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Résumé 
Le premier acide aminé incorporé dans une chaîne polypeptidique naissante est 

toujours la méthionine. On identifie donc toujours ce premier résidu à la méthionine N-

terminale. Cependant, les deux tiers des protéines accumulées à l’état stationnaire ne 

présentent plus leur méthionine initiatrice. Cet enlèvement résulte essentiellement d’une 

maturation protéolytique affectant chaque protéine. Ainsi, l’Excision de la Méthionine N-

terminale (NME) concerne la majorité des protéines et ce dès que les premiers résidus 

émergent du ribosome. Ce mécanisme est retrouvé dans tous les compartiments cellulaires où 

une synthèse 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 Règne vivant. Des études fonctionnelles de 

délétions géniques ont montré le caractère létal du maintien de la première 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 caractère essentiel de la 

NME restent très peu comprises, en particulier dans le cytoplasme des eucaryotes supérieurs.  

Grâce à un système inductible permettant de moduler finement la NME cytoplasmique 

dans la plante modèle Arabidopsis thaliana et différentes approches incluant des analyses 

protéomiques et métabolomiques, j’ai pu étudier les événements moléculaires précoces 

associés à l’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 à une dégradation 

rapide. Ainsi, l’activité de la NME, en modulant la sensibilité de nombreuses protéines à subir 

la protéolyse, est un élément 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 suggèrent l’existence d’un mécanisme ubiquitaire associé à la 

NME.  
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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 après leur découverte en 1838 par le chimiste néerlandais Gerhardus 

Johannes Mulder (http://web.lemoyne.edu/~giunta/mulder.html), les protéines ont été perçues 

uniquement comme des entités figées. Après leur synthèse, ces macromolécules étaient 

censées perdurer pendant une durée plus au moins constante puis être dégradées dans le cadre 

d’un processus destiné essentiellement à alimenter la cellule en acides aminés. L’étymologie 

du mot protéine – donné par le chimiste suédois Jöns Jakob Berzelius 

(http://web.lemoyne.edu/~giunta/mulder.html) - fait d’ailleurs initialement référence au 

caractère indispensable de substance de réserve de ces macromolécules qui constituent une 

partie majeure (60%) du poids sec des cellules (prôtos 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 très 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 à 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 très différente de 

la molécule directement codée par le gène. En moyenne, chaque protéine subit 5 

modifications différentes.  

 D’un point de vue temporel, ces modifications peuvent avoir lieu à tout moment de 

l’existence des protéines. Lorsqu’elles affectent les protéines très précocement, c'est-à-dire au 

moment de leur synthèse, ces modifications sont dites co-traductionnelles. De telles 

modifications ont lieu avant que la protéine se détache du ribosome et bien souvent dès 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 à ce moment précis tous 

accessibles et susceptibles d’être modifiés. Les modifications affectant une protéine dont la 

synthèse est terminée sont dites post-traductionnelles. Elles ont lieu durant toute la vie de la 

 
 
 

17



 
 

protéine. Certaines modifications peuvent être très transitoires et permettent ainsi de répondre 

rapidement à 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 l’oxydation protéique lors 

d’un stress oxydatif. Lorsque la production d’espèces réactives de l’oxygène (ROS) devient 

trop importante, les mécanismes antioxydatifs ne suffisent plus à stabiliser l’homéostasie 

redox de la cellule. Cela conduit à 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 entraîner la mort cellulaire. L’oxydation d’une protéine peut conduire à sa 

dégradation, car mis a part peu d’exceptions, l’oxydation est irréversible et peut altérer la 

fonction de la protéine [5].  

Par opposition à l’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 caractère réversible et transitoire de 

beaucoup de modifications protéiques. Un des systèmes le mieux décrit est celui de la 

phosphorylation/déphosphorylation qui illustre très bien un tel mécanisme. Lorsque la 

seconde enzyme du mécanisme est absente, cela conduit à 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 l’ajout d’un acide gras sur 

une glycine N-terminale. Cet ajout est irréversible car il n’existe pas d’enzymes qui enlèvent 

ce groupement [6]. Le cas inverse existe aussi notamment pour l’oxydation des protéines. En 

effet, une méthionine oxydée par une ROS peut retrouver son état réduit grâce aux méthionine 

sulfoxyde réductases [7]. De même, une protéine peut être modifiée de façon reversible par 

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

 

2. La protéolyse, un mécanisme présent dès la synthèse 
 

 La protéolyse ou dégradation des protéines est un concept qui est apparu il y a 

approximativement 60 ans avec les premières expériences de marquage de l’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'à 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 contrôle en général la durée de 

vie des protéines, élimine celles qui sont mal repliées ou endommagées, en détruit certaines 

de manière spécifique pour réguler une fonction et conséquemment participe au maintien du 

pool d’acides aminés libres cellulaires. La protéolyse cellulaire est un processus très bien 

contrôlé : toute dégradation protéique abusive est systématiquement liée à d’importants 

problèmes dans de nombreux organismes [14, 15, 16, 12]. Même si le plus souvent la 

protéolyse est associée à la dégradation des protéines, il ne faut pas oublier que d’autres 

modifications protéolytiques, non réliées à des processus de dégradation, existent i.e. le 

clivage des peptides d’adressage après 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 l’accessibilité du résidu subissant 

la modification. La partie N-terminale est une des régions les plus actives concernant les 

modifications protéiques depuis la synthèse protéique jusqu'à 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 synthèse des protéines débute par l’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-à-dire qu’il a lieu dès que les 

premiers résidus émergent du tunnel de sortie du ribosome avant l’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] Phosphorylation [2] 

Déformylation [21] Oxydation [22] 
Excision de la méthionine N-terminale [21] Méthylation [23] 
N-α-acétylation [24] ε-acétylation [25] 
Cyclisation [26] Lipidation (palmitoylation...) [27] 
N-Myristoylation [6] Ubiquitination [28] 
Ligation (ubiquitination N-terminale, 
arginylation...) [4]   

 

 

 

 

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 : à gauche celles qui sont spécifique du résidu N-terminal, à droite celles pouvant également 
affecter d’autres parties de la protéine. 
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II. Les constituants de l’excision de la méthionine N-
terminale 
  

1. L’excision de la méthionine N-terminale 
  

 Les protéines sont synthétisées à 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’à présent. Il existe d’autres codons 

qui peuvent être 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 

été découverts chez les eucaryotes. Néanmoins, il est admis que seul l’ARN de transfert 

d’initiation de la traduction ARNtfMet chez les eubactéries et ARNtMet chez les autres 

organismes, peuvent être utilisés pour commencer la traduction. A l’exception de quelques 

très 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 chaîne polypeptidique 

naissante, elle est ensuite très souvent absente de la protéine mature. En effet, selon 

l’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 grâce 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 où 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 où il y a une néo-synthèse 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 chaîne polypeptidique soit 

complètement synthétisée [34]. La NME débute très tôt durant la traduction, dès que les 

premiers résidus émergent du tunnel de sortie du ribosome, avant l’initiation du repliement de 

la protéine [35, 36, 37]. Ces observations ont conduit à l’utilisation de courts peptides dans les 

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

considérés comme modèles de la chaîne polypeptidique naissante. De plus, pour beaucoup de 
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protéines matures, le N-terminus est inaccessible aux enzymes de la NME à cause du 

repliement protéique cachant la séquence N-terminale dans la structure, ou à cause de la 

localisation cellulaire finale de la protéine. 

 Les premières études sur la NME ont commencé dans les années 1960 et se sont 

intensifiées progressivement durant les 30 dernières 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 l’essor de la génomique qui a permis de mieux étudier les acteurs 

de ce processus. 
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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 3.4.11.18 ; 

http://www.chem.qmul.ac.uk/iubmb/enzyme/) sont évolutivement très 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 à 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). 

 

 

Domaine catalytique 
Domaine METAP2 spécifique 
Domaine N-terminal doigt de zinc 
Domaine N-terminal poly-acide/basique
Domaine N-terminal court 
Pré-séquence d’addressage 

eucaryotes (cytoplasme)1A N- -C 

2B N- -C eucaryotes (cytoplasme)

-C N-2A archéees

1C N- -C eubactéries

1B N- -C eubactéries

N- -C eucaryotes (organites)1D 

Figure 2 – Organisation en domaine des METAPs et classification 
Il y a deux types de METAPs distribués à travers le vivant, les METAP1s et 2s. Les deux types de METAPs 
se distinguent aisément grâce à 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 
possèdent un domaine N-terminal supplémentaire. Ce domaine renferme un motif doigt de zinc pour la 
METAP1 (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 l’on 
retrouve dans plusieurs membres de la famille des bacteries actinomyces et dans M. tuberculosis. Les 
eubactéries et les organites possèdent uniquement les METAP1s et les archées que les METAP2s. Le 
cytoplasme eucaryotique a les deux types de METAPs. Les organites possèdent des METAP1s de type 
procaryotique (1D) avec une pré-séquence d’addressage au compartiment cellulaire (en violet).  

Classes des METAPs 

 

Les structures tridimensionnelles des METAP1s 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 très similaire bien que leurs séquences en acides aminés diffèrent 

considérablement (Fig. 3) comme en témoigne la faible valeur de l’écart moyen par rapport à 

la structure moyenne (rmsd=1,4 Å) 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 très bien conservée et les résidus impliqués dans la liaison aux cations 

métalliques se chevauchent. Au sein du même type de METAP, le niveau d’identité de 

séquence est élevé [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 possèdent 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 METAP1 et P. furiosus METAP2). 

Celles possédant un domaine N-terminal d’environ 120 acides aminés appartiennent à la sous-

classe 1A et 2B (par exemple H. sapiens METAP1 et METAP2). Enfin, les METAP1s ayant 

un domaine N-terminale d’environ 40 acides aminés font partie de la sous-classe 1C (par 

exemple M. tuberculosis METAP1C). 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 l’enzyme au bon compartiment cellulaire qui une fois clivée présente le domaine 

catalytique [54, 55] (Fig. 2, 3 et 5). 
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                   10        20        30        40        50        60        70        80 
                    |         |         |         |         |         |         |         | 
EcMetAP1   ------------------------------------------------------------------------------------- 
HsMetAP1   -----------------AAVETRVCETDGCSSEAKLQCPTCIKLGIQG--SYFCSQECFKGSWATHKLLHKKAK-----DEKAKR 
AtMetAP1a  -----------ASESDASSIATLSCA--RCEKPAHLQCPKCIDLKLPREQASFCTQECFKAAWSSHKSVHVKAQLSSIGDQNSDL 
AtMetAP2a  --------------------------------AIGNPEVATM--GKENTEAESSNGNESQLSSDLTKSLDLAEVKEDEKDNNQGE 
AtMetAP2b  --------------------------------ASESPDVAVVAPVVENGGAESSNGKEEQLESELSKKLEIAE---DGQEENDGE 
HsMetAP2   AGVEEVAASGSHLNGDLDPDDREEGAASTAEEAAKKKRRKKKKSKGPSAAGEQEPDKESGASVDEVARQLERSALEDKERDEDDE 
PfMetAP2   ------------------------------------------------------------------------------------- 
 
              90       100       110       120       130       140       150       160       170 
               |         |         |         |         |         |         |         |         | 
EcMetAP1   -----------------------------------------------------------------------AISIKT-PEDIEKM 
HsMetAP1   EVSSWT--VEGDINTDPWAGYRYTGKLRPHYPLMPTRPVPSYIQRPDYADHPLGMSESEQALKGTSQIKLLSSEDIEGMRLVCRL 
AtMetAP1a  ISQGWLYCVKKGQARTPKLPHFDWTGPLKQYPISTKRVVPAEIEKPDWAIDGTPK-VEPNS-DLQHVVEIKTPEQIQRMRETCKI 
AtMetAP2a  EDGLKAEASTKKKKKKSKSKKKKSSLQQTDPPSIPVLELFPSGDFPQGEIQQYNDD-----NLWRTTSEEKR-EMERLQKPIYNS 
AtMetAP2b  E-GSKAETSTKKKKKKNKSKKKKELPQQTDPPSIPVVELFPSGEFPEGEIQEYKDD-----NLWRTTSEEKR-ELERFEKPIYNS 
HsMetAP2   DGDGDGDGATGKKKKKKKKKRGPKV--QTDPPSVPICDLYPNGVFPKGQECEYPPTQDGRTAAWRTTSEEKK-ALDQASEEIWND 
PfMetAP2   ------------------------------------------------------------------MDTEK---LMKAGE-IAKK 
 
                  180       190       200       210       220       230       240       250 
                    |         |         |         |         | 

PG LG- P CISIN PD--DAKL D
PG LN- P CTSVN P---DRRP D
PG LN- P CTSVN P---DARK D
PG LQAG PTG-C-SLNNV PNS DK DVM 
PG LQAG PTG-C-SLNWV PNS DK DVM 
PG LNAG PTG-C-SLNNC PNA DT DIC 
PG LGGK PVNL- SINEI PYK DT DYL 

 | 
GF GF G
GY GF G
GC GL G
GH GKVYQ G
GH GKVFQ G
GR GKTYQ G
GF G---- G

G- GMT I
GHV I

G- GQT I
GR GEL I
GP GEF I
GQ GEV I

GDV I

       |
QY HTIV
QF HTLL
QF HTLL

GI QF HT
GI QF HT
GI QF HT
GA QF HT

        |         |         | 
EcMetAP1   RVAGRLAAE--VLEMIEPYVK VSTGELDRICNDYIVNEQHAVSAC YHGY KSV EVVCHGI LKDG IV 
HsMetAP1   AREVLDVAAG----MIK---- V-TTEEIDHAVHLACIARNCYPSP YYNF KSC EVICHGI LQEG IV 
AtMetAP1a  AREVLDAAAR-VI-------H V-TTDEIDRVVHEATIAAGGYPSP YYFF KSC EVICHGI LEDG IV 
AtMetAP2a  LRQAAE-VHRQVRKYMRSILK MLMID-LCETLENTVRKLISENG- IAF AAHWT G TVLQYD
AtMetAP2b  VRRAAE-VHRQVRKYVRSIVK MLMTD-ICETLENTVRKLISENG- IAF AAHWT G TVLQYD
HsMetAP2   FREAAE-AHRQVRKYVMSWIK MTMIE-ICEKLEDCSRKLIKENG- LAF AAHYT G TVLQYD
PfMetAP2   VREKAI---KLAR-------- MLLLE-LAESIEKMIME------- PAF - AAHYT G TVLKEG
 
             260       270       280       290       300       310       320       330       340 
               |         |         |         |         |         |         |         |        
EcMetAP1   NIDVTVIKD HGDTSKMF-IVGKPTIMGERLCRITQESLYLALRMVKPGINLREIGAAIQKFVEAE--- SV----VREYC H 
HsMetAP1   NVDITLYRN HGDLNETF-FVGEVDDGARKLVQTTYECLMQAIDAVKPGVRYRELGNIIQKHAQAN--- SV----VRSYC H 
AtMetAP1a  NVDVTVCYK HGDLNETY-FVGNVDEASRQLVKCTYECLEKAIAIVKPGVRFREIGEIVNRHATMS--- SV----VRSYC H 
AtMetAP2a  KLDFGTHID IVDSAFTVAFNPMFDPLLAASRDATYTGIKEAGVDVRLCDVGAAVQEVMESYEVEIN-- VKSIRNLN H 
AtMetAP2b  KLDFGTHID IIDCAFTVAFNPMFDPLLAASREATYTGIKEAGIDVRLCDIGAAIQEVMESYEVEIN-- VKSIRNLN H 
HsMetAP2   KIDFGTHIS IIDCAFTVTFNPKYDTLLKAVKDATNTGIKCAGIDVRLCDVGEAIQEVMESYEVEID-- VKPIRNLN H 
PfMetAP2   KIDVGVHID IADTAVTVRVGMEEDELMEAAKEALNAAISVARAGVEIKELGKAI-------ENEIRKR FKPIVNLS H 
 
                  350       360       370       380       390       400       410       420 
                    |         |         |         |         |         |         |         | 
EcMetAP1   GI RGFHEEPQVL-----HYDSRETNVVLKP FT EPMVNAGKKEIRT---------------------------------- 
HsMetAP1   GIH-HGIH-KLFHTAPNVPHYAKNKAVGVMKS FT EPMICEGGWQDET---------------------------------- 
AtMetAP1a  GI DLFHCAPNIP-----HYARNKAVGVMKA FT EPMINAGGWRDRT---------------------------------- 
AtMetAP2a  SI YQIHAEKSV----PNVRGGEQ--TKMEE YA ETFGSTGKGYVREDLECSHYMKNYDVGHVPLRLPRAKQLLATINKNF 
AtMetAP2b  SI YQIHAGKSV----PIVKGGEQ--TKMEE YA ETFGSTGKGYVREDLECSHYMKNFDAGHVPLRLPRAKQLLATINKNF 
HsMetAP2   SI YRIHAGKTV----PIVKGGEA--TRMEE YA ETFGSTGKGVVHDDMECSHYMKNFDVGHVPIRLPRTKHLLNVINENF 
PfMetAP2   KIERYKLHAGISI----PNIYRPHDN-YVLKE FA EPFATIGAGQVIEVPPTLIYMYVRDVP-VRVA--QARFLLAKIKREY 
 
             430       440       450       460       470       480       490       500 
               |         |         |         |         |           |         | 
EcMetAP1   -----------------------------MKDGWTVKTKD--RSLSA E VTDNGCEILTLRKDDTIPAIISHDE 
HsMetAP1   -----------------------------WPDGWTAVTRD--GKRSA E VTDTGCEILTRRLDSARPHFMSQF- 
AtMetAP1a  -----------------------------WPDGWTAVTAD--GKRSA E VTETGVEVLTARLPSSPDVYPWLTK 
AtMetAP2a  STLAFCRRYLDR-LGETKYLMALKNLCDS IEPCPPVCDVKGSYIS E ILLRPTCKEIISK-----GDDY----- 
AtMetAP2b  STLAFCRRYLDR-IGETKYLMALKNLCDS VQPYPPLCDVKGSYVS E ILLRPTCKEVLSK-----GDDY----- 
HsMetAP2   GTLAFCRRWLDR-LGESKYLMALKNLCDL VDPYPPLCDIKGSYTA E ILLRPTCKEVVSR-----GDDY----- 
PfMetAP2   GTLPFAYRWLQNDMPEGQLKLALKTLEKA IYGYPVLKEIRNGIVA E IIV---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 (PfMETAP2), 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 à 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 à partir de la base de 
donnée UniProt (http://www.uniprot.org/).  
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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 après alignement 
automatique de deux séquences sur Clustalw (http://npsa-pbil.ibcp.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. 

Identité (%) Ec METAP1 Hs METAP1 At METAP1A Pf METAP2 Hs METAP2 At METAP2A
Hs METAP1 31,1
At METAP1A 29,5 55,0
Pf METAP2 22,9 16,3 13,6
Hs METAP2 10,5 17,7 14,9 24,6
At METAP2A 13,7 14,5 12,9 25,3 58,9
At METAP2B 13,6 14,9 10,9 24,7 60,5 83,3

 

 

Figure 5 – Structure des deux types de METAPs 
La structure en ruban de la METAP1 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 
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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 où la 

protéine en cours de synthèse émerge du tunnel de sortie du ribosome est un instant 

particulièrement 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 l’espace de l’action de ces différents facteurs est 
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primordiale pour assurer la synthèse de protéines natives et actives [56, 19]. Pourtant, les 

règles spatio-temporelles qui régissent l’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 l’état non replié de la chaîne polypeptidique 

naissante facilite fortement l’accès aux différentes enzymes impliquées dans la maturation N-

terminale des protéines. Aujourd’hui, de plus en plus d’études complémentaires appuient 

l’hypothèse de l’interaction des enzymes de la NME avec le ribosome et que ce processus est 

très 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 l’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 être à l’origine de l’interaction de l’enzyme avec le ribosome 

[58]. Ce domaine en doigt de zinc de la METAP1 est également conservé chez les animaux 

[59] et les plantes [60]. L’enzyme METAP2 ne possède pas ce motif mais a deux séquences 

de poly-lysines et un motif riche en acides aspartiques pouvant jouer un même rôle 

d’interaction avec le ribosome [38]. Bien que les METAP1s des procaryotes ne possèdent 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 

l’association au ribosome. Cependant, ces motifs SH3 ne sont présents que dans une minorité 

de METAPs bactériennes [61]. 

 Malgré ces dernières avancées, la dynamique des évènements 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 à être largement étudiée. 

 

C. La double fonctionnalité de la méthionine aminopeptidase 2 animale 

 

Les gènes et ADNc des METAP2s ont été clonés à partir de cellules animales (lapin, 

rat et humain) et la phase ouverte de lecture a été initialement appelée p67, du nom de la 

glycoprotéine de 67 kDa qui s’associe au facteur d’initiation de la traduction eucaryote eIF2 

[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 eIF2 dans une forme active en la protégeant de la phosphorylation [65]. Cette 

activité de protection d’eIF2 de la phosphorylation (POEP) est indépendante de l’activité 

NME. 

L’extension N-terminale des METAP2s eucaryotiques n’est pas requise pour l’activité 

catalytique [67]. De plus, la structure de la METAP2 humaine révèle 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 suggère que ces 

enzymes ne possèdent pas d’activité POEP. 

 

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

catalytique 

  

Les METAPs sont des metalloprotéases et à ce titre, leur activité est fortement inhibée 

par des agents chélateurs de métaux tels que l’EDTA. Plusieurs données ont suggéré que le 

cation métallique lié à l’enzyme in vivo pourrait être un cation ferreux Fe2+ pour la METAP1 

de E. coli et un cation Mn2+ pour la METAP2 humaine. Pourtant, à l’heure actuelle la nature 

et le nombre de cations métalliques du centre actif restent encore très controversés. Très vite 

après sa caractérisation initiale, il a été 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 être activées in vitro par 

différents cations métalliques divalents tels que Fe2+, Co2+, Mn2+ et Zn2+. La METAP peut 

également être 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 être 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 être la cause de cet échec et 

que la nature du cation métallique présent in vivo dans le site actif peut dépendre aussi des 

 
 
 

28



 
 

conditions physiologiques et de la disponibilité de ces ions dans la cellule. 

 

E. La spécificité de substrats des méthionine aminopeptidases 

 

Chez la levure, l’inactivation simultanée des deux gènes qui codent pour les METAPs 

est létale [52]. Cependant, l’absence de la METAP1 induit une forte diminution du taux de 

croissance des levures tandis que l’absence de la METAP2 ne l’affecte que très peu indiquant 

le rôle prépondérant de la METAP1 chez la levure [79, 80]. En outre, certaines cellules de 

mammifères sont sensibles à l’inhibition de la METAP2 suggérant un rôle plus important de 

la METAP2 dans ces cellules. Enfin, chez A. thaliana, l’inactivation simultanée des METAPs 

cytoplasmiques est également létale [81]. Les deux types de METAPs sont fonctionnellement 

interchangeables contrairement à celles des champignons et des animaux car l’absence d’un 

des deux types de METAPs n’induit pas de phénotypes visibles [82]. Par conséquent, 

l’importance relative des deux types de METAPs semble différente chez les plantes, les 

mammifères et les champignons. 

