).

Le complexe GDC est formé de quatre protéinesndi®s. La protéine P (protéine contenant
un pyridoxal-phosphate) catalyse la décarboxylatienla glycine et le transfert de la partie
meéthylamine de la glycine sur le bras lipoamidedexge la protéine H (). La protéine H
chargée avec la méthylamine.{J interagit ensuite avec la protéine T (protéirmmtlile THF)
pour produire du NEglet du 5,10-CHTHF. Le bras lipoamide est alors réduitdHet doit étre
oxydé a nouveau pour que le complexe puisse cattinufonctionner. Cette oxydation est
effectuée par la protéine L et conduit a la fororatie NADH (Figure 8).

Hox)

NADH + H* ‘5‘ Glycine
d\ E}
y @W_\_b
(H.ed) S-CH,NH, (Hier)

NH;3

Figure 8 Réactions catalysées par la glycine décarboxykas
CH THE THE et la sérine hydroxyméthyltransférase dans la matde

i 2 mitochondriale.

Glycine Sérine

Toutes ces protéines ont été purifiées a partimdechondries de tissus foliaires de pois
(Douce et al, 2001). Chez les plantes supérieaeespmplexe représente (en association avec la
SHMT) 40% des protéines solubles des mitochondiesice et al, 2001). CheXxrabidopsis
deux genes codant la protéine P, un géne codantdeuk codant la L et trois codant la H ont été
identifiés. Toutes ces protéines présentent une eségu d’adressage mitochondriale, ce
complexe n’étant présent dans aucun autre compartim

La production de 5,10-CHTHF par la GDC ne correspond pas a une produatiete
d’'unités C1. En effet, dans la mitochondrie, le glage de la GDC et de la SHMT assure un
recyclage quasi immédiat du 5,10-£FHF pour former une molécule de sérine & partimg’
molécule de glycine. Cette molécule de sérinerelispensable au cycle de la photorespiration.
Si toutes les molécules de 5,10-£FHF produites par la GDC n’étaient pas recycléeséine,
on assisterait probablement a un désamorcage del dgda photorespiration et par la suite du
cycle de Calvin (Bourguignon et al, 1999).
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2- Le formate.

Le formate est un donneur potentiel de groupem@émitshez les plantes supérieures qui sont
capables de le produire a partir de méthanol (Rrablal, 1996). La synthése de 10-CHO-THF a
partir du formate et du THF implique I'enzyme ATPpdédante 10-formyl-tétrahydrofolate
synthétase (FTHFS) (Figure 9). Chez les levurdssetnammiferes, la FTHFS est associée avec
deux autres  activités, la  méthylenetétrahydrofolateléshydrogenase et la
méthényltétrahydrofolate cyclohydrolase, pour faromge seule protéine trifonctionnelle appelée
C1-THF synthase (Song et Rabinowitz, 1993). Cett®éme multifonctionnelle est présente
chez la levure dans la mitochondrie et le cytoSihafinon et Rabinowitz, 1986). Chez les
procaryotes et les plantes supérieures, l'actiii€@HFS est portée par une enzyme
monofonctionnelle (Nour et Rabinowitz, 1992). Damggénome dArabidopsis trois génes ont
été annotés comme FTHFS mais un seul semble corters les domaines nécessaires a la
fonction de I'enzyme. Le cytosol, la mitochondrideechloroplaste possédent tous les trois une
activité FTHFS (Hanson et al, 2000).

V- Interconversion des dérivés monocarbonés.

Chez les plantes, bien que le métabolisme C1 fassesenir 5 dérivés du THF différents,
l'incorporation d’unités C1 ne se fait qu’au nivede deux dérivés : le 5,10-GHHF et le 10-
CHO-THF. L’interconversion des différents dérivéss dHF est donc un préalable aux
différentes réactions du métabolisme C1.

Les réactions de conversion entre 5,10:GHF, 5,10-CH-THF et 10-CHO-THF sont
catalysées par une enzyme bifonctionnelle portast dctivités méthylénetétrahydrofolate
déshydrogénase (MTHFD) et méthylenetétrahydrofotatelohydrolase (MTHFC) (Figure 9)
(Nour et Rabinowitz, 1991). Des études biochimiquealisées sur des feuilles de pois ont
localisé ces activités enzymatiques dans trois eotimpents cellulaires: le plaste, la
mitochondrie et le cytosol (Neuburger et al, 1998hsi, la colocalisation des activités SHMT,
MTHFD et MTHFC permet de subvenir aux besoins deeltule en dérivés C1 nécessaires a la
synthese des nucléotides, de formyl-méthionyl-tRNAe pantothénate.

Formate
5,10-CH,-THF 5,10-CH*-THF 10-CHO-THF @ THF
NAD(P)* NAD(P)H H,O ADP + Pi ATP

Figure 9: Réactions de conversion entre le THF, le 10-CHOHF, le 5,10-CH-THF et le 5,10-
CH,-THF.

FTHFS: 10-formyl-tétrahydrofolate synthétase; MTHF@éthylenetétrahydrofolate cyclohydrolase
MTHFD: méthylénetétrahydrofolate déshydrogénase.

Le 5-CHO-THF (ou leucovorine) est formé a partir 8i110-CH-THF par I'hydrolyse
enzymatique de la liaison entre le groupement @Hle N, de la partiep-ABA (Figure 10).
Cette réaction est catalysée par la SHMT; il s'&gide la deuxiéme activité catalytique de cette
enzyme. Le 5-CHO-THF est le dérivé du THF qui pnésda plus grande stabilité. Il s’agit
également d’'un dérivé qui, a la connaissance gknéma participe a aucune des réactions du
meétabolisme C1. Différents auteurs ont d’aillewrggeré que ce dérivé métaboliquement inactif
est une forme de stockage du folate (Stover er&ghi993).
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H,O

@ Figure 10 Réactions de conversion entre le 5,10-CH
5,10-CH*-THF s.cHo-THF 1HF etle 5-CHO-THF. )
Z:$ SHMT: sérine hydroxymeéthyltransférase; 5FCL: 5-
_ formyltétrahydrofolate cycloligase.
ADP + Pi ATP

La seule enzyme qui manipule le 5-CHO-THF est farByltétrahydrofolate cycloligase (5-
FCL), également appelée 5,10-méthénylTHF synthétase 5-FCL réalise la réaction de
conversion ATP-dépendante entre le 5-CHO-THF eb,l0-CH-THF (Figure 10). Jusqu'a
présent, une seule 5-FCL, localisée dans la mitodfi®, a été caractérisée chfgabidopsis Le
réle de cette enzyme au sein de la mitochondriguesfié par le fait que le 5-CHO-THF peut
représenter jusqu’a 50% du pool mitochondrial datés (Goyer et al, 2005). Néanmoins, nous
avons localisé, en collaboration avec I'équipe délAnson, une 5-FCL potentielle au niveau du
chloroplaste (données non publiées).

La méthyleneTHF réductase (MTHFR) catalyse la rédoadu 5,10-CH-THF en 5-CH-THF
(Figure 11). Ce dérivé joue le réle de cofacteursda synthése de méthionine et permet donc,
via la Sadénosylméthionine (SAM), d’alimenter les réactiates méthylation cellulaires en
groupements Cfl ChezArabidopsis les 2 genes codant pour la MTHFR ne présententdpa
séquence d’adressage, ce qui suggéere une loaatiseyitosolique. Les MTHFR de plantes
difféerent de celles des autres eucaryotes en a€elles ne sont pas inhibées par la SAM et
utilisent le NADH préférentiellement au NADPH (Raeal, 1999) (Figure 11). Cette préférence
pour le NADH ainsi que l'insensibilité a la SAM sklant indiquer que le contréle du flux
d’'unités C1 vers le 5-CHTHF est différent chez les plantes. En effetélaction catalysée par la
MTHFR chez les mammiféres et les levures est, gaint de vue thermodynamique, clairement
favorisée dans le sens du 5-4FHF, voire quasi irréversible. Ainsi I'inhibitiode la réaction
par la SAM permet d’empécher un engagement quastigkdu 5,10-CH-THF vers la synthese
de méthionine, ce qui serait délétére pour leseautéactions du métabolisme C1. Chez les
plantes, la réaction catalysée par la MTHFR estrstle, un rétrocontréle par la SAM n’est
alors pas nécessaire pour maintenir le pool de GHATHF (Roje et al, 1999).

NADH
Plantes 5,10-CH2-TH 5-CH,-THF > Met » SAM
NADPH

L O

Figure 11 : Interconversion entre le 5,10-CH-THF et le 5-CHs-THF.
MTHFR: méthyléneTHF réductase; Met: méthionine; SAMdénosylméthionine.
L'inhibition de la MTHFR exercée par la SAM est igdée en vert.
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VI- Trafic intracellulaire des folates.

Si les systemes de transport du folate sont tr&s @onnus chez les animaux et notamment
chez les mammiféres, la situation est tout a fd@férdnte chez les plantes. En effet, jusqu’en
2005, aucun transporteur de folates d’origine \algén’avait été identifie. Or, si le THF est
synthétisé dans la mitochondrie, il participe aéactions du métabolisme C1 qui ont lieu dans
tous les compartiments cellulaires, ce qui sugggrdrafic intracellulaire complexe du THF
(Figure 12). Egalement, des étudesvivo ont démontré que les cellulesAdabidopsisont la
faculté de puiser certains folates dans le miliewdture, ce qui suggere I'existence de systéme
d’influx de folates dans la cellule végétale (Prabhal, 1998).

Les deux transporteurs de folate actuellement t&iaés chez les plantes sont localisés au
niveau de I'enveloppe plastidiale (Figure 12) (Badhwe et al, 2005 ; Klaus et al, 2005b). Ces
transporteurs appartiennent a des familles diffésent leur fonction a été mise en évidence par
des expériences d’expression en systemes hétéesldgellules animales, bactéries). Le premier
de ces transporteurs (AtFOLT1) (Bedhomme et alpp@@partient a la famille des transporteurs
mitochondriaux. Cette famille caractérisée par laspnce de 6 hélices transmembranaires
rassemble des transporteurs qui peuvent étre $ésaliu niveau des mitochondries, mais aussi
des péroxysomes et des plastes. Le second tramsp(bdé par le géne At2g32040) appartient
a la famille des transporteurs de folate et de brom, caractérisée a l'origine chez les
protozoaires (Klaus et al, 2005b). Les mutangs-abidopsispour chacun des deux transporteurs
ne présentent pas de phénotype notable dans ddgimes standard de culture. De plus, les
chloroplastes de ces mutants présentent un statiolaes tres proche de celui de chloroplastes
de plantules sauvages. La situation semble dorativetnent complexe puisque rien qu’'au
niveau de I'enveloppe du chloroplaste, il existerains deux transporteurs de folate.

p-ABA —<x—> p-ABA H,-ptérine

THF-Glu, <= THF-Glu; _

Métabolisme C1

/

C1-THF-Glu, - = {1 = > C1-THF-Glu, Métabolisme C1 _ - =~

y2ae >3 Mitochondrie

THF-Glu, <~ THF-Glu,

.

Métabolisme C1 Stockage ?
Dégradation ?

Wacuole

Cytosol

Figure 12: Systéemes de transport intra et extracellulaire d folate et de ses précurseurs.

Seuls deux transporteurs de folates localisésewdloppe du @ste ont été identifiés (en rouge).
cellule végétale est également capable de puistiale dans le milieu de culture.

THF-Glu;: THF monoglutamylé; THF-Glu THF polyglutamylé; C1-THF: THF portant une unité.
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C- LE METABOLISME MONOCARBONE.

Le terme de métabolisme monocarboné (ou métaboli€he désigne I'ensemble des
réactions dans la cellule qui nécessitent le teahgfunités monocarbonées (unités C1).

Méthylations SAM dépendantes
- ADN
- protéines
- métabolites

Polyamines
Ethyléne <+«— SAM

Biotine .
T Synthése de novo

Protéines <«—————— Méthionine

T

5-CH,-THF-Glu,,

Glycine
Pantothénate \ / v

THF-Glu,,

- 5,10-CH,-THF-Glu,
Thymidylate I / \ 1

AA

v

Glycine Sérine

5-CHO-THF-Glu —>| 5,10-CH*-THF-Glu,,

Purines \ I j‘late j

10-CHO-THF-Glu,,
fMet-ARNL <

Figure 13 Représentation du métabolisme monocarboné.

Les réactions de transfert d’'unités monocarbonaeqjuelles participe le CHTHF sont
indiquées en rouge, celles impliquant le HHF sont représentées en bleu et celles impliquant
le CHO-THF sont indiguées en vert.

Chague dérivé du THF est impliqué dans un nomtsteiat de réactions du métabolisme
C1 qui lui sont propres (Figure 13) (Cossins etrCii®©97). Ainsi, le 10-CHO-THF est impliqué
dans la synthese des purines et du formyl-méthidRNt. Le 5-CH-THF est le donneur de
groupements meéthyles pour la synthese de la méti@d@ossins et Chen, 1997). Le 5,10,€H
THF est impliqué dans la synthése du thymidylatepantothénate ainsi que dans la conversion
de la sérine en glycine. Le 5-CHO-THF ainsi que5/#0-CH-THF ne sont pas impliqués
directement dans les réactions de transfert d'sif@® (Goyer et al, 2005), cependant ce dernier
fait office de chromophore. En effet, des étudesnées entre autres chezcoli et Arabidopsis
ont démontré que le 5,10-CHHF joue le role d’antenne collectrice de lumiétans les
cryptochromes (Pokorny et al, 2005). Les cryptoates sont les récepteurs de la lumiere bleue
chez les plantes, les bactéries et les animauonstituent un élément clé du rythme circadien.
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I- Synthese du pantothénate.

Le pantothénate, que I'on appelle également vitar&@f, est synthétisge novouniquement
par les plantes et certains microorganismes. lleeptécurseur clé de la synthése du CoA et de
'ACP (Acyl Carrier Protein) (Raman et Rathinasalihpa2004). Le CoA est utilisé dans le
métabolisme des lipides, la synthése des stéroldesycle de Krebs et le métabolisme de
certains acides aminés (leucine) (Tahiliani et Beinl1991). L’ACP est surtout impliqué dans la
synthése des acides gras.

5-10-CH,-THF
+ H,0 Cetopantoate Pantoate
Vallne <«<——> a-cétoisovalérate AIamr%QL Pantothénate
Cétopantoyl

5-10-CH,-THF Pantoyl lactone

+H,0 lactone

Figure 14 : Représentation simplifiée de la voie de biosynéise du pantothénate.
1: Aminotransférase ; 2: Cétopantoate hydroxyméthytférase ; 3a: Cétopantoate réductase ; 3b:
Cétopantoate lactone réductase, 4: Pantothénateetyse.

La voie de biosynthése du pantothénate est bienusoohez les bactéries et notamment chez
E. coli, mais la littérature reste encore confuse conc¢faasynthesele novode cette vitamine
chez les plantes. Cependant, différents auteurblsatrs’accorder sur le fait que la synthése du
pantothénate chez les plantes se déroule en 4sédapartir de la valine (Figure 14) (Julliard,
1994; Raman et Rathinasabapathi, 2004). Dans umi@réemps, cette derniére est convertie en
a-cétoisovalérate par une aminotransférase non fepéxilors d’'une réaction réversible. La
seconde réaction est catalysée par la cétopantyat®xymeéthyltransférase qui, a partir de
cétoisovalérate et de 5,10-gHHF, produit une molécule de cétopantoate en diedu THF.
Deux isoformes mitochondriales de cette enzymedtinidentifiées che&rabidopsis(Coxon et
al, 2005). La suite de la synthése de pantothé&masitue dans le cytosol ou le cétopantoate subit
une étape de réduction pour former du pantoatejelegst combiné a I8-alanine par une
pantothénate synthétase pour finalement obtenipahtothénate. Selon certains auteurs, il
pourrait exister une voie alternative lors de ldigues étapes 3 et 4 se situeraient dans le stroma
En effet la cétopantoate hydroxyméthyltransférapeoguirait de la cétopantonoyl lactone (King
et Wilken, 1972), laquelle serait ensuite réduitepantoyl lactone (Julliard, 1994). De plus, il
existerait deux isoformes de la pantothénate stedbké I'une localisée dans le plaste et
transformant la pantoyl-lactone en pantothénatelaetre, cytosolique, utilisant le pantoate
comme substrat.
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lI- Synthese des nucléotides et du formylméthionyARNT.

La synthese du noyau purique tient un role ceminadein du métabolisme de tout organisme.
En effet, 'adénylate monophosphate (AMP) et leyalate monophosphate (GMP) sont a
I'origine des éléments structuraux essentiels ABN et de I'ARN. lls integrent également la
structure de nombreux cofacteurs (NAD(P), FAD, SAMCo0A) ainsi que celle de molécules
jouant un réle de signalisation (CAMP). LAMP et@MP participent également au métabolisme
énergétique de la cellule lorsqu’ils sont phosplasryADP/ATP et GDP/GTP).

1- Synthese de 'AMP et du GMP.

Les deux bases puriques, 'AMP et le GMP, sontlstigées chacune en deux étapes a partir
d’'un méme précurseur : I'inosine monophosphate jIMR synthésele novod’'IMP a partir du
ribose-5-phosphate nécessite 11 étapes (Figureddr) 2 sont des réactions de formylation
nécessitant la participation du 10-CHO-THF (Zreneeal, 2006). En effet, dans la quatrieme
étape, la GAR transformylase catalyse la formatierformylglycine ribonucléotide a partir de
10-CHO-THF et de glycinamide ribonucléotide (GARPans la dixieme, I'AICAR
transformylase catalyse la synthese de N-formylammig@zol-4-carboxamide ribonucléotide a
partir de I'aminoimidazol-4-carboxamide ribonuciéet (AICAR) et du 10-CHO-THF. Cette
activité AICAR transformylase est portée par uneyeme bifonctionnelle qui catalyse également
la onziéme et derniére activité de synthése deR’'tMIMP cyclohydrolase.

10-CHO-THF THF 10-CHO-THF THF
Ribose 5-P & > GAR FGAR > —»—>—>—>AICAR @ FAICAR

l

GTP+Asp . 'MP NAD

GDP + Pj NADH

SAMP XMP_ATP + GIn
Fumarate A@ % )
AMP+ Pi + Glu
AMP GMP

Figure 15: Représentation simplifiée de la synthése des lesspuriques.

4: GAR transformylase; 10: AICAR transformylase; BAMP synthétase; 13: Adénosuccinate lyase;
14: IMP déshydrogénase; 15: GMP synthase; RiboBe #bose 5-phosphate; GAR: glycinamide
ribonucléotide; FGAR: formylglycinamide ribonuclé®; AICAR: 5-aminoimidazol-4-carboxamide
ribonucléotide; FAICAR: N-formylaminoimidazol-4-dasxamide ribonucléotide; IMP: inosine
monophosphate; Asp: Aspartate; SAMP: AdénylosuteinAMP: Xanthosine monophosphate; Gin:
Glutamine; Glu: Glutamate.

Chez les animaux et les champignons, la syntkes@ovode purine se déroule dans le
cytosol. Chez les plantes, la situation sembleédifite. En effet, I'analyse des séquences
protéigues des enzymes impliquées dans cette sgdhenovoindique que la formation d'IMP
ainsi que celle d’AMP se déroule dans les plasi@s gue la synthése de GMP a lieu dans le
cytosol. Les deux étapes folates-dépendantes tiesyetthése sont donc plastidiales.
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2- Synthese du thymidylate.

Le thymidylate joue un réle unique mais essentigsquiil intervient dans la composition de
’ADN. C’est pourquoi I'enzyme qui catalyse sa faton, la thymidylate synthase (TS) est la
cible de certains agents anticancéreux (le 5-flum@bupar exemple). La TS réalise la derniere
étape de la synthéske novodu thymidylate: la méthylation du dUMP en dTMP. $ate cette
réaction, le 5,10-CHTHF, qui tient lieu de cofacteur a la TS, subit,pdus de sa déméthylation,
une réduction qui le fait passer sous la forme DARsi, pour maintenir la synthése d’ADN, la
cellule doit absolument réduire a nouveau la mdé&de DHF en THF, action réalisée par la
DHFR (Figure 4, page 11). Chez la plupart des osgags, la TS et la DHFR sont des enzymes
monofonctionnelles alors que chez les plantes les detivités sont rassemblées sur une enzyme
bifonctionnelle, la DHFR-TS, dont il existerait desformes dans la mitochondrie, le plaste et le
cytosol. Cela suggére une distribution multi-comipggntée de la synthésde novo de
thymidylate alors que chez les animaux elle esluskement cytosolique (Appling, 1991; Sahr
et al, 2005).

3- Synthése du formylméthionyl-ARNIL.

Pour permettre [linitiation de la traduction chees | procaryotes ainsi que dans les
mitochondries et les plastes, le méthionyl-ARNtt die formylé sur la méthionine (ARN{)
(Cossins, 2000). Cet ARNt est différent de celditcansfere les résidus méthionine internes a la
protéine, bien qu’il reconnaisse le méme codon AU& synthése de cet ARNt initiateur dans
les plastes et les mitochondries végétales estlablaba celle décrite dans les mitochondries
eucaryotes: lorsque la méthionine est liee a 'ARNte méthionyl-tRNA transformylase
spécifiqgue ajoute un groupe formyle sur le NHbre de la méthionine (Giglione et Meinnel,
2001). Pour initier la traduction, 'ARRF! se fixe sur le codon AUG initiateur. Puis, loragu’
peptide de 4 a 5 acides aminés est formé, uneitagigptide déformylase supprime le groupe
formyle de la premiére méthionine. Sans cette acte méthionine initiatrice ne peut plus étre
clivée, ce qui peut conduire a de graves anomdhes le développement de la plante (Giglione
et Meinnel, 2001).

lll- La photorespiration.

L’assimilation du CQ par les plantes lors du cycle de Calvin débute yree réaction de
carboxylation du ribulose 1,5 biphosphate. Cettetién est catalysée par la Rubisco (ribulose
1,5 biphosphate carboxylase/ oxygénase) qui poségdiement une activité oxygénase. Les
deux activités de la Rubisco s’expriment en ménmepse mais I'oxygénation du ribulose ne
permet pas d’injecter de carbone dans le cycle aleilC(Figure 16) et peut donc conduire au
désamorcage de celui-ci. Le cycle photorespirafmerenet de récupérer 75% du carbone présent
dans le 2P-glycolate produit par I'activité oxygémaale la Rubisco (Figure 16), ce qui permet au
cycle de Calvin de continuer a tourner (Douce gR@01). La photorespiration se déroule dans
trois organites différents (Figure 16): le chlorgik, le péroxysome et la mitochondrie. Les
étapes mitochondriales du cycle photorespiratareportent deux réactions folate-dépendantes
gui sont essentielles puisqu’elles permettent lavesion de deux molécules de glycine (2
carbones) en une sérine (3 carbones). Dans cd®réada conversion de la glycine en sérine est
catalysée par la SHMT, réaction qui requiert I'éiddi d’une unité monocarbonée. Cette unité
monocarbonée provient de I'oxydation d’'une secand&cule de glycine par la GDC (Figure 8,
page 17) (Douce et Neuburger, 1999).
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Figure 16: Représentation simplifiée du cycle de Calvin edu cycle photorespiratoire.

Seule l'activité oxygénase de la ribulose 1,5 bgpate carboxylase/ oxygénase (Rubisco) est
représentée ici. RuBP: ribulose 1,5 biphosphateVBHsérine hydroxymeéthyltransférase; GDC: glycine
décarboxylase. Les réactions catalysées par cesdeéenieres enzymes sont détaillées Figure 8.

IV- Synthese de la méthionine et cycle des méthyles

Dans la plupart des situations physiologiques)ur @'unités C1 le plus important est celui
qui alimente la synthese de méthionine (FigurepEgje 21). En effet, outre son incorporation
dans les protéines, cet acide aminé essentiel gatergent le précurseur de I&
adénosylméthionine (SAM), molécule qui tient liee donneur universel de groupements
meéthyles dans la totalité des réactions de méibylajui se déroulent dans la cellule. Cet aspect
du métabolisme C1 sera plus largement développeldauite de ce manuscrit.

Chez les plantes, la SAM participe également ayfdhgse d’autres métabolites. En effet,
cette molécule fait office de donneur de groupeneminopropyl lors de la synthése des
polyamines (spermine, spermidine) (Roje, 2006)nRjae le mode d’action des polyamines soit
encore mal connu, il semblerait que ces molécdensimpliquées dans la réponse de la plante
a différents stress environnementaux (Kasukabk 20084).

La SAM en tant que donneur de groupement aminipyquarticipe également a la synthése
d’éthyléne. En effet, la premiere enzyme de symtlds cette phytohormone, 'ACC synthase,
convertie la SAM en ACC (acide 1-aminocycloproparearboxylique). Puis 'ACC oxydase
oxyde I’ACC pour former de I'éthylene. Cette molérekt d’'une grande importance car elle est
impliqguée dans de nombreux aspects du développendentla plante (germination,
développement racinaire, murissement du fruit, sémece...) (De Paepe et Van Der Straeten,
2005).

La SAM est également utilisée par de nombreusegnegs comme donneur de radicaux
déoxyadénosyl. En effet, certaines enzymes comnigoline synthase clive la SAM, ce qui
produit de la méthionine ainsi qu’'un radical 5-dgadénosyl. Cet intermédiaire réactionnel
réagit ensuite avec le substrat spécifique de Yerz Dans le cas de la biotine synthase, il s’agit
de la déthiobiotine, le produit final de la réant&tant la biotine (vitamine B8) (Picciocchi et al
2001).
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Chez les plantes, il existe trois voies de biosysthde méthionine. La premiére est la voie de
synthesale novoa partir de cystéine, @-phosphohomoseérine (OPH) et de 5«HHF (Figure
17). La seconde voie consiste en un recyclageadadénosylhomocystéine (SAH) suite a
I'utilisation de la SAM lors du cycle des méthyl@sgure 17). Il est intéressant de noter que ces
deux voies de synthese ont une étape commune:ttaylaigon de ’homocystéine (Hcy) par la
méthionine synthase. Cette réaction est folateftiigpee et fait intervenir le 5-GHHF. La
troisieme voie qui permet la formation de méthiengst spécifique des plantes. Il s’agit du cycle
de laSméthylméthionine (SMM) (Figure 17).

THF CH;-THF
9 OPH
Met ) Hey 4@ Cystathionine l@<
ATP .
Cystéine
Adénosine
(4) o SMM
PPi + Pi
SAM SAH
X X-CH;

Figure 17 : Biosynthese de la méthionine et cycle des méthgl

La biosynthesele novode la méthionine fait intervenir successivemertyistathioniney synthase (1),

la cystathioning3 lyase (2), et l'isoforme chloroplastique de lahi@iine synthase (3). Le cycle des
méthylations est réalisé par la SAM synthétaselé$)méthyltransférases dépendantes de la SAM (5),
la Sadénosylhomocystéine (SAH) hydrolase (6), la nodiinie synthase cytosolique (3). Le cycle de la
Sméthylméthionine (SMM) (en bleu) est constitué ldeméthionineSméthyltransférase (7) et de
I’lhomocystéinesS-méthyltransférase (8). OPHD-phosphohomosérine; Hcy: Homocystéine.

1- La synthésede novode méthionine.

La méthionine fait partie des acides aminés ditemiels. En effet, seules les plantes et la
plupart des microorganismes possedent les deuxigmesnenzymes dédiées a la synthése
novode méthionine. Cette synthéde novose déroule en trois étapes a partir d’'OPH, dedoyest
et du 5-CH-THF. L'OPH est un acide aminé dérivé de l'aspartqtii constitue le point de
branchement entre les voies de synthése de la anéthi et de la thréonine chez les plantes
puisqu’il est le substrat commun de la cystathiogigsgnthase et de la thréonine synthase.

a- La cystathioniney-synthase.
La cystathioning-synthase (CGS) (Figure 17, étape 1) est une enaypyeidoxal-phosphate

qui catalyse la formation de cystathionine a padttir cystéine et d’'OPH. Cette enzyme est
présente uniquement dans le stroma des plastesn®astaal, 1998a). La CGS végétale mature,
c'est-a-dire dépourvue de son peptide d'adressgjeun tétramere formé de sous-unités
identiqgues de 53 kDa. La partie N-terminale de yemz végétale mature est absente des

protéines bactériennes homologues et constitue aimaihe de régulation impliqgué dans le
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contréle de la stabilité de I'ARNm codant la CG8ubldévelopperons plus en détails cette partie
lors du chapitre .

b- La cystathionine p-lyase.

La cystathioning-lyase (CBL) (Figure 17, étape 2) catalyse le ¢gJazau niveau du carbope
de la cystathionine pour former I'Hcy et libérer pyruvate et de 'ammoniac. Chez I'épinard,
deux enzymes situées respectivement dans le cyebstzins les chloroplastes sont capables de
cliver les composés possédant une liaison carboukees(Droux et al, 1995). Cependant, seule
I'enzyme chloroplastique clive efficacement la affsbnine et est donc impliquée dans la
synthesale novode la méthionine, I'enzyme située dans le cytpsésentant en fait une activité
cystine B-lyase (Ravanel et al, 1996). Le génomArdbidopsisne présente qu’'un seul gene
codant pour une CBL. La séquence polypeptidiquel’@l'zyme mature montre une forte
homologie (28 a 36% d'identité) avec les CGS datpta et de bactéries ainsi qu’avec la
cystathioning~lyase deSaccharomyces cerevisiaBoutes ces enzymes sont impliquées dans les
voies de synthése de la cystéine et de la métl@ominappartiennent a une méme classe
d’enzymes a pyridoxal-phosphate (Alexander et@4), ce qui suggére I'existence d’un ancétre
commun entre la CGS et la CBL de plante.

c- La méthionine synthase chloroplastique.

La méthionine synthase (MS) (Figure 17, étape @vient pour synthétiser la méthionine a
partir de I'Hcy synthétiséde novoou formée au cours du cycle des méthyles. Desnsas
distinctes situées dans des compartiments diffé@sgurent ces deux fonctions.

ChezArabidopsis un seul gene code pour la MS impliqguée dans méhegede novode la
méthionine et cette enzyme est localisée dangdenatdes chloroplastes (Ravanel et al, 2004).
Le plaste est ainsi le seul organite autonome fowynthésale novode méthionine. La MS
chloroplastique est de type cobalamine-indépendetinédle ne peut utiliser efficacement que les
dérivés polyglutamates du 5-GHIHF comme substrats.

2- Le cycle des méthyles.

Le cycle des méthyles comprend 4 étapes (Figure L&/ premiere réaction consiste en la
synthese de SAM, composé qui va étre utilisé pradement pour permettre les réactions de
méthylation cellulaires. Les méthylations SAM-dépameés conduisent a la formation de SAH
qui est convertie en Hcy puis recyclée en méthoions du cycle des méthyles.

a- La S-adénosylméthionine synthétase.

La Sadénosylméthionine synthétase (SAMS) (Figure 1d@peé 4) catalyse la conversion
ATP-dépendante de la méthionine en SAM, Pi et BRez toutes les plantes étudiées jusqu'a
présent la SAMS est codée par une famille multigémi(Schroder et al, 1997). A titre d'exemple
4 genes codant pour la SAMS ont été identifies cAembidopsis Aucune des séquences
primaires de SAMS d'origine végétale ne possedeegéde d'adressage vers un organite, ce qui
suggere une localisation exclusivement cytosoldgieette réaction, comme c'est le cas chez les
autres organismes eucaryotes.

b- Les réactions de méthylations.

La SAM est au coeur du métabolisme C1 puisqu’elideedonneur universel de groupements
méthyles au cours des réactions de méthylationz @hes les organismes vivants, ces réactions
touchent de nombreux métabolites et macromolédelss que les acides nucléiques et les
protéines.
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Chez les procaryotes, 'ADN peut étre méthylé areail des résidus adénine de certaines
séquences qui sont alors protégées contre les eszyerestriction. Ces méthylations participent
également aux mécanismes de réparation de I'ADNa &éplication et a la régulation de
I'expression de quelques genes (Buryanov et Shay@os).

Chez les eucaryotes supérieurs, I’ADN peut étrenghétnon pas sur les adénines mais sur les
résidus cytosine situés géenéralement au niveantsl@pG. Cependant, les méthyltransférases de
plantes ne ciblent pas spécifiquement ces flotseta capacité d’agir sur des cytosines situées
dans d’autres contextes. Les méthylations de I'Af@Nstituent les modifications chimiques les
plus fréquentes des génomes eucaryotes et sonnismssde génération en génération. Chez les
plantes, ces méthylations se retrouvent généralemeniiveau de séqguences répétées et de
transposons. Lorsqu’elles interviennent au niveas &gions 5 non codantes, elles sont, la
plupart du temps, associées a une répressionxgedesion du géne correspondant (Saze, 2008).
Chez les mammiferes, les méthylations de I'’ADN jduen réle trées important notamment lors
du développement de I'embryon, dans la régulatetiekpression génique et dans I'inactivation
du chromosome X. Une altération des meéthylations’A®N entraine donc de graves
conséqguences et est généralement associée aissegilent de 'organisme et / ou aux premiers
stades de I'apparition de cancers (Sulewska €08l7).

Outre les méthylations de 'ADN, les régulationggépétiques peuvent étre conduites des
modifications covalentes des histones. En effed, Hestones peuvent étre méthylées, mais
eégalement acétylées, phosphorylées et ubiquitinyk& certains résidus présents au niveau des
extrémités C et N-terminales. Ces modifications ubext I'état de condensation de la
chromatine mais n’entrainent pas obligatoirement g@ession de I'expression des genes
concernés (Saze, 2008). En effet, de nhombreusapesgdans le monde étudient actuellement
I'effet épigénétique des différentes modificatigpussibles des histones en fonction de la nature
de la modification mais également de la position mésidu modifié. L'ensemble des
combinaisons "nature de la modification / résidu iigticonstitue ce que I'on appelle le "code
histone".

Il a également été démontré que de nombreusesimest@utres que les histones sont
meéthylées in vivo. Ces méthylations peuvent étre portées par dedus2dysine et arginine
internes a la séquence protéique mais ces modifisapost-traductionnelles peuvent également
intervenir au niveau des extrémités N et C-terneimades protéines. Méme si le nombre de
protéines méthylées est trés important, & ce jeurdle de ces méthylations reste encore mal
connu. Des études menées sur différentes protéemblent tout de méme indiquer que les
méthylations protéiques touchent un grand nombrédetions au sein de la cellule. Ainsi, il
semble que ces modifications interviennent loréadeansduction de signaux, de la prolifération
cellulaire, de la synthése de myéline (Paik e2@0)7). Il apparait également que les protéines de
choc thermique sont méthylées en situation de sstigpge la méthylation des cytochromes c
augmente leur stabilité vivo. Les interactions protéine / protéine, ARN / piwo¢éet protéine /
membrane lipidique sont également influencées par rméthylations protéiques (Grillo et
Colombatto, 2005).

Le métabolisme lipidique est lui aussi tres largetr@ncerné par les méthylations SAM-
dépendantes. En effet, la phosphatidylcholine,estiile phospholipide majeur des membranes
biologiques, est synthétisé a partir de phophaittiginolamine par 3 réactions successives de
méthylations (Vance et al, 1998).

D’autres réactions de méthylation sont spécifiquanpeésentes chez les plantes. Par exemple

des réactions de méthylation sont nécessaires fouformation de certains pigments
photosynthétiques, comme les chlorophylles (Bloclalg 2002), pour la synthése de certains
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constituants de la paroi comme les pectines (Goebel, 1998) et les lignines (Zhong et al,
1998). La biosynthése des tocophérols (vitamineeE)des plastoquinones fait également
intervenir des méthyltransférases SAM-dépendafiber{g et al, 2003).

Dans la plupart des situations physiologiques,-teHs-THF est le dérivé de THF le plus
abondant au sein de la cellule, ce qui suggérdagdemande en unités Gldst tres importante et
gue les réactions de méthylations représentertixepirincipal d’unités C1. A titre d’exemple,
des expériences d’incorporation de méthionine radileea chezLemnamontrent que seulement
19 % de la méthionine marquée se retrouve dangriaeines (Mudd et Datko, 1986). En
revanche 75 % de la méthionine marquée est utitiaés les réactions de transméthylation. Les
méthylations lors de la synthese des dérivés dbafdlamine, choline, phosphocholine et
phosphatidylcholine, représentent 46 % de cesiodactles méthylations des pectines 18 %, les
méthylations de la chlorophylle 8 %, les méthylatiates acides nucléiques 2 & 5 % et les
réactions de méthylation des acides amines 2 %.

Le nombre et la diversité des réactions de métioylsatSAM-dépendantes au sein de la cellule
expliqguent que le génome Atabidopsis présente plus de 100 génes codants pour des
méthyltransférases.

c- La S-adénosylhomocystéine hydrolase.

La SAH produite au cours des réactions de métloylagst un inhibiteur compétitif des
méthyltransférases SAM-dépendantes et doit dorc @iminée rapidement. Cette élimination
est assurée par Badénosylhomocystéine hydrolase (SAHH) (Figureét@pe 6) qui catalyse
I'hydrolyse de la SAH en Hcy et adénosinm. vivo et dans des conditions physiologiques,
I'équilibre thermodynamique de la réaction catatypér la SAHH va majoritairement dans le
sens de la synthése d’Hcy (Pereira et al, 2007¢z@habidopsis deux genes codent pour des
SAHH qui ne possedent pas de séquence d’adresiagéiable et sont donc vraisemblablement
localisées dans le cytosol.

d- Les méthionine synthases cytosoliques.

La MS intervient pour clore le cycle des méthylasassurant une synthése de méthionine a
partir de I'Hcy régénérée dans le cytosol (Figufeéape 3). L'enzyme qui intervient dans le
cycle des méthyles est différente de celle quiigpg a la synthésde novode la méthionine
puisqu'elle est située dans le cytosol. La MS ofigge, dont il existe deux isoformes chez
Arabidopsis possede une activité cobalamine-indépendantdogationne exclusivement avec
les formes polyglutamates du 5-HHF (Ravanel et al, 2004).

3- Le cycle de la SMM.

Ce cycle comporte deux étapes se déroulant dawgtdsol : dans un premier temps, la
méthionine S'méthyltransférase (MMT) utilise une molécule de MsAoour méthyler une
méthionine, ce qui aboutit a la formation d’une éwoille deS-méthylméthionine (SMM) et d’'une
SAH (Figure 17, étape 7). La deuxieme réaction gclecest catalysée par 'homocystéine
meéthyltransférase (HMT) qui forme deux méthionidepartir de SMM et d’'Hcy (Figure 17,
étape 8). Le génomeA¥abidopsisposséde 1 géne codant pour la MMT et 3 génes cqaamt
des HMT, toutes ces protéines étant prédites poeicgtosoliques (Ranocha et al, 2001).

La MMT ainsi que le cycle de la SMM ne sont présaqnie chez les plantes. Cependant, les
bactéries, les levures et les mammiferes posseder® HMT qui leur permettrait
vraisemblablement de recycler la SMM d’origine g en méthionine (Ranocha et al, 2000).
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Différents roles ont été attribués a la SMM: elbeast notamment une forme de transport de la
méthionine dans le phloeme entre les tissus véigetdtla graine (Bourgis et al, 1999), ce qui
supposerait cependant une séparation dans le tenljgspace des réactions catalysées par la
MMT et par la HMT. D’autres auteurs ont formuléylffothése selon laquelle la SMM serait un
moyen de contrbler le niveau de SAM (Ranocha eR@0D1 ; Rébeillé et al, 2006). Une étude
menée sur des mutantsAdabidopsisKO pour la MMT, qui ne présentent pas de phénotype
particulier, semble indiquer que le cycle de la SMMst pas essentiel a la croissance et au
développement de la plante (Kocsis et al, 2003).

4- Régulation de la synthese de méthionine.

La méthionine fait partie de la famille des acidesnés dérivés de 'aspartate, tout comme la
lysine, la thréonine et Iisoleucine. Les voieshilasynthese de ces acides aminés sont complexes
et comprennent de nombreux points de régulationi€¢@et al, 2008; Goto et al, 2005). En
particulier, nous allons voir que la biosynthesardghionine est une voie tres finement régulée
et que les différents mécanismes de régulation&onitement lieés (Figure 18).

o @ Figure 18: Schéma simplifié¢ des régulations intervenant au
:IleogsL:Z?(;Te niveau du point de branchement entre la CGS et lafirS.
T cysta En rouge: la régulation post transcriptionnelle de la C&&rcée
1 par la SAM grace au domaine MTQOL. En bide réle d’activateur
Hey allostérique de la SAM sur la ThrS.
l ThrS: thréonine synthase; Thr: thréonine; Cystatathionine.

Met

1

SAM

a- Compétition entre cystathioniney-synthase et thréonine synthase.

L’'OPH constitue, chez les plantes, le point de tihh@ment entre la synthésie novode
méthionine et celle de thréonine. En effet, 'ORdtlle substrat commun pour lequel la CGS et la
thréonine synthase (ThrS) sont en compétition. Gatpde branchement constitue I'un des
nceuds de régulation de la synthése de méthioniger@-18).

La SAM, parmi les fonctions qu’elle assure au snla cellule, joue également le réle de
régulateur allostérique de la thréonine synthbmseitro, il a été démontré que la SAM permettait
d’augmenter 8 fois I'activité catalytique de la Bhet de diminuer son Km pour 'OPH de 25 fois
(Curien et al, 1998). En 2003, Curien et al onjpps®, et validé par des expérienitesitro, un
modéle mathématique du point de branchement eatw®it de biosynthése de méthionine et
celle de thréonine. Suivant ce modele, il appayaitine variation de la concentration en SAM
modifie la partition du flux d’OPH entre la CGSlatThrS. A la concentration physiologique de
SAM dans les chloroplastes de feuilles illuminé28 M), le flux d’OPH vers la ThrS est
supérieur a celui qui alimente la CGS. De faiblasations de la concentration en SAM (+ 50%)
autour de la concentration physiologique présentiest répercussions importantes sur le flux
d’OPH. Ainsi, une augmentation de la concentradenSAM augmente le flux d’OPH vers la
ThrS. A contrarig lorsque la concentration en SAM descend en desdeula concentration
physiologique, le flux d’OPH en direction de la C&S favorisé au détriment de la ThrS.
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Selon cette méme étude (Curien et al, 2003), il i#ipégalement que la partition du flux
d’'OPH est sensible a la concentration des enzymespalot de branchement et plus
particulierement a celle de la CGS. Ainsi une augaten de la concentration en CGS, et donc
une augmentation de l'activité CGS, favorise lexfdiOPH en direction de la synthese de
méthionine alors qu’une augmentation de la conagatr en ThrS dirige préférentiellement le
flux d’OPH vers la synthése de thréonine.

Le mutant dArabidopsis nommé _nethionine over-accumulation 2 nito2 présente une
mutation au niveau du gene codant pour la ThrScqoduit a une diminution de l'activité de
cette enzyme (Goto et al, 200B)to2possede donc une activité ThrS réduite et pradaihs de
thréonine qu’une plante sauvage mais accumule dgalieplus de méthionine. La caractérisation
de ce mutant confirmi& plantales conclusions obtenuasvitro selon lesquelles la partition du
flux d’OPH dépend de l'activité de la ThrS.

b- Régulation post-transcriptionnelle de I'expressin de la CGS.

Différentes équipes ont constaté une diminutioiaizivité CGS ched.emnaet chez I'orge
lorsque les plantes sont cultivées en présence danece exogene de méthionine, suggérant
ainsi un rétrocontrdle exercé sur la CGS par lehimgine ou par I'un de ses dérivés (Figure 18)
(Thompson et al, 1982 ; Rognes et al, 1986). Gégalation n’étant pas de nature allostérique
puisquein vitro un ajout de méthionine n’a aucune d’incidencel’'sfiicacité catalytique de la
CGS, les auteurs en ont déduit que ce rétrocong'ébeerce sur la quantité de CGS dans le
chloroplaste (Thompson et al, 1982).

Un autre mutant &rabidopsisaccumulant d’importantes quantités de méthionivlelde
(jusqu’a 40 fois plus que des plantes sauvaget) s@é par Inaba et al (1994) et baptigél
Chez les planteito], la quantité d’ARNm codant pour la CGS est deuiatre fois plus élevée
gue chez les sauvages, ce qui se traduit par waumiglevé de la protéine et une forte activité
CGS (Chiba et al, 1999). La mutatiomol concerne une paire de base au niveau du premier
exon du géne de la CGS (Chiba et al, 1999) (Fi@®e Or, si la séquence en acides aminés
correspondant a I'exon 1 de la CGS présente glotmie une faible conservation, la mutation
responsable du phénotypem&lréside dans une région d’'une quarantaine d’acidésés qui,
elle, montre une trés forte conservation entreefgseces végeétales. Grace a la caractérisation de
différents allélesntol, I'équipe de Naito a pu identifier dans cette oégiin stretch d’une dizaine
d’acides aminés impliqué dans la regulation deylat®se de méthionine : le domaine MTOL1
(Ominato et al, 2002) (Figure 19).

1 1000 2000 3000 pb
A) P

I | | |
I:FD—:FEF:F:I—:I—EF
1 | 183

563 aa

B)

Ar abi dopsi s thaliana 58
Sol anum | ycoper si cum 51
Ni coti ana tabacum 49
Medi cago sativa 49
Zea nmays 22

Région MTO1

Figure 19: A) Représentation schématique du genCGS1codant pour la CGS dArabidopsis Les
introns sont représentés par des traits, les epansges rectangles blancs et les extrémités ndnites
par des rectangles noiB) Alignement des séquences protéiques de la CGRdabidopsis de tomate,

de tabac, de pois et de mais au niveau de la régioonservée MTO1Les acides aminés conservés sont
sur fond noir. La sérine 94 de la séquendgabidopsisest en rouge.
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Finalement, c’est en 2005 qu'a été proposé le meod@ régulation de la synthése de
méthionine par le domaine MTO1, cette régulati@n&exercée non pas par la méthionine mais
par la SAM (Onouchi et al, 2005) (Figure 20). Efegfchez des plantes sauvages, lorsque la
concentration en SAM est élevée, la traductionABRNm de la CGS marque une pause quand
le codon correspondant a la sérine 94 de la CGBsgee au contact du site A du ribosome. Le
domaine MTO1 a peine traduit se situe alors dartsiieel de sortie du ribosome et interagit
avec lui pour bloquer I'élongation de la traductitime ribonucléase, encore non identifiée, clive
TARNmM en amont du ribosome puis la traduction ez L'ARNmM clivé est par la suite
dégradé ce qui conduit a une réduction de la gigad®nzyme présente dans le chloroplaste et
donc a une diminution de la synth&kenovode méthionine. Chez les mutant$ol, ce systeme
de régulation ne fonctionne pas en raison de latouat de la région MTOL, ce qui explique
limportante accumulation de méthionine dans castgks.
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5- Catabolisme de la méthionine.

