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Résumé

Le premier acide aminé incorporé dans une chaine polypeptidique naissante est
toujours la méthionine. On identifie donc toujours ce premier résidu a la méthionine N-
terminale. Cependant, les deux tiers des protéines accumulées a 1’état stationnaire ne
présentent plus leur méthionine initiatrice. Cet enlévement résulte essentiellement d’une
maturation protéolytique affectant chaque protéine. Ainsi, I’Excision de la Méthionine N-
terminale (NME) concerne la majorité des protéines et ce dés que les premiers résidus
émergent du ribosome. Ce mécanisme est retrouvé dans tous les compartiments cellulaires ou
une syntheése protéique a lieu : le cytoplasme, les plastes et les mitochondries. Les enzymes
responsables du clivage de la méthionine initiatrice sont les METhionine AminoPeptidases
(METAPs) ; les METAPs sont conservées dans le Régne vivant. Des études fonctionnelles de
délétions géniques ont montré le caractére 1étal du maintien de la premiére méthionine dans
tous les organismes. Il y a plus de dix ans, les METAPs ont été identifiées comme étant la
cible de composés naturels ayant des effets anticellulaires. Aujourd’hui un nombre croissant
d’études rapportent que la NME est une cible prometteuse pour le traitement de nombreuses
pathologies. Néanmoins, les bases moléculaires qui expliquent le caractére essentiel de la
NME restent trés peu comprises, en particulier dans le cytoplasme des eucaryotes supérieurs.

Grace a un systéme inductible permettant de moduler finement la NME cytoplasmique
dans la plante modele Arabidopsis thaliana et différentes approches incluant des analyses
protéomiques et métabolomiques, j’ai pu étudier les événements moléculaires précoces
associés a I’inhibition de la NME cytoplasmique. J’ai également caractérisé la contribution
relative des deux types de METAP cytoplasmiques au processus. Dans ce contexte, j’ai pu
démontrer chez A. thaliana que la NME cytoplasmique agit sur deux voies de signalisation
fréquemment dérégulées lors de conditions pathologiques : le statut des composés thiolés et la
protéolyse. La diminution de la NME cytoplasmique induit une protéolyse accrue
principalement via une augmentation du nombre de protéines destinées a une dégradation
rapide. Ainsi, I’activité de la NME, en modulant la sensibilité de nombreuses protéines a subir
la protéolyse, est un ¢lément fondamental de la régulation de la demi-vie protéique.
Finalement, mes résultats simialires obtenus également chez les Archées, levures et les
lignées de cellules humaines suggerent 1’existence d’un mécanisme ubiquitaire associé¢ a la

NME.



Abstract

The first amino acid incorporated in nascent polypeptide chain is always methionine
so called N-terminale methionine. However, in a given proteome, more than fifty percent of
proteins have not this first methionine. Indeed, the early proteolytic event affecting a majority
of proteins is N-terminal Methionine Excision (NME) as soon as few residues exit from the
ribosome. Enzymes ensuring NME process are conserved along species. This mechanism
takes place in all compartments where protein synthesis occurs including cytoplasm, plastids
and mitochondria and the enzymes responsible of N-methionine excision are METhionine
AminoPeptidases (METAP). Early functional studies of gene deletion has quickly showed
that NME is an essential process. Ten years ago, METAPs have been identified as the
molecular target of natural compounds with anticancer activities. Now, a growing number of
studies suggest that NME is a promising target for treatment of various deseases.
Nevertheless, molecular mechanisms making NME an essential process is poorly understood
in particular in higher eukaryote cytoplasms.

Using a dedicated inducible system in the model organism Arabidopsis thaliana and
multiple approaches, including proteomics and metabolomics, I examined the earliest
molecular events associated with the inhibition of this process and the contribution of both
METAP to NME process. In this context, I demonstrated that cytoplasmic NME in A.
thaliana orchestrates a cross-talk between two fundamental signaling pathways frequently
deregulated in pathological conditions: thiol status and proteolysis. In these studies, we
demonstrated that developmental defects induced by cytoplasmic NME inhibition are
associated with an increase of the proteolytic activity due to an increase of the proteins
available for rapid degradation. Thus, NME activity that modifies the availability of several
proteins for degradation is an integral and fundamental element protein turnover regulation.
Finally my preliminary results obtained in Archea, Fungi and human cells seem to suggest the

existence of a ubiquitous mechanism associated with NME process.
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I. Les modifications protéiques

1. Les protéines, effecteurs dynamiques et régulées

Longtemps apres leur découverte en 1838 par le chimiste néerlandais Gerhardus
Johannes Mulder (http://web.lemoyne.edu/~giunta/mulder.html), les protéines ont été pergues
uniquement comme des entités figées. Aprés leur synthése, ces macromolécules étaient
censées perdurer pendant une durée plus au moins constante puis étre dégradées dans le cadre
d’un processus destiné essentiellement a alimenter la cellule en acides aminés. L’étymologie
du mot protéine — donné par le chimiste suédois Jons Jakob Berzelius
(http://web.lemoyne.edu/~giunta/mulder.html) - fait d’ailleurs initialement référence au
caractére indispensable de substance de réserve de ces macromolécules qui constituent une
partie majeure (60%) du poids sec des cellules (protos en grec ancien signifie premier,
essentiel).

Progressivement et essentiellement depuis la fin des années 50, il est apparu que les
protéines subissent en fait d’innombrables modifications durant un temps de vie trés variable.
Parmi ces modifications, on retrouve les phosphorylations [2], glycosylations [3], ligations de
protéines (ubiquitination par exemple [4]) et bien d’autres, puisque 416 sont répertoriées a ce
jour (http://www.uniprot.org/help/uniprotkb). Les modifications protéiques sont le plus
souvent essentielles pour le bon fonctionnement cellulaire. Ces modifications affectent les
propriétés physicochimiques des protéines en leur permettant de moduler leur activité, leur
localisation ou leur stabilité. La protéine ainsi modifiée adopte une structure tres différente de
la molécule directement codée par le geéne. En moyenne, chaque protéine subit 5
modifications différentes.

D’un point de vue temporel, ces modifications peuvent avoir lieu a tout moment de
I’existence des protéines. Lorsqu’elles affectent les protéines trés précocement, c'est-a-dire au
moment de leur synthése, ces modifications sont dites co-traductionnelles. De telles
modifications ont lieu avant que la protéine se détache du ribosome et bien souvent dés que
les premiers acides aminés émergent du tunnel de sortie du ribosome, et avant que la protéine
commence son repliement. Ainsi, les acides aminés qui seront finalement dissimulés dans la
structure tridimensionnelle une fois le repliement achevé, sont a ce moment précis tous
accessibles et susceptibles d’étre modifiés. Les modifications affectant une protéine dont la

synthese est terminée sont dites post-traductionnelles. Elles ont lieu durant toute la vie de la
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protéine. Certaines modifications peuvent étre trés transitoires et permettent ainsi de répondre
rapidement a un besoin cellulaire précis.

Beaucoup de modifications protéiques sont étroitement régulées et certaines d’entres
elles peuvent avoir des effets néfastes. C’est le cas notamment de I’oxydation protéique lors
d’un stress oxydatif. Lorsque la production d’espéces réactives de 1’oxygeéne (ROS) devient
trop importante, les mécanismes antioxydatifs ne suffisent plus a stabiliser 1’homéostasie
redox de la cellule. Cela conduit a une oxydation générale de la cellule, les ROS pouvant
oxyder les protéines mais aussi les acides nucléiques et les lipides causant des dommages qui
peuvent entrainer la mort cellulaire. L’oxydation d’une protéine peut conduire a sa
dégradation, car mis a part peu d’exceptions, 1’oxydation est irréversible et peut altérer la
fonction de la protéine [5].

Par opposition a ’oxydation protéique, la plupart des modifications protéiques sont
assurées par des activités enzymatiques distinctes qui permettent de les réaliser ou de les
retirer. Ces mécanismes enzymatiques engendrent le caractére réversible et transitoire de
beaucoup de modifications protéiques. Un des systemes le mieux décrit est celui de la
phosphorylation/déphosphorylation qui illustre trés bien un tel mécanisme. Lorsque la
seconde enzyme du mécanisme est absente, cela conduit & une modification protéique
irréversible dans la plupart des cas. C’est le cas par exemple de la N-myristoylation, une
réaction catalysée par la N-myristoyltransférase, qui consiste en I’ajout d’un acide gras sur
une glycine N-terminale. Cet ajout est irréversible car il n’existe pas d’enzymes qui enlévent
ce groupement [6]. Le cas inverse existe aussi notamment pour I’oxydation des protéines. En
effet, une méthionine oxydée par une ROS peut retrouver son état réduit grace aux méthionine
sulfoxyde réductases [7]. De méme, une protéine peut étre modifiée de fagon reversible par

des groupements plus importants tels que le glutathion [8].

2. La protéolyse, un mécanisme présent des la synthese

La protéolyse ou dégradation des protéines est un concept qui est apparu il y a
approximativement 60 ans avec les premicres expériences de marquage de I’azote (historique
de la protéolyse dans [9]). La protéolyse est une modification majeure et irréversible qui
affecte les protéines. Ce processus est assuré par un grand nombre de protéases qui peuvent

représenter jusqu'a 5% d’un génome eucaryotique [10]. Les protéases occupent une fonction
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prédominante dans d’innombrables processus physiologiques incluant le développement, la
coagulation sanguine, la mort cellulaire ainsi que dans différentes pathologies telles que le
cancer et les maladies infectieuses [11, 12, 13]. La protéolyse contréle en général la durée de
vie des protéines, ¢limine celles qui sont mal repliées ou endommagées, en détruit certaines
de maniére spécifique pour réguler une fonction et conséquemment participe au maintien du
pool d’acides aminés libres cellulaires. La protéolyse cellulaire est un processus trés bien
controlé : toute dégradation protéique abusive est systématiquement liée a d’importants
problémes dans de nombreux organismes [14, 15, 16, 12]. Méme si le plus souvent la
protéolyse est associée a la dégradation des protéines, il ne faut pas oublier que d’autres
modifications protéolytiques, non réliées a des processus de dégradation, existent i.e. le
clivage des peptides d’adressage aprés importation de la protéine dans son compartiment

fonctionnelle [17, 18].