La NME est reconnue pour être la source majeure de la diversité de l’acide aminé N-

terminal des protéines. Dès 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, l’acide aminé suivant P1’, puis P2’ et ainsi de suite. De même, 

pour les METAPs, la poche de liaison de la méthionine N-terminale est nommée S1, la poche 

correspondant à l’acide aminé suivant S1’ et ainsi de suite (Fig. 6). Il est admis depuis 

longtemps que le déterminant majeur de l’excision ou non de la méthionine initiatrice est le 

couple : poche S1’ – position P1’ [84, 85]. En effet, le clivage a lieu si la chaîne 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 chaîne latérale plus 

imposante à cette position (Fig. 6). Cette « règle » 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 l’hétérogénéité et le 

manque de standardisation des expériences réalisées. Beaucoup de questions restent sans 

réponse notamment l’influence des résidus P2’, P3’ ou plus éloignés 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 

premières observations. Par exemple, les auteurs ont rapporté qu’une glycine en position P1’ 

diminue l’efficacité du clivage [86]. Par conséquent, il est aujourd’hui difficile d’avoir une 

vision précise et cohérente de la spécificité de substrats des METAPs lorsque que l’on 

compile les différentes analyses réalisées jusqu’à 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 à réconcilier les données in vitro et in vivo. 

 

 

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 l’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 règle décrite ci-
dessus. Les acides aminés à 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 empêchent d’avoir une vision claire de la situation. 
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III. Implications et applications thérapeutiques de 
l’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 rôle important dans beaucoup de pathologies. Par conséquent, la 

NME est un mécanisme cellulaire d’intérêt croissant notamment dans la lutte contre le cancer 

ainsi que dans un grand nombre d’affections. En effet, de récentes découvertes ont ravivé 

l’intérêt de l’étude 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 à la survie 

cellulaire. La délétion génique ou l’inhibition de leur activité par des molécules inhibitrices 

est létale chez tous les organismes vivants. Les bactéries ont un seul gène 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 à la survie des bactéries. Mon étude se situant principalement au niveau du 

cytoplasme des eucaryotes supérieurs, la description de l’inhibition des PDFs ne sera donc pas 

réalisée (pour revue [88]).  

 

2. La méthionine aminopeptidase 2 : une cible, plusieurs effets 
 

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

 

 La NME a fait l’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 

étant la METAP2 en 1997 par deux groupes indépendants en utilisant notamment des 

analogues réactifs de la fumagilline [89, 90]. La fumagilline est un sesquiterpène contenant 
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deux groupements époxydes (Fig. 7B) qui a été isolé à partir du champignon Aspergillus 

fumigatus. Elle a été originellement découverte au début des années 1950 pour ses effets 

délétères sur les amibes [91]. De nombreux dérivés ont été synthétisés à partir de cette 

molécule telle que par exemple le TNP-470 (ou AGM-1470) [92], l’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, suggèrent fortement que cette enzyme est une cible 

très 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 à 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 METAP1 même si ils se lient également covalemment à l’enzyme mais 

avec une très faible affinité [99].  

Le rôle de la METAP2 dans la progression tumorale n’est pas encore bien compris. En 

particulier, la cascade d’événements qui relie l’inhibition de l’activité METAP2 et l’arrêt de la 

prolifération cellulaire n’est actuellement pas connue. De même, les substrats de la METAP2 

qui causent directement la réponse antiproliférative de ces composés sont inconnus. 

Différentes hypothèses 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 

(ii) la réponse à l’inhibition de la croissance est dépendante du type cellulaire et est 

déterminée par une protéine directement régulée par l’activité 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 même, 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 modèles tumoraux [103, 104, 101, 105]. En 

effet, le TNP-470 inhibe notamment la croissance des tumeurs primaires et métastasiques 

chez l’Homme et la souris notamment les neuroblastomes, glioblastomes, les 

neurofibrosarcomes, le cancer des ovaires, de la prostate, et les sarcomes de l’utérus et 

conduit également à la réduction de leur vascularisation [106, 107, 101, 108, 109, 110, 104, 

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

 

B. Méthionine aminopeptidase 2 et angiogenèse 

 

L’angiogenèse, la formation de nouveaux vaisseaux sanguins à partir de la 

vascularisation existante, est un composant essentiel dans beaucoup de pathologies incluant la 

croissance tumorale, la rétinopathie diabétique, la dégénérescence maculaire, l’arthrite et 

l’inflammation. La prolifération de cellules endothéliales normales quiescentes est une étape 

critique requise pour l’angiogenèse. Par conséquent, les inhibiteurs de l’angiogenèse 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 être 

moins susceptibles aux mécanismes de résistances  car la tumeur n’est pas la cible directe de 

la drogue. De plus, comme l’angiogenèse est réprimée dans beaucoup de processus à l’âge 

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 modèles in vivo en arrêtant la prolifération des cellules endothéliales [95, 117, 118, 101, 

119, 120, 105, 121, 122]. Ils font partie des inhibiteurs les plus efficaces de l’angiogenèse. Le 

TNP-470 a une activité antiangiogénique plus forte et moins d’effets secondaires que la 

fumagilline. De plus, ce composé représente l’une des premières molécules antiangiogéniques 

à avoir effectué un essai clinique [122]. Le TNP-470 et ses analogues ont montré une capacité 

à ralentir la progression tumorale et de causer une régression complète et durable [123, 124, 

125, 126, 127, 128, 129, 130, 105]. Pour accroître le caractère 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 α-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 à la fumagilline [132]. En effet, le génome minimal de ces organismes 

représentés par E. cuniculi possède un gène codant une METAP2 et aucun pour une 

METAP1. Ces parasites sont responsables de différents syndromes chez des personnes 

immunodéprimées et la fumagilline est l’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 être utilisée pour développer des molécules contre ces parasites. 

De plus, il a été rapporté pour la première 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 possède une activité 

antimalariale in vitro et semble plus efficace que le TNP-470 [120]. Contrairement à 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 à la chloroquine (première génération de composés 

antimalarial) in vitro et in vivo [120]. Il y a quatre isoformes de METAPs chez P. falciparum : 

METAP1A, METAP1B, METAP1D et METAP2. Comme pour d’autres METAP1s les trois 

METAP1s de P. falciparum sont actives in vitro mais ne sont pas inhibées par le TNP-470 et 

le fumarranol à haute concentration. Ceci suggère que c’est l’inhibition de METAP2 qui est 

responsable de l’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 mammifères sensibles aux inhibiteurs 

des METAP2s, il reste à comprendre pourquoi nous observons cet effet anticellulaire alors 

même que des METAP1s sont encore présentes et actives. 

En outre, les affections dépendantes de l’angiogenèse telles que la rétinopathie 

diabétique, la dégénérescence musculaire et l’arthrite peuvent être combattues en utilisant les 

inhibiteurs des METAP2s car beaucoup ont montré une activité antiangiogénique (voir 

chapitre III.2.B.). Récemment, la fumagilline a été testée en tant que molécule antiobésité car 
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l’angiogenèse 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 

l’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 

l’abolition de l’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 modèle in 

vivo, il a été constaté que l’inhibition de l’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 très vite après sa caractérisation initiale (voir chapitre III.2.). Malgré tout, les 

essais avec cette première génération de composants ont été arrêtés durant les tests cliniques à 

cause de leur neurotoxicité à la concentration nécessaire pour observer la régression tumorale. 

De plus, la demi-vie extrêmement 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, l’élimination des symptômes neurologiques a été obtenue grâce à des 

polymères couplés au TNP-470 bloquant le passage de la barrière sang-cerveau. C’est le cas 

de la Caplostatine, formulée pour l’injection [139]. Plus récemment une forme bio-disponible 

oralement a été mise au point (Lodamine). Cette molécule correspond au TNP-470 conjugué à 

du polyéthylène glycol et forme des micelles nanopolymériques. La Lodamine s’accumule 

dans les tumeurs et inhibe la croissance tumorale et l’angiogenèse sans causer de problèmes 

neurologiques chez la souris. De plus, en passant par le foie, la Lodamine prévient 

l’apparition de métastases [105] (Fig. 7B). En outre, pour améliorer le comportement 

pharmaco-cinétique de la fumagilline, une version αvβ3-targeted de la fumagilline a été crée et 
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cible spécifiquement les cellules endothéliales grâce à un ligand de l’αvβ3-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 système vasculaire rendent le ciblage spécifique des 

cellules endothéliales. Cette nanoparticule inhibe la croissance des adénocarcinomes in vivo  

[130]. 

 D’autres composés 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 à la première 

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 l’arthrite rhumatoïde [140]. D’autres analogues de la 

fumagilline ont été conçus, 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 à grande échelle et de conception rationnelle, le composé A-357300 a été identifié 

comme un nouvel inhibiteur des METAP2s à fixation réversible ; ce composé fait partie de la 

famille des bestatines [100], une famille de composés connue depuis longtemps pour son 

activité 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 

également 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 l’inhibition de la METAP2 in vivo et l’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 METAP1s et METAP2s humaines. Les 
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bengamides, représentés par le composé LAF-389, ont montré une efficacité anticancéreuse 

sur différents modèles animaux en tests précliniques. Bien qu’ils ne soient pas spécifiques du 

type 2 des METAPs, ils produisent le même effet que la fumagilline et montrent une 

selectivité cellulaire similaire [144, 145, 146]. 

 

 

Fumagilline Ovalicine TNP-470 Fumagalone

Bengamide E Bestatine 

A-800141 

LAF389 LAF153 

Hybride de 1-deoxynojirimycine  
et aryl-1,2,3-triazole 

aryl-1,2,3-triazoleLodamine 

A 

B 

C 

Acide hydroxamique Dérivé barbiturate Dérivé de pyridine 2-
carboxylique 

Dérivé 2-pyrydil-
pyrimidine 

Figure 7 – Inhibiteurs des METAPs  
A. Inhibiteurs des METAP1s, 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 à 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 émergente 
 

Les méthionine aminopeptidases de type 1 représentent une cible prometteuse pour le 

développement de nouveaux antibactériens, antifongiques et anticancéreux. Pourtant, en 

comparaison à la METAP2, il existe peu d’inhibiteurs des METAP1s et ces METAPs sont 

également moins étudiées alors que leur activité est  essentielle à la survie des eubactéries.  

Depuis longtemps les acides hydroxamiques (Fig. 7A) sont connus pour être 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 METAP1 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 être utilisés pour la conception de nouveaux antibiotiques, 

les bactéries exprimant seulement la METAP1. Par ailleurs, ils inhibent également la  

prolifération de lignées cellulaires tumorales [150]. 

En outre, les dérivés catéchols couplés avec un thiazole ou un thiophène montrent une 

forte efficacité et sont sélectifs pour la METAP1 d’E. coli ayant un centre dinucléaire ferreux. 

Une activité antibactérienne a également été observée. La structure de l’enzyme d’E. coli en 

complexe avec un de ces inhibiteurs a confirmé l’interaction directe entre l’inhibiteur et la 

METAP au niveau de son site actif [77, 78]. 

Plus récemment, la famille des pyridinyles pyrimidines (Fig. 7A) a été découverte 

grâce à un criblage haut débit [151]. Elle inhibe l’activité de la METAP1D de P. falciparum 

et montre une activité antiplasmodiale [151, 152]. Ces inhibiteurs arrêtent le développement 

du parasite dans les expériences in vitro. Il a également été constaté une activité in vivo sur 

deux modèles de paludisme chez la souris. Ces composés étant efficaces sur les souches de P. 

falciparum sensibles et résistantes à la chloroquine, ils sont donc très intéressant dans la lutte 

contre ces affections [151]. De plus, ils possèdent une activité antileishmaniale [152].  

Une autre classe d’inhibiteurs sélectifs des METAP1s 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 être développés pour des applications contre le cancer [153]. 

Des analyses de transcripts ont indiqué que les deux METAP1s de M. tuberculosis 

sont différentiellement exprimées durant les phases de croissance suggérant que ces deux 

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

METAP1C de M. tuberculosis [75, 155]. 

 

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

 

Les effets visibles de l’application de la fumagilline ou de ses dérivés sur différentes 

lignées cellulaires ou sur différentes tumeurs sont désormais bien décrits. De même, la cible 

moléculaire de ces composés est identifiée formellement comme étant la METAP2 même si 

ils se lient également covalemment à la METAP1 mais avec une très 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 à la fumagilline [79]. De plus, la fumagilline inhibe 

spécifiquement l’activité NME des METAP2s sans altérer la fonction POEP [89]. 

Cependant, la cascade d’évènements qu’il y a entre l’inhibition de l’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 

mammifères reste largement énigmatique. 

L’effet anticellulaire des inhibiteurs des METAP2s étant spécifique de certaines 

lignées cellulaires, une des hypothèses pour expliquer ce phénomène 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 quantité de METAP2 dans la cellule tandis que la 

quantité de protéines METAP1 semble rester constante [156]. Néanmoins, une surexpression 

similaire de la METAP2 exposée à la fumagilline a aussi été observée dans des types 

cellulaires non endothéliaux et insensibles à cette molécule [156]. Ces données contradictoires 

ne permettent pas à l’heure actuelle de clarifier l’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 quantité de METAP2s avec des ARNs antisens dans les cellules 

d’hépatomes de rat supprime la synthèse protéique, augmente la phosphorylation d’eIF2α et 

induit l’apoptose [157]. Il a également été montré que la diminution de la quantité de 
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METAP2 provoque l’apoptose à travers la diminution de l’expression de Bcl-2 (un gène 

antiapoptotique) et la réduction de l’activité télomérase dans les cellules humaines de 

mésotheliome [158]. De même, la déplétion par des ARNs interférents de la METAP2 

provoque l’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 α du facteur d’initiation de la traduction eIF2 [65]. Une diminution 

de l’expression de la METAP2 provoque une augmentation de la phosphorylation d’eIF2α et 

par conséquence son inhibition, ce qui induit une diminution de la synthèse protéique amenant 

à la mort cellulaire. Ainsi, ces expériences affectant le niveau d’expression de la METAP2 ne 

permettent pas de savoir si les effets observés sont dûs au manque (i) d’activité POEP, (ii) 

d’activité NME ou (iii) des deux. Clairement, des expériences sont aujourd’hui nécessaires 

pour mieux comprendre le rôle de l’activité POEP. De plus, des études où l’activité POEP 

n’est pas affectée sont requises pour comprendre le rôle de la NME dans ces cellules. 

Actuellement, le meilleur moyen d’y parvenir est l’utilisation d‘inhibiteurs tels que la 

fumagilline. En effet, même s’il reste des interrogations sur l’effet de ces molécules sur 

l’activité POEP, il a été montré que les METAP2s inactivées covalemment par le TNP-470 

sont toujours capables de stabiliser eIF2α [89]. 

 

B. Diminution de l’activité méthionine aminopeptidase et conséquences 

physiologiques sur le cycle cellulaire 

 

Dès 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 l’expression des gènes c-fos - ne sont pas affectés par ces composés. En revanche, ils 

inhibent l’activation de la kinase dépendante de la cycline 2 (CdK2) et conséquemment la 

phosphorylation de la protéine Rb (un produit de gène 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 

être activée en formant des complexes. Ces deux composants essentiels du cycle cellulaire 

sont finement régulés à 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 l’application de TNP-470 sur des cellules endothéliales provoque 

l’accumulation du CdKi p21. Ce dernier inhibe l’activation du complexe cycline E - CdK2 

corrélant ainsi avec l’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 être réalisé par 

p53 qui provoque l’accumulation de p21 ce qui inhibe le complexe cycline E - CdK2, arrêtant 

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 gène codant 

p21 sont très peu sensibles à l’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 l’effet 

antiprolifératif du TNP-470. Néanmoins, les cellules déficientes en p53 sont toujours un peu 

sensibles au TNP-470 ce qui suggère que d’autres voies sont impliquées dans l’effet 

antiprolifératif du TNP-470. 

Par conséquent, il a été proposé que l’effet des inhibiteurs des METAP2s ne se 

manifeste pas uniquement sur la voie contrôlée 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 très peu cette voie. Dans beaucoup de 

cellules tumorales, le gène codant p53 porte une mutation ce qui peut expliquer la résistance 

de certaines lignées tumorales à l’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 

l’allèle sauvage de p53 et sont insensibles à l’inhibition de l’activité METAP2. De plus, la 

prolifération des cellules dont l’expression de p53 est abolie (HCT-15 et DLD1, deux lignèes 

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 l’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 

l’arthrite rhumatoïde), il a été montré une sous-expression de PCNA (antigène nucléaire de la 

prolifération cellulaire), proportionnelle au niveau d’inhibition de METAP2 suggérant un rôle 

de PCNA dans l’effet de l’inhibition de la METAP2 [140]. Cette protéine est impliquée dans 

la réplication de l’ADN car il s’agit du facteur de processivité de l’ADN polymérase. Le CdKi 

p21 est capable de s’associer au PCNA [166]. La quantité de p21 est également augmentée 

dans une lignée cellulaire modèle de mélanome traité avec le PPI-2458 [167].  

Il a été également montré que l’inhibition de la METAP2 bloque l’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 arrêt du cycle cellulaire via la réduction de l’expression de cyclines D  

[169]. Dans ce contexte, l’hyperphosphorylation des protéines Rb et l’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 

l’expression des cyclines D1, D2 et E en présence ou en absence de facteurs de croissances. 

Le TNP-470 supprime également l’activation de ces cellules de sarcome. Ainsi, ce blocage 

cellulaire en G1 et l’abolition de l’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 l’arrêt de la prolifération cellulaire passe par la diminution de la 

quantité de cycline D [131] (Fig. 8A). Enfin, une étude a rapporté que l’inhibition de la 

METAP2 empêche les cellules endothéliales de rentrer en phase G1 [173] (Fig. 8A). 

Pour le moment, les données sur l’effet de l’inhibition de l’activité de la METAP2 sur 

le cycle cellulaire ne semblent pas converger vers un modèle d’action très clair. En effet, 

certains suggèrent que l’inhibition de l’activité METAP2 induit un blocage du cycle cellulaire 

en phase G1 via l’inhibition de l’expression de cyclines D [169, 117, 174] tandis que d’autres 

ont indiqué que l’inhibition de l’activité METAP2 induit un arrêt en fin de phase G1 par 

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

 

Récemment, la METAP1 humaine a été impliquée dans le contrôle 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 l’activité de la METAP1 induit le maintien de 

la quantité de cycline B par un mécanisme post-transcriptionnel. De plus, des inhibiteurs 

spécifiques des METAP1s sont capables d’induire l’apoptose dans des cellules leucémiques 

probablement en conséquence de l’arrêt du cycle cellulaire [150] (Fig. 8B). 
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Figure 8 – Voies de blocage du cycle cellulaire proposées lors de l’inhibition des METAPs humaines   
A. Il 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 
à l’initiation de la phase G1 ou au cœur de la phase G1 à travers la diminution transcriptionnelle de  la 
quantité de cyclines D. Plusieurs auteurs ont également rapporté que le blocage du cycle cellulaire s’effectue 
à la transition G1/S à travers l’augmentation de la quantité de p21, inhibiteur de CdKs. Cette accumulation 
est stimulée transcriptionellement par p53. La protéine p21 inhibe l’activité du complexe CycE-CdK2 
provoquant une hypophosphorylation de la protéine Rb. De plus, le blocage cellulaire observé peut 
également être la résultante de la voie Rac1 inhibant l’agent mitogène VEGF. B. L’inhibition de l’activité 
METAP1 induit le blocage du cycle cellulaire en fin de phase G2/M à 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 l’activité méthionine aminopeptidase et autres conséquences 
physiologiques 
 

L’inhibition sélective de la METAP1 conduit à l’arrêt de la division cellulaire et induit 

l’apoptose dans les cellules leucémiques [150]. Néanmoins, l’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 l’activité 

NME des METAP2s, a un effet cytostatique sur certaines lignées cellulaires de mammifères 

[100]. Il a également été montré que ces inhibiteurs, appliqués à plus fortes doses peuvent 

avoir un effet cytotoxique. Cet effet biphasique de l’inhibition de l’activité METAP2 sur les 

HUVECs a également été observé [117]. Plusieurs groupes ont observé une induction de 

l’apoptose dans des cellules tumorales et des cellules vasculaires endothéliales lors de 

l’inhibition de la METAP2 [175, 176].  

De plus, il a été montré que la fumagilline induit l’apoptose à travers des dommages 

mitochondriaux dans les cellules malignes de mésotheliome mais que les lignées de cellules 

mesothéliales primaires ne subissent pas l’apoptose suggérant encore une fois qu’il y a 

plusieurs voies de réponse à l’inhibition de la METAP2 selon les conditions cellulaires. Il a 

été observé que la quantité de protéines codées par le gène antiapoptotique Bcl2 ainsi que 

l’activité télomérase sont réduites lors du traitement à la fumagilline [158]. Le produit du gène 

Bcl2 maintient l’intégrité de la mitochondrie en régulant l’ouverture des pores transitoires et 

contrôlant 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 à 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 l’affinité de la METAP2 avec ERK1/2 et provoque ainsi 

l’inhibition de cette phosphorylation dans des myoblastes [179] ce qui peut expliquer l’effet 

antiprolifératif de la fumagilline. Cependant, en utilisant une autre classe d’inhibiteurs des 

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

Le TNP-470 empêche l’adhésion des cellules endothéliales entre elles initiée par le 

VEGF, la formation de replis membranaires et le réarrangement du cytosquelette en inhibant 

l’activation de Rac1 qui est un membre de la famille Rho des GTPases [101]. Il semble 

également 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 l’endothélium 

vasculaire) dans le milieu de culture de cellules de fibrosarcomes traitées avec le TNP-470 est 

diminuée par rapport au contrôle indiquant que le TNP-470 réprime la sécrétion du VEGF. 

Cette découverte suggère fortement que le TNP-470 inhibe également l’angiogenèse par le 

truchement de la répression de la sécrétion de VEGF et que conséquemment, la suppression 

de l’angiogenèse inhibe la tumorigenèse [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 rôle important chez tous les animaux dans l'embryogenèse et la 

morphogenèse. Les voies impliquant Wnt ont un rôle critique également dans beaucoup 

d’autres processus incluant développement, différenciation cellulaire et tumorigenèse [182] 

(Fig. 9). 