Le catabolisme de la méthionine a largement étdiétdans le cadre de la fabrication de
certains fromages comme le cheddar. En effetyme de fromage est trés apprécié en raison de
'odeur particuliere gu’il dégage et qui est dud’d&@mission de certains composés volatiles
soufrés par les bactéries utilisées lors du proseds fabrication. Dias et Weimer (1998) ont
démontré que ces bactéries, notamment certainesheude Lactococcus émettent des
composeés volatiles odorants suite a la dégraddeanéthionine.

La premiére étape de ce catabolisme corresponcchvage eny de la méthionine produisant
de la sorte de 'ammoniac, dexitétobutyrate -CB) et du méthanethiol (GF5H) (Dias et
Weimer, 1998). Le CKHSH est un gaz qui, comme son nom l'indique, esiepord’'un atome de
soufre et de ce fait dégage une odeur trés paéieull’enzyme catalysant cette réaction est la
méthioniney-lyase (MGL). Cette enzyme a été purifiee a pakdirdifférents microorganismes,
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son expression étant induite par addition de mathédans le milieu de culture (Ferchichi et al,
1986; Lockwood et al, 1991).

Schmidt et al (1985) ont analysé, par chromatodeagm phase gazeuse, les composés
volatiles émis par des disques de feuilles de witeo incubés avec de la méthionine
radiomarquée. lls ont ainsi été les premiers a éngggque les plantes avaient la capacité de
dégrader la méthionine en dégageant dy-SH.

Des expériences de résonnance magnétique nuc{&aitd) du °C réalisées au laboratoire
sur des cellules Arabidopsis supplémentées en méthionine radiomarquée ont roohfi
I'existence de cette voie catabolique et permidudider le devenir des produits issus de la
premiere étape du catabolisme de la méthionine diRéket al, 2006). En effet, nous avons
démontré que &-CB produit dans le cytosol est ensuite exporté lechloroplaste pour intégrer
la voie de biosynthese de l'isoleucine. Le recyeldg CH-SH a également été mis en évidence
lors de ce travail. Les profils RMN des cellulexubées avec de la méthionine marquée
montrent que, lors de I'expérience, le marquagesta la&S-méthylcystéine (SMC). En effet, la
majorité du CH-SH issu de la dégradation de la méthionine est&ejpar les cellules sous
forme d'un composé volatile alors qu'une petitetiparenviron 25%, réagit avec deOF
acétylsérine (une forme activée de la sérine) pamuner de la SMC. Le rble physiologique de ce
composé reste encore a déterminer, mais il senitbdgr@la SMC soit rapidement transportée du
cytosol vers la vacuole ou elle servirait de fordeestockage du soufre et / ou de groupements
méthyles.

Chez Arabidopsis un seul gene codant pour une MGL a été identfiéla protéine
correspondante a été caractérisée et localiséeldangosol. Il apparait ainsi que la premiére
étape du catabolisme de la méthionine chez lesgdast la méme que celle mise en évidence
chez certains microorganismes (Rébeillé et al, RODG également été démontré que, de la
méme facon que chez les microorganismes, I'exmmesde la MGL est induite par de fortes
concentrations en méthionine. Des analyses mer@ddGR quantitative suggérent toutefois que
cette augmentation de la concentration de MGL densytosol ne serait pas due a une
accumulation d’ARNm codant pour la MGL mais pluddtin contrdle post-transcriptionnel de la
guantité d’enzyme dans les cellules accumulanadedthionine (Rébeillé et al, 2006).
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D- REGULATION DU METABOLISME C1 CHEZ LES PLANTES.

Le folate occupe une place centrale au sein deelmle puisqu’il est a l'origine du
métabolisme C1. Il parait donc évident que la S3gehde ce cofacteur ainsi que sa distribution
dans les différents organes de la plante sont fmemegulés afin de coincider avec les besoins
de celle-ci tout au long de son développement.

I- Distribution du folate au cours du développemen

Différentes études, menées principalement surie pat démontré que I'abondance du THF
fluctue d'un tissu a l'autre dans la plante et @adgalement en fonction du stade de
développement (Gambonnet et al, 2001 ; Jabrin &0aB).

Ainsi, il apparait que les tissus les moins adatiispoint de vue du métabolisme, a savoir les

cotylédons, la tige et les racines, sont égalenmnix qui présentent les plus faibles
concentrations en folates. La graine seche engaeréent un exemple: la concentration en
folates y est tres faible , environ 0,35 nmol deatied par gramme de matiére fraiche (g MF)
(Gambonnet et al, 2001). Il a été déemontré que tauss ces tissus a faible teneur en folates,
certaines enzymes de la voie de biosynthése dusbiHFégalement peu abondantes, notamment
'HPPK-DHPS (Jabrin et al, 2003 ; Rébeillé et &108).
De plus, le fruit de la tomate, qui est un tisstegoent, contient une faible teneur en folates qui
diminue graduellement durant le murissement du {Basset et al, 2004a). Cette réduction est
associée a une diminution de I'expression des geadant pour des enzymes de la voie de
biosynthese dp-ABA et de la partie ptérine (Basset et al, 2082sset et al, 2004a et b).

La synthése de folate et I'accumulation de ce detacvitaminique son& contrario trés
importantes dans les tissus a forte division caile] ce qui s’explique, entre autres, par le fait
gue le THF participe a la synthése des nucléoticegermination constitue le passage d’'un état
de dormance a état de forte activité métaboliqua ebe reprise du cycle cellulaire. Ainsi, le
processus de germination chez le pois est accorapidigne forte augmentation de la teneur en
folates ainsi que du niveau d’'HPPK-DHPS, et ceqgppalement au niveau de I'embryon (Jabrin
et al, 2003). Cette accumulation est due a l'ifidiade la synthésde novodu THF puisque des
graines imbibées en présence d’asulam (inhibiteuladDHPS, cf Figure 5) ne présentent pas
d’accumulation de folates (Jabrin et al, 2003). IBanéme facon, les tissus méristématiques
présentent une forte teneur en folates. Ainsi, d&nacine, qui est globalement pauvre en folate,
ce cofacteur se trouve en concentration 5 fois phportante au niveau du méristeme racinaire
gue dans le reste de cet organe. Les cellulssabdidopsisen culture, qui ont la particularité de
se diviser trés rapidement, présentent égalementontgeteneur en folates (cf chapitres |, Il et
ll). Les feuilles vertes matures sont les orgashesa plante les plus riches en folates : le THF y
est 3 fois plus abondant que dans n'importe quekargane de la plante (4 a 5 nmol /g MF).
Cette forte teneur en folates est caractéristiceee fduilles vertes puisque des feuilles de pois
étiolées présentent une quantité de folates deigxnfioindre (2,5 nmol/ g MF) (Jabrin et al,
2003).

Chaque dérivé du THF participe a un nombre restagntéactions du métabolisme C1 qui
lui sont propres. De plus, la demande en unitégdi@&re d’un compartiment cellulaire & un
autre en fonction des réactions qui y ont lieu.shidans les feuilles vertes, la mitochondrie est
le compartiment cellulaire présentant la plus fadacentration en folates: 1800 pmol de folate
par mg de protéines (Jabrin et al, 2003). Cetteeuination élevée peut se justifier par le fait que
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les dernieres étapes de la synthdsenovodu THF ont lieu dans la mitochondrie. Cette
abondance en folates peut également s’expliquedgarésence dans la mitochondrie de la
SHMT et de la GDC, enzymes clés de la photorespiratqui s’accumulent dans les
mitochondries de feuilles vertes jusqu'a atteidl® des protéines solubles de ce compartiment.
Il faut cependant garder a I'esprit que le compaetit mitochondrial ne représente qu’une petite
partie du volume et du protéome cellulaire (4 a @ protéines solubles totales de la feuille).
Le folate mitochondrial ne représente ainsi que MNPpool total de folate. Les chloroplastes
renferment 10% du folate cellulaire, la vacuolecentient 20 % et les 40% restant se trouvent
dans la fraction cytosolique (Rébeillé et al, 2007)

Dans les organites, le THF se retrouve principaténs®us forme polyglutamylée, mais
'équilibre entre les différents dérivés varie eandtion du compartiment. En effet, la
mitochondrie renferme principalement du 5-CHO-THEtivé qui ne participe a aucune réaction
du métabolisme C1, ainsi que du THF non chargéréaence de ce dernier vient probablement
du fait que la synthésge novodu THF se situe dans la mitochondrie (Orsomanda, €2005).
Les formes majoritaires de folate dans le chlostplaont le 10-CHO-THF et le 5,10-gHHF.

Cet organite contient un peu de 5-FF (Orsomando et al, 2005). Cette compositiompdal

de folates chloroplastique s’explique par le rGecdt organite dans le métabolisme C1, a savoir
la synthése des nucléotides qui fait appel au 1OTHF et au 5,10-CHTHF mais aussi la
synthésede novode méthionine avec l'utilisation de 5-GHIHF comme cofacteur de la
méthionine synthase.

lI- Perturbation du métabolisme C1 chez les plantes

La littérature est assez pauvre en données comtdeeégulation du métabolisme C1 chez
les plantes. En effet, en raison du nombre deigracte transfert d’'unités C1 qui ont lieu dans
la cellule, la régulation du métabolisme C1 coustiin vaste champ d’investigation.

Néanmoins I'équipe de John King a réalisé difféesrétudes concernant la régulation de la
synthese de sérine ch@zabidopsis Il a en effet été suggéré que les fortes conatotis en
folates mesurées dans les mitochondries des fiskaises refletent les besoins de la plante pour
alimenter l'activité¢ du complexe GDC / SHMT (Prabkti al, 1998). Les auteurs ont donc
employé deux inhibiteurs de la synthese du follteITX et le sulfanilamide, puis ont, par
RMN du3C, suivi sur plantes entiéres, I'évolutides pools de glycine et de sérine en réponse a
cette perturbation (Prabhu et al, 1998).

Lors de cette étude, les plant@dibidopsistraités simultanément au MTX et au sulfanilamide
présentent, des 24 heures d’expérimentation, unendiion de la synthése de sérine de I'ordre
de 50 %. Il faut cependant attendre 96 heuresaitertient pour que cette synthese de sérine ne
soit plus détectable, ce qui tend a prouver la stdase du pool mitochondrial de THF. Le pool
de glycine ne montre pas d’évolution importantet tau long du traitement. Les auteurs ont
également démontré que si le MTX inhibe de facopairtante le flux de carbone a travers le
complexe GDC/ SHMT, le sulfanilamide a, lui, unetffoeaucoup plus mesuré. De plus,
linhibition de la synthése de sérine par le MTXulsest équivalente a celle induite par la
combinaison MTX / sulfanilamide (Prabhu et al, 1998)

La supplémentation des plantes traitées au MTXdpaB-CHO-THF permet la restauration de la
synthese de sérine. L’inhibition de cette synthesed’un traitement au MTX est donc due a une
diminution de la quantité de TH#Ka I'inhibition de la DHFR et non a une inhibitionreicte du
complexe GDC/ SHMT (Prabhu et al, 1998).

36



SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE Réqulation du métabolisme monocarboné

Goyer et al (2005) ont également étudié le rolésdiHO-THF sur le métabolisme C1. En
effet, ces auteurs ont pu mettre en évidence gsiendgants dArabidopsis KO pour le géne de
la 5-FCL accumulent deux fois plus de 5-CHO-THF gls feuilles que des plants sauvages.
Néanmoins ces plants mutants ne présentent pabé&i®iype trés marqué si ce n’est un léger
retard de croissance. Des dosages de folatesé®alis ces plants ont également démontré qu’en
plus d’accumuler de grandes quantités de 5-CHO-Edplants mutants accumulent également
plus de 10-CHO-THF et de 5,10-GHIHF (ces deux composés ne sont cependant pasibégsar
par la technique d’analyse employée ici).

lIl - Objectifs de mon travail de thése.

Comme nous avons pu le constater précédemmerittéliatiure concernant la régulation du
meétabolisme C1 chez les plantes reste relativeswatinte. En effet, au début de mon travail de
thése deux questions majeures restaient en suspend

— Comment I'homéostasie en folates, c'est-a-dire lantiji¢ intracellulaire mais
egalement I'équilibre entre les difféerents déries cofacteur, s’adapte aux besoins
fluctuants de la cellule végétale ?

— Comment est controlée la distribution des unités vets les différentes voies
anaboliques folates-dépendantes ?

Lorsque jai intégré le Laboratoire de Physiolo@iellulaire Végétale, I'approche utilisée par
'équipe "folate et métabolisme C1" pour répondrees questions consistait a perturber le
meétabolisme C1 che&rabidopsispour ensuite en analyser les conséquences.

Ainsi, en supplémentant en méthionine des celldiésabidopsiset donc en perturbant leurs
besoins en unités C1, Samuel Jabrin, lors de sa& tlaepu observer une diminution significative
de la teneur intracellulaire en folates. Les dosage folates n'ont cependant pas révélé de
perturbation de I'équilibre entre les différentsridés de THF. L’expérience "inverse" a
€également été réalisée : afin d’'augmenter la demeandanités C1, Samuel a supplémenté des
cellules dArabidopsisen homocystéine, précurseur de la méthioninedbeages métaboliques
ont alors montré une augmentation de la teneuplatet, encore une fois sans perturbation de
'équilibre entre les difféerents dérivés. Dans alraades deux cas il n‘a pas constaté de
modification de I'expression de 3 des 10 enzymegliquées dans la voie de biosyntheése du
folate. Ces travaux, qui n‘'ont pas été pousses @lusvant, mettent en évidence l'existence
d’une régulation qui permet a la teneur en fol&e’'ddapter aux besoins en unités C1.

Dans le cadre de mon travail de thése, nous naumes employés a répondre a la question de
la distribution des unités C1 a travers les diffiées voies du métabolisme C1. Pour cela, nous
avons utilisé une stratégie similaire a celle neisglace par I'équipe de John King (Prabhu et al,
1996 et 1998 ; Li et al, 2003). En effet, nous avchoisi de perturber le métabolisme C1 en
ciblant directement la synthése du folate a I'aldmtifolates. A I'origine, ce travail a été initié
par Samuel Jabrin au cours de sa thése (2000-2Qi0%), en inhibant la synthese de THF chez
Arabidopsis nous avons pu étudier, par l'utilisation de puaeADN, la réponse globale du
meétabolisme C1 au cours de linstauration d’'undaiéén folates. Cette étude nous a permis de
démontrer que, lors d’une diminution du pool dafes, la cellule végétale établie de nouvelles
priorités au sein du métabolisme C1 en réorienkarftux d’unités C1 vers la synthése des
nucléotides au détriment des réactions de métbplaCette étude a également mis en évidence
un géne qui est potentiellement un élément régulatde du métabolisme du folate. La
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caractérisation fonctionnelle de ce géne est detneht en cours. Nous avons également pu
confirmer la diminution des méthylations cellulailers d’'un déficit en folates en étudiant plus
particulierement la réaction catalysée par la Matggorphyrine IX méthyltransférase, enzyme
impliquée dans la synthése des chlorophylles. Getddyse nous a permis de mettre en évidence
le lien qui existe entre le statut cellulaire erafes et la capacité a effectuer des méthylations
cellulaires lors d'un processus aussi essentiel lgusynthése des chlorophylles. Outre les
réponses transcriptionnelle et métabolique precédeme metabolisme du folate présente un
niveau de régulation supplémentaire. En effet,°I& Ghapitre des résultats de ce manuscrit est
consacré a la découverte et a I'étude de la régalgost-traductionnelle d’'une enzyme de la
voie de biosynthése de méthionine, la cystathionisynthase. Nous avons effectivement
démontré que cette enzyme subit un clivage de stémité N-terminale lorsque des cellules
d’Arabidopsissont carencées en folates, ce qui leur permes aerrecouvrer un niveau de
méthionine équivalent a celui de cellules témoins.

Ce travail aura donc permis de mettre en éviderftéreints mécanismes qui permettent a la
cellule végétale de répondre a une perturbatiofihdenéostasie en folates. Ainsi, nous avons
déemontré qu’il existe che&rabidopsisau moins trois niveaux de réponse a un déficiblates :
transcriptionnel, métabolique et post-traductionnel
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Chapitre |

Etude transcriptomique et métabolique de la répdaseellules
d’Arabidopsighalianaa un déficit en folates induit par le
méthotrexate

Afin d'étudier la réponse précoce de celluleArdbidopsisen culture & une situation de
déficit en folates, nous avons employé une stratggi consiste a inhiber la synthéenovo
de THF avec du méthotrexate (MTX). Les conséquernttescette perturbation ont été
analysées au niveau métabolique et transcriptomegueours d’'une cinétique couvrant 24
heures de traitement.

Suite au traitement au MTX, le contenu en folates dellules a été analysé par
chromatographie liquide couplée a deux spectromeatee masse en tandem (collaboration
avec le Laboratoire de Toxicologie de I'Univergie Gand). Cette analyse nous a permis de
constater que le traitement mis en ceuvre permeédigre progressivement et fortement la
teneur en folates des cellules (jusqu'a 77 % derdition aprés 24 h). L'utilisation du MTX a
egalement entrainé des changements importantslalgmeportion des dérivées du THF. En
effet, alors que le CHTHF est le dérivé majoritaire au sein du pool dites dans des
conditions physiologiques, ce composé devient nitaiog dans les cellules traitées au MTX
(Figure 1).

Le transcriptome des cellules déficientes en felatété analysé a I'aide de puces a ADN
CATMA "full-genome". Cette étude transcriptomiguelzale a permis de mettre en évidence
plus de 2600 genes présentant une différence asgjon significative suite au traitement. En
nous appuyant sur la base de données MIPS (Mumébrmation center for Protein
Sequences) nous avons réalisé une classificatioctidonelle de ces 2600 genes
différentiellement exprimeés, ce qui nous a pernaigribttre en évidence les grandes fonctions
biologiques présentant une réponse marquée autdéfidolates. Nous avons notamment
observé que de nombreux génes impliqués dans desisées de détoxication de composés
xénobiotiques sont induits suite au traitementddytomes P450, glutathior&transférases,
ABC transporteurs...). Cette réponse est attribugacipalement voire exclusivement, a la
nature chimique du MTX utilisé pour induire I'épeisent du pool de folates.

Le cycle cellulaire est également affecté par lidution du pool de folates puisque
plusieurs genes codant pour des protéines perméttpassage de la phase G2 a la phase M
(CDK, cyclines) sont réprimés. Nous avons confiroe blocage du cycle cellulaire en
constatant I'arrét de la division des cellulesté®s au MTX. Les cellules déficientes en
folates présentent également une diminution dedpiration et de la photosynthése, ce qui
vient corroborer la répression de genes impliquassde métabolisme énergétique mise en
évidence par I'analyse transcriptomique. Ces déémeénts, la répression du cycle cellulaire
et l'altération du métabolisme énergétique, sordisemblablement liés a un déficit en
nucléotides provoqué par la limitation en folatekans le cas du cycle cellulaire, il s’agirait
d’'un déficit en purines et thymidylate alors quanglde cas du métabolisme énergétique, il
s’agirait d’'un déficit en nucléotides "énergétiquesTP, GTP).
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Dans les cellules animales carencées en folategyéees codant les systemes d'import
sont surexprimes et ceux codant les systemes uke$thnt réprimés afin de favoriser I'entrée
puis la rétention du cofacteur vitaminique dansdbule (Ifergan et Assaraf, 2008). Dans les
cellules dArabidopsis il apparait, de facon surprenante, que les ganpiqués dans la
synthése, le transport et la dégradation du THpnésentent pas de modification de leur
expression lors de la carence en folates. Aing,cedlules ne semblent pas mettre en place
(du moins au niveau transcriptionnel) de procesigusompensation de la diminution du pool
de folates, si ce n’est une surexpression du gedant une FPGS, enzyme qui permettrait a
la cellule de retenir et de stabiliser les déreS HF.

Au niveau du métabolisme C1, la réponse principale cellules dirabidopsisau cours
de I'établissement du déficit en folates conceme&dmposition en dérives du THF et non
'abondance de ce cofacteur vitaminique. Ainsi, ddsngements dans la distribution des
dérivés du THF sont associés a l'induction de plus génes codants pour des enzymes
impliquées dans l'interconversion des dérivés Hir Tans les plastes. Ces changements ont
pour conséquence une réorientation du flux d'unitésvers la synthése des nucléotides au
détriment des réactions de méthylations (Figuré&f)effet, la diminution importante du pool
de CH-THF, la forte perturbation de 'lhoméostasie desrmédiaires métaboliques du cycle
des méthyles ainsi que I'absence de régulationdrgmi®nnelle des génes codant la centaine
de meéthyltransférases cellulaires suggerent une ftvede perturbation des méthylations
cellulaires (cf chapitre 1l). Ainsi, en réponse @&eucarence en folate, les cellules
d’Arabidopsisétablissent de nouvelles priorités au sein desticdes du métabolisme C1 en
favorisant I'alimentation en unités C1 des voies mp@nent a la synthése des nucléotides,
probablement dans le but de préserver le métabel@mrgétique ainsi que la synthese et la
réparation de I'’ADN.

Situation physiologiqgue Cellules déficientes

Réactions de méthylation

Réactions de méthylation
SAM-dépendantes

SAM-dépendantes

Gly, Ser
formylMet-ARNt

Gly, Ser
formylMet-ARNt

Met Met

Pantothénate
(Vit B5) (Vit B5)

Contrdle - MTX

Pantothénate

Figure 1 : Distribution et utilisation des unités C1 en répnse a un déficit en folategnduit par le
MTX.

La quantité et la distribuin des folates chargés en unités C1 sont illustpaes les
graphiques. Le 5-CHTHF est indiqué en rouge, le 5,10-€FHF en bleu et le 10-CHO-
THF en vert. Lintensité des fleches, basée sudikdribution des dérivés du THF
I'expression des génes,teaeprésentative du flux d'unités C1 vers les défdes voie
utilisatrices.
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Control of folate homeostasis is essential to sustain the demand for one-carbon (C1) units that are necessary for major biological
functions, including nucleotide synthesis and methylation reactions. In this study, we analyzed the genome-wide and metabolic
adaptive response of Arabidopsis (Arabidopsis thaliana) cells to folate depletion induced by the antifolate methotrexate. Drug
treatment induced a response typical to xenobiotic stress and important changes in folate content and composition. This
resulted in a reduction of cell division and primary energy metabolism that was likely associated with perturbation of
nucleotide homeostasis. Through a modification of serine metabolism, folate depletion also induced O-acetylserine accumu-
lation and mimicked sulfur deficiency response. The major adaptive response to folate limitation concerned the composition of
the folate pool rather than the intracellular level of cofactors. Thus, no significant change in the expression of genes involved in
cofactor synthesis, degradation, or trafficking was observed. However, changes in the distribution of C1 derivative pools and
increased expression levels for transcripts coding enzymes manipulating C1 moieties in plastids suggested a reorientation
of C1 units toward the synthesis of purine and thymidylate. Also, no genomic or metabolic adaptation was built up to
counterbalance the major impairment of the methyl index, which controls the efficiency of methylation reactions in the cell.
Together, these data suggested that the metabolic priority of Arabidopsis cells in response to folate limitation was to shuttle the

available folate derivatives to the synthesis of nucleotides at the expense of methylation reactions.

One-carbon (C1) metabolism refers to a complex
network in which C1 units carried by folate cofactors
are used for essential biosynthetic and regulatory
functions. Cellular tetrahydrofolate (THF) derivatives,
collectively termed folate(s), differ in the location
and oxidation level of the C1 unit they carry and
by the length of their (poly)Glu side chain. The 10-
formyl derivative of THF is involved in purine and
10-formylmethionine-tRNA synthesis, 5,10-methylene-
THEF is required for thymidylate and pantothenate syn-
thesis and for Gly to Ser conversion, and 5-methyl-THF
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is the methyl donor for the synthesis of Met (Fig. 1;
Hanson and Roje, 2001). Met is incorporated into
protein or converted to S-adenosylmethionine (Ado-
Met), the universal methyl donor that is involved in
dozens methyltransferase reactions and in the biogen-
esis of ethylene, polyamines, biotin, and nicotiana-
mine (Roje, 2006). C1 metabolism in plants displays
unique features as compared to other organisms, in
particular regarding its multiple subcellular compart-
mentation (Fig. 1). Also, plants are able to synthesize
THF de novo through a complex biosynthetic route
comprising 10 steps located in three subcellular
compartments (plastids, cytosol, and mitochondria;
Rébeillé et al., 2006).

During plant development, the enzymatic capacity
for THF synthesis, the pool of folates, and the de-
mands for Cl units vary importantly (Gambonnet
et al., 2001; Basset et al., 2002, 2004a, 2004b; Jabrin
etal., 2003). Little is known, however, about how folate
homeostasis is controlled to match the supply of C1
units with fluctuating demand and how C1 units are
accurately distributed between different anabolic
routes. To gain insights into the regulatory processes
governing this network, several groups analyzed the
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Figure 1. Overview of C1 metabolism and its compartmentation in plant cells. 1, SHMT; 2, Gly decarboxylase; 3, 5,10-
methylene-THF dehydrogenase; 4, 5,10-methenyl-THF cyclohydrolase; 5, FTHFS; 6, 5,10-methylene-THF reductase; 7, 5-formyl-
THF cycloligase; 8, methionyl-tRNA formyltransferase; 9, glycinamide ribonucleotide transformylase and aminoimidazole
carboximide ribonucleide transformylase; 10, thymidylate synthase; 11, Met synthase; 12, AdoMet synthetase; 13, AdoMet-
dependent methyltransferase; 14, AdoHcy hydrolase; 15, ketopantoate hydroxymethyltransferase; 16, 10-formyl-THF deformylase.
(methylene), CH*- (methenyl), 5-CHO-, and 10-CHO- (formyl).

Ado, adenosine; THF and its derivatives: CH,-

consequences of perturbation of the folate pool on C1
metabolism. By exposing Arabidopsis (Arabidopsis
thaliana) plants to folate antagonists, Prabhu et al.
(1998) determined that a continuous supply of folates
was essential to maintain high rates of Ser synthesis
during the photorespiratory process. Also, plant cell
cultures treated with the folate analog methotrexate
(MTX) displayed an important inhibition of their
growth (Wu et al., 1993), thus emphasizing the crucial
role of folates in nucleotide synthesis and cell division.
Last, folate limitation in Arabidopsis cells was associ-
ated with important perturbation of the activated
methyl cycle, which corresponds to a recycling of
Met and AdoMet following methylation reactions
(Loizeau et al., 2007). Upon 5-methyl-THF depletion,
a delayed restoration of Met and AdoMet homeostasis
was observed and correlated with a proteolytic cleav-
age of the N terminus of the first enzyme involved in
de novo Met synthesis (Loizeau et al., 2007). Process-
ing of this enzyme was specifically associated with
perturbation of the folate pool, thus demonstrating
that a folate-dependent anabolic route can adapt to
folate depletion through a posttranslational regulatory
process. Drug-induced folate starvation in Arabidop-
sis cells was also associated with a significant modi-
fication of folate composition (distribution of C1
derivatives), suggesting an adaptive response to favor
a preferential shuttling of the flux of C1 units to the
synthesis of nucleotides over the synthesis of Met
(Loizeau et al., 2007).

The aim of this genome-wide and metabolic study
was to gain insight into the regulatory process leading
to the adaptation of cell physiology, and more partic-
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ularly of C1 metabolism, upon perturbation of folate
homeostasis. We showed that folate limitation due to
MTX application was responsible for important met-
abolic disturbance, including stress response, impair-
ment in cell division, and reduction of energy
metabolism. Also, a metabolic priority of Arabidopsis
cells was to shuttle the available C1 derivatives to the
synthesis of nucleotides at the expense of AdoMet
synthesis and methylation reactions.

RESULTS AND DISCUSSION

In this study, we used the antifolate MTX to analyze
the genome-wide and metabolic consequences of fo-
late depletion in Arabidopsis cells. MTX is an analog
of dihydrofolate that primarily acts on dihydrofolate
reductase (DHFR), an enzyme involved in the de novo
synthesis of THF and in the regeneration of reduced
folate coenzymes from oxidized dihydrofolate species.
Previous studies have shown that MTX is useful to
manipulate folate pools in plants (Wu et al.,, 1993;
Prabhu et al., 1998; Loizeau et al., 2007). In our study,
MTX was used at 100 um to induce rapid perturbation
of folate homeostasis in Arabidopsis cells, and the
dynamics of global transcriptomic changes was fol-
lowed 2, 6, and 24 h following drug addition to the
culture medium. Folates were determined by liquid
chromatography-electrospray ionization tandem mass
spectrometry (LC-MS/MS), and, taking into account
experimental bias (De Brouwer et al., 2007), derivatives
were grouped into five categories, namely 5-methyl-
THEF, 5-formyl-THF, THF plus 5,10-methylene-THF,
10-formyl-THF plus 5,10-methenyl-THF, and folic
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acid. Control Arabidopsis cells contained an average of
12 nmol folates/g of fresh weight (FW) all along the
examined period (Supplemental Table S1). In treated
cells, MTX uptake was rapid, and the intracellular pool
reached a plateau value atabout 10nmol /g FWafter 6 h
of treatment. Upon MTX treatment, the overall pool of
folate decreased by 22%, 56%, and 77% after 2, 6, and 24
h of exposure to the drug, respectively (Supplemental
Table S1). As previously described by Loizeau et al.
(2007), this treatment also induced an imbalance in
Cl-substituted cofactors, the pool of 5-methyl-THF
being the most severely reduced, whereas other deriv-
atives decreased less rapidly.

Effects of MTX on Genome-Wide Expression in
Arabidopsis Cells

To follow changes in gene expression over the time
course of exposure to MTX, we directly compared
control and MTX-treated cells at 2, 6, and 24 h (Fig. 2A,
comparisons 1-3) using the Complete Arabidopsis
Transcriptome MicroArray (CATMA) chips. Statistical
analysis using a P-value cutoff of <0.05 after Bonferroni
correction (Gagnot et al., 2008) revealed 4,538 genes
displaying significant differential expression at some
point during drug treatment. Thus, 20% of the 22,089
Arabidopsis nuclear genes represented on the CATMA
array displayed changes in mRNA levels in response
to MTX treatment. The dynamics of genome-wide
response was confirmed through direct comparisons
of MTX-treated cells at 2, 6, and 24 h (Fig. 2A, com-
parisons 4-5). Differentially expressed genes showed
an equal distribution between up- and down-regulated
groups (2,326 and 2,318 genes, respectively, Fig. 2B).
In addition, 106 genes were shared by these two
categories as they displayed induction followed by
repression, or vice versa, during the time course
analysis. The expression profiles of 12 selected genes
were analyzed by real-time quantitative RT-PCR
(qPCR) and allowed to validate the array experi-
ments (Supplemental Table S2).

To focus our study on highly responsive transcripts,
we have selected differentially expressed genes for
which log,(ratio) was >1 or <—1 (corresponding to
2-fold changes). The resulting 2,661 MTX-responsive
genes were classified according to their temporal
expression, and we could define two principal sets of
genes corresponding to an early (6 h) and a late (24 h)
response to MTX treatment (Fig. 2B). After 2 h of
exposure to MTX, cellular changes due to drug incor-
poration within cells and the associated modest de-
pletion of the folate pool (22% as compared to control
cells) were not sufficient to induce a significant tran-
scriptional response of Arabidopsis cells. The early
response to MTX treatment comprised 1,106 highly
regulated genes, of which 657 displayed only transient
differential expression at 6 h. For 448 genes, the
differential expression observed in the early phase of
the response to MTX was maintained in the late
period. Both the transient and persistent sets of early
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Control 2h Control 6h Control 24h
MTX 2h MTX 6h MTX 24h
B Differentially expressed genes: 4538 (2661)

Induced genes: 2326 (1372)

Repressed genes: 2318 (1323)

Figure 2. Experimental design for CATMA transcript profiling and
distribution of MTX-responsive genes over the time course analysis. A,
Schematic representation of the experimental procedure used for
transcript profiling of the Arabidopsis cell response to MTX. Five
comparisons (1-5) of MTX-treated cells and corresponding controls
were performed at three time points (see “Materials and Methods” for
details). B, Number of genes regulated in response to MTX treatment.
Differentially expressed genes were selected by statistical analysis after
Bonferroni correction (P-value cutoff of 0.05). Numbers in parenthesis
correspond to highly regulated genes, i.e. genes for which the log,
(ratio) value was >1 or <—1 (2-fold changes).

regulated genes were characterized by a high propor-
tion of up-regulated transcripts (63%). Lastly, genes for
whom the differential expression was specific to the
late response to MTX accounted for 60% of highly
responsive transcripts. Particularly, 908 out of 1,323
down-regulated genes (i.e. 69%) were typical of a late
response (Fig. 2B).

To gain insight into the biological processes in which
the highly differentially expressed genes are involved,
we performed functional categorization based on the
Munich Information Center for Protein Sequences
(MIPS) database (Fig. 3; Ruepp et al., 2004). In addition
to the large number of genes with no clear function
(74% of the Arabidopsis genes and 66% of the MTX-
responsive genes), the principal bias of the MIPS
classification resides in the important variation in the
number of genes in each category. Thus, to highlight
biological processes that are significantly affected by
the MTX treatment, we compared the proportion (in
percent), but not the number, of MTX highly respon-
sive genes assigned in each category to the relative
distribution of all the Arabidopsis annotated genes in
the different categories (Fig. 3). Using these criteria,
the most significantly modified categories among the
MTX-repressed genes were metabolism, energy, pro-
tein synthesis, cell fate and differentiation, interaction
with the environment, and cell cycle. Figure 3 shows
that for MTX-induced genes, the MIPS categories
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Figure 3. Functional categorization of MTX-regulated genes. Highly
responsive genes were separated into up-regulated (gray bars) and
down-regulated (black bars) sets and classified into functional cate-
gories using the MIPS interface (Ruepp et al., 2004). The proportion (in
percent) of MTX-responsive genes identified in each category is indi-
cated on the x axis. Dotted lines indicate the distribution (percent) of all
the Arabidopsis genes in each MIPS category. Asterisks indicate that the
distribution of MTX-responsive genes is significantly different from that
of Arabidopsis genes using a chi-square test with an « risk of P < 0.01.
Genes of unknown function, which represent 74% of the Arabidopsis
genes and 66% of the MTX-responsive genes, were excluded from the
figure for clarity.

principally affected were transcription and cell rescue,
whereas protein synthesis was the lowest represented
functional group. The function of selected groups of
MTX-regulated genes will be analyzed in detail in the
next paragraphs.

MTX Treatment Is Associated with a Broad Slowdown of
Primary Metabolic and Cellular Processes

In agreement with the antiproliferative properties of
MTX, we observed that growth of Arabidopsis cells
supplied with the drug was markedly reduced (Sup-
plemental Fig. S1). Cell viability was not affected by
MTYX, thus indicating that the treatment did not trigger
cell death during the examined period of culture.
Thus, growth inhibition upon MTX treatment illus-
trated the crucial role of folates in nucleotide synthesis,
DNA synthesis, and cell division. It was not surpris-
ing, therefore, to observe that MTX-repressed genes
were highly represented in the “cell cycle and DNA
processing” MIPS functional category (Fig. 3). More
specifically, it appeared that crucial genes involved in
the control of the G2/M transition of the cell cycle
(Francis, 2007) were down-regulated in MTX-treated
cells, mainly in the late phase of the response. Thus,
the cyclin-dependent protein kinase B CDKB2, for
which the activity normally peaks in mid-to-late G2,
the CKS1 and CKS2 proteins that interact with CDKs,
and three cyclins A/B, substrates of CDKs, were
down-regulated in response to MTX treatment (Sup-
plemental Table S3). A similar behavior was observed
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for CDC25, which dephosphorylates CDKA/B to al-
low the fully active kinase to drive cells into mitosis
(Francis, 2007). Also, the down-regulation of seven
tubulin a- and B-chain coding genes and of the KIS
tubulin-folding cofactor gene suggested that the mi-
crotubule cytoskeleton, which forms unique arrays
during cell division, was markedly affected in MTX-
treated cells (Supplemental Table S3). Together, these
data suggested that folate depletion probably resulted
in perturbation of nucleotide homeostasis and abnor-
mal DNA synthesis during the S phase and induced a
subsequent blockage of cell division through a down-
regulation of key genes of the G2/M check-point.

As illustrated in Figure 3, the impairment in cell
division was accompanied by an important repression
of genes involved in protein synthesis and metabo-
lism. Thus, 44 genes coding ribosomal proteins, which
are structural constituents of ribosome 40S and 60S,
were down-regulated in the early and late phases of
MTX response. An important decrease in cellular
energy metabolism was also a characteristic of the
response induced by MTX. Measurements of respira-
tion rates in control and treated cells indicated an
approximately 40% reduction after 24 h of exposure to
the antifolate (Supplemental Fig. S1). Photosynthesis,
which is not elevated in Arabidopsis cells grown
under mixotrophic conditions, was also reduced by
about 50% in MTX-treated cells as compared to con-
trols after 24 h of treatment. These measurements fit
well with the transcriptomic data showing that key
genes of both respiration (e.g. subunits of mitochon-
drial inner membrane complexes) and photosynthesis
(e.g. small subunit of Rubisco and subunits of PSI and
PSII) were down-regulated in the late phase of expo-
sure to MTX (Supplemental Fig. S2). Several genes
involved in photorespiration, a process that is tightly
associated with photosynthesis in C3 plants and de-
pends on folate-dependent steps located in mitochon-
dria, were also down-regulated in response to MTX
treatment. These genes encode the principal mito-
chondrial isoform of Ser hydroxymethyltransferase
(SHMT; Voll et al., 2006) and the H, P, and T subunits
of the Gly decarboxylase complex (Douce et al., 2001).

In conclusion, the effects of MTX treatment resulted
in a broad slowdown of essential physiological func-
tions, including cell division and primary energy
metabolism. These changes could be due, to some
extent, to perturbations of NTP and dNTP pools
following MTX treatment. Indeed, in addition to their
essential role as building blocks for nucleic acid syn-
thesis, purine and pyrimidine are also required for
energy metabolism and participate in many important
biochemical processes (Zrenner et al., 2006). Folate
depletion, through the inhibition of both purine and
pyrimidine synthesis (Fig. 1), was likely responsible
for the observed physiological and genome-wide re-
sponse of Arabidopsis cells to MTX treatment. To
support these assumptions, Kidd et al. (1982) have
shown that pea (Pisum sativum) seedlings treated with
the antifolate asulam accumulated two intermediates

Plant Physiol. Vol. 148, 2008



of purine biosynthesis, thus indicating that folate
deficiency was associated with an impairment of nu-
cleotide synthesis. Also, growth inhibition of tobacco
(Nicotiana tabacum) protoplast-derived cells induced
by MTX was prevented by a mixture of Met, adenine,
and thymidine (Poll et al., 1984).

MTX Induces a Stress Response Characteristic to
Xenobiotic Treatments

According to the MIPS catalogue, 66 putative tran-
scription factors belonging to various families were
found to be up-regulated in response to MTX treat-
ment (i.e. 4.5% of the up-regulated genes; Fig. 3). A
search in the plant transcription factor database
PlantTFDB (Guo et al., 2008) enlarged this list to 146
members. Among them, 86 genes were associated with
the early response and 13 displayed log,(ratio) higher
than 3 (8-fold induction) after 6 h of exposure to MTX.
To analyze whether these genes were specifically
associated with MTX treatment and/or perturbation
of folate homeostasis, we analyzed their expression
profiles using the Genevestigator database and soft-
ware (Zimmermann et al., 2004). The 13 selected genes
were found to be up-regulated to elevated levels by at
least one abiotic and biotic stress. Examination of other
up-regulated genes coding putative transcription fac-
tors suggested that most of these changes were not
characteristic for folate depletion but most likely
resulted from a stress response induced by the MTX
drug. This assumption was strengthened by the ob-
servation that MTX-induced genes were highly repre-
sented in the MIPS functional category “cell rescue
and defense” (Fig. 3). These genes related to stress
response include, for example (Supplemental Table
S3), the Aoxla and Aoxld genes coding alternative
oxidases (Clifton et al., 2006) and genes involved in the
synthesis of ethylene and polyamines, two metabolites
derived from AdoMet (Fig. 1) and involved in plant stress
responses (Fujita et al, 2006; Groppa and Benavides,
2008). Other stress-related genes could be associated
more specifically to detoxification of xenobiotics by
plants (Coleman et al., 1997). They include several genes
coding Cyt P450s, glutathione S-transferases, glycosyl-
and sulfotransferases, ATP-binding cassette transporters,
and MATE efflux family proteins (Supplemental
Table S3). The most important protective phases of
the detoxification process involve conjugation of the
drug to glutathione or another hydrophilic molecule
and sequestration of the conjugates into the vacuole or
extrusion outside the cell (Coleman et al., 1997). In
animal models, it has been shown that members of the
ATP-binding cassette superfamily, including multi-
drug resistance proteins (MRPs) and breast cancer
resistance protein (BCRP), are high-capacity ATP-
driven MTX efflux transporters (Assaraf, 2006). There-
fore, by actively extruding antifolates, overexpressed
MRPs and/or BCRP confer resistance to antifolate che-
motherapy. In Arabidopsis, the AtMRP1 and AtMRP4
proteins have been shown to mediate transport of
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MTX and/ or folate (Klein et al., 2004). These two genes
were not differentially expressed in MTX-treated cells.
However, AtMRP2 and AtMRP3, for which the ability
to transport MTX or folate has not yet been tested
(Klein et al., 2006), were up-regulated to a limited
extent (2- to 3-fold) in response to MTX treatment
(Supplemental Table S3). Additional experiments will
be necessary to determine whether these MRPs and
other MTX-responsive transporters are involved in
antifolate detoxification and, eventually, in the trans-
port of physiological folates.

Supplementation with Leucovorin Allows Determining
the Specificity of the Response to Folate Depletion

Taken together, the above-presented data indicated
that treatment with MTX was responsible for a stress
response, in part related to xenobiotic-induced detox-
ification processes. The main goal of our study was to
gain insight into the regulatory process leading to the
adaptation of C1 metabolism upon perturbation of
folate homeostasis. To discriminate between the re-
sponse due to the undesired effects of MTX and the
one associated with folate depletion, we used leuco-
vorin (LV), a stable folate derivative (5-formyl-THF)
that is administered in anticancer chemotherapy after
antifolate treatment to rescue normal cells from the
cytotoxicity of MTX (Stover and Schirch, 1993; McGuire,
2003). LV is an inhibitor of many folate-dependent
enzymes in vitro, but exceptionally high levels of
5-formyl-THF do not much affect fluxes through
folate-dependent reaction in vivo in Arabidopsis (Goyer
et al., 2005). Thus, this well-tolerated folate derivative
was used for supplementation assays. The new set of
experiments comprised four culture conditions: cells
treated with MTX (100 um, as for the transcriptomic
studies) or LV (500 um), cells treated with both com-
pounds, and control cells. Cells were collected after 6,
12, and 24 h of exposure to the different compounds.

In this series of experiments, control cells contained
17 = 3 nmol folate/g FW, a pool that is substantially
higher than the one measured in control cells used for
transcriptomic studies (12 * 2 nmol/g FW; Supple-
mental Table S1; Fig. 4). Cell treatment with MTX
resulted in an important depletion of folate to 1.3
nmol/g FW, whereas supplementation with LV alone
led to intracellular folate accumulation to elevated
levels (>50 nmol/g FW; Supplemental Table S1). The
simultaneous addition of LV and MTX in the culture
medium did not interfere with drug uptake but fully
abolished the overall folate depletion induced by MTX
(Fig. 4). Indeed, the folate pool was maintained above
16 nmol/g FW throughout the examined period. How-
ever, the distribution of C1 derivatives was significantly
changed, with an increased ratio of 5-formyl-THF in LV-
supplemented cells as compared to control cells (Fig. 4).

Analysis of the physiological parameters of cells
treated with MTX and LV indicated that supplemen-
tation was associated with a partial rescue of cell
growth and primary energy metabolism (Supplemen-
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Figure 4. Measurements of folate pools in Arabidopsis cells treated
with MTX alone or in combination with LV. Cells were grown in
standard conditions or exposed to MTX (100 um) alone or in combi-
nation with LV (5-formyl-THF, 500 um). The following pools of folates
were determined by LC-MS/MS (Zhang et al., 2005): 5-methyl-THF,
5-formyl-THF, THF plus 5,10-methylene-THF, 10-formyl-THF plus
5,10-methenyl-THF, and folic acid. Data are means of three biological
replicates and sp. Values are available in Supplemental Table S1.

tal Fig. S1). It seems, therefore, that these cellular
processes were not affected by overall folate depletion
but rather by changes in individual Cl-derivative
pools, which were not restored to accurate levels in
supplementation assays. The persistent deleterious
effects of MTX, albeit LV supplementation, may also
be due to the direct inhibition of key enzymes involved
in purine and thymidylate synthesis, as demonstrated
in animal models (McGuire, 2003). In animals, the folate-
dependent enzymes thymidylate synthase, glycinamide
ribonucleotide, and aminoimidazole-carboxamide ribo-
nucleotide transformylases (Fig. 1) have been shown to
be inhibited by MTX and by dihydrofolates, which
accumulate when DHEFR, the principal target of MTX, is
blocked (McGuire, 2003). The parallel between the
animal and plant systems is supported by two obser-
vations. First, MTX accumulated to elevated levels
in Arabidopsis cells (Supplemental Table S1) so that
the activities of the hypothetical secondary targets of
MTX should be markedly impaired. Second, folic acid
accumulated in Arabidopsis cells treated with MTX
alone or in combination with LV (Fig. 4). The increase in
folic acid pool was probably due to the inhibition of
DHFR enzymes and the accumulation of their sub-
strate, dihydrofolates. These compounds could not be
measured directly in MTX-treated cells, because they
are very labile and are in part oxidized to folic acid
during the analytical procedure used for folate mea-
surements (De Brouwer et al., 2007). Also, it is likely that
dihydrofolates were oxidized to folic acid in vivo and
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potentially catabolized to pteridines and p-aminoben-
zoylglutamate, as shown in Escherichia coli cells treated
with the DHFR inhibitor trimethoprim (Quinlivan et al.,
2000).