3. Modifications N-terminales des protéines

Les modifications affectant les protéines peuvent avoir lieu sur toute leur longueur y
compris les résidus N- et C-terminaux. Le seul impératif est I’accessibilité¢ du résidu subissant
la modification. La partie N-terminale est une des régions les plus actives concernant les
modifications protéiques depuis la synthése protéique jusqu'a sa dégradation. En effet, le
résidu N-terminal peut subir de nombreuses modifications qui lui sont spécifiques ou non
(Tab. 1). Parmi lesquelles, la maturation N-terminale des protéines, une modification
fondamentale irréversible, est le premier événement protéolytique affectant une protéine. En
effet, la synthése des protéines débute par 1’ajout d’'une méthionine initiatrice mais elle est,
dans la majorité des cas, excisée par un mécanisme dédié. Ce processus nommé Excision de
la Méthionine N-terminale (NME) est co-traductionnel c'est-a-dire qu’il a lieu dés que les
premiers résidus émergent du tunnel de sortie du ribosome avant I’initiation du repliement

protéique [19].
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Modifications spécifiques du N-terminus

Modifications non spécifiques du N-terminus

Excision du peptide leader ou propeptide
[20]

Déformylation [21]

Excision de la méthionine N-terminale [21]
N-a-acétylation [24]

Cyclisation [26]

N-Myristoylation [6]

Ligation (ubiquitination N-terminale,
arginylation...) [4]

Phosphorylation [2]

Oxydation [22]

Meéthylation [23]

g-acétylation [25]

Lipidation (palmitoylation...) [27]
Ubiquitination [28]

Tableau 1. Modifications N-terminales des protéines

Le tableau présente les modifications pouvant affecter le résidu N-terminal des protéines. Elles sont classées en
deux colonnes : a gauche celles qui sont spécifique du résidu N-terminal, a droite celles pouvant également

affecter d’autres parties de la protéine.
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II. Les constituants de P’excision de la méthionine N-
terminale

1. L’excision de la méthionine N-terminale

Les protéines sont synthétisées a partir des ARNs messagers. La traduction des ARNs
messagers commence généralement par un codon AUG. Ce dernier est interprété comme une
méthionine dans tous les codes génétiques décrits jusqu’a présent. Il existe d’autres codons
qui peuvent étre utilisés, notamment GUG, CUG et AUU et représentent environ 10% de tous
les sites d’initiation de la traduction chez E. coli. Des codons d’initiation non-AUG ont aussi

¢té découverts chez les eucaryotes. Néanmoins, il est admis que seul I’ARN de transfert

fMet Met

d’initiation de la traduction ARNt chez les eubactéries et ARNt™™ chez les autres
organismes, peuvent étre utilisés pour commencer la traduction. A I’exception de quelques
trés rares cas particuliers, le premier résidu incorporé dans les protéines naissantes est
toujours la méthionine [29, 30, 31].

Bien que la méthionine soit le premier acide aminé d’une chaine polypeptidique
naissante, elle est ensuite trés souvent absente de la protéine mature. En effet, selon
I’organisme et le compartiment cellulaire considéré, entre 50 et 70% des protéines subissent la
NME. Ce processus enzymatique est effectué en deux étapes chez les procaryotes et dans les
organites d’origine endosymbiotique. En effet, la méthionine initiatrice est formylée. Ce
groupement est retiré¢ grice aux Peptide DéFormylases (PDFs) afin que les METhionine
AminoPeptidases (METAPs) puissent cliver la méthionine initiatrice [32, 33]. Dans le
cytoplasme eucaryotique ainsi que chez les archées ou la méthionine initiatrice n’est pas
formylée il n’y a que des METAPs (Fig. 1).

La NME est un processus ubiquitaire, elle est retrouvée dans tous les organismes
vivants. Elle est présente dans tous les compartiments cellulaires ou il y a une néo-synthese de
protéines : le cytoplasme, les mitochondries ainsi que les plastes. Le NME est un processus de
maturation irréversible co-traductionnelle, qui a lieu avant que la chaine polypeptidique soit
completement synthétisée [34]. La NME débute trés tot durant la traduction, des que les
premiers résidus émergent du tunnel de sortie du ribosome, avant I’initiation du repliement de
la protéine [35, 36, 37]. Ces observations ont conduit a I’utilisation de courts peptides dans les

expériences in vitro d’activités enzymatiques associées a la NME. Ces petits peptides étant

considérés comme modeles de la chaine polypeptidique naissante. De plus, pour beaucoup de
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protéines matures, le N-terminus est inaccessible aux enzymes de la NME a cause du
repliement protéique cachant la séquence N-terminale dans la structure, ou a cause de la
localisation cellulaire finale de la protéine.

Les premicres études sur la NME ont commencé dans les années 1960 et se sont
intensifiées progressivement durant les 30 dernicres années. Depuis environ 15 ans, le nombre
de publications a explosé avec la découverte que la NME représente une excellente cible
thérapeutique ainsi qu’avec 1’essor de la génomique qui a permis de mieux étudier les acteurs

de ce processus.

A eubactéries / organites eucaryotiques
Peptide
H, q Déformylase
4 C~NH=CH=¢c~NH=polypeptide NH;"= cH=¢c=NH=polypeptide
(@) ! i
GH: GHe
[
i H.0  HO\ G
s CH S
1 o) 1
CH3 CH3
B archées / eubactéries / eucaryotes
M¢éthionine
Aminopeptidase ,0
. 7
NH3+_CIH_C'NH—DO|VDZDTIde NH3*—CIH—C\
fHe CH
GHz H20 NH;*=polypeptide GHe
$ ;
CHs CH;
Figure 1 — Réactions enzymatiques de la voie d’excision de la méthionine N-terminale
A. Les peptide déformylases retirent le groupement formyle de la méthionine initiatrice qui est formylée
chez les eubactéries et les organites eucaryotiques d’origine endosymbiotique. B. Une fois le formyle enlevé
les METAPs peuvent cliver la méthionine N-terminale de la séquence polypeptidique. Dans le cytoplasme
eucaryotique et les archées, la methionine initiatrice n’est pas formylée, les METAPs agissent donc
directement.

2. Les méthionine aminopeptidases

A. Organisation des METAPs

Les METAPs (IUBMB Enzyme Nomenclature : EC 34.11.18;

http://www.chem.qmul.ac.uk/iubmb/enzyme/) sont évolutivement trés proches des
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créatinases, des aminopeptidases P et des proline dipeptidases [38]. Elles font parties du clan
MG et de la famille M24 selon la classification des protéases MEROPS [39, 40]. A ce jour,
deux types de METAPs ont été définis a partir de données structurales et d’alignements de
séquences, les METAPs de type 1 et celles de type 2 [41, 21] (Fig. 2, 3 et 5). Les METAPs de
types 1 et 2 sont ensuite sous-divisées selon la nature et la taille de leur séquence N-terminale

supplémentaire (sous classes A, B, C et D).

Classes des METAPs

1A N- I -C  cucaryotes (cytoplasme) HEE Domaine catalytique
= Domaine METAP2 spécifique

1B N- I -C cybactéries B Domaine N-terminal doigt de zinc
I Domaine N-terminal poly-acide/basique
1C N-C -C cubactéries 1 Domaine N-terminal court

[ Pré-séquence d’addressage
1D N-C il -C  eycaryotes (organites)

2A N- I -C archéees

2B N- T -C cucaryotes (cytoplasme)

Figure 2 — Organisation en domaine des METAPs et classification

Iy a deux types de METAPs distribués a travers le vivant, les METAPIs et 2s. Les deux types de METAPs
se distinguent aisément grace a un domaine additionnel inséré en C-terminal (en vert) de la METAP2 dans
le domaine catalytique (en bleu). Contrairement aux formes procaryotiques, les METAPs eucaryotiques
possédent un domaine N-terminal supplémentaire. Ce domaine renferme un motif doigt de zinc pour la
METAPI (en rouge) ou un motif poly-acide/basique pour la METAP2 (en orange). La classe 1C est
caractérisée par un domaine N-terminal additionel réduit, « SH3-binding motif » (en jaune) que 1’on
retrouve dans plusieurs membres de la famille des bacteries actinomyces et dans M. tuberculosis. Les
eubactéries et les organites possedent uniquement les METAPIs et les archées que les METAP2s. Le
cytoplasme eucaryotique a les deux types de METAPs. Les organites posseédent des METAP1s de type
procaryotique (1D) avec une pré-séquence d’addressage au compartiment cellulaire (en violet).

Les structures tridimensionnelles des METAPI1s d’E. coli [42, 43], de S. aureus [44],
de T. maritime [45] et de M. tuberculosis ainsi que celles des METAP2s d’H. sapiens [46], de
P. furiosus [47, 48, 49] et d’E. cuniculi [50] ont été résolues. Les deux types de METAPs ont
une topologie trés similaire bien que leurs séquences en acides aminés diffeérent
considérablement (Fig. 3) comme en témoigne la faible valeur de 1’écart moyen par rapport a
la structure moyenne (rmsd=1,4 A) obtenu sur un ensemble consécutif de 227 paires de
carbone alpha des enzymes d’E. coli (METAP1) et P. furiosus (METAP2) [48]. La structure
du site actif est trés bien conservée et les résidus impliqués dans la liaison aux cations
métalliques se chevauchent. Au sein du méme type de METAP, le niveau d’identité¢ de

séquence est ¢levé [21, 51] (Fig. 4). Le domaine catalytique des METAPs montre un
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repliement de type “pita-bread” avec deux plans de symétrie interne (Fig. 5). Il contient deux
ions métalliques coordonnés par cinq résidus strictement conservés : deux glutamates (en
position 379 et 475 dans la séquence d’E. coli), deux aspartates (en positions 258 et 269 dans
la séquence d’E. coli), une histidine ainsi que deux molécules d’eau (en position 340 dans la
séquence d’E. coli, voir aussi Fig. 3) [43].