Enfin, des analyses microarray d’HUVECs traitées avec de la fumagilline ont montré 

la sur-expression de 71 gènes et la sous-expression de 143 autres gènes [119]. Ces 

changements d’expression semblent avoir lieu très précocement c'est-à-dire entre une et deux 

heures après les traitements des cellules [183]. Toutefois, même si ces modifications de 

l’expression génique sont très probablement impliquées dans l’effet antiangiogénique de la 

fumagilline nous ne connaissons ni leur lien direct avec l’inhibition de METAP2 ni si cette 

variation au niveau de l’ARN messager est accompagnée par un changement de niveau des 

protéines correspondantes. En effet, très peu d’études protéomiques approfondies ont été 

engagées jusqu'à maintenant [184, 146]. 
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Figure 9 – Autres conséquences physiologiques de l’inhibition de la METAP2 humaine   
Il a été mis en évidence que d’autres voies sont réprimées lors de l’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 été montré que l’activité télomérase et l’expression de Bcl-2 sont réprimées 
dans des cellules de mésothéliome ce qui induit une libération de caspases dans le cytoplasme et in fine
l’apoptose. Enfin, bien que controversées, des études suggèrent que l’abolition de l’activité METAP2 
empêche l’activation de ERK1/2 et ainsi perturbe la prolifération cellulaire. 

Réprime 

 

 Il est désormais acquis que l’inhibition de la NME est une voie à suivre pour 

développer des stratégies thérapeutiques notamment contre le cancer et les affections 

dépendantes de l’angiogenèse. La compilation des données disponibles semble montrer un 

effet antitumoral multifactoriel avec une inhibition directe des cellules malignes ainsi qu’une 

inhibition de l’angiogenèse (Fig. 10). Néanmoins, les causes de la spécificité cellulaire 

d’action de la fumagilline et de ses dérivés restent inconnues. De même, la cascade 

d’événements qui relie le blocage de la NME, c'est-à-dire le maintien de la méthionine N-

terminale, et l’effet anticellulaire et antiangiogénique observé est encore très peu comprise. Le 

fait que la METAP2 animale possède l’activité POEP ne facilite pas la compréhension du rôle 

de la NME. De plus, les données concernant la NME sont souvent partielles et non 

homogènes ce qui ne permet pas à l’heure actuelle de se faire une idée claire de la fonction de 

la NME dans ces cellules malgré que ce processus possède un potentiel thérapeutique reconnu 

très important. 
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IV. Rôle physiologique de l’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 où il y a une synthèse de protéines (cytoplasme, mitochondries et plastes) et qui est 

très conservé à travers le vivant. Les gènes codant les enzymes assurant la NME font partie du 

génome minimal (environ 300 gènes) 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 façon similaire, les METAPs sont 

présentes dans le protéome très réduit du parasite eucaryotique E. cuniculi (environ 2000 

proteines) [188]. De plus, l’abolition de la NME conduit systématiquement à la mort 

cellulaire. 

  De façon 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 gènes chez les bactéries 

[189, 190, 191] et la levure [52] conduit systématiquement à la mort cellulaire rendant les 

études difficiles. La compréhension de ce processus chez les eucaryotes a été retardée par la 

redondance des gènes 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 rôle de la NME est réalisée ici 

excepté pour le domaine lié aux applications thérapeutiques qui a été abordé plus en détail 

dans le précédent chapitre (III.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 l’attachement d’un 

groupement myristate (acide gras saturé ayant 14 atomes de carbone) sur une glycine N-

terminale. Par conséquent, l’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 suggère que la N-myr est apparue 

après la NME durant l’évolution. En outre, toutes les protéines ayant une glycine N-terminale 

ne sont pas myristoylées. Ainsi, la nature essentielle de la NME ne peut pas s’expliquer 

uniquement comme une conséquence de la N-myr. 

 

B. Le résidu N-terminal catalytique 

 

 Il existe de rares cas où il a été montré que la NME est nécessaire pour libérer le résidu 

N-terminal impliqué dans le mécanisme catalytique de l’enzyme. En effet, dans une telle 

situation, l’action des METAPs est nécessaire pour que l’enzyme puisse fonctionner 

correctement. C’est le cas notamment de la glutamine fructose-6-phosphate amino-transferase 

(Gfa1), une enzyme essentielle chez la levure et qui catalyse la première étape limitante de la 

biosynthèse de l’héxosamine. Le groupement α-amino de la cystéine N-terminale de Gfa1, 

libéré après l’action de la METAP, agirait comme un nucléophile dans le mécanisme 

catalytique. Il a été montré que l’exposition de la cystéine en position N-terminale est requise 

pour la fonction normale de Gfa1 car sinon son activité décroît, ce qui provoque une 

diminution du taux de croissance des levures [196]. Ces résultats constituent la première 

démonstration qu’une protéine endogène de la levure a besoin de la NME pour assurer sa 

fonction.  

De plus, la NME de protéines recombinantes est souvent critique pour leur fonction. 

Par exemple, le maintien de la première méthionine d’une ribonucléase ayant des propriétés 

antitumorales, exprimée chez E. coli conduit à une activité catalytique plus faible ainsi qu’à 

une réduction de sa thermostabilité [197]. De manière similaire, la cytokine RANTES est 

complètement inactive lorsque la méthionine N-terminale est maintenue [198, 199, 200]. 
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2. Les méthionine aminopeptidases, une régulation différentielle 
 

La NME a longtemps été considérée comme une voie constitutive, faisant partie des 

fonctions dites de « ménage » assurant le bon fonctionnement cellulaire. Désormais, une 

variété d’évidences appuie la théorie contraire. C’est le cas notamment des cellules des 

mammifères où une expression différentielle de la METAP2 a été observée selon le type 

cellulaire et l’état de prolifération des cellules en comparaison à la METAP1. L’expression 

des METAP2s semble augmenter dans des conditions mitogéniques. De plus, la METAP2 

semble surexprimée dans les cellules tumorales en comparaison aux cellules normales [201, 

156, 66]. Elle s’accumule aussi dans les tumeurs du cancer du colon et est associée à la 

progression des métastases [202]. En outre, la surexpression de la METAP2 humaine 

provoque une accélération de la prolifération des cellules épithéliales des bronches [102]. Ce 

phénotype est aboli par l’application d’un inhibiteur des METAP2s indiquant l’importance de 

la fonction catalytique des METAP2s. Ainsi, ces données suggèrent que la METAP2 est 

régulée durant la prolifération cellulaire ainsi que durant la tumorigenèse contrairement à la 

METAP1. Chez les insectes, les transcripts des METAP2s sont uniformément distribués 

durant les premières étapes du développement embryonnaire mais ensuite une spécificité 

tissulaire a été constatée [203] 

Une régulation différentielle de la METAP2 a été observée pendant le développement 

asexuel du parasite eucaryote Toxoplasma gondii [204]. Chez P. falciparum, la protéine 

METAP1 est co-régulée avec différents composants de la voie ubiquitine [205]. La METAP1 

est exprimée de manière différentielle aussi durant le cycle cellulaire des dinoflagellés [206]. 

Chez les plantes, les METAPs sont également connues pour être régulées durant le 

développement. Dans le cytoplasme du modèle A. thaliana, une METAP de type 1 

(METAP1A) et deux METAPs de type 2 (METAP2A et METAP2B) ont été caractérisées. La 

METAP2B est la plus fortement exprimée et des transcripts METAPs ont été trouvés dans 

tous les organes étudiés. Cependant, la quantité des différents transcripts est organo-

dépendante, suggérant une régulation tissulaire de leur expression. De plus, les différents 

types de METAPs sont régulés durant le développement de la plante [82]. Il a été rapporté 

également que les gènes codant les différentes METAPs de la cyanobactérie Synechocystis sp. 

PCC 6803 sont différentiellement exprimés durant les phases de croissance et en condition de 

stress [207]. Récemment, le gène d’une METAP a été identifié chez l’orge et semble induit en 
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cas d’exposition à des basses températures et lors d’un traitement à l’acide abscisique [208]. 

Par conséquent, les METAPs apparaissent aujourd’hui comme des enzymes dont 

l’expression est modulable et non plus constitutive. 

 

3. L’excision de la méthionine N-terminale et le métabolisme de la méthionine 
 

 Le métabolisme de la méthionine joue un rôle dans beaucoup d’aspects de la 

physiologie cellulaire. Un des métabolites de la méthionine, le S-adénosyl-méthionine est le 

donneur universel de groupements méthyles dans la cellule. De plus, grâce à sa capacité à être 

oxydée, il a été suggéré que la méthionine libre puisse agir comme un antioxydant contre les 

radicaux libres et ainsi protéger la cellule du stress oxydatif [209]. Le métabolisme des acides 

aminés soufrés tels que la méthionine a été également lié à la progression du cycle cellulaire 

ainsi qu’à des dysfonctionnements cellulaires [210, 211]. 

 Les plantes, bactéries et champignons peuvent assimiler le soufre inorganique comme 

sulfate et le réduire en sulfite conduisant à la synthèse des acides aminés soufrés [212, 213, 

214, 215]. En revanche, les animaux n’ont pas cette capacité et obtiennent le soufre réduit par 

l’alimentation. Le métabolisme de la méthionine et le système antioxydant sont étroitement 

liés par la cystéine, autre acide aminé soufré précurseur du glutathion. Chez les animaux, la 

méthionine est utilisée entre autre pour produire de la cystéine grâce à la voie de reverse 

transulfuration. Par contre, les plantes utilisent la voie de transulfuration pour synthétiser de la 

méthionine à partir de la cystéine (Fig. 11). 

La NME clive la méthionine initiatrice des protéines en cours de synthèse. Ainsi, les 

deux produits de la réaction sont d’une part la chaîne polypeptidique dépourvue de sa 

méthionine initiatrice et d’autre part une méthionine libre. Cette méthionine ainsi relâchée 

peut donc être recyclée dans la cellule au niveau du métabolisme des acides aminés soufrés ou 

incorporée dans une protéine. Ce recyclage de la méthionine est important pour la cellule car 

la méthionine est un acide aminé coûteux à produire. 

Au début des années 2000 il a été établi chez la levure que la METAP1 est l’isoforme 

dominante pour la croissance cellulaire et que la METAP2 semble être largement redondante 

en terme de fonction [216]. En effet, la surexpression de la METAP2 permet de 

complémenter le défaut de la METAP1 [216, 52]. Cependant, cette complémentation du 

phénotype du mutant de la METAP1 est abolie par l’ajout de méthionine dans le milieu de 
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culture des levures. Chez les champignons, la méthionine est un médiateur de l’expression 

génique en réprimant spécifiquement les gènes impliqués dans l’assimilation du soufre et la 

biosynthèse de la méthionine (gènes MET) [214]. Il a été montré que l’inhibition de la 

croissance est indépendante de la capacité de la méthionine a réprimer les gènes MET et ne 

résulte pas non plus de l’inhibition de la synthèse d’autres métabolites, mais cela résulte de 

l’inhibition de la METAP2 [80] (Fig. 11). 

En effet, la concentration en méthionine dans le cytosol de la levure (0,1 – 1 mM 

[217]) est proche de la constante de liaison pour la METAP2 [80], ce qui explique le rôle 

mineur de la METAP2 chez la levure. L’inhibition par la méthionine est très spécifique des 

METAP2s et est très conservée de la levure à l’Homme. En comparaison, dans les cellules 

endothéliales, la concentration de méthionine libre varie entre 5 et 30 µM. Chez les plantes, la 

valeur est proche de 15 µM [218] et elle est connue pour être étroitement contrôlée [219]. 

Cette concentration réduite en méthionine dans ces types cellulaires peut donc permettre à la 

METAP2 d’avoir un rôle plus étendu. Il a donc été suggéré que l’activité METAP2 est 

inhibée dans la levure quand la concentration en méthionine libre n’est pas limitante tandis 

que ce n’est pas le cas pour la METAP2 animal [80]. Il est donc possible que lorsque la 

concentration en méthionine cellulaire est limitante chez la levure, l’activité METAP2 

augmente et ainsi la méthionine initiatrice sera retirée des substrats moins efficacement clivés 

permettant à la levure de retrouver un niveau de méthionine libre adéquat. Il s’agit de la 

première démonstration d’un lien fort entre la NME et le métabolisme de la méthionine [80] 

(Fig. 11). Une telle interaction a aussi été suggérée entre les METAPs et la méthionine chez 

A. thaliana [82]. En effet, la L-méthionine induit un retard du développement de la plante et le 

mutant nul pour la METAP1A est plus affecté que la lignée sauvage [82]. 

Les données obtenues sur la levure et chez A. thaliana suggèrent clairement que NME 

et métabolisme de la méthionine sont étroitement liés et probablement à différents niveaux. 

En effet, la faible concentration en méthionine libre cellulaire peut expliquer que la METAP2 

joue en rôle plus important chez les eucaryotes supérieurs y compris les plantes mais ne peut 

pas expliquer seule la plus grande sensibilité de certaines lignées cellulaires de mammifères à 

la fumagilline. De plus, nous en savons encore trop peu sur la METAP1 dans ces systèmes 

pour avoir une idée plus précise de la fonction de la NME. Une diminution de l’activité 

globale METAP ou une augmentation de la demande en NME dans certains tissus peut être à 

la base de telles observations. On peut concevoir que le blocage de l’activité de la METAP2 
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conduise à la rétention de la méthionine initiatrice d’un nombre limité de protéines. Par 

exemple, les protéines commençant par Met-Val seront probablement parmi les plus affectées 

car elles sont connues pour être clivées de manière peu efficace par les deux types de 

METAPs. Cela conduit inévitablement à la production de protéines ayant anormalement 

maintenue leur méthionine initiatrice. L’altération de ces protéines du fait du maintien de la 

première méthionine (e.g. activité, stabilité, localisation etc) peut être à la base du défaut de 

développement associé à l’inhibition de la NME. 

 

Biosynthèse 
du glutathion 

Cystéine 

Cystathionine

Homocystéine

Méthionine 

CGLCGS

CBL

MS

CBS

CH3

Voie de reverse 
transulfuration 

Voie de 
transulfuration 

(plantes, bactéries, 
champignons) 

(animaux) 

Met-polypeptide METAP2

Polypeptide 
Figure 11 - Interaction entre METAP2 et métabolisme de la méthionine 
La voie de transulfuration et celle inverse sont montrées. La voie de transulfuration permet la formation 
d’homocystéine à partir de la cystéine. Cette voie a lieu chez les plantes, bactéries et champignons. Les 
animaux n’ont pas cette voie et produisent de la cystéine à travers la voie de reverse transulfuration. La 
cystéine est le précurseur limitant de la voie de biosynthèse du glutathion. La boucle de régulation entre 
méthionine et METAP2 est montrée. Un excès de méthionine libre inhibe l’activité METAP2. Lorsque la 
concentration en méthionine libre cellulaire diminue, la METAP2 n’est plus inhibée et clive la méthionine 
de ses substrats permettant d’élever la concentration en méthionine libre cellulaire. CGS, CBL, MS, CGL et 
CBS se réfèrent à cystathionine γ-synthase, cystathionine β-lyase, méthionine synthase, cystathionine γ-
lyase et cystathionine β-synthase respectivement.  

 

4. L’excision de la méthionine N-terminale et dégradation protéique 
 

A. Dégradation protéique 

  

 La dégradation des protéines ou protéolyse est un processus étudié depuis plus de 50 

ans et aujourd’hui de nombreuses protéases ont été caractérisées. La protéolyse est désormais 
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reconnue comme un mécanisme majeur de la cellule, finement régulé et lui-même régulateur 

de nombreux processus cellulaires essentiels. Les premières voies de dégradation étudiées ont 

été celles impliquant le lysosome, un compartiment cellulaire contenant de nombreuses 

hydrolases. Néanmoins, il a rapidement été mis en évidence différents paradoxes suggérant 

que des protéines puissent être dégradées par une voie indépendante du lysosome notamment 

en utilisant des réticulocytes de lapin (dépourvus de lysosomes). Le protéasome 26S est un 

exemple très bien décrit de protéases ayant un rôle de régulation ainsi que le système 

ubiquitine permettant le ciblage précis de certaines protéines vers la dégradation (revue dans 

[9]). Différents types de protéases ont été caractérisées et elles sont classées en fonction du 

nucléophile servant pour l’hydrolyse de la liaison peptidique. Ainsi, il existe des protéases à 

cystéine telles que les caspases par exemple. D’autres protéases utilisent la sérine ou encore la 

thréonine faisant donc parties des protéases à sérine et thréonine respectivement. Certaines 

protéases utilisent une molécule d’eau en guise de nucléophile, c’est le cas des protéases à 

acide glutamique, acide aspartique ainsi que les metallo-protéases (Fig. 12). 

 

Figure 12 - Mécanisme catalytique des quatres classes majeures de protéases. 
Le clivage de la liaison peptidique est montré pour différentes classes de protéases. Le nucléophile utilisé 
définit le nom de la classe de la protéase. Le nucléophile est indiqué en rouge et en gras tandis que 
l’activateur est noté en rouge uniquement (Me2+ signifie cation métallique divalent). Quelques exemples 
sont notés à droite. La protéine substrat est reconnue au niveau des différentes poches de liaison notamment 
S1 et S1’. Le trou oxyanion (vert) stabilisateur polarise le groupement carbonyle adjacent à la liaison 
scissile. Cette polarisation rend ce groupement particulièrement sensible une attaque nucléophile. R 
correspond à la chaîne lattérale de l’acide aminé et la protéase est en bleue.
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protéine ou à un mauvais moment peut être catastrophique pour l’organisme. Un des meilleurs 

exemples est le cas des produits de proto-oncogènes qui sont régulés par la protéolyse, de 

nombreux cancers se développent lorsque la protéolyse de ces régulateurs est abolie ou 

dérégulée [220, 221, 222, 223]. 

 

B. Le système ubiquitine-protéasome 

 

Une des voies de dégradation fortement impliquée dans la régulation cellulaire est 

celle faisant intervenir le système ubiquitin-protéasome [224, 225, 226] (Fig. 13). Ce système 

est assuré par deux grandes fonctions : l’étiquetage de la protéine cible et la dégradation de 

cette protéine une fois étiquetée. L’ubiquitination d’une protéine correspond à la liaison 

covalente d’une petite protéine,  l’ubiquitine, sur une protéine cible. Cette « étiquette » 

ubiquitine permet le ciblage de la protéine vers le protéasome. En effet, ce mécanisme fait 

intervenir différentes enzymes réalisant successivement l’activation de l’ubiquitine et son 

transfert sur une protéine cible qui a été reconnue spécifiquement. Cette dernière étape de 

l’ubiquitination, la reconnaissance du substrat à « ubiquitiner » est réalisée par des protéines 

nommées E3 ubiquitine ligases. Ce sont ces enzymes qui permettent la spécificité de cette 

voie de dégradation. Il existe différentes E3 ubiquitine ligases ayant chacune un mode de 

liaison à la protéine cible et de transfert de l’ubiquitine différent. Le protéasome est un 

complexe protéasique dépendant d’ATP qui est retrouvé chez les eucaryotes, archées et 

quelques bactéries (pour revue [227]).   
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Figure 13 – Voie ubiquitine-protéasome 
Les protéines destinées à la dégradation via la voie ubiquitine-protéasome subissent le plus souvent une 
poly-ubiquitination. La première étape du cycle consiste en l’activation de l’ubiquitine (Ub) à travers une 
liaison  thioester avec l’enzyme E1 (1).  Puis, l’Ub est transférée sur l’enzyme de conjugaison de l’Ub E2 
(2). L’Ub ligase E3 s’associe à l’E2 transportant l’Ub activée (3) facilitant le transfert de l’Ub sur une lysine 
interne de la protéine substrat (PS) (4). Différents mécanismes de transfert de l’Ub existent selon l’enzyme 
E3. Plusieurs évenements de conjugaisons de l’Ub à la protéine cible permettent de créer une châine poly-
Ub (5) permettant généralement d’addresser la protéine aux protéasomes 26S qui va dégrader cette dernière 
(6). Des enzymes de de-ubiquitination (DUB) existent et permettent de recycler l’Ub (7). 
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C. La règle de l’azote N-terminal et ubiquitination interne 

 

La reconnaissance d’un substrat protéique pour la dégradation implique la 

reconnaissance d’un motif structural dans la protéine qui ne conduit pas nécessairement à une 

dégradation constitutive de cette dernière. Ces motifs portent le nom de dégrons. Un dégron 

est couramment défini comme l’élément minimal d’une protéine qui suffit à sa reconnaissance 

et sa dégradation par une voie protéolytique. Une des caractéristiques d’un dégron est d’être 

transférable : ajouter un dégron à une protéine lui confère une demi-vie courte [228]. De tels 

motifs peuvent être démasqués par d’autres mécanismes secondaires tels que la liaison à 
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l’ADN pour le N-terminus de MyoD par exemple [229]. Cependant, peu de signaux de 

dégradations sont connues aujourd’hui. Le signal le mieux documenté est celui concernant le 

résidu N-terminal lui-même. Un ensemble de règles régissant ce signal est connu sous le nom 

de règles de l’azote N-terminale (NER, N-end rule) et relate la demi-vie d’une protéine en 

fonction de l’identité de son résidu N-terminal [230]. Cette voie fait partie du système 

ubiquitine-protéasome chez les eucaryotes. Une caractérisation détaillée de la voie du NER a 

été réalisée dans un premier temps chez la levure et les animaux et a révélée une structure 

hiérarchique [230] (Fig. 14). Bien que les eubactéries ne possèdent pas la voie ubiquitine-

protéasome, il existe des règles définissant le NER chez ces organismes. Les règles sont 

similaires aux NERs décrits auparavant même si des différences existent [231] (Fig. 14). Chez 

les plantes, le NER a été également caractérisé et est similaire à celui des mammifères [232] 

(Fig. 14). 
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Figure 14 – Règle de l’azote N-terminal à travers le vivant. 
A. La règle de l’azote N-terminale (NER) chez les bactéries. Les résidus destabilisant secondaires sont 
modifiés par une At afin de produire un résidu N-terminal reconnu par ClpS, jouant le rôle d’une N-
recognine. B. Le NER chez les plantes et mammifères sont très similaires. La glutamine et l’asparagine ont 
besoin d’être déamidées avant d’être prises en charge par une arginine transférase afin d’être reconnues par 
les N-recognines. La cystéine subit une oxydation avant d’être arginylée. C. Chez la levure le NER est peu 
différent de la situation des plantes et mammifères. Récemment, il a été suggéré que les résidus N-terminaux 
M, A, V, S, T, C acétylés sont substrats de cette voie à travers l’E3 ubiquitine ligase Doa10. Ces résidus sont 
d’abord décachés par l’action des METAPS ou par un autre évènement protéolytique puis subissent 
l’acétylation. ox, oxydation ; ac, N-α-acétylation ; I II III, résidu déstabilisant primaire, secondaire et 
tertiaire respectivement ; le code à une lettre est utilisé pour les acides aminés. 