Together, these results indicated that supplementa-
tion of MTX-treated cells with LV prevented overall
folate depletion but did not restore a folate composi-
tion similar to control cells. Moreover, the subsequent
analyses of selected genes and metabolites indicated a
delay in the response to folate depletion in the two sets
of experiments (transcriptomic and rescue studies),
likely because cells initially displayed differences in
folate pool size and composition (Supplemental Table
S1). Thus, the early response took place after 6 h in
cells collected for the transcriptomic studies (Supple-
mental Table S2), whereas it was delayed to 12 h in
cells used for the rescue experiments (Figs. 5 and 7). A
detailed analysis of folate pools in the two sets of
cultures was done to identify which derivative(s)
could be responsible for the observed delay. It appears
that most of the changes in gene expression and
metabolite levels could be correlated to the cellular
level of 5-methyl-THF, with a threshold at about 0.5
nmol/g FW below which cellular responses are in-
duced (Supplemental Table S1). We cannot exclude
that another folate derivative can act as a sensor in
transcriptional and metabolic controls. For example,
the level of 5,10-methylene-THEF, which could not been
determined because it is converted to THF during the
analytical procedure, could play an important role in
signaling folate depletion in Arabidopsis cells. In yeast
(Saccharomyces cerevisiae), the level of 5,10-methylene-
THF in the cytoplasm has a direct role in signaling
transcriptional control of several genes involved in C1
metabolism and de novo purine synthesis (Piper et al.,
2000; Gelling et al., 2004). As mentioned above, the
inhibition of DHFR could have resulted in the accu-
mulation of folate catabolic products in Arabidopsis
cells treated with MTX. Although we did not quantify
pteridines and p-aminobenzoylglutamate, it is likely
that these compounds do not play any important role
in the transcriptional and metabolic responses we
observed, because LV supplementation abolished or
markedly reduced the effects of MTX (see below),
albeit folic acid, and potentially folate catabolites,
accumulated to similar levels in cells treated with
MTX or MTX plus LV (Supplemental Table S1).

Folate Depletion Is Accompanied by a Limited Response
of the Gene Network Controlling the Intracellular
Folate Pool

Folate-autotrophs are able to synthesize THF
through a complex biosynthetic route comprising 10
reactions (Rébeillé et al., 2006). In plants, the expres-
sion level of several enzymes involved in this pathway
was correlated with the pool of folate and the demand
for C1 units in various physiological situations (Basset
et al., 2002, 2004a, 2004b; Jabrin et al., 2003). Our work
is, to our knowledge, the first genome-wide analysis of
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the effect of folate limitation in a folate autotroph,
providing the opportunity to study the transcriptional
regulation of cofactor biosynthesis. Our transcriptomic
data indicate that the expression of only one gene
involved in THF synthesis was modified by folate
depletion (Supplemental Table S4). This gene encodes
the cytosolic isoform of folylpolyglutamate synthetase
(cytFPGS), the last enzyme of the biosynthetic route,
which is responsible for polyglutamylation of THF
and Cl-substituted folate coenzymes in the cytosol
(Ravanel et al., 2001). The differential expression of the
cytFPGS gene (2- to 5-fold induction) was confirmed
by qPCR in both cells used for the transcriptomic
analysis and the supplementation assays. The cytFPGS
expression profiles illustrated the previously men-
tioned delay between the two series of experiments.
In the first experiment, the cytFPGS transcript peaked
after 6 h of exposure to MTX (Supplemental Tables S2
and S4), whereas maximal expression level was ob-
served at 12 h in the second series of experiments (Fig.
5). The induction of the cytFPGS gene observed in
MTX-treated cells was abolished in cells treated with
both MTX and LV, and the steady-state level of the
transcript was not affected by supplementation with
LV alone (Fig. 5). This suggested that induction of
cytFPGS was not a consequence of MTX or LV uptake
and accumulation in cells. Rather, this adaptation was
due to depletion of a natural folate, possibly 5-methyl-
THF and/or 5,10-methylene-THF.

Due to its positioning at the end of THF biosynthetic
pathway, cytFPGS is not assumed to change flux
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toward THF synthesis but rather to influence the
extent of folate glutamylation in the cytosol. Under
folate-limiting conditions, there may be two advan-
tages in favoring polyglutamylation of folates. First,
folylpolyglutamates are the most efficient substrates
for most folate-dependent enzymes. For example, the
cytosolic and chloroplastic isoforms of Met synthase
strictly depend on a polyglutamylated 5-methyl-THF
derivative to catalyze their reaction (Ravanel et al.,
2004). Second, folylpolyglutamates are less susceptible
to catabolism and turnover (Suh et al., 2001). In the
absence of transcriptional regulation of Arabidopsis
genes involved in folate catabolism or salvage (Sup-
plemental Table S4), one can propose that increasing
polyglutamylation in the cytosol is an adaptation to
limit folate breakdown in cells treated with MTX.

In folate-auxotroph organisms, the expression of
folate transport proteins located on the plasma mem-
brane adapts to extracellular folate levels and thus
participates to the regulation of intracellular homeo-
stasis of the cofactor (Matherly and Goldman, 2003). It
appears that Arabidopsis cells do not elaborate a
coordinated transcriptional regulation of key genes
involved in cofactor synthesis, degradation, or traf-
ficking to compensate folate limitation induced by
MTX. This finding was unexpected, because the ex-
pression of several genes of THF biosynthesis was
correlated with folate levels in many physiological
situations (Basset et al., 2002, 2004a, 2004b; Jabrin et al.,
2003). Also, the overexpression of genes involved in
the first steps of THF synthesis led to transgenic plants
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Figure 5. Expression profiles of genes involved in the
adaptation of C1 metabolism in response to folate
depletion. The relative steady-state transcript levels
for At3g55630 (cytFPGS), At1g50480 (FTHFS),
At1g36370 (cpSHMT), and Atig19770 (PUP14)
were determined by qPCR. Control cells (W) and cells
treated with MTX (O), MTX and LV (a), and LV (X)
were analyzed after 0, 6, 12, and 24 h of treatment.
The actin2/7 gene (At5g09810) was used to normal-
ize qPCR data. Data are means of three biological
replicates and sp.
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with increased folate levels (Diaz de la Garza et al.,
2007; Storozhenko et al., 2007). Together, our data
suggest that folate level does not exert feedback tran-
scriptional control on its own biosynthetic route, a
situation that does not exclude regulation through
posttranscriptional events.

The Imbalanced Activity of the Methyl Cycle Induced by
5-Methyl-THF Limitation Cannot Be Compensated
through Transcriptional Response

The pool of 5-methyl-THF was rapidly reduced in
cells treated with MTX. As a consequence, the homeo-
stasis of the intermediates of the activated methyl
cycle was markedly affected, as previously observed
by Loizeau et al. (2007). Thus, after 6 h of treatment,
5-methyl-THF was reduced by approximately 70% as
compared to controls (Fig. 4) and S-adenosylhomo-
cysteine (AdoHcy), the by-product of AdoMet-meth-
yltransferases (MTases), accumulated by 5-fold (Fig.
6). The rise in the AdoHcy pool could be attributed to
the activity of AdoHcy hydrolase, a cytosolic revers-
ible enzyme that catalyzes the hydrolysis of AdoHcy
into homo-Cys (Hcy) and adenosine (Fig. 1). The
hydrolytic reaction is only favored by removal of
reaction products through the enzymes Met synthase
and adenosine kinase, respectively (Moffatt and
Weretilnyk, 2001). In MTX-treated cells, 5-methyl-
THF depletion most probably impaired the reaction
catalyzed by Met synthase, thus limiting the removal
of Hcy in the cytosol and favoring AdoHcy hydrolase
in the direction of AdoHcy synthesis (Fig. 1; Loizeau
et al., 2007). In the very early phase (6 h) of the
response, the other key intermediates of the activated
methyl cycle did not change significantly (Fig. 6),
suggesting that the conversion of Hcy to AdoHcy
was a metabolic priority, probably to avoid the toxic
effect of this compound (Perla-Kajan et al., 2007); and
the synthesis of Met and AdoMet was sufficient to
follow the demand for anabolic reactions (e.g. protein,
ethylene, and polyamine synthesis). To support this
last assumption, it is worth noting that the K, value for
chloroplastic Met synthase is 4-fold lower than for the
cytosolic isoforms (17 versus 60 uM, respectively;
Ravanel et al., 2004), suggesting that upon 5-methyl-
THF limitation, the de novo synthesis of Met in plas-
tids could be less affected than Met recycling in the
cytosol.

The major consequence of the AdoHcy increase was
a 5-fold reduction in the AdoMet to AdoHcy ratio
(referred to as the methyl index), which is an indicator
of the cell capacity to perform methylation reactions.
Indeed, AdoMet-dependent MTases are strongly in-
hibited by AdoHcy, which behaves as a competi-
tive inhibitor to the substrate AdoMet (Moffatt and
Weretilnyk, 2001). Despite these important changes
that could have short-term deleterious effects on cell
physiology, the key genes involved in the activated
methyl cycle were not differentially regulated during
the early response to MTX (Supplemental Table 54).
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Thus, the imbalanced activity of the cycle initiated
after 6 h of exposure to MTX propagated until the end
of the treatment. As a consequence, AdoHcy and then
Hcy accumulated to elevated levels, and the Met and
AdoMet pools progressively declined, probably be-
cause of an imbalance between fluxes of regeneration
and utilization of these metabolites (Fig. 6). Supple-
mentation of MTX-treated cells with LV allowed to
maintain the 5-methyl-THF pool at 50% = 10% of the
control levels (Fig. 4), a situation that was sufficient to
prevent Met and AdoMet changes (Fig. 6). However,
this reduction was sufficient to trigger AdoHcy and
Hcy, to a lower extent, accumulation, suggesting again
that the cytosolic Met synthases were more sensitive to
5-methyl-THF limitation than their chloroplastic coun-
terpart. In the late phase of the response (24 h), several
genes coding enzymes of the activated methyl cycle
were down-regulated (Supplemental Table S4), sug-
gesting an attempt to adapt to long-term perturbation
of the cycle. In this regard, it has been shown previ-
ously that a persistent situation of folate deficiency
was associated with a posttranslational modification
of the first enzyme specific for de novo Met synthesis
and a restoration of Met and AdoMet homeostasis
(Loizeau et al., 2007).

After 12 and 24 h of exposure to MTX, the methyl
index was reduced by 20- to 40-fold, respectively,
suggesting a dramatic impairment in cell ability to
perform methylation reactions. Even though, our tran-
scriptomic data indicated that only a limited number
of genes coding MTases were differentially expressed
under these conditions. Among the 135 genes coding
MTases in the Arabidopsis genome, only four were up-
regulated and six were down-regulated with at least
2-fold changes in response to MTX treatment (Supple-
mental Table S4). Three of these differentially ex-
pressed MTases are involved in the biogenesis of
sterols, which are structural components of mem-
branes and precursors of steroid hormones (He et al.,
2003). The potential role of these compounds in the
adaptation of Arabidopsis cells to folate depletion is
not known. Together, these results indicated that,
despite the probable marked limitation of MTases
activities, transcriptional regulation of most, if not
all, genes coding these enzymes was not dependent on
the methyl index.

Folate Depletion Is Associated with a Reorientation of C1
Units toward the Synthesis of Nucleotides in Plastids

The pool of folate is made of a dynamic equilibrium
of coenzymes carrying C1 units at different oxidation
levels and having different metabolic fates. Several
genes coding enzymes involved in the loading of C1
units onto THF and in the conversion of C1 units were
differentially expressed in cells treated with MTX
(Supplemental Table S4). As previously mentioned,
genes coding mitochondrial SHMT and several sub-
units of the Gly decarboxylase complex were down-
regulated in the late phase of the response to MTX

Plant Physiol. Vol. 148, 2008



Adaptive Response of Arabidopsis Cells to Folate Depletion
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Figure 6. Analysis of key intermediates of the acti-
vated methyl cycle in Arabidopsis cells treated with
MTX and LV. Control cells (m) and cells treated with
MTX (O), MTX and LV (a), and LV (X) were analyzed
after 0, 6, 12, and 24 h of treatment. The pools of Met,
Hcy, AdoMet, and AdoHcy were determined by RP-
HPLC after derivatization with specific probes as
described in “Materials and Methods.” The methyl
index was determined as the AdoMet to AdoHcy
ratio. Data are means of three biological replicates
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treatment. We found that the transcripts coding 10-
formyl-THF synthetase (FTHFS) and chloroplastic
SHMT (cpSHMT) were up-regulated in the early
phase of the response (Fig. 5; Supplemental Tables S2
and 54). The up-regulation of these genes was mark-
edly reduced in cells supplemented with LV, suggest-
ing that theses changes were associated with a
limitation in folate availability, possibly 5-methyl-
THF and/or 5,10-methylene-THE. Moreover, these
results suggested a reorientation of C1 metabolism in
plastids to favor the synthesis of 10-formyl-THF and/
or 5,10-methylene-THF and thus to allocate C1 units
toward the synthesis of nucleotides in this compart-
ment (Fig. 1). First, the ATP-dependent condensation
of formate and THF to produce 10-formyl-THF is
catalyzed by FTHFS, an enzyme found in the cytosol,
mitochondria, and plastids (Hanson and Roje, 2001).
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Also, the de novo purine biosynthetic pathway, in-
cluding the 10-formyl-THF-dependent glycinamide
ribonucleotide and aminoimidazole-carboxamide ri-
bonucleotide formyltransferases, is located in plastids
in Arabidopsis (Zrenner et al., 2006). Second, cpSHMT
is involved in the conversion of Ser and THF into Gly
and 5,10-methylene-THF (Besson et al., 1995). A bi-
functional DHFR/thymidylate synthase is present in
plastids (Luo et al., 1997) and could allow the 5,10-
methylene-dependent methylation of dUMP to dTMP.
The reorientation of C1 metabolism toward the syn-
thesis of nucleotides in plastids was strengthened by
the simultaneous up-regulation of the AtPUP14 gene
coding a putative purine transporter (Fig. 5). Because
this transporter is predicted to be located in chloro-
plasts (TargetP server; Emanuelsson et al., 2000), one
can suggest that it will be involved in the efflux of
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purine outside of plastids to sustain metabolic pro-
cesses in the rest of the cell.

Folate Depletion Induces O-Acetylserine Accumulation
and Up-Regulates the Sulfate Assimilatory Pathway

The genome-wide analysis of MTX-treated Arabi-
dopsis cells revealed a set of genes involved in the
sulfate assimilatory pathway. Most of these genes were
up-regulated in the early phase of the response and
encode sulfate transporters and key enzymes involved
in sulfate activation, reduction, and incorporation into
Cys (Supplemental Table S5). The induction of these
genes, e.g. APR1 coding adenosine 5’'-phosphosulfate
reductase (Fig. 7), is characteristic for the adaptive
response of plant to sulfur (S) deficiency (Hirai et al.,
2003; Nikiforova et al., 2003). Under S-limiting condi-
tions, the pools of the S-containing metabolites Cys

and glutathione are also markedly reduced (Hirai
et al.,, 2004; Nikiforova et al., 2005). Our metabolic
analyses indicated that folate depletion was not asso-
ciated with significant changes in the level of Cys and
that the pool of glutathione was reduced by about 30%
after 24 h of exposure to MTX (Fig. 7). However, we
found that O-acetylserine (OAS), a key intermediate of
sulfate assimilation, accumulated in folate-depleted
cells (Fig. 7). OAS has been shown to act as a regulator
of global transcript and metabolites profiles under
S-limiting conditions (Hirai et al., 2004; Nikiforova
etal., 2005). Thus, OAS accumulation in the early phase
of the response to MTX treatment was probably at the
origin of the observed transcriptional response. OAS is
synthesized from Ser and acetyl-CoA by the enzyme
Ser acetyltransferase (Wirtz and Droux, 2005). In MTX-
treated cells, the pool of Ser increased gradually, and
this could be attributed to an impairment of the

Figure 7. Measurements of key metabolites and gene 100 1.8 -
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conversion of Ser into Gly catalyzed by the folate-
dependent enzyme SHMT (Fig. 1; Prabhu et al., 1998;
Loizeau et al., 2007). We suggest that the increase in Ser
levels in MTX-treated cells was at the origin of the
elevation of OAS through an increased activity of Ser
acetyltransferase. This assumption is supported by the
previous finding that Ser application to Arabidopsis
plants increased OAS levels and induced S deficiency
response (Ohkama-Ohtsu et al., 2004). Also, in cells
treated with MTX and LV, we found that the accumu-
lation of Ser, OAS, and transcripts of the S-responsive
gene APR1 was less important and delayed as com-
pared to cells treated with MTX alone (Fig. 7). To-
gether, these data indicated that folate depletion
mimicked S deficiency response through the OAS-
mediated coordinated transcriptional regulation of
key genes of the sulfate assimilatory pathway.

CONCLUSION

The present genome-wide and metabolic analysis
revealed several adaptive responses of Arabidopsis
cells to MTX treatment and perturbation of folate
homeostasis. Transcriptomic data indicated that MTX
treatment induced a stress response and suggested
that a protective effect builds up rapidly after cellular
uptake of the drug. Similar stress-responsive effects
have been associated with antifolate application or
folate depletion in bacteria, animal models, fly, and
yeast (e.g. Huang et al., 1997, 2004; Gelling et al., 2004;
Affleck et al., 2006). As a consequence of the multi-
plicity of cellular functions in which folate derivatives
are involved, perturbations to this network had far-
reaching consequences. Thus, modification of nucleo-
tide homeostasis resulted in cell division arrest and in
reduction of energy metabolism. Also, impairment of
Ser catabolism led to OAS accumulation and to a
transcriptional response typical of S starvation.

Regarding C1 metabolism, the major adaptive re-
sponse of Arabidopsis cells to folate depletion con-
cerned the composition of the folate pool rather than
the intracellular level of cofactors. Indeed, no signifi-
cant change in the expression of genes that could have
increased the flux toward THF production was ob-
served. However, the distribution of C1 derivatives as
well as the expression of several genes coding en-
zymes manipulating C1 moieties was significantly
affected in depleted cells. Because of the predomi-
nance of 5-methyl-THF over other folate derivatives in
many plant organs, tissues, or cells, previous studies
concluded that the synthesis of Met and AdoMet was a
metabolic priority in many physiological situations
(Hanson and Roje, 2001; Rébeillé et al., 2006). Our
study indicates that this situation is not true in
Arabidopsis cells for which the pool of folate is limited
by the use of MTX. Indeed, no genomic or metabolic
adaptation was built up to counterbalance the major
impairment of the methyl index, which controls meth-
ylation of essential metabolites, proteins, and nucleic

Plant Physiol. Vol. 148, 2008

51

Adaptive Response of Arabidopsis Cells to Folate Depletion

acids in the cell. However, folate depletion was asso-
ciated with increased expression levels for transcripts
coding FTHFS, cpSHMT, and a purine transporter,
suggesting a reorientation of C1 units toward the
synthesis of purine and thymidylate in plastids. To
summarize, the metabolic priority of Arabidopsis cells
in response to folate limitation was to shuttle the
available folate derivatives to the synthesis of nucle-
otides at the expense of AdoMet synthesis and meth-
ylation reactions. Similar conclusions were obtained
using human colonic epithelial cells grown in folate-
deficient conditions (Hayashi et al., 2007). Moreover, it
was proposed that, under certain conditions, the cy-
toplasmic SHMT acts as a switch to modulate nucle-
otide synthesis and methylation reactions in animal
cells (Herbig et al., 2002). In yeast, a limitation in the
cytoplasmic pool of 5,10-methylene-THF was associ-
ated with the co-induction of several genes involved in
C1 metabolism (referred to as the C1 regulon) as well
as genes for enzymes of de novo purine biosynthesis
(Gelling et al., 2004). In contrast to the situation
existing in plant and animal cells, co-regulation of
the C1 regulon and purine synthesis in yeast was
not at the expense of Met and AdoMet synthesis.
Together, the data obtained in folate-auxotroph and
folate-autotroph organisms indicate that C1 metabo-
lism operates as a flexible system whereby folate com-
position is adapted to maintain the supply of C1 units
to anabolic pathways.

MATERIALS AND METHODS
Cells and Growth Conditions

Arabidopsis (Arabidopsis thaliana) ecotype Columbia cell suspension cul-
tures were grown under continuous light (40 uE m ™2 s™") at 22°C with rotary
agitation at 125 rpm in Gamborg’s B5 medium supplemented with 1 um
2-naphtalene acetic acid and 1.5% (w/v) Suc. Cells were subcultured every
7 d, and chemicals were added to cultures at the beginning of exponential
growing phase (3 d after subcloning). At each time point, cells were collected,
washed with distilled water, weighed, and frozen in liquid nitrogen. Each
experiment was done in triplicate.

Measurements of Respiration, Photosynthesis, and
Cell Viability

Measurements of respiration rate were done in 1 mL of Gamborg’s B5
medium containing 50 mm sodium bicarbonate, and oxygen consumption was
determined in the darkness using an O, electrode (Hansatech, Eurosep
Instruments) at 25°C. Photosynthetic activities were determined in the same
conditions using a white light source of 2,000 uE m s L Cell viability was
determined using the vital dye fluorescein diacetate, as described by Loizeau
et al. (2007).

Measurements of Metabolites

Determination of folates was done by LC-MS/MS as described by Zhang
et al. (2005). Following extraction, folylpolyglutamates were deconjugated in
the presence of rat serum to generate the corresponding monoglutamate
derivatives. Folates and MTX eluted from the RP-18 column were detected by
electrospray ionization on an Applied Biosystems API4000 tandem quadru-
pole mass spectrometer. Because the stability and eventual interconversion of
folates are affected during the typical sample preparation steps (De Brouwer
et al., 2007), the final quantitative data were simplified to five pools of folates:
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5-methyl-THF, 5-formyl-THF, THF plus 5,10-methylene-THF, 10-formyl-THF
plus 5,10-methenyl-THF, and folic acid.

Soluble amino acids and thiols were extracted in aqueous ethanol buffers
and quantified by reverse-phase HPLC after derivatization with O-phthal-
dialdehyde and monobromobimane, respectively, as described by Loizeau
etal. (2007). AdoMet and AdoHcy measurements were done by reverse-phase
HPLC after derivatization with chloro-acetaldehyde (Loizeau et al., 2007).

Transcriptome Studies

Microarray analysis was performed with the CATMA array containing
24,576 gene-specific tags corresponding to 22,089 genes from Arabidopsis
(Crowe et al, 2003; Hilson et al, 2004). Five comparisons were analyzed in our
time-course analysis of Arabidopsis cell response to MTX (Fig. 2). In com-
parisons 1 to 3, arrays were hybridized with cRNA from control and MTX-
treated cells at each time point of the kinetic. Comparisons 4 and 5
corresponded to hybridization with cRNA from MTX-treated cells at 2 and
6 h, and at 6 and 24 h, respectively. For each comparison, we performed a
repeat using a second set of cell samples originating from an independent
biological repeat. In addition, to avoid dye bias and gene-specific dye bias, a
dye-swap experiment was carried out. Therefore, four arrays were used for
each comparison. Total RNA was extracted from Arabidopsis cells using the
RNeasy Plant Mini kit (Qiagen) following the manufacturer’s protocol. RNA
integrity, cONA synthesis, hybridization, and array scanning were performed
as described by Lurin et al. (2004).

Statistical Analysis of Microarray Data

Statistical analysis was based on two dye swaps (i.e. four arrays, each
containing 24,576 gene-specific tags and 384 controls) as described in Gagnot
et al. (2008). To determine differentially expressed genes, we performed a
paired t-test on the log ratios, assuming that the variance of the log ratios was
the same for all genes. Spots displaying extreme variance (too small or too
large) were excluded. The raw P-values were adjusted by the Bonferroni
method, which controls the Family Wise Error Rate. We considered as being
differentially expressed the genes with a Bonferroni P-value = 0.05, as
described in Gagnot et al. (2008). We use the Bonferroni method with a type
I error equal to 5% to keep a strong control of the false positives in a multiple-
comparison context.

Microarray data from this article were deposited at Gene Expression
Omnibus (http:/ /www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/; accession no. GSE10675) and
at CATdb (http://urgv.evry.inra.fr/CATdb/; project CEA06-02_Folate) ac-
cording to the Minimum Information About a Microarray Experiment standards.

qRT-PCR

qRT-PCR experiments were performed using cDNA synthesized from total
RNA isolated from control and treated Arabidopsis cells (Reverse-it first
strand synthesis kit, ABgene). Specific primer sequences designed for each
genes selected for analysis are available in Supplemental Table S6. The real-
time PCR reactions were carried out on a Rotor-Gene 3000 instrument (Corbett
Research) using SYBR Green JumpStart Taq ReadyMix (Sigma-Aldrich).
Quantification of gene expression was performed using the comparative C;
method with the Rotor-Gene 3000 software. The actin2/7 gene (At5g09810)
was used to normalize gPCR data.

Supplemental Data

The following materials are available in the online version of this article.

Supplemental Figure S1. Physiological parameters of Arabidopsis cells
treated with MTX and LV.

Supplemental Figure S2. MapMan-generated overview of MTX-respon-
sive genes involved in respiration and photosynthesis.

Supplemental Table S1. Folate measurements in Arabidopsis cells used
for the transcriptomic studies (A) and the rescue experiments (B).

Supplemental Table S2. Validation of the microarray data by qPCR.

Supplemental Table S3. Selected MTX-responsive genes that may be
involved in the regulation of cell cycle and response to stress.
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Supplemental Table S4. Expression of genes associated with C1 metab-
olism in Arabidopsis cells treated with MTX.

Supplemental Table S5. Expression of genes involved in the sulfate
assimilatory pathway in Arabidopsis cells treated with MTX.

Supplemental Table S6. Sequences of primers used for qPCR.
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Supplemental Figure S1. Physiological parametersf Arabidopsis cells treated with MTX and
leucovorin. Cells were grown for up to 24h in standard conditions or in the presence of MTX (100 uM)
and leucovorin (LV, 500 uM), alone or in combination. A — Cell growth was estimated through
measurements of fresh and dry weights of cultures after 24h of exposure to the different chemicals. CO,
control cells at time zero. B, C — Respiratory and photosynthetic rates were determined in freshly
prepared culture medium containing 50 mM bicarbonate in the darkness or with a white light source of
2000 pmol of photons.m?.s!, respectively. Control cells (m) and cells treated with MTX (o), MTX and
LV (A), and LV (x) were analyzed after 0, 8, and 24h of treatment. Data are means of two biological
replicates and SD.
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Supplemental Figure S2. MapMan-generated a@rview of MTX-responsive genes involved in
respiration and photosynthesis.Genes that are differentially expressed between MTX-treated and
control cells after 24h of treatment were analyzed using the MapMan tool with maps downloaded from
the MapMan website (Thimm et al, 2004). Differentially expressed genes are represented by colored
boxes according to the log,(ratio) values. Genes induced by MTX are shown as red, the one repressed by
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Supplemental Table S1. Folate measurements in Arabidopsis cells used for the transcriptomic studies (A) and the rescue experiments (B).

In two independent series of experiments, Arabidopsis cells were grown in standard conditions or exposed to MTX (100 puM) and/or leucovorin (LV, 500 uM)
over a 24h period. Folates were analyzed by LC-MS/MS as described by Zhang et al. (2005). Using this procedure, 5,10-methylene-THF is converted to THF
and 10-formyl-THF is oxidized to 10-formyl-folic acid or converted to 5,10-methenyl-THF (De Brouwer et al, 2007). Also, dihydrofolate is partly converted to
folic acid or degraded. Values are in nmol folates or MTX per gram of fresh weight. Data are means of three biological replicates and SD. nd, not detected.

A - Cells used for transcriptomic studies

9G

Treatment Time THF + 5,10-methylene-THF 5-methyl-THF 5-formyl-THF 10-formyl-folic acid 5,10-methenyl-THF Folic acid Total MTX

Control 2h 6.61+0.38 2.38+0.33 0.52+0.16 nd 2.83+1.22 0.03+0.01 12.36 £2.10 nd
6 h 7.67 £0.27 2.43+0.46 0.58 £0.24 nd 2.52+1.27 0.03+0.01 13.23+2.25 nd
24 h 6.13+1.24 2.20+0.36 0.47 +0.27 nd 249+1.24 0.02 +0.01 11.32£3.11 nd

+ MTX 2h 5.26 £1.28 0.92 £0.36 0.32+0.10 0.07 £0.01 2.43+0.90 0.67 +0.14 9.67 £2.80 5.72 £0.90
6h 3.36+1.78 0.14 +£0.03 0.16 +0.07 0.09 +0.02 1.40 £0.53 0.49+0.0.5 5.77 £2.69 9.47 +1.04
24 h 1.79+0.43 0.01 +0.00 0.06 +0.03 0.03 +£0.01 0.43 +0.19 0.27 +0.04 2.60 + 0.69 8.51 +0.82

B - Cells used for rescue experiments

Treatment Time THF + 5,10-methylene-THF 5-methyl-THF 5-formyl-THF 10-formyl-folic acid 5,10-methenyl-THF Folic acid Total MTX
Control 6h 3.67+0.93 6.38 £0.60 1.84+0.38 0.03+0.02 5.40+0.70 0.01+0.00 17.32 £2.63 nd
12h 2.91+0.76 6.33+£0.76 2.03+0.44 0.17£0.19 6.05+1.31 0.01 +0.00 17.50 +3.47 nd
24 h 2.09+0.30 7.22+1.20 2.19+0.73 0.34+0.07 6.09 +0.32 0.03+0.01 17.96 + 2.63 nd
+ MTX 6 h 1.76 £ 0.39 2.00+0.43 0.61+0.15 0.11 £0.07 1.59 +0.53 0.66 +0.06 6.73 £1.62 8.23+£1.60
12h 0.57+0.24 0.53+0.08 0.32+0.08 0.08 +0.04 0.59+0.21 0.45+0.07 2.54+0.73 10.26 £3.15
24 h 0.33+0.15 0.13 +£0.04 0.23 +0.03 0.03 +£0.01 0.25 + 0.06 0.34 +0.06 1.30 +0.35 11.05 +1.86
+MTX + LV 6h 2.26 +£0.68 3.74+0.63 6.58+1.70 0.36+0.12 2.07 +0.66 0.84 +£0.19 15.86 +3.98 9.00 £0.70
12h 1.58 +0.36 2.37+0.77 12.58 +0.93 0.20 £0.22 3.38+0.38 0.69 +0.05 20.79 £ 2.70 16.17 +0.28
24 h 1.16 £0.12 2.86 +0.42 16.83 +0.58 0.09 +0.06 1.10 +0.47 0.58 +0.04 22.63 +1.68 20.60 +1.44
+LV 6 h 5.25+0.99 7.45+0.34 1112 +1.17 0.05 £0.02 7.58 £0.78 0.02 +0.01 31.47 £3.30 nd
12h 425+1.04 11.59 +3.38 15.35 +0.69 0.52+0.73 10.14 +2.50 0.05+0.02 41.90 +8.35 nd
24 h 4.65 +2.31 12.07 +2.27 26.46 + 3.05 0.45 +0.28 12.31 +4.96 0.10 + 0.03 56.04 + 12.90 nd




Supplemental Table S2. Validation of the microarray data by quantitative RT-PCR.

Microarray data were obtained from comparisons between MTX-treated and control cells after 2, 6, and 24h of treatment (see Fig. 2). A statistical cut-off P <0.05 after
Bonferroni correction was used to determined which genes were differentially expressed in response to MTX. The average ratio (MTX vs. control transcript levels) and
P -value for 2 independent biological repeats of the experiment is shown. Real-time qPCR was done as described in the Materials and methods section. Values + SD
correspond to relative transcript levels in treated vs. control cells, as determined for 3 biological repeats.

LS

Microarray data Quantitative RT-PCR
MTX / control 2h MTX / control 6h MTX / control 24h MTX / control 2h MTX / control 6h  MTX/ control 24h
,:Ltj:;ebs;rion Gene description Gene name Ratio P-value Ratio P-value Ratio P-value Ratio + SD Ratio + SD Ratio + SD
AT1G19770 purine permease PUP 14 0.93 1.00E+00 14.37 0.00E+00 1.00 1.00E+00 1.33+0.21 27.65+4.31 2.02+£0.37
AT1G36370 serine hydroxymethyltransferase (plastidial) CPSHMT 0.94 1.00E+00 8.21 0.00E+00 1.49 1.00E+00 1.21£0.20 8.85+1.23 4.73+0.90
AT1G50480 10-formyltetrahydrofolate synthetase FTHFS 121 1.00E+00 8.42 0.00E+00 1.74 1.13E-02 1.31+0.20 4.3+0.52 1.69+0.19
AT1G74590 glutathione transferase GSTU10 1.04 1.00E+00 3.06 0.00E+00 8.26 0.00E+00 1.16 £0.75 3.00+0.70 16.70+1.71
AT3G02470 S-adenosylmethionine decarboxylase SAMdc 1.26 1.00E+00 4.34 0.00E+00 7.24 0.00E+00 1.39+0.17 2.18+0.25 11.89 +2.86
AT3G22370 alternative oxidase la AOXla 1.07 1.00E+00 18.62 0.00E+00 11.82 0.00E+00 1.04 £0.21 28.82 £5.62 16.59 + 3.57
AT3G23810 S-adenosyl-L-homocysteine hydrolase SAHH2 1.08 1.00E+00 0.77 1.00E+00 0.31 0.00E+00 1.38+0.44 1.02+0.19 0.59£0.16
AT3G55630 folylpolyglutamate synthetase (cytosolic) FPGSD 1.00 1.00E+00 2.49 0.00E+00 0.57 1.09E-02 1.23+0.22 493+0.31 0.90+0.27
AT4G04610 5-adenylylsulfate reductase APR1 0.98 1.00E+00 19.83 0.00E+00 3.17 0.00E+00 2.24+£0.48 28.28 £9.55 5.21+2.48
AT4G37930 serine hydroxymethyltransferase (mitochondrial) MtSHMT 0.96 1.00E+00 0.75 1.00E+00 0.28 0.00E+00 1.00+0.15 1.08 +0.28 0.49 +£0.08
AT5G10180 sulfate transporter SULTR2.1 0.92 1.00E+00 1.48 1.00E+00 0.39 0.00E+00 0.94 +0.09 2.16 £0.40 0.35+0.02
AT5G17920 vitamin-B12-independent methionine synthase MS1 1.03 1.00E+00 1.11 1.00E+00 0.48 8.71E-07 0.79+0.17 1.13+0.32 0.51+0.06
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Supplemental Table S3 . Selected MTX-responsive genes that may be involved in the regulation of cell cycle and response to stress

Microarray data are expressed in log2(ratio) obtained from comparisons between MTX-treated and control cells after 2, 6, and 24h of treatment (see Fig. 2). A statistical cut:
off P <0.05 after Bonferroni correction was used to determined which genes were differentially expressed in response to MTX. Positive (red boxes) and negative (green
boxes) ratio indicate that the genes are induced or repressed by MTX, respectively. The average log2(ratio) and P-value for 2 independent biological repeats of the
experiment is shown.

MTX / control 2h MTX / control 6h MTX / control 24h
Accession number Gene description log,(ratio) P-value log,(ratio) P-value log,(ratio) P-value
Cell cycle
AT1G76540 CDKB2;1; kinase_ cell division control protein, putative -0.03 1.00E+0 -0.32 1.00E+0 0.00E+0
AT2G27960 CKS1; cyclin-dependent protein kinase_ cyclin-dependent kinase / CDK (CKS1) 0.04 1.00E+0 - 0.00E+0 0.00E+0
AT2G27970 CKS2; cyclin-dependent protein kinase_ cyclin-dependent kinase, putative / CDK, putative 0.10 1.00E+0 1.74E-7 0.00E+0
AT1G44110 CYCAL;1; cyclin-dependent protein kinase regulator 0.11 1.00E+0 -0.12 1.00E+0 0.00E+0
AT2G26760 CYCB1;4 (CYCLIN 3); cyclin-dependent protein kinase regulator 0.03 1.00E+0 -0.12 1.00E+0 0.00E+0
AT2G17620 CYCB2;1; cyclin-dependent protein kinase regulator -0.13 1.00E+0 -0.36 1.00E+0 6.37E-8
AT5G03455 CDC25_ rhodanese-like domain-containing protein 0.06 1.00E+0 0.00E+0 3.41E-3
AT5G42190 ASK2 (ARABIDOPSIS SKP1-LIKE 2); ubiquitin-protein ligase_ E3 ubiquitin ligase SCF complex subunit SKP1/ASK1 -0.10 1.00E+0 0.39 1.00E+0 0.00E+0
AT1G75950 SKP1 ; ubiquitin-protein ligase_ E3 ubiquitin ligase SCF complex subunit SKP1/ASK1 0.10 1.00e+0 [JENSIN 5.62E-12 -0.05 1.00E+0
AT1G07370 PCNA1 (PROLIFERATING CELLULAR NUCLEAR ANTIGEN) 0.10 1.00E+0 -0.54 1.00E+0 0.00E+0
AT2G30410 KIS (KIESEL); unfolded protein binding_ tubulin folding cofactor A (KIESEL) 0.01 1.00E+0 3.49E-10 0.00E+0
AT5G23860 TUBBS_ tubulin beta-8 chain (TUB8) (TUBBS) 0.06 1.00E+0 5.31E-5 0.00E+0
AT5G12250 TUB6 (BETA-6 TUBULIN)_ tubulin beta-6 chain (TUB6) 0.00 1.00E+0 1.49E-2 0.00E+0
AT4G14960 TUAG_ tubulin alpha-6 chain (TUA6) -0.01 1.00E+0 0.10 1.00E+0 0.00E+0
AT4G20890 TUBY9; GTP binding / GTPase/ structural molecule_ tubulin beta-9 chain (TUB9) 0.01 1.00E+0 -0.42 1.00E+0 1.22E-7
AT2G29550 TUBT7_ tubulin beta-7 chain (TUB7) 0.02 1.00E+0 -0.55 1.00E+0 0.00E+0
AT1G04820 TUA4_ tubulin alpha-2/alpha-4 chain (TUA4) 0.07 1.00E+0 -0.18 1.00E+0 0.00E+0
AT1G50010 TUA2 unknown protein 0.04 1.00E+0 -0.20 1.00E+0 0.00E+0
Alternative oxidases
AT1G32350 alternative oxidase 1d (AOX1D) 0.10 1.00E+0 - 4.20E-6 - 0.00E+0
AT3G22370 alternative oxidase 1a (AOX1A) 0.10 1.00E+0 0.00E+0 0.00E+0
Ethylene and polyamine metabolism
AT4G26200 1-aminocyclopropane-1-carboxylate synthase, putative / ACC synthase 7 (ACS7) 0.13 1.00E+0 0.00E+0 0.00E+0
AT1G01480 1-aminocyclopropane-1-carboxylate synthase 2/ ACC synthase 2 (ACS2) 0.09 1.00E+0 0.00E+0 0.00E+0
AT1G62380 1-aminocyclopropane-1-carboxylate (ACC) oxidase (ACO2) 0.11 1.00E+0 1.24E-10 0.00E+0
AT2G25450 1-aminocyclopropane-1-carboxylate (ACC) oxidase -0.10 1.00E+0 0.46 1.00E+0 0.00E+0
AT5G43450 1-aminocyclopropane-1-carboxylate (ACC) oxidase -0.01 1.00E+0 0.00E+0 0.00E+0
AT1G05010 1-aminocyclopropane-1-carboxylate (ACC) oxidase (EFE) 0.03 1.00E+0 0.00E+0 0.73 9.26E-2
AT3G45410 Ethylene receptor 0.08 1.00E+0 0.00E+0 4.99E-5
AT5G15950 S-adenosylmethionine decarboxylase -0.06 1.00E+0 0.56 1.00E+0 0.00E+0
AT3G02470 S-adenosylmethionine decarboxylase 0.34 1.00E+0 - 0.00E+0 0.00E+0
AT2G16500 arginine decarboxylase (ADC1) 0.35 1.00E+0 7.13E-9 0.00E+0
AT4G34710 arginine decarboxylase (ADC2) 0.20 1.00E+0 -0.32 1.00E+0 1.89E-8

Cytochrome P450 family

AT5G42580 a member of the cytochrome P450 family 0.10 1.00E+0 - 2.81E-10 -0.01 1.00E+0
AT5G45340 CYP707A3; heme binding / iron ion binding / monooxygenase/ oxygen binding -0.06 1.00E+0 0.00E+0 -0.46 1.00E+0
AT2G34500 CYP710A1; heme binding / iron ion binding / monooxygenase/ oxygen binding -0.11 1.00E+0 -0.52 1.00E+0 0.00E+0
AT2G34490 CYP710A2; heme binding / iron ion binding / monooxygenase/ oxygen binding 0.10 1.00E+0 - 0.00E+0 6.82E-9
AT4G39950 CYP79B2; heme binding / iron ion binding / monooxygenase/ oxygen binding -0.11 1.00E+0 4.66E-2 0.00E+0
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AT2G24180
AT1G64900
AT4G30210
AT2G45510
AT3G20960
ATA4G27710
AT4G37320
AT5G57220
AT4G31500

cytochrome P450 monooxygenase
cytochrome P450 (CYP89A2).
NADPH-cytochrome P450 reductase
member of CYP704A

member of CYP705A

member of CYP709B

member of CYP81D

member of CYP81F
oxime-metabolizing enzyme

Glutathione S-transferases

AT1G69930
AT1G74590
AT4G02520
AT1G78370
AT2G47730
AT2G29420
AT3G09270
AT1G78380
AT1G17190

glutathione transferase belonging to the tau class of GSTs
glutathione transferase belonging to the tau class of GSTs
glutathione transferase belonging to the phi class of GSTs.
glutathione transferase belonging to the tau class of GSTs
glutathione transferase belonging to the phi class of GSTs
glutathione transferase belonging to the tau class of GSTs
glutathione transferase belonging to the tau class of GSTs
glutathione transferase belonging to the tau class of GSTs
glutathione transferase belonging to the tau class of GSTs

Glucosyl- and sulfo-transferases

AT2G28080
AT1G05670
AT5G12890
AT1G07240
AT1G07260
AT3G11340
AT3G21800
AT2G30140
AT3G21780
AT2G15490
AT1G74100
AT2G03760

glycosyltransferase family protein
UDP-glucoronosyl/UDP-glucosyl transferase family protein
UDP-glucoronosyl/UDP-glucosyl transferase family protein
UDP-glucoronosyl/UDP-glucosyl transferase family protein
UDP-glucoronosyl/UDP-glucosyl transferase family protein
UDP-glucoronosyl/UDP-glucosyl transferase family protein
UDP-glucoronosyl/UDP-glucosyl transferase family protein
UDP-glucoronosyl/UDP-glucosyl transferase family protein
UDP-glucosyl transferase

UGT73B4; UDP-glycosyltransferase

sulfotransferase family protein

High similarity to flavonol sulfotransferases (FSTs)

ABC transporters and MATE efflux proteins

AT1G30400
AT2G47800
AT3G62150
AT2G47000
AT1G02520
AT2G34660
AT3G13080
AT1G04120
AT2G37280
AT1G59870
AT5G39040
AT3G25620
AT3G52310
AT2G38330
AT1G61890
AT2G04100
AT1G71140
AT4G39030
AT1G58340

MRP1, glutathione S-conjugate transporting ATPase (tonoplast)

MRP4, ATPase transporter, multidrug transport (plasma membrane)
MDR17 multidrug restistance transporter

MDR4 multidrug restistance transporter

MDR8 multidrug restistance transporter

MRP2 multidrug resistance protein

MRP3 multidrug resistance protein

MRP5 multidrug resistance protein

PDRS5 pleiotropic drug resistance

PDRS8 pleiotropic drug resistance

TAP2 transporter antigen processing

WBC21 white-brown complex homolog

WBC28 white-brown complex homolog

antiporter/ drug transporter/ transporter DNA binding / transcription factor
antiporter/ drug transporter/ transporter_ MATE efflux family protein
antiporter/ drug transporter/ transporter_ MATE efflux family protein
antiporter/ drug transporter/ transporter_ MATE efflux family protein
EDSS5 enhanced disease susceptiblility protein 5

ZF14; antiporter/ drug transporter/ transporter_ MATE efflux protein-related

0.09
-0.18
-0.12
-0.01
-0.08
-0.09
-0.10
-0.05
-0.06

-0.09
0.05
0.01
0.02
0.01
0.05
-0.07
-0.04
-0.01

0.15
0.06
0.13
-0.03
-0.10
-0.29
0.00
0.04
-0.02
-0.28
-0.10
0.08

0.03
0.05
0.02
0.01
-0.08
0.09

0.06
0.09
0.18
-0.10
0.08
0.05
-0.10
0.07
0.04
0.04
-0.04
-0.05

1.00E+0
1.00E+0
1.00E+0
1.00E+0
1.00E+0
1.00E+0
1.00E+0
1.00E+0
1.00E+0

1.00E+0
1.00E+0
1.00E+0
1.00E+0
1.00E+0
1.00E+0
1.00E+0
1.00E+0
1.00E+0

1.00E+0
1.00E+0
1.00E+0
1.00E+0
1.00E+0
1.00E+0
1.00E+0
1.00E+0
1.00E+0
1.00E+0
1.00E+0
1.00E+0

1.00E+0
1.00E+0
1.00E+0
1.00E+0
1.00E+0
1.00E+0

1.00E+0
1.00E+0
1.00E+0
1.00E+0
1.00E+0
1.00E+0
1.00E+0
1.00E+0
1.00E+0
1.00E+0
1.00E+0
1.00E+0

0.58

o
N
~N

0.65
0.59
0.02

0.65

0.59
0.52
0.16
-0.10
0.33

-0.39

-0.28
-0.07

-0.21

-0.45
-0.17

0.28

0.05

0.22

0.00E+0
8.12E-1
0.00E+0
6.90E-5
1.00E+0
5.17E-10
5.62E-12
0.00E+0
0.00E+0

0.00E+0
0.00E+0
0.00E+0
0.00E+0
7.35E-9
8.71E-2
5.95E-1
1.00E+0
4.50E-11

8.96E-2
0.00E+0
0.00E+0
0.00E+0
6.73E-1
1.00E+0
1.00E+0
1.00E+0
1.00E+0
0.00E+0
0.00E+0
1.00E+0

1.00E+0
1.00E+0
1.12E-11
0.00E+0
0.00E+0
1.00E+0
0.00E+0
1.00E+0
1.00E+0
0.00E+0
2.85E-5
1.00E+0
0.00E+0
1.94E-6
0.00E+0
0.00E+0
1.00E+0
0.00E+0
1.00E+0

0.66
0.50

0.62

-0.02
0.15
0.07
0.55

0.62

0.08
-0.03

0.00E+0
0.00E+0
1.00E+0
1.06E-6
1.00E-7
1.00E+0
1.00E+0
1.00E+0
1.36E-9

0.00E+0
0.00E+0
0.00E+0
8.69E-1

1.00E+0
0.00E+0
0.00E+0
0.00E+0
5.04E-11

0.00E+0
0.00E+0
4.03E-9
7.85E-11
2.68E-7
0.00E+0
0.00E+0
0.00E+0
0.00E+0
0.00E+0
1.00E+0
0.00E+0

1.00E+0
1.00E+0
1.00E+0
1.00E+0
1.51E-7
7.47E-8
1.60E-3
3.01E-6
0.00E+0
1.00E+0
0.00E+0
4.96E-6
0.00E+0
2.70E-9
1.00E+0
1.00E+0
0.00E+0
0.00E+0
0.00E+0
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Supplemental Table S 4. Expression of genes associated with C1-metabolism in Arabidopsis cells treated with MTX

Microarray data are expressed in log2(ratio) obtained from comparisons between MTX-treated and control cells after 2, 6, and 24h of treatment (see
Fig. 2). A statistical cut-off P <0.05 after Bonferroni correction was used to determined which genes were differentially expressed in response to MTX.
Positive (red boxes) and negative (green boxes) ratio indicate that the genes are induced or repressed by MTX, respectively. The average log2(ratio)
and P-value for 2 independent biological repeats of the experiment is shown.