Les eubactéries et les organites possedent les METAPs de type 1 tandis que les
archées contiennent le type 2. En revanche, le cytoplasme eucaryotique renferme les deux
types de METAPs [24]. Contrairement aux METAPs de type 1, un domaine en hélice
d’environ 60 acides aminés est inséré dans la partie C-terminale des METAP2s et permet de
différencier aisément les deux types de METAPs. Ce domaine ne partage pas d’homologie de
séquences ou de structures avec d’autres protéines connues. De plus, les METAPs
eucaryotiques ont une extension N-terminale non retrouvée chez les enzymes procaryotiques
sous-divisant les deux classes. Les enzymes ayant uniquement le domaine catalytique font
parties des sous-classes 1B et 2A (par exemple E. coli METAPI1 et P. furiosus METAP2).
Celles possédant un domaine N-terminal d’environ 120 acides aminés appartiennent a la sous-
classe 1A et 2B (par exemple H. sapiens METAP1 et METAP2). Enfin, les METAPIs ayant
un domaine N-terminale d’environ 40 acides aminés font partie de la sous-classe 1C (par
exemple M. tuberculosis METAPIC). Les METAPs de type 1B, 1C et 2A sont retrouvées
chez les procaryotes tandis que les formes 1A, 1D et 2B sont chez les eucaryotes [38, 52, 41,
24, 53]. Les METAPs présentes dans les organites comportent une pré-séquence N-terminale
addressant 1’enzyme au bon compartiment cellulaire qui une fois clivée présente le domaine

catalytique [54, 55] (Fig. 2, 3 et 5).
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_________________ AAVETRVCETDGCSSEAKLQCPTCIKLGIQG--SYFCSQECFKGSWATHKLLHKKAK-----DEKAKR
----------- ASESDASSIATLSCA--RCEKPAHLQCPKC IDLKLPREQASFCTQECFKAAWSSHKSVHVKAQLSS IGDQNSDL
________________________________ AIGNPEVATM--GKENTEAESSNGNESQLSSDLTKSLDLAEVKEDEKDNNQGE
________________________________ ASESPDVAVVAPVVENGGAESSNGKEEQLESEL SKKLE IAE---DGQEENDGE
AGVEEVAASGSHLNGDLDPDDREEGAASTAEEAAKKKRRKKKKSKGPSAAGEQEPDKESGASVDEVARQLERSALEDKERDEDDE

90 100 110 120 130 140 150 160 170

| |
----------------------------------------------------------------------- AISIKT-PEDIEKM
EVSSWT--VEGD INTDPWAGYRYTGKLRPHYPLMPTRPVPSY I QRPDYADHPLGMSESEQALKGTSQ IKLLSSED I EGMRLVCRL
1SQGWLYCVKKGQARTPKLPHFDWTGPLKQYP I STKRVVPAE | EKPDWA I DGTPK-VEPNS-DLQHVVE I KTPEQ I QRMRETCK
EDGLKAEASTKKKKKKSKSKKKKSSLQQTDPPS I PVLELFPSGDFPQGE I QQYNDD---—- NLWRTTSEEKR-EMERLQKP 1YNS
E-GSKAETSTKKKKKKNKSKKKKELPQQTDPPS I PVWELFPSGEFPEGE I QEYKDD-———— NLWRTTSEEKR-ELERFEKP1YNS
DGDGDGDGATGKKKKKKKKKRGPKY--QTDPPSVP I CDLYPNGVFPKGQECEYPPTQDGRTAAWRT TSEEKK-ALDQASEE IWND
—————————————————————————————————————————————————————————————————— MDTEK---LMKAGE- 1 AKK
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| | | | | | | |
RVAGRLAAE--VLEMIEPYVKPGVSTGELDRICNDY IVNEQHAVSACLG-YHGYPKSVCISINEVVCHG IPD--DAKLLKDGD IV
AREVLDVAAG----MIK----PGV-TTEEIDHAVHLACIARNCYPSPLN-YYNFPKSCCTSVNEVICHGIP---DRRPLQEGD IV
AREVLDAAAR-VI------- HPGV-TTDEIDRVVHEATIAAGGYPSPLN-YYFFPKSCCTSVNEVICHG IP---DARKLEDGD IV
LRQAAE-VHRQVRKYMRSILKPGVLMID-LCETLENTVRKL ISENG-LQAGIAFPTG-C-SLNNVAAHWTPNSGDKTVLQYDDVM
VRRAAE-VHRQVRKYVRS IVKPGVLMTD-ICETLENTVRKL ISENG-LQAGIAFPTG-C-SLNWVAAHWTPNSGDKTVL.QYDDVM
FREAAE-AHRQVRKYVMSWIKPGNTMIE-ICEKLEDCSRKL IKENG-LNAGLAFPTG-C-SLNNCAAHYTPNAGDTTVLQYDDIC
VREKAI---KLAR-——=———- PGMLLLE-LAESIEKMIME-==———- LGGKPAFPVNL--SINEIAAHYTPYKGDTTVLKEGDYL
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| | | | | | | [ [
NIDVTVIKDGFHGDTSKMF-1VGKPTIMGERLCRITQESLYLALRMVKPGINLRE 1GAAIQKFVEAE---GFSV----VREYCGH
NVDITLYRNGYHGDLNETF-FVGEVDDGARKLVQTTYECLMQA IDAVKPGVRYRELGN I IQKHAQAN---GFSV----VRSYCGH
NVDVTVCYKGCHGDLNETY-FVGNVDEASRQLVKCTYECLEKATAIVKPGVRFRE IGEIVNRHATMS ---GLSV----VRSYCGH
LDFGTHIDGHIVDSAFTVAFNPMFDPLLAASRDATYTG IKEAGVDVRLCDVGAAVQEVMESYEVE IN--GKVYQVKS IRNLNGH
LDFGTHIDGHI IDCAFTVAFNPMFDPLLAASREATYTGIKEAGIDVRLCD IGAAIQEVMESYEVE IN--GKVFQVKS IRNLNGH
IDFGTHISGRIIDCAFTVTENPKYDTLLKAVKDATNTG IKCAGIDVRLCDVGEAIQEVMESYEVE I D--GKTYQVKP IRNLNGH

IDVGVH I DGFI1ADTAVTVRVGMEEDEL MEAAKEALNAA I SVARAGVE IKELGKA I —=—=——- ENE I RKRG—----FKP I VNLSGH
350 360 370 380 390 400 410 420
| | |
G1G-RGFHEEPQVL-———— HYDSRETNVVLKPGMTFT IEPMYNAGKKE IRT === = ————— oo mmmmm o
G 1H-HG I H-KLFHTAPNVPHYAKNKAVGYMKSGHVFT IEPM I CEGGWQDET —= === = ——— - m oo oo oo
G1G-DLFHCAPNIP-—-—— HYARNKAVGVMKAGQTFT IEPMINAGGWRDRT === === == = m - m oo
S1GRYQIHAEKSV--—--PNVRGGEQ--TKMEEGELYA IETFGSTGKGYVREDLECSHYVKNYDVGHVPLRLPRAKQL L AT INKNF
S1GPYQIHAGKSV----P IVKGGEQ--TKMEEGEFYA IETFGSTGKGYVREDLECSHYVKNFDAGHVPLRLPRAKQL LAT INKNF
S1GQYRIHAGKTV----P IVKGGEA--TRMEEGEVYA IETFGSTGKGYVHDDMECSHYVKNFDVGHVP IRLPRTKHL LNV INENF
KIERYKLHAG IS 1----PN1YRPHDN-YVLKEGDVFA IEPFAT IGAGQV IEVPPTL I YNYVRDVP-VRVA--QARFL L AK IKREY
430 440 450 460 470 480 490 500

| | | | | |
————————————————————————————— MKDGWTVKTKD--RSLSAQYEHT IVWTDNGCE I LTLRKDDT IPAI I SHDE
----------------------------- WPDGWTAVTRD--GKRSAQFEHTLLVTDTGCE I LTRRLDSARPHFMSQF -
----------------------------- WPDGWTAVTAD--GKRSAQFEHTLLVTETGVEVL TARLPSSPDVYPWLTK

STLAFCRRYLDR-LGETKYLM NLCDSGIIEPCPPVCDVKGSY ISQFEHTILLRPTCKE I I SK—---~ GDDY-—---
STLAFCRRYLDR-IGETKYLM NLCDSGIVQPYPPLCDVKGSYVSQFEHTILLRPTCKEVLSK-—--- GDDY-----
GTLAFCRRWLDR-LGESKYLM NLCDLGIVDPYPPLCDIKGSYTAQFEHTILLRPTCKEVVSR----- GDDY-----
GTLPFAYRWLQNDMPEGQLKLALKTLEKAGAIYGYPVLKEIRNGIVAQFEHT I IV---EKDSVIV-===———-- TTE--

Figure 3 - Alignement de séquences de différentes METAPs
Alignement de séquences des METAP1s d’E. coli (ECMETAP1), d’H. sapiens (HSMETAP1), d’A. thaliana
(AtMETAP1A) et des METAP2s de P. furiosus (PIMETAP2), d’A. thaliana (AtMETAP2A et 2B) et d’H.
sapiens (HSMETAP2). Les résidus impliqués dans la liaison aux cations métalliques sont indiqués en vert,
ceux impliqués dans la reconnaissance de la fumagilline en bleu et les résidus strictement conservés dans cet
alignement en rouge. Les résidus conservés a travers les METAP1s alignées sont indiqués en rose incluant les
résidus du doigt de zinc en position N-terminale, en bleu clair les résidus conservés des METAP2s alignées.
En orange, les domaines polybasiques sont indiqués. Les séquences ont été extraites a partir de la base de
donnée UniProt (http://www.uniprot.org/).
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Identité (%) | Ec METAP1| Hs METAP1|AtMETAP1A] PfMETAP2 | Hs METAP2|AtMETAP2A
Hs METAP1 31,1
AtMETAP1A 29,5
PfMETAP2 22,9 16,3 13,6
Hs METAP2 10,5 17,7 14,9 24,6

AtMETAP2A 13,7 14,5 12,9 25,3

AtMETAP2B 13,6 14,9 10,9 24,7

Figure 4 — Identité de séquences de différentes METAPs

Pourcentage d’acides aminés identiques entre deux séquences de METAPs sur toute leur longueur. Les
séquences alignées sont celles utilisées en figure 3. Le calcul du pourcentage a été réalisé apres alignement
automatique de deux séquences sur Clustalw (http://npsa-pbil.ibep.fr/cgi-

bin/npsa_automat.pl?page=/NPSA/npsa_clustalw.html). Le code couleur représente le niveau d’identité¢ de
séquence, du jaune au rouge, du moins au plus identique.