Chez les bactéries, la protéine ClpS se lie aux N-termini des substrats du NER et 
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transfert directement la protéine cible à la protéase ClpAP ; ClpS joue ainsi le rôle d’une N-

recognine (Fig. 15) [233, 234]. Chez les eucaryotes, la reconnaissance des substrats du NER 

est réalisée par les N-recognines, une classe spécifique d’E3 ubiquitine ligase qui permet 

l’accrochage d’une ubiquitine sur la protéine substrat à travers une liaison isopeptidique 

formée entre la glycine C-terminale de l’ubiquitine et le groupement ε-NH2 d’une lysine 

interne. Ensuite, une chaîne polyubiquitine est formée à partir de la première molécule 

ubiquitine ajoutée sur la protéine substrat (Fig. 16A) ce qui in fine conduit la protéine à la 

dégradation via le protéasome 26S. 

 Cette règle a été suggérée par une série d’expériences explorant le devenir 

métabolique de fusions protéiques entre l’ubiquitine et une protéine rapporteur telle que la β-

galactosidase d’E. coli [235]. Cette règle montre que les résidus N-terminaux stabilisant sont 

ceux ayant une chaîne latérale réduite donc démasquées par la NME. De manière surprenante, 

malgré que la méthionine soit volumineuse et ainsi théoriquement un résidu déstabilisant, 

différentes études avec une protéine rapporteur ont initialement suggéré que la méthionine est 

un résidu stabilisant chez la levure, les mammifères et la plante [236, 230, 237]. Cependant, 

d’autres études avec d’autres protéines rapporteurs notamment la glutathion-S-transférase 

chez la levure [216], la β-galactosidase chez E. coli [238], la β-glucuronidase [239] et les 

protéines D1 et D2 du photosystème II [240] chez les plantes ont montré que le maintien de la 

méthionine N-terminale déstabilise la protéine. Ainsi, la méthionine en position N-terminale 

peut agir comme un signal de déstabilisation conduisant une protéine à la dégradation.  

Cependant, une N-méthionine n’est pas toujours suffisante pour conduire une protéine 

à la dégradation. En effet, d’autres caractéristiques probablement proches du résidu N-

terminal peuvent être requises. La demi-vie de la protéine oncogène c-mos et de la protéine 

ribosomal P1 dépend de l’état de phosphorylation de la sérine en position 2 [241, 242]. La 

protéine D1 du photosystème 2 est phosphorylée chez les plantes supérieures durant son cycle 

de réparation lors de la photo inhibition [243, 244]. En outre, chez C. reinhardtii, la thréonine 

N-terminale de la sous unité D2 est phosphorylée mais cela n’est pas nécessaire pour le 

fonctionnement du photosystème II [245, 246, 240]. De façon similaire, la demi-vie de 

l’homosérine transsuccinylase et de l’hypoxanthine phosphoribosyltransferase dépend du 

résidu N-terminal mais pas de son état de phosphorylation [247, 248]. Récemment, Alexander 

Varshavsky [249] a montré que l’acétylation de résidus N-terminaux incluant la méthionine 

de certaines protéines chez la levure peut agir comme un signal de dégradation via le 
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protéasome. Ainsi, des caractéristiques autres que le résidu N-terminal tel que des 

modifications post-traductionnelles peuvent aussi influencer la demi-vie de la protéine. 
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Figure 15 – Dégradation des protéines substrats de la règle de l’azote N-terminal 
Chez les eucaryotes, les protéines substrats (PS) de la règle de l’azote N-terminal (NER) sont reconnues par 
l’E3 ubiquitine ligase N-recognine qui par l’intermédiaire de E2 transfert une ubiquitine (Ub) sur une lysine 
interne de PS-NER. Plusieurs cycles d’ajout d’Ub sur PS-NER permettent sa dégradation via le protéasome 
26S et relâche la chaîne d’Ub. Les enzymes de de-ubiquitination (DUB) peuvent libérer PS-NER des 
ubiquitines et regénèrent le pool d’ubiquitines libres qui seront activées par E1 avant d’être transférées à E2. 
Chez les procaryotes, PS-NER est reconnue par ClpS (N-recognine bactérienne) qui delivre PS-NER à 
ClpA, une chaperonne. ClpP catalyse ensuite la dégradation de PS-NER.

 

D. La règle de l’azote N-terminal et ubiquitination N-terminale 

 

 Les règles du NER citées ci-dessus sont celles qui ont été originellement décrites et 

faisant intervenir la reconnaissance du résidu N-terminal et l’ubiquitination d’une lysine 

interne. Aujourd’hui, de plus en plus de règles additionnelles s’ajoutent à celles 
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précédemment décrites. En effet, un mode alternatif existe.  Par ailleurs, certaines lysines 

internes semblent plus efficacement ubiquitinylées que d’autres pour une même protéine 

substrat. Par exemple, il a été suggéré que l’ubiquitination de seulement six lysines sur vingt 

que comporte la protéine Sic1 est efficace pour addresser la protéine vers le protéasome [250]. 

Néanmoins, pour une majorité de substrats du protéasome, le site préférentiel et précis 

d’ubiquitination n’est pas caractérisé. Désormais, un mode alternatif de reconnaissance du 

résidu N-terminal et de ciblage au protéasome impliquant l’ubiquitination a été découvert. En 

1998, A. Ciechanover et ses collaborateurs ont montré pour la première fois que 

l’ubiquitination N-terminale ou NTU est une nouvelle voie de ciblage des protéines au 

protéasome qui est initiée par l’attachement de l’ubiquitine au α-NH2 terminal libre (non 

bloqué) du résidu N-terminal [28]. Le NTU a besoin d’un α-amino terminal libre pour 

accepter le résidu C-terminal de l’ubiquitine. Cette fusion peut être suffisante pour conduire la 

protéine vers le protéasome (Fig. 16A). C’est le cas par exemple du facteur de transcription 

MyoD, une protéine de liaison à l’ADN requise pour la différentiation des muscles qui est 

dégradée via cette voie [251, 28]. Depuis, d’autres substrats du NTU ont été découverts. De 

manière importante, il y a des protéines ayant des lysines internes notamment MyoD [28], 

LMP1 [252], LMP-2 [253], HPV-16 E7 [254] et Id2 [255] ainsi que des protéines 

naturellement sans lysine interne comme HPV-58 E7, p16INK4a [256] et p14ARF [257, 258] 

qui subissent le NTU suggérant que ce mécanisme n’est pas uniquement une solution pour les 

protéines n’ayant pas de lysine interne.   

 De récentes données ont suggéré que la voie du NTU est utilisée pour la dégradation 

de protéines nucléaires ayant une demi-vie courte. Un nombre de protéines substrats de cette 

voie sont reconnues par des E3 ubiquitine ligases spécifiques et sont dégradées via le 

protéasome. Tous les substrats connus du NTU (13) - sauf un - commencent avec une 

méthionine libre non clivée. La seule exception est p19Arf. En effet, selon l’espèce 

considérée, p19Arf peut subir ou non la NME et ainsi avoir un résidu N-terminal différent 

[257, 258]. 
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Figure 16 – Ubiquitination et acétylation utilisent les mêmes groupements accepteurs 
A. L’ubiquitination d’une protéine est la formation d’une liaison peptidique entre une protéine de 76 acides 
aminés et la protéine substrat. La liaison implique le groupement acide carboxylique de la Gly76 et un 
groupement amine de la protéine substrat. Le groupement amine est généralement celui d’une lysine interne 
mais peut également être l’amine N-terminale et constitut alors la voie du NTU. Les substrats du NTU ont 
tous sauf un leur méthionine initiatrice. Une chaîne de plusieurs ubiquitines peut ensuite être formée à 
travers la Lys48 de l’ubiquitine et la Gly76 d’une autre ubiquitine. B. L’acétylation implique les mêmes 
accepteurs que l’ubiquitination, les groupements amines des lysines internes (ε-acétylation) et le groupement 
amine N-terminal (α-acétylation). n, position interne du résidu ; Xxx ; résidu N-terminal subissant l’N-α-
acétylation. 

 

E. NME et dégradation protéique, les faits 

 

Il existe peu de données expérimentales concernant l’impact de la NME sur un 

protéome et plus généralement l’influence de la séquence N-terminale sur la demi-vie 

protéique. En 2003, le plaste a été utilisé comme système modèle pour investiguer le rôle de 

la NME car les modifications N-terminales dans ce compartiment sont variées malgré le 

protéome restreint (moins de 100 protéines) [54, 240]. En inhibant la NME de différentes 

façons, il a été démontré qu’elle assure dans le chloroplaste une régulation globale de 

l’organite en influençant la demi-vie d’une protéine clé, la protéine D2 du photosystème II 

[240] sans en modifier sa fonction. La diminution de la quantité de cette seule protéine induit 

une cascade d’événements incluant la déstabilisation d’un complexe protéique majeur, le 

photosystème II, puis en conséquence une désorganisation complète de la biogenèse de tout le 

compartiment, le plaste dans lequel la protéine est active. Cet effet peut être reproduit en 

substituant le deuxième acide aminé par un acide aminé altérant le clivage de la méthionine 
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initiatrice de D2, ce qui provoque la rétention de la N-méthionine. Ainsi, seulement très peu 

de protéines sont directement sensibles à l’inhibition de la NME et son blocage déstabilise 

une protéine clé faisant partie d’un complexe protéique majeur du compartiment. La 

machinerie responsable de cette dégradation reste inconnue. Néanmoins, ce processus ne 

semble impliquer ni l’ubiquitination (absente chez les plastes) ni les protéases ClpS [240]. Les 

plastes contiennent d’autres protéases telles que FtsH et Deg [259] qui ont notamment été 

impliquées dans la dégradation de D1 [260, 261]. Ils peuvent faire partie du processus 

protéolytique qui a été observé comme résultat de l’inactivation de la NME. 

De manière analogue, il a été suggéré qu’un défaut de NME lors de conditions de 

stress chez Synechocystis peut affecter la stabilité du photosystème II [207]. De même, une 

glutathion-S-transférase exprimée chez la levure a une demi-vie réduite lorsque la méthionine 

N-terminale est maintenue [216] et elle a été décrite comme pouvant être un signal de 

déstabilisation chez E. coli [262]. 

Avec l’ère des analyses à grande échelle, de plus en plus de données concernant les 

séquences N-terminales sont disponibles que se soit pour leurs modifications, leurs séquences 

et la demi-vie de la protéine dont est issue cette séquence. En compilant ces données, des 

analyses bioinformatiques ont révélé qu’environ un tiers des protéines codées par le noyau ont 

une méthionine N-terminale non modifiée et que cette fraction est beaucoup moins stable que 

la demi-vie moyenne des protéines chez les eucaryotes supérieurs. Il a été suggéré que ces 

protéines instables subissent la dégradation via le NTU [263, 264].  

 

F. N-α-acétylation 

 

  L’N-α-acétylation est le transfert d’un groupement  acétyl de l’acétyl-coenzyme A au 

groupement α-amino du résidu N-terminal d’une protéine (Fig. 16B). L’N-α-acétylation a été 

découverte très tôt et rapidement en grand nombre de protéines ont été trouvé être N-α-

acétylées. En effet, l’N-α-acétylation est une modification majeure et peu affecter l’activité, la 

stabilité thermale ou la demi-vie d’une protéine [265, 266]. Cette modification affecte un 

grand nombre de protéines chez les eucaryotes. Des analyses protéomiques ont montré 

qu’environ 60% des protéines chez la levure, 30% chez la drosophile et plus de 80% chez 

l’homme sont N-α-acétylées [267, 268]. Cette modification est exceptionnelle chez les 

bactéries [269]. En revanche, chez les archées, la N-α-acétylation est plus fréquente et 
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affecterait de 15% à 30% des protéines selon l’espèce considérée [270, 271, 272].  

L’N-α-acétylation est catalysée chez les eucaryotes par trois différentes N-α-

acetyltransférases (Nat), NatA, B et C. Chacune d’entre elle a une spécificité de substrats qui 

lui est propre. NatA qui est responsable de la majeure partie de la N-α-acétylation a pour 

substrat les protéines commençant par Ser, Ala, Gly, Cys, Val ou Thr. Par conséquent, elle 

agit sur les mêmes substrats que les METAPs après leur action. NatB semble être spécifique 

des protéines commençant avec une Met et ayant un acide aminé imposant en position 2. 

NatC est spécifique des séquences commençant par Met-Glu et Met-Asp [267]. Ces deux 

dernières Nats sont donc indépendantes de l’action des METAPs. Cette spécificité de 

substrats apparaît conservée à travers les eucaryotes [265, 273]. 

Une des fonctions de la N-α-acétylation qui est discutée depuis longtemps est la 

stabilisation de la protéine vis-à-vis de la protéolyse. En effet, les protéines N-α-acétylées sont 

fortement surreprésentées dans les différentes analyses réalisées bien que des biais 

expérimentaux existent [263]. Cependant, le rôle de cette modification reste toujours 

énigmatique. En effet, des données allant dans le sens opposé ont été récemment rapportées. 

Comme discuté dans le paragraphe précédent, Varshavsky et ses collaborateurs ont montré 

que des résidus N-terminaux N-α-acétylés peuvent constituer un N-dégron et sont reconnues 

par l’ubiquitine ligase E3 nommée Doa10 chez la levure [249, 274]. Même si l’N-α-

acétylation joue un rôle prépondérant, d’autres études sont nécessaires pour mieux 

comprendre le(s) rôle(s) de ce processus. 

 

La méthionine N-terminale peut donc agir comme un résidu déstabilisant. Ainsi, la 

NME, non seulement dans les plastes mais aussi dans le cytoplasme et la mitochondrie peut 

être un mécanisme général de modulation de la demi-vie protéique, probablement en 

concertation avec les caractéristiques propres de chaque protéine et impliquant différentes 

voies de protéolyses selon l’organisme/organite considéré. Il a donc été proposé que 

l’inactivation des composants de la NME puisse aussi participer à la dégradation protéique 

dans le cytoplasme. Tandis que de plus en plus d’informations tendent à appuyer cette 

hypothèse, il n’y a toujours pas de données décrivant les mécanismes moléculaires faisant le 

lien avec la demi-vie des protéines notamment dans le cytoplasme des eucaryotes supérieurs. 
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V. Problématiques, enjeux et objectifs du doctorat 
 

1. Rappel général de l’état de l’art: de l’enzyme à l’organisme, du plus au 
moins connu 
  

 A mon arrivée au laboratoire début 2006, les composants de la NME étaient déjà bien 

décrits que ce soit chez les eucaryotes ou chez les procaryotes. En effet, les enzymes de la 

voie de la NME ont été identifiées dans chaque règne du vivant et dans tous les 

compartiments cellulaires où une synthèse de protéine a lieu. Très tôt, plusieurs enzymes de la 

NME ont été surproduites et étudiées biochimiquement. Il en résulte que leur structure et leur 

spécificité de substrats par exemple sont bien étudiées même si des zones d’ombre perdurent. 

En revanche, lorsque l’on s’éloigne de la réaction enzymatique en elle-même pour s’intéresser 

à l’impacte de la NME dans un protéome, il y a beaucoup moins de certitudes. La NME est 

connue pour être un mécanisme co-traductionnelle. Cependant, la dynamique des événements 

précoces au voisinage du ribosome participant à la maturation protéique est encore largement 

débattue. 

Un des moyens les plus répandu pour comprendre une fonction est de l’abolir pour en 

étudier les conséquences. Ainsi, des mutants nuls des METAPs ont été réalisés dès la fin des 

années 1980. Les résultats ont rapidement montré le caractère essentiel de la NME du fait  de 

la létalité de tels mutants et quelque soit l’organisme considéré. En outre, la présence de 

différents types de METAPs au sein du même compartiment cellulaire a posé la question de 

leur contribution respective au sein de la cellule. En effet, dans le cytoplasme des eucaryotes, 

l’absence d’un seul type de METAP ne conduit pas au même phénotype selon l’organisme 

étudié. Ainsi, la question de l’influence respective des deux types de METAPs dans différents 

organismes est clairement posée. De plus, il n’y a toujours pas de données décrivant les 

mécanismes moléculaires faisant le lien avec la demi-vie des protéines notamment dans le 

cytoplasme des eucaryotes supérieurs. Parallèlement, la découverte que les enzymes de la 

NME sont la cible de composés naturels ayant des vertus thérapeutiques notamment dans la 

lutte contre le cancer a fortement stimulé les recherches menées sur la NME. 
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2. Enjeux de la thèse 
  

   La NME, processus protéolytique essentiel, cible de composés ayant un intérêt 

thérapeutique important et reconnu, reste encore très mal comprise bien que le nombre de 

publications ait beaucoup augmenté depuis 20 ans du fait de son implication dans le domaine 

médicinal. Cela s’explique notamment par l’essentialité de ce processus, rendant son étude 

difficile. De plus, ce processus affectant une très grande quantité de protéines (plus de la 

moitié d’un protéome donné), il est peu aisé de comprendre la cascade d’événements 

conduisant aux phénotypes constatés. Ainsi, de nombreuses d’études réalisées jusqu’à 

présents se sont focalisées sur la découverte de molécules inhibant la NME et produisant un 

phénotype anticellulaire sans toutefois comprendre les mécanismes moléculaires induits par 

cette inhibition. Cette stratégie a montré ses limites dans ce domaine car il apparaît que 

l’absence de molécules ciblant la NME sur le marché est due à notre manque de 

connaissances fondamentales sur le rôle de ce processus. En effet, il ne nous est pas encore 

possible de suivre les différentes étapes liées à l’inhibition de ce processus et entrainant ou 

non un phénotype sévère. De même, l’origine des différences de réponses observées lors de 

l’inhibition des composants de la NME est inconnue. Cependant, quelques études ont apporté 

des éléments de réponses en utilisant des protéomes restreints. Ainsi, il a été montré que la 

NME peut être impliquée dans la régulation de la demi-vie des protéines, la méthionine N-

terminale pouvant être interprétée par la machinerie cellulaire comme un signal de 

déstabilisation conduisant la protéine à la dégradation.  

Il est désormais acquis que la NME joue un rôle important dans la prolifération 

cellulaire et la progression tumorale. A ce jour, un nombre limité d’inhibiteurs spécifiques a 

été décrit et aucun n’est prêt à être mis sur le marché. La principale raison expliquant l’échec 

de nouvelles découvertes de molécules est notre connaissance limitée concernant, (i) le mode 

d’action moléculaire des composés connus, c'est-à-dire pourquoi l’inhibition de la METAP2 

provoque l’arrêt de la croissance des cellules endothéliales et tumorales ainsi que (ii) la 

signification et le rôle physiologique de la NME dans les différents compartiments cellulaires 

et (iii) les cibles cellulaires essentielles des composants de la NME. Clairement, comprendre 

les mécanismes moléculaires qui font de la NME un processus essentiel - en particulier dans 

le cytoplasme des eucaryotes supérieurs - permettra le développement de nouveaux outils 

thérapeutiques.  
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3. Objectifs du doctorat 
 

 Dans ce contexte, afin d‘améliorer notre compréhension de ce mécanisme essentiel, 

mon projet de thèse a consisté à dévoiler le(s) rôle(s) physiologique(s) de la NME notamment 

dans le cytoplasme des eucaryotes supérieurs. L’utilisation de la plante modèle, A. thaliana, a 

constitué un outil de choix pour l’étude de la NME cytoplasmique chez un eucaryote 

supérieur. Des avancées concernant la physiologie de ce mécanisme et les caractéristiques 

biochimiques des METAPs ont permis de répondre à des questions concernant tout système 

biologique. En effet, il était question de mieux comprendre pour la première fois dans un 

eucaryote supérieur la cascade d’événements conduisant à la mort cellulaire en absence de la 

NME. Cela a impliqué la compréhension de la spécificité de substrats des METAPs afin de 

mieux en connaître les cibles. Il m’a fallu également bien identifier les cibles physiologiques 

les plus dépendantes de ce processus. La description précise des changements métaboliques 

engendrés par l’inhibition de la NME a permis d’identifier ces cibles. Cela a été rendu 

possible grâce à un système de modulation de la NME cytoplasmique mis au point chez A. 

thaliana et disponible dès mon arrivée au laboratoire. Les résultats obtenus ont été ensuite 

transposés et vérifiés dans d’autres modèles y compris humains afin d’en généraliser les 

conclusions. L’utilisation durant la thèse de différentes approches complémentaires, à 

différentes échelles cellulaires et impliquant plusieurs organismes modèles a permis de 

comprendre pour la première fois l’excision de la méthionine N-terminale dans son ensemble. 
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I. NME, glutathion et protéolyse : acteurs majeurs - 
Utilisation du modèle Arabidopsis thaliana  
 

1. Introduction 
 

La NME est un processus essentiel dans tous les organismes vivants et est une cible 

thérapeutique reconnue pour un nombre important d’affections. Cependant, les bases 

moléculaires de ce processus restent très peu comprises en particulier dans le cytoplasme des 

eucaryotes supérieurs. Dans cet objectif, j’ai utilisé la plante Arabidopsis thaliana comme 

système modèle pour étudier l’impact physiologique de la NME dans le cytoplasme d’un 

eucaryote supérieur. Dans le cytoplasme d’A. thaliana il existe une METAP de type 1A 

(At2g45240) et deux METAP2s : METAP2A et METAP2B (At2g44180 et At3g59990 

respectivement). Les METAP1 et 2 ont une spécificité de substrats très similaire in vitro. En 

effet, la METAP1 d’E. coli et la METAP2 de P. furiosus qui sont homologues à la METAP1 

et aux METAP2s d’A. thaliana respectivement ont été purifiées et leur activité, testée sur 

différents peptides substrats, a démontré une spécificité de substrat similaire [275]. Il a été 

prouvé que l’absence d’activité de l’un des deux types de METAPs chez A. thaliana n’induit 

pas de phénotype visible suggérant la redondance fonctionnelle entre les deux types de 

METAPs (Fig. 17A) [82]. Cette redondance est également rendue possible car les deux types 

de METAPs sont exprimées dans tout les tissus et stades de développement de la plante [82]. 

En outre, il semble que l’activité POEP soit absente des METAP2s d’A. thaliana tout comme 

chez la levure [60]. Des lignées de plantes dont l’expression des deux METAP2s est 

fortement diminuée par ARNi présentent un phénotype sauvage [82]. Cela suggère que 

l’activité POEP, essentielle à la traduction protéique (pour revue [276]), n’est pas portée par 

les METAP2s d’A. thaliana. De même, chez la levure, le mutant inactivé pour la METAP2 est 

parfaitement viable ce qui suggère l’absence d’activité POEP de la METAP2 chez cet 

organisme [52]. Par conséquent, l’utilisation d’approches permettant de diminuer la quantité 

de METAP2 chez ces organismes est donc possible.  