MTX/ control 2h MTX / control 6h MTX / control 24h

Accession numbe r Gene name Gene descri ption log,(ratio) P-value log,(ratio) P-value log,(ratio) P-value
THF synthesis, degradation and recyclin g

AT2G28880 ADCS ADC synthase -0.11 1.00E+0 0.03 1.00E+0 0.13 1.00E+0
AT5G57850 ADCL ADC lyase 0.05 1.00E+0 -0.10 1.00E+0 0.07 1.00E+0
AT3G07270 GTPCHI GTP cyclohydrolase | 0.10 1.00E+0 0.45 1.00E+0 0.37 1.00E+0
AT3G11750 DHNA1 Dihydroneopterin aldolase ns ns ns ns ns ns
AT5G62980 DHNA2 Dihydroneopterin aldolase 0.03 1.00E+0 -0.06 1.00E+0 0.28 1.00E+0
AT3G21730 DHNA3 Dihydroneopterin aldolase ns ns ns ns ns ns
AT4G30000 HPPK-DHPS 1 Dihydropterin pyrophophokinase-dihydropteroate synthas 0.07 1.00E+0 0.03 1.00E+0 -0.04 1.00E+0
AT1G69190 HPPK-DHPS 2 Dihydropterin pyrophophokinase-dihydropteroate synthas ns ns ns ns ns ns
AT5G41480 DHFS Dihydrofolate synthetase -0.01 1.00E+0 0.05 1.00E+0 -0.09 1.00E+0
AT2G16370 DHFR-TS 1 Dihydrofolate reductase-thymidylate synthase (thyl 0.25 1.00E+0 0.11 1.00E+0 0.27 1.00E+0
AT2G21550 DHFR-TS 3 Dihydrofolate reductase-thymidylate synthase 0.02 1.00E+0 0.30 1.00E+0 0.08 1.00E+0
AT4G34570 DHFR-TS 2 Dihydrofolate reductase-thymidylate synthase (thy2 0.04 1.00E+0 -0.07 1.00E+0 -0.05 1.00E+0
AT5G05980 FPGS B Folylpolyglutamate synthethase 0.07 1.00E+0 -0.25 1.00E+0 -0.40 1.00E+0
AT3G10160 FPGS C Folylpolyglutamate synthethase -0.01 1.00E+0 6.79E-5 -0.30 1.00E+0
AT3G55630 FPGS D Folylpolyglutamate synthethase 0.00 1.00E+0 0.00e+0 [EOESEN 1.09E-2
AT1G78680 GGH1 Gamma-glutamyl hydrolase 0.05 1.00E+0 0.17 1.00E+0 0.34 1.00E+0
AT1G78660 GGH2 Gamma-glutamyl hydrolase 0.05 1.00E+0 0.38 1.00E+0 0.03 1.00E+0
AT1G78670 GGH3 Gamma-glutamyl hydrolase 0.15 1.00E+0 0.28 1.00E+0 0.23 1.00E+0
AT1G10310 Pterin reductase -0.16 1.00E+0 -0.26 1.00E+0 -0.27 1.00E+0
Synthesis and interconversion of C1-TH F

AT1G50480 FTHFS 10-formyl THF synthetase 0.28 1.00E+0 3.07 0.00e+0 |INEEE 113t
AT5G13050 5FCL 5-formyl THF cycloligase ns ns ns ns ns ns
AT2G38660 DECY1 Methylene THF dehydrogenase / methenyl THF cyclohydrolas 0.01 1.00E+0 -0.38 1.00E+0 -0.42 1.00E+0
AT4G00620 DECY2 Methylene THF dehydrogenase / methenyl THF cyclohydrolas: 0.07 1.00e+0 (GBS 18562 -0.68 4.89E-1
AT3G12290 DECY3 Methylene THF dehydrogenase / methenyl THF cyclohydrolas 0.03 1.00E+0 0.17 1.00E+0 -0.04 1.00E+0
AT4G00600 DECY4 Methylene THF dehydrogenase / methenyl THF cyclohydrolas: ns ns ns ns ns ns
AT3G59970 MTHFR 1 Methylene THF reductase -0.01 1.00E+0 -0.26 1.00e+0 [EREZR 4.04E-8
AT2G44160 MTHFR 2 Methylene THF reductase 0.08 1.00E+0 0.01 1.00E+0 -1.62 0.00E+0
AT4G17360 FTHFD1 10-formyl THF deformylase ns ns ns ns ns ns
AT5G47435 FTHFD2 10-formyl THF deformylase -0.03 1.00E+0 0.07 1.00E+0 -0.04 1.00E+0
AT1G66520 PDE194 formyltetrahydrofolate deformylase ns ns ns ns ns ns
AT4G17360 formyltetrahydrofolate deformylase ns ns ns ns ns ns
AT5G47435 formyltetrahydrofolate deformylase -0.03 1.00E+0 0.07 1.00E+0 -0.04 1.00E+0
AT4G37930 SHMTmt1 Serine hydroxymethyltransferase -0.06 1.00E+0 -0.41 1.00E+0 -1.86 0.00E+0
AT5G26780 SHMTmt2 Serine hydroxymethyltransferase 0.05 1.00E+0 -0.51 1.00E+0 -0.42 1.00E+0
AT4G32520 SHMTcpl Serine hydroxymethyltransferase 0.07 1.00E+0 -0.36 1.00E+0 0.27 1.00E+0
AT4G13930 SHMTcyl Serine hydroxymethyltransferase 0.13 1.00E+0 -0.48 1.00E+0 -0.14 1.00E+0
AT4G13890 SHMTcy2 Serine hydroxymethyltransferase ns ns ns ns ns ns
AT1G36370 SHMTcp2 Serine hydroxymethyltransferase -0.09 1.00E+0 3.04 0.00E+0 0.57 1.00E+0
AT1G22020 SHMTcy3 Serine hydroxymethyltransferase 0.09 1.00E+0 0.03 1.00E+0 0.11 1.00E+0
AT2G26080 P Glycine decarboxylase - P proteir -0.02 1.00E+0 0.64 1.14E-1 0.00 1.00E+0

AT4G33010 P Glycine decarboxylase - P proteir 0.06 1.00E+0 -0.14 1.00E+0 1.55E-8
AT1G11860 T Glycine decarboxylase - T proteir 0.15 1.00E+0 -0.27 1.00E+0 0.00E+0
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AT1G60990
AT1G48030
AT3G17240
AT3G16950
AT4G16155
AT2G35120
AT2G35370
AT1G32470

Folate carriers
AT5G66380
AT2G32040
AT1G30400
AT2G47800

(LPD1)
(LPD2)

rTrrxrrrr -+

AtFOLT1
FBT1
AtMRP1
AtMRP4

Methionine synthesis and recyclin

AT3G01120
AT3G57050
AT5G17920
AT3G03780
AT5G20980
AT1G64660
AT1G66520
ATAG01850
AT3G17390
AT1G02500
AT2G36880
ATAG13940
AT3G23810
AT5G49810
AT3G25900
AT3G63250
AT3G22740
AT3G09820
AT5G03300
ATAG39460
AT1G34065

CGs1
CBL
MS1

Glycine decarboxylase - T proteir
Glycine decarboxylase - L proteir
Glycine decarboxylase - L proteir
Glycine decarboxylase - L proteir
Glycine decarboxylase - L proteir
Glycine decarboxylase - H proteir
Glycine decarboxylase - H proteir
Glycine decarboxylase - H proteir

Folate transporter (plastids)

Folate transporter (plastids)

glutathione S-conjugate transporting ATPase (tonoplast
ATPase transporter, multidrug transport (plasma membrane)

Cystathionine gamma-synthase
Cystathionine beta-lyase
Methionine synthase

Methionine synthase

Methionine synthase

Methionine gamma-lyase
Methionyl-tRNA formyltransferase
S-adenosylmethionine synthetase
S-adenosylmethionine synthetase
S-adenosylmethionine synthetase
S-adenosylmethionine synthetase
S-adenosylhomocysteine hydrolase
S-adenosylhomocysteine hydrolase
Methionine S-methyl transferase
Homocysteine S-methyltransferase
Homocysteine S-methyltransferase
Homocysteine S-methyltransferase
Adenosine kinase

Adenosine kinase
S-adenosylmethionine transporter (plastids,
S-adenosylmethionine transporter (mitochondrial, putative

S-adenosylmethionine-dependent methyltransferase s

AT1G04870
AT1G76090
AT1G20330
AT3G26410
AT1G64970
AT5G49020
AT1G48600
AT5G13710
AT3G18000

Other genes coding folate-dependent enzyme

AT1G31220
AT2G35040
AT2G46110
AT3G61530

SMT3
SMT2

G-TMT

SMT1
NMT1

GART
AICART
KPHMT1
KPHMT2

arginine N-methyltransferase family proteir
S-adenosyl-methionine-sterol-C-methyltransferase
sterol-C24-methyltransferase

methyltransferase/ nucleic acid binding
gamma-tocopherol methyltransferase (g-TMT)
protein arginine N-methyltransferase family proteir
phosphoethanolamine N-methyltransferase -
SMT1 controls the level of cholesterol in plants
N-methyltransferase-like proteir

s
Glycinamide ribonucleotide formyltransferase
Aminoimidazole-carboxamide ribonulceotide formyltransferase
Ketopantoate hydroxymethyltransferase

Ketopantoate hydroxymethyltransferase

0.00
ns
0.13
0.15
ns
-0.11
ns
0.09

0.04

0.03

0.15
0.01

1.00E+0
ns
1.00E+0
1.00E+0
ns
1.00E+0
ns
1.00E+0

1.00E+0
1.00E+0
1.00E+0
1.00E+0

1.00E+0
1.00E+0
1.00E+0
1.00E+0
1.00E+0
1.00E+0
ns
1.00E+0
ns
1.00E+0
1.00E+0
1.00E+0
1.00E+0
1.00E+0
1.00E+0
1.00E+0
1.00E+0
1.00E+0
1.00E+0
1.00E+0
1.00E+0

1.00E+0
1.00E+0
1.00E+0
1.00E+0
1.00E+0
1.00E+0
1.00E+0
1.00E+0
1.00E+0

1.00E+0
1.00E+0
1.00E+0
1.00E+0

0.23 1.00E+0
ns ns
0.13 1.00E+0
-0.19 1.00E+0
ns ns
B 5i7E
ns ns
I 337E-11
-0.08 1.00E+0
0.29 1.00E+0
-0.28 1.00E+0
-0.07 1.00E+0
0.30 1.00E+0
-0.31 1.00E+0
0.14 1.00E+0
-0.36 1.00E+0
-0.31 1.00E+0
-0.18 1.00E+0
ns ns
1.29E-6
ns ns
-0.17 1.00E+0
1.06E-3
-0.10 1.00E+0
-0.37 1.00E+0
-0.08 1.00E+0
4.21E-2
-0.12 1.00E+0
-0.08 1.00E+0
-0.01 1.00E+0
-0.43 1.00E+0
0.28 1.00E+0
-0.41 1.00E+0
-0.07 1.00E+0
8.52E-4
5.73E-6
0.49 1.00E+0
0.00E+0
-0.55 1.00E+0
-0.34 1.00E+0
-0.24 1.00E+0
-0.14 1.00E+0
0.16 1.00E+0
-0.01 1.00E+0
-0.08 1.00E+0
0.04 1.00E+0

-0.45
ns
-0.06
-0.37
ns
ns
-1.96

-0.13

-2.19

-0.01
0.16
-0.08

1.00E+0
ns
1.00E+0
1.00E+0
ns
0.00E+0
ns
0.00E+0

1.00E+0
1.00E+0
1.00E+0
1.00E+0

1.00E+0
1.00E+0
8.71E-7
1.55E-9
1.00E+0
0.00E+0
ns
1.00E+0
ns
9.37E-1
2.23E-1
1.00E+0
0.00E+0
9.33E-7
1.00E+0
1.00E+0
1.00E+0
1.00E+0
0.00E+0
1.00E+0
1.00E+0

0.00E+0
0.00E+0
9.14E-10
2.28E-9
4.38E-4
0.00E+0
0.00E+0
0.00E+0
0.00E+0

1.00E+0
1.00E+0
1.00E+0
4.08E-5
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Supplemental Table S5 . Expression of genes involved in the sulfate assimilatory pathway in Arabidopsis cells treated with MTX.

Microarray data are expressed in log2(ratio) obtained from comparisons between MTX-treated and control cells after 2, 6, and 24h of treatment (see Fig. 2). A
statistical cut-off P <0.05 after Bonferroni correction was used to determined which genes were differentially expressed in response to MTX. Positive (red boxes) and
negative (green boxes) ratio indicate that the genes are induced or repressed by MTX, respectively. The average log2(ratio) and P-value for 2 independent biological
repeats of the experiment is shown.

MTX / control 2h MTX / control 6h MTX / control 24h
Accession number Gene description log,(ratio) P-value log,(ratio) P-value log,(ratio) P-value
Sulfate transporters
AT1G22150 sulfate transporter (SULTR1.3) 0.05 1.00E+0 0.41 1.00E+0 -0.11 1.00E+0
AT1G23090 sulfate transporter (AST91) 0.05 1.00E+0 0.08 1.00E+0 0.07 1.00E+0
AT1G77990 sulfate transporter (AST56) 0.02 1.00E+0 0.20 1.00E+0 -0.13 1.00E+0
AT1G78000 sulfate transporter (SULTR1.2) -0.14 1.00E+0 0.43 1.00E+0 0.20 1.00E+0
AT1G80310 sulfate transporter 0.05 1.00e+0 B o046 -0.19 1.00E+0
AT2G25680 sulfate transporter 0.13 1.00E+0 -0.06 1.00E+0 0.02 1.00E+0
AT3G12520 sulfate transporter (SULTR4.2) -0.08 1.00E+0 0.08 1.00E+0 -0.02 1.00E+0
AT3G15990 sulfate transporter (SULTR3.4) 0.17 1.00e+0 [ 4795 -1.81 0.00E+0
AT3G51895 sulfate transporter (SULTR3.1) 0.01 1.00E+0 0.01 1.00E+0 0.04 1.00E+0
AT4G02700 sulfate transporter (SULTR3.2) 0.11 1.00E+0 0.01 1.00E+0 0.03 1.00E+0
AT4G08620 sulfate transporter (SULTR1.1) -0.01 1.00E+0 0.07 1.00E+0 -0.09 1.00E+0
AT5G10180 sulfate transporter (SULTR2.1; AST68) -0.12 1.00E+0 0.56 1.00e+0 [JEESEI o0.00E+0
AT5G13550 sulfate transporter (SULTR4.1) 0.06 1.00e+0 [EEE o.03E5 0.55 1.00E+0
AT5G19600 sulfate transporter (SULTR3.5) 0.01 1.00E+0 0.07 1.00E+0 -0.10 1.00E+0
Sulfate activation and reduction
AT1G19920 ATP sulfurylase (APS2) 0.11 1.00E+0 -0.47 1.00e+0 [EEGEI 1.05E-6
AT5G43780 ATP sulfurylase (APS4) -0.08 1.00E+0 -0.39 1.00E+0 -0.46 1.00E+0
AT3G22890 ATP sulfurylase (APS1) 0.10 1.00e+0 [IESEI o0.00E+0 261 0.00E+0
AT4G14680 ATP sulfurylase (APS3) 0.03 1.00E+0 -0.06 1.00E+0 -0.01 1.00E+0
AT1G62180 adenosine 5'-phosphosulfate reductase (APR2) 0.10 1.00E+0 -0.01 1.00E+0 7.50E-4
AT4G04610 adenosine 5'-phosphosulfate reductase (APR1) -0.04 1.00E+0 431 0.00E+0 0.00E+0
AT4G21990 adenosine 5'-phosphosulfate reductase (APR3) 0.02 1.00E+0 0.26 1.00E+0 -0.05 1.00E+0
AT5G04590 sulfite reductase 0.03 1.00E+0 0.31 1.00E+0 0.67 6.03E-1
AT2G14750 adenylylsulfate kinase (AKN1) 0.05 1.00e+0 [ 148E-7 -0.57 1.00E+0
Cysteine and glutathione biosynthesis
AT2G43750 O-acetylserine (thiol) lyase (oasB)
AT3G03630 O-acetylserine (thiol) lyase (CS26) 0.01 1.00E+0 1.00E+0 -0.01 1.00E+0
AT3G04940 O-acetylserine (thiol) lyase (CYSD1) 0.03 1.00E+0 1.00e+0 [ESEEIN 3694
AT3G59760 O-acetylserine (thiol) lyase (oasC) 0.05 1.00E+0 1.00E+0 0.07 1.00E+0
AT3G61440 O-acetylserine (thiol) lyase (CYSC1) 0.25 1.00E+0 2.19E-4 -0.19 1.00E+0
AT4G14880 O-acetylserine (thiol) lyase (oasAl) 0.18 1.00E+0 4.15E-7 0.15 1.00E+0
AT5G28020 O-acetylserine (thiol) lyase (CYSD2) 0.04 1.00E+0 1.00E+0 0.03 1.00E+0
AT1G55920 serine O-acetyltransferase (SAT2.1) -0.11 1.00e+0 [IEESEE oococ+o EEEE 3 79c5
AT2G17640 serine O-acetyltransferase (SAT3.1) 0.05 1.00E+0 0.32 1.00E+0 0.20 1.00E+0
AT3G13110 serine O-acetyltransferase (SAT2.2) 0.02 1.00E+0 0.12 1.00E+0 -0.03 1.00E+0
AT4G35640 serine O-acetyltransferase (SAT3.2) 0.03 1.00E+0 0.04 1.00E+0 0.02 1.00E+0
AT5G56760 serine O-acetyltransferase (SAT1.1) -0.02 1.00E+0 -0.35 1.00E+0 -0.19 1.00E+0
AT5G27380 glutathione synthetase (GSH2) -0.02 1.00E+0 1.00E+0 -0.15 1.00E+0

0.18
AT4G23100 glutamate-cysteine ligase (GSH1) -0.12 1.00e+0 [N 15662 0.12 1.00E+0
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Supplemental Table S6 . Sequences of primers used for gPCR.

Accession number Gene description Gene name Forward primer Reverse primer

AT1G19770 purine permease PUP 14 GGATTCTCGAAAGGGAAAGG GCGCTTAAGACGGCAGTAAC
AT1G36370 serine hydroxymethyltransferase (plastidial) CPSHMT CGAGAAAGTGTGTGAGATGTGCC CCATGCTCTCTCTGCAACGC
AT1G50480 10-formyltetrahydrofolate synthetase FTHFS GAAGGGAAGCGTAGTTTCAGTGAC TGACCAATAGTAATCTTCCTCAAGAACC
AT3G02470 S-adenosylmethionine decarboxylase SAMdc CTCCCCTCGGTTACAGCATTG GGAGAGAACGATTGGATCCG
AT3G22370 alternative oxidase 1a AOXla ATGTTCCTGCTCCGGCTATTG CCTTTAGTTCACGACCTTGGTAGTG
AT3G23810 S-adenosyl-L-homocysteine hydrolase SAHH2 GACTGGAGCTCTCTTGTTCCCTG CACTATGACACGAGCACCCG
AT3G55630 folylpolyglutamate synthetase (cytosolic) FPGSD GAAATTGCTGCAGAGAAAGCC GAAATGTAGAGCACAACGCAAC
AT4G04610 5-adenylylsulfate reductase APR1 CCAGAAGGAGTTTGCTAAGCAGG CTAGCAATCTGGAACGAGACGAAG
AT4G37930 serine hydroxymethyltransferase (mitochondrial) MtSHMT CTGTCTTCCCTGGTCTTCAAGG GCAATGTGAACAGCTTCCAACAC
AT5G10180 sulfate transporter SULTR2.1 TGATCAACGTCGATACATCGGG GCCACCGATTCTGTCGACG
AT1G74590 glutathione transferase GSTU10 CCCGGTGCACAAGAAGATTCC GGACATGACTTGACCCATGACCTC
AT5G09810 actin 2/7 ACT2/7 ACATCGTTCTCAGTGGTGGTTC ACCTGACTCATCGTACTCACTC
AT5G17920 vitamin-B12-independent methionine synthase MS1 CTGTGGTCTCAAGACCCGT CCTTGTTCAAATCAAGCTTTTC
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Chapitre I

Influence du statut en folates sur la réaction ééhgrlation impliquée
dans la synthese des chlorophylles

Dans l'article précédent, nous avons formulé I'tjy@se selon laquelle un déficit en
folate chez Arabidopsis se traduit, entre autres, par une diminution déactions de
méthylation. Afin de vérifier cette hypothese, nawsons étudié le comportement d’'une
réaction de méthylation particuliére dans une sitnade limitation en folates. Ce travail,
réalisé principalement par Valérie Van Wilder aursode son stage post-doctoral effectué au
laboratoire, s’est focalisé sur la Mg-protoporphgriX méthyltransférase, enzyme impliquée
dans la synthese des chlorophylles.

Dans la synthese bibliographique de ce manusaiis avons évoqué (8 D-I) le fait que
certains génes codant pour des enzymes de la gd@dynthése du THF présentent des pics
d’expression lors de stades particuliers du déysogent de la plantule. En effet, au cours du
développement des feuilles a la lumiére, la suesgion des géenes de synthése de THF
s’accompagne d’'une augmentation de la teneur etteflet est concomitante a la mise en
place de l'appareil photosynthétique et photorespire (Jabrin et al, 2003). Ce phénomeéne
est également observé au cours du processus doldéént (transition obscurité - lumiére).
Le lien entre le métabolisme C1 et la biogeneséapareil photosynthétique pourrait se
situer au niveau de la synthése des chlorophyllésequiere une réaction de méthylation
catalysée par la Mg-protoporphyrine IX méthyltramase (Block et al, 2002).

Dans cette étude, des plantules de pois étioléétéritaitées au MTX afin d’'instaurer un
déficit en folates, puis ont été exposées a la duenilLe processus de de-étiolement
s’accompagne normalement d'une synthése massivechii@ophylles susceptible de
consommer tout le CHTHF cellulaire en quelques minutes (Jabrin e2@03). Le suivi de la
synthése des chlorophylles aprés cette perturbdgofhoméostasie des folates au cours du
de-étiolement a permis d’établir le lien étroit gexiste entre le métabolisme C1 et la
biogenése de I'appareil photosynthétique.

Les dosages de folates réalisés indiquent guaiternent au MTX a pour effet de réduire
la teneur en folate d’environ 40 % dans les fesiitle plantules étiolées. Lorsque les plantules
déficientes en folates sont exposées a la lumiargjtesse de synthése des chlorophylles
diminue de 2,5 fois par rapport au contréle. L'irogtion d’un phénomeéne de régulation
transcriptionnelle ou post-transcriptionnelle déig-protoporphyrine IX méthyltransférase a
eté exclue par des expériences de PCR quantiittile Western-blot puisque ces dernieres
ne montrent pas de variation significative de largité du transcrit ou de la protéine entre les
plantules témoins et traitées (Figure 1). Cependhest connu que les méthyltransférases
SAM-dépendantes sont fortement inhibées pa®&-#ménosylhomocystéine (SAH) produite
lors des réactions de méthylation et sont sensilesatio SAM / SAH, appelé index de
méthylation. Or, les dosages de SAM et de SAHgéalpar HPLC indiquent que I'index de
méthylation chute de 7 a 1 suite au traitement aliXMDes mesures d’activité Mg-
protoporphyrine 1X méthyltransférase menéesvitro montrent que, dans ces conditions,
l'activité de I'enzyme est réduite d’environ 3 foisinsi, la forte diminution de la vitesse de
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synthése des chlorophylles dans les feuilles detydlzs déficientes en folates est due a une
régulation meétaboligue de la Mg-protoporphyrine Xéthyltransférase (Figure 1). En
'absence de régulation transcriptionnelle et /pmst-transcriptionnelle affectant le niveau
d’enzyme, celle-ci voit son activité fortement dimée en raison de la modification de
lindex de méthylation. Ces résultats montrent iailes lien étroit qui existe entre le
meétabolisme C1 et la synthese des chlorophyllebustrent I'importance des processus de
régulation qui doivent contrdler le pool de folatesertains moments clé du développement
de la plante. La relation forte entre homéostasiefatates et contréle de l'activité des
méthyltransférases existe vraisemblablement powautds réactions de méthylation
essentielles au développement de la plante, tdetesméthyltransférases connues étant
sensibles a des fluctuations de l'index de méthyatMoffatt et Weretilnyk, 2001).

a) b)
180, & $—\- 120
s ¢ g
s\?/ 160 n Q‘/\ 100 -
= 140 | é
I N— 80 N
O 120 2
— S
o S
< 100 - > 60 1
k=) g
)] =
é 804 S
S 40 -
X 60 3
T
£ 401 ©
E 20 1
T 20-
0 T T T 1
0 n T

0 500 100015002000
AdoHcy (UM)

Figure 1 : Expression et activité de la Mg-protoporphyrinelX méthyltransférase (CHLM).

a) Expression de la CHLM mesurée par PCR quantitativedes feuilles de pois vertes,
étiolées (Et) ou étioléestraitées au MTX (Et + MTX) et quantité d’enzyme rempondant
analysée par western-blot.

b) Effet de I'index de méthylation sur I'activité da CHLM. Un extrait dénveloppe d
plastes d’épinard (40 pug de protéines) est incubd@i8len présence de 500 uM de SAM,
UM de CHLM et d’'une concentration variable d’adgtiesmocystéine (AdoHcy).
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Introduction

Summary

¢ Tetrahydrofolate derivatives are central cofactors of C1 metabolism. Using metho-
trexate as a specific inhibitor of folate biosynthesis, we altered the folate statusin
10-d-old etiolated pea (Pisum sativum) leaves and followed the rate of chlorophyll
synthesis upon illumination.

* In our conditions, the folate concentration decreased only from 5.7 to 4.2 nmol g~ FW,
but the amount of chlorophyll after 24 h of illumination was reduced 2.5 times.
Folate status and rate of chlorophyll synthesis were apparently correlated through
the methyl cycle.

¢ Indeed, we observed that methyl-tetrahydrofolate was the folate derivative most
affected by the treatment; the decrease of methyl-tetrahydrofolate was associated
with a sharp rise in homocysteine and S-adenosylhomocysteine concentrations,
which are normally maintained at very low values, shifting the methylation index
(S-adenosylmethionine/S-adenosylhomocysteine ratio) from 7 to 1; the decrease of
the methylation index reduced by a factor of 3 the activity of the Mg-protoporphyrin
IX methyltransferase (CHLM), an essential enzyme for chlorophyll synthesis. CHLM
gene expression and protein concentration remained unchanged, suggesting that
this inhibition relied essentially on metabolic regulation.

e These results point out that an even moderate change in the folate status may
affect plant development and adaptation.

that specifically inhibits dihydrofolate reductase (Fig. 1b).
Depending on the transported C1 unit, they are involved in

‘Folate’ (vitamin B9) is a generic term representing a family
of molecules deriving from tetrahydrofolate (THF). They are
essential cofactors, required in the transfer of C1 units from
one molecule to another (Basset ez al., 2005; Storozhenko
et al., 2005; Rebeille et al., 2006). The members of the folate
family differ depending on the transported C1 unit (methyl,
methylene, methenyl or formyl), the degree of oxidation of
the pterin moiety (dihydro or tetrahydro), and the length of
the glutamate chain (Fig. 1a). The synthesis of THF is the
target of various antibiotics, including methotrexate (MTX)
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various biosynthetic pathways, including those for purines,
thymidylate and methionine (Met) (Rebeille ez al., 2007).
Since Met is the source of S-adenosylmethionine (AdoMet),
the universal methyl donor, folate cofactors are at the basis of
almost all C1 transfer reactions, also called C1 metabolism
(Hanson & Roje, 2001; Ravanel ez al., 2004b).

Although the various plant organs/tissues are probably
autonomous for THF synthesis, folate is not equally distrib-
uted in the various parts of the plant. Indeed, high amounts
of folate are found in cells from embryonic or proliferating tissues,

New Phytologist (2009) 182: 137-145 137
www.newphytologist.org

67



138 "Research

(a)

Hy
c
7N
H
C
&K
o H
’ N
N
NS
H
H.NT TN u "
pterin
PABA
(glutamate),
(c)
Choline,
Chlorophylls
Lignin, AdoMet Pi + PP|
DNA,
Proteins... @

AdoHcy

@

-THF

NAD*

such as meristematic cells found in root tips (Jabrin ez al.,
2003), as compared with those present in quiescent tissues. It
is likely that high C1 metabolism activities (methylation
reactions, DNA synthesis) are required to sustain the major
cellular events taking place during cell division. From this
point of view, inhibition of folate synthesis by sulphonamides
resulted in the arrest of germination (Gambonnet ez 4/., 2001).
In addition to actively dividing tissues, folate synthesis and
accumulation were high in photosynthetic leaves (Cossins,
2000; Scott ez al., 2000). Indeed, it is well known that the
leafy parts of vegetables are among the best sources of folate
(the term folate originates from the Latin name fo/ium). We have
previously shown that the folate concentration increased in
the developing leaf, and the mature leaf eventually contains
two to three times more folate than other plant tissues (Jabrin
et al., 2003). The physiological meaning of such an accumu-
lation is unclear. Interestingly, we observed that mRNAs coding
for the bifunctional dihydropterin pyrophosphokinase/
dihydropteroate synthase (HPPK/DHPS), the mitochondrial
enzyme catalysing the condensation of dihydropterin and
p-aminobenzoate moieties (Mouillon et /., 2002), have a
similar pattern of expression during leaf development as
mRNAs coding proteins involved in photosynthesis (Rubisco
small subunit) and photorespiration (T, P and H proteins of
the glycine decarboxylase system) (Vauclare ez a/., 1996; Jabrin
et al., 2003). All these transcripts present a transient peak of
expression with a maximum at day 6, which is the moment
when the leaflet opens to become an efficient solar captor.
This observation strongly suggests that folate is required for
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(b) Dihydropterin

Fig. 1 The tetrahydrofolate (THF) molecule
and the methyl cycle. (a) Structure of the THF
molecule, showing the possible substitutions
at the N5 and/or N10 positions by the various
C1-units. Although the number of glutamate
residues may fluctuate widely, THF usually

contains five to six glutamate residues.
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DHF-Glu, CH,-THF, methyl tetrahydrofolate; CH,-THF,
MTX methylene tetrahydrofolate; CH-THF,
THF-Glu, methenyl tetrahydrofolate; CHO-THF,

formyl tetrahydrofolate. (b) Synthesis of
THF from dihydropterin. The conversion

of dihydrofolate (DHF) into THF is

catalysed by dihydrofolate reductase,

the target of methotrexate (MTX). pABA,
para-aminobenzoic acid; DHF-Glu,,
dihydrofolate with one glutamate; THF-Glu,,
tetrahydrofolate with one glutamate;
THF-Glu,, tetrahydrofolate with n
glutamates. (c) Overview of the reactions

r— nGlu

THF-Glu

de novo synthesis

@ Gly involved in the methyl cycle: 1, methionine
synthase; 2, S-adenosylmethionine
CH.-THF synthetase; 3, methyltransferases;
NADH 4, S-adenosylhomocysteine hydrolase;

5, serine hydroxymethyl transferase;
6, methylene tetrahydrofolate reductase.

the build-up, and perhaps turnover, of the photosynthetic
apparatus. In support of this hypothesis, it was reported that
etiolated leaves generally have less folate than green leaves and
that illumination enhanced HPPK/DHPS mRNA expression
(Jabrin ez al., 2003).

There are several possible connections between photosyn-
thesis and C1 metabolism. First, folate is directly involved in
photorespiration. A key step of this pathway takes place in leaf
mitochondria, where two glycine molecules are converted
into one serine molecule by the combined action of glycine
decarboxylase (GDC) and serine hydroxymethyltransferase
(SHMT) (Douce ez al., 2001). THEF is an essential coenzyme
for both activities (Rebeille ez a/., 1994), and it is logical to
think that folate accumulation in leaves, and more precisely
within mitochondria, is required to maintain high photores-
piratory activities. Although this hypothesis cannot be totally
ruled out, analysis of cellular folate distribution in leaves
suggested that folate accumulated more in the cytosol than in
mitochondria during greening (Gambonnet ez 4/., 2001; Jabrin
et al., 2003). Alternatively, methylation reactions might be
important during the biogenesis of the photosynthetic
apparatus. Indeed, the synthesis of chlorophyll requires one
methylation step to transform Mg-protoporphyrin IX into
Mg-protoporphyrin IX monomethyl ester, a reaction catalysed
by the Mg-protoporphyrin IX methyltransferase (CHLM)
(Block eral., 2002; Alawady eral, 2005). Taking into
account the high number of chlorophyll molecules that have
to be synthesized in leaves, it is clear that there must be a huge
demand for methyl units in this tissue. These methyl units
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come from AdoMet, the universal methyl donor, which is
synthesized and recycled in the cytosol from methyl-THF
(CH;-THF) through a pathway called the methyl cycle
(Fig. 1¢). Impairing the transport of AdoMet towards chloro-
plasts affects plastid biogenesis (Bouvier ez al., 2006).

We have recently observed that inhibition of THF synthesis
in cell suspension cultures may affect the concentration of
several intermediates of the methyl cycle (Loizeau ez 4., 2007).
In the present article, we attempted to modulate the intracel-
lular folate concentration in etiolated pea leaves with the aim
of highlighting the role of folate cofactors in chlorophyll

synthesis during de-etiolation.

Materials and Methods

Plant material

Pea (Pisum sativum Lvar. Douce Provence) seeds were imbibed
during 18 h in circulating tap water and planted in moist
vermiculite in 10-cm-diameter pots. Plants were grown for 12 d
undera 12 h photoperiod (140 pmol m™2s7!) at 22°C (day) and
20°C (night). Etiolated pea plants were grown in complete
darkness at 20°C and etiolated leaves were collected under a
green light. For MTX treatment, etiolated 8-d-old plants were
watered with 20 ml of a water solution containing 100 pm
MTX and leaves were soaked for 5-10 s in the same solution.
The operation was renewed the following day. De-etiolation
experiments started at day 10: 10-d-old etiolated seedlings,
treated or not with MTX, were transferred to continuous
white light (100 pmol m™2s7!) and leaves were harvested several
times during a 24 h period. Leaf samples were immediately
ground in liquid N, with mortar and pestle and stored at—80°C
until use. Three completely separate experiments, from seed
imbibition to MTX treatment, were analysed in this study.

Arabidopsis (Arabidopsis thaliana; ecotype Columbia) cell
suspension cultures were grown under continuous light
(40 pmol photon m™ s7!) at 22°C with rotary agitation at
125 rpm in Gamborg’s B5S medium supplemented with 1 um
2-naphthalene acetic acid and 1.5% (w/v) sucrose. Cells were
subcultured every 7 d.

Measurements of metabolites

Determination of folates was done by LC-MS/MS (Zhang
et al., 2005). Following extraction, folylpolyglutamates were
deconjugated in the presence of rat serum to generate the
corresponding monoglutamate derivatives. Reversed-phase (RP)
HPLC was performed using a Purospher Star RP-18 column
(150 X 4.6 mm, 5 pm particle size, Merck) and elution of folates
was done using a gradient of 0.1% (v/v) formic acid (1 ml min™",
35°C). Folate detection was performed by an Applied
Biosystems API4000 tandem quadrupole mass spectrometer.

Extraction of soluble amino acids was performed as
previously described (Kreft ez 4., 2003). Amino acids were
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derivatized using O-phthaldialdehyde and analysed by
RP-HPLC using an octadecyldimethylsilica column (Hypersil
C18, 150 X 4.6 mm, 3 um, Knauer GmbH, Berlin, Germany)
connected to an HPLC system (Agilent Technologies 1100
series, Santa Clara, CA, USA). Amino acids were eluted with a
linear gradient of methanol in 50 mm sodium acetate, pH 5.7,
at 0.8 ml min™! and 37°C, and detected by fluorescence
(excitation 340 nm, emission 455 nm).

Homocysteine (Hcy) was extracted and derivatized with
monobromobimane using the procedure previously described
(Kreft et al., 2003). Derivatized thiols were subjected to RP-
HPLC using an Atlantis dC18 column (250 X 4.6 mm; 5 pm;
Waters) connected to an HPLC system (Agilent Technologies
1100 series). Elution was done using an acetonitrile gradient
in 57 mM sodium perchlorate, 0.25% (v/v) acetic acid, pH
3.4,at 1 ml min~! and 25°C. Derivatized thiols were detected
by fluorescence (excitation 388 nm, emission 480 nm).

The procedure used for AdoMet and S-adenosylhomo-
cysteine (AdoHcy) measurements was adapted from Castro
et al. (2002). Metabolites were derivatized with chloroacetal-
dehyde and separated by RP-HPLC using a Nucleodur C18
Pyramid column (250 X 4 mm, 5 pm; Macherey-Nagel, Hoerdk,
France) connected to an HPLC system (Agilent Technologies
1100 series). Elution was performed at 1 ml min™! and 25°C with
alinear gradient of acetonitrile in 50 mM sodium phosphate,
pH 4.5. 1,N6-etheno derivatives of AdoMet and AdoHcy were
detected by fluorescence (excitation 270 nm, emission 410 nm).

For chlorophyll determination, 100 mg of leaf tissue was
disrupted in presence of 80% (v/v) acetone. The amount of
chlorophyll in the acetone extracts were determined as previ-

ously described (Arnon, 1949).

Magnesium protoporphyrin IX methyl transferase activity

Magnesium protoporphyrin IX methyl transferase activity was
estimated from plastid envelope membranes purified from
spinach leaves. Preparation of the envelope was made as
previously described (Block et al., 2002). CHLM activity was
estimated by measuring the AdoMet-dependent accumulation
of Mg-protoporphyrin IX monomethyl ester (Bollivar ez aL,
1994). Envelope membranes (¢. 40 pg proteins) were incubated
at 30°C in 60 pl of a reaction medium (50 mm MOPS, pH
7.7; 300 mm glycerol; 1 mm MgCl)) containing either 10,
500 or 1000 pm AdoMet, 40 pm Mg-protoporphyrin IX and
various concentrations of AdoHcy. After 30 min, the reaction
was blocked by addition of 400 pl of stop medium (acetone/
water/ammonia, 80/19/1, v/v) (Shepherd ez al., 2003). After
centrifugation, a quantity of 50 pl was injected in an HPLC
system (Agilent Technologies 1100 series). HPLC conditions
were as follows: LiChrospher 100 RP-18 column (150 X 4 mm,
5 pm, Merck, Darmstadt, Germany); flow rate 1 ml min~};
Solvent A (methanol/5 mM tetrabutylammonium phosphate,
70/30, v/v) for 3 min then solvent B (methanol/water, 70/30,
v/v) for 20 min. Peaks were detected by fluorescence
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(excitation 420 nm, emission 595 nm). In our conditions,
Mg-protoporphyrin IX was eluted in 5.5 min and Mg-
protoporphyrin IX monomethyl ester in 7.5 min. Within
these standard conditions, the reaction was linear for 1 h.

Protein electrophoresis and western blot analysis

Membrane-bound proteins from 100 mg of either frozen pea
leaves or Arabidopsis cells were extracted using a phenol
extraction procedure (Hurkman & Tanaka, 1986). Protein
concentrations were determined (Lowry ez al., 1951), then
proteins (10-20 pg) were separated by SDS/PAGE and electro-
blotted to nitrocellulose membrane. Membranes were probed
with rabbit polyclonal antibodies raised against recombinant
Arabidopsis CHLM (Block ez al., 2002) and diluted 1/1000.
Detection was performed by chemiluminescence using
secondary antibodies coupled to horseradish peroxidase.

CHLM mRNA expression

The relative abundance of the pea mRNA encoding CHLM
was estimated by real-time quantitative PCR. First, total RNAs
were extracted from pea leaves using RNeasy Plant Mini Kit
(Qiagen, Courtaboeuf, France). Then, a pea cDNA library
was constructed from total RNA (1 pg) using the ThermoScript
RT-PCR system (Invitrogen, Cergy Pontoise, France) in the
presence of oligo(dT), 4. To identify the gene sequence coding
for pea CHLM, degenerate primers corresponding to consensus
sequences found in all known plant CHLMs were first
designed for PCR amplification. The following sequences
were used: forward, 5" TGGMGSAAGATCTACGG; reverse,
5" GGBCCWGGGAAMARCTCTCC. A PCR product
corresponding to the expected size of ¢. 500 bp was obtained.
Sequencing of the amplicon resulted in sequence encoding a
peptide of 160 residues showing 80% identity with tobacco
and Arabidopsis CHLM (GenBank accession number
FM210680). From this, sequence-specific primers (forward,
5" AGAGTTCAGCGGGATATTAGG; reverse, 5" CTTTAG-
CCTGTTTCTCAGCTTC) were designed for real-time
PCR. PCR was run using SYBR Green I reagent (SYBR
Green JumpStart Taq ready Mix; Sigma, Lyon, France) and the
Rotor-Gene 3000 system (Corbett Research, Sydney, Australia).
Relative quantification was obtained using pea actin-2
reporter gene (GenBank accession number: X68649; specific
primers: forward 5° AGTCATACCGTGCCAATCTATG;
reverse 5" AGCAACGTAGGCAAGCTTCTC).

Results

Folate distribution in etiolated leaves — effect of
methotrexate

Green pea leaves contain relatively high amounts of folate
(approx. 5-7 nmol g_l FW, ie. ¢. 250 pmol mg‘1 soluble
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protein) (Chan & Cossins, 2003; Orsomando et /., 2005), and
etiolated pea leaves contain generally less (c. 2.5-4.5 nmol g~!
FW) (Gambonnet ¢t al., 2001; Jabrin et al., 2003). Despite
these differences, distribution of the various derivatives was
relatively similar in both tissues (Fig. 2), CH,-THF representing
35-45% of the total pool. Methotrexate is a specific inhibitor
of dihydrofolate reductase (DHFR) (Fig. 1b). MTX-treated
etiolated leaves had a folate concentration lowered by 30-40%
(the concentration dropped from ¢. 4.2 to 2.7 nmol ¢! FW).
Despite the moderate effect on total folate concentration,
analysis of the various folate species revealed important changes
(Fig. 2). Indeed, the CH;-THF concentration was the most
severely affected, decreasing by a factor of 4 (the concentration
dropped from 2 to 0.5 nmol g_1 FW), whereas the pool
‘THF + CH,-THF (the two derivatives cannot be distinguished
by the analytical method; see De Brouwer et al., 2007)
remained almost unchanged. We also observed a 20-fold
increase of folic acid that represented ¢. 10% of total folate in
MTX-treated etiolated leaves. Folic acid is not a physiologically
active folate derivative. It is generally found in trace amounts
(less than 2% of the total folate), presumably formed by
oxidative damage of the various derivatives during the
extraction and analytical process. The presence of such a pool
of folic acid in MTX-treated cells is possibly the result of the
accumulation of a folate derivative highly susceptible to
oxidation. Theoretically, inhibition of DHEFR should result in
DHEF accumulation. This is not observed in these experiments,
but DHEF is a highly unstable compound that can be easily
oxidized into folic acid or degraded during the heating steps
required for the extraction procedure (De Brouwer ez al.,
2007). Indeed, the presence of DHEF is rarely reported and
degradation under the experimental conditions can be one of
the reasons. It is therefore possible that the accumulation of
folic acid observed in MTX-treated cells reflected, at least in
part, an increase of the cellular DHF concentration.