Figure 5 — Structure des deux types de METAPs

La structure en ruban de la METAPI1 d’E. coli (A), de la METAP2 de P. furiosus (B) et de la METAP2 d’H.
sapiens (C) est montrée. Le pseudo axe de symetrie du site actif est representé par les hélices en rouge et par
les brins en bleus. Le domaine additionnel caractéristique des METAP2s est montré en vert. Les cations
métalliques du site actif sont montrés en violet. Les images des structures sont tirées de [Erreur ! Source

B. Les méthionine aminopeptidases dans leur environnement

L’une des grandes questions scientifiques actuelles est de comprendre les mécanismes
co-traductionnels qui surviennent au voisinage du ribosome. En effet, le moment précis ou la
protéine en cours de synthése émerge du tunnel de sortie du ribosome est un instant
particuliérement critique, car la cellule doit faire des choix importants concernant le destin de
cette protéine. De nombreux facteurs appelés « ribosome-associated protein biogenesis
factors » ou facteurs RPB sont responsables de la prise en charge de cette protéine naissante.

La régulation fine et précise dans le temps et I’espace de 1’action de ces différents facteurs est
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primordiale pour assurer la synthése de protéines natives et actives [56, 19]. Pourtant, les
régles spatio-temporelles qui régissent 1’action de ces différents facteurs et qui semblent
dépendre de la séquence N-terminale des protéines nouvellement synthétisées, restent une
énigme.

Depuis longtemps, il est postulé que 1’état non replié de la chaine polypeptidique
naissante facilite fortement I’accés aux différentes enzymes impliquées dans la maturation N-
terminale des protéines. Aujourd’hui, de plus en plus d’études complémentaires appuient
I’hypothese de I’interaction des enzymes de la NME avec le ribosome et que ce processus est
trés dynamique [57].

Les METAPs du cytoplasme des eucaryotes présentent une extension N-terminale
contrairement aux formes procaryotiques [38, 52] (Fig. 3). L’extension N-terminale des
METAP1s inclue deux motifs en doigt de zinc. Des études menées sur 1’enzyme de levure ont
montré que ce domaine N-terminal est essentiel pour qu’elle puisse assurer sa fonction in vivo
et il a été suggéré qu’il puisse étre a 1’origine de I’interaction de I’enzyme avec le ribosome
[58]. Ce domaine en doigt de zinc de la METAPI est également conservé chez les animaux
[59] et les plantes [60]. L’enzyme METAP2 ne possede pas ce motif mais a deux séquences
de poly-lysines et un motif riche en acides aspartiques pouvant jouer un méme role
d’interaction avec le ribosome [38]. Bien que les METAPIs des procaryotes ne possédent pas
d’extension N-terminale, il a été proposé que la présence d’une région riche en prolines (SH3-
binding motif) de certaines METAP1s comme celle de M. tuberculosis pouvait favoriser
’association au ribosome. Cependant, ces motifs SH3 ne sont présents que dans une minorité
de METAPs bactériennes [61].

Malgré ces derniéres avancées, la dynamique des événements mis en place au niveau
du tunnel de sortie du ribosome impliquant la METAP et plus généralement les enzymes de la

NME reste peu comprise et demande donc a étre largement étudiée.

C. La double fonctionnalité de la méthionine aminopeptidase 2 animale

Les génes et ADNc des METAP2s ont été clonés a partir de cellules animales (lapin,
rat et humain) et la phase ouverte de lecture a ét¢ initialement appelée p67, du nom de la

glycoprotéine de 67 kDa qui s’associe au facteur d’initiation de la traduction eucaryote elF2

[62, 63, 52, 64, 65, 66]. En effet, chez les animaux, la METAP2 est une protéine bi-
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fonctionnelle. Son domaine N-terminal maintient la sous-unité alpha du facteur d’initiation de
la traduction elF2 dans une forme active en la protégeant de la phosphorylation [65]. Cette
activité de protection d’elF2 de la phosphorylation (POEP) est indépendante de I’activité
NME.

L’extension N-terminale des METAP2s eucaryotiques n’est pas requise pour I’activité
catalytique [67]. De plus, la structure de la METAP2 humaine révéle que ce domaine n’est
pas structuré [46]. L’activité POEP est médiée par une séquence riche en lysine et un site de
O-glycosylation chez la METAP2 animale [68, 69, 70]. Au moins un de ces deux domaines
n’est pas retrouvé dans la METAP2 des plantes et des champignons, ce qui suggére que ces

enzymes ne posseédent pas d’activité POEP.

D. Les méthionine aminopeptidases et la controverse sur la nature du métal

catalytique

Les METAPs sont des metalloprotéases et a ce titre, leur activité est fortement inhibée
par des agents chélateurs de métaux tels que ’EDTA. Plusieurs données ont suggéré que le
cation métallique 1ié a I’enzyme in vivo pourrait étre un cation ferreux Fe** pour la METAP1
de E. coli et un cation Mn®>" pour la METAP2 humaine. Pourtant, 4 1’heure actuelle la nature
et le nombre de cations métalliques du centre actif restent encore trés controversés. Trés vite
apres sa caractérisation initiale, il a ét¢ montré que les METAPs sont fortement activées par
deux ions cobalt par site actif. De plus, des études structurales ont révélé la présence de deux
cations cobalt par polypeptide pour les deux types de METAPs [46, 42] suggérant que ce sont
des enzymes di-nucléaires utilisant le cobalt. Une molécule d’eau lie les deux cations et agit
comme nucléophile durant la catalyse [42]. Les METAPs peuvent étre activées in vitro par
différents cations métalliques divalents tels que Fe*", Co>", Mn®" et Zn*". La METAP peut
¢galement étre active sous la forme mono-nucléaire [71, 72, 73]. De plus, des inhibiteurs
metallo-spécifiques de différentes formes de METAPs ont été décrits [74]. C’est le cas
notamment des inhibiteurs de type catéchol et thiazole [75, 76, 77, 78]. Malheureusement,
beaucoup de ces inhibiteurs se sont montrés étre efficaces sur les enzymes purifiées mais ils
ont échoué in vivo. Il a été suggéré que la disparité du cation métallique utilisé pour activer la
METAP purifiée et le métal réellement utilisé dans la cellule peut étre la cause de cet échec et

que la nature du cation métallique présent in vivo dans le site actif peut dépendre aussi des
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conditions physiologiques et de la disponibilité de ces ions dans la cellule.

E. La spécificité de substrats des méthionine aminopeptidases

Chez la levure, I’inactivation simultanée des deux genes qui codent pour les METAPs
est létale [52]. Cependant, 1I’absence de la METAPI induit une forte diminution du taux de
croissance des levures tandis que ’absence de la METAP2 ne I’affecte que trés peu indiquant
le réle prépondérant de la METAP1 chez la levure [79, 80]. En outre, certaines cellules de
mammiferes sont sensibles a 1’inhibition de la METAP2 suggérant un réle plus important de
la METAP2 dans ces cellules. Enfin, chez A. thaliana, I’inactivation simultanée des METAPs
cytoplasmiques est également létale [81]. Les deux types de METAPs sont fonctionnellement
interchangeables contrairement a celles des champignons et des animaux car 1’absence d’un
des deux types de METAPs n’induit pas de phénotypes visibles [82]. Par conséquent,
I’importance relative des deux types de METAPs semble différente chez les plantes, les
mammiferes et les champignons.

La NME est reconnue pour étre la source majeure de la diversité de I’acide aminé N-
terminal des protéines. Dés 1985, plusieurs études ont montré que l’activité méthionine
aminopeptidase est spécifique de peptides présentant une méthionine en position P1, selon la
nomenclature de Schechter [83] (Fig. 6). Cette nomenclature nomme la position de la
méthionine N-terminale P1, I’acide aminé suivant P1°, puis P2’ et ainsi de suite. De méme,
pour les METAPs, la poche de liaison de la méthionine N-terminale est nommée S1, la poche
correspondant & I’acide aminé suivant S1° et ainsi de suite (Fig. 6). Il est admis depuis
longtemps que le déterminant majeur de 1’excision ou non de la méthionine initiatrice est le
couple : poche S1° — position P1’ [84, 85]. En effet, le clivage a lieu si la chaine latérale du
résidu suivant la méthionine initiatrice est peu encombrante: Gly, Cys, Pro, Ser, Thr et Val.
Le clivage n’étant pas possible pour des acides aminés ayant une chaine latérale plus
imposante a cette position (Fig. 6). Cette « régle » qui a été établie par différentes approches
in vitro, in vivo et in silico constitue notre connaissance actuelle sur la spécificité de substrats
des METAPs [24]. Cependant, la lecture attentive des données publiées ne permet pas d’avoir
une idée précise de la spécificité de substrats des METAPs étant donné I’hétérogénéité et le
manque de standardisation des expériences réalisées. Beaucoup de questions restent sans

réponse notamment 1’influence des résidus P2’, P3’ ou plus ¢loignés de la méthionine N-
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terminale. De plus, des analyses protéomiques ont apporté une vision plus globale et
physiologique de la situation. La séquence N-terminale a été identifiée pour le produit de 862
ORFs d’E. coli [86, 87]. Cependant, la conclusion de ces analyses est contradictoire avec les
premicres observations. Par exemple, les auteurs ont rapporté qu’une glycine en position P1’
diminue ’efficacité du clivage [86]. Par conséquent, il est aujourd’hui difficile d’avoir une
vision précise et cohérente de la spécificit¢ de substrats des METAPs lorsque que 1’on
compile les différentes analyses réalis€ées jusqu’a présent. La question d’une éventuelle
différence de spécificité de substrats entre les deux types de METAPs et entre les différents
organismes se pose. Ainsi, une meilleure compréhension de la spécificité de substrats des

différentes METAPs pourra aider a réconcilier les données in vitro et in vivo.

B F0 2 ) 12

Si P1’= Arg, Asn, Asp, Si P1’= Ala, Gly, Cys,
Glu, Gln, His, Ile, Leu, Pro, Ser, Thr, Val
Lys, Met, Phe, Trp, Tyr

Figure 6. La spécificité de substrats des METAPs

P1’°, P2’ et S1, S1’, S2’ représentent respectivement les positions des acides aminés et les poches de liaison
de ces acides aminés sur I’enzyme représenté selon la nomenclature de Schechter [Erreur ! Source du
renvoi introuvable.]. En 2006, la compilation des données disponibles dans la littérature présente la
position P1’ comme unique déterminant de la spécificité de substrats des METAPs avec la régle décrite ci-
dessus. Les acides aminés a cette position ayant un faible rayon de giration favorisent le clivage de la
méthionine N-terminale néanmoins le manque d’homogénéité des résultats produits et les contradictions
avec les données issues des analyses in vivo empéchent d’avoir une vision claire de la situation.
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III. Implications et applications thérapeutiques de
P’excision de la méthionine N-terminale

1. L’excision de la méthionine N-terminale : une cible thérapeutique attractive

La connaissance des voies physiologiques et leurs régulations est un prérequis pour
combattre efficacement les pathologies impliquant ces voies. La NME est une de ces voies
physiologiques jouant un role important dans beaucoup de pathologies. Par conséquent, la
NME est un mécanisme cellulaire d’intérét croissant notamment dans la lutte contre le cancer
ainsi que dans un grand nombre d’affections. En effet, de récentes découvertes ont ravivé
I’intérét de 1’é¢tude de cette voie en montrant qu’elle est la cible de composés ayant un effet
anticellulaire et antitumorale.