Afin de diminuer l’activité des METAP2s chez A. thaliana, nous pouvons également 

utiliser des inhibiteurs tels que la fumagilline. La fumagilline inhibe spécifiquement les 

METAPs de types 2. En effet, la fumagilline se lie à un résidu histidine précis de la METAP2 

qui est également présent dans la METAP1 d’E. coli. Néanmoins, à cause des résidus 

entourant cette histidine et de la faible flexibilité de ce résidu dans la METAP1, la fumagilline 
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n’inhibe pas les METAP1s [46, 97]. De plus, l’application de fumagilline dans le milieu de 

culture d’un mutant nul de METAP2 chez la levure n’a pas d’effets [52]. En outre, la 

fumagilline n’inhibe pas l’activité POEP de la METAP2 humaine [277]. 

Ce chapitre décrit la découverte des évènements précoces associés à l’inhibition de la 

NME cytoplasmique en utilisant A. thaliana comme système modèle. Cela a abouti à la 

parution d’un article (voir Annexe 1). Un résumé de cet article est réalisé dans le sous-

chapitre ci-après (2.). Le sous-chapitre 3 décrit les différents contrôles et expériences 

additionnels associés à cet article mais qui n’ont pas été publiés ou en tant que données 

supplémentaires. 

 

fum 100 nM  + -
metap1a 

A 

B 

WT metap1a metap1a WT 

2211

+ 1 µM fum

2211 2211 2211

+ 1 µM fum

Figure 17 – Inhibition de la NME cytoplasmique chez A. thaliana et système biologique d’étude 
A. L’absence de l’activité de l’un des deux types de METAPs n’entraîne pas de phénotypes visibles. En 
effet, un mutant KO de METAP1A et une lignée sauvage sur laquelle il est appliqué 1 µM de fumagilline 
(fum) présente un phénotype sauvage. L’application de cette même concentration en fumagilline sur le 
mutant metap1a est létale. Les images sont tirées de Ross-2005 B. L’utilisation d’une concentration 
intermédiaire (100 nM) en fumagilline dans le milieu de culture du mutant metap1a provoque de fortes 
perturbations du développement de la jeune plantule sans toutefois être létal. Ce système unique me sert de 
base pour étudier l’impacte de la NME dans le cytoplasme d’un eucaryote supérieur. 

8 jours de 
croissance 

 

2. Résumé de l’article: « Cotranslational Proteolysis Dominates Glutathione 
Homeostasis to Support Proper Growth and Development » (Annexe 1 et [1]) 
 

Afin d’étudier le rôle de la NME cytoplasmique chez A. thaliana, j’ai utilisé un 
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système original mis au point chez ce modèle avant mon arrivé au laboratoire. Ce système 

repose sur l’utilisation d’un mutant nul de la METAP1A (metap1a) et sur la fumagilline, 

inhibiteur spécifique des METAP2s [82]. L’absence de la METAP1A n’induit pas de 

phénotypes visibles, c’est le cas également des lignées sauvages ayant de la fumagilline dans 

leur milieu de culture indiquant la redondance fonctionnelle des deux types de METAPs 

cytoplasmiques chez A. thaliana (Fig. 17.A) [82]. L’insensibilité des plantes WT à la 

fumagilline suggère que cette molécule n’affecte pas le développement de la plante et 

n’inhibe pas l’activité de protéines essentielles [82] (Fig. 17.A). La comparaison des profils 

électrophorètiques bidimensionnelles entre les plantes sauvages et le mutant metap1a n’a pas 

permis de déceler de différences significatives pour plusieurs centaines de spots comparés 

[82]. Il a également été démontré au laboratoire qu’un niveau minimal d’activité METAP 

cytoplasmique est requis pour le développement normal de la plante [82].  

L’ajout de fumagilline dans le milieu de culture des mutants nuls pour la METAP1A 

induit une diminution de la croissance de la plantule et ainsi un phénotype nain. La sévérité du 

phénotype est proportionnelle à la concentration de l’inhibiteur jusqu’à la mort de 

l’organisme. Par conséquent, la NME cytoplasmique est essentielle chez A. thaliana comme 

dans tous les autres organismes étudiés jusqu’à présent [81] (Fig. 17.A). J’ai utilisé ce 

système biologique d’étude original afin de comprendre pourquoi la NME est un mécanisme 

essentiel, c'est-à-dire pourquoi le maintien de la méthionine N-terminale induit un phénotype 

si drastique. En effet, ce système me permet d’ajuster le niveau de la NME cytoplasmique en 

jouant sur la concentration de la fumagilline appliquée sur les plantes dépourvues de 

METAP1A. Nous avons montré que la sévérité du phénotype de la lignée metap1a est 

directement corrélée à la concentration en fumagilline présente dans le milieu de culture et 

donc à son tour au niveau d’inactivation de la NME. Dans le but de déterminer les 

composants les plus sensibles à l’inhibition de la NME, j’ai initié une caractérisation fine du 

mutant metap1a. Nous y avons induit une inhibition partielle de la NME cytoplasmique, ce 

qui provoque un phénotype sévère sans toutefois tuer la plante. Concrètement, ce phénotype 

est visualisable de manière reproductible en présence de 100 nM de fumagilline appliqué sur 

le mutant metap1a (Fig. 17.B).  

L’effet global de l’inhibition de la NME cytoplasmique sur le protéome a été étudié 

pour identifier les différences en termes d’accumulation et de migration des protéines. Cette 

inhibition partielle de la NME cytoplasmique a été confirmée par analyse MS/MS de peptides 
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N-terminaux identifiés. Lors de la diminution de la NME cytoplasmique, nous avons observée 

une rétention complète ou partielle de la méthionine N-terminale sur un certain nombre de 

protéines identifiées. Une telle inhibition a été retrouvée pour 40 % des N-termini.  

 Les profils électrophorètiques bidimensionnels issus de ces expériences ne montrent 

pas de bouleversement total de la migration lors de la diminution de la NME cytoplasmique. 

En revanche, la caractérisation de 441 spots par MS/MS a révélé une augmentation de la 

quantité de protéines pour uniquement 11 spots tandis que pour 100 spots la quantité de 

protéines diminue lors de l’inhibition partielle de la NME cytoplasmique. La caractérisation 

de ces protéines différentiellement accumulées nous a permis de constater que la majorité 

d’entres elles font parties des thiols protéines, c'est-à-dire des protéines qui dépendent de 

manière directe ou indirecte du glutathion (e.g.: de l’état redox de la cellule ou /et de la 

glutathionylation, une modification post-traductionnelle). De plus, nous avons constaté que le 

phénotype des plantes ayant leur NME cytoplasmique diminuée est très similaire aux mutants 

de la γ-glutamyl-cystéine synthétase (Fig. 18), première enzyme de la voie de biosynthèse du 

glutathion. De même, l’inhibition de l’activité de cette enzyme par la L-buthionine-S,R-

sulfoximine (inhibiteur spécifique de cette enzyme) induit un phénotype similaire (Fig. 18). 

Cela mis ensemble avec les analyses protéomiques nous a permis d’émettre l’hypothèse que le 

phénotype induit par l’inhibition partielle de la NME cytoplasmique est provoqué par une 

altération de l’homéostasie du glutathion cellulaire. 

 

Figure 18 – Le phénotype des plantes ayant leur NME 
cytoplasmique diminuée est similaire à celui du mutant rml1. 
Le mutant metap1a cultivé en présence de 100 nM de fumagilline 
(fum) est similaire au mutant de la γ-glutamylcystéine synthétase 
rml1. De même l’inhibition chimique de cette enzyme avec 2,5 mM 
de L-buthionine-(S,R)-sulfoximine (BSO) induit un phénotype 
comparable. Les images des plantes rml1, WT + BSO ainsi que WT 
proviennent de Vernoux et al. [Erreur ! Source du renvoi 
introuvable.] et ont 7 jours de croissance tandis que metap1a + fum a 
été prise en photo après 8 jours de croissance. 
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 Afin de tester cette hypothèse, les plantes dont la NME cytoplasmique est diminuée 

ont été cultivées en présence de différents métabolites incluant le glutathion. L’application de 
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glutathion réduit ou de cystéine sur ses plantes restaure un phénotype sauvage. De même, 

cette capacité du glutathion réduit et de la cystéine à complémenter la diminution de la NME 

cytoplasmique à été également vérifiée chez la levure et une archée démontrant le caractère 

ubiquitaire de la liaison entre l’inhibition de la NME cytoplasmique et l’homéostasie du 

glutathion cellulaire. La description des expériences réalisées avec différents métabolites est 

faite dans les parties suivantes.  

 Afin de comprendre pourquoi et comment le glutathion réduit (GSH) complémente le 

phénotype des plantes ayant leur NME cytoplasmique diminuée, l’analyse de différents 

métabolites thiolés a été réalisé dans nos échantillons. De façon surprenante, la majorité des 

composés thiolés s’accumulent lors de l’inhibition partielle de la NME cytoplasmique et 

concerne les formes réduites et oxydées des molécules. Finalement, la constante 

physiologique importante pour l’homéostasie redox cellulaire, le rapport glutathion 

réduit/glutathion oxydé (GSH/GSSG) est altérée lors de la diminution de la NME 

cytoplasmique. En effet, ce rapport essentiel pour le développement de la plante augmente 

durant la croissance de la plantule tandis qu’il reste constant et bas lors de l’inhibition 

partielle de la NME cytoplasmique. Par conséquent, le défaut de NME cytoplasmique 

empêche l’ajustement de l’homéostasie du glutathion à un niveau suffisamment réduit pour 

assurer un développement correct de la plante. 

 Une des activités enzymatiques qui influence grandement le rapport GSH/GSSG est la 

glutathion réductase qui régénère le GSH à partir du GSSG en utilisant le NADPH comme 

pouvoir réducteur. Ce cofacteur est donc essentiel pour conserver un rapport GSH/GSSG 

suffisamment réduit. Des expériences de complémentation et des dosages de NADPH ont 

montré un défaut de NADPH lors de l’inhibition partielle de la NME cytoplasmique 

expliquant l’échec des cellules ayant un défaut de NME cytoplasmique à conserver le rapport 

GSH/GSSG suffisamment haut. De plus, les analyses protéomiques ont conforté ces données 

car elles ont révélé qu’un ensemble d’enzymes impliquées dans la biosynthèse du NADPH 

sont sous accumulées lors de la diminution de la NME cytoplasmique. Les résultats des 

dosages des différents nicotinamides sont décrits dans la partie F. En outre, le rapport 

GSH/GSSG étant altéré par les ROS lors d’un stress oxydatif, j’ai vérifié l’état d’oxydation 

général de la cellule ainsi que l’activité de différentes enzymes antioxydantes. Ces résultats 

sont décrits en partie B. De même, j’ai essayé d’augmenter la sensibilité à la fumagilline du 

mutant metap1a en supprimant l’activité de la glutathion réductase cytosolique, ces 
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expériences sont décrits dans la sous partie D. 

 Le défaut de NADPH explique au moins partiellement l’état oxydé du glutathion 

cellulaire. Néanmoins, l’augmentation de la quantité de glutathion total (GSH+GSSG) ainsi 

que l’accumulation des différents composés thiolés notamment la cystéine ne peut pas 

s’expliquer par le défaut de NADPH. Afin de savoir si la cystéine est le seul acide aminé qui 

s’accumule dans nos conditions, le dosage des différents acides aminés a été réalisé. Les 

résultats montrent que beaucoup d’acides aminés s’accumulent lors de la diminution de la 

NME cytoplasmique et que cette accumulation s’accroît au cours du développement de la 

plantule. Finalement, une analyse plus large par GC-TOF-MS a confirmé l’augmentation de la 

quantité d’acides aminés libres cellulaires. Nos analyses protéomiques n’ont pas mis en 

évidence une accumulation d’enzymes impliquées dans la biosynthèse des acides aminés. Au 

contraire, certaines de ces enzymes sont moins abondantes lors de la diminution de la NME 

cytoplasmique. C’est le cas notamment de la cystéine synthase et de la glutamine synthétase. 

Par conséquent, ces données suggèrent fortement que l’augmentation de la quantité d’acides 

aminés libres cellulaires est due à un niveau de protéolyse plus élevé.  

 En effet, différentes expériences incluant électrophorèses et chromatographies 

d’exclusion de taille ont montré indépendamment une augmentation de la quantité de peptides 

lors de l’inhibition de la NME cytoplasmique. De plus, l’analyse MS/MS de bandes 

éléctrophorétiques de bas poids moléculaires fortement accumulées lors de l’inhibition 

partielle de la NME cytoplasmique a montré qu’il s’agit majoritairement de produits de 

dégradation de protéines de plus haut poids moléculaire. Finalement, le dosage de différentes 

activités protéasiques a été réalisé afin de déterminer qu’elles peuvent être les protéases 

responsables de cette augmentation de la protéolyse. Les expériences réalisées n’ont pas 

permis de déceler un changement global de l’activité protéolytique cellulaire. Néanmoins, il y 

a quelques modifications d’activités liées au protéasome. Dans leur ensemble, ces données 

appuient l’hypothèse que l’augmentation de la protéolyse est principalement due à 

l’augmentation du nombre de protéines substrats d’une dégradation rapide.   

 

3. Contrôles et expériences additionnels effectués 
 

A. Contrôle du matériel végétal utilisé et choix de normalisation 

  

Le mutant metap1a présente un développement affecté en comparaison à une plante 
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sauvage. Afin, de normaliser correctement toutes nos données et ne pas avoir de biais dus à 

cette différence phénotypique j’ai décidé d’analyser le nombre d’individus et la quantité de 

protéines présente pour 100 mg de matériel végétal frais, correspondant à la quantité de 

matériel couramment utilisée lors de mes analyses. Pour les plantules sauvages et celles ayant 

un défaut de NME, le nombre d’individus pour 100 mg de poids frais diminue au cours du 

développement de la plantule (Fig. 19.A), ce qui correspond à la croissance des plantes. Les 

deux courbes présentent une tendance très similaire avec une légère différence uniquement 

aux alentours du troisième jour de croissance (Fig. 19.A). Pour ce que concerne la quantité de 

protéine pour 100 mg de matériel végétal (Fig. 19.B), les courbes décroissent très rapidement 

ce qui correspond à la germination et la sortie de la radicule de la graine. En effet, les graines 

ont une grande quantité de protéines notamment celles de réserve. Encore une fois, les 

courbes sont superposables sur toute la durée de l’analyse (de 0 à 9 jours de croissance). 

Finalement, le phénotype sévère observé lors de la diminution de la NME cytoplasmique n’est 

pas si différent en termes de nombre d’individus et de quantité de protéine en comparaison au 

WT puisque la quantité de protéine ne varie pas pour 100 mg de poids frais et il y a seulement 

une différence transitoire en terme de nombre d’individus. Des données similaires à celles 

obtenues avec la plante sauvage ont été observées lorsque que la lignée sauvage est mise en 

présence de 100 nM de fumagilline ainsi que la lignée metap1a qui croît sans fumagilline. Par 

conséquent, nous avons décidé d’utiliser dans nos expériences entre deux et trois temps de 

croissance (3, 5 et 8 jours) ce qui permet d’avoir une vision cinétique et dynamique de mes 

résultats. De plus, étant donné que la quantité de protéines est similaire pour 100 mg de poids 

frais dans nos deux conditions, j’ai décidé de normaliser mes différents résultats par la 

quantité de protéines. 
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Figure 19 – Analyse du développement du mutant metap1a cultivé en présence de 100 nM de 
fumagilline 
Analyse durant les 9 premiers jours de croissance du nombre d’individus pour 100 mg de poids frais ainsi 
que la quantité protéique. A. Nombre d’individus WT et metap1a traités avec 100 nM de fumagilline (fum) 
pour 100 mg de plantes récoltées (poids frais) en fonction du temps de croissance. B. Quantité de protéine 
pour 100 mg de poids frais de plantes WT et de metap1a traitées avec 100 nM de fumagilline en fonction du 
temps de croissance. 

 

B. Retour sur les activités antioxydantes et état d’oxydation cellulaire 

  

 Le glutathion sur forme réduite (GSH) est l’antioxydant majeur des cellules. Le GSH 

agit comme un tampon antioxydant contre les ROS, espèces réactives de l’oxygène, régissant 

« l’homeostasie » rédox intracellulaire. En effet, les deux états (réduit et oxydé) d’une même 

molécule forment un « couple rédox ». Les conditions rédox régnant dans la cellule sont 

évaluées par le rapport des concentrations des formes oxydée et réduite d’un couple rédox 

prépondérant comme celui du glutathion. C’est le couple glutathion réduit/glutathion oxydé 

(GSH-GSSG) qui agit comme un tampon rédox. Une perturbation de l’homéostasie rédox du 

glutathion est souvent associée à un « stress oxydant ». En général, ce stress est révélé par une 

augmentation du taux de glutathion oxydé (GSSG), du taux de monodehydroascorbate, des 

lésions de l'ADN, et une décroissance non seulement du taux des thiols protéiques (SH), de 

glutathion réduit (GSH) mais aussi une modification des activités glutathion peroxydase 

(GPx), catalase (CAT), glutathion réductase (GR) et des superoxydes dismutases (SODs). 

Etant donné que les taux de GSH, GSSG et leur rapport sont affectés dans les plantes ayant un 

défaut de NME, j’ai voulu vérifier que la diminution de la NME n’est pas associée à un état 

oxydatif généralisé de la cellule. La carbonylation des protéines est un type d’oxydation très 

fréquent et est un marqueur connu de l’état d’oxydation de la cellule [278, 279, 280]. La 

détection de ces groupements est aisée notamment par la conjugaison du 
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dinitrophenylhydrazine sur les groupements carbonyles, suivie d’une détection avec un 

anticorps reconnaissant le conjugué formé [278]. En utilisant cette technique pour déterminer 

l’état oxydatif général de la cellule dans nos différentes conditions, nous avons observé que 

l’inhibition partielle de la NME cytoplasmique n’induit pas une oxydation généralisée de la 

cellule. En effet, pas de différence d’accumulation de protéines carbonylées n’est observée 

dans nos conditions (Fig. 20). Néanmoins, des groupements carbonyles sont détectés dans 

toutes les conditions, ce qui est en accord avec d’autres études ayant montré une augmentation 

de la carbonylation protéique durant les premiers jours du développement de la plantule [281, 

282]. Par conséquent, ces données montrent que l’inhibition partielle de la NME n’induit pas 

une oxydation cellulaire généralisée. Ces données ont été confirmées par des mesures de 

l’activité de l’ascorbate péroxydase et de la catalase. L’ascorbate péroxydase et la catalase 

sont responsables de la réduction et de la dismutation de l’eau oxygénée respectivement. Les 

résultats ne montrent pas de modifications de l’activité ascorbate péroxydase et une faible 

diminution de l’activité catalase lorsque la NME est diminuée partiellement par rapport au 

sauvage (Fig. 21).  
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Figure 20 – Etat d’oxydation protéique lors de la diminution de la NME cytoplasmique 
Le niveau de carbonylation des protéines a été analysé par western blot pour les échantillons sauvages (WT) 
ainsi que pour le mutant metap1a cultivé en présence de 100 nM de fumagilline (F) après 3 et 8 jours de 
culture. Un western blot représentatif est montré. Les quatre échantillons de gauche ont subi le même 
traitement sauf la dérivation et constitue donc le contrôle de spécificité de l’anticorps. 
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Figure 21 – Activités ascorbate péroxydases et catalases lors de la diminution de la NME 
cytoplasmique 
Les activités ont été mesurées sur des extraits de plantules à 8 jours de croissance. Les lignées sauvage (WT) 
et mutante (metap1a) ont été cultivées en présence ou non de 100 nM de fumagilline (fum). L’erreur 
standard est obtenue à partir de trois réplicats biologiques. L’astérisque signifie que rapporté au contrôle WT 
+ fum, la valeur de la probabilité de l’erreur est inférieure à 0,01. 
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 C. NME  et fer chez A. thaliana 

 
 Le pool de fer labile est le fer cellulaire disponible et a plusieurs fonctions au sein de 

la cellule: (i) utilisé pour le transport, (ii) régule l’expression de certains gènes (récepteur 

transferrine, ferritine…), (iii) régule l’activité des protéines contenant du fer et (iiii) est 

impliqué dans la réaction de Fenton (H2O2 + Fe2+      OH. + OH- + Fe3+). En outre, la 

maturation des protéines à centre [fer/S] est essentielle. En effet, l’absence d’une protéine 

impliquée dans la maturation de ces centres est létale et il a été suggéré récemment que cette 

maturation fasse intervenir le glutathion [283]. C’est dans ce contexte que j’ai étudié le fer 

cellulaire lorsque la NME cytoplasmique est diminuée. Le Fe3+ est très peu abondant par 

rapport au Fe2+. J’ai utilisé un chélateur chromogène dérivé de la phénanthroline permettant 

de quantifier directement le Fe2+. Les résultats montrent que la quantité de Fe2+ et plus 

généralement de Fetot est réduite de moitié lors de la diminution de la NME cytoplasmique à 3 

jours de croissance mais que dès 8 jours les niveaux sont redevenus similaires (Fig. 22A). De 

plus des expériences de complémentation ont été menées avec du Fe2+ et ne montre pas de 

complémentation et un effet néfaste sur les plantes contrôles (Fig. 22B). Une absence de 

complémentation a également été observée avec le Fe3+ [1] ainsi qu’un effet très néfaste sur 
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les plantes contrôles. La lignée sauvage se comporte de façon similaire aux plantes metap1a 

qui ont été cultivées sans fumagilline vis-à-vis du fer. Etant donné que la quantité de fer 

cellulaire est perturbée uniquement transitoirement lors de la diminution de la NME 

cytoplasmique et que nous n’avons pas observé de complémentation, nos données suggèrent 

que le fer libre cellulaire n’est pas la cause du phénotype constaté. 
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Figure 22 - La NME et le fer dans la cellule  
A. Dosage du Fer2+ et Fertot chez la lignée metap1a ayant été cultivée avec 100 nM de fumagilline (bars 
rouges) et la lignée sauvage (bars blanches) à 3 et 8 jours de croissance. Fetot correspond au Fer libre 
cellulaire (Fe2+ et Fe3+). Les quantités sont représentées en nmol/g de FW (poids frais) et l’erreur standard de 
trois replicats biologiques est rapportée. L’astérisque signifie que rapporté au contrôle, la valeur de la 
probabilité de l’erreur est inférieure à 0,05. B. La lignée metap1a a été mise en présence de 100 nM de 
fumagilline (+ 100 nM fum) ou non (- fum) ainsi qu’en présence d’une gamme de Fer2+ de 0 à 1 mM. La 
culture a été réalisée durant 8 jours.  
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D. NME et métabolisme du glutathion 
 

Comme je l’ai décrit précédemment, afin de vérifier notre hypothèse qu’une 

diminution de la NME cytoplasmique induit une perturbation de l’homéostasie du glutathion 

cellulaire j’ai testé l’effet de l’ajout dans le milieu de culture du glutathion réduit. L’ajout de 

cette molécule ainsi que son précurseur limitant, la cystéine restaure un phénotype sauvage 

dans le mutant nul metap1a cultivé en présence de fumagilline [1]. Nous avons également 

démontré que cette complémentation est indépendante d’une interaction entre les thiols et la 

fumagilline. De plus, une complémentation du phénotype a été également observée lorsque 

d’autres inhibiteurs des METAP2s ont été utilisés ou quand le glutathion a été ajouté dans le 

milieu de culture de lignées ARNi ciblant l’expression des trois METAPs cytoplasmiques 

simultanément et ayant un phénotype comparable au mutant metap1a cultivé en présence de 

fumagilline.  