The methyl cycle in etiolated leaves — effect of
methotrexate

Methyl-tetrahydrofolate derivative is the folate species most
affected by our MTX treatment. This cofactor is essential for
Met synthesis, and because 80% of the pool of Met is involved
in AdoMet synthesis and turnover (Giovanelli, 1987), the
question arose as to whether such a situation had an impact
on the methyl cycle activity. As shown in Fig. 3a, the AdoMet
concentration was quite similar in green and etiolated leaves,
and was not significantly changed by the MTX treatment.
However, the AdoMet/AdoHcy ratio, often referred to as the
methylation index, was strongly modified in MTX-treated
etiolated leaves. Indeed, AdoHcy concentration increased by
a factor of 6-7 in these leaves, shifting the AdoMet/AdoHcy
ratio from 7 to ¢. 1. Methionine and Hcy are the two other
main intermediates of the methyl cycle. The Met concentration
was c. twofold higher in etiolated than in green leaves (Fig. 3b)
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Fig. 2 Concentration and distribution of the various folate derivatives in green and etiolated pea (Pisum sativum) leaf tissues. Green and

etiolated leaves (10-d-old plants) were collected and immediately frozen in liquid nitrogen and later analysed for their folate content as described
in the Materials and Methods section. The distribution (expressed for each condition as a percentage of total, values above the bars) was

similar in both green and etiolated tissues but changed with the methotrexate (MTX) treatment. Etiolated pea plants were treated with a 100 pm
MTX water solution on days 8 and 9, and then collected on day 10 (see the Materials and Methods section). Green, dark grey bars; etiolated,

light grey bars; etiolated + MTX, black bars. Our analytic method cannot separate methylene-THF (5,10-CH,-THF) from THF. Because
methenyl-THF (5,10-CH = THF) and formyl-THF (10-CHO-THF) are readily interchangeable through the methenyltetrahydrofolate
cyclohydrolase activity (Kirk et al., 1995), we pooled the values corresponding to these two derivatives. FA, folic acid. Each value is the average

of six determinations from three independent experiments + SD.

90 -
80 -
E 70 -
1
(o] 60 -
Fig. 3 Effect of methotrexate (MTX) on the ©
methyl cycle in etiolated pea (Pisum sativum) E 50 -
leaves. S-adenosylmethionine (AdoMet) and =i
S-adenosylhomocysteine (AdoHcy) (a), g 40 -
methionine (Met) (b) and homocysteine ©
(Hcy) (c) concentrations were determined in % 30 -
green (dark grey bars), etiolated (light grey Q
bars) and MTX-treated etiolated (black bars) o 201
pea leaves. Etiolated pea plants were treated ©
as described in the Materials and Methods 101
section and collected on day 10. Each value is 0

the average of three to six analyses from three
independent replicates + SD.

and, surprisingly, it increased further following MTX treate-
ment. The Hey concentration was also strongly shifted upwards
(Fig. 3¢), increasing by a factor of 4-6. The concentration of
a metabolite depends on equilibrium between the rates of
production and utilization. The higher concentration of Hey
strongly suggests that its conversion into Met was hampered,
as expected in case of CH;-THF shortage. However, the fact
that the Met concentration remained high is also indicative of
either a lower Met utilization (through the methyl cycle and/
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or protein synthesis) or a higher de novo synthesis. Indeed, de
novo synthesis of Met is located in plastids (Ravanel ez 4/, 2004a)
and is not, therefore, directly connected with the methyl cycle
in the cytosol. From this point of view, it is possible that a
‘rescue’ system took place in such a situation, in order to
maintain Met and AdoMet concentrations. Such a system was
observed in Arabidopsis cells where, in the case of strong folate
deficiency, AdoMet and Met concentrations were rapidly
restored after a temporary drop (Loizeau ez al., 2007). This
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Table 1 Effect of illumination on CH;-THF concentration and the methyl index in etiolated leaves of pea (Pisum sativum)

Etiolated leaves Etiolated leaves + MTX

Time of illumination Time of illumination

Green leaves Oh 12 h 24 h Oh 12 h 24 h

Total folate 5.7+0.8 42+04 48+0.6 5+0.7 2.7+05 3.2+0.7 29+05
5-CH;-THF 24+0.2 1.9+£0.1 1.7+£0.1 21101 0501 0.7+0.2 0.6+0.1
Met 22125 41+7 29+3 21+6 103 £22 70+ 13 90+ 22
AdoMet 52+15 6110 55+ 6 46 + 11 65+18 76 £ 20 55+13
AdoMet/AdoHcy 6.61+15 72+09 7703 63+15 1.3+05 1.1+£05 0.7+0.2

Etiolated pea seedlings were treated with a 100 pm methotrexate (MTX) water solution on days 8 and 9 (see the Materials and Methods section).
Control and MTX-treated plants were illuminated at 10 d and collected at the indicated time. Results are expressed as nmol g~' FW.
Each value is the average of three to six determinations from three independent replicates + SD. AdoMet, S-adenosylmethionine; AdoHcy,

S-adenosylhomocysteine; CH;-THF, methyl-tetrahydrofolate.

metabolic control possibly involves complex regulatory
mechanism of de novo Met synthesis in plastids, where
cystathionine-y-synthase plays a key role (Hacham ez a/.,
2002; Loizeau et al., 2007). Other amino acids linked to C1
metabolism, such as S-methylmethionine (c. 40-80 nmol g™!
FW), which is possibly involved in phloem sulphur transport
and regulation of AdoMet concentration (Bourgis ez a/., 1999;
Kocsis et al., 2003), and serine (c. 1600-2000 nmol g™! FW/)
were not significantly changed by our MTX treatment of
etiolated leaves (results not shown). Taken as a whole, these
results are indicative of important modifications within the
methyl cycle activity, Hey and AdoHcy concentrations being
the most affected by the MTX treatment. Similar observations
were previously reported for Arabidopsis cells having a folate
concentration lowered by 25-fold (Loizeau ez 4l., 2007). Our
present data indicate that these events also occur with a
moderate decrease of the folate content, suggesting a tight
coupling between methyl cycle and folate synthesis.

[lumination of etiolated leaves did not markedly change
the concentration of key intermediates of the methyl cycle
(Table 1). In control plants there was a slight increase of the
total folate concentration during the first 24 h, and the overall
situation tended to evolve slowly towards that found in green
leaves. These variations were not obvious in MTX-treated
plants which maintained a low concentration of CH;-THE a
high concentration of AdoHcy and, therefore, a low methyl-
ation index. The most important changes were seen on
chlorophyll synthesis (Fig. 4). Indeed, the rate of chlorophyll
synthesis, illustrated by the accumulation of chlorophyll, was
significantly decreased in MTX-treated leaves, at least during
the first 24 h of illumination.

CHLM activity and expression

Mg-protoporphyrin IX methyltransferase (CHLM) activity
is the logical link between methyl cycle and chlorophyll
synthesis since it requires the substrate AdoMet. AdoMet is

New Phytologist (2009) 182: 137-145
www.newphytologist.org

0.9 -

Chlorophyll concentration (mg g'1 FW)

o T T T T T T 1
0 4 8 12 16 20 24 28

Time (h)

Fig. 4 Chlorophyll accumulation during greening of etiolated leaves.
Etiolated pea (Pisum sativum) plants were treated as described in the
Materials and Methods section. Control (diamonds) and
methotrexate (MTX)-treated (squares) plants were illuminated on
day 10 and collected at the indicated time. Each value is the average
of three independent experiments + SD.

synthesized in the cytosol and transported into chloroplasts by
a carrier mediating the uniport uptake of AdoMet as well as
an exchange between cytosolic and chloroplastic AdoMet and
AdoHcy (Ravanel ez a/., 2004a). Mutation in the gene coding
this carrier led to a decrease in chlorophyll content (Bouvier
et al., 2006), illustrating the requirement of AdoMet for
chlorophyll synthesis. In order to know if CHLM activity is
regulated by AdoHcy, we evaluated the effect of various AdoHcey

© The Authors (2008)
Journal compilation © New Phytologist (2008)

72



New

Phytologist Research 143
120 - _ 180 -
100
(a) (b) 160 (c)
100 4 _ L
x X 80 - = 140 4
£ £ AdoMetAdoHcy=1 T
olvie oricy =
5 801 s y S 120
2 R 60 - s
2 60 - 2 § 1007
i 2 2 804
3 & 40+ £
E 40 H E 5 60
= 5 g
(8] = _
20 20 1 -l
[
© 20 -
0- 0 0 . .
0 500 1000 1500 2000 10 500 1000 Green Et Et+
AdoHcy (uM) AdoHcy — AdoMet (uM) MTX
(d) c +MTX C +MTX
CHLM 4

a ap - “_-'4— 30 kDa
At cells

Fig. 5 Mg-protoporphyrin IX methyltransferase (CHLM) expression and activity. (a) Effect of S-adenosylhomocysteine (AdoHcy) concentration
on the CHLM activity associated with purified envelope membrane. About 40 pg of envelope proteins were incubated for 30 min in the presence
of 500 pm S-adenosylmethionine (AdoMet), 40 um Mg-protoporphyrin IX and various concentrations of AdoHcy. Mg-protoporphyrin IX
monomethyl ester, the product of the reaction, was separated from Mg-protoporphyrin IX by HPLC. In separate control experiments, we verified
that the reaction was linear for at least 1 h and strictly dependent on the presence of envelope, AdoMet and Mg-protoporphyrin IX. (b) Inhibition
of CHLM maximal activity measured in the presence of various identical AdoMet and AdoHcy concentrations. (c) Relative expression of CHLM
transcripts in 10-d-old pea leaves. Plants were treated or not with methotrexate (MTX) as described in the Materials and Methods section and
collected on day 10. The values are expressed on the basis of the level of expression found in green leaves. Each value is the average of six
determinations from two separate biological repeats + SD. Et, etiolated tissues. (d) Western blot analyses of CHLM protein in Arabidopsis cells
and etiolated pea leaves. The effect of MTX on Arabidopsis cells was estimated after 24 h of culture in the presence of 100 um MTX, a condition
that decreased the methylation index 40-fold. Proteins (20 pg per lane) from both control (C) and MTX-treated (+MTX) cells and leaves were
separated by SDS/PAGE and electroblotted to nitrocellulose membrane. The membrane was probed with a rabbit antibody raised against
recombinant Arabidopsis CHLM (Block et al., 2002) and diluted 1/1000. Detection was performed by chemiluminescence using secondary

Ps leaves

antibodies coupled to horseradish peroxidase.

concentrations on partially purifitd CHLM. As shown in
Fig. 5a, CHLM activity decreased quickly with increasing
AdoHcy concentration. Indeed, in the presence of 500 pm
AdoMet, the activity decreased by a factor of 2.5-3 when the
AdoMet/AdoHcy ratio was shifted from 7 to 1, the situation
found in our experiments. Adjusting the AdoMet/AdoHcy ratio
to 1 with various initial AdoMet and AdoHcy concentrations
resulted in similar inhibition of the maximal activity (Fig. 5b).
This suggests that the methyl index (rather than the absolute
AdoHcy concentration) controlled CHLM activity, in agree-
ment with the observation that AdoHcy exhibits competitive
inhibition with respect to AdoMet for Synechocystis CHLM
(Shepherd ez al., 2003).

In order to know if there was additional control at the
genomic level, we measured CHLM mRNA relative expression.
Mature CHLM is a 29.5 kDa protein in Arabidopsis, encoded
by a single gene and targeted to the envelope and thylakoid
membranes (Block ez a/., 2002). To identify the gene sequence
in pea, we screened a pea cDNA library (see the Materials and
Methods section) and amplified by PCR a ¢cDNA fragment
of 500 bp encoding a peptide showing 80% identity with
tobacco and Arabidopsis CHLM (see Supporting Information,
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Fig. S1). By reference to actin-2 as internal standard, we
observed that pea CHLM mRNA was present in etiolated
leaves (Fig. 5¢), as previously observed in tobacco (Alawady
et al., 2005), and its expression was not significantly changed
by MTX treatment. In order to correlate mRNA expression
with protein concentration, we estimated the amount of CHLM
by western blotting, using a specific antibody raised against
the Arabidopsis CHLM (Pontier et al., 2007). The antibody
cross-reacted with a protein of ¢. 32 kDa in pea and 30 kDa
in Arabidopsis (Fig. 5d), but treatment with MTX had no
obvious effect on the concentration of CHLM, either in pea
leaves or in Arabidopsis cells. In these experiments, Arabidopsis
cells were incubated for 24 h in the presence of 100 pm MTX,
a situation that decreased the methylation index 40-fold (not
shown).

Discussion

The results presented here indicate that reducing dihydrofolate
reductase activity in 10-d-old etiolated leaves triggers the

following events: a partial decrease of the total folate content,
CH,-THF being the derivative most affected; a marked
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increase in the AdoHcy concentration associated with a drop
of the methylation index; a lower rate of chlorophyll synthesis
correlated with a decrease of CHLM activity.

In pea leaves, the CH,;-THF pool represented ¢. 50% of
total folate, a result in accordance with previous observations
(Orsomando et al., 2005). Earlier estimation of folate distri-
bution within the different cellular compartments indicated
that mitochondria accounted for 40%, plastids 10%, vacuoles
20% and cytosol 30% of total folate (Jabrin ez al., 2003;
Orsomando et al., 2005). Assuming that CH,-THF in the
cytosol contributes 50% of cytosolic total folate, it can be
estimated from Fig. 2 that CH;-THF in this compartment
represents ¢. 0.6 nmol g~! FW. Considering the small volume
of the cytosol, presumably 1/10-1/20 of the cell volume, it is
likely that the cytosolic CH;-THF concentration ranged
between 6 and 12 pm. This value is lower than the X value
(60 pm) recorded for the cytosolic Met synthase (Ravanel
et al., 2004a), suggesting that any decrease of CH,-THF within
the cytosol should reduce Met synthesis and, consequently,
perturb the cycle of methylations.

The marked increase of Hey and AdoHcy observed in the
presence of MTX was the most evident sign of a change in the
methyl cycle activity. The increase of Hey presumably resulted
from the lower Met synthase activity, as is observed in animals
in the case of insufficient dietary folate intake (Scott ez al.,
2000). Because the reaction catalysed by AdoHcy hydrolase is
reversible (Moffatt & Weretilnyk, 2001), part of the accumu-
lating Hey was converted back to AdoHcy, thus contributing
to increase the AdoHcy concentration. AdoHcy is a potent
inhibitor of most AdoMet-dependent methyltransferase and
it is likely that, in turn, AdoMet utilization would decrease.
Surprisingly, we did not observed significant change in AdoMet
concentration. Similar results were also obtained with tobacco
cells cultivated in the presence of a selective inhibitor of
AdoHcy hydrolase (Fojtova ez al., 1998). In these experiments,
AdoHcy concentrations dramatically increased (> 1000-fold)
but the concentration of AdoMet remained almost unchanged.
It is likely that AdoMet concentration is maintained constant
through feedback regulation, since the products of the
reaction, including AdoMet, were shown to inhibit AdoMet
synthetase (Schroder ez al., 1997). This regulation would
prevent AdoMet accumulation, thus contributing to maintain
Met available for other vital processes such as protein synthesis.

As shown here, the decrease in the AdoMet/AdoHcy ratio
affects the synthesis of Mg-protoporphyrin IX monomethyl
ester, decreasing the CHLM activity by a factor 3. This explains
why chlorophyll synthesis was lowered during de-etiolation of
pea leaves treated with MTX. These results point to a direct
relationship between the methyl cycle and chlorophyll synthesis,
through the AdoHcy-dependent metabolic control of CHLM.
In addition, impairing CHLM activity might also contribute
to decrease the light harvesting complex B (LHCB) synthesis
since the chlm knockout mutant of Arabidopsis showed a
severe reduction of /hcb gene expression (Pontier ez al., 2007).

New Phytologist (2009) 182: 137-145
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These results emphasize the importance of the folate status in
plant cells. Indeed, the folate concentration decreased by only
30-40%, and remained in the leaf tissue at a value similar to
or even higher than that normally found in other tissues, such
as roots and stems (Jabrin ez /., 2003). However, the metabolic
and physiological consequences were important since the build-
up of the photosynthetic apparatus following illumination of
leaves was delayed, at least temporarily.

These findings also suggest that mild variations of the folate
status in plants could have repercussions far beyond the
reactions that directly involve the cofactor. As shown here,
changes in CH,-THF concentration directly affect the methyl
cycle equilibrium. Because this cycle is related to many
branches of metabolism, multiple metabolic and physiological
alterations could arise from such changes. From this point of
view, it was observed in tobacco cells that increasing the AdoHcy
concentration up to that of AdoMet resulted in a significant
reduction in DNA methylation (Fojtova ez al., 1998), a situ-
ation that may, in turn, affect chromatin conformation and
gene transcription. Thus, even moderate changes in the folate
status might alter plant development and adaptation.
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Nt ChlMT (natiwve) MAFSSPLEFSPVNFALNPNPQIHPKCTKPNRRNF SVCAIPPLSTATDISAVIGPLDGTTLA
At ChlMT (natiwve) MPFAPSLLSSSSS8VSQFLPRF-PNATRFNVTIPRSRAATVVAASVTDLAGYV --—-DSTTIA
Ps ChlMT (peptide) -------———-——————— -
70 80 a0 100 110 120
| | |
Ht ChlMT (native) VLGGGESVAALAATLSLADPERRROLOAREVGGGDKEVVREYFNNNGFQRWKK I YGDTDDYV
At ChlMT (natiwve) VLGGEESVAALARMVSLTDPERRRKLOAEEVGGEDKEVVREYFHSTGFERWRKIYGETDEV
Ps ChlMT (peptide) —m——— === e KIYGDTODV
130 140 150 160 170 180
| | | | | |
Nt ChlMT (natiwve) NKVQLDIRLGHSKTVENVMKMLTEEG S LOGVTVCDAGCS TEGCLSIPLAKEGAVVSASDIS
At ChlMT (native) HRVQKDIRLGHAKTVENTMLMLTEDR SLAGVIVCDAGCGTGLLS IPLAKEGAIVSASDIS
Ps ChlMT (peptide) HNRVQRDIRLGHSKTVENALOMLKEEGSLEGVIICDAGCGTGSLSIPLAKEGAVVCASDIS
190 200 210 220 230 240
| | |
Ht ChlMT (native) ASHMVAEAQKQAQEELFKDKDDQSE AP VMPKFEVKDLESLDGKYDTVVCLDVMIHYPQSKA
At ChlMT (native) AAMVAEARMKAKAQL———————~ PSENLEKFEVNDLESLTGKYDTVVCLDVLIHYPQHKA
Ps ChlMT (peptide) ARMVAEAEKQAKEQL-----——- VSSVMPKFVVSDLESLEGLYDTVVCLDVMIHYPQSKA
250 260 270 280 290 300
| | | | | |
Nt ChlMT (natiwve) DEMIAHLASLAENRLILSFAPKTFYYDLLKRIGELFPGP SKATRAYLHAEADVERALOKA
At ChlMT (native) DEMIAHLASLAEKRVILSFAPKTFYYDILKRIGELFPGP SKATRAYLHSEADVERALGKYV
Ps ChlMT (peptide) DGMIAHLASLAEKRLVVSFAPKTFYYDALKRVGELFPGE —-———————————————————-
310 320
| |
Nt ChlMT (natiwve) GWKIRKRGLIATOFYFAKLIEAVPA
At ChlMT (natiwve) GWKISKRGLTTTOFYFSRLIEAVPM
Ps ChlMT (peptide) -----—---—--"--"--"---"-——-
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RESULTATS Chapitre Il

Chapitre I

Régulation de la synthése de méthionine drabidopsis. le
domaine régulateur N-terminal de la cystathionisynthase est cliv
en réponse a une carence en folates

197

Dans de nombreuses situations physiologiques, n@ace du 5-CHTHF ainsi que le
niveau d’'expression élevé des genes / enzymegiparit a la synthese de méthionine et de
SAM indiquent qu’une part importante des unitéspottées par les folates est dirigée vers
ces voies anaboliques. Aucune donnée de la litérahe mentionne de processus de
régulation qui permette de coordonner I'homéostamie folates et la biosynthese de
méthionine et de SAM afin d’assurer les tres nonrxs réactions de méthylation cellulaires.
En instaurant de facon prolongée une situation atence en folates dans des cellules
d’Arabidopsis, nous avons pu mettre en évidencerogessus original de régulation de la
synthése de méthionine.

Le traitement des cultures cellulaires a I'aidend'.combinaison d’antifolates (MTX et
sulfanilamide, MTXS) conduit a une tres forte dintion du pool de folates ainsi qu'a une
perturbation de I'équilibre entre les différentsidés. Ainsi, le pool de 5-CHTHF est le plus
fortement réduit, ce qui entraine de profondesupeations du cycle des méthyles. En
particuliers, les dosages par HPLC montrent unendition de 50 % et 70 % des teneurs
intracellulaires en méthionine et en SAM, respettient, aprés 48 h de traitement MTXS.
De facon tres surprenante, nous avons observeé, 48itret 72 h de traitement au MTXS, une
restauration des pools de méthionine et de SAMefubuvent alors des niveaux équivalents
a ceux mesurés chez des cellules témoins (Figureakalyse par western-blot des niveaux
d’expression des enzymes impliguées dans la voldasynthése de méthionine a permis de
relier ce rétablissement des niveaux d’origine dghionine et de SAM a une modification
post-traductionnelle totalement originale de lataysonine y-synthase (CGS), premiére
enzyme impliqguée dans la synthéd® novode méthionine. En effet, aprés 72 heures de
traitement, on observe une modification de la masekculaire apparente de la CGS qui
passe de 53 kDa a 43 kDa (Figure 1). Cette motidicaonsiste en un clivage de 92 acides
aminés a I'extrémité N-terminale de la protéinecéijour, nous n'avons pas identifié la (ou
les) protéase(s) responsable(s) de ce clivage dpienl’emploi de différents inhibiteurs
indigue gu’au moins une protéase a sérine estgu@d dans ce processus.

Figure 1: Restauration du pool de méthionine
et clivage simultané de la CGS en situation ¢
carence en folates.

En haut : la méthionine libre a élésée par HPL!
a partir d’extraits de cellules témoina)(ou de
cellules traitées au MTXSe|. En bas le profil
d’expression de la CGS issue de cellules traité
MTXS a été analysé par westdsiot. A partir de
53-50 kDa— e mm 72 heures de traitement au MTXS, la CGS prés
une modification de sa masse molécul
apparente, qui passe de H3-kDa a 43 kDa, d
facon concomitante avec la restauration du pos
méthionine.

Méthionine
(nmol / g MF)
S
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Ce processus de clivage est spécifiguement asdaaié carence en folates. En effet, une
supplémentation de cellules traitées au MTXS pdadeucovorine (5-CHO-THF) permet de
contrer le déficit en folates et de conserver lanfo entiere de la CGS. En revanche, les
cellules traitées au MTXS et supplémentées paadeéthionine arborent la forme clivée de
'enzyme, ce qui écarte la possibilité que cette iffeadion post-traductionnelle soit induite
par une carence en méthionine ou en SAM. De méme,sttess nutritionnels (sulfate),
oxydatifs (HO,) ou salins ne conduisent pas a une modificatiolradeGS. Nous avons pu
observer ce clivage de la CGS sur des feuillesratiidopsis traittes au MTXS mais
également chez d'autres espéces comme le pois ®iails, ce qui tend a démontrer la
conservation de ce mécanisme entre differentecespegétales.

Des mesures par HPLC de I'activité CGS du polypleptie 43 kDa confirment bien qu’il
s’agit d'une CGS active. L'alignement des séquenmexéiques de CGS de différentes
especes confirme que I'élimination de I'extrémitétdiminale n’affecte pas le domaine
catalytigue de I'enzyme. Néanmoins, la comparaides propriétés cinétiques vitro des
enzymes mature, c'est-a-dire dépourvue de sa semjutadressage au plaste, et clivée ne
montre pas de différence d’efficacité catalytigneeles deux formes de la CGS.

Si ces analyses cinétiques, réalisidegitro, démontrent que le clivage de I'extrémité N-
terminale de la CGS ne confere pas a I'enzyme dtagge catalytique, deux éléments tendent
a démontrer que la situatiomvivo est tout a fait différente. En effet, nous avomsstaté que
la restauration du pool de méthionine intervientfatgon synchrone avec l'apparition de la
forme clivéee de la CGS (Figure 1). Egalement, Hachet al (2002) ont constaté une
accumulation de méthionine dans des plants de tabBasgéniques surexprimant une forme
courte de CGS (tres proche de la forme clivéeygaport a des plants surexprimant la forme
mature de lI'enzyme. Le domaine N-terminal de la C&f# doncin vivo comme un
régulateur de I'activité de I'enzyme.

Sur la base de ces résultats, nous avons propas®dele de la régulation de la synthese
de méthionine en situation de carence en folatagu® 2). Dans des conditions
physiologiques, le domaine N-terminal de la CGSejait un role régulateur de l'activité
enzymatiquevia linteraction d'un effecteur métabolique et / ouofgique. Dans des
conditions de carence en folates, I'éliminationcgéedomaine conduirait a une levée de ce
contr6le et par la suite a une augmentation dgrithese de méthionine.

Folate-sufficient conditions Folate-deficient conditions
NH,
NH, Effec‘rb
<-..,
? FO|0'T€_S > Serine-protease(s)
starvation
—_—

COOH COOH — CGS active site

Mature C6S Cleaved CGS
» Un effecteur métabolique et/ou > Le processing du domaine N-terminal
protéique module l'activité CGS. de la C6S supprime cette régulation

la synthese de Met augmente

Figure 2 : Modéle illustrant le role régulateur du domaineN-terminal de la cystathioniney-
synthase.
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Afin d’identifier un éventuel effecteur interagissaavec I'extrémité N-terminale de la
CGS, nous avons testé I'effet de différents métssoen relation avec le métabolisme C1 sur
'enzyme mature purifiée (méthionine, SAM, SAH, Hegrine, glycine et 5-GHTHF). Nous
avons également testé I'effet d’un extrait aceilalaléprotéinisé issu de cellules traitées au
MTXS pendant 72 h. Dans les deux cas, aucune @ifé& de comportement cinétique n’a été
observée entre la forme mature et la forme cliveéadeéGS. Ces résultats n’excluent pas
l'interaction directe d’un métabolite avec le donm&aiN-terminal de la CGS mais il est
vraisemblable que la régulation de l'activité¢ deCl&S s’exerce par le biais d’'un effecteur
protéigue qui reste a identifier.

Essai d’identification d'un partenaire protéique interagissant avec le domaine N-
terminal de la CGS

Le modele de régulation de l'activité de la CGSe goous proposons suggere
l'intervention d’'un partenaire protéique qui, etuation physiologique, se lierait a I'extrémité
N-terminale de la CGS mature. Afin didentifier utel partenaire, nous avons
immunoprécipité la CGS grace a des anticorps spéeiinent dirigés contre I'enzyme
d’Arabidopsis Un contrbéle sur gel d’acrylamide indique si I'gne a entrainé avec elle
d’autres protéines qui sont alors considérées couesepartenaires potentiels. Selon notre
hypothése, le partenaire se lierait a la forme reatierla CGS mais ne pourrait pas interagir
avec la forme clivée (Figure 2). L'immunoprécipibat a donc été réalisée en parallele sur un
extrait protéique issu de cellulesAdabidopsistémoin (T72) et sur un extrait protéique
présentant la forme clivée de la CGS (M72). Ainsie protéine se révele étre un partenaire
potentiel si elle apparait uniguement dans la pi§#. Egalement, la localisation
subcellulaire du partenaire doit étre en accord aedle de la CGS, enzyme exclusivement
localisée dans les plastes.

Une seule bande nette, de masse apparente 40 D& & été obtenue par
immunoprécipitation de I'extrait T72 (Figure 3). iBacette bande, susceptible de contenir le
partenaire protéique de la CGS, 13 protéines anid&ntifiées par spectrométrie de masse
(collaboration avec le Laboratoire d’Etude de lanBxpique des Protéomes, CEA Grenoble)
(Tableau 1). Parmi ces protéines, 9 sont connues gaosticiper au meétabolisme énergétique.
En effet, les isoformes plastidiales de la glyai¥hlde-3-phosphate déshydrogénase ainsi
gue la fructose-bisphosphate aldolase sont impdigja@&ans la photosynthése. Les sous-unités
de lisocitrate déshydrogénase jouent, quant &,dlie rdle dans le cycle de Krebs. De plus, la
glucose-fructose oxydoréductase est une enzymeaquerti le glucose et le fructose en
glucitol et en gluconolactone dans la voie du foHgjluconate. La spectrométrie de masse a
egalement permis d’identifier 2 facteurs impliqu#asns l'initiation et I'élongation de la
traduction dans le cytosol. De part leur fonctidn’ eu leur localisation subcellulaire, ces
protéines ne semblent pas étre des partenairesfigpés de la CGS (certaines de ces
protéines sont abondantes et souvent retrouvéemearontaminants dans des analyses de
co-immunoprécipitation ou de protéomique). Il restdors 2 candidats pouvant
potentiellement interagir avec I'extrémité N-teralm de la CGS. Parmi ceux-ci, la protéine
LEA (Late Embryogenesis Abundant protein) peut-&xelue en raison de sa localisation
dans la membrane plasmique. Seule une protéineéeisgbar cette expérience
d'immunoprécipitation peut prétendre étre impliquiEas la modulation de l'activité de la
CGS. Cependant, cette protéine est annotée comeexyaoréductase, fonction prédite qui
ne s’'accorde paa priori a notre modéle de régulation de la synthése d&iométe en
situation de carence en folates.
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Figure 3: Immunoprécipitation de la CGS
d’ Arabidopsisprésente dans des cellules témoir

kDa MW T72 M72 i
— ou carencées en folates.
974 Un extrait protéique totadréparé a partir de cellul
66‘2_’ d’Arabidopsistémoins (T72) ou traitées au M1
... - HC (M72) est immunoprécipité en utilisant ¢
45 — ~anticorps anti-CGS couplés a la protéin@gerose
— +—CGSclivee | es protéines canmunoprécipitées avec la C(
sont analysées sur gel d’acrylamide coloré au
31—% S <« LC de Coomassie. Sur chacune des 2 pistes on
observer les chaines lourdes (HC) et légéres
21,5 - — des IgG des anticorps ai@icS. Alors que la form
clivée de la CGS est visible dans la piste M7:
14,4 — - CGS mature est masquée par les HC dans la
T72. La bande pointée par une fleche rouge i
découpée puis analysée par spectrométrie de masse.
Description Primary acc. Score Mass (Da) | #peptides
Putative glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (unclear) Q9FX54 792,01 36890 11
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase A subunit 1 (plast) P25856 447,18 42463 7
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase subunit 2 (plast) QILPWO 342,42 42820 6
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase B (plast) P25857 191,14 47630 3
Putative glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (plast) Q9SAJ6 336,72 44803 5
Fructose-bisphosphate aldolase (unclear) QILF98 355,75 38516 5
Isocitrate dehydrogenase catalytic subunit 5 (mitochondrion) Q9LZG1 309,35 40367 5
Isocitrate dehydrogenase regulatory subunit 41 (mitochondrion) QB8LFCO 187,78 39632 3
Glucose-fructose oxydoreductase (unclear) Q8RWPO 165,51 38554 3
Eukaryotic initiation factor 4A-1 (cytosol) P41376 300,77 46675 5
Elongation factor 1-alpha (cytosol) Q94ADO 149,91 49420 3
Similar to late embryogenesis abundant proteins (plasma membrane) Q8LCW6 329,21 35885 5
Oxydoreductase auxin-induced atb2 (unclear) Q9SEX1 104,82 37976 3

Tableau 1: Protéines co-immunoprécipitées avec la CG8ans I'extrait T72 et identifiées par
spectrométrie de masse.

Seules les protéines identifiées sur la base d'ainsn3 peptides sont indiquées ici. Les num
d’accession correspondent aux entrées des polgesptdans la base de données Uni
(www.uniprot.org). La localisation subcellulaireédite ou avérée des protéines est indigeidtee
parenthéses.

Au stade actuel de ce travail, aucun effecteudad€GS, qu'il soit métabolique ou
protéique, n'a pu étre identifié. Cependant, I'étdéerite dans ce chapitre confirme que le
domaine N-terminal constitue un élément clé dedtzulation de la synthése de méthionine.
En effet, celui-ci intervient dans le controle ptrasinscriptionnel de la quantité de C@8 le
domaine MTO (Onouchi et al, 2005). De plus, nousnavobservé que son clivage en
situation de carence en folates permet de stimalsynthése de méthionine. Les situations
physiologiques au cours desquelles ce processtisgdéation post-traductionnelle se met en
place restent pour I'instant inconnues.
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Regulation of One-Carbon Metabolism in Arabidopsis:
The N-Terminal Regulatory Domain of Cystathionine
y-Synthase Is Cleaved in Response to Folate Starvation!™

Karen Loizeau, Bernadette Gambonnet, Guo-Fang Zhang, Gilles Curien, Samuel Jabrin,
Dominique Van Der Straeten, Willy E. Lambert, Fabrice Rébeill¢, and Stéphane Ravanel*

Laboratoire de Physiologie Cellulaire Végétale, Unité Mixte de Recherche 5168 Centre National de la
Recherche Scientifique-Commissariat a 1’Energie Atomique-Institut National de la Recherche Agronomique-
Université Joseph Fourier Grenoble I, Institut de Recherches en Technologies et Sciences pour le Vivant,
Commissariat a I'Energie Atomique-Grenoble, F-38054 Grenoble cedex 9, France (K.L., B.G., G.C., S]J., ER.,
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Department of Molecular Genetics (D.V.D.S.), Ghent University, B-9000 Ghent, Belgium

In all organisms, control of folate homeostasis is of vital importance to sustain the demand for one-carbon (C1) units that are
essential in major metabolic pathways. In this study we induced folate deficiency in Arabidopsis (Arabidopsis thaliana) cells by
using two antifolate inhibitors. This treatment triggered a rapid and important decrease in the pool of folates with significant
modification in the distribution of Cl-substituted folate coenzymes, suggesting an adaptive response to favor a preferential
shuttling of the flux of C1 units to the synthesis of nucleotides over the synthesis of methionine (Met). Metabolic profiling of
folate-deficient cells indicated important perturbation of the activated methyl cycle because of the impairment of Met
synthases that are deprived of their substrate 5-methyl-tetrahydrofolate. Intriguingly, S-adenosyl-Met and Met pools declined
during the initial period of folate starvation but were further restored to typical levels. Reestablishment of Met and S-adenosyl-
Met homeostasis was concomitant with a previously unknown posttranslational modification that consists in the removal of 92
amino acids at the N terminus of cystathionine y-synthase (CGS), the first specific enzyme for Met synthesis. Rescue
experiments and analysis of different stresses indicated that CGS processing is specifically associated with perturbation of the
folates pool. Also, CGS processing involves chloroplastic serine-type proteases that are expressed in various plant species
subjected to folate starvation. We suggest that a metabolic effector, to date unidentified, can modulate CGS activity in vivo
through an interaction with the N-terminal domain of the enzyme and that removal of this domain can suppress this

regulation.

Many aspects of plant metabolism and development
require the addition or removal of one-carbon (C1)
units (C1 metabolism) for biosynthetic or regulatory
functions. The role of tetrahydrofolate (THF) deriva-
tives, collectively termed folate(s), is to transport and
donate C1 units, which exist under various oxidation
states to enable several major anabolic processes
(Hanson and Roje, 2001). For example, 10-formyl-
THF is involved in purine and 10-formyl-Met-tRNA
synthesis, 5,10-methylene-THF is required for thymi-
dylate and pantothenate synthesis and for Gly to Ser
conversion, and 5-methyl-THF is the methyl donor for
the synthesis of Met. Analyses of the physiological role
of folates indicated that a major fate of C1 units in

! This work was supported by a PhD fellowship from the French
Ministry of Research (to K.L.).
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photosynthetic leaves from C3 plants is the conversion
of Gly into Ser (Fig. 1), which is a crucial step in pho-
torespiration (Ravanel et al., 2004b). Also, an impor-
tant anabolic fate of C1 units is the synthesis of Met,
which is in part incorporated into protein but mainly
converted to S-adenosyl-Met (AdoMet; Fig. 1; Ravanel
et al., 2004b). AdoMet is a universal methyl-group
donor participating in dozens of methyltransferase
reactions and it is involved in the biogenesis of biotin
and polyamines. AdoMet also plays unique roles in
plants, such as ethylene and nicotianamine syntheses,
and regulation of the synthesis of Asp-derived amino
acids (Curien et al., 1998, 2007).

An attractive challenge is to understand how folate
homeostasis is controlled to match the supply of C1
units with demand, and how C1 units are accurately
distributed between different anabolic routes. To ad-
dress this problem, several authors used NMR tech-
niques to measure Cl-unit fluxes associated with Ser
and Gly metabolism in plants. Thus, Prabhu et al.
(1998) exposed Arabidopsis (Arabidopsis thaliana) plants
to folate antagonists and determined that a continuous
supply of folates was essential to maintain high rates
of Ser synthesis. Also, plant cell cultures treated with
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Figure 1. Synthetic overview of C1 metabolism in plant cells. The
synthesis of THF is shown on a gray background. The enzymes that are
specifically inhibited by sulfanilamide and MTX are dihydropteroate
synthase (1) and dihydrofolate reductase (2), respectively. The enzymes
that utilize folate coenzymes are Ser hydroxymethyltransferase (3), Gly
decarboxylase (4), and Met synthase (5). CGS (6) and cystathionine
B-lyase (7) are involved in de novo synthesis of Met. AdoHcy hydrolase
(8) catalyzes the reversible conversion of AdoHcy to Hcy and adeno-
sine. Thr synthase (9) competes with CGS for the common substrate
OPH to synthesize Thr. C1 units transported by THF are 10-formyl
(10-CHO), 5-formyl (5-CHO), 5,10-methenyl (5,10-CH™), 5,10-methylene
(5,10-CH,), and 5-methyl (5-CH,). cysta, Cystathionine.

the folate analog methotrexate (MTX) displayed an
important inhibition of their growth (Wu et al., 1993),
thus emphasizing the crucial role of folates in cell
division and nucleotide synthesis. Apart from these
data, the consequences of modification of folates pool
size on the other pathways of C1 metabolism, partic-
ularly the synthesis of Met, are largely unknown.
The three enzymes involved in de novo synthesis of
Met in plants are located in chloroplasts (Ravanel et al.,
2004a). The first two enzymes, cystathionine y-synthase
(CGS) and cystathionine B-lyase, convert Cys into
homo-Cys (Hcy), which is then methylated to Met by
transfer of the methyl group of 5-methyl-THF, a reac-
tion catalyzed by Met synthase (Fig. 1). The principal
fate of Met is the synthesis of AdoMet in the cytosol,
which is then largely used for methylation reactions in
all cell compartments. Utilization of the methyl group
of AdoMet by methyltransferases is accompanied by
recycling of the homocysteinyl moiety and regenera-
tion of Met, a set of reactions located in the cytosol and
designated as the activated methyl cycle (Fig. 1). Until
now, four regulatory mechanisms have been impli-
cated in the maintenance of Met and AdoMet homeo-
stasis in plant cells (Goto et al., 2005). The first two
processes allow a fine regulation of the metabolic flux
to Met and Thr syntheses, the first two enzymes of
these pathways, namely CGS and Thr synthase, com-
peting for a common substrate, O-phosphohomo-Ser
(OPH). Flux partitioning is controlled by the intracel-
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lular level of AdoMet because AdoMet is an allosteric
activator of Thr synthase (Curien et al., 1998, 2003) and
AdoMet controls the stability of the mRNA coding
CGS. Posttranscriptional control of CGS mRNA sta-
bility is mediated by a conserved region located in the
N-terminal part of the CGS protein, the MTO1 (Met
overaccumulation 1) domain (Chiba et al., 1999, 2003;
Onouchi et al.,, 2005). The N-terminal region of the
enzyme has also been suggested to contribute to regu-
late CGS and/or Met metabolism through uncharac-
terized posttranslational modification(s) (Hacham et al.,
2002). The third mechanism accounting for the control
of Met and AdoMet pools is the S-methyl-Met (SMM)
cycle, which is specific for plants (Ranocha et al., 2001).
In this cycle, SMM is synthesized by the AdoMet-
dependent methylation of Met and can then donate a
methyl group to Hcy, yielding two molecules of Met.
Last, Met pool size is controlled by Met y-lyase, an
enzyme that catalyzes the cleavage of Met into meth-
anethiol. Because this enzyme is expressed constitu-
tively and up-regulated in case of Met overflow, it is
assumed that Met y-lyase plays an essential role in
maintenance of Met and AdoMet pools (Rébeillé et al.,
2006; Goyer et al., 2007).

Altogether, these data indicate a very dynamic reg-
ulation of Met homeostasis in which the role of the
intracellular status of folates has never been examined.
In this work we showed that 5-methyl-THF was the
most dramatically reduced folate coenzyme in Arabi-
dopsis cells exposed to antifolate drugs. As a conse-
quence, the homeostasis of Met and derivatives was
markedly affected. We showed that in cells starved for
folates for a prolonged period the N-terminal domain
of CGS was removed by proteolytic cleavage. This
original posttranslational modification of CGS was ac-
companied by restoration of typical Met and AdoMet
levels in folate-deficient cells.

RESULTS

Induction of Folate Deficiency in Arabidopsis Cells
Using Antifolates

MTX and sulfanilamide are dihydrofolate and
p-aminobenzoate analogs, respectively, that specifically
inhibit THF synthesis. Sulfanilamide inhibits dihy-
dropteroate synthase whereas the target of MTX is
dihydrofolate reductase (Fig. 1). These antifolates have
been used to manipulate the availability of folates in
plants and plant cell cultures. In particular, Prabhu
et al. (1998) showed that the combined action of MTX
and sulfanilamide resulted in an important reduction
of Ser and Gly metabolism in Arabidopsis plants. In
this study, we exposed Arabidopsis cell suspension
cultures to both MTX (100 uMm) and sulfanilamide (100
uM), and analyzed the consequences of this treatment
upon the pool of folates. Folates were extracted and
analyzed by liquid chromatography-tandem mass spec-
trometry (LC-MS/MS) after enzymatic deconjugation,
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which converts folylpolyglutamates into the corre-
sponding monoglutamate forms (Zhang et al., 2005).
A major weakness of the analytical procedures devel-
oped for folates measurements, including the one used
in this study, is the pH-dependent conversion of some
species (De Brouwer et al., 2007). Thus, 5,10-methylene-
THEF dissociates to THF and formaldehyde, and 10-CHO-
THF and 5-CHO-THEF are cyclized to 5,10-methenyl-THF
at various rates. Accordingly, the final quantitative LC-
MS/MS data we obtained were simplified to three pools
of folate: 5-methyl-THF, THF plus 5,10-methylene-
THE, and other Cl-substituted folates (5-CHO-THEF,
10-CHO-THE and 5,10-methenyl-THF).

Exponentially growing Arab1d0p51s cells contained
15.5 = 2.1 nmol folates g ' fresh weight (FW), with
5-methyl-THF representing 70% to 80% of the pool, THE/
5,10-methylene-THF 10% to 12%, and other C1 deriv-
atives 8% to 11% (Fig. 2). Arabidopsis cells treated with
MTX and sulfanilamide (referred to as MTXS cells)
displayed a sharp and marked (25-fold) decrease in
folates content after 24 h of drugs exposure (Fig. 2).
Pools measured in MTXS cells were low but compa-
rable with folate levels recorded in plant tissues with
reduced activity in C1 metabolism, namely roots, stems,
hypogeal cotyledons, or fruits (0.2-1.2 nmol folates g
FW; Jabrin et al., 2003). The decline in folates pool in
MTXS cells indicated that THF synthesis was strongly
inhibited. This is supported by the important cellular
accumulation of MTX all along the examined period
(about 5-6 nmol g~ ! FW, as measured by LC-MS/MS).
Along with the establishment of folate deficiency in
MTXS cells, the distribution of Cl-substituted pools
was also markedly affected. Indeed, the major pool
corresponded to 5-CHO-THEF, 10-CHO-THE, and 5,10-
methenyl-THF (54% = 4%), THF plus 5,10-methylene-
THF accounted for 31% * 3%, and 5-methyl-THF was
reduced to 15% * 3% of total folates content (Fig. 2).
Thus, 5-methyl-THF was the most dramatically reduced
folate coenzyme in MTXS cells (more than 100-fold
decrease after 24 h of exposure to drugs). This redis-
tribution of C1 pools probably corresponded to a re-
orientation of C1 units demand in folate-deficient cells,
with a probable marked impact on Met synthesis that
directly depends on 5-methyl-THF supply (Fig. 1).

The growth of cells supplied with MTX and sulfa-
nilamide was totally stopped (data not shown). This
observation could be attributed mainly if not exclu-
sively to MTX, which is known to act as an antipro-
liferative agent in plant cells (Wu et al., 1993). Indeed,
exposure to MTX (100 um) alone resulted in growth
arrest of Arabidopsis cultures whereas cells treated
with sulfanilamide (100 um) alone grew similarly to
control cells. Folates measurements in sulfanilamide-
treated cells indicated a 2-fold reduction in folates
content as compared to controls and no significant
change in the distribution of C1 derivatives was ob-
served (data not shown). To further analyze the phys-
iological consequences of folate starvation, we measured
respiration rates and determined cell viability in
MTXS cultures. During the first 48 h of treatment,
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the respiration rate of MTXS cells was reduced by
approximately 25% as compared to controls (see Sup-
plemental Fig. S1). At 72 h, respiration rates were
similar in both conditions; they remained stable in
MTXS cells and decreased in untreated cells, probably
because of Suc limitation in the medium from control
cultures. During the entire period of exposure to
antifolates, cell viability measured using the vital dye
fluoresceine diacetate was similar in treated and con-
trol cultures (85% = 6% living cells). Taken together,
these data indicated that even blocked for division,
Arabidopsis cells exposed to MTX and sulfanilamide
were viable, metabolically active, and suitable to an-
alyze the effects of folate deficiency on the homeostasis
of Met and derivatives.

Modification of the Pool of Ser, Gly, Met, and Derivatives
in Folate-Deficient Cells

To analyze the consequences of folate starvation on
metabolic profiles of Arabidopsis cells we measured
free amino acids, thiols, AdoMet, and S-adenosylhomo-
Cys (AdoHcy). Our analysis focused on the pools of
Ser, Gly, Met, and derivatives that displayed important
perturbations in MTXS versus control cells (Fig. 3). Ser,
through its folate-dependent conversion to Gly by the
reversible enzyme Ser hydroxymethyltransferase (Fig.
1), is the principal donor of C1 units in plants. During
the first 24 h of exposure to antifolate drugs, the pool of
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|| THF + 5,10-methylene-THF
B Other folates
18 T 0.7
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Figure 2. Analysis of folates pools in control and MTXS-treated
Arabidopsis cells. Cells were grown in standard conditions or exposed
to MTX (100 um) and sulfanilamide (100 um) over a 72 h period and
folates were analyzed by LC-MS/MS (Zhang et al., 2005). Three pools of
folates were considered: 5-methyl-THF, THF and 5,10-methylene-THF,
and other derivatives (5-CHO-THF, 10-CHO-THF, and 5,10-methenyl-
THF). Data are means of three to six biological replicates and sp. Note
that the scale used for folates quantification is different for control and
MTXS-treated cells.
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Figure 3. Analysis of key metabolites of C1 metabolism in folate-
sufficient and folate-deficient Arabidopsis cells. Free amino acids,
thiols, and AdoMet/AdoHcy were extracted from control (m) and MTX-
treated (O) cells collected at different time intervals and analyzed by LC
as described in “Materials and Methods.” Data are means * sp of three
biological replicates.