Les METAPs sont des enzymes ubiquitaires et leur activité est essentielle a la survie
cellulaire. La délétion génique ou I’inhibition de leur activité par des molécules inhibitrices
est létale chez tous les organismes vivants. Les bactéries ont un seul géne codant une
METAP, par conséquent c’est une cible prometteuse pour développer des antibiotiques ayant
un mécanisme d’action nouveau ainsi qu’un spectre antibactérien large.

Les PDFs constituent également une cible attractive pour la conception de nouveaux
antibactériens car ces enzymes ne sont pas retrouvées dans le cytoplasme eucaryotique et sont
essentielles a la survie des bactéries. Mon étude se situant principalement au niveau du
cytoplasme des eucaryotes supérieurs, la description de 1’inhibition des PDFs ne sera donc pas

réalisée (pour revue [88]).
2. La methionine aminopeptidase 2 : une cible, plusieurs effets

A. Effet anticellulaire de ’inhibition de la méthionine aminopeptidase 2

La NME a fait I’objet de plus d’attention depuis la découverte que la METAP2 est la
cible d’un composé naturel, la fumagilline et de ses dérivés ayant des vertus anticellulaires
[89, 90]. En effet, la cible moléculaire de la fumagilline a été ¢élucidée et identifiée comme
¢tant la METAP2 en 1997 par deux groupes indépendants en utilisant notamment des

analogues réactifs de la fumagilline [89, 90]. La fumagilline est un sesquiterpéne contenant
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deux groupements époxydes (Fig. 7B) qui a été isolé a partir du champignon Aspergillus
fumigatus. Elle a été originellement découverte au début des années 1950 pour ses effets
déléteres sur les amibes [91]. De nombreux dérivés ont été synthétisés a partir de cette
molécule telle que par exemple le TNP-470 (ou AGM-1470) [92], I'ovalicine [89] et le
fumagalone [93] (Fig. 7B).

Depuis quinze ans, de nombreuses études ont montré que la prolifération des cellules
endothéliales ainsi que celle de beaucoup de lignées cellulaires cancéreuses est inhibée par la
fumagilline et ses dérivés [94]. Parmi ses dérivés synthétiques, le TNP-470 est efficace dans
le traitement de tumeurs développées [95]. Ces observations et le fait que la METAP2 soit
surexprimée dans beaucoup de tumeurs, suggérent fortement que cette enzyme est une cible
trés prometteuse pour des thérapies anticancéreuses.

Le mode d’action de la fumagilline et de ses dérivés sur la METAP2 est bien décrit.
En effet, des approches complémentaires et indépendantes ont permis d’identifier les résidus
impliqués dans la liaison de ces molécules [96, 97]. Beaucoup de ces composés ont été étudiés
en complexe avec la METAP2 par des approches cristallographiques. C’est le cas notamment
de la fumagilline complexée a la METAP2 humaine. L’ensemble de ces études a montré que
la fumagilline et ses dérivés se lient covalemment, spécifiquement et inactivent les METAP2s
en alkylant un résidu histidine du site actif impliqué dans la liaison avec le métal (His231
pour la METAP2 humaine) [96, 97, 98]. La fumagilline et ses analogues n’ont pas d’effets
physiologiques sur la METAPI méme si ils se lient également covalemment a I’enzyme mais
avec une tres faible affinité [99].

Le role de la METAP2 dans la progression tumorale n’est pas encore bien compris. En
particulier, la cascade d’événements qui relie I’inhibition de I’activit¢ METAP2 et I’arrét de la
prolifération cellulaire n’est actuellement pas connue. De méme, les substrats de la METAP2
qui causent directement la réponse antiproliférative de ces composés sont inconnus.
Différentes hypothéses ont été proposées : (i) la cinétique d’incorporation cellulaire ou de
métabolisation de ces molécules est différente entre les cellules sensibles et résistantes et/ou
(i1) la réponse a I’inhibition de la croissance est dépendante du type cellulaire et est
déterminée par une protéine directement régulée par 1’activit¢ METAP2. Néanmoins, il a été
montré que la fumagilline et le TNP-470 ont un effet antiprolifératif directement sur
différentes lignées de cellules tumorales [100, 101, 102]. De méme, différentes études ont

rapporté que le TNP-470 et ses analogues inhibent la croissance tumorale ainsi que la
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formation de métastases sur une grande variété de modéles tumoraux [103, 104, 101, 105]. En
effet, le TNP-470 inhibe notamment la croissance des tumeurs primaires et métastasiques
chez I’Homme et la souris notamment les neuroblastomes, glioblastomes, les
neurofibrosarcomes, le cancer des ovaires, de la prostate, et les sarcomes de 1’utérus et
conduit également a la réduction de leur vascularisation [106, 107, 101, 108, 109, 110, 104,

111]. Ces inhibiteurs ont donc un spectre anticancéreux trés large.

B. Méthionine aminopeptidase 2 et angiogenése

L’angiogenése, la formation de nouveaux vaisseaux sanguins a partir de la
vascularisation existante, est un composant essentiel dans beaucoup de pathologies incluant la
croissance tumorale, la rétinopathie diabétique, la dégénérescence maculaire, I’arthrite et
I’inflammation. La prolifération de cellules endothéliales normales quiescentes est une étape
critique requise pour I’angiogenése. Par conséquent, les inhibiteurs de 1’angiogenése sont des
agents thérapeutiques prometteurs pour un grand nombre d’affections [112, 113]. Beaucoup
d’efforts ont été alloués au développement de traitements antiangiogéniques depuis que Judah
Folkman a rapporté que la croissance tumorale et des métastases dépend de la croissance des
vaisseaux sanguins [114, 115, 116]. En outre, les agents antiangiogéniques sont supposés étre
moins susceptibles aux mécanismes de résistances car la tumeur n’est pas la cible directe de
la drogue. De plus, comme 1’angiogenése est réprimée dans beaucoup de processus a 1’age
adulte excepté la reproduction, un agent antiangiogénique peut avoir des effets secondaires
minimaux [115].

La fumagilline et ses dérivés ont une activité antiangiogénique in vitro ainsi que dans
des modéles in vivo en arrétant la prolifération des cellules endothéliales [95, 117, 118, 101,
119, 120, 105, 121, 122]. IIs font partie des inhibiteurs les plus efficaces de I’angiogenese. Le
TNP-470 a une activit¢ antiangiogénique plus forte et moins d’effets secondaires que la
fumagilline. De plus, ce composé représente 1’une des premiéres molécules antiangiogéniques
a avoir effectué un essai clinique [122]. Le TNP-470 et ses analogues ont montré une capacité
a ralentir la progression tumorale et de causer une régression complete et durable [123, 124,
125, 126, 127, 128, 129, 130, 105]. Pour accroitre le caractére antiangiogénique de ces
molécules, des molécules hybrides ont été synthétisées, c’est le cas des hybrides de 1-

deoxynojirimycines et d’aryl-1,2,3-triazoles inhibant les a-glucosidases (autre cible
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antiangiogénique bien connue) et les METAP2s respectivement [131] (Fig. 7B).

C. La méthionine aminopeptidase 2, cible pour le traitement de nombreuses
affections

Les microsporidies, parasites eucaryotes intracellulaires obligatoires affectant les
humains sont sensibles a la fumagilline [132]. En effet, le génome minimal de ces organismes
représentés par E. cuniculi posséde un geéne codant une METAP2 et aucun pour une
METAPI1. Ces parasites sont responsables de différents syndromes chez des personnes
immunodéprimées et la fumagilline est 'une des seules drogues actives contre ces parasites.
Elle a également un effet antiprolifératif sur d’autres eucaryotes unicellulaires comme les
amibes [133], les trypanosomes (causant la leishmaniose) et les sporozoaires [134] et peut
donc étre utilisée pour développer des molécules contre ces parasites.

De plus, il a été rapporté pour la premiere fois en 2002 que la fumagilline et le TNP-
470 ont une activité antipaludique sur des cultures cellulaires [134]. Plus récemment, un
dérivé de la fumagilline a été¢ synthétisé, le fumarranol, ce composé posséde une activité
antimalariale in vitro et semble plus efficace que le TNP-470 [120]. Contrairement a la
fumagilline, le fumarranol est un inhibiteur non covalent de la METAP2 humaine [135]. Il
interagit avec la METAP2 de P. falciparum et est capable d’inhiber également la croissance
des souches de P. falciparum résistantes a la chloroquine (premiére génération de composés
antimalarial) in vitro et in vivo [120]. Il y a quatre isoformes de METAPs chez P. falciparum :
METAP1A, METAPI1B, METAP1D et METAP2. Comme pour d’autres METAP1s les trois
METAPIs de P. falciparum sont actives in vitro mais ne sont pas inhibées par le TNP-470 et
le fumarranol a haute concentration. Ceci suggere que c’est I’inhibition de METAP2 qui est
responsable de I’effet antimalarial de ces composés [120]. Ces données confirment que la
METAP2 de P. falciparum est une cible viable pour le développement de nouveaux agents
antimalariales. Néanmoins, comme pour les cellules de mammiferes sensibles aux inhibiteurs
des METAP2s, il reste & comprendre pourquoi nous observons cet effet anticellulaire alors
méme que des METAP1s sont encore présentes et actives.