Pour comprendre comment le glutathion complémente et par quelle(s) voie(s), j’ai 

réalisé une série de tests de complémentation en utilisant des intermédiaires de la biosynthèse 

du glutathion et notamment ceux impliqués dans la biosynthèse de la méthionine (Fig. 23 et 

[1]). Dans ce contexte, il faut rappeler qu’un des produits de réaction de la NME est la 

méthionine qui est relâchée dans la cellule et qu’une interaction entre la NME et le 

métabolisme de cet acide aminé a déjà été suggérée chez la levure [80] et A. thaliana [81]. 

Etant donné qu’il s’agit d’un acide aminé coûteux à produire, les méthionines clivées par la 

NME seront réutilisées dans la cellule. La méthionine est comme le glutathion, un métabolite 

soufré. Dans le métabolisme, la cystéine se situe entre la méthionine et le glutathion. En 

prenant en compte les informations précédentes, j’ai essayé de complémenter le phénotype 

avec de la méthionine. Elle semble complémenter très partiellement et transitoirement mais de 

façon reproductible le défaut de développement à des concentrations allant de 80 à 500 µM. 

Cependant, elle inhibe la croissance aussi bien sur des plantules sauvages que mutantes (Fig. 

23 et [82]). En effet, il a été précédemment suggéré que la méthionine à forte concentration 

inhibe l’activité des deux types de METAPs chez A. thaliana [82]. Ensuite, j’ai testé des 

dérivés de la méthionine. Le devenir métabolique majeur de la méthionine chez les plantes 

inclut son incorporation dans les protéines mais également son adénosylation pour former la 

S-adenosylméthionine (donneur universel de groupement méthyle) et sa méthylation pour 

produire la S-méthylméthionine (forme majeure de transport de soufre dans beaucoup de 

plantes [284]). Les tests de complémentation réalisés avec ces deux composés montrent qu’ils 
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se comportent comme la méthionine (Fig. 23). La cystathionine et l’homocystéine font parties 

de la voie de transsulfuration conduisant à la synthèse de méthionine à partir de la cystéine 

(Fig. 23 et revue dans [285]). Ces molécules induisent une complémentation partielle 

significative (Fig. 23). L’o-acétylsérine précurseur de la cystéine se comporte comme la 

méthionine (Fig. 23). Parmi ces métabolites, c’est l’homocystéine qui complémente le mieux 

le défaut de développement (Fig. 23). De récentes données ont suggéré grâce à des approches 

de marquages qu’une voie de transsulfuration inverse peut exister chez les plantes. Elle 

permettrait de synthétiser de la cystéine à partir de la méthionine en subissant l’action de la 

méthionine γ-lyase et passerait notamment par différents intermédiaires notamment le 

méthanethiol et la S-methylcystéine (Fig. 23 et [286, 287]). Néanmoins, nos résultats 

montrent que la S-methylcystéine ne complémente pas le phénotype des plantes metap1a + 

100 nM de fumagilline et provoque une forte inhibition de la croissance des plantes contrôles 

(Fig. 23).  

Finalement, le glutathion (composé thiolé non protéique majeur dans la cellule) étant 

largement impliqué dans le control de l’homéostasie redox cellulaire, nous avons testé l’effet 

réducteur du GSH en utilisant des réducteurs synthétiques tels que le dithiotreitol pour des 

tests de complémentation. J’ai observé une complémentation partielle et transitoire 

correspondant à la restauration de l’un des défauts provoqué par l’inhibition partielle de la 

NME cytoplasmique (Fig. 23) et corresponds très probablement à la fonction réductrice de ces 

molécules. L’aspect partiel et transitoire confirme que la molécule glutathion est importante 

pour la complémentation et pas uniquement sa fonction de réducteur. J’ai également testé 

l’ascorbate qui est un autre tampon redox cellulaire important. Aucune complémentation n’a 

été observée tout comme avec la principale forme oxydée du glutathion, le GSSG (Fig. 23). 

Ainsi, seul le glutathion réduit et la cystéine sont capables de restaurer un phénotype sauvage 

dès la germination ou sur des plantes déjà établies. 
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Figure 23 – Métabolisme de la cystéine et tests de complémentation. 
Schéma simplifié de voies métaboliques liées à la méthionine, la cystéine et au glutathion. Les photos 
représentent les tests de complémentation de différents métabolites. Le mutant map1a a été cultivé en 
présence (+ fum) ou non (- fum) de 100 nM de fumagilline et avec (+) ou sans (-) le composé indiqué. La 
concentration en composé utilisé est celle qui ayant donné les meilleurs résultats de complémentation. La 
ligne en pointillé indique une voie de transulfuration inverse recemment découverte [Erreur ! Source du 
renvoi introuvable.]. Les photos sont représentatives de plusieurs expériences indépendantes. CγS, 
cystathionine γ-synthase ; CβL, cystathionine β-lyase ; MS, méthionine synthase ; SAMS, S-adénosyl-
méthionine synthétase ; MT, methyltransférase; AHCH, AdoHCy hydrolase; OASTL, O-acétylsérine-thiol-
lyase; γ-ECS, γ-glutamylcystéine synthétase; GS, glutathion synthétase; GR, glutathion réductase; DHAR, 
dehydroascorbate réductase; MDAR, monodehydroascorbate réductase; APX, ascorbate péroxydase; 
HCMT, HCy S-methyltransférase; AMMMT, AdoMMet S-methyltransférase; MγL, méthionine γ-lyase. 
GSH, glutathion réduit; GSSG, glutathion disulfide; DHA, dehydroascorbate; MDA, 
monodehydroascorbate; OAS, O-acétylsérine; Cysta, cystathionine; HCy, homocystéine; AdoHCy, S-
adénosyl-homocystéine; AdoMet, S-adénosyl-méthionine; SMM, S-methyl-méthionine; SMC, S-methyl-

 

E. La glutathion réductase  

 

La glutathion réductase (GR) est l’enzyme responsable de la réduction du glutathion 

oxydé (GSSG) en glutathion réduit (GSH) par conséquent c’est un acteur majeur dans le 
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maintien de l’état d’oxydoréduction du glutathion cellulaire. Les dosages des thiols 

métabolites réalisés chez les plantes ayant leur NME cytoplasmique diminuée ont montré une 

accumulation du GSSG [1]. Par conséquent, une absence de l’activité glutathion réductase 

cytoplasmique devrait accentuer le phénotype des plantules ayant leur NME cytoplasmique 

diminuée ou les rendre plus sensibles au traitement par la fumagilline. Pour tester cela, le Pr 

G. Noctor (Institut de Biologie des Plantes; Université Paris-Sud-11 ; Orsay) m’a fourni un 

mutant d’insertion pour le locus de la glutathion réductase cytosolique (GR1; At3g24170 ; 

lignée SALK_060425.22.65.x). Après vérification que la lignée porte effectivement 

l’insertion, elle a été croisée avec notre lignée metap1a. Le croisement a été réalisé dans les 

deux sens. C'est-à-dire que chaque allèle muté est transmis par la plante mâle ou femelle selon 

le sens du croisement. Cela avait pour intention de m’assurer que la transmission des allèles 

était identique quelle que soit l’origine de la mutation (maternelle ou paternelle). Les siliques 

issues du croisement présentent un gradient de phénotypes allant de la silique bien développée 

à une silique avortée dès le début de son développement quelque soit le sens du croisement  

(Fig. 24). La capacité des graines à germer a été testée. Seules les graines issues des siliques 

ayant un développement normal ont germé pour les deux sens de croisement. Cependant, le 

taux de germination est bas, un tiers des graines ont passé le stade de la germination (Fig. 24). 

Etant donné que les simples mutants de départ sont homozygotes au niveau du locus muté, 

cette génération (F1) est hétérozygote pour les loci codant la gr1 et la metap1a, ce que j’ai 

vérifié. L’autofécondation de ces lignées F1 produit des graines ayant différents génotypes. 

Les deux gènes codant ces enzymes n’étant pas situés sur le même chromosome, il ne peut y 

avoir de liaison génétique. Par conséquent, je devais retrouver dans la génération F2 les 9 

génotypes théoriques dont le double mutant homozygote dans des proportions de 1/16ème si il 

n’y a pas de problème de transmission de gamètes ou de létalité précoce. Le génotypage des 

deux loci pour 128 plantules F2 m’a permis d’identifier 6 plantes portant la double mutation 

homozygote pour les deux sens de croisement confondus. J’ai également pu obtenir tous les 

génotypes théoriques. Un test de Chi2 (à 5%) m’a permis de conclure que la distribution des 

génotypes observés suit la distribution théorique (Fig. 25). Par conséquent, il n’y a pas de 

problèmes de transmission des gamètes mutants. Les plantes doubles mutantes homozygotes 

sont viables et fertiles. 
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Figure 24 – Siliques issues du croisement gr1 ; METAP1A X GR1 ; metap1a   
Les deux mutants homozygotes ont été croisés dans les deux sens. C’est-à-dire que chaque mutation est 
transmise par la plante mâle ou femelle selon le sens du croisement. Les graines des siliques ont été 
obtenues et leur taux de germination a été analysé et est reporté ci-dessus. Les échelles représentent 5 mm. 
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Figure 25 – Test de transmission des gamètes 
Le génotype pour les deux loci a été déterminé pour 128 plantules de la génération F2. Tous les génotypes 
théoriques possibles ont été retrouvés. Un test de khi-deux (χ2) d’ajustement a été réalisé au seuil de 5 % 
afin de montrer qu’il n’y a pas de problème de transmission des gamètes. + représente le gène sauvage 
homozygote,  - le gène muté homozygote et +/- l’hétérozygotie ; ddl, degré de liberté. 

 Le double mutant ainsi que les simples mutants issus du croisement ont été placés en 

milieu de culture en présence d’une gamme large de fumagilline et leur phénotype a été 

observé. Comme attendu, le simple mutant metap1a est sensible à la fumagilline et le simple 

mutant gr1 ne l’est pas. Un double mutant pour chaque sens de croisement ont été utilisés et 

présentent un phénotype similaire à celui des plantes metap1a (Fig. 26A). Cependant, j’ai pu 

observer qu’à 1 et 10 nM de fumagilline les deux doubles mutants présentent une coloration 

foliaire plus pâle que les simples mutants (Fig. 26A). Afin de voir si effectivement le double 

mutant présente une sensibilité accrue à la fumagilline, ils ont été cultivés en présence d’une 

gamme de fumagilline plus étroite, de 1 à 100 nM. Les expériences ne montrent pas de 

différences significatives de phénotype entre les doubles mutants et le simple mutant metap1a 
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(Fig. 26.B, C). Par conséquent, l’absence de GR1 n’aggrave pas le phénotype de plantes ayant 

leur NME cytoplasmique diminuée. Le simple mutant gr1 ne présente lui-même pas de 

phénotype visible en condition standard de culture. En outre, il a récemment été montré que le 

GSSG peut être réduit par un système impliquant le NADPH et les thiorédoxines et est 

indépendant de la glutathion réductase [288]. Enfin, nous ne pouvons pas écarter l’hypothèse 

que la glutathion réductase chloroplastique (GR2) complémente le défaut de GR1 dans nos 

doubles mutants. 
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Figure 26 – Test de la sensibilité du double mutant gr1 ; metap1a à la fumagilline. 
Les différentes lignées ont été semées sur un milieu contenant une gamme de fumagilline (Fum), de 0 à 1 
µM. A. Deux doubles mutants et les deux simples mutants issus du croisement ont été mis en culture en 
présence d’une gamme large de concentration en fumagilline. Les photos ont été prises après 7 et 14 jours 
de croissance.  B, C. Deux doubles mutants et le mutant metap1a issues du croisement ont été mis en culture 
verticale en présence d’une gamme étroite de concentration en fumagilline. Les photos ont été prises après 4 
et 8 jours de croissance. 
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F. Le NADPH, un cofacteur important 

 

Etant un réducteur puissant et abondant, le NADPH est au cœur du système 

antioxydant chez les plantes ; il y participe notamment comme cofacteur essentiel à l’activité 

de la glutathion réductase. Cette enzyme régénère la forme réduite du glutathion à partir de la 

forme disulfide. J’ai pu montrer que les plantules ayant leur NME cytoplasmique diminuée 

possèdent une quantité de NADPH plus faible que le contrôle durant les premiers stades de 

développement [1]. Etant donné que le GSSG s’accumule lorsque la NME cytoplasmique est 
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diminuée et qu’il n’y a pas une réduction de la quantité de glutathion réductase, ce faible taux 

de NADPH est très probablement limitant pour l’activité glutathion réductase cellulaire [1]. 

Ainsi, une déplétion en NADPH peut être une des causes de l’augmentation du GSSG dans la 

cellule lors de l’inhibition partielle de la NME. Cela a été appuyé par la complémentation du 

défaut du phénotype du mutant metap1a en présence de fumagilline que j’ai pu observer en 

ajoutant du NADPH dans le milieu de culture mais pas avec d’autres pyridines nucléotides 

[1]. En effet, le pool de nicotinamides adénines dinucléotides phosphate (NADPH et NADP+) 

est perturbé lorsque la NME cytoplasmique est diminuée. Dans les plantes contrôles, le 

rapport de la forme réduite sur celle oxydée diminue durant le développement tandis qu’il 

varie peu lorsque la NME est diminuée (Fig. 27 et [1]). Tandis que le rapport 

NADPH/NADP+ est perturbé, le rapport NADH/NAD+ présente une tendance très similaire 

aux plantules sauvages au cours du développement, ce qui démontre encore la spécificité de la 

perturbation du pool de NADP(H+) lors de l’inhibition partielle de la NME cytoplasmique 

(Fig. 27). 
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Figure 27 – Ratio des différents pyridines nucléotides chez A. thaliana  
Le NADH, NAD+, NADPH et le NADP+ ont été dosés chez les plantes contrôles (WT – fum) ainsi que le 
mutant cultivé en présence de 100 nM de fumagilline (metap1a + fum) à 3 et 8 jours de croissance. Le ratio 
de la forme réduite sur celle oxydée est montré (NADPH/ NADP+ et NADH/ NAD+).  
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G. Activités protéolytiques lors de la diminution de la NME cytoplasmique. 
 
 
 La diminution du niveau de NME cytoplasmique entraîne une augmentation de la 

protéolyse. En effet, une accumulation des produits de dégradation a été constatée (voir [1]). 

Afin de découvrir quelles sont les activités protéolytiques impliquées dans cette dégradation 

des protéines ne subissant pas la NME cytoplasmique j’ai dans un premier temps mesuré 

l’activité endoprotéolytique globale. Les résultats (Fig. 28A) ne montrent pas un changement 

de l’activité endoprotéasique cellulaire. J’ai ensuite étudié plus précisément à l’aide de 
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substrats spécifiques les différentes activités portées par le protéasome (activité caspase, 

trypsine et chymotrypsine). Les résultats montrent (Fig. 28B) quelques modifications 

mineures de ces activités en particulier à 8 jours de croissance. En effet, à ce stade, ces trois 

activités augmentent d’un facteur d’environ 1,5 pour mutant metap1a qui a été cultivé en 

présence de fumagilline en comparaison aux plantules contrôles du même temps de 

croissance. Néanmoins, nous ne pouvons écarter la contribution de protéases autre que le 

protéasome dans le mesure de chacune de ces activités. Cependant, ces résultats démontrent 

que la diminution de la NME cytoplasmique entraîne une modification du profil des activités 

protéolytiques cellulaires avec probablement l’implication du protéasome. Cela nous fourni 

des pistes pour continuer l’investigation des protéases impliquées dans les évènements 

consécutifs à l’inhibition de la NME cytoplasmique.  
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Figure 28 - Effet de la diminution de la NME cytoplasmique sur l’activité protéolytique cellulaire. 
Les lignées sauvage (WT) et metap1a ont été cultivées en présence (+fum) ou en absence (-fum) de 
fumagilline durant 3 et 8 jours. A. Etude de l’activité endoprotéolytique globale cellulaire mesurée à l’aide 
du réactif EnzChek (matériels et méthodes). La moyenne de trois répliquas biologiques est donnée ainsi que 
l’erreur standard associée. RFU; unité de fluorescence relative B. Les différentes activités protéolytiques du 
protéasome ont été investigué en utilisant différents substrats spécifiques (matériels et méthodes) et 
correspond aux activités caspase-like, trypsine-like et chymotrypsine-like. La moyenne de trois répliquas 
biologiques est donnée ainsi que l’erreur standard associée. La valeur de la probabilité de l’erreur (P) est 
donnée. 
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II. Aspects universels de l’excision de la méthionine N-
terminale 
 

1. Excision de la méthionine N-terminale et glutathion chez les archées et les 
champignons 
 

La capacité du GSH à complémenter le défaut de développement induit par la 

diminution de la NME cytoplasmique a également été observée chez S. cerevisiae en utilisant 

un système analogue à celui utilisé chez A. thaliana [1]. La levure possède une METAP de 

chaque type. L’utilisation d’une lignée mutante pour le gène codant la METAP1 (Δmetap1) 

nous permet de moduler la NME cytoplasmique avec la fumagilline, inhibiteur spécifique des 

METAP2s. La lignée Δmetap1 présente un taux de croissance réduit par rapport à la lignée 

sauvage [79]. Différentes hypothèses ont été proposées pour expliquer ce phénotype 

notamment la concentration en méthionine libre pouvant inhiber l’activité de la METAP2 ou 

une spécificité de substrat différentielle (Voir Introduction). Néanmoins, cette lignée est 

parfaitement viable. Ainsi, seul une METAP2 assure la NME dans le mutant Δmetap1. Par 

conséquent, l’utilisation de la fumagilline permet de moduler directement le niveau de NME 

dans de telles cellules. Lorsque cette lignée est cultivée en présence d’une concentration en 

fumagilline dépassant 10 nM, aucune croissance n’est observée confirmant le caractère 

essentiel de la NME chez la levure [1, 52]. L’utilisation d’une concentration moins élevée en 

fumagilline (5 nM), n’inhibant pas totalement la NME, réduit le taux de croissance du mutant 

Δmetap1 sans toutefois l’arrêter totalement [1]. Les tests de complémentations réalisés ont 

montré que le GSH ainsi que la cystéine restaure le taux de croissance des levures Δmetap1 

cultivées avec 5 nM de fumagilline [1].  
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                    10        20        30        40        50        60        70        80 
                     |         |         |         |         |         |         |         | 
EcMETAP1    ------------------------------------------------------------------------------------- 
HvMETAP2    ------------------------------------------------------------------------------------- 
PfMETAP2    ------------------------------------------------------------------------------------- 
HsMETAP2    AGVEEVAASGSHLNGDLDPDDREEGAASTAEEAAKKKRRKKKKSKGPSAAGEQEPDKESGASVDEVARQLERSALEDKERDEDDE 
                                                                                                  
               90       100       110       120       130       140       150       160       170 
                |         |         |         |         |         |         |         |         | 
EcMETAP1    ----------------------------------------------------------AISIKTPEDIEK-

K-
K-
KA

  |         
AGRLA VLEMI PGVST ELD PKS SINE HGIP--DDAKL DIV
AGEVL VLDES PGVTH EVA PVN SINE HASPGRDDDTV DMV
AGEIA VREKA PGMLL ELA PVN SINE HYTPYKGDTTV DYL
AAEAH VRKYV PGMTM EIC PTG SLNN HYTPNAGDTTV DIC

   
GFH LC GAAIQ G-- G
GYI LV GAEIE G-- G
GFI LM GKAIE G-- G
GRI LL GEAIQ GKT G

GMTF I GKK
GDVV I GTG
GDVF I GAG
GEVY I GKG

QY HTI
GIL QA DTI
GAI QF HTI
GIV QF HTI

-----------MRV 
HvMETAP2    ----------------------------------------------------------SIGPLDDETVE -----------YRE 
PfMETAP2    -----------------------------------------------------------------MDTE -----------LMK 
HsMETAP2    DGDGDGDGATGKKKKKKKKKRGPKVQTDPPSVPICDLYPNGVFPKGQECEYPPTQDGRTAAWRTTSEEK LDQASEEIWNDFRE 
 
                   180       190       200       210       220       230       240       250 
                     |         |         |         |         |           |     | 
EcMETAP1    AE EPYVK G RICNDYIVN--EQHAVSACLGYHGY VCI VVC LKDG NID 
HvMETAP2    RT AEMVE L EHAE-------ARIRELADGC--AF --I EAS FG-E CLD 
PfMETAP2    KK IKLAR L ESIE-------KMIMELGGKP--AF --L IAA LKEG KID 
HsMETAP2    RQ MSWIK I EKLEDCSR---KLIKENGLNAGLAF -C- CAA LQYD KID 
 
              260       270       280       290       300       310       320       330       340 
                |         |         |         |         |         |         |      |         | 
EcMETAP1    VTVIKD GDTSKMFIVGKPTIMGER RITQESLYLALRMVKPGINLREI K-----FVEAE --FSVVREYC HGI 
HvMETAP2    VGVHVD ADSAVTVDLSGN----DE ESAEEALDAALDMVEAGAHTGKI D-----VIRGY --YTPVLNLS HGV 
PfMETAP2    VGVHID ADTAVTVRVGMEE---DE EAAKEALNAAISVARAGVEIKEL N-----EIRKR --FKPIVNLS HKI 
HsMETAP2    FGTHIS IDCAFTVTFNPKY---DT KAVKDATNTGIKCAGIDVRLCDV EVMESYEVEID YQVKPIRNLN HSI 
 
                   350       360       370       380       390       400       410       420 
                     |         |         |         |         |         |         |         | 
EcMETAP1    GRG-FHEEPQVLHYDSRETNVVLKP T EPMVNA EIRT----------------------------------------- 
HvMETAP2    EQWDAHTDPTIP-NRGAERGVELEV A EPFATD KVTEGSKNEIYSL---VNDRSVRDRMSRKLLDEVREEYKLLPFAA 
PfMETAP2    ERYKLHAGISIPNIYRPHDNYVLKE A EPFATI QVIEVPPTLIYMY---VRDVPVRVAQARFLLAKIKREYGTLPFAY 
HsMETAP2    GQYRIHAGKTVP-IVKGGEATRMEE A ETFGST VVHDDMECSHYMKNFDVGHVPIRLPRTKHLLNVINENFGTLAFCR 
 
               430       440       450       460       470       480       490 
                 |         |         |         |         |         |         | 
EcMETAP1     ----------------------MKDGWTVKTKD--RSLSA E VVTDNGCEILTLRKDDTIPAIISHDE 
HvMETAP2     RWFEG----GRSEMAIRRLEQQ RGYPVLKEEDGAMVG E IV---TEDGYEN---------LTR-- 
PfMETAP2     RWLQNDMPEGQLKLALKTLEKA YGYPVLKEIRNGIVA E IV---EKDSVIV---------TTE-- 
HsMETAP2     RWLDR-LGESKYLMALKNLCDL DPYPPLCDIKGSYTA E LLRPTCKEVVSR-----GDDY----- 

Figure 29 – Identification de la METAP d’Haloferax volcanii 
Un alignement de séquences de la METAP1 d’E. coli, de la METAP2 de P. furiosus et d’H. sapiens  et celle 
d’Haloferax volcanii est montré. 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 séquences ont été extraites à partir de la base de donnée UniProt 
(http://www.uniprot.org/). 