Ser in Arabidopsis cells was increased by 5-fold (Fig. 3).
In the rest of the folate-starvation time course, the
level of Ser was about 10-times higher in MTXS than in
control cells. The catabolism of Gly by the Gly decar-
boxylase complex (Fig. 1) located in mitochondria is
another source of C1 units through the conversion of
THF to 5,10-methylene-THEF. In leaves of C3 plants,
coupling of Gly decarboxylase and Ser hydroxymethyl
transferase activities is the key step of photorespira-
tion, which allows transfer of the a-C of one Gly
molecule to a second Gly molecule for Ser synthesis.
Photosynthesis and photorespiration in Arabidopsis
cell cultures (mixautrophic growth) is not as high as in
leaves but the catabolism of Gly through Gly decar-
boxylase, which is present in all cells (Mouillon et al.,
1999), was affected by folate starvation. Indeed, while
no significant difference in Gly pool was observed in
the first 24 h of exposure to drugs, 48-h and 72-h
periods were characterized by 2- and 5-fold increase in
Gly content in MTXS versus control cells, respectively
(Fig. 3). Taken together, our data indicated that folate
deficiency in Arabidopsis cells markedly impaired Ser
and Gly metabolism. These results are in accordance
with a previous study showing that a continuous
supply of THF is essential to maintain elevated rates
of Ser hydroxymethyltransferase and Gly decarboxyl-
ase activities in Arabidopsis (Prabhu et al., 1998).
Analysis of the Hcy pool size in MTXS-treated cells
indicated that Met synthesis and recycling were mark-
edly reduced by folate deficiency. Indeed, Hey i is low
abundant in control cells (about 1.5-2 nmol g L FW)
but accumulated by 250- to 300-fold in MTXS cells (Fig.
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3). The accumulation of Hcy could be attributed to an
impairment of the reaction catalyzed by Met synthase
(Fig. 1). A similar profile was observed for AdoHcy,
the by-product of AdoMet-dependent methyltransfer-
ases, which accumulated 30-fold in MTXS versus
control cells (Fig. 3). The rise in AdoHcy pool size
could be attributed in part to the utilization of AdoMet
by methyltransferases but mainly to the activity of
AdoHcy hydrolase (Fig. 1). Indeed, this enzyme is
reversible and AdoHcy hydrolysis to Hcy and aden-
osine is only favored by removal of these products
(Moffatt and Weretilnyk, 2001). In MTXS cells, if
adenosine is not rate limiting, the huge accumulation
of Hcy would favor AdoHcy hydrolase in the direction
of AdoHcy synthesis. The variations of Met and
AdoMet pools during the time course of folate starva-
tion were different from that of Hcy and AdoHcy. In
Arabidopsis cells cultured in standard medium, the
Met and AdoMet contents were maintained constant
(about 25 nmol g~' FW) all along the exponential
growing phase (Fig. 3). In MTXS cells, the pool of
AdoMet decreased by 40% and 70% after 24 and 48 h
of culture, respectively. The level of Met also decreased
in treated cells but after a longer delay period (2-fold
reduction after 48 h of starvation). These data sug-
gested that an impairment of the activated methyl cy-
cle at the level of Met synthase imbalanced the rates of
Met and AdoMet synthesis and utilization (protein
synthesis, methylation reactions, ethylene, and poly-
amines syntheses). The most striking observation as-
sociated with fluctuations in Met and AdoMet was the
restoration of pools characteristic of control cells after
72 h of exposure to antifolate drugs (Fig. 3). The
recovery of typical levels of Met and AdoMet could
not be explained by using only our metabolite profil-
ing data. Indeed, as previously observed in Arabidop-
sis cell cultures (Rébeillé et al., 2006), the pool of SMM
was too low to be determmed in our experimental
system (below 2 nmol g~ FW), and thus this amino
acid could not act as a reservoir for Met and AdoMet in
folate-deficient Arabidopsis cells.

Expression of Met-Synthesizing Enzymes in
Folate-Deficient Cells

To gain insight into the fluctuations of Met and
AdoMet pools in folate-deficient cells we analyzed the
expression pattern of the three enzymes involved in
the synthesis of Met (Fig. 1). Western-blot analyses
performed using soluble protein extracts from MTXS
and control Arabidopsis cells indicated that cystathi-
onine B-lyase and Met synthase isoforms were ex-
pressed at constant levels in both culture conditions
during the whole experimental period (Fig. 4). Thus,
the oscillation of Met and AdoMet levels could not be
attributed to modifications of the expression of the
second (cystathionine B-lyase) and third (plastid Met
synthase) enzymes involved in de novo Met synthesis
in plastids, neither to the expression of the cytosolic
Met synthases involved in the recycling of Met in the
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Figure 4. Expression of the enzymes involved in Met synthesis and
catabolism in folate-sufficient and folate-deficient cells. Soluble pro-
teins (40 ug per lane) from Arabidopsis cells grown in standard medium
(control cells) or exposed to 100 um MTX and 100 um sulfanilamide
(MTXS cells) were analyzed by western blot using antibodies raised
against CGS, cystathionine B-lyase, Met synthases, and Met y-lyase
from Arabidopsis. The 53- and 50-kD polypeptides detected with the
CGS serum are characteristic of the mature enzyme, the one at 43 kD
being observed only in cells starved for folates for 72 h. Quantitation of
CGS polypeptides using chemiluminescence detection reagents and a
Typhoon 9400 scanner indicated that the amount of CGS protein was
increased by 2-fold between 24 and 48 h of treatment and was
maintained constant between 48 and 72 h (titration experiments using
recombinant proteins indicated that the signal obtained with the 43-kD
polypeptide of CGS was reduced by 30%—-40% as compared with the
signal measured for the mature protein). The antibodies against Met
synthase cross-react with both the cytosolic (top band) and chloroplas-
tic (bottom band) isoforms of the enzyme (Ravanel et al., 2004a).

activated methyl cycle. The expression pattern of CGS
was more fluctuating. It is worth noting that immu-
nodetection or purification of CGS in various plant
species resulted in two polypeptides encoded by the
same gene (CGS1, At3g01120 in Arabidopsis; Ravanel
et al., 1998; Hacham et al., 2006). The first polypeptide
migrates with the expected size of the mature CGS
(MCGS; 53 kD) while the second has an estimated size
of 50 kD. Recently, Hacham et al. (2006) showed that
the 50-kD polypeptide resulted from the translation of
a CGS transcript bearing a deletion of 90 or 87 nucle-
otides (about 3 kD located internally in the N terminus
of the enzyme). In control Arabidopsis cells, the two
polypeptides characteristic for CGS were expressed at
constant levels during the first 48 h of culture and then
the amount of enzyme was slightly reduced at 72 h
(Fig. 4). In folate-deficient cells, CGS expression level
was comparable to control cells at 24 h but was
increased by approximately 2-fold after 48 h of expo-
sure to antifolates (Fig. 4). After a 72 h period of
treatment, the 53- and 50-kD CGS bands were not
detected but the CGS antiserum cross-reacted with a
polypeptide of 43 * 1 kD. The accumulation of CGS
polypeptides at 48 h could be attributed to a pertur-
bation of the AdoMet-dependent feedback regulation
of the expression of the CGS1 gene (Goto et al., 2005).
Indeed, we can assume that the decrease in AdoMet
level in MTXS cells (9 nmol g~ FW at 48 h versus 28
nmol g~' FW in control cells, see Fig. 3) would increase
CGS1 mRNA stability, thus allowing mRNA and pro-
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tein to accumulate. After 72 h of folate starvation, the
concomitant disappearance of CGS at 53/50 kD and
detection of the 43-kD polypeptide could not be at-
tributed to this regulatory process. A global proteolytic
degradation of proteins in MTXS cells could also be
rejected because (1) Coomassie Brilliant Blue staining
of protein extracts after SDS-PAGE displayed typical
patterns (data not shown), and (2) immunodetection of
cystathionine 8-lyase, Met synthases, and Met y-lyase
in these extracts was not affected (Fig. 4).

To validate the expression patterns described above,
we measured CGS activity using desalted soluble pro-
tein extracts prepared from MTXS and control cells.
Because CGS activity is low in plant extracts, cysta-
thionine production was monitored by HPLC after
derivatization with O-phthaldialdehyde. As shown in
Figure 5, CGS activity measured in control cells matched
the expression profile of the protein (Fig. 4), with con-
stant cystathionine production during the first 48 h of
culture followed by a 30% decrease at 72 h. Also, CGS
activity measured in MTXS cells after 24 and 48 h of
exposure to drugs fitted well with immunoblots (Fig.
5). More importantly, the 2-fold increase in CGS activ-
ity measured at 48 h was maintained at 72 h, thus in-
dicating that the 43-kD polypeptide detected by western
blot corresponded to an active CGS enzyme with a
modified electrophoretic behavior.

Expression of Met y-Lyase in Folate-Deficient Cells

It has been shown recently that Met y-lyase,
which catalyzes Met degradation into methanethiol,
a-ketobutyrate, and ammonia, plays an important role
in controlling Met homeostasis in plants (Rébeillé
et al., 2006; Goyer et al., 2007). To determine whether
this enzyme could participate to the oscillation in Met
pool size we analyzed its expression in folate-sufficient

jf
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Figure 5. CGS activity in control and MTXS-treated Arabidopsis cells.
Soluble proteins were extracted from control (gray bars) and MTX-
treated (white bars) cells collected at different time intervals, desalted
through Sephadex G25, and CGS activity was determined by LC after
derivatization of cystathionine. Data are means = sp of three biological
replicates.
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and folate-deficient cells by western blot. The expres-
sion patterns observed in both conditions were similar
(Fig. 4), indicating that even if the production of the
enzyme is increased in Arabidopsis cells accumulating
Met (Rébeillé et al., 2006), Met vy-lyase was not down-
regulated in a situation of Met limitation. Thus, resto-
ration of Met and AdoMet pools after 72 h of folate
starvation was not a result of a decreased catabolism
of Met.

The N-Terminal Domain of CGS Is Cleaved in
Folate-Deficient Cells

Several hypotheses were envisaged to explain the
origin of the 43-kD CGS polypeptide detected in cells
starved for folates. First, transcription of the CGS1
gene (At3g01120) could be affected to generate an
unusual deleted transcript (e.g. distinct transcription
start site and/or alternative splicing). Second, the Arab-
idopsis genome contains a second gene (At1g33320)
coding a putative CGS enzyme, which differs from the
CGS1-encoded protein by the absence of 151 residues
in the N-terminal region (including the transit peptide
and the MTO1 domain). Although the absence of ex-
pressed sequence tag for At1¢33320 in The Arabidopsis
Information Resource database (www.arabidopsis.org)
suggests that this gene may not be expressed, the
predicted molecular mass of this putative CGS (46 kD,
412 residues) could correspond to the polypeptide
detected by western blot in folate-deficient cells. Third,
the 43-kD polypeptide could originate from MCGS
(53/50 kD) through a proteolytic cleavage. To test this
last hypothesis, we used soluble proteins obtained
from cells treated with MTX and sulfanilamide for 72 h
(MTXS72) as a source of the hypothetical CGS-specific
cleavage system. The combination of MTXS72 proteins
with proteins extracted from control cells resulted,
upon incubation for 2 h at 25°C, in the conversion of
the 53/50-kD bands of MCGS into the 43-kD polypep-
tide (Fig. 6A). These data indicated that CGS was
subjected to a posttranslational cleavage in folate-
deficient cells. This result was confirmed using recom-
binant CGS proteins purified from Escherichia coli
overproducing cells. Two versions of recombinant
CGS were tested as substrates for the CGS-cleavage
machinery existing in MTXS72 extracts. The first en-
zyme corresponded to MCGS (starting with Val-69;
Ravanel et al., 1998), the second was a truncated form
with a deletion of 44 residues at the N terminus of the
protein (starting with Ala-113 and thus lacking the
MTO1 domain; G. Curien, unpublished data). Incuba-
tion of the two recombinant CGSs with the MTXS72
protein extract resulted in the same cleavage product
at43 *= 1 kD (Fig. 6B). Because the two versions of CGS
differed only by their N-terminal regions, this result
indicated that the posttranslational cleavage of CGS
occurred at the N terminus of the enzyme.

To further characterize the posttranslational modi-
fication affecting MCGS, we first tested the effect of
several inhibitors acting on the four major classes of
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proteases, namely metallo proteases (EDTA 20 mu,
1,10-phenanthroline 5 mwm), thiol proteases (E64 50
uM), Ser proteases (phenylmethylsulphonyl fluoride
[PMSF], 5 mM), and aspartic proteases (pepstatin A 10
uM). With the exception of PMSF that fully abolished
MCGS cleavage, none of the inhibitor tested had
significant effect on the production of the 43-kD CGS
polypeptide in our experimental conditions (see Sup-
plemental Fig. S2). This suggested that at least a Ser
protease was involved. In another set of experiments,
the different constituents of the reconstituted in vitro
cleavage assay were treated at 100°C for 5 min before
combining the substrate/protease(s) fractions. Heat
denaturation of the MTXS72 extract fully abolished the
cleavage of CGS (Supplemental Fig. S2), thus confirm-
ing the enzymatic nature of the process. On the other
hand, heat denaturation of native or recombinant
MCGS did not impair processing of the N-terminal
domain of the enzyme by a MTXS72 extract and, more-
over, did not lead to a complete degradation of the
enzyme (the proteolytic product was the characteristic
43-kD polypeptide; Supplemental Fig. S2). These data
suggested that the secondary structure of the N ter-
minus of CGS is not important for recognition by the
proteolytic system or that this part of the protein is
naturally unfolded or highly thermostable.

To identify the cleavage site in the N-terminal do-
main of CGS we used the following strategy. MCGS
was overproduced in E. coli as a fusion protein with a
C-terminal His tag and purified by affinity chroma-
tography on Ni-agarose column (see “Materials and
Methods”). Pure recombinant MCGS-6His was combined

A + - + +  Control proteins
- + + +  MTXS72 proteins
+ + + - Incubation

53/50 kD > | — C——

43 kD > — N —

B + + w - MCGS (Val69)
- - + + TrCGS (Alall3)
= + + 2 Incubation

53/50 kD > mmm—

43 kD > —

Figure 6. Evidence for posttranslational cleavage of the N-terminal
region of MCGS in folate-deficient cells. A, Soluble proteins prepared
from control cells were mixed with an equal amount of proteins from
cells treated with MTXS for 72 h (MTXS72) and incubated for 2 h at
25°C. Forty micrograms of proteins were analyzed in each lane. B, Pure
recombinant CGS enzymes (25 ng) were incubated for 2 h at 25°C with
2.5 ugsoluble proteins from MTXS72 cells. Two versions of the enzyme
were analyzed: the MCGS (starting with Val-69) and a truncated CGS
(TrCGS, starting with Ala-113) bearing a deletion of 44 residues at the N
terminus of the protein. Each combination from sections A and B was
analyzed by western blot with polyclonal antibodies raised against
CGS. Note that in B only the recombinant CGSs are detected because
they are present in excess as compared to the enzyme provided by the
MTXS72 extract.
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with a MTXS72 protein extract, incubated until all the
protein has been cleaved, and the mixture was applied
onto a Ni-agarose column. Cleaved MCGS-6His was
then eluted from the column as a pure protein and sub-
jected to Edman’s degradation. The N-terminal sequence
obtained (SVQLTDSK) corresponded to residues 161
to 168 of CGS. The truncated enzyme derived from
MCGS, now referred to as CCGS for cleaved CGS, is a
403-residue protein with a theoretical M, of 43,988 D.
Thus, processing of MCGS to CCGS in folate-deficient
Arabidopsis cells corresponds to the removal of 92
residues at the N terminus of the mature enzyme. An
alignment of the amino acid sequences of CGS from
different plant species is shown in Figure 7. This
comparison revealed interesting features on the
N-terminal domain of CGS and the consequences of its
elimination. First, the highly conserved MTO1 domain
that is implicated in the posttranscriptional regulation
of CGS1 transcript stability by AdoMet (Chiba et al.,
1999, 2003; Onouchi et al., 2005) is removed in CCGS.
Second, the region located between the end of the
MTO1 domain and the site of cleavage (Ser-161) is
poorly conserved, particularly in plants from different
families and genus (e.g. maize [Zea mays] versus Arabi-
dopsis), and consists of Ala repeats typical of low-
complexity sequences. Thus, a canonical consensus
cleavage site cannot be determined. Third, removal of
the N-terminal domain of CGS does not affect the
catalytic core domain of the enzyme, as determined
using the three-dimensional structure of CGS from
tobacco (Nicotiana tabacum; Steegborn et al., 1999),
suggesting therefore that CCGS is active. This is sup-
ported by the observation that the CCGS enzyme
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detected in MTXS72 protein extracts was associated
with CGS activity (see Figs. 4 and 5).

Comparison of the Kinetic Properties of MCGS
and CCGS

The above-mentioned data indicated that the
N-terminal domain of CGS is not essential for catalytic
activity. To analyze further the role of this domain and
its processing in folate-deficient cells, we compared
the biochemical and kinetic properties of MCGS and
CCGS. To this aim, we purified both proteins fused
with a C-terminal His tag and overproduced in E. coli
cells. First, gel filtration experiments indicated that
both forms of the enzyme behave as tetramers (data
not shown), thus indicating that the oligomerization of
CGS was not affected by its N-terminal region. Second,
steady-state kinetic analyses were consistent with
Michaelis-Menten behavior for both MCGS and
CCGS. The kinetic parameters of the two enzymes
were s1m1lar with apparent V  of 85 * 0.5 umol
min ' mg ™' protein, and K_ values of 2.3 * 0.4 mm
and 500 = 70 um for OPH and Cys, respectively. Thus,
removal of the N terminus of CGS did not modify the
catalytic efficiency of the enzyme.

We have previously shown that several metabo-
lites associated with the metabolism of Met (namely
cystathionine, Hcy, Met, AdoMet, AdoHcy, SMM,
5-methylthioadenosine, Thr, and Ile) did not regulate
Arabidopsis MCGS activity (Ravanel et al.,, 1998).
These metabolites have been tested separately at ele-
vated (nonphysiological) concentrations in a standard
enzyme assay containing saturating substrate levels

Figure 7. Alignment of amino acid sequences of the
N-terminal region of CGS from various plant species.
The alignment was generated with Clustal W using
the amino acid sequences of CGS from Arabidop-
sis (GenBank accession no. ATU83500), soybean
(Glycine max; AAD34548), Medicago truncatula
(ABE79443), tobacco (AB035300 and AF097180),
and maize (AAB61347). Only the N-terminal region
of CGSs is shown in the alignment. The mature
(MCGS) and cleaved (CCGS) versions of the Arabi-
dopsis enzyme start with residues Val-69 and Ser-
161, respectively. The MTO1 (Goto et al., 2005) and
catalytic (Steegborn et al., 1999) domains are under-
lined. The truncated Arabidopsis CGS enzyme over-
expressed in transgenic tobacco plants by Hacham
et al. (2002) starts with Ser-173 (asterisk).
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(1 mm Cys and 10 mm OPH). Because the cleavage of
the N terminus of CGS did not change the catalytic
properties of the enzyme, we reexamined the possibil-
ity of CGS regulation by feedback inhibition or acti-
vation using in vitro assay conditions mimicking the
metabolite pools that exist in vivo. To set up these
assays at near physiological conditions, we fixed the
concentration of CGS substrates at 100 um and used
two sets of putative effectors: the one corresponding to
folate-sufficient cells (20 uMm Met, 25 um AdoMet, 8 um
AdoHcy, 2 um Hcy, 10 uM 5-methyl-THE, 5 [penta-
glutamate form], Ser 3 mm, and Gly 250 um), the other
mimicking folate-deficient cells (10 um Met, 10 um
AdoMet, 200 um AdoHcy, 350 um Hcy, 0.05 um
5-methyl-THF,, 5, Ser 25 mm, and Gly 550 uM). Kinetic
data indicated that none of the metabolite mixtures
used had significant effect on MCGS or CCGS activity
(maximal changes were about 10%-15% for both en-
zymes). To analyze the effect of more complex metab-
olite mixtures on CGS activity, we collected the salt
fractions issued from desalting of protein extracts by
gel filtration on Sephadex G-25. Salt fractions signifi-
cantly inhibited CGS activity in a dose-dependent
manner but (1) MCGS and CCGS were similarly
affected, and (2) salts obtained from folate-sufficient
or folate-deficient cells produced similar effects on
both enzymes. It is likely that these inhibitions were
due to the previously observed sensitivity of CGS to a
variety of salts (Ravanel et al., 1995) rather than to a
specific regulation through feedback regulators. To
support this assumption, we verified that MCGS and
CCGS activities were inhibited by KCl in similar ways
(50% inhibition at about 20 mm). Together, these data
did not allow us to identify metabolites that could
interact in vitro with the N-terminal domain of CGS
and modify its kinetic behavior.

Cleavage of the N-Terminal Domain CGS Is Specifically
Associated with Perturbation of the Folates Pool and
Occurs in Various Plant Species

To gain insight into the physiological situations that
trigger the cleavage of the N-terminal region of CGS,
we analyzed the behavior of the enzyme in Arabidop-
sis cells cultured in different conditions. First, we
showed that processing of the N terminus of MCGS
occurred in cells only in conditions of folate deficiency.
Indeed, CCGS was produced in cells treated with a
combination of MTX and sulfanilamide (each at 100
uM) or MTX alone (at 100 um), but not in cells in which
the folate pool was reduced by 2-fold by using sulfa-
nilamide (100 um) alone (Fig. 8A). We also performed
rescue experiments using 5-CHO-THF to determine
whether the cleavage of CGS was attributable to folate
deficiency or to another effect of MTX. In a separate
control experiment we showed that Arabidopsis cells
cultured with 5-CHO-THF, a chemically stable folate
derivative, gradually accumulated large amounts of
folates (up to 350 nmol g~ ' FW after 72 h of incuba-
tion), among which 5-methyl-THF accounted for 24%
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Figure 8. Processing of the N-terminal domain of CGS is specifically
associated with folates starvation and occurs in several plant species. A,
Soluble protein extracts were prepared from Arabidopsis cells grown
for 72 h in culture medium supplemented with the following com-
pounds, alone or in combination: 100 um MTX, 100 um sulfanilamide,
0.5 mm 5-formyl-THF, and T mm Met. Soluble proteins (30 ug) were
extracted and analyzed by western blot with polyclonal antibodies
against CGS. B, Leaf discs from pea and maize were floated for 8 d in
petri dishes containing control medium or supplied with both MTX
(100 uMm) and sulfanilamide (100 um). Soluble proteins (5 ug) prepared
from control or MTXS-treated leaf discs were combined with an
Arabidopsis protein extract (20 ug) containing MCGS and incubated
for 1 h at 25°C before performing immunoblot analysis.

to 36% of the total pool (data not shown). As shown in
Figure 8A, the supply of 5-CHO-THF abolished the
cleavage of CGS in cells treated with MTX and sulfa-
nilamide. Because the homeostasis of several metabo-
lites linked to Met metabolism was markedly perturbed
in folate-deficient cells, we further tested the ability of
a Met supply to suppress CGS processing. In a previ-
ous study, we showed that Arabidopsis cells fed with
Met accumulated large amounts of Met and had an
AdoMet pool size increased by 10-fold (Rébeillé et al.,
2006). When MTXS-treated cells were supplied with
exogenous Met, processing of the N-terminal domain
of CGS was not abolished (Fig. 8A). Together, these
data indicated that the posttranslational modification
of CGS occurred only in cells markedly starved with
folates and that replenishment of Met and AdoMet
pools through exogenous Met application was inef-
fective to counter this process.

To determine whether the production of CCGS
occurred in situations different from folate deficiency
we exposed Arabidopsis cultures to different stresses.
To this aim, cells were supplied with 100 mm NaCl or
44 mM hydrogen peroxide to induce salt and oxidative
stresses, respectively (Sweetlove et al., 2002; Kim et al.,
2007). Also, sulfur deficiency was induced by growing
cells in medium with limiting sulfur (73 uM instead of
1.7 mM in standard conditions, see “Materials and
Methods”). Western-blot analyses indicated that salt
stress, oxidative stress, and sulfur starvation were not
associated with the presence of CCGS (see Supplemental
Fig. 53). Therefore, it is likely that none of the impor-
tant metabolic changes that occur in these situations
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could mimic the metabolic status of folate-deficient
cells and trigger cleavage of the N terminus of CGS.

To examine whether the cleavage of MCGS to CCGS
was a conserved regulatory process in several plant
species we induced folate deficiency in leaves de-
tached from Arabidopsis, pea (Pisum sativum), or
maize plants and floated on a solution of MTX and
sulfanilamide (100 uM of each drug). After 6 d of
incubation, CCGS was detected in MTXS-treated Arab-
idopsis leaves whereas MCGS was present in control
leaves, thus indicating that the situation observed in
cell suspension cultures holds true in leaves. This
situation could not be observed in pea and maize leaf
extracts because the antibodies against Arabidopsis
CGS did not cross-react with CGS from these plants.
To overcome this problem, we used the in vitro com-
bination assay described above (Fig. 6) to examine the
ability of proteins extracts from pea and maize leaves
treated with MTX and sulfanilamide to cleave MCGS
from Arabidopsis. As shown in Figure 8B, folate
starvation in pea and maize leaves induced a proteo-
lytic machinery that is able to remove the N-terminal
domain of the Arabidopsis CGS. These data indicated
that this regulatory process is widespread in the plant
kingdom and not limited to Arabidopsis.

DISCUSSION

In all living organisms, control of folate homeostasis
is of vital importance to sustain the demand for C1
units that are essential in several major metabolic
pathways. In this study we induced folate deficiency
in Arabidopsis cells by using two inhibitors of THF
synthesis. This treatment triggered a rapid and im-
portant decrease in the pool of folates with significant
modification in the distribution of Cl-substituted fo-
late coenzymes. These data indicated that the synthe-
sis of THF was strongly inhibited and that the
catabolism of folates was important. Using Arabidop-
sis plants exposed to sulfanilamide, Orsomando et al.
(2006) estimated a total folate breakdown rate of about
10% per day. In our experimental system, Arabidopsis
cells exhibited folate catabolism rate of at least 4% per
hour. As previously observed by Prabhu et al. (1998), it
thus appears that MTX triggers more important per-
turbations of folate homeostasis (synthesis, recycling,
and catabolism) than sulfanilamide, most probably
because the later inhibitor blocks only de novo syn-
thesis of THF whereas MTX also affects rereduction of
dihydrofolate to THF by the enzyme dihydrofolate
reductase. In Arabidopsis cells exposed to MTX and
sulfanilamide, depletion was more pronounced for
5-methyl-THF (>100-fold decrease at 24 h) than for
THF and 5,10-methylene-THF (10-fold) or 5-CHO-
THE, 10-CHO-THEF, and 5,10-methenyl-THF (5-fold).
This suggested an adaptive response to favor a pref-
erential shuttling of the flux of C1 units to the synthe-
sis of purines and thymidylate over the synthesis and
recycling of Met. Despite these changes, folate-deficient
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cells stopped to divide, suggesting that nucleotides
synthesis was limiting. Further investigations, includ-
ing analysis of the expression of key genes involved in
C1 metabolism, will be necessary to decipher accu-
rately the metabolic priorities associated with folate
deficiency in Arabidopsis.

Metabolic profiling of folate-deficient cells indicated
important perturbation of the activated methyl cycle
because of the impairment of Met synthase enzymes
that are deprived of their substrate 5-methyl-THEF. The
immediate consequences of this blockage are the ac-
cumulation of Hcy, and then the increase in AdoHcy
pool owing to the reversible activity of AdoHcy hy-
drolase. The pools of AdoMet and particularly Met are
more robust to these perturbations, suggesting that the
demands for these metabolites in anabolic reactions
are also altered by folate deprivation. In regard,
MTXS-treated cells ceased to divide and probably
reduced their demand for Met to synthesize proteins.
Also, it must be stressed that the methyl index (Ado-
Met to AdoHcy ratio) was 100-fold lower in folate-
deficient than in folate-sufficient cells, which suggests
an important impairment of AdoMet-dependent
methyltransferase reactions. Indeed, AdoHcy strongly
inhibits methyltransferases through competition with
the substrate AdoMet (Moffatt and Weretilnyk, 2001).

The most intriguing result from our metabolic anal-
ysis was the restoration of typical pools of Met and
AdoMet after a prolonged period of folate starvation.
We propose that the adaptive response of Arabidopsis
cells to reestablish Met and AdoMet homeostasis
under folate-limiting conditions involves two mecha-
nisms. First, the posttranscriptional regulation of the
CGS1 gene coding CGS (Chiba et al., 1999, 2003;
Onouchi et al., 2005) is affected by the decrease in
AdoMet content, thus leading to a 2-fold increase in
CGS protein and activity at 48 h (Figs. 4 and 5).
Loosening of the AdoMet-dependent CG51 mRNA
degradation was probably not sufficient however to
improve de novo synthesis of Met after long-term
folate deficiency. Indeed, this period is characterized
by a previously unknown posttranslational regulation
of CGS that consists in the removal of 92 amino acids at
the N terminus of the enzyme. Kinetic analyses con-
ducted in vitro using pure recombinant enzymes or
cellular protein extracts failed to detect any catalytic
improvement of CGS as a consequence of N-terminal
processing. However, the situation proved to be dif-
ferent in vivo. Indeed, to determine the function of the
N-terminal region of CGS, Hacham et al. (2002) have
generated transgenic tobacco plants overproducing
the mature Arabidopsis CGS or a truncated version
of the enzyme. Transgenic plants expressing truncated
CGS, which starts 12 residues after the cleavage site we
identified (Fig. 7), produced higher amounts of Met
(free or in proteins) than plants expressing the mature
version of the enzyme and emitted high levels of
ethylene and Met catabolic products. Because similar
levels of the enzyme were produced in both transgenic
lines and since no significant difference was observed
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regarding CGS transcript or protein stability, it was
concluded that the N-terminal region of CGS plays an
important regulatory role in Met metabolism in Arab-
idopsis (Hacham et al., 2002). The concomitant pro-
cessing of CGS with restoration of Met and AdoMet
pools in folate-deficient cells agree with this finding
and demonstrate moreover that this regulatory do-
main of CGS can be processed in vivo to favor Met and
then AdoMet production. This suggests also that, in
our experimental conditions, the 2-fold increase in
CGS protein and the posttranslational processing of
the enzyme were essential to allow restoration of Met
and AdoMet pools albeit the limitation downstream
in the pathway, at the level of Met synthase. To
strengthen this hypothesis, it is worth noting that the
K., values for 5-methyl-THF of the chloroplastic Met
synthase is 4-fold lower than that of the cytosolic
isoforms (Ravanel et al., 2004a), thus suggesting that
de novo synthesis of Met in plastids is less affected by
folate deprivation than recycling of Met in the cytosol.
The essential role attributed to CGS processing is also
supported by the observation that the key enzyme
involved in the catabolism of Met, Met y-lyase, was
not down-regulated in folate-deficient cells and thus
could not contribute to restoration of Met and AdoMet
levels.

These findings suggest that CGS activity could be
regulated in vivo via a feedback inhibition involving
the interaction of one or several metabolites with the
N-terminal domain of the enzyme (Hacham et al.,
2002). We tested this hypothesis in vitro using pure
recombinant MCGS and CCGS proteins and several
metabolites for which pools were markedly affected in
folate-deficient cells. In particular, we analyzed the
effect of AdoMet and 5-methyl-THF, alone or in com-
bination, on both versions of the enzyme. These me-
tabolites were of particular interest because Selhub
et al. (1971) have shown that, in Neurospora crassa,
5-methyl-THF acts as an essential activator of CGS and
antagonizes the feedback inhibition of the enzyme by
AdoMet. Also, plant and Neurospora CGSs share a
common feature as they possess an N-terminal exten-
sion of about 180 to 200 residues that is not found in
bacterial CGS. Our kinetic data indicated that CGS
from Arabidopsis is not regulated in vitro by AdoMet
or 5-methyl-THE. Also, all the other metabolites tested
at physiological or elevated concentrations (Met,
AdoHcy, Hcy, Ser, Gly, reduced, or oxidized glutathi-
one) did not result to any significant modification of
MCGS or CCGS activity. These data, together with
previous inhibition studies (Ravanel et al., 1998), failed
to identify a metabolic effector of plant CGS. We
cannot rule out the possibility, however, that some
other metabolites (e.g. ethylene or other anabolic or
catabolic products derived from Met) can modulate
CGS activity through an interaction with the N termi-
nus of the enzyme and that removal of this domain can
suppress this regulation. One example of such a reg-
ulation has been described for human cystathionine
B-synthase, the first enzyme of the pathway leading
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to the conversion of Hcy to Cys. It was proposed that
the catalytic site of cystathionine S-synthase is par-
tially occluded by the C-terminal autoregulatory do-
main and that AdoMet binding or proteolytic cleavage
displace this domain, thus increasing the enzyme
catalytic activity (Miles and Kraus, 2004). Although
there are many similarities between the regulatory
process described for human cystathionine 8-synthase
and the processing of Arabidopsis CGS, further stud-
ies will be required to improve our knowledge about
the regulatory function of the N-terminal domain of
the plant enzyme. In particular, we will have to con-
sider the possibility that this regulatory process involves
a protein partner or posttranslational modification,
which was not present in our in vitro assays that con-
tain only pure recombinant CGS enzymes.

Among the various molecules tested for their ability
to inhibit the proteolytic system acting on CGS, only
PMSF was able to prevent the cleavage. This result,
together with the localization of CGS in the stroma,
suggests that at least one chloroplastic Ser protease is
involved in the processing of the enzyme. The occur-
rence of CGS processing outside the chloroplast, i.e.
before import of the protein precursor into plastids, is
unlikely because (1) its substrate OPH is synthesized
only in plastids, (2) the next enzyme involved in de
novo Met synthesis is only located in plastids (Ravanel
et al.,, 1996), and (3) the truncated CGS enzyme that is
responsible for important perturbation of Met homeo-
stasis in transgenic tobacco plants was expressed in
plastids (Hacham et al., 2002). For similar reasons, the
possibility that CGS processing may have induced a
change in the subcellular location of the enzyme is
improbable. As a result of the complete sequencing of
the Arabidopsis genome, most (if not all) of the chlo-
roplastic proteases are known (Adam et al.,, 2006).
Among them, several members of the major protease
families Clp and DegP, as well as the SppA and Lon
proteases, are Ser-type enzymes located in the stroma
or attached to the stromal side of the thylakoid mem-
branes. Although the physiological function of some
components of the complex proteolytic machinery in
plastids has been determined (Adam et al., 2006), data
available to date are not sufficient to identify candi-
date(s) responsible for CGS processing, which is ob-
served only in folate-deprived cells. However, we
obtained preliminary data about the mechanism of
substrate recognition that will be helpful in the future
to identify the enzyme that is involved in CGS pro-
cessing. First, the three-dimensional structure of CGS
from tobacco indicated that the N-terminal region
protrudes from the globular body of each monomer
of the enzyme (Steegborn et al., 1999), suggesting that
this domain is freely accessible to the protease(s) or a
regulatory subunit. Second, the N terminus of CGS is
probably structurally disordered because (1) it is not
visible in the electron density map (Steegborn et al.,
1999), and (2) heat denaturation of the enzyme does
not abolish CGS recognition and processing by the
protease(s). Third, the only part of the N-terminal
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domain that is highly conserved among plant CGSs,
the MTO1 domain (Goto et al., 2005), is not necessary
for recognition of the enzyme by the proteolytic sys-
tem, although it may be requested for the regulatory
function of the N-terminal domain of CGS. Last,
although the cleavage site is not canonical, the prote-
ases expressed in response to folate starvation in dif-
ferent plant sources (i.e. pea and maize) are able to
process correctly the Arabidopsis enzyme.

The intracellular signal that triggers proteolytic re-
moval of the N-terminal regulatory domain of CGS is
yet unknown. However, comparison of the metabolic
profiles established in various situations with the pres-
ence of the mature or cleaved form of the enzyme al-
lowed us to establish a short list of putative candidates.
It was shown that sulfur deficiency in Arabidopsis led
to important decrease in the levels of sulfur-related
metabolites Cys, glutathione, and AdoMet, whereas
the pool of AdoHcy remained unchanged (Nikiforova
et al., 2005). Also, a time-course metabolic profiling in
Arabidopsis cells after salt stress treatment indicated a
40% reduction in the AdoMet pool, a 70% increase in
AdoHcy level, and a constant amount of 5-methyl-
THEF throughout the examined period (Kim et al., 2007).
In these two particular situations we did not observe
any processing of CGS, suggesting that perturbations
were not capable to induce posttranslational regula-
tion of the enzyme. Thus, at this stage of this study, the
metabolic signature that is typical to cells expressing
a processed form of CGS resides in (1) an important
reduction of folates pool, mainly 5-methyl-THF; (2) an
elevated level of Hcy; and (3) an increased AdoHcy
pool size associated with a marked reduction of the
methyl index. One can hypothesize that these meta-
bolic changes are potential intracellular sensors that
trigger, alone or in combination, posttranslational reg-
ulation of CGS. Identification of the gene(s) coding the
proteolytic machinery involved in CGS processing and
analysis of its expression pattern should contribute to
a better understanding of the physiological conditions
in which this original regulatory process controls Met
homeostasis.

MATERIALS AND METHODS
Plants, Cells, and Growth Conditions

Arabidopsis (Arabidopsis thaliana; ecotype Columbia) cell suspension cul-
tures were grown under continuous light (40 uE m 2 s™") at 22°C with rotary
agitation at 125 rpm in Gamborg’s B5 medium supplemented with 1 um
2-naphtalene acetic acid and 1.5% (w/v) Suc. Cells were subcultured every
7 d. Arabidopsis (ecotype Columbia) plants were grown for 3 weeks in potting
soil irrigated with water (22°C with a 16-h photoperiod and a light intensity of
120 uE m~2s7Y). Pea (Pisum sativum L. var. Douce Provence) and maize (Zea
mays ‘Furio’) were grown for 2 weeks in vermiculite irrigated with water
under a 12-h photoperiod (140 nE m~2s71 at 22°C (day) and 20°C (night).

Chemicals were solubilized in MES-KOH 10 mwm, pH 5.6, filter sterilized,
and added to cells cultures at the beginning of exponential growing phase (3 d
after subcloning). To generate a sulfur-limiting medium, sulfate-containing
salts (1.5 mm) were replaced with equimolar amounts of chloride salts and
FeSO,/Na-EDTA (0.1 mm) was replaced by Fe-citrate/Na-EDTA. The unique
sulfur source left in this modified medium was from sulfur-containing
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microelements (73 uM). One-week-old Arabidopsis cells were subcultured in
sulfur-deficient medium and analyzed after 3 to 7 d of sulfur starvation.
Leaves from Arabidopsis and leaf discs from pea and maize were floated in
petri dishes containing MES-KOH 10 mm, pH 5.6, supplemented with 0.4 g
L~' Murashige and Skoog Basal medium (Sigma-Aldrich) and incubated at
22°C under continuous light (40 uE m ™2 s™"). At each time point cells or leaf
materials were collected, extensively washed with distilled water, weighted,
and frozen in liquid nitrogen.

Measurements of Respiration and Cell Viability

Measurements of respiration rate were done in 1 mL of Gamborg’s B5
medium and oxygen consumption was determined in the darkness using an
O, electrode (Hansatech, Eurosep Instruments) at 25°C. Cell viability assays
were performed using protoplasts prepared from Arabidopsis cells. Fluores-
cein diacetate was added to protoplasts (final concentration 5 ug mL™?),
followed by incubation at room temperature for 5 min. Samples were then
placed on ice for 5 min and analyzed by epifluorescence microscopy using
Green Fluorescent Protein filter sets (Zeiss Axioplan 2, Le Pecq). Cell viability
was estimated as the ratio between fluorescing (living) protoplasts versus total
protoplasts counted using bright-field illumination.

Protein Extraction and Western-Blot Analysis

Plant material was ground in liquid nitrogen and total soluble proteins
were extracted in 20 mm Tricine (pH 7.5), 10 mM 2-mercaptoethanol, 10% (v/v)
glycerol, and an EDTA-free complete protease inhibitor cocktail (Roche
Applied Science, catalog no. 11873580001). Samples were centrifuged at
16,000g for 20 min at 4°C and the supernatant was used as a source of soluble
proteins. Protein concentrations were estimated by the method of Bradford
(Bradford, 1976) using the Bio-Rad protein assay reagent with bovine serum
albumin as standard. Proteins were resolved by SDS/PAGE and stained with
Coomassie Brilliant Blue or electroblotted to nitrocellulose membrane. Mem-
branes were probed with polyclonal antibodies raised against recombinant
Arabidopsis CGS (Ravanel et al., 1998), cystathionine B-lyase (Ravanel et al.,
1996), Met synthase (Ravanel et al., 2004a), and Met y-lyase (Rébeillé et al.,
2006). Detection was performed by chemiluminescence. For N-terminal pro-
tein sequence determination, purified proteins were resolved by SDS/PAGE,
electroblotted to polyvinylidene difluoride membrane, stained with Coomas-
sie Brillant Blue, and then subjected to Edman degradation using an Applied
Biosystem gas-phase sequencer model 492.

Overexpression and Purification of Recombinant CGS

DNA manipulations were conducted in Escherichia coli DH5a cells and
expression of recombinant proteins was performed in the E. coli strain BL21
CodonPlus (DE3) RIL (Stratagene). The pET29-MCGS plasmid coding the
mature (without its chloroplastic transit peptide) CGS from Arabidopsis
(Ravanel et al., 1998) was used as a template to amplify MCGS and CCGS
coding sequences for subcloning into the pET20b(+) expression vector
(Novagen, Merck Biosciences). PCR were performed using the high fidelity
Pfu DNA polymerase and primers MCGS5' (5'-ATATACATATGGTCCGT-
CAG-3"), CCGS5" (5'-GAGACATATGAGTGTACAGCTGA-CGGATTCC-3"),
and CGS3’ (5'-GAGACTCGAGGATGGCTTCGAGAGCTTG-3'). The ampli-
fication products obtained with primer pairs MCGS5' /CGS3’ and CCGS5'/
CGS3’ encode mature (starting with Val-69) and cleaved (starting with Ser-
161) CGS, respectively. Amplicons were digested with Ndel and Xhol and
cloned into the pET20b(+) vector digested by the same enzymes. The pET-
MCGS-6His and pET-CCGS-6His constructs code for proteins fused with a
C-terminal hexa-His tag. The DNA inserts were further sequenced to ensure
that no mutation had been introduced during the course of the PCR ampli-
fication (Genome Express). E. coli BL21 CodonPlus (DE3) RIL cells trans-
formed with pET-MCGS-6His or pET-CCGS-6His were grown at 37°C in
Luria-Bertani medium supplemented with carbenicillin (100 ug mL ™). When
Ay reached 0.6, 0.4 mm isopropylthio-B-galactoside was added and growth
continued for 16 h at 20°C or 28°C for cells transformed with pET-MCGS-6His
or pET-CCGS-6His, respectively. Cells were collected by centrifugation,
resuspended in buffer A (KH,PO,-K,HPO,, pH 8.0, 0.3 M NaCl) containing
10 mm imidazole and an EDTA-free complete protease inhibitor cocktail
(Roche Applied Science), and disrupted by sonication. The soluble protein
extract was applied onto a nickel-nitrilotriacetic acid-agarose column (Qiagen)
previously equilibrated with buffer A containing 10 mm imidazole. After
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successive washes with buffer A supplemented with 10, 30, and 50 mm
imidazole, the recombinant protein was eluted with buffer A containing
250 mM imidazole. Fractions containing CGS were pooled, dialyzed against
HEPES-K 20 mm, pH 7.5, 10% (v/v) glycerol for 2 h at 4°C, and concentrated
by centrifugation (Microsep, 30 kD cutoff, Pall Filtron).

Measurements of Metabolites

Determination of folates was done by LC-MS/MS as described by Zhang
et al. (2005). Following extraction, folylpolyglutamates were deconjugated in
presence of rat serum to generate the corresponding monoglutamate deriv-
atives. Reverse phase (RP)-HPLC was performed using a Purosphere Star
RP-18 column (150 X 4.6 mm, 5 um particle size, Merck) and elution of folates
was done using a gradient of acetonitrile in 0.1% (v/v) formic acid (1 mL
min "', 35°C). Folates and MTX were detected by electrospray ionization on an
Applied Biosystems API4000 tandem quadrupole mass spectrometer.

Extraction of soluble amino acids was performed as described by Kreft
et al. (2003). Amino acids were derivatized using O-phthaldialdehyde and
analyzed by RP-HPLC using an octadecyldimethylsilica column (Hypersil
C18; 150 X 4.6 mm; 3 um; Knauer GmbH) connected to an HPLC system
(Agilent Technologies 1100 series). Amino acids were eluted with a linear
gradient of methanol in 50 mm sodium acetate, pH 5.7, at 0.8 mL min~! and
37°C, and detected by fluorescence (excitation 340 nm, emission 455 nm).

Thiols were extracted and derivatized with monobromobimane using the
procedure described by Kreft et al. (2003). Derivatized thiols were subjected to
RP-HPLC using an Atlantis dC;g column (250 X 4.6 mm; 5 um; Waters)
connected to an HPLC system. Elution was done using an acetonitrile gradient
in 57 mm sodium perchlorate, 0.25% (v/v) acetic acid, pH 3.4, at 1 mL min~
and 25°C. Derivatized thiols were detected by fluorescence (excitation 388 nm,
emission 480 nm).

The procedure used for AdoMet and AdoHcy measurements has been
adapted from Castro et al. (2002). Metabolites were derivatized with chloro-
acetaldehyde and separated by RP-HPLC using a Nucleodur C18 Pyramid
column (250 X 4 mm, 5 um, Macherey-Nagel) connected to an HPLC system.
Elution was performed at 1 mL min~' and 25°C with a linear gradient of
acetonitrile in 50 mm sodium phosphate, pH 4.5. 1,N°-etheno derivatives of
AdoMet and AdoHcy were detected by fluorescence (excitation 270 nm,
emission 410 nm).