En outre, les affections dépendantes de 1’angiogenése telles que la rétinopathie
diabétique, la dégénérescence musculaire et ’arthrite peuvent étre combattues en utilisant les
inhibiteurs des METAP2s car beaucoup ont montré une activité antiangiogénique (voir

chapitre I11.2.B.). Récemment, la fumagilline a été testée en tant que molécule antiobésité car
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I’angiogenese est un processus largement impliqué dans cette pathologie. Néanmoins les
premiers résultats décrits semblent contradictoires. En effet, tandis qu’in vitro la
différenciation des préadipocytes est stimulée et les tissus adipeux sont affectés par
I’application de fumagilline, in vivo, un effet marginal de la fumagilline est constaté sur les
préadipocytes, la taille et la densité des vaisseaux sanguins ne semblent pas affectées bien que
la fumagilline soit un composé antiangiogénique reconnu [136]. De plus, il a été montré que
I’abolition de I’activité de la METAP2 inhibe la production d’anticorps dans des tests in vitro
sur des cellules de types B en bloquant la différentiation de ces cellules. Chez un mode¢le in
vivo, il a été constaté que I’inhibition de I’activité de la METAP2 provoque un blocage de la
production d’anticorps dépendante des cellules T et la déplétion en cellules de type B au

niveau du centre germinal [137].

D. Les inhibiteurs des méthionines aminopeptidases 2 toujours en développement

La fumagilline et ses nombreux dérivés synthétiques ont engendré beaucoup d’espoirs
dans le champ thérapeutique car cette classe d’inhibiteurs a démontré une activité
antitumorale trés vite aprés sa caractérisation initiale (voir chapitre I11.2.). Malgré tout, les
essais avec cette premicre génération de composants ont été arrétés durant les tests cliniques a
cause de leur neurotoxicité a la concentration nécessaire pour observer la régression tumorale.
De plus, la demi-vie extrémement courte du TNP-470 dans le plasma sanguin (6 min) impose
une administration lourde et fréquente lors des traitements [123, 122]. Ces molécules
provoquent d’autres effets secondaires tels que la diminution de la concentration, des pertes
de mémoires, confusion et dépression [123, 138].

Cependant, 1’¢élimination des symptomes neurologiques a été obtenue grace a des
polymeéres couplés au TNP-470 bloquant le passage de la barrieére sang-cerveau. C’est le cas
de la Caplostatine, formulée pour I’injection [139]. Plus récemment une forme bio-disponible
oralement a été mise au point (Lodamine). Cette molécule correspond au TNP-470 conjugué a
du polyéthyléne glycol et forme des micelles nanopolymériques. La Lodamine s’accumule
dans les tumeurs et inhibe la croissance tumorale et I’angiogenese sans causer de problémes
neurologiques chez la souris. De plus, en passant par le foie, la Lodamine prévient
I’apparition de métastases [105] (Fig. 7B). En outre, pour améliorer le comportement

pharmaco-cinétique de la fumagilline, une version a,ps-targeted de la fumagilline a été crée et
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cible spécifiquement les cellules endothéliales grace a un ligand de 1’ayfB3-integrine présent
dans la nanoparticule. Cette glycoprotéine transmembranaire est exprimée dans beaucoup de
types cellulaires différents incluant les cellules endothéliales, néanmoins, les contraintes
stériques de la nanoparticule dans le systéme vasculaire rendent le ciblage spécifique des
cellules endothéliales. Cette nanoparticule inhibe la croissance des adénocarcinomes in vivo
[130].

D’autres composé€s ont été synthétisés sur la base de la structure de la fumagilline en
substituant différents groupements du spiroepoxyde cyclohexane. C’est le cas du PPI-2458,
qui est bio-disponible oralement et inhibe in vitro la prolifération des lignées endothéliales
HUVECs et BAECs (cellules endothéliales d'aorte bovine) avec des concentrations sub-
nanomolaires. Il présente un profil pharmacocinétique amélioré par rapport a la premicre
génération de molécules et est entré en phase I des essais cliniques pour le traitement des
lymphomes non Hodgkinien et de tumeurs cancereuses. [121]. Le PPI-2458 est également
efficace pour le traitement de I’arthrite rhumatoide [140]. D’autres analogues de la
fumagilline ont été congus, c’est le cas du fumarranol qui a été développé pour lutter contre la
malaria et montre également une activité antiangiogénique [120].

D’autres inhibiteurs des METAP2s ont été recherchés. En utilisant les techniques de
criblage a grande échelle et de conception rationnelle, le composé A-357300 a été identifié
comme un nouvel inhibiteur des METAP2s a fixation réversible ; ce composé fait partie de la
famille des bestatines [100], une famille de composés connue depuis longtemps pour son
activit¢ contre les différents types d’aminopeptidases. Les premiers résultats semblent
indiquer une suppression de la croissance tumorale sans la toxicité observée avec le TNP-470
[141, 100].

La famille des acides anthraniliques sulfonamides représentée par le A-800141 (Fig.
7B) est hautement spécifique des METAP2s. Cette molécule bio-disponible oralement montre
¢galement un effet antiangiogénique ainsi qu’un spectre d’activité anticancéreux large :
lymphomes de type B, neuroblastomes et les carcinomes de la prostate et du colon. De plus
une corrélation entre I’inhibition de la METAP2 in vivo et I’effet antitumoral a été rapportée
[142, 143].

Les bengamides (Fig. 7C), produits par les éponges marines, inhibent également la
prolifération des cellules tumorales. Des analyses protéomiques ont montré que les

bengamides se lient et inhibent spécifiquement les METAPI1s et METAP2s humaines. Les
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bengamides, représentés par le composé LAF-389, ont montré une efficacité anticancéreuse
sur différents modéles animaux en tests précliniques. Bien qu’ils ne soient pas spécifiques du
type 2 des METAPs, ils produisent le méme effet que la fumagilline et montrent une

selectivité cellulaire similaire [144, 145, 146].
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Figure 7 — Inhibiteurs des METAPs

A. Inhibiteurs des METAPIs, la formule générale d’un acide hydroxamique est donnée. Un dérivé de
chaque classe des molécules est montré pour les 2-pyrydil-pyrimidines, les pyridines 2-carboxylique et les
barbiturates. B. Inhibiteurs de METAP2s, la fumagilline et certains de ses dérivés sont montrés. L’aryl-
1,2,3-triazole est montré ainsi que la molécule hybride qui a été¢ développée avec. Le représentant des acides
anthraniliques sulfonamides, A-800141 est montré. C. Inhibiteurs des deux types de METAPs, la bestatine,
inhibiteur peu efficace des aminopeptidases est montré. La famille des bengamides est également
représentée (Bengamide E, LAF153 et LAF389).
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3. La méthionine aminopeptidase 1, une cible emergente

Les méthionine aminopeptidases de type 1 représentent une cible prometteuse pour le
développement de nouveaux antibactériens, antifongiques et anticancéreux. Pourtant, en
comparaison a la METAP2, il existe peu d’inhibiteurs des METAP1s et ces METAPs sont
¢galement moins étudiées alors que leur activité est essentielle a la survie des eubactéries.

Depuis longtemps les acides hydroxamiques (Fig. 7A) sont connus pour étre des
inhibiteurs compétitifs de la METAP1 humaine, cependant, ils sont peu efficaces [147].

Des dérivés d’acides pyridines carboxyliques (Fig. 7A) ont été décrits comme inhibant
la METAPI1 d’E. coli et de S. cerevisiae efficacement [148, 149]. Cette famille d’inhibiteurs
est 100 fois plus sélective pour la METAP1 que pour la METAP2 [150]. Cette propriété
indique que ces dérivés pourraient étre utilisés pour la conception de nouveaux antibiotiques,
les bactéries exprimant seulement la METAPI1. Par ailleurs, ils inhibent également la
prolifération de lignées cellulaires tumorales [150].

En outre, les dérivés catéchols couplés avec un thiazole ou un thiophéne montrent une
forte efficacité et sont sélectifs pour la METAPI1 d’E. coli ayant un centre dinucléaire ferreux.
Une activité antibactérienne a également été observée. La structure de ’enzyme d’E. coli en
complexe avec un de ces inhibiteurs a confirmé I’interaction directe entre 1’inhibiteur et la
METAP au niveau de son site actif [77, 78].

Plus récemment, la famille des pyridinyles pyrimidines (Fig. 7A) a été découverte
grace a un criblage haut débit [151]. Elle inhibe I’activité de la METAP1D de P. falciparum
et montre une activité antiplasmodiale [151, 152]. Ces inhibiteurs arrétent le développement
du parasite dans les expériences in vitro. Il a également été constaté une activité in vivo sur
deux modéles de paludisme chez la souris. Ces composés étant efficaces sur les souches de P.
falciparum sensibles et résistantes a la chloroquine, ils sont donc trés intéressant dans la lutte
contre ces affections [151]. De plus, ils posseédent une activité antileishmaniale [152].

Une autre classe d’inhibiteurs sélectifs des METAPI1s a été¢ découverte. Il s’agit des
dérivés de barbiturates (Fig. 7A). Ils sont efficaces in vitro pour inhiber la METAP1 humaine
et pourront donc étre développés pour des applications contre le cancer [153].

Des analyses de transcripts ont indiqué que les deux METAPI1s de M. tuberculosis
sont différentiellement exprimées durant les phases de croissance suggérant que ces deux

METAPs peuvent avoir des rdles différents. Ces différences peuvent étre exploitées pour de
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futures applications thérapeutiques [154]. De plus, les dérivés catéchols inhibent in vitro la

METAPI1C de M. tuberculosis [75, 155].

4. Effets physiologiques de la diminution de I’excision de la méthionine N-
terminale

Les effets visibles de ’application de la fumagilline ou de ses dérivés sur différentes
lignées cellulaires ou sur différentes tumeurs sont désormais bien décrits. De méme, la cible
moléculaire de ces composés est identifiée formellement comme étant la METAP2 méme si
ils se lient également covalemment a la METAPI mais avec une trés faible affinité [99].
Néanmoins, cela n’a pas d’effets physiologiques comme montré par le mutant nul de la
METAP2 de levure qui n’est pas sensible a la fumagilline [79]. De plus, la fumagilline inhibe
spécifiquement 1’activit¢ NME des METAP2s sans altérer la fonction POEP [89].
Cependant, la cascade d’événements qu’il y a entre I’inhibition de I’activité enzymatique des
METAPs et les effets antiangiogéniques et anticellulaires observés reste largement
incomprise. En outre, la sélectivité de ces molécules pour certaines lignées cellulaires de
mammiferes reste largement énigmatique.