 

Les archées possèdent uniquement le type 2 des METAPs, il est donc aisé de moduler 

leur NME cytoplasmique avec la fumagilline. Haloferax volcanii est une archée halophile 

modérée (optimal de croissance 1,7-2,5 M de NaCl) qui est largement utilisée comme modèle 

car elle est facilement cultivable et il existe désormais de nombreux outils génétiques, 

biochimiques et moléculaires [289, 290]. Lors de cette étude, le génome d’H. volcanii n’était 

pas encore complètement séquencé. Néanmoins, les contigs étaient accessibles à la 

communauté au fur et à mesure de l’avancement du séquençage et cela m’a permis 

d’identifier comme attendu une seule METAP2 en utilisant la séquence en acides aminés de 

celle de Pyrococcus furiosus (Fig. 29) dont la structure était déjà résolue [291, 47, 48, 49]. Le 

séquençage d’H. volcanii a été terminé en 2010. Une nouvelle recherche de séquences codant 
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une METAP a été réalisée et n’a pas permis de trouver une METAP2 additionnelle ou la 

présence d’une METAP1. L’alignement de séquence de la METAP identifiée chez H. volcanii 

montre clairement les caractéristiques d’une METAP de type procaryotique avec l’absence du 

domaine additionnel N-terminal présent chez les METAPs eucaryotiques (Fig. 3). De plus, la 

présence d’un domaine de 57 acides aminés inséré dans le domaine catalytique l’identifie 

formellement comme une METAP de type 2 (Fig. 29). Les METAPs de P. furiosus et d’H. 

volcanii présentent 42,57% d’identité de séquence et les résidus impliqués dans la liaison aux 

cations métalliques et ceux dans la reconnaissance de la fumagilline sont conservés (Fig. 29). 

Ces informations ainsi que la sensibilité d’H. volcanii à la fumagilline indiquent la présence 

d’une seule METAP2 comme chez les autres archées étudiées jusqu’à présent. En outre, j’ai 

pu démontrer que la fumagilline inhibe in vitro l’activité de la METAP2 de P. furiosus avec 

une valeur de concentration inhibant 50 % de l’activité enzymatique (CI50) de 25 nM pour 50 

nM d’enzyme (Fig. 30). Ceci est cohérent avec les données de la littérature considérant que la 

fumagilline est un inhibiteur de type suicide et présentant donc une affinité apparente 

inférieure à 1 nM [50, 46]. 
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Figure 30 – Inhibition de l’activité de la METAP2 de P. furiosus par la fumagilline 
Courbe de détermination de la CI50 de la fumagilline réalisée avec 50 nM de METAP2 de P. furiosus. Les 
mesures de l’activité méthionine aminopeptidase ont été réalisées en suivant la procédure décrite dans 
[Erreur ! Source du renvoi introuvable.]. La fumagilline et l’enzyme sont pré-incubées 15 min dans le 
mélange réactionnel. L’activité est déclenchée par l’ajout du substrat, ici le tetrapeptide Met-Gly-Met-Met. 

 

L’utilisation de la fumagilline sur H. volcanii induit une diminution du taux de 

croissance jusqu'à un effet cytotoxique démontrant le caractère essentiel de la NME 

également chez les archées [1]. En utilisant une concentration intermédiaire en fumagilline 
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(50 nM), le taux de croissance de l’archée est diminué. Chez les archées halophiles, il a été 

suggéré que le thiol non protéique majeur est la γ-glutamylcystéine (présente en quantité de 

l’ordre du millimolaire), précurseur directement en amont du glutathion [292]. Il a été proposé 

que la γ-glutamylcystéine soit plus stable dans les conditions halophiles que le glutathion 

[293]. Il a aussi été rapporté que cette molécule et la bis-γ-glutamylcystine réductase peuvent 

constituer l’analogue fonctionnel chez les archées halophiles du système glutathion/glutathion 

réductase présent dans les autres cellules [293].  Finalement, en 2009 il a été découvert qu’H. 

volcanii possède un ORF qui permet la synthèse et l’accumulation de γ-glutamylcystéine. 

Lorsque cet ORF est exprimé dans une souche d’E. coli qui ne possède pas de 

glutamylcysteine ligase fonctionnel, il restaure la synthèse de glutathion [294]. Ainsi, 

l’ensemble des données disponibles indique que sa fonction est identique à celle du glutathion 

dans les autres organismes. En effet, l’ajout de glutathion réduit ou de cystéine dans le milieu 

de culture restaure le taux de croissance de l’archée [1]. Ainsi, en utilisant des systèmes qui 

permettent d’inhiber partiellement la NME cytoplasmique, j’ai pu démontrer que le lien entre 

la NME cytoplasmique et le glutathion est une caractéristique très conservée à travers le 

vivant.  

 

2. L’aide d’un modèle simplifié où l’étude de la NME est bien avancée, le 

chloroplaste 
 

  Un nombre important et grandissant d’études appuie l’hypothèse de l’interaction entre 

NME et protéolyse. De même, le signal de dégradation le mieux documenté est la voie de 

l’azote N-terminale et relate la demi-vie protéique en fonction du résidu N-terminal de la 

protéine. Néanmoins, il existe encore peu de preuves expérimentales directes reliant la NME à 

la dégradation des protéines. A ma connaissance, une seule étude traite de l’influence de la 

NME et la dégradation dans un protéome donnée. Cette étude a été réalisée au laboratoire 

dans le chloroplaste et démontre que la NME influence la demi-vie de protéine clés, 

notamment la protéine D2 du photosystème II [240]. La méthionine N-terminale maintenue 

agissant comme un signal de déstabilisation. Dans le chapitre I, j’ai pu démontrer que 

l’inhibition partielle de la NME cytoplasmique induit une perturbation de l’homéostasie du 

glutathion qui a pour origine une augmentation des protéines substrats de la protéolyse 

(Chapitre 1, [1] Annexe 1). Cela constitue la première étude décrivant un tel lien in vivo dans 
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un protéome cytoplasmique eucaryotique. Cependant, pour aller plus loin dans cette étude et 

pour mieux comprendre les mécanismes moléculaires directement en aval de la NME, j’ai 

participé à un projet visant à comprendre la relation entre protéases et NME dans le 

chloroplaste. En effet, le chloroplaste est un bon modèle car la NME chloroplastique et son 

impacte y sont bien caractérisés [240]. De plus, la NME y est aisément blocable grâce aux 

inhibiteurs de peptide déformylases. Cette partie est actuellement en révision en vue d’une 

publication. Ci-après, les principaux résultats sont décrits sous la forme d’un résumé 

approfondi.  

 

 En 2003, il a été démontré au laboratoire que l’inhibition de la NME chloroplastique 

conduit à la déstabilisation du photosystème II (PSII) par l’intermédiaire de la dégradation 

rapide des protéines D1, D2 CP43, CP47 et PsbH [240]. Dans le chloroplaste, la NME est 

inhibée en utilisant l’actinonine qui cible spécifiquement l’activité peptide déformylases. Les 

METAPs ne peuvent pas agir lorsque la méthionine N-terminale est formylée [32] [295]. 

Ainsi le blocage de l’activité peptide déformylase conduit à bloquer la NME dans ce 

compartiment. Dans ce projet, je me suis focalisé sur l’identification de la protéase 

responsable de la dégradation des composants du PSII dépendante de la NME. Plusieurs 

protéases existent dans le plaste mais trois se distinguent des autres car elles sont impliquées à 

différents niveaux dans la dégradation des composants majeurs du PSII : ClpP, FtsH et 

DegP2. Il a déjà été montré précédemment au laboratoire que ClpP n’est très probablement 

pas impliquée [240]. Dans ce projet, nous avons choisi de tester cette fois l’impact de FtsH 

étant donné qu’elle agit tout comme la NME  sur un jeu de substrats communs. 

 Les mécanismes relatifs au devenir spatio-temporel de la protéine D1 sont déjà très 

bien décrits. Lorsque les plantes sont exposées à la lumière, D1 subit invariablement des 

dommages oxydatifs, ce qui rend le PSII non fonctionnel : c’est la photo-inhibition. Afin que 

le PSII retrouve son activité, des complexes protéolytiques spécifiques dégradent la protéine 

D1 endommagée et permet ainsi à une protéine D1 nouvellement synthétisée d’être 

incorporée dans le PSII au cours du cycle de réparation de D1 [296]. Beaucoup d’études ont 

examiné le renouvellement de D1 et se sont focalisées sur la détection des protéases 

impliquées dans la dégradation de D1. Le meilleur candidat jusqu'à présent est la famille de 

protéase FtsH (pour Filamentation temperature sensitive H protease) [297, 298, 299, 300, 

296, 301].  
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 Le gène FTSH code une protéine essentielle à la viabilité d’E. coli [302]. Chez A. 

thaliana, il existe 12 gènes codant des protéines FtsH et les produits de 9 de ces gènes ont été 

identifiés dans le chloroplaste [303]. Parmi ces protéines, quatre isoformes (FtsH1, FtsH2, 

FtsH5 et FtsH8) s’accumulent dans les feuilles d’A. thaliana en conditions normales de 

croissance [304]. Les différentes sous-unités FtsH forment une structure hexamèrique active. 

FtsH1 et FtsH5 (sous-unités de type A), FtsH2 et FtsH8 (sous unités de type B) sont des 

couples d’isoformes très étroitement reliées évolutivement et interchangeables [297, 305]. La 

structure est composée de deux sous-unités de type A et 4 sous-unités de type B [297, 305]. 

D’autres structurations des sous-unités FtsHs ont été découvertes mais leur accumulation est 

moindre.  

  

 A. La NME opère en amont de la protéase FtsH 

   

Afin d’identifier la machinerie protéolytique impliquée dans la dégradation des 

composants du PSII dépendante de la NME,  nous avons croisé un mutant nul ftsh2 qui 

accumule une quantité significativement réduite de complexes FtsH, du fait de l’absence de 

FtsH2 [303], et une lignée dépourvue de PDF1B, le mutant nul pdf1b. Le mutant ftsh2 

présente un phénotype « variegata » caractérisé par une coloration blanche foliaire sectorisée 

correspondant à un échec de la biogenèse chloroplastique. Le mutant pdf1b est moins grand et 

plus pâle que les plantes sauvages. De manière surprenante, en condition normale de 

croissance, les doubles mutants obtenus pdf1b ftsh2 ne présentent pas le phénotype 

« variegata » mais sont similaires aux plantes pdf1b (Fig. 31). Par conséquent, la mutation 

pdf1b est un suppresseur du phénotype « variegata ». Ces données montrent que PDF1B et 

FtsH2 interviennent dans une même voie avec PDF1B agissant en amont de FtsH2 lors de la 

biogenèse chloroplastique. Des lignées pdf1a ftsh2 ont également été obtenues et ont un 

phénotype similaire à celui du mutant ftsh2. Ce résultat confirme les précédentes données sur 

la localisation de ces protéines, chloroplastique pour FtsH2 [303] et mitochondriale pour 

PDF1A [60]. De plus, la complémentation du phénotype « variegata » a également été 

observée en inhibant l’activité des PDFs chloroplastiques en présence d’actinonine, inhibiteur 

spécifique de la déformylation chloroplastique [240].  
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Figure 31 – L’analyse génétique des doubles mutants pdf1b ftsh2 positionne PDF1B en amont de 
FtsH2 et agissant dans la même voie.  
A. Photographie de plantes wt, pdf1b, ftsh2 et pdf1b ftsh2 âgées de trois semaines cultivées en condition 
standard de lumière. Les doubles mutants ont été obtenus à partir de l’autofécondation de lignées 
hétérozygotes pdf1b pdf1b ftsh2 ftsh2 générées par un croisement des mutants simple pdf1b et ftsh2 (deux 
lignées différentes de double mutant sont montrées). Le génotypage des différents loci a été réalisé par 
analyse PCR de l’ADN génomique. B. Les lignées wt et fsth2 ont été cultivées en condition normale de 
lumière en présence ou non de 5 µM d’actinonine. 

De plus, des analyses par western blot de l’accumulation des protéines D1 et D2 

montrent que l’application d’actinonine sur les plantes sauvages produit les mêmes effets que 

la mutation pdf1b sur l’accumulation de D1 et de D2. De plus, dans le double mutant ftsh2 

pdf1b et le mutant simple pdf1b, l’actinonine induit une très forte réduction de l’accumulation 

de D1 et de D2. Cependant, l’application d’actinonine sur mutant ftsh2 induit un niveau de D1 

et D2 plus élevé que dans le double mutant et que la lignée pdf1b (Fig. 32). Ces données 

suggèrent que l’accumulation des formes formylées de D1 et D2 est dépendante de 

l’expression de FtsH2. De manière cohérente, le niveau de D1 et D2 augmente dans le mutant 

ftsh2 traité avec la concentration en actinonine qui supprime le phénotype « variegata » et 

atteint le niveau de D1 et D2 du double mutant (Fig. 32). 

 
 
 

97



 
 

 

Q
ua

nt
ité

 re
la

tiv
e 

de
 D

2 
(a

.u
) 

Q
ua

nt
ité

 re
la

tiv
e 

de
 D

1 
(a

.u
) 

wt 
pdf1b 
ftsh2 
pdf1b ftsh2 

0

100

200

300

400

-Actinonine   +ActinonineQ
ua

nt
ié

 re
la

tiv
e 

de
 D

2 
(%

) 

0

5000

10000

15000

20000

25000

30000

-Actinonine   +Actinonine 
0 
-Actinonine   +Actinonine 

10000 

30000 

50000 

70000 

90000 

Q
ua

nt
ité

 re
la

tiv
e 

de
 D

1 
(%

) 

0 

50 

100 

150 

-Actinonine     +Actinonine 

200 

250 

Figure 32 – L’accumulation de D1 et D2 dans les plantes des différents génotypes. 
Les plantes des différents génotypes ont été cultivées en présence ou non de 5 µM d’actinonine dans les 
conditions de lumière standard. Les westerns blots ont été réalisés selon le protocole décrit dans la section 
matériels et méthodes. Les résultats de l’intensité des bandes correspondant à D1 et D2 sont montrés en 
unité arbitraire et en % du WT non traité. 

 

 B. L’accumulation des protéines D1 et D2 via FtsH2 est sous contrôle de PDF1B 

lors de l’inhibition partielle de la synthèse protéique. 

  

Les résultats précédents montrent que PDF1B et FtsH2 interviennent dans la même 

cascade dans le cadre de la biogenèse du chloroplaste. Nous avons alors étudié  

l’accumulation des protéines D1 et D2, les deux substrats communs aux deux processus 

protéolytiques, dans les différentes lignées et conditions par différentes approches.  

Un inhibiteur connu de l’élongation de la traduction, la lincomycine, a été utilisé pour 

bloquer la synthèse protéique chloroplastique. A forte concentration, l’inhibiteur de la 

synthèse protéique à un effet létal sur tous les génotypes (Fig. 33). Néanmoins, en utilisant 

une concentration sub-létale (20 µM) nous avons observé la disparition du phénotype 

« variegata » chez le mutant ftsh2 (Fig. 33). Cela est en conformité avec les données de la 

littérature où l’utilisation d’autres inhibiteurs de la synthèse protéique chloroplastique produit 

le même effet [306].  

 L’utilisation de 20 µM de lincomycine en condition standard de culture ne modifie pas 

l’accumulation des protéines D1 et D2 chez les plantes sauvages et le mutant pdf1b par 

rapport aux plantes non traitées à la lincomycine (Fig. 33). En revanche, cette inhibition 
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partielle de la synthèse protéique chloroplastique induit une très forte augmentation de la 

quantité de D1 et de D2 dans le mutant ftsh2 (Fig. 33) tandis que l’accumulation de ces deux 

protéines diminue jusqu’à deux fois dans le double mutant (Fig. 33). Ces données suggèrent 

que, lorsque la NME et les enzymes FtsH sont complètement actives comme dans les 

plantules sauvages, une réduction partielle de la synthèse protéique n’influence pas 

l’accumulation de D1 et D2. Ceci est aussi le cas lorsque la NME est affectée ou quand les 

deux processus protéolytiques sont inhibés (par exemple dans le mutant pdf1b et le double 

mutant pdf1b ftsh2). Au contraire, quand D1 et D2 sont maturées correctement par la NME et 

que la protéase FtsH2 est absente, les deux sous unités du PSII s’accumulent. Ceci suggère 

que la protéase FtsH assurent la dégradation de D1 et D2 correctement maturées par la NME. 

Par contre, les formes formylées de D1 et D2 semblent être prises en charge par plusieurs 

protéases incluant FTSH2. 
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Figure 33 – La réduction de la traduction chloroplastique induit l’accumulation des formes D1 et D2 
déformylées uniquement en absence de FtsH2 
Les plantes de différents génotypes ont été cultivées dans les conditions de lumière standard. A. Les plantes 
ont été cultivées sur une gamme de concentrations de lincomycine ajouté dans le milieu de culture. B. Les 
plantes cultivées ou non dans 20 µM de lincomycine (Lin) ont été utilisées pour réaliser les westerns blots 
faits selon le protocole décrit dans la section matériels et méthodes. Les résultats de l’intensité des bandes 
correspondant à D1 et D2 sont montrés en % du WT non traité. 
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C. Les protéines D1 et D2 déformylées sont dégradées par FtsH2 en conditions de 

photo-inhibition 

 

 Il est possible de suivre in vivo la dégradation de D1 et D2 en incubant des feuilles 

détachées avec leurs pétioles plongés dans une solution de lincomycine à haute concentration 

pendant un temps court [298, 307]. Nous avons utilisé ce système pour étudier la dégradation 

de D1 et de D2 dans nos quatre lignées ainsi qu’en condition de photo-inhibition. 

 Nous avons pu montrer qu’à l’obscurité la protéine D2 subie une rapide dégradation 

uniquement dans le mutant ftsh2. Nous avons alors émis deux hypothèses non exclusives : i) 

l’absence de la protéase FtsH2 augmente l’activité protéolytique d’autres protéases, ii) FtsH2 

joue un rôle de chaperon pour les protéines nouvellement synthétisés. Nous avons pu montrer 

également que dans des conditions de photo-inhibition les formes correctement maturées par 

la voie NME sont dégradées exclusivement par les protéases FtsH (Fig. 34). 

L’ensemble de nos données indique que les formes de D1 correctement déformylées 

sont substrats de FtsH2 dans deux conditions : le contrôle qualité des protéines en générale et 

le cycle de réparation du PSII durant la photo-inhibition. Les formes formylées de D1 

semblent être aussi des substrats de FtsH2 uniquement lors de la photo-inactivation de PSII et 

que son implication est mineure dans le contrôle qualité de la protéine D1. Les tendances 

obtenues avec la protéine D2 sont similaires à celles décrites pour D1 (Fig. 34). 
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Figure 34 – L’analyse de la dégradation de D1 et D2 in vivo montre une diminution rapide de 
l’accumulation de D2 dans le mutant ftsh2 à l’obscurité tandis que les formes de D1 et D2 déformylées 
sont dégradées par Ftsh2 lors de la photo-inhibition. 
Les plantes des différents génotypes ont été cultivées en condition de luminosité et de traitement comme 
indiqué sur le shéma. Les westerns blots ont été réalisés selon le protocole décrit dans les matériels et 
méthodes. L’intensité des bandes de D1 et D2 sont représentées en relatif de l’échantillon T0’ de chaque 
génotype. 

  Par conséquent, les polypeptides D1 et D2 doivent subir la NME pour que FtsH2 

assure son rôle de contrôle qualité de ces protéines ainsi que pour intervenir dans le cycle de 

réparation du PSII. En revanche, lorsque D1 et D2 restent formylées, leur dégradation n’est 

plus assurée uniquement par le complexe FTSH [240]. 

  A notre connaissance, il s’agit de la première évidence dans le chloroplaste d’un lien 

entre la nécessité d’action de la NME et le contrôle de la dégradation d’un substrat spécifique. 

Bien que cette étude se base sur un complexe particulier, elle a permis de mieux comprendre 

le caractère essentiel de la NME pour le destin d’un sous ensemble de protéines.  

 

3. Protéolyse et excision de la methionine N-terminale chez H. volcanii 
 

Dans le premier chapitre des résultats, j’ai pu inhiber la NME chez H. volcanii et 

montrer un lien entre ce processus et le métabolisme des thiols. Les données obtenues avec le 

modèle A. thaliana montrent que cette perturbation du métabolisme des thiols a pour origine 

une augmentation des substrats de la protéolyse [1]. Afin d’investiguer  la relation entre NME 

et protéolyse chez les archées, nous avons utilisé un mutant d’une peptidase dénommée TET 

(tetrahedral aminopeptidase) chez H. volcanii. Ce mutant a été initialement décrit dans la 
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thèse de C. Norais (IGM, Université Paris-Sud, Orsay, équipe du Dr Hannu Myllykallio et 

IBS, Institut Joseph Fourier, Grenoble, équipe du Dr B. Franzetti ; 2003-2007). 