CGS Activity Measurements

CGS activity in cell extracts was assayed as described by Ravanel et al.
(1995) using the O-phthaldialdehyde derivatization procedure to measure the
production of cystathionine. Prior to kinetic analysis, cellular soluble proteins
(see above for extraction) were desalted on Sephadex G-25 (Nap-5 columns,
GE Healthcare) equilibrated in 20 mm Tricine-K, pH 7.5, and 10% (v/v)
glycerol. The assay mixture (100 L) contained 50 mwm Tricine-K, pH 7.5, 0.1
mu dithiothreitol, 0.1 to 1 mm Cys, 0.1 to 10 mm OPH, 20 um pyridoxal 5'-P,
and 100 um aminoethoxyvinyl Gly (an inhibitor of cystathionine B-lyase used
to avoid cystathionine consumption by this enzyme). The ability of purified
recombinant CGSs to catalyze cystathionine production was assayed either by
the O-phthaldialdehyde-derivatization procedure or by coupling CGS, cysta-
thionine B-lyase, and lactate dehydrogenase activities using the procedure
described by Curien et al. (2003). Assays were conducted at 30°C.

Sequence data from this article can be found in the GenBank/EMBL data
libraries under accession number ATU83500.

Supplemental Data

The following materials are available in the online version of this article.

Supplemental Figure S1. Respiration rates in control and MTXS-treated
Arabidopsis cells.

Supplemental Figure S2. Biochemical analysis of CGS processing by a
protein extract from folate-deficient Arabidopsis cells.

Supplemental Figure S3. Analysis of CGS in Arabidopsis cells exposed to
different stresses.
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Figure S1. Respiration rates in control and MTXS-teated Arabidopsis cellsCells
were collected at different time intervals, washwth fresh culture medium without
antifolates, weighted, and introduced into an oxygkectrode containing 1 mL of culture
medium without antifolates. Respiration rates measin the dark for control (grey bars)
and MTX-treated (white bars) cells are me&ar&D of four biological replicates.
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Figure S2. Biochemical analysis of CGS processingy ka protein extract from folate-
deficient Arabidopsis cells. A- Effect of protease inhibitors on CGS processinglule
proteins (2.5 ug) prepared from Arabidopsis celsated with MTXS for 72h (MTXS72
extract) were incubated for 15 min at 25°C witthert5 mM PMSF, 20 mM EDTA, 5 mM
1,10-phenanthroline (1,10-P), 50 uM E64, or 10 ué&pgtatin A (Pep A). Recombinant
MCGS (50 ng) was then added and incubation wasiraged for 30 min at 25°C. MCGS
processing was analyzed by western Bot.Effect of heat denaturation on CGS processing.
Proteins from MTXS72 or control cells were heatéed@°C for 5 min and cooled on ice.
Heat denatured or untreated samples were mixed 3ff each extract), incubated for 30 min
at 25°C, and analyzed by western blot using aniésoagainst CGS.
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Figure S3. Analysis of CGS in Arabidopsis cells exyzed to different stresses. ATFhree-
day-old cell cultures were supplied with 100 mM Na€ 44 mM hydrogen peroxide to
induced salt and oxidative stresses, respectivedyls were sampled periodically up to 72
hours; soluble proteins were extracted and analggedestern blot using antibodies against
CGS.B - One-week-old cells were subcloned in medium withiting sulfur (73 uM instead
of 1.7 mM in standard conditions, see Materials BMethods) to induce sulfur starvation.
Cells were collected after 4, 5, and 7 days oftineat and CGS was analyzed by western
blot.
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Chapitre IV
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Caractérisation fonctionnelle d’un géne potentraft@t impliqué dans
la régulation du métabolisme monocarboné

A- INTRODUCTION.

Le but de I'étude du transcriptomeAdabidopsisen situation de déficit en folates était
d’acquérir de nouvelles connaissances concernamédalation du métabolisme C1 en
fonction du statut cellulaire en folates. L’analydes données issues des puces a ADN,
accompagnée de dosages métaboliques, montre gipense a une diminution du pool de
folates, les cellules Arabidopsisréorientent le flux d’unités C1 vers le métaboksies
nucléotides au détriment des réactions de métbylatCette étude a également permis de
mettre en évidence un gene qui pourrait s’avémer @ régulateur clé du métabolisme C1.
L'étude de ce géne n'a été engagée que récemmasntesdultats présentés dans ce chapitre
sont donc préliminaires.

I- Le geneMIG1 (MTX-Induced Gene 1).

Le THF étant a la base d’un trés grand nombre algtiohs essentielles au métabolisme de
la cellule végeétale, l'induction d’'un fort défiagn folates (jusqu’'a 77 % apres 24 heures de
traitement) entraine d'importantes perturbations #&hnctionnement cellulaire. En
conséqguence, les cascades de régulation qui senmett place afin de répondre a cette
perturbation touchent probablement, a terme, lantéjdes voies métaboliques de la cellule.
Dans le but d’étudier les mécanismes de réponsergsa la carence en folates et non au
stress géneéralisé qui finit par s’établir dans éfude, les genes présentant une expression
différentielle précoce suite au traitement (6 ahEres apres addition du MTX) ont été
examineés plus en détail. Ainsi, 677 génes préseatamtrégulation transcriptionnelle précoce
transitoire et 448 présentent une réponse préasqeegsiste dans le temps.

L’étude présentée ici concerne un gene présentamtinoiuction précoce transitoire
importante puisqu’il est surexprimé environ 10 fdens les cellules traitées au MTX par
rapport aux cellules témoins (Figure Nous avons nommeé ce geMdG1l (MTX-Induced
Gene 1) ; son identifiant dans les bases de doreséed44924380.

—@—Témoin —@—MTX MT X + Leucovorine

Figure 1: Profil d'expression du géneMIG1.

Des cellules dArabidopsissont traitées au MT
seul ou au MTX + Leucovorine puis récoltée
0, 6, 12 et 24 h. Les ARNm de chaque lof
cellules sont extraits puis rétrotransci
L'abondance relative de chaque transcrit
ensuite déterminée par PCR quantitatiga

Abondance relative du transcrit

| utilisant le géne de l'actine 2/7 (At5g098:
pour normaliser les données. Les mesures
0- : ‘ ‘ ‘ été réalisées sur 3 réeplicats biologiques
0 6 12 18 24 réplicats techniques.
Temps (h)

97



RESULTATS Chapitre IV

Lors du traitement au MTX, plusieurs génes implgjdans des processus de détoxication
de composeés xénobiotiques présentent une indudadeur expression (cf chapitre 1). Afin
d’exclure l'implication deMIG1 dans ces processus, le profil d’expression du geéeé
établie par PCR quantitative en temps réel surcdbisles dArabidopsistraitées au MTX et
supplémentées par de la leucovorine, un dérivé estdbl folate (5-CHO-THF). Il faut
cependant noter que si I'addition de leucovorinesda milieu de culture permet de rétabilir,
dans les cellules traitées au MTX, une teneur eatdsl équivalente a celle de cellules
témoins, il persiste néanmoins un désequilibreedes différents dérivés de THF (cf chapitre
I, Figure 4 et supplementary table S1 de l'artlaiézeau et al, 2008). Ainsi, il apparait que la
surexpression dellG1 est, pour une grande part, une conséquence @edace en folates et
non d'un effet secondaire du MTX employé pour itement (Figure 1). Le fait que la
supplémentation par la leucovorine ne permette gegecouvrer un profil d’expression
témoin peut étre attribué au déséquilibre perdigaime les dérivés du cofacteur vitaminique.

Le site web TAIR (The Arabidopsis Information Resm) attribue une annotation
fonctionnelle aux genes en utilisant un vocabulawatrolé baptisé "Gene Ontology”. De
facon intéressant@lG1 y est annoté comme participant a la biosynthédeldte (Figure 2).
Cette annotation a pour origine une homologie dpiesgces (30 % d’identité et 56 % de
similarité) entre le produit du gendIG1 et la dihydrofolate réductase prédite de la levure
Schizosaccharomyces pom{izFR1). Chez les plantes, la dihydrofolate réduetd3HFR)
est la 9"° enzyme de la voie de biosynthése du THF, ellelyssala réduction du
dihydrofolate en THF (cf synthése bibliographiquB-§2). Or, si la séquence prédite de la
protéine MIG1 compte 234 acides aminés, celle d@HR1 deS. pombeest deux fois plus
longue (461 acides aminés). Un alignement des séqaerédites des deux protéines montre
que MIG1 s’aligne avec I'extrémité N-terminale @deDFR1 qui correspond a un domaine
nommeé FSH1 (Figure 3). Le nom de ce domaine tientasigine de la protéine FSH1 de la
levure Saccharomyces cerevisiaESH signifie "Family of Serine-Hydrolase". Lesrigé-
hydrolases appartiennent elles-mémes a la supdidatesa/p hydrolases.

Annotations @ category Relationship Type @ HKeyword @
GO Biological related to 10-formyltetrahydrofolate hiosynthetic process, folic acid and derivative
Frocess hiosynthetic process
AGL-TIGR's dihydrofolate reductase - Schizosaccharamyees pombe, PID:e1 320950 suppated by full-length cDMNA 2002-058-
comment Ceresdr164, 03

Figure 2. Annotations concernant le géne MIG1 disponibles sur le site TAIR
(http://www.arabidopsis.org/).

MIG1 ==

Figure 3: Représentation schématique des domaines composdat protéines MIG1 et DFRL1.
Ces différents domaines ont été identifiés pailisation de I'application Pfam (pfam.sanger.acjuk/
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lI- La superfamille des a/p hydrolases.

Les o/f hydrolases possedent des activités catalytiquesrsdis mais ont toutes en
commun un repliement identique (Nardini et Dijkstt899). Les membres de cette famille
présentent des activités aceétylcholine estéragmsdi thioestérase, carboxypeptidase,
oligopeptidase, déhalogénase, halopéroxydase ettrea encore (Holmquist, 2000). Le
repliement des/p hydrolases est tres conservé. Il est constitu8 tiilletsp (7 feuillets
paralleles et 1 antiparallele) et de 6 hélice@igure 4). Si ce repliement est typique, on
retrouve cependant chez de nombreuses enzymesieléacaille des insertions, au niveau des
boucles de la séquence protéique, qui vont donnker @rotéine une forme différente et
permettre ainsi une diversité de substrats et detiohs catalysées par ces hydrolases. La
masse moléculaire de# hydrolases varie entre 25 et 65 kDa. Ces proté&iresemblent pas
requérir de cofacteur pour leur fonction (Holmqui2000). Une autre particularité des
protéines de cette famille est qu’elles présenteates une triade catalytique extrémement
bien conservée au cours de I'évolution. Cette ¢riabt constituée d'un acide aminé
nucléophile, d’une histidine et d’'un acide amin&@acLe résidu catalytique nucléophile peut
étre une sérine, une cystéine ou un aspartatediguracide est un aspartate ou un glutamate.
Seule r'histidine ne varie pas. La disposition ddiespace de ces trois résidus est
remarquablement conservée au sein de cette fgmdtéique (Nardini et Dijkstra, 1999).

Nucléophile

OOH

Figure 4: Structure secondaire schématique¢ du repliement typique d’'une o/f hydrolase Les
hélicesa sont représentées en vert et les feuife& orangelLes positions des acides aminés d
triade catalytique sont indiquées par des pastiieges. D’aprés Holmquist (2000).

Histidine
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lll- La famille des sérine-hydrolases.

Les protéines de cette famille partagent une foamologie de séquence, environ 30 %
d’identité et 50 % de similarité (Figure 5). Cegirshydrolases sont tres largement
représentées chez les eucaryotes mais on ne retamcun membre de cette famille chez les
organismes procaryotes. Sur la base d’alignemensggleences protéiques, on estime a plus
de 150 le nombre de protéines appartenant a eattifld. La structure d’'une sérine-hydrolase
de S. cerevisiaa été résolue (Quevillon-Cheruel et al, 2005)te&Cptotéine, FSH1, présente
le repliement typique d’'une/p hydrolase bien que 2 des 8 feuillétsoient absents de sa
structure (cette caractéristigue est partagée paudoup d'autres hydrolases de cette
superfamille). Les résidus composant la triadelgi@qae sont regroupés au niveau d’'une
poche constituant le site actif de la protéine F§Hfure 6). Le serveur de modélisation
SWISS-MODEL (http://swissmodel.expasy.org/) nouspermis de prédire la structure
tridimensionnelle de MIG1 qui semble présenter dmloreuses ressemblances avec celle de
FSH1, notamment concernant la position des résidua triade catalytique (Figure 6)

DFRL
M GL

M L1

ovecaz

FSHL

FSH2 YKIY]|PTRENEFPPADVEEFL -vgémp BGENTFE- - - - - VUYL ENDP- STGAJFI PQ

FSH3 APIRS] DKKALFQSE SD- EV{ZelgFRNPESFNS; QI DQ FSH3 FsH1
DFRL p 2 WADEEA KKRL”ALG’EQ\C - CIEWEVEDF KN THGS

M GL e Lo O

M L1 e FPATCRSDVERFFBPP- - - - - <<= == <o

oveaz A=VCHS €5 HPVPDPP R = GARSDF GSCPPEE QPREVIF SEQET

eV LEKEDL [ FEMZEEKWJ“‘TLI DWNR:- - - - - - - A

FSH2

OVCA2

R GEKESI LQR DFRL

FSHL 143 SFTEPDPEHPGELRI TEKFRDSFAVKP

FSH2 194 ------ SEER AN SRGFVRKYAQAQQLT- - - =« << < < - <o cceeeeee
FSH3 200 ------ A\ SKPFVS QG TSKEGQEHNAQPEVDRKQFDKPQLE
DFRL 194 ------ ARILEER R VaeoavyKT FSAPTKEPTKHP- - - - - < = <= - - - = - - -
(iS5 R DEKSLEKVTAF| DTLEHLVVEEDKNGEENTSKPTK: - MGt
- €X| [2KI DTKAEET|\L SFFQSI RQVL SDESGSVRSLM - -- 01
SEERF | ZAAAPQROA DQFAE- - - - - - == e e ee e MiLL
FSHL 203 NGNKEKVIAYI KKDI | RPIAJEQITSSLQEASE: - - - - - == == <<= oo oo -
FSHZ e
FSH3 254 DDLLDM DSLGKL a) b)
DFRL  --ommemeeees
MGL  memmeeeees
MLL  cmemmaen
OVCA2  ceeeeeeeee-

Figure 5: a) Alignement des séquences de différentes pratés appartenant a la famille des
sérine-hydrolases.

Les séquences ont été alignées en utilisant lacdét@lustalW, selon la matrice Blosum 62. Les
résidus de la triade catalytique sont marqués gsadtérisques rouges.

b) Arbre phylogénétique représentant les distancesntre les sérine-hydrolases utilisées pour
I'alignement.

La longueur des branches entre les protéines gsinge en nombre de substitutionsrdsidu pa
site. Cet arbre a été généré par le logiciel Texew partir de I'alignement de séquence ClustalW.
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a)

Figure 6: a) Structure de la protéine FSH1 et b) Structurgrédite de la protéine MIG1.

La structure de FSH1 a été résolue (Quevillon-Gileet al, 2005gnlors que celle de MIG1 a ¢
modélisée grace a I'utilisation du serveur SWISSIMED. Les hélices:, les feuillets etles boucle:
sont représentés respectivement en rouge, bletiset.gs acides aminés de la triade catalytique
coloré«en jaun.

A ce jour, on ne connait la fonction d’aucune de sérine-hydrolases. Cependant, la
littérature fait mention de deux de ces protéif@gCA2 et FSH3 (Figure 5), et les relie
respectivement au processus de tumorigénese e¢tabolisme des nucléotides.

La protéine humaine OVCA2 (OVary CAncer 2) est @@@r un géne suppresseur de
tumeur (Schultz et al, 1996). En effet, I'équipAmddrew K. Godwin a pu établir une relation
entre une diminution de I'expression du géD¥CA2 et I'apparition de certains cancers
(cancers des ovaires et médulloblastomes en péaaticProwse et al, 2002). OVCA2
posséde des homologues notamment chez le rat, lis setule boeuf. Des prédictions
d’interaction protéine-protéine suggerent que OVCpQurrait interagir avec certaines
protéines présentant un domaine BAG (Bcl 2 asstiAthanoGene) (Azizi et al, 2006). La
famille des protéines a domaine BAG comporte desnisgpro-apoptotiques. Ainsi, les
auteurs suggeérent que I'activité sérine-hydrolas€®OMEA2 pourrait lui permettrevia les
processus d’apoptose, de jouer son réle de sugoreds tumeur (Azizi et al, 2006).

La sérine-hydrolase FSH3 est, quant a elle, unéfipe de la levureS. cerevisiae
L’expression du gen&SH3 est régulée par un facteur de transcription CRZding et al,
2005). Ce dernier est impliqué dans la réponsadellule aux dommages causés a I'’ADN.
Pour cela, il reconnait une séquence d’environdiBp de bases au niveau du promoteur de
certains géenes cibles et notamment des genes daiciotide réductases. Ces protéines, qui
sont spécifiques des nucléosides diphosphatedysatala transformation de ribonucléotides
en désoxyribonucléotides (ADP en dADP par exemii®).se basant sur I’'homologie de
séquence entre FSH3 et le domaine FSH1 de la DERAuteurs de cet article suggérent que
le facteur de transcription CRT1 permet, en modul&xpression des ribonucléotides
réductases ainsi que celle de FSH3, de coordornayrithese des noyaux puriques et
pyrimidiques et le métabolisme du folate (ZaimleR805).
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IV- Objectifs de I'étude.

Il apparait que la situation rencontrée cBezpombeest unique puisqu’a la connaissance
générale, il n'existe pas d'autre organisme chgmdele domaine DHFR est fusionné a un
domaine FSH1 (Figure 7). De plus, la structure @eDFR1 vient s’ajouter aux deux
architectures déja connues des protéines présamtardctivité¢ DHFR. En effet, chez certains
organismes, on retrouve les 3 domaines FSH1, DHERhwnidylate synthase (TS)
séparément (notamment chez I'Homme) alors chez résutcomme Arabidopsis et
Trypanosomaon retrouve les domaines DHFR et TS fusionnésusier méme sequence
protéigue. La situation semble donc relativement glere puisqu’a partir de 3 domaines
protéiques, il existe 3 combinaisons différentegufe 7).

Domaine FSH1 Domaine DHFR Domaine TS
A AL A

Figure 7: Structure tridimensionnelle et organisation desdomaines FSH1, DHFR et TSchez
différentes especes.

a) FSH1 ches. cerevisiagh) DHFR cheH. sapiensc) TS cheH. sapiensd) DFR1 ches. pombe
e) MIG1 cheZA. thalianaet f) DHFR-TS ched. cruzi

a), b), c) et f) sont des structures protéiqueslués (Quevillon-Cheruel et al, 200%ody et al
1997 ; Phan et al, 20Q1Schormann et al, 2008) alors que d) et e) ontnéwélélisées grace
I'utilisation du serveur SWISS-MODEL. Les hélicesles feuilletsp et les boucles sont représenté
respectivement en rouge, bleu et gris. Les acin@sés de la triade catalytique sont colorés engaun
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Si la fonction exacte des sérine-hydrolases rastere inconnue, les différentes études
menées sur OVCA2 et FSH3 (Schultz et al, 1996 ziAzi al, 2006 ; Zaim et al, 2005)
tendent a indiquer que cette famille de protéines jun réle pour le moins important chez les
eucaryotes.

La forte induction de I'expression du geMdG1l dans des cellules Aitabidopsisen
situation de déficit en folates ainsi que 'homaéogle séquence que MIG1 partage avec
'extrémité N-terminale de la DFR1 suggerent quiecprotéine est un élément clef de la
régulation du métabolisme C1. De plus, et compte e la fusion sur une méme séquence
protéigue des domaines FSH1 et DHFR cBezpombeil parait trés probable que cette
régulation s’exerc@ia une interaction entre MIG1 et la DHFR. Dans ce extat plusieurs
hypothéses quant a la nature exacte du réle jouliizl peuvent étre formulées :

— MIG1 est une protéine régulatricgii ne présente pas d’activité catalytique. Earfix
un ligand, éventuellement un métabolite s’accumularg d’'une diminution du pool de
folates, MIG1 pourrait réguler I'activité de la DRFafin de favoriser la synthese de THF
(Figure 8a). Cette éventualité est d’autant plusbable que ches. pombdes domaines
DHFR et FSH1 sont réunis sur un méme polypeptidair Lproduction étant co-régulée,
l'intervention d’un ligand pour moduler I'effet dilomaine FSH1 sur la partie DHFR est donc
nécessaire. Che&rabidopsis la situation est différente car ces deux domaswed séparés.
L’effet de MIG1 sur la DHFR est donc moins évidgnisque la probabilité d’interaction
entre les deux protéines est plus faible. La sussgion de MIG1, comme observée lors du
déficit en folates, pourrait ainsi compenser la s des deux domaines sur des protéines
distinctes.

Cette hypothese selon laquelle MIG1 serait unegpretrégulatrice n’est, cependant, pas
celle que nous privilégions. En effet, au sein alsuperfamille des / 8 hydrolases, on ne
connait pas de protéine ne présentant aucunetéatatialytiqgue. De plus, il est trés probable
gue les sérine-hydrolases possedent une activiggmaijue puisqu’elles présentent toutes
(MIG1 y compris) une triade catalytique.

— MIG1 posséde une activité enzymatigDans ce cas, il existe deux possibilités.

Selon la premiere, le produit de la réaction catdypar MIG1 tient lieu de substrat a la
DHFR. Cette derniére possede une activité réducpa'sdie exerce sur le DHF pour produire
du THF. Le DHF est lui-méme issu de la voie de lss¢de novode folate ou bien de
l'activité TS. Selon la premiere possibilité (Figu8b), le DHF pourrait également étre produit
par MIG1 dans le cadre d’'un systeme de recycladeldte. En effet, Orsomando et al (2006)
ont estimé a 10 % par jour la vitesse de catabelides folates chez des plantrdbidopsis
exposes au sulfanilamide. Au cours d'un traitemamtMTX, les cellules drabidopsis
présentent une vitesse de dégradation des folags’'a 4 % par heure. MIG1 pourrait donc
prendre en charge un composé issu de la dégradatyatative du folate afin de produire du
DHF, lui-méme réduit en THF par la DHFR. Une suresgion du genéMIGl, telle
gu’'observéelors de la diminution du pool de folatepermettrait alors d’accentuer le
recyclage du THF.

Selon la deuxieme possibilité (Figure 8b), MIG1 pail utiliser le THF produit par la
DHFR comme substrat. Or, méme si I'on ne conna# lpafonction exacte des sérine-
hydrolases, la nature de la triade catalytiquel@gicaractérise indique que I'activité de cette
famille de protéines consiste a cliver des liaispeptidiques, ester, thioester ou des liaisons
C-C ou C-O. MIG1 a donc potentiellement pour fometid’hydrolyser le THF. Cette
possibilité semble toutefois peu probable compie téu fait queMIG1 est surexprimé en
condition de déficit en folates et que dans cdtteation il ne présente pas grand intérét de
cliver du THF.
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3 [/
% MIG1
0 THF ‘ DHF CH,-THF
[ DHFR J—[ TS }
S. pombe A. thaliana dTMP dUMP
b) A. thaliana Synthese _de novo
@
J
X+Y THF DHF
O, ~_ ~_
MIG1 [ DHFR ]—[ TS }
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Figure 8: Représentation schématique des réles potentielsedVIG1 dans la régulation du
métabolisme C1 lors d’'une carence en folates.

a) Le domaine FSH1 de la DFR1 et la protéine MIGXkpeetivement ches. pombeet che:
Arabidopsis permettent, en liant un ligand L, de régulertiidat® DHFR.

b) MIG1 présente une activité catalytique qui perswt d’accentuer le recyclage d’'un compos
issu du catabolisme des folates (1), soit de mexdié THF par clivage (2).

Nous avons mis en place une stratégie d’étude ewmnbides approches vitro et in
plantaafin de caractériser la fonction du gévilG1. Les analyses effectuémsvitro incluent
la protéine DFR1 de&5. pombequi est un modele unique de protéine de fusiomeeuan
domaine FSH1 et un domaine DHFR.

Cette étude pourrait nous permettre non seulemeactéder pour la premiére fois a la
fonction d’'une sérine-hydrolase mais également dettren en évidence un nouveau
mécanisme de régulation du métabolisme monocarboréponse a une diminution du pool
de folates. Ce mécanisme est potentiellement pagagde nombreux organismes eucaryotes
au dela du régne végétal.

B- ETUDESIN VITRO DES PROTEINES MIG1 ET DFR1.

I- Surproduction et purification de la protéine DFR1 deS. pombe

Le clonage de la séquence codant la DFR1 danstewrepET20b(+) permet de fusionner
une étiquette 6-histidines en C-terminal de la séqe protéique. La protéine ainsi marquée
est ensuite purifiée sur une résine Ni-NTA (Figlye

La DFR1 (51,5 kDa) éluée a 50 mM d’imidazole présame pureté suffisante pour la
réalisation de tests d’activité enzymatique. AuafaBle, cette fraction a été dessalée ce qui
permet éliminer les fortes concentrations d’imidazet de NaCl qui pourraient interférer
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avec l'activité de I'enzyme. Le rendement atteiatipcette purification est de 16 % (33 mg
de DFR1 pure a partir de 205 mg d’extrait protéigoieble).

EP RO 10 30 50 MW  kDa

i Figure 9: Profil de purification de la DFR1 de S. pombe

Il=97.4  surrésine Ni-NTA.

..a‘.i(—ee,z L’extrait protéique soluble (EP) a été préparé dimpde
|

"
i

bactéries Rosetta 2 transformées par la construptd 20-
45 DFR1-6His et collectées en phase stationnaire.
protéines sont révélées au bleu de Coomassie.rl@aff;
les pistes 10, 30 et 50 correspondent respectivieausx
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lI- Mesure de l'activité dihydrofolate réductase dela protéine DFR1 deS. pombe

L’activité DHFR de la protéine DFR1 & pomban’était, jusqu’a présent, que prédite sur
la base d’alignements de séquences (Bertani et Rain@d994). La réalisation d'un test
enzymatique basé sur la mesure de I'oxydation dDRIA lors de la réduction du DHF en
THF ainsi que I'ajout de MTX (Figure 10) (Neuburger al, 1996) ont permis de valider
l'activité DHFR de la DFRL1.

DHF + NADPH— THF + NADP" Figure 10: Réaction catalysée par la DHFR.

Le DHF est réduit en THF en utilisant le pouve@iducteur
du NADPH qui est alors oxydé en NADR.e MTX est un
MTX inhibiteur spécifique de la DHFR.

Les mesures de Vmax et de Km (Figure 11) onté&dbsees telles qu’indiquées dans la
partie "Matériels et méthodes" :

— Vmax: 12,2 umol / min / mg de protéine
— Km nappH: 4,8 £ 0,3 pM
— Kmpyr:6,7+£1,8 uM

Ces valeurs sont de l'ordre de celles trouvées dmrgtérature, notamment pour la
DHFR-TS de pois (Kmyappy = 28 £ 5 uM, Kmpye= 0,7 £ 0,2 uM ; Neuburger et al, 1996)
ou pour les DHFR monofonctionnelles=d’coli (Km yappn = 17,8 £ 0,9 uM, Knpyr = 3,1
0,1 uM ; Ohmae et al, 2008) ou de 'Homme, puisigsegammes de Km rapportées vont de
0,11 pM a 170 uM pour le KngppH €t de 2,5 uM a 5,9 uM pour le Ksar (Delcamp et al,
1983).
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Figure 11 Caractérisation cinétique de I'activité DHFR de & protéine DFR1 deS. pombe
a) Courbe de la vitesse initiale de réaction ewtion de la concentration en DHF. b) Courbe de la
vitesse initiale de réaction en fonction de la emtiation en NADPH.

Dans les conditionm vitro de ce test enzymatique, il apparait que le dom@aBidl

de la DFR1 n’interfere pas avec le domaine DHFR.effet, I'efficacité catalytique de
'enzyme reste comparable a celle d’'une DHFR-TSI'one DHFR monofonctionnelle. Une
des hypotheses avancées dans le paragraphe "I\¢étibpe I'étude” de ce chapitre suggere
l'intervention d’'un métabolite qui permettrait aondaine FSH1 d’interagir avec le domaine
DHFR pour moduler l'activité¢ de ce dernier. L'intdgon dans ce test enzymatique de
différentes molécules relatives au métabolisme @frrait ainsi permettre aux deux domaines
d’interagirvia un changement de conformation de la DFR1.

[ll- Surproduction et purification de la protéine M I1G1.

Tout comme pour la DFR1, lors du clonage de MIGAsdaET20b(+), la séquence de la
protéine a été fusionnée en C-terminal & une éteymly-histidine, permettant ainsi sa
purification sur résine Ni-NTA. Les conditions djmession de MIG1 en systéme bactérien
sont atypiques. En effet, les bactéries recombasaatiltivées en milieu LB sont placées 10
minutes a 47°C avant l'induction de la syntheséd@1. Ce stress thermique provoque la
production de protéines chaperonnes "heat shocteipfoqui vont alors favoriser le bon
repliement de la protéine recombinante (cf "Matéred méthodes"). Malgré le faible niveau
d’expression de MIG1 dans la fraction soluble (Fégd2), la protéine a été purifiée sur
colonne de Nickel. La pureté de MIG1 est cependaldtivement médiocre puisque la
fraction purifiée est composée a environ 70 % derlatéine d’intérét et a 30 % d'un
contaminant dont le poids moléculaire est de 65. kIBarendement de cette purification est
de 0,5 % (423 g de fraction purifiée a partir 8ay d’extrait protéique soluble).

kba MW T, T., EP FP

fos. Figure 12: Purification de la protéine MIG1 par

chromatographie d’affinité sur colonne Ni-NTA.

L’extrait protéique soluble (EP) été préparé a partir

bactéries Rosetta 2 transformées par la construp#or 20-
MIG1-6His et collectées en phase stationnairs. fu@téine:
sont révélées au bleu de Coomassig. @xtrait protéiqu
total avant induction a I'lPTG ; dK : extrait protéique tote
apres induction ; FP : fraction purifiée.

97,4 —
66,2 —

45 —

31—

215 —
14,4 —|
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En dépit de sa faible pureté, cet extrait a toutradgne été utilisé pour réaliser le test
enzymatique décrit pour la DFR1. Ce dernier déneogtre MIG1 ne présente pas d’activité
DHFR, ce qui corrobore les alignements de séquergasés auparavant indiquant que
MIG1 présente une forte homologie avec le domaiS&lF de la DFR1 et non avec le
domaine DHFR (Figure 3).

C- ETUDESIN PLANTA DE LA PROTEINE MIGL1.

I- Localisation subcellulaire de la protéine MIG1.

La localisation subcellulaire de la protéine MI&&té déterminée par des expériences
de transformation transitoire de protoplasteArabidopsis (Figure 13). Au préalable, la
séquence complete de MIG1 a été fusionnée en Nrarae la séquence codant la GFP (Cf
"Matériels et méthodes"). Les clichés suivantséiatréalisés en microscopie confocale avec
'aide de Didier Grunwald sur la plateforme de rosmopie de I'RTSV. lls indiquent
clairement que la protéine MIG1 est localisée dartytosol, ce qui corrobore les prédictions
de localisation obtenues par I'utilisation de diféts outils informatiques (Predotar, TargetP
et WoLF PSORT). De plus, cette localisation cytimgpe de MIG1 conforte I'hypothése
d’'une interaction entre cette derniere et la DHFRplUisque le génome Afabidopsiscode
pour trois isoformes de la protéine dont une saviealans le cytosol. Dans le cas de figure ou
MIG1 n’interagirait pas avec la DHFR-TS, sa locatisn permettra de restreinte la recherche
de partenaires potentiels aux protéines situées ldasytosol.

Figure 13 Localisation subcellulaire de MIG1 fusionnée a l&GFP.

1*® ligne : observation de protoplastes en transmissi#™ ligne: autofluorescence de
chlorophylle. 8™ ligne : fluorescence de la GFP™4ligne : superposition des fluorescences d
chlorophylle et de la GFP. Les 3 premieres colonnamntrent respectivementl’'expressior
cytosolique de la GFP seule, I'expression chlostfriae de la GFP fusionné& peptide de transit
la petite sous-unité de la Rubisco et I'expressivtochondriale de la GFP fusionnée au peptide
transit de 'HPPK-DHPS (Ravanel et al, 200La quatriéme colonne montre la localisa
cytosolique de MIGL1. La fluorescence est observémiaroscope confocal.
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lI- Génotypage par PCR de mutants KOmig1l.

Plusieurs lignées de mutants knock-out (KO) powgdeeMIG1 sont disponibles au Salk
Institute Genomic Analysis Laboratory (SIGnAL). dlagit de mutants par insertion d'un
ADN-T (ADN de Transfert) de grande taille (envirdns kb) qui interrompt le cadre de
lecture du gene et supprime ainsi son expressitonéa et al, 2003). Les lignées disponibles
différent par la localisation de l'insertion de DN-T. En effet, le Salk Institute génére des
milliers de mutants d’insertion puis établit ensui lieu d’insertion de 'ADN-T. Si chaque
lignée présente une insertion unique au niveauete gl'intérét, il est important de noter que
ces mémes lignées contiennent, en moyenne, 1,Biamseur la totalité de leur génome
(Alonso et al, 2003) (environ 50 % des lignées dik résentent une seule insertion dans
leur génome alors que les 50 % restant contiendeumt ADN-T ou plus). L'analyse d’'un
mutant KO a partir de différentes lignées miniméesi les risques d’attribuer de facon
erronée un caractere particulier & un mutant, aofen réalité, ce caractére est di a une
insertion au niveau d’'un locus autre que celuitéti@t. L'étude de mutants KO pour le géne
MIG1 sera donc realisée sur 3 lignées indépendamiés 1.1 mig 1.2etmig 1.3,présentant
respectivement une insertion d’ADN-T au niveau 8U°2xon, du § exon et du ¥ intron
(Figure 14).

Les lots de graines fournis par SIGnAL sont isseslal 3™ génération (F3) aprés
transformation parAgrobacteriumet sont donc composés de graines homozygotes ou
hétérozygotes pour l'insertion de 'ADN-T mais égaknt de graines sauvages. L'analyse de
la perte de fonction du gemdlG1 nécessite au préalable de ségréguer par PCR leegra
homozygotes pour la mutation. Les séquences descamutilisées pour ce génotypage sont
indiquées dans la partie "Matériels et méthodegurUocalisation sur le gendIG1l est
représentée sur la figure 14. L'amorce;L@Beft Border), qui est spécifique de la bordure
gauche de 'ADN-T, permet, quand elle est utiliséecombinaison avec I'un des primers A,

B ou C, d’'amplifier I'alléle muté dMIG1 (Figure 14).

a) LB1 b) WT mig 1.1
ADN-T > >

LBl mig 1.1 >> ?:\’ ?:O ?:O ?:\’

ADN-T Sl !
mig 1.2 >>|| ADN-T

mig 1.3 >> —
—
—

I Exont 2 + —1 5 1 «—390 pb
8 <— 340 pb

|

1

| | | =2 =9

300 600 900 1200 pb

Figure 14: a) Représentation schématique du genellG1l et localisation de 'ADN-T et des
amorces utilisées pour le génotypage.

En fonction de la lignée knock-ounig 1.1 mig 1.2oumig 1.3, 'ADN-T est inséré en différen
endroits du gene. Les introns sont représentédgmtraits, les exons par des rectangles blar
les extrémités non traduites par des rectanglas.nginsertion de I'ADN-T ainsi que son sens
(5’>> 3) sont représentés enuge. Les amorces utilisées pour le génotypage indiquées pe
des fléches bleues ou vertes.

b) Génotypage par PCR d’'une plantule issue du lotelgrainesmig 1.1

Le couple d’'amorces A-C amplifie la copie sauva@@0(pb) du gendIG1 alors que le couple A-
LB, amplifie la copie mutée (340 pb). Un contrdle pbsi été réalisé sur '’ADNg d’'une plantt
sauvage (pistes WT).
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lll- Conception et sélection de lignéeMIG1::GUS.

La localisation tissulaire de la protéine MIG1 é@uation physiologique mais également
lors d’'une carence en folates est susceptible dmifode précieuses informations quant au
réle joué par cette protéine planta Pour cela, la totalité de la séquence codantelld:l
ainsi que sa région promotrice potentielle (envid@® pb) sont insérées dans le plasmide
pEDWS5 en amont de la séquence dé-glucuronidase (cf "Matériels et méthodes"). Cette
construction est ensuite utilisée pour transforrdes plantules sauvagesAdabidopsis
(écotype Columbia 8) pakgrobacterium tumefaciens

Le plasmide pEDWS5 porte également la séquence tedinla GFP sous la dépendance
du promoteur At2S3 spécifique de la graine. Ailes,graines ayant intégrées la construction
sont sélectionnées sur la base de la fluorescemndta @GFP (Bensmihen et al, 2004) (Figure
15).

Figure 15: Observation a la loupe binoculaire de
graines  dArabidopsis issues d'une plante
transformée par pEDW5-MIGL1.

Image de gauche : observation des gragresumiere

" blanche. Image de droite : observatides méme
£ graines sous UVSeules les graines ayant intégre
EF plasmide pEDWS5-MIG1présentent la fluorescen
- verte de la GFF

IV- Conception et sélection de lignées surexprimaIGL1.

L’étude de plantules &rabidopsissurexprimanMIGL1 s’inscrit dans la caractérisatian
plantade ce géne. Des plants sauvages (écotype Col@hbiat donc été transformés par
tumefaciensavec le plasmide pFP101 portant le promoteurtitativiral 2 x 35S en amont
de la séquence codant MIG1 (cf "Matériels et métstjidpermettant ainsi une trés forte
expression du transgéne dans tous les territoeeka glante. De la méme maniere que le
plasmide pEDWS5, pFP101 permet la sélection desmgsatransformées sur la base de la
fluorescence de la GFP (Bensmihen et al, 2004)

L'étude de ces lignées surexprimadiiG1l permettra de déterminer si une surexpression
constitutive de ce géne constitue un avantage lpoplante notamment en lui conférant une
résistance accrue a un déficit en folates.

V- Le géneMIL1 (MTX-Induced gene Like 1).

La base de données TAIR signale que le gbh€l présente un paralogue chez
Arabidopsiscodé par le géne At5g65400. Nous avons nommé roe gLl (MTX-Induced
gene Like 1) (Figure 16). Le serveur de comparadmséquences protéiques de I'Université
de Virginie (http://fasta.bioch.virginia.edu) évella respectivement 54 % et 77 % les
pourcentages d’'identité et de similarité entredesgx protéines. Sur la base d’alignements de
séquences et de la conservation de la triade tigtatySérine — Aspartate — Histidine, il
semble que MIL1 fasse également partie de la fardél sérine-hydrolases (Figures 5 et 16).
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Il est intéressant de noter que le profil d’expissle MIL1 reste constant et similaire a
celui des cellules témoins au cours de la cinétidgdraitement au MTX réalisée dans le
cadre de notre analyse transcriptomique globaleg®e I) (données non montrées). Bien
gu’homologue deMIG1, le géneMIL1 n’est donc pas induit au cours d’un déficit en tieda
La fonction de ces deux génes est donc vraisendtadit différente. Toutefois, I'étude de
'expression deMIL1 dans les lignées KO et surexpresseurs pi@1 sera effectuée afin de
caractériser une éventuelle redondance fonctiomdellces deux génes.

GeEeRSWARNPREL CL HGFRTSG=! MY P
ASFIHRGKINPREL CLHGFRTSGg! Lo P R
43 FL DAPFP@8GKSDVEENFDPPYYEWEQZFNK 5 OzM KIEGPFDG
DL [bFL DAPFPINIGKSDVEREFDPPYYEWH JANK = OYM KNGPFDG
y.3
103 QGAIL SGELPGE JNNJARSKVPKIKFV! | [eGAKL sAGLA ~s;
121 QGAZL [TAAI PGS esﬂL KVPKVKFLEVI | EGAKIEGL MFCEKAA P
* *

158 ETL GH SPY[ET KNG BRPKE BERSLEKY TARI DIEE
181 GH| N E€ SPVVIHHS{eGH] BTNAEETIIL SEFQER
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Figure 16: Alignement des séquences des protéines MIG1 etilM.
Les séquences ont été alignées en utilisant lacdét@lustalW, selon la matrice Blosum 62. Les
résidus de la triade catalytique sont marqués @aiadtérisques rouges.

D- CONCLUSION.

Le but de cette étude est de caractériser la famatie MIG1 et d’établir la relation
existant éventuellement entre ce géne et la régalalu métabolisme C1. Divers éléments
exposeés dans l'introduction de ce chapitre suggepes MIG1, en liant & un métabolite pour
le moment inconnu, pourrait interagir avec la DHFRrabidopsis thalianaafin de moduler
l'activité de cette derniére et, de ce fait, réguéesynthese de THF notamment lors d’'une
perturbation de I'homéostasie en folates. La Iseadibn dans le cytosol de MIG1 est
compatible avec cette hypothese puisque hrebidopsisce compartiment renferme une
isoforme de la DHFR. Une fusion entre les domabid&R et FSH1 comme observée pour la
DFR1 deS. pombeprésenterait également I'avantage de rapprochdoreaine "régulateur”
FSH1 de sa cible (Figure 8a). Il apparait toutefgise dans les conditions utilisées pour
caractériser l'activité DHFR de la DFR1 8e pombe in vitrole domaine FSH1 ne module
pas I'activité du domaine DHFR. Cependant, cesltatsusont valables uniqguement dans les
conditions du test utilisé. Ainsi, la complexifizat du test enzymatique par I'ajout de
différentes molécules associées au métabolismeoQrtgit permettre d'identifier le ligand de
MIG1.

Une stratégie complémentaire envisagée afin d'ifientun ligand potentiel de MIG1
consiste a utiliser la fluorescence des tryptopbake effet, la fluorescence intrinséque des
protéines est due principalement aux tryptophanésepts au niveau de la séquence primaire
(et dans une moindre mesure aux tyrosines) etgriEsément au noyau indole de cet acide
aminé. Les caractéristiques de cette fluorescdongueur d’onde et intensité) sont modulées
en fonction de I'environnement de ce noyau indotgsque I'exposition d’un tryptophane est
modifiée par un changement de conformation ou @dialson d’'un ligand, la fluorescence
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intrinseque de la protéine est également modifiéesi, le suivi par spectrofluorimétrie des
modifications de la fluorescence émise par MIGEkdae celle-ci est mise en présence de
différentes molécules permettra certainement disdles ligands potentiels. Ces candidats
pourront ensuite étre inclus dans le test enzymatmprmettant la mesure de I'activité DHFR
afin de vérifier une éventuelle modulation de latbgse de THF par MIG1. Cette technique
de spectrofluorimétrie présente de nombreux avastagutre le fait qu’il s’agit d’'une
technique relativement simple a mettre en ceuvie, el nécessite également que peu de
matériel (Johnson et al, 1983).

La deuxieme hypothese avancée quant au réle de Mih@zArabidopsisest que cette
protéine présente une activité enzymatique "liéetlée de la DHFR, a savoir que le produit
de la réaction catalysée par MIG1 tient lieu dessalb a la DHFR (Figure 8b). A la
connaissance générale, la seule réaction catapmék DHFR est la réduction du DHF en
THF ou celle de I'acide folique en DHF. MIG1 poutrainsi produire du DHF dans le cadre
d'un systeme de recyclage du folate suite a uneadétjon oxydative. Ces systemes sont
encore mal connus bien que I'équipe de Andrew Hanep ait proposé un modele
(Orsomando et al, 2005 et 2006 ; Noiriel et al, 2pBozzo et al, 2008 et § B-lll de la
synthese bibliographique de ce manuscrit). Il epeadant difficile d’attribuer & MIG1 un
réle dans le cadre de ce modeéle de recyclage dvamié que I'activité enzymatique supposée
de cette protéine consiste a cliver des liaisopgigigues, ester, thioester ou des liaisons C-C
ou C-O et que la plupart des protéines de recycthgdolate impliquées dans de telles
réactions sont déja identifiées et ne présententjtemologie avec MIG1.

Il existerait une voie alternative d’oxydation dektes ne conduisant pas a un clivage du
composé en C9-N10 tel que lors d’'une dégradatigdative (Anguera et al, 2003 ; Suh et al,
2001). Ainsi, Brookes et al (2002) ont constaté axydation non enzymatique rapide du 10-
CHO-THF dans des cellules de rat, produisant aingi0-CHO-DHF. Différentes équipes ont
également formén vitro du 5-CH-DHF par oxydation du 5-CHTHF (Donaldson et al,
1962 ; Lucock et al, 1995). MIG1, qui présente pbétlement une activité d’hydrolyse de
certains types de liaisons covalentes, pourraisi gdarticiper au recyclage de ces dérivés
CHO-DHF et / ou CHDHF en clivant I'unité C1 afin que la partie DHEigse étre réduite
par la DHFR pour donner du THF. Afin de tester egibssibilité, il serait intéressant de
réaliser le test enzymatique de mesure d’activii#R en fournissant a la DFR1 8epombg
ou bien au systeme MIG1 / DHFR-TS, du 10-CHO-DHFawb-CH-DHF comme substrat,
le premier des deux composés étant préparé parabagdcontrolée du 10-CHO-THF
(Baggott et al, 1995) alors que le 5-€BHF est disponible dans le commerce (Schirck’s
Laboratories, Jona, Switzerland).

En parallele et de fagcon complémentaire a I'étideéitro, nous allons réaliser I'étude
plantadu geneMIG1. A ce jour, nous ne disposons que de résultatsnpnd@ires concernant
la caractérisation délG1, mais tous les outils nécessaires a cette étude dasormais
disponibles au laboratoire (protéines recombinaptegiées, lignées mutantesig, lignées
transgéniques 35BHG1 etMIG1::GUS).

111



RESULTATS Chapitre IV

E- MATERIELS ET METHODES.
I- Matériel végétal.