L’effet anticellulaire des inhibiteurs des METAP2s étant spécifique de certaines
lignées cellulaires, une des hypothéses pour expliquer ce phénoméne est une régulation
différentielle des METAPs dans les différentes lignées et conditions de culture. Il semblerait
que le traitement des HMVECs (cellules endothéliales humaines microvasculaires) avec de la
fumagilline induit un triplement de la quantit¢ de METAP2 dans la cellule tandis que la
quantité de protéines METAP1 semble rester constante [156]. Néanmoins, une surexpression
similaire de la METAP2 exposée a la fumagilline a aussi été observée dans des types
cellulaires non endothéliaux et insensibles a cette molécule [156]. Ces données contradictoires
ne permettent pas a ’heure actuelle de clarifier 'impact et le lien entre sur-expression des

METAP2s et sélectivité cellulaire de la fumagilline.

A. La fonction POEP de la méthionine aminopeptidase 2 animale en question

La réduction de la quantit¢ de METAP2s avec des ARNs antisens dans les cellules
d’hépatomes de rat supprime la synthése protéique, augmente la phosphorylation d’elF2a et

induit apoptose [157]. Il a également ét¢ montré que la diminution de la quantité de
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METAP2 provoque I’apoptose a travers la diminution de I’expression de Bcl-2 (un géne
antiapoptotique) et la réduction de D’activité télomérase dans les cellules humaines de
mésotheliome [158]. De méme, la déplétion par des ARNs interférents de la METAP2
provoque I’inhibition de la prolifération des HUVECs [159, 160]. La délétion ubiquitaire des
METAP2s engendre un défaut de gastrulation et sa délétion ciblée dans les lignées
hémangioblastes induit un développement vasculaire anormal et est létale au stade
« midsomite » [160]. Ces différents phénotypes sont la résultante de la diminution de la NME
et de la fonction POEP. Cette activité de protection de phosphorylation maintien dans une
forme active la sous unité a du facteur d’initiation de la traduction elF2 [65]. Une diminution
de I’expression de la METAP2 provoque une augmentation de la phosphorylation d’elF2a et
par conséquence son inhibition, ce qui induit une diminution de la synthése protéique amenant
a la mort cellulaire. Ainsi, ces expériences affectant le niveau d’expression de la METAP2 ne
permettent pas de savoir si les effets observés sont diis au manque (i) d’activit¢é POEP, (ii)
d’activit¢ NME ou (iii) des deux. Clairement, des expériences sont aujourd’hui nécessaires
pour mieux comprendre le réle de I’activit¢ POEP. De plus, des études ou I’activit¢ POEP
n’est pas affectée sont requises pour comprendre le role de la NME dans ces cellules.
Actuellement, le meilleur moyen d’y parvenir est 1’utilisation d‘inhibiteurs tels que la
fumagilline. En effet, méme s’il reste des interrogations sur 1’effet de ces molécules sur
I’activité POEP, il a été montré que les METAP2s inactivées covalemment par le TNP-470

sont toujours capables de stabiliser elF2a [89].

B. Diminution de Dactivit¢ méthionine aminopeptidase et conséquences

physiologiques sur le cycle cellulaire

Dés 1994, il a été constaté sur différentes lignées cellulaires que la fumagilline et le
TNP-470 bloquent le cycle cellulaire en fin de phase G1 [161, 117]. Les marqueurs du début
de cette phase - notamment le profil de phosphorylation des tyrosines de protéines cellulaires
et ’expression des geénes c-fos - ne sont pas affectés par ces composés. En revanche, ils
inhibent 1’activation de la kinase dépendante de la cycline 2 (CdK2) et conséquemment la
phosphorylation de la protéine Rb (un produit de gene suppresseur de rétinoblastome), qui
sont des marqueurs de la fin de la phase G1 et nécessaires pour la progression du cycle vers la

phase S [161] (Fig. 8A).
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Les CdKs permettent la progression du cycle cellulaire et nécessitent une cycline pour
étre activée en formant des complexes. Ces deux composants essentiels du cycle cellulaire
sont finement régulés a différents moments clés du cycle. Une des régulations des CdKs
repose sur les inhibiteurs de CdKs ou CdKis. En 2000, deux groupes ont montré
indépendamment que I’application de TNP-470 sur des cellules endothéliales provoque
I’accumulation du CdKi p21. Ce dernier inhibe I’activation du complexe cycline E - CdK2
corrélant ainsi avec 1’inhibition dose spécifique de la croissance des cellules endothéliales.
Une élévation de la quantité de p53 a également été constatée, il s’agit d’un activateur
transcriptionnel de p21. Par conséquent, le blocage en fin de phase G1 semble étre réalisé par
p53 qui provoque I’accumulation de p21 ce qui inhibe le complexe cycline E - CdK2, arrétant
le cycle cellulaire. Ces découvertes ont été consolidées par d’autres expériences in Vivo avec
des mutants nuls de p21 chez la souris. En effet, les souris portant une délétion du géne codant
p21 sont trés peu sensibles a D’activité antiangiogénique du TNP-470. Des expériences
similaires réalisées in vitro sur des lignées cellulaires ont confirmé ces résultats [162, 163]
(Fig. 8A). Ainsi, il a été démontré que p53 et p21 sont tous deux nécessaires pour I’effet
antiprolifératif du TNP-470. Néanmoins, les cellules déficientes en p53 sont toujours un peu
sensibles au TNP-470 ce qui suggeére que d’autres voies sont impliquées dans 1’effet
antiprolifératif du TNP-470.

Par conséquent, il a été proposé que I’effet des inhibiteurs des METAP2s ne se
manifeste pas uniquement sur la voie controlée par p53. Il a été¢ suggéré que les cellules ayant
p53 comme modulateur du cycle cellulaire sont sensibles aux inhibiteurs des METAP2s en
comparaison aux lignées cellulaires n’utilisant pas ou trés peu cette voie. Dans beaucoup de
cellules tumorales, le géne codant p53 porte une mutation ce qui peut expliquer la résistance
de certaines lignées tumorales a 1’inhibition de la METAP2 [164]. Pourtant, la sensibilité¢ de
certaines cellules tumorales ne semble pas corréler ni avec leur niveau d’expression de p53 ou
version allélique de p53 ni avec leur sensibilité aux inhibiteurs des METAP2s. Par exemple,
les cellules tumorales MCF7 (lignée cellulaire de carcinome canalaire invasif du cerveau) ont
I’allele sauvage de pS3 et sont insensibles a 1’inhibition de 1’activit¢ METAP2. De plus, la
prolifération des cellules dont I’expression de p53 est abolie (HCT-15 et DLDI, deux lignees
cellulaires de cancer du colon) est inhibée par la fumagilline [100]. Une lignée cellulaire de
cancer de la prostate délétée pour p53 est insensible au TNP-470 en culture en monocouche

tandis qu’elle y est sensible en culture sur milieu agar, ce qui souligne 1’influence majeure des
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conditions de cultures [165] (Fig. 8A).

En utilisant le PPI-2458 sur les lignées HUVECs et HFLS-RAs (lignée d’étude de
I’arthrite rhumatoide), il a ét€ montré une sous-expression de PCNA (antigéne nucléaire de la
prolifération cellulaire), proportionnelle au niveau d’inhibition de METAP2 suggérant un role
de PCNA dans I’effet de I’inhibition de la METAP2 [140]. Cette protéine est impliquée dans
la réplication de I’ADN car il s’agit du facteur de processivité¢ de I’ADN polymérase. Le CdKi
p21 est capable de s’associer au PCNA [166]. La quantit¢ de p21 est ¢galement augmentée
dans une lignée cellulaire modele de mélanome traité avec le PP1-2458 [167].

Il a été également montré que I’inhibition de la METAP2 bloque I’activation du
complexe cycline E - CdK2 de cellules vasculaires musculaires stimulées avec différents
facteurs de croissance [168]. Cependant, un autre groupe a suggéré que l’inhibition de la
METAP2 induit un arrét du cycle cellulaire via la réduction de I’expression de cyclines D
[169]. Dans ce contexte, I’hyperphosphorylation des protéines Rb et 1’activité cycline E -
CdK2 sont également inhibées par le TNP-470 en accord avec les études précédentes [169,
161] (Fig. 8A).

En outre, dans une lignée de cellules de sarcome hépatique, le TNP-470 inhibe
I’expression des cyclines D1, D2 et E en présence ou en absence de facteurs de croissances.
Le TNP-470 supprime également 1’activation de ces cellules de sarcome. Ainsi, ce blocage
cellulaire en G1 et I’abolition de I’activation inhibe la progression de la fibrose hépatique
[170]. Le TNP-470 induit la diminution de la quantité de cyclines D dans les tumeurs [171].
L’augmentation du niveau de cette cycline permet la progression du cycle cellulaire [172].
Ainsi, il a été rapporté que I’arrét de la prolifération cellulaire passe par la diminution de la
quantité¢ de cycline D [131] (Fig. 8A). Enfin, une étude a rapporté que I’inhibition de la
METAP2 empéche les cellules endothéliales de rentrer en phase G1 [173] (Fig. 8A).

Pour le moment, les données sur 1’effet de 1’inhibition de 1’activité de la METAP2 sur
le cycle cellulaire ne semblent pas converger vers un modele d’action trés clair. En effet,
certains suggerent que 1’inhibition de 1’activit¢ METAP2 induit un blocage du cycle cellulaire
en phase G1 via I’inhibition de I’expression de cyclines D [169, 117, 174] tandis que d’autres
ont indiqué que I’inhibition de I’activit¢ METAP2 induit un arrét en fin de phase G1 par

d’autres voies moléculaires [161] telles que celles impliquant le complexe cyclines E-CdK2.