1- Culture de plantules dArabidopsis thaliana

Les graines dirabidopsissont semées sur terreau humide préalablemenlisst§uuis
conservées 48 h a 4°C et a I'obscurité. Elles sosuite placées en chambre de culture a
22°C avec un éclairement de 14fiol de photons ihs’. La photopériode est de 12 h / jour.

2- Culture de cellules dArabidopsisthaliana.

Les cellules dArabidopsisthaliana (écotype Columbia) dérivent du méristéme apical et
sont chlorophylliennes. Elles sont cultivées a 2880s un éclairage permanent de 40 pumol
de photons M.s! dans des ballons renfermant 200 ml de milieu deureupréparé selon
Gamborg et al (1968) supplémenté par 15'gde saccharose. Une agitation de 125 rpm
permet de maintenir les cellules en suspensioriagsuarer une bonne solubilisation des gaz
atmosphériques (et CQ). Un repiquage a 5 % (volume de cellules apresrstation /
volume de milieu frai) est effectué tous les 7 gour

lI- Surproduction et purification de protéines recombinantes en systeme bactérien.
1- Clonage des ADNc codant les protéines d’intéréians le vecteur pET20b(+).

a- MIG1.

L’ADN complémentaire (ADNc) codant pour la protéiddlGl a été commandé a
I"Arabidopsis Biological Resource Center" sougé&rence U82272. Cet ADNc est intégré
dans un plasmide pUNI51 qui porte également un gEneésistance a la kanamycine. La
séquence codant pour MIG1 est amplifiée par PCRrérmlu plasmide pUNI51-MIG1 en
utilisant les amorces :

— pETMIG1-Nde :GAGACATATGGGAAGCGAAGGAAGAT

— PETMIG1-Xho: GAGACTCGAGTTTTGTTGGCTTACTAGTATTTTC

Le fragment amplifié est ensuite digéré par leyyeres de restriction Ndel et Xhol puis cloné
dans le plasmide pET20b(+) en amont d’'une étiquiettistidines.

b- DFR1.

L'’ADNc codant la DFR1 de Schizosaccharomyces pombe été obtenu par
rétrotranscription (Versd'cDNA Kit, ABgené”) a partir d’ARN totaux deS. pombe
gracieusement fournis par le Dr André VERDEL dadtitut Albert Bonniot, Grenoble. La
séquence codante de la DFR1 est ensuite amplé@i€eB@R en utilisant les amorces :

— PET20-dfr1-Nde GAGACATATGTCTAAGCCTTTAAAAGTGCTGTG

— PET20-dfr1-Xho:GAGACTCGAGACAAATACTAAGCTTTTCTAAAGCTACATTAAC

Le fragment amplifié est ensuite digéré par leyeres de restriction Ndel et Xhol puis cloné
dans le plasmide pET20b(+) en amont d’'une étiquettistidines.
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2- Surproduction des protéines recombinantes en dgsne bactérien.

Les constructions obtenues (pET20-MIG1-6His et pEDER1-6His) codent pour des
protéines fusionnées a une étiquette 6-His en 1@ktat. Ces vecteurs sont ensuite multipliés
dans la souche H. coli DH5a. Les différents plasmides sont transférés dansoleche
d’expressiork. coliRosetta 2 (DE3) pLysSRAREZ2 qui posséde un plaspud&nt les genes
de 7 codons rares ainsi que celui du T7 lysozynwéiyen).

a- Expression de DFR1-6His.

Les bactéries recombinantes sont cultivées danmilieu Luria Bertani (LB) contenant
de la carbénicilline 100 pg nita 37°C jusqu’a ce que la densité optique & 600 D@sdo)
atteigne 0,6. L'induction de la synthése de DFR1s6#$t alors déclenchée par ajout d'IPTG
a la concentration 40 puM. L’induction est pourseivi6 h a 16°C avant de collecter les
bactéries par centrifugation.

b- Expression de MIG1-6His.

Aprés de nombreux essais d’expression de la podits1-6His dans les conditions de
culture les plus courantes, nous avons finalemelaipt@ un protocole de la littérature
(Oganesyan et al, 2007). Les bactéries recombimnasuat cultivées dans du milieu LB
contenant de la carbénicilline 100 pg & 37°C jusqu’a ce que la RE atteigne 0,6. La
culture est alors transférée dans un bain Marié°&€ $endant 10 minutes. L'induction de la
synthese de MIG1-6His est alors déclenchée part @i®RdTG a la concentration 40 puM.
L’induction est poursuivie 20 min a 47°C puis 16 h6°C avant de collecter les bactéries par
centrifugation. Le choc thermique réalisé au montentinduction déclenche la production
de chaperonnes qui améliorent le repliement ded&ime recombinante.

3- Purification sur résine Ni-NTA des différentes potéines recombinantes.

Les bactéries sont resuspendues dans un tamporHAP®-K,HPO,; pH 8,0; 0,3 M
NaCl) contenant 10 mM d’imidazole ainsi gu'un caikd’inhibiteurs de protéases (Roche
Applied Scienc®), lysées par sonication puis centrifugées 15 n23@00 g & 4°C. L'extrait
protéigue soluble est ensuite déposé sur une aeldamickel-nitrilotriacetic acid-agarose (Ni
Sepharose™ High Performance, GE Healthcare®) fokeateent équilibrée par le tampon A
contenant 10 mM d’imidazole. Apres des lavages esgits par le tampon A supplémenté
avec 10, 30 et 50 mM d'imidazole, la protéine reborante est éluée par le tampon A
contenant 250 mM d’imidazole. Les fractions d’éuticontenant la protéine recombinante
sont rassemblées. Cet échantillon est ensuite déposune colonne de dessalage PD10 afin
d’éliminer le NaCl et I'imidazole puis concentrérgantrifugation (Microsep, 10 kDa cutoff,
Pall Filtron).

lll- Techniques d’analyse des protéines.

1- Dosage des protéines.

La quantité de protéines est estimée selon |lanigeh mise au point par Bradford (1976)
en utilisant la sérum albumine bovine comme stahdar

2- Electrophorése en gel de polyacrylamide SDS-PAGE

Deux volumes d’échantillon protéique sont diluéssdan volume de tampon de dépot
[concentration finale : Tris 62,5 mM ; pH 6,8 ; SRS (v/V) ; glycérol 10 % (v/v) ; bleu de
bromophénol 0,05 % (v/v)g-mercaptoéthanol 5 % (v/v)], puis sont dénaturésr8a 95 °C.
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Les gels de polyacrylamide sont constitués d’'undgetoncentration [acrylamide 5 % (p/v)]
et d'un gel de séparation [acrylamide 10 % (p/l)glectrophorése est conduite a voltage
constant (200 V) dans du tampon de migration [Z&snM ; pH 8,3 ; glycine 192 mM ; SDS
0,1 % (p/v)], a température ambiante pendant 1 gre#\ électrophorese, les protéines sont
colorées au bleu de Coomassie R-250.

IV- Mesure de l'activité dihydrofolate réductase ddla protéine DFR1 deS. pombe.

Les enzymes possédant une activité¢ DHFR catalyaeéaction:
(1) DHF + NADPH— THF + NADP'

Le protocole que nous avons suivi pour mesuretiVid# DHFR de la DFR1 est adapté de
Neuburger et al (1996). Ce test enzymatique est bas la mesure de la décroissance de
'absorbance a 340 nm du NADPH qui est oxydé p&H&R lors de la réduction du DHF.
L’activité de la DHFR deS. pombeest mesurée a température ambiante dans un volume
réactionnel de 200 pL de composition: 50 mM REy-K;HPO, ; pH 7,2 ; 5 mM§g-
mercaptoéthanol ; 1 mM dithiothréitol ; 200 uM NABRet 0,8 pg de la protéine DFR1
purifiée. La réaction est ensuite amorcée paruigjle 200 uM de DHF.

Afin de valider le test dans ces conditions, nowma effectué un contrdle positif en utilisant
une enzyme commerciale, la DHFR de foie de boegh{8iAldrict). La spécificité de la
réaction est vérifiée par ajout de MTX a la concaign 0,5 nM.

Les données cinétiques sont traitées a l'aide dicilEl KaleidaGraph™ selon I'équation
hyperboliqgue de Michaelis-Menten (2).

V hax X [Substrat]
(2 v=

Km + [substrat]

V- Localisation subcellulaire de la protéine de fusn MIG1-GFP par expression
transitoire dans des protoplastes dArabidopsis

1- Clonage de 'ADNc codant MIG1 dans le vecteurpH2.

La totalité de la séquence codante de MIG1 estiiégppar PCR a partir du plasmide
PUNI51-MIG1 en utilisant les amorces :

— PMIG1GFP-5' GAGAGTCGACATGGGAAGCGAAGGAAGAT

— PMIG1GFP-3" GAGAGTCGACTTTTGTTGGCTTACTAGTATTTTC

Le fragment amplifié est ensuite digéré par I'eneyde restriction Sall puis cloné ans le
plasmide pTH2 (Niwa, 2003) en amont de la séquaromant pour la GFP et sous la
dépendance du promoteur constitutif 35S du viruladeosaique du chou-fleur (CaMV). La
construction ainsi obtenue (pTH2-MIG1) est mulgéglidans la souchek’ coli DH5«. Le
plasmide est ensuite purifié puis utilisé pour sfammer des protoplastes issus de cellules
d’Arabidopsisen suspension.
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Figure 17 : Représenation schématique du vecteur pTH2 (Niwa2003).

2- Préparation et transformation de protoplastesd’Arabidopsis

Cent mL de cellules d&rabidopsisen suspension agées de 4 jours sont rincées a l'ea
osmoseée et filtrées. Les cellules (environ 4 g) sdors digérées 2 h a 28°C dans 8 mL de
milieu de digestion (cellulase 2 % (p/v); pectoly@s25 % (p/v) ; mannitol 0,6 M ; Mes 25
mM ; pH 5,5). Le mélange est ensuite filtré sur toike a blutter de taille de maille 78 pum.
Les protoplastes ainsi isolés sont rincés 2 foecawn tampon de ringcage (mannitol 0,7 M ;
Tris 10 mM ; Mes 15 mM ; pH 6,3). Le dernier sureagt est alors éliminé puis le culot de
protoplastes est repris dans 5 mL de milieu deumilfsaccharose 0,4 M ; 4,3 g/L de sels
Murashige and Skoog (Sigma Aldrigh 4 mM CaC}; pH 5,8]. Cette suspension de
protoplastes doit alors étre conservée dans l& glesgju’a utilisation.

La transformation est réalisée en mélangeant dauké :

— 100 pug d’ADN de sperme de saumon,

— 40 pg de la construction pTH2-MIG1,

— 250 pL de la suspension diluée a 4 pbtoplastes par ml,

— 350 pL d'une solution de PEG (PEG 6000 25 % (pfMmannitol 0,45

M ; Ca(NG)2 0,1 M ; pH 9,0).

Le mélange est incubé 30 min a température ambédratd’obscurité. Apres ajout de 3 mL de
milieu de culture, les protoplastes sont transfére plaque de culture 6 puits a fond plat. Les
protoplastes sont maintenus en survie a 22°C daefaiclairage pendant 24 & 48 h avant
observation au microscope confocal.

VI- Génotypage des mutants d’insertion dArabidopsis

1- Extraction d’ADN génomique.

L'extraction d’ADN génomique (ADNQg) est effectuéelan Edwards et al (1991) a partir
de plantules dirabidopsisthaliana agées d’environ 15 jours. Apres broyage au pdtered
feuille congelée dans de I'azote liquide, 400 pLtalmpon d’extraction [Tris 200 mM ; pH
7,5 ; NaCl 250 mM ; EDTA 25 mM ; SDS 0,5 % (p/viné ajoutés. Le mélange est alors
centrifugé (16000 g, température ambiante, 1 mimpis cents pL de surnageant sont
prélevés, auxquels sont ajoutés 300 pL d’isoprdpao® mélange est incubé 2 min a
température ambiante puis centrifugé (16000 g, éeatpre ambiante, 5 min). Aprés
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élimination du surnageant, 'ADNg est repris daf®® JuL de tampon TE [Tris 10 mM ;
EDTA 0.1 mM ; pH 8,0].

2- Génotypage par PCR.

Les séquences des amorces utilisées pour ampifiecopies sauvages ou mutées de
MIG1 sont indiquées dans le tableau 1. Les amplicons ide la PCR sont ensuite déposés
sur gel d’agarose [agarose 1,4 % (p/v)]. L'éledhangse est conduite a voltage constant (100
V) dans du tampon de migration [Tris-Acétate-EDTA & ; bromure d’éthidium 500 ng /
ml] & température ambiante pendant environ 20 b@rgel est analysé sous UV.

Nom de I'amorce | Séquence de I'amorce (5'3’)

LB1 GGCAATCAGCTGTTGCCCGTCTCACTGGTG
Mig1-A CGATCTCGTGTTTCTCGATGC

Mig1-C AGACCATCGAAAGGACCAAGC

Mig1-E CGAAGCAAGAGGGAAGACAAC

Tableau 1: Séquences des amorces utilisées pour le génotypales différents mutants knock-
out pour le geneMIG1. L'amorce LB1 est spécifique de la bordure gaucheAdeN-T pROK2.

VII- Conception de lignées transgéniques &rabidopsis thaliana

1- Lignées surexprimant le genMIG1.

La séquence codante de MIG1 est amplifiée par P@Rri&r de la construction pET20-
MIG1-6His en utilisant les amorces du tableau 2 mprimettent d’ajouter en 5’ et 3’ de la
séquence d’intérét des sites de restriction paieteymes Xbal et BamHI, respectivement.
Le fragment obtenu est alors inséré dans le plasmRCR-Script selon les indications du
fournisseur (Stratagefie

Nom de 'amorce Séquence de I'amorce (53’)
pFP101MIG1-Xba GAGATCTAGAAAAAATGGGAAGCGAAGGAAGAT

pFP101MIG1-6HisBam CTCTGGATCCTCAGTGGTGGTGGTGGTG

Tableau 2: Séquences des amorces utilisées pour le clonatge MIG1 dans le vecteur pPCR-
Script .

La construction pPCR-Script-MIG1 est digérée par éazymes de restriction Xbal et
BamHI. Le fragment obtenu est alors inséré danedteur pFP101 (Figure 18). Ce plasmide,
construit par G. Lambert et F. Parcy, présenteééiit de permettre une sélection rapide des
graines transformées. En effet, pFP101 porte le gerla GFP sous le contréle du promoteur
At2S3 spécifique de la graine. Ainsi, les graingana intégrées la construction peuvent étre
sélectionnées sur la base de la fluorescence @&k (Bensmihen et al, 2004). De plus, la
présence d’'un double promoteur constitutif CaMV 8bSamont du transgéne permet une tres
forte expression de celui-ci dans I'ensemble degdees de la plante.
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Figure 18: Représentation schématique du vecteur pFP101.

2- Lignées exprimant une fusion transcriptionnelleet traductionnelle MIG1::GUS.

Les amorces MIG1GUS5'GAGACTGCAGTGAAGCAACTGTTCAACTTC) et MIGLGUS3’
(GAGAGGATCCGATTTTGTTGGCTTACTAGTATTTTC) qui permettent d’ajouter en 5’ et 3’ de la
séquence d'intérét des sites de restriction paurelezymes Pstl et BamHI, respectivement,
sont utilisées pour amplifier, & partir d’ADNg diamtule sauvage Arabidopsis thalianala
séquence du gemdIG1 ainsi que sa région promotrice potentielle. Cettinigre correspond
aux 500 pb en amont du codon initiateur de la thdn de MIG1. Elle s’étend jusqu’a
'extrémité 5’ du géne précédent (At4g24370) sibué le brin complémentaire. Le fragment
amplifié est ensuite cloné dans pPCR-Scrips®lon les indications du fournisseur
(Stratagene®). La construction pPCR-Script-MIG1-GUS est digérée les enzymes de
restriction Pstl et BamHI. Le fragment obtenu éstsainséré dans le vecteur pEDWS5 (Figure
19). Le plasmide pEDWS, construit a partir de pFPpad E. Moyroud au laboratoire PCV,
permet de sélectionner les graines transforméda sase de la fluorescence de la GFP

right border Pmel Hindlll Pstl Sall #bal BamH| Smal GUSEQ

coRY

GUSSEQ ‘f

FP1E7?”

Mot
PEDWS

(10397 bp) Edl
P
P11

FPIgse

Frul

Figure 19: Représentation schématique du vecteur pEDWS5.
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3- Transformation de plantules dArabidopsis thaliangpar Agrobacterium
tumefaciens

La transformation de plantulesAtabidopsisest basée sur le protocole de Zhang et al
(2006). Des plantules Arabidopsis(écotype Col 8) sont cultivées jusqu’a apparitia@as d
premieres siliqgues matures. La souchA.dumefacien€C58C1 pMP90 (Koncz et Schell,
1986), préalablement transformée par I'une destomtons pFP101-MIG1 ou pEDWS5-
MIG1 par électroporation, est mise en culture jisgune D@y d’environ 2. Les bactéries
sont ensuite culotées puis resuspendues dans ieursdccharose 5 % (p/v) et Silwett L77
0,02 % (v/v). Apres avoir éliminé les siliques masyrles plantules sont entierement
immergées dans la suspension d’agrobactéries dbraatondes puis remises en culture, en
faible éclairage dans pendant 48 h, puis en camditiclassiques. Une fois les graines
récoltées, elles sont triées sous une loupe GFP.
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Différentes études antérieures a ce travail deetbas démontré que la synthése ainsi que
'accumulation du folate varient fortement au codusdéveloppement de la plante et cela en
fonction du territoire mais également du stade éectbppement (Jabrin et al, 2003). De ce
fait, dans les tissus en forte division cellulajneéristemes, cellules en culture, embryons)
ainsi que dans les jeunes feuilles vertes ou lealmofisme C1 est particulierement actif,
certaines enzymes de la voie de biosynthése dtefptasentent une forte accumulation et les
concentrations en folate sont tres élevées. Emobwa les tissus caractérisés par une activité
meétabolique faible (racines, fruits) présententtdegurs en folates réduites liees a une faible
expression de ces mémes enzymes (Jabrin et al,; B¥}3et et al, 2002 ; Basset et al, 2004a
et b). Ainsi, différents essais d’'ingénierie métape consistant a surexprimer ces enzymes
chez la tomate et le riz ont permis d’accroitre kemeur en vitamine B9 de respectivement 25
et 100 fois (Diaz de la Garza et al, 2007 ; Stoeokio et al, 2007a). En dépit de ces
manipulations génétiques de la voie de biosyntlies@HF, de nombreuses interrogations
demeurent concernant la régulation du métabolisméolhte et notamment la question de
'adaptation de la synthese et de 'accumulationTiF dans le but de subvenir aux besoins
fluctuants de la plante en unités C1.

Pour répondre a cette question, I'équipe de Jolmg KiPrabhu et al, 1996 et 1998 ; Li et
al, 2003) a développé une stratégie qui consistdiser des molécules antifolates, qui sont le
méthotrexate (MTX) et le sulfanilamide, afin dedpler la voie de biosynthése de THF puis a
en analyser les conséquences sur I'évolution dels e sérine et de glycine par RMN du
13C. Les auteurs ont ainsi démontré que le flux aidane a travers le complexe GDC /
SHMT requiere une alimentation continue en THF .ol €également pu mettre en évidence
un effet plus marqué du traitement au MTX, qui bleda synthesde novode folate mais
€galement son recyclage, par rapport a I'effet pgaeopar le sulfanilamide qui, lui, inhibe
uniquement la synthésge novode THF. Ce dernier point illustre le réle prépotaaé du
recyclage des folates dans le maintien de I'honaggstle ces cofacteurs.

Lors de ce travail de thése, nous avons donc gmplme stratégie similaire a celle
développée par J. King en inhibant, dans des eslidiirabidopsis la synthése de THF et ce
dans le but d’analyser la réponse des genes impglidags 'homéostasie du folate et plus
généralement le métabolisme C1.

De facon surprenante, les cellulefdibidopsisne semblent pas mettre en place de
processus transcriptionnel afin de compenser landition du pool de folates. En effet, aucun
gene codant pour des enzymes de la voie de biesattiu THF ne présente de différence
d’expression suite au traitement au MTX. Un comgroent similaire a pu étre observé chez
Plasmodium falciparumEn effet, une étude transcriptomique menée clezparasite
autotrophe pour le folate a démontré qu’un traitenad’aide d’un antifolate ciblant la DHFR
(le WR99120) n’induisait aucune modification dexpeession des génes impliqués dans le
métabolisme du folate (Ganesan et al, 2008). Ennoihg il apparait que les cellules de
mammiféres, dans le cas présent des cellules dsthartorsqu’elles sont cultivées dans un
milieu pauvre en folates, présentent une augmentate 5 a 6 fois de I'activité et de la
guantité de DHFR. Cette accumulation n’est cependasd la conséquence d’'une
surexpression du gene correspondant mais vraisbhlablant a un mécanisme de régulation
post-transcriptionnel (Zhu et al, 2002).

119



CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIWVE

Si, au niveau transcriptionnérabidopsisne dispose pas de systéme visant a compenser
la diminution du pool intracellulaire de folate$,siavere qu’elle réagit a un déficit en
vitamine B9 en jouant sur la qualité des folategoem disponibles. Ainsi, la FPGS
cytosolique présente une induction de son expresside au traitement au MTX, favorisant
de la sorte I'accumulation de formes polyglutamatescofacteur vitaminique. De la méme
facon, une surexpression du gene codant la FPG3udede 400 % a été observée chez
certaines lignées de cellules de I'épithélium i@ humain en situation de carence en folate
(Hayashi et al, 2007). Une augmentation de l'aiirPGS permet non seulement de
stabiliser et retenir le THF dans la cellule, m&imlement conduit a accroitre I'affinité des
folates vis-a-vis des enzymes folates-dépendaMe§&jire et Bertino, 1981 ; Strong et al,
1990 ; Rébeillé et al, 1994), ce qui constitue actdur de survie important lors de
'adaptation a une carence en folates. De plug,été constaté, qu’en cas de déficience en
folates, les cellules animales favorisent I'entnggis la séquestration des folates en
surexprimant les systemes d'import du THF danslale mais également en réprimant les
géenes codant pour l'efflux du THF (Ifergan et As$a2008).

Lors de I'étude transcriptomique, nous avons @asies changements dans I'expression
de différents génes codant pour des enzymes ing@sgdans le chargement d’unités C1 sur
le THF ou dans l'interconversion des différentsiv du cofacteur vitaminique. Ainsi, les
deux CH-THF réductases qui catalysent la formation de 3-CHF sont réprimées par le
traitement au MTX. Il en est de méme pour une isnéomitochondriale de la SHMT ainsi
que pour différentes sous-unités de la GDC, ce trpduit une réduction de l'activité
métabolisme au sein de la mitochondrie. En revanahe isoforme chloroplastique de la
SHMT ainsi que la FTHFS sont surexprimées de fggécoce suite au traitement au MTX.
Ainsi, lors d’une diminution du pool de folates,dellule végétale favorise I'accumulation de
10-CHO-THF et / ou de 5,10-GHHF au détriment du 5-CGHTHF qui est pourtant, en
situation physiologique, le dérivé de THF le plusomrdant. L’ensemble de ces éléments
suggere une réorientation du flux d'unités monocaées dans le plaste en faveur de la
synthése de 10-CHO-THF et / ou de 5,10,OHF afin d’alimenter la synthése des
nucléotides (purines et thymidylate) dans ce cotitpant et ce au dépend des réactions de
méthylation.

En dépit de la rigidité du transcriptome constatBez Plasmodiumapres un traitement
antifolate, deux genes présentent une surexpressigituation de déficience en folates, |l
s’agit de la SHMT et de la ribonucléotide réductasenpliquée dans le métabolisme des
nucléotides (Ganesan et al, 2008).

Chez les animaux la situation semble relativersentlaire puisque Hayashi et al (2007)
ont également observé une répression de la MTHRS& qu’'une surexpression de la SHMT
cytosolique chez des cellules Caco2 cultivées direumpauvre en folates. Les auteurs en
arrivent a des conclusions similaires aux nétresavoir que dans ces cellules Caco2, la
priorité métabolique est donnée a la synthése deiatides lorsque la disponibilité en
folates est limitée (Hayashi et al, 2007). Il ailtéars été démontré par I'équipe de P. Stover
(Herbig et al, 2002 ; MacFarlane et al, 2008) dquezdes mammiferes, la SHMT cytosolique
joue le réle d'interrupteur métabolique et permasiade réguler les flux d'unité C1 entre la
TS, pour la synthese du thymidylate, et la MTHFBumpla synthése de méthionine. Cette
équipe, en travaillant sur des souris KO pour leegde la SHMT mitochondriale, a prouvé
gue, si I'ilsoforme mitochondriale de cette enzyrskeessentielle a 'approvisionnement de la
cellule en 5,10-CHTHF, la forme cytosolique, elle, n’est pas vitalais joue un role dans la
partition du flux d'unités C1l entre les voies dentbgse des nucléotides et celle de
méthionine. En effet, les souris mutantes sontlegabt fertiles mais souffrent tout de méme
d’'une altération des pools de SAM et d'uracile.ofdHerbig et al (2002) une surexpression
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de la SHMT cytosolique aurait tendance a favoi@eamie de biosynthése du thymidylate au
détriment de la synthese de méthionine et de SAM.

ChezSaccharomyces cerevisidgelling et al (2004) ont constaté qu’une diminutohn
pool de 5,10-CHTHF conduit a linduction de nombreux genes impégudans le
métabolisme C1, notamment la SHMT cytosolique. beseurs, qui ont alors désigné
'ensemble de ces genes par le terme de "Cl-régutomt également observé une co-
régulation entre ce dernier et des génes impligaés la voie de biosynthése des purines.

L’analyse transcriptomique de la réponse des edldiArabidopsisa un traitement au
MTX ayant permis de mettre en évidence une reHdigion des unités C1 a travers les
différentes voies utilisatrices de THF, la suitecaetravail de these a logiquement consisté a
étudier le comportement des voies folate-dépendantesituation de déficience en folates.

Prabhu et al (1996 et 1998) ont observé une itiihisuite & un traitement au MTX, du
flux de carbone a travers le complexe mitochondB88IC / SHMT se traduisant par une
diminution de la synthése de sérine. Nous avongs-n@émes, constaté une diminution de
'abondance des transcrits correspondant a la G&Ga SHMT mitochondriale mais
également a la petite sous-unité de la Rubiscoderta diminution du pool de folates. Ces
enzymes font partie de voies considérées commedgsaconsommatrices d’unités C1
(photorespiration et en conséquence photosynthgisassurent donc un fort turnover des
folates au sein de la cellule. Leur répressionigpé certainement au déséequilibre constaté
entre les différents dérivés du THF. En effet,4€Hs-THF qui, en temps normal, constitue le
folate le plus abondant au sein de la cellule,et@uninoritaire lors du traitement au MTX, ce
qui implique une réduction de I'alimentation devt@e de biosynthése de méthionine et donc
de SAM. Cette derniere joue pourtant un rble essepuisqu’elle constitue le donneur
universel de groupements méthyles chez tous les &ivants. Les réactions de méthylation
SAM-dépendantes touchent de nombreux métabolitemaromolécules, telles que les
protéines ou I’ADN, et concernent donc I'ensembds grocessus cellulaires (métabolisme,
expression du génome, etc.). Lors de I'établiss¢merdéficit en folate induite par le MTX,
les niveaux de méthionine et de SAM sont fortenmréduits, mais nous avons également
constaté une augmentation de la quantité intraegulde SAH. Or, il est connu que les
méthyltransférases sont fortement inhibées paAld & sensibles au ratio SAM / SAH, plus
connu sous le nom d’index de méthylation (IM). @r tlaitement au MTX induit une
diminution, allant jusqu’a 40 fois, de I'IM des kéés d’Arabidopsis Au vue de I'importance
des réactions de méthylation pour le maintien dtabwisme et compte tenu du fait que nous
n‘avons pas observé de régulation transcriptioenelés méthyltransférases, il semble
essentiel pour la survie de la cellule de limitss Variations de I'IlM. Différents mécanismes
de régulation de I'M ont été mis en évidence. Aifigquipe de S. Naito (Onouchi et al,
2005) a proposé un modele de régulation post-trgpiennel de la CGSria le domaine
MTO en situation d'excés en SAM. Au laboratoire,uspoavons démontré qu’une
augmentation des pools de méthionine et de SAMquee une accumulation de la quantité
de méthioniney-lyase (MGL), enzyme qui catalyse I'hydrolyse de r@&thionine en
ammoniac,x-cétobutyrate et méthanethiol (Rébeillé et al, 20@WEANs la mesure ou nous
n‘avons pas constaté d’augmentation de la quatéitéanscritMGL, cette accumulation de
'enzyme est vraisemblablement due a une régulgbiast-transcriptionnelle. Nous avons
finalement pu mettre en évidence un troisieme méoade contrble de I'lM qui passe par la
régulation de I'activité de la CGS en situationdeédicit en folatevia le clivage de I'extrémité
N-terminale de cette enzyme. A ce jour, nous n'‘avgas identifié les conditions
physiologiques qui provoquent la mise en place deinmécanisme. Il serait cependant
intéressant de realiser des expériences de westdrsur des extraits protéiques préparés a
partir de différents tissus et / ou d’organes dmplles dArabidopsiset ce afin de visualiser
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ou non le clivage de la CGS. En effet, les cellpiegsentant un clivage de la CGS renferment
des teneurs en folates comparables a celles réesuen conditions physiologiques, dans les
tissus ou l'activité métabolique est réduite, natent dans les racines ou la tige (Jabrin et al,
2003). Une alternative a cette méthode consistaragintroler par PCR quantitative en temps
réel I'expression, dans différents tissuAdbidopsis de la (ou des) protéase(s) impliquée(s)
dans le clivage de la CGS. L’étude de lignées exqmi le gene de la glucuronidase sous la
dépendance du promoteur de la protéase pourrain@é&née en paralléle. Cependant, aucun
gene de protéase susceptible d’intervenir dans oetdification post-traductionnelle n’'a été
identifié lors de I'étude transcriptomique. Poureynédier, une purification de la protéase a
partir d’'un extrait protéique de cellules Adabidopsis traitées au MTX pourrait étre
envisagée. L’identification de la protéase se taahirs par séquencage par spectrométrie de
masse.

La principale conclusion qu’offre ce travail de sheest qu’il est indispensable pour la
plante de préserver le pool de SAM et de maintsoir IM. Il apparait néanmoins, qu’en
situation de déficit en folates, les cellulefdibidopsisdonnent la priorité aux voies de
synthése des nucléotides. Une étude menée sur ldmdes de cellules de I'épithélium
intestinal humain démontre que la réponse a urencaren folate peut-étre cellule-spécifique
(Hayashi et al, 2007). En effet, alors que la lgghCT116 favorise la synthese de méthionine
et donc les réactions de méethylation, la lignée oaprésente, elle, un comportement
identique aux cellules Arabidopsis traittes au MTX en favorisant la synthése des
nucléotides au détriment des réactions de métbylati

La redistribution des unités C1 vers la voie detls§se des purines et du thymidylate est,
comme indiqué plus haut, un phénomene observédlare diminution du pool de folates
chezArabidopsis mais également ch&asmodiunfalciparum(Ganesan et al, 2008), sur des
cellules de mammiferes (Hayashi et al, 2007 ; Heédbial, 2002 ; MacFarlane et al, 2008) et
chez la levurésaccharomyces cerevisi@éelling et al, 2004), ce qui suggéere I'existedee
systemes de coordination entre les métabolismef®ldte et des nucléotides extrémement
conserveés entre les especes eucaryotes.

L’équipe de SJ. James s’est particulierement este aux conséquences d’une
déficience en folates sur le métabolisme des ntideso (James et al, 1994 ; Melnyk et al,
1999). En effet, une disponibilité adéquate du Té$F requise pour la synthese du noyau
puriqgue et pour la méthylation du dTMP en dUMP lpafS. Or, dans des cellules carencées
en folate, James et al (1994) et Melnyk et al (1998%ervent une augmentation du pool de
dUTP allant jusqu’a 600 %, une diminution du dTTé&anpagnées d'un blocage de la
division cellulaire, un taux de mortalité élevénsii qu'une fragmentation de I’ADN
caractéristique du phénomene d’apoptose. Ces aésalinfirment la nécessité pour la cellule
de maintenir la synthese de dNTP et ce malgrérkenca en folates, d’autant plus que la taille
du pool de dNTP permet d’alimenter la synthése dNAflendant seulement 30 secondes a 3
minutes (Meuth et al, 1989). Le MTX, s'il inhibe imcipalement la DHFR, posséde
egalement une cible secondaire : la TS (McGuir@320Cette derniere est egalement inhibée
par une accumulation de DHF (McGuire, 2003). Ereteftelui—ci ne représente qu’une
infime proportion des folates cellulaires en simatphysiologique. Cependant, lors d’un
traitement au MTX, la DHFR étant elle-méme inhidéeDHF s’accumule et représente alors
une proportion non négligeable du pool de folatésChapitre ). Il est donc probable que
I'on puisse mesurer une forte augmentation de latiféade dUTP ainsi qu’'une diminution
du pool de dTTP dans les cellulesAtHbidopsistraitées au MTX. Lors de l'étude de la
protéine MIGL1, il serait intéressant de le vérifegr pratiquant un dosage des dNTP sur des
cellules carenceées.
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CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIWVE

Les hypothéses que nous avons formulées précédemgouant au role de MIG1
(Chapitre IV) proposent une interaction entre celéeniere et la DHFR. Les différents
éléments présentés ici ainsi que les données amrteFSH3 (qui serait impliqué dans la
coordination entre la synthése du folate et celles chucléotides) nous orientent
alternativement vers une coopération entre MIGlaetS. Dans ce cas de figure, MIG1
pourrait jouer différents roles, notamment celucdavertir le 5,10-CHTHF en THF grace a
son activité hydrolase (Figure 1). En effet, ladt&8nt inhibée par le MTX et donc incapable
d'utiliser le 5,10-CH-THF, MIG1 permettrait alors de recycler ce dérewe le réinjectant
dans le métabolisme C1 sous forme de THF.

Alternativement, MIG1 pourrait utiliser le dUMP rome substrat (Figure 1). En effet, en
situation de carence en folates, le ratio dUTP TRITaugmente jusqu’a 10 fois dans des
cellules de mammifere (James et al, 1994). L'acdatin de dUTP et le déficit en dTTP
provoguent alors une incorporation erronée d’'ueagdns I’ADN. Les systémes de réparation
ne disposant plus de thymidylate, ils sont incagsldle corriger ces erreurs, les brins d’ADN
des cellules carencées en folates présententddersassures, des sites abasiques ou bien des
substitutions F>U. L'apoptose intervient alors afin d’éliminer lesllules porteuses de ces
aberrations de 'ADN (Basnakian et James, 1994 GMlen dégradant une partie du dUMP
en exces, pourrait limiter les incorporations eremné’uracile dans I'’ADN. La corrélation
établie entre la diminution de I'expression de éairee-hydrolase OVCA2 et I'apparition de
certains cancers ainsi que I'hypothése selon légumdtte protéine jouerait son role de
suppresseur de tumewia le déclenchement de I'apoptose (Azizi et al, 200@nnent
supporter ce role potentiel de MIG1. Cependanelegymes du catabolisme de 'UMP sont
identifiées (Mainguet et al, 2009) et ne présenpastd’homologie avec MIG1 ou les sérine-
hydrolases.

Finalement, le role de MIG1 pourrait consister@dpire du thymidylate (Figure 1) afin
de maintenir une certaine homéostasie des basesigigues lors d’'un déficit en folates,
celle des purines étant assurée par une réori@mtdés unités C1. La seule enzyme connue
pour réaliser la synthése de dTMP est la TS. Getpence protéique de MIG1 ne présentant
aucune homologie avec cette derniere, MIG1 padraip alors a une voie alternative de
synthese de dTMP jusqu’a présent inconnue.

MIG1

THF DHF CH,-THF
\ \
DHFR % 1S

ADN «——dTMP dUMP

Figure 1: Représentation schématique des réles potentielsedVIG1 dans la régulation du
métabolisme C1 en cas de carence en folates (sdlbgpothése d’une interaction avec la TS).

Dans le cas de figure N°1, MIG permettrait de rémyie CH-THF en THF pour le réinjecter dans le
métabolisme C1. Dans le cas de figure N°2, MIGitértlaccumulation de dUMP en le dégradant et
diminue ainsi la fréquence d’incorporations erran@@racile dans I’ADN. Finalement, dans le cas de
figure N°3, MIG1 est impliquée dans une voie alitive de synthése de dTMP et permet ainsi de
maintenir un certain équilibre dans le pool de dNTP
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CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIWVE

Les résultats obtenus lors de ce travail de thaseéonc permis de répondre en partie aux
interrogations concernant la distribution des i@l et le comportement des différentes
voies anaboliques folate-dépendantes en situatotéficience en THF. Cependant, d’autres
guestions restent en suspend et notamment celke rdgulation de 'hnoméostasie en folates
dans le but de subvenir aux besoins en unités @ferénts travaux consistant a analyser la
réponse a une perturbation de la demande en @ité@nt été réalisés au laboratoire.

En effet, lors de sa thése, Samuel Jabrin a ohsenvéupplémentant en méthionine des
cellules dArabidopsisune diminution de la teneur intracellulaire en feld’environ 30 %. I
n'a cependant pas pu mettre en évidence de mditificad’expression des enzymes
impliquées dans la voie de biosynthese du folat :(Kkeule I'expression de 3 enzymes sur 10
a été analysée par western-blot). S. Jabrin a régaleréalisé I'expérience inverse, a savoir
perturber la demande en unités Cl en supplémertast cellules dirabidopsis en
homocystéine. Il a alors observé une augmentatiomod! de folates de I'ordre de 30 % mais
encore une fois sans modification de la quantit® elezymes de synthese du THF. Ces
travaux n'ayant pas été poussés plus en avardrdltsntéressant de réaliser des dosages de
folates dans les deux conditions de supplémentadiom de contrdler I'existence d'un
déséquilibre des dérivés du THF tel que nous avai®lpserver suite au traitement au MTX.
L’analyse par PCR quantitative en temps réelle aiuégalement mettre en évidence une
éventuelle réponse au niveau transcriptionnel des/mees de synthese du folate mais
egalement des enzymes réalisant I'interconversisrdd&rents dérivés du THF.

Une approche supplémentaire consisterait a pertlaldemande en unités C1 des autres
voies anaboliques comme la synthése de sérine gyydee ou les syntheses des nucléotides
et du thymidylate puis d’en mesurer les conséquesoe 'homéostasie des folates. Ainsi,
Mouillon et al (1999) ont constaté, en utilisanfRBIN du**C, qu’'un excés de glycine était
rapidement résorbé par I'oxydation de cette deeniierle complexe de la GDC. En revanche,
la conversion sérine-glycine, dans le cadre d’'ucesxde seérine, est beaucoup plus lent, le
THF utilisé par la SHMT lors de cette réaction ddnant possiblement un facteur limitant. I
est également possible de perturber le métabolidese nucléotides en supplémentant le
milieu de culture de plantules Afabidopsis en nucléosides (Howles et al, 2006), les
nucléotides n’étant pas capables de traverserrta ges cellules (Gazziola et al, 2001). Chez
les mammiféres, en cas d’exces de I'un des dNTR,ndeléotidases déphosphorylent les
nucléotides en nucléosides, ces derniers sont sdarexcrétés hors de la cellule soit dégradés
aprés désamination (Reichard, 1988 ; Gazziola €08ll).

Le folate tient un réle essentiel au sein de lhleepuisqu’il est la base du métabolisme
C1. Le travail effectué dans le cadre de ma théswdte clairement que le métabolisme du
folate possede une grande flexibilité permettamt @llules dArabidopsiset probablement
aux plantes de facon plus générale, de s’adapteegerturbation dans 'homéostasie de ce
cofacteur vitaminique. Nous avons ainsi mis en @&wi@ trois niveaux de réponse a un déficit
en folates : transcriptionnel pour un nombre rastrele genes qui vont assurer une
réorientation des unités C1, métaboliqi@ le contrle de l'activité des méthyltransférases
par I'index de méthylation, et enfin post-traductiehen ce qui concerne la synthese de
méthionine. La complexité et la multiplicité de cescanismes de régulation, ainsi que
limplication du métabolisme C1 dans I'ensemble da®cessus cellulaires, font du
métabolisme du folate un univers fascinant quip@a encore réveélé tout ses secrets...
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RESUME

Les dérivés du tétrahydrofolate (THF), plus consogs le nom de folate(s) ou vitamine
B9, sont des cofacteurs indispensables au métaimligllulaire puisqu’ils sont a la base des
réactions de transfert d'unités monocarbonéesoupges sous le terme de "métabolisme
C1". Chez tous les organismes, ces réactions sgiiquées dans des processus cellulaires
clés comme la synthése des nucléotides (puringsidiylate), la synthése de certains acides
aminés (sérine, glycine, méthionine) et, indire@em dans la synthese d&
adénosylméthionine. Cette derniére constitue lendonuniversel de groupements méthyles
et intervient donc dans I'ensemble des réactionsiélfylation. Les plantes, les champignons
et certains micro-organismes possedent la capdeitéaliser la synthéste novode THF
alors que les animaux en sont incapables et soitatots de puiser cette vitamine dans leur
alimentation.

Lors du développement de la plante, la capaciteydéhése du THF, le pool global et la
nature des folates ainsi que la demande en unitésflent de fagcon importante. Pourtant, la
littérature reste succincte en ce qui concernenlésanismes qui permettent de contrbler
’lhoméostasie en folates en fonction des besouwtuants en unités C1 de la plante et sur la
maniéere dont sont distribuées ces unités entrdifigsentes voies utilisatrices.

Le travail réalisé dans le cadre de cette thégerais de mettre en évidence différents
niveaux de régulation du métabolisme C1 permetdatplante de répondre a une diminution
du pool de folates. Ainsi, I'étude transcriptomiqiee la réponse de cellulesAdabidopsisa
un traitement par un antifolate, le méthotrexatesé@elé une absence de processus de
compensation de la baisse de la quantité de folatesjue les genes impliqgués dans la
synthése, le transport et la dégradation du THRpnésentent pas de modification de leur
expression. La régulation transcriptionnetiése en place suite a une limitation en folates
concerne un nombre restreint de genes qui vontanfler la composition en dérivés du THF
et non I'abondance de ce cofacteur vitaminiqueefist, alors qu’en situation physiologique
le flux d'unités C1 alimente majoritairement leactons de méthylation, il se trouve que le
déficit en folates provoque une réorientation edélux vers la synthese des nucléotides.

La diminution des méthylations cellulaires en gitrade déficit en folates a été illustrée
lors de I'étude d’'une méthyltransférase particeligui intervient dans la synthése des
chlorophylles, la Mg-protoporphyrine IX méthyltrdésase. Des feuilles de pois déficientes
en folates présentent une forte diminution de I'lnde méthylation qui se traduit par une
régulation métaboliquede [I'activité de la Mg-protoporphyrine 1X méthytrsférase,
conduisant ainsi a une baisse de la synthése d@®ghylles. Cette étude démontre que le
statut en folates influenceja les réactions de méthylations, des processus ghggijues
essentiels comme la biogenése de I'appareil photoéiique.

Ce travail de thése a également mis en évidencenéecanisme de régulation post-
traductionnellede la synthése de méthionine en situation de caren folates. Ce mécanisme
consiste en un clivage protéolytique de I'extréritéerminale de la premiére enzyme dédiée
a la synthese de méthionine, la cystathionypgynthase. L’élimination de ce domaine
régulateur de I'enzyme permet, par un mécanismererinconnu, d’accroitre la biosynthése
de méthionine en situation de déficit en folates.




ABSTRACT

Tetrahydrofolate (THF) derivatives, collectivelyrireed folates or vitamin B9, are
involved in almost all the metabolic processes teguire the addition or removal of one-
carbon units (C1 metabolism). C1l-substituted fotaienzymes are thus involved in several
major cellular processes, including the synthekisualeotides (purines and thymidylate) and
amino acids (methionine, serine, glycine). Methi@nserves as a methyl group donor through
conversion tds-adenosylmethionine, the key biological methylat@ggnt involved in dozens
methyltransferase reactions. Plants, fungi and mosto-organisms are able to synthesize
THF de novowhereas humans and animals in general lack thpactig and thus rely on
dietary intake of vitamin B9.

During plant development, the enzymatic capaatyTHF synthesis, the pool of folates,
and the demands for C1-units vary importantly. Hesve little is known about how folate
homeostasis is controlled to match the supply ofu@its, and how C1-units are accurately
distributed between the different anabolic routks.this work, we identified different
regulatory mechanisms that allow plants to resgoradlimitation of the folate pool.

First, we analyzed the genome-wide and metabefipanse oRrabidopsiscells to folate
depletion induced by the antifolate methotrexatap8singly, no significant change in the
expression of genes involved in cofactor synthesggiradation or trafficking was observed.
One major response to folate limitation concermeddomposition of the cofactor pool. Thus,
the transcriptional regulatioof a limited number of genes coding enzymes maatmg C1-
moieties in plastids was associated with a re-taieon of C1-units towards the synthesis of
purines and thymidylate. These data suggest teantitabolic priority oAArabidopsiscells in
response to folate limitation is to shuttle theikmde folate derivatives to the synthesis of
nucleotides at the expense of methylation reactions

Second, because the efficiency of methylation treas are likely affected by folate
depletion, we investigated the relationships betwdee folate status, the methyl cycle
activity, and the rate of chlorophyll synthesis,iethrelies at one step on a methylation
reaction catalyzed by Mg protoporphyrin IX methgtisferase. Etiolated pea leaves treated
with methotrexate displayed a reduced folate padl@marked decrease in the methyl index.
This resulted in a_metabolic regulatiotinhibition) of the Mg-protoporphyrin IX
methyltransferase activity and to a decreasedofatblorophyll synthesis. These results point
out that an even moderate change in the folateisstatay affect essential physiological
processes such as chloroplast biogenesis.

Last, the analysis dfrabidopsiscells exposed to a long-term folate starvatioreaéed an
original post-translational regulatioof methionine synthesis. This process consistth@
proteolytic cleavage of the N-terminal domain osteyhioniney-synthase, the first specific
enzyme for methionine synthesis. We suggest thaeftactor, to date unidentified, can
modulate enzyme activity vivo through an interaction with the N-terminal domamd that
removal of this domain in folate-deficient cellsxcauppress this regulation.