Récemment, la METAPI humaine a été impliquée dans le contrdle de la progression
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du cycle cellulaire lors de la transition G2/M. La dégradation de la cycline B est une étape
requise pour sortir de la mitose. L’inhibition de 1’activité de la METAP1 induit le maintien de
la quantit¢ de cycline B par un mécanisme post-transcriptionnel. De plus, des inhibiteurs
spécifiques des METAPI1s sont capables d’induire I’apoptose dans des cellules leucémiques

probablement en conséquence de I’arrét du cycle cellulaire [150] (Fig. 8B).
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Figure 8 — Voies de blocage du cycle cellulaire proposées lors de ’inhibition des METAPs humaines
A. 1l est formellement démontré que les inhibiteurs de la classe de la fumagilline inhibent la METAP2. Cette
inhibition provoque un blocage du cycle cellulaire en phase G1. Selon la littérature, ce blocage peut se faire
a Dinitiation de la phase G1 ou au cceur de la phase G1 a travers la diminution transcriptionnelle de la
quantité de cyclines D. Plusieurs auteurs ont également rapporté que le blocage du cycle cellulaire s’effectue
a la transition G1/S a travers ’augmentation de la quantité de p21, inhibiteur de CdKs. Cette accumulation
est stimulée transcriptionellement par p53. La protéine p21 inhibe I’activité du complexe CycE-CdK2
provoquant une hypophosphorylation de la protéine Rb. De plus, le blocage cellulaire observé peut
également étre la résultante de la voie Racl inhibant ’agent mitogéne VEGF. B. L’inhibition de 1’activité
METAPI induit le blocage du cycle cellulaire en fin de phase G2/M a travers le maintien de la quantité de
cycline B. La dégradation de cette cycline est nécéssaire pour que les cellules sortent de la mitose. Ce
maintien de la quantité de cycline B est réalisé¢ par un mécanisme post-transcriptionnel.
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C. Diminution de P’activité méthionine aminopeptidase et autres conséquences
physiologiques

L’inhibition sélective de la METAP1 conduit a I’arrét de la division cellulaire et induit
I’apoptose dans les cellules leucémiques [150]. Néanmoins, 1’apoptose n’a pas été
systématiquement observée [100], ce qui signifie que d’autres éléments encore non
formellement identifiés entrent en jeu, comme le type cellulaire et les conditions
expérimentales. Par conséquent, de plus amples investigations sont nécessaires pour bien
comprendre les acteurs responsables de ces observations.

L’utilisation de la fumagilline ou du TNP-470, qui bloquent uniquement 1’activité
NME des METAP2s, a un effet cytostatique sur certaines lignées cellulaires de mammiferes
[100]. 11 a également été montré que ces inhibiteurs, appliqués a plus fortes doses peuvent
avoir un effet cytotoxique. Cet effet biphasique de I’inhibition de I’activit¢ METAP2 sur les
HUVECs a également été observé [117]. Plusieurs groupes ont observé une induction de
I’apoptose dans des cellules tumorales et des cellules vasculaires endothéliales lors de
I’inhibition de la METAP2 [175, 176].

De plus, il a ét¢ montré que la fumagilline induit 1’apoptose a travers des dommages
mitochondriaux dans les cellules malignes de mésotheliome mais que les lignées de cellules
mesothéliales primaires ne subissent pas ’apoptose suggérant encore une fois qu’il y a
plusieurs voies de réponse a I’inhibition de la METAP2 selon les conditions cellulaires. 11 a
été observé que la quantité de protéines codées par le géne antiapoptotique Bcl2 ainsi que
I’activité télomérase sont réduites lors du traitement a la fumagilline [158]. Le produit du géne
Bcl2 maintient I’intégrité de la mitochondrie en régulant I’ouverture des pores transitoires et
controlant ainsi le relargage dans le cytoplasme de composés tels que les activateurs de
caspases [177] (Fig. 9).

En outre, la phosphorylation de ERK1/2 (extracellular signal-regulated kinases 1/2) a
lieu durant la prolifération cellulaire [178] et la réduction de cette phosphorylation est
constamment associée a la diminution de la prolifération des cellules. Ces protéines font
parties de la famille des MAP kinases (Mitogen-Activated Protein kinase). Il a été rapporté
que la fumagilline augmente 1’affinité de la METAP2 avec ERK1/2 et provoque ainsi
I’inhibition de cette phosphorylation dans des myoblastes [179] ce qui peut expliquer 1’effet
antiprolifératif de la fumagilline. Cependant, en utilisant une autre classe d’inhibiteurs des

METAP2s, I’inhibition de la phosphorylation de ERK1/2 n’a pas été retrouvée [131]. De
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méme, cela n’a pas été retrouvé dans les fibroblastes de poumons de rats [180] (Fig. 9).

Le TNP-470 empéche 1’adhésion des cellules endothéliales entre elles initiée par le
VEGTF, la formation de replis membranaires et le réarrangement du cytosquelette en inhibant
I’activation de Racl qui est un membre de la famille Rho des GTPases [101]. Il semble
¢galement que le TNP-470 réduise la perméabilité des vaisseaux sanguins tumoraux [139]. En
outre, il a été¢ observé que la concentration en VEGF (facteur de croissance de 1’endothélium
vasculaire) dans le milieu de culture de cellules de fibrosarcomes traitées avec le TNP-470 est
diminuée par rapport au contrdle indiquant que le TNP-470 réprime la sécrétion du VEGF.
Cette découverte suggere fortement que le TNP-470 inhibe également I’angiogenése par le
truchement de la répression de la sécrétion de VEGF et que conséquemment, la suppression
de I’angiogen¢se inhibe la tumorigenese [181] (Fig. 9).

Par ailleurs, le TNP-470 bloque sélectivement une des voies impliquant la protéine
Wnt. Il s’agit d’une famille de glycoprotéines riches en cystéines sécrétées dans le milieu
extracellulaire. Wnt joue un role important chez tous les animaux dans l'embryogenése et la
morphogenese. Les voies impliquant Wnt ont un rdle critique également dans beaucoup
d’autres processus incluant développement, différenciation cellulaire et tumorigenése [182]
(Fig. 9).

Enfin, des analyses microarray d’HUVEC: traitées avec de la fumagilline ont montré
la sur-expression de 71 genes et la sous-expression de 143 autres geénes [119]. Ces
changements d’expression semblent avoir lieu trés précocement c'est-a-dire entre une et deux
heures apres les traitements des cellules [183]. Toutefois, méme si ces modifications de
I’expression génique sont trés probablement impliquées dans I’effet antiangiogénique de la
fumagilline nous ne connaissons ni leur lien direct avec 1’inhibition de METAP2 ni si cette
variation au niveau de ’ARN messager est accompagnée par un changement de niveau des
protéines correspondantes. En effet, trés peu d’études protéomiques approfondies ont été

engagées jusqu'a maintenant [ 184, 146].
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Figure 9 — Autres conséquences physiologiques de ’inhibition de la METAP2 humaine

I1 a été mis en évidence que d’autres voies sont réprimées lors de 1’inhibition de la METAP2 humaine. C’est
le cas de la voie Wnt non canonique qui intervient dans des processus cellulaires importants comme la
gastrulation par exemple. Il a ét¢ montré que I’activité télomérase et I’expression de Bel-2 sont réprimées
dans des cellules de mésothéliome ce qui induit une libération de caspases dans le cytoplasme et in fine
I’apoptose. Enfin, bien que controversées, des études suggérent que 1’abolition de I’activitt METAP2
empéche I’activation de ERK1/2 et ainsi perturbe la prolifération cellulaire.

Il est désormais acquis que I’inhibition de la NME est une voie a suivre pour
développer des stratégies thérapeutiques notamment contre le cancer et les affections
dépendantes de I’angiogenése. La compilation des données disponibles semble montrer un
effet antitumoral multifactoriel avec une inhibition directe des cellules malignes ainsi qu’une
inhibition de I’angiogenése (Fig. 10). Néanmoins, les causes de la spécificité cellulaire
d’action de la fumagilline et de ses dérivés restent inconnues. De méme, la cascade
d’événements qui relie le blocage de la NME, c'est-a-dire le maintien de la méthionine N-
terminale, et I’effet anticellulaire et antiangiogénique observé est encore trés peu comprise. Le
fait que la METAP2 animale possede 1’activité POEP ne facilite pas la compréhension du role
de la NME. De plus, les données concernant la NME sont souvent partielles et non
homogenes ce qui ne permet pas a I’heure actuelle de se faire une idée claire de la fonction de
la NME dans ces cellules malgré que ce processus posséde un potentiel thérapeutique reconnu

trés important.
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IV. Role physiologique de I’excision de la méthionine N-
terminale

Il est aujourd’hui largement admis que la NME est un processus essentiel et ce pour
différentes raisons. En effet, la NME est un processus qui a lieu dans tous les compartiments
cellulaires ou il y a une synthése de protéines (cytoplasme, mitochondries et plastes) et qui est
trés conserve a travers le vivant. Les génes codant les enzymes assurant la NME font partie du
génome minimal (environ 300 genes) requis pour la viabilité des eubactéries [185, 186, 187]
et la NME est une fonction tellement conservée qu’elle a lieu également dans les organites
ayant un protéome de moins de 100 protéines [60]. De fagon similaire, les METAPs sont
présentes dans le protéome trés réduit du parasite eucaryotique E. cuniculi (environ 2000
proteines) [188]. De plus, 1’abolition de la NME conduit systématiquement a la mort
cellulaire.

De fagon surprenante, peu de choses sont connues sur les raisons de cette conservation
ou ce qui rend ce processus si important. Les recherches sur la fonction de la NME
cytoplasmique ont été historiquement frustrantes. L’inactivation de geénes chez les bactéries
[189, 190, 191] et la levure [52] conduit systématiquement a la mort cellulaire rendant les
¢tudes difficiles. La compréhension de ce processus chez les eucaryotes a été retardée par la
redondance des genes codant les enzymes de la NME, son essentialité ainsi que par le fait que
ce processus affecte plus de 15 000 cibles potentielles différentes dans le cytoplasme d’un
eucaryote supérieur. Ainsi, les bases moléculaires qui font de la NME un mécanisme essentiel
sont encore inconnues.

La description des connaissances actuelles sur le réle de la NME est réalisée ici
excepté pour le domaine li¢ aux applications thérapeutiques qui a été abordé plus en détail

dans le précédent chapitre (I11.4.).
1. L’excision de la méthionine N-terminale comme un prérequis

A. L’excision de la méthionine N-terminale et la N-myristoylation

Les METAPs en enlevant la méthionine initiatrice peuvent permettre d’autres

modifications. En effet, la NME est un prérequis nécessaire pour d’autres modifications co-
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traductionnelles telle que la N-myristoylation (N-myr). La N-myr est 1’attachement d’un
groupement myristate (acide gras saturé ayant 14 atomes de carbone) sur une glycine N-
terminale. Par conséquent, I’action des METAPs est nécessaire pour que cette modification ait
lieu. La N-myr est un processus irréversible essentiel catalysée par les N-
myristoyltransférases. Elle a lieu dans toutes les cellules eucaryotiques [192, 193, 194] et
affecte un ensemble réduit de protéines [195]. La N-myr n’a pas lieu dans les bactéries et les
organites d'origine endosymbiotique. Par conséquent, cela suggere que la N-myr est apparue
apr