 

 A. Les protéases TET 

  

Les protéases TET ont été initialement découvertes et isolées chez Haloarcula 

marismortui, une archée halophile [308]. La séquence protéique de HmTET est homologue au 

produit du gène CelM qui a été initialement décrit comme une endoglucanase [309]. TET 

s’accumule sous forme dodécamérique dont chaque monomère a un poids moléculaire de 42 

kDa. La protéase TET porte une activité aminopeptidase à large spectre et ses substrats sont 

des peptides courts. Le complexe présente une structure tétraédrique avec l’activité 

aminopeptidase qui est au sein de la cavité centrale. Cette dernière est accessible par 

différents canaux [308]. La structure de l’homologue de la peptidase TET chez Pyrococcus 

horikoshii (PhTET2) a été ensuite résolue. Cette étude a permis de montrer que les canaux 

conduisant à la cavité protéolytique ont un diamètre maximal de 10 Å, ce qui restreint l’accès 

à la cavité uniquement aux petits peptides [310]. Finalement, une peptidase TET additionnelle 

a été identifiée chez cet organisme et a été initialement décrite comme une « deblocking 

aminopeptidase » appelée PhTET1. Cette peptidase montre une préférence pour les acides 

aminés acides en position N-terminale [311, 312]. Ces deux peptidases TET présentent la 

structure caractéristique tétraédrique. Une analyse de leur spécificité de substrats révèle un 

spectre large. Néanmoins, une préférence pour la leucine en position N-terminale a été 

observée pour PhTET2 [313]. Finalement, le mécanisme d’attraction et d’orientation des 

substrats a été décrit [314]. Plus généralement, il a été montré que TET fait partie de la voie 

de dégradation du protéasome en dégradant les petits peptides qui en sont issus. Cela a 

conduit à proposer que la protéase TET soit un analogue fonctionnel de la protéase Tricorn 

[314]. Il a également été démontré que PhTET1 s’assemble en deux structures quaternaires 

différentes, en tétraèdre de 12 sous-unités et en octaèdre à 24 sous-unités [312]. Récemment, 

une troisième protéase TET, PfTET3, a été identifiée et sa structure tridimensionnelle a été 

résolue [315]. Sa spécificité de substrat a également été étudiée et montre une forte préférence 

pour les résidus basiques en position N-terminale. De manière intéressante, les trois PhTET 

présentent une spécificité de substrats différente et complémentaire, ce qui permet de dégrader 

l’ensemble des peptides générés par la machinerie protéolytique. 
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 B. Diminution de la NME et protéase TET 

 

Nous avons précédemment montré que le maintien de la méthionine N-terminale chez 

A. thaliana augmente la protéolyse cellulaire en enrichissant l’ensemble des protéines 

destinées à être dégradées [1]. Néanmoins, les acteurs impliqués dans la dégradation de cet 

ensemble de protéines restent à être identifiés dans le cytoplasme. L’utilisation de mutants des 

différentes voies de protéolyses est une stratégie prometteuse pour découvrir ces acteurs et 

montrer une liaison directe entre la NME et la(les) voie(s) protéolytique(s) impliquée(s). C’est 

dans ce contexte que le mutant TET chez H. volcanii a été utilisé.  

Le mutant TET en condition de culture classique dans un milieu riche a un taux de 

croissance légèrement réduit par rapport à la lignée WT (Fig. 35). Ce résultat est en accord 

avec la précédente description du mutant réalisé par C. Norais. Par conséquent, soit la 

protéine TET n’a pas une fonction essentielle car son absence n’affecte que très peu la 

croissance cellulaire soit il existe un/des analogues fonctionnelle dans la cellule permettant de 

palier à l’absence de cette protéase.  
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Figure 35 – Le mutant Δtet a un taux de croissance réduit par rapport à la lignée wt  
Les souches wt et Δtet ont été cultivées dans un milieu riche liquide selon le protocole décrit dans la section
matériels et méthodes. La densité optique a été mesurée à différents temps et la courbe de croissance est 
montrée. L’encadré représente de le temps de doublement calculé à partir de ces courbes. L’erreur standard 
est montrée. 

Si la dégradation des protéines induite par la diminution de la NME est réalisée par 

une voie protéolytique impliquant TET, on s’attend à ce que le mutant TET bloque cette 

dégradation et ralentisse ainsi la protéolyse. Par conséquent, dans une telle situation le mutant 

Δtet doit être moins sensible à l’inhibition de la NME. Afin de tester cette hypothèse, j’ai mis 

en culture ce mutant dans un milieu contenant de la fumagilline. La culture des lignées 
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sauvage et Δtet en présence de différentes concentrations en fumagilline révèle que la 

mutation Δtet rend l’archée moins sensible à la fumagilline que la souche WT. En effet, on 

observe qu’avec 100 nM de fumagilline dans le milieu de culture, le mutant Δtet croît plus 

rapidement que la souche parentale sauvage (Fig. 36). La résistance accrue à la fumagilline 

induite dans le mutant Δtet renforce très fortement l’impact des données obtenues chez 

Arabidposis qui montrent une stimulation de l’activité protéolytique cellulaire en association 

avec l’inhibition de la NME.  
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Figure 36 – Le mutant Δtet est moins sensible à l’inhibition de la NME que la lignée wt.  
A. Les deux souches ont été cultivées en milieu riche liquide en présence de différentes concentrations en 
fumagilline. La densité optique à été relevé à différents temps et les courbes de croissance sont montrées. 
Temps de doublement des deux souches en présence des différentes concentrations en fumagilline. Le calcul 
à été réalisé à partir des courbe du dessus. B. Les deux souches ont été cultivées sur milieu riche solide selon 
le protocole décrit dans la partie matériels et méthodes en présence de différentes concentrations en 
fumagilline. Une série de dilution des cellules est inoculée. 
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Lorsque ces expériences ont été menées, le séquençage du génome d’H. volcanii 

n’était pas encore complètement achevé, puisqu’il a été publié cette année [316]. Une analyse 

récente par blastp m’a permis de trouver un gène codant une séquence protéique ayant plus de 

30% d’identité avec la séquence de la protéase TET connue d’H. volcanii. Cette séquence est 
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annotée sur le serveur UniProtKB comme étant homologue à la protéase TET. Un alignement 

de cette séquence avec les protéases TET déjà caractérisées montre clairement l’origine 

commune des toutes ces protéases avec les résidus impliqués dans la catalyse et dans la 

liaison aux métaux qui sont conservés (Fig. 37). Ainsi, ces données suggèrent vraiment que la 

séquence retrouvée (annotée D4GUF7) soit une protéase TET supplémentaire. C’est la 

première fois à notre connaissance que plus d’un gène tet peut vraiment exister chez les 

archées halophiles bien que trois gènes codant pour des protéases TET ont été décrit chez 

l’hyperthermophile Pyrococcus horikoshii [311, 315, 310, 312].  

                     10        20        30        40        50        60        70        80 
                      |         |         |         |         |         |         |         | 
PhTET1       -------MMSMIEKLKKFTQIPGISGYEER- D-Y DAIGNL HMDEIGLL

GYEFLG DEV DKLGNV HMDQIGLM
GYEHLG DEV DKLGNV HMDKIGVM
GHEAA- DRV DAYGNA HADEIGFA
GYEVA- DDV DDYGNA HADQIGYI
GYEDR- DSV DGMGNV HMDEIGFM

         | |  
GK GGI GVI HLS DIGAE
GF GGV GVG HIQ DIGAE
GY GGV GVV HLR DVGAS
GF GGL GVI HLR DIGAA
GF GGA GVI HLR DIGAT
GF GGW GVI HTL DLGLP

  |       
DDRF EAI VQEE GL GAK
DDRI EVA VQEE GL GAR
DDRI EAA VQEE GL GAR
DNRT EGF VHEE GT GAR
DNRV EGL VQEE GV GAK
DDRV EAA VQEE GL GAQ

DSF LGKGPV AE QI GTDA
DVT LGKGTA AK QL GTDA
DVT LGKG-- AK QV GTDA
DVT LGDGP- AA QV GTDA
DVT LGEGP- AG QL GTDA
DTT LGAGAG AE QM GTDT

PI Y H ET DL
PA Y H EV DV
PI Y H EL DV
PN Y H EV DL
PN Y H EV DL
PT Y H ES DV

IREEIIREIKDFA KV IVELGE--GEERILFMA  
PhTET2       MEVR---NMVDYELLKKVVEAPGVS IRDVVIEEIKDYV KV IAHKKG--EGPKVMIAA  
PhTET3       MDLKGGESMVDWKLMQEIIEAPGVS IRDIVVDVLKEVA KV IAHFKG--SSPRIMVAA  
HTET         ------MDDARRTFLDELLAVHSPT AQRVWVEYVSQYA ET VAVAEGG--APAVAFTG  
HvTET        ------MDDDRRAFLEDLLTTPSPS GQRVWVDYVSQFA TV VAVHEGTGEGPEIAFTG  
D4GUF7       -------MEFDFDRLKQLTETSGVP IRALVREDLEATT RV VGTIEGE-SDYEVAVAA  
 
                     90       100       110       120       130       140       150       160 
                      |      |         |         |             |                | 
PhTET1       ITGITDE LRFRKV DDRLLYGRHVNVVTEKGI-LD GATPP L--ERDKSVIPWYDLVI SKEEALEL 
PhTET2       VTHIEKN LRVAPI DPKTLIAQRFKVWIDKGKFIY ASVPP K-PEDRKKAPDWDQIFI SKEEAEDM 
PhTET3       VNHIDKD LHIVPI LPETLVAQRIRFFTEKGE-RY GVLPP RGQEDKGSKIDWDQIVV SKEEAEEM 
HTET         VAEITEG VRIAPI DASVTRGSQVRIETDDGP-VN GQAAV DHSEDG-AAPSVTEQYV DGDDARDR 
HvTET        VRDIDDD VRIGPI DRTVSKGQHVTVHGDDGD-VA GQTAI DVGSE--EYDDLEEQFV SKGDAKDH 
D4GUF7       VRHVNDE LQLDAL DPRVLKAQRVTVHAEDED-LT GSVPP T-EEQKQKEPKVEDVYV --AETVEE 
 
                    170       180       190       200       210       220       230       240 
                      |         |         |                |         |    |         | 
PhTET1       -VKPLDFAVFKKHFSVLNGKYVSTRGL GVVALI KDLVDHELEGKVIFAFT V K FLANHYYPQYAF 
PhTET2       GVKIGTVITWDGRLERLGKHRFVSIAF AVYTIL KQLKDAKAD--VYFVAT V R TSAFGIEPDYGF 
PhTET3       GFRVGTVGEFAPNFTRLNEHRFATPYL CLYAMI RQLGDHEAD--IYIVGS V R VASYAINPEVGI 
HTET         -VSVGDPGVLVSEPRELAGGRLNARSL GLWVAA RRAVERDVDATVYAVST I R MVGFDLDVDAVV 
HvTET        -VEVGDPVTVEARVRDLAGDRVAANGM GTWSAA RAAVEADVDATVYAVST V Q MVGYDLDPDAMV 
D4GUF7       TVSVGDLVTMEQTTVRMG-NHVTGKAI CLFAML KRIENPEVT--IHFAAT V R ALGVDLDPDLAL 
 
                    250       260       270       280       290       300       310       320 
                      |         |         |         |         |         |         |         | 
PhTET1       AI ACCSP--LTGD---V-K IRAVDNSAIYSRDLARKVWSI KNGIEI GVTGG-- SAFQD-RSK- 
PhTET2       AI IAADIPGTPEHKQ-VTH IKIMDRSVICHPTIVRWLEEL KHEIPY EILLG-G GAIHLTKAGV 
PhTET3       AM FAKQP--HDKGKI-VPE P-VMDVGPNINPKLRAFADEV KYEIPL EPSPRPT NVMQINREGV 
HTET         AA HAADDPMYPAERASTVA --VVMRGGTNHPVVVSALRDA DAGASL AAHRIST DAFGTAGGGV 
HvTET        AV HATDNPDVPGKRKGPVE --VVSRGSANHPNVVALARDA EADMGV QAAGIRT DAFYTSRSGI 
D4GUF7       GL VANDVPGFDPADH-VTK IKLKDSSAIANPKVHRRLRAV DDDIPY ELLPAG- GGFQNSYGAK 
 
                    330       340       350       360 
                      |         |         |         | 
PhTET1       -TLALSV K L SEV LHLN EKLVKLIEALAFEL---------- 
PhTET2       PTGALSV R I SNT VDER DATVELMTKALENIH-ELKI---- 
PhTET3       ATAVLSI R M SQV ADAR DNTIKLAKALLEELK-PMDFTP-- 
HTET         PTADLGI R M TPA VDLA AAGADVLAAFAAHAGDRDSFGVSV 
HvTET        PSLNIGI R M TPV VSTS DDVAELLGSMAALAGDVESFGVEL 
D4GUF7       PVGAISM R L TVT VHED VAYIDLLTAFLESETGEFDYTL-- 

Figure 37 – Alignement de séquences de différentes protéines TET. 
L’alignement de séquences a été réalisé avec clustalW et les séquences ont été obtenues sur la base de 
donnée UniProtKB. Les séquences des trois TET caractérisées chez Pyrococcus horikoshii sont montrées 
ainsi que celle d’halobacterium et les deux séquences retrouvées chez Haloferax volcanii. Les flèches 
oranges montrent les résidus catalytiques, les noires les résidus impliqués dans la liaison de l’ion métallique 
catalytique. 
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4. L’excision de la méthionine N-terminale chez l’Homme, similitudes, 
différences et valorisation 
 

 Dès les années 1990 plusieurs études ont montré que la NME est un processus 

essentiel chez les mammifères. De plus, une spécificité cellulaire a pu être mise en évidence 

entre les différentes lignées vis-à-vis de la sensibilité aux inhibiteurs de METAP2. En effet, 

certaines sont hypersensibles à l’inhibition de la METAP2, c’est le cas des cellules 

endothéliales [95]. En outre, le niveau d’expression des METAP2s est connu pour être régulé 

durant la prolifération cellulaire et la tumorigenèse. Ces résultats suggèrent que la METAP2 

joue un rôle prépondérant dans de telles lignées. En outre, différentes molécules ciblant 

l’activité METAP2 et qui inhibent la prolifération de différentes lignées cellulaires in vitro et 

in vivo ont été découvertes mais aucune n’est aujourd’hui prête à être mise sur le marché. En 

effet, beaucoup de questions restent encore sans réponse comme par exemple pourquoi 

certaines lignées cellulaires de mammifères sont hypersensibles à l’inhibition de l’activité des 

METAP2s. Plus généralement, la principale raison reconnue comme responsable de cette 

situation est notre manque de connaissance concernant les mécanismes moléculaires qui font 

de la NME un processus essentiel. En effet, la cascade d’évènements qui a lieu après 

l’inhibition de l’activité des composants de la NME reste encore largement énigmatique.  

 L’utilisation du système expérimentale mis au point chez A. thaliana m’a permis de 

mettre en évidence des événements moléculaires qui ont lieu consécutivement à l’inhibition 

de la NME cytoplasmique. J’ai pu montrer que l’inhibition de la NME cytoplasmique chez A. 

thaliana conduit à la perturbation de l’homéostasie du glutathion cellulaire. Cette perturbation 

a pour origine une augmentation de la protéolyse cellulaire. J’ai également pu généraliser mes 

conclusions en étudiant la NME sur d’autres modèles tels que la levure S. cerevisiae et une 

archée. Etant donné que la NME constitue une cible thérapeutique attractive, il m’est apparu 

important d’étudier la NME dans des lignées cellulaires humaines afin de vérifier les résultats 

que j’ai pu obtenir sur d’autres modèles. Pour cela, j’ai étroitement collaboré avec J. Bignon 

dans l’équipe de J. Bakala (Institut de Chimie des Substances Naturelles, CNRS, Gif-sur-

Yvette) qui m’a permis de réaliser ces expériences. 
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A. L’inhibition de l’excision de la méthionine N-terminale de cellules de 

mammifères. 

    

A.1. HUVECs, modèles d’étude des lignées endothéliales  

 

La littérature est relativement abondante concernant les inhibiteurs des METAP2s et 

leurs effets sur différentes lignées cellulaires normales et pathologiques de mammifères. 

Néanmoins, il reste difficile d’avoir une vision claire de l’effet de ces inhibiteurs sur des 

cellules de mammifères. Cela est principalement dû au manque d’uniformité des différentes 

expériences. Par exemple, il existe de nombreuses lignées cellulaires qui peuvent être 

cultivées dans au moins autant de différentes conditions. De plus, différents inhibiteurs 

peuvent être utilisés (voir Introduction). 

 Les HUVECs (Human Umbilical Vein Endothelial Cells) sont néanmoins reconnue 

pour être très sensibles aux inhibiteurs des METAP2s. Il s’agit d’une lignée de cellules 

primaires endothéliales. Nous avons donc décidé d’utiliser principalement cette lignée. J’ai 

utilisé deux méthodes différentes mais complémentaires pour visualiser la prolifération 

cellulaire pour différentes conditions de traitement des cellules avec la fumagilline. Une 

méthode de comptage cellulaire directe et précise mais ne permettant pas de faire des analyses 

à grande échelle et nécessitant beaucoup de cellules. La deuxième méthode est une mesure 

indirecte de la prolifération cellulaire mais permet par exemple l’utilisation de microplaques 

de 96 puits et donc peu de cellules consommées. Cette méthode indirecte très utilisée est 

réalisée avec le CellTiter-blue (Promega). Concrètement, les cultures cellulaires sont mises en 

présence de résazurine qui sera réduite en un composé fluorescent, la résorufine par les 

cellules vivantes. 

L’application de fumagilline dans le milieu de culture de ces cellules inhibe leur 

prolifération (Fig. 38), en accord avec les résultats déjà rapportés dans la littérature [95]. La 

visualisation de la prolifération cellulaire réalisée avec le CellTiter-blue et en microplaque de 

96 puits montre une réduction d’environ 40 % de la prolifération cellulaire lorsque les cellules 

sont mises en présence de 1 nM de fumagilline et après 72h d’incubations (Fig. 38). Les 

concentrations supérieures en fumagilline ne semblent pas réduire davantage la prolifération 

cellulaire. Ces données confirment également l’effet cytostatique de la fumagilline sur les 

HUVECs puisque la quantité de cellules ne diminue pas en deçà de la quantité de cellules 
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inoculées à l’origine (Fig. 38). Lorsque l’on réalise cette expérience en plaque de 24 puits et 

en comptant directement le nombre de cellules après 72 d’incubation avec la fumagilline, 

nous observons une réduction de la prolifération allant jusqu'à 60% pour des concentrations 

en fumagilline de l’ordre du nanomolaire (Fig. 38). Cette différence peut s’expliquer par le 

fait que la mesure de la prolifération cellulaire avec le CellTiter-blue est indirecte et qu’il est 

donc très probable qu’un biais existe à ce niveau. Néanmoins, dans nos conditions 

expérimentales, la fumagilline inhibe de 50 % la prolifération des HUVECs de façon 

cytostatique pour des concentrations en inhibiteur de l’ordre du nanomolaire. Une 

concentration en fumagilline de 5 nM sera désormais utilisée pour traiter les HUVECs et 

constituera mon modèle d’étude de la NME cytoplasmique chez les HUVECs. 
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Figure 38 – Prolifération des cellules HUVECs en présence de fumagilline. 
Les cellules de la lignée HUVEC ont été cultivées en présence de différentes concentrations en fumagilline. 
Après 72 h d’incubation avec la drogue, la prolifération cellulaire est mesurée à l’aide du CellTiter-blue 
(graphique de gauche) ou en comptage directe (graphique de droite). La ligne orange montre la quantité de 
cellules inoculées (0,028.106). L’incertitude représente l’erreur standard de la mesure. 

 

De manière surprenante, la lignée cellulaire endothéliale EA.hy926, une lignée dérivée 

de la lignée HUVEC, est beaucoup moins sensible à la fumagilline (Fig. 39). L’ajout de 10 

µM de fumagilline dans le milieu de culture ne provoque que 40% de réduction de leur 

prolifération (Fig. 39). Ce résultat est intéressant car ces cellules partagent à cause de leur 

origine beaucoup de point commun avec les HUVECs qui elles sont hypersensibles à la 

fumagilline. Par conséquent, c’est dans le peu de différences entre ces deux lignées qu’il y a 

le ou les responsables de cette sensibilité différentielle à la fumagilline. Toutefois, il faut 

remarquer que les milieux de cultures utilisées pour ces deux lignées sont différents et que 

leur composition exacte n’est pas connue. Il faudrait parvenir à cultiver ces deux lignées dans 

les mêmes conditions pour établir si les différences sont associées ou non au milieu du 
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culture.  
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Figure 39 – Prolifération des cellules EA.hy926s en présence de fumagilline. 
Les cellules de la lignée EA.hy926 ont été cultivées en présence de différentes concentrations en 
fumagilline. Après 72 h d’incubation avec la drogue, la prolifération cellulaire est mesurée à l’aide du 
CellTiter-blue. L’incertitude représente l’erreur standard de la mesure. 
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A.2. HCT-116, modèle d’étude de lignées tumorales 

 

 J’ai également testé la réponse d’autres lignées cellulaires à la fumagilline car la 

littérature rapporte un effet antiprolifératif ou non selon le type cellulaire utilisé. La lignée 

cellulaire HCT-116 est une lignée tumorale de cancer du colon bien différenciée. Les tests de 

prolifération de cette lignée en présence de fumagilline réalisés avec le CellTiter-blue et en 

comptage direct montrent que cette lignée est de trois ordres de grandeur moins sensible à la 

fumagilline que les HUVECs (Fig. 40A). En effet, il faut 1 µM d’inhibiteur pour diminuer au 

maximum de 50 % la prolifération cellulaire (Fig. 40A).  

 Il a été rapporté durant les essais cliniques que les composées de la classe de la 

fumagilline, exemplifié par le TNP-470 présentent une demi-vie dans le plasma sanguin très 

faible (environ 7 min). Parmi les hypothèses, il a été suggéré que la fumagilline soit 

dégradée/métabolisée par des époxydes hydrolases [317, 318]. J’ai alors décidé de caractériser 

et comparer après 72h de culture l’effet sur la lignée HCT-116 de l’application d’une seule 

dose initiale de fumagilline et l’effet obtenu quand les applications de fumagilline sont 

répétées plusieurs fois pendant les 72h. Cela représente l’ajout de 3 doses de fumagilline 

durant les 72h d’incubations (traitement à 0 h, 24 h et 48 h). Avec ce type d’expérience, je 

m’attendais à observer des effets drastiques avec les applications répétées de fumagilline si 
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une dégradation rapide de la fumagilline avait lieu pendant les 72h. Pourtant, la comparaison 

de la prolifération des cellules traitées de cette façon avec celle des cellules ayant été traitées 

une seule fois ne montre pas d’importantes différences (Fig. 40B). Le triple traitement 

diminue de 10 % la prolifération cellulaire par rapport au simple traitement. Dans toutes ces 

conditions, l’efficacité de la fumagilline sur la lignée HCT-116 reste faible par rapport à celle 

constatée sur les HUVECs. Par conséquent, ces résultats suggèrent que la demi-vie de la 

fumagilline dans nos conditions n’est pas la cause de sa faible efficacité à inhiber la 

prolifération cellulaire de cellules HCT-116. 

Une concentration en fumagilline de 1 µM sera désormais utilisée pour traiter les 

cellules de la lignée HCT-116 et constituera mon modèle d’étude de la NME cytoplasmique 

chez ces cellules. 
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Figure 40 – Prolifération des cellules de la lignée HCT-116  en présence de fumagilline. 
Les cellules de la lignée HCT-116 ont été cultivées en présence de différentes concentrations en fumagilline. 
A. Après 72h d’incubation avec la drogue, la prolifération cellulaire est mesuré à l’aide du CellTiter-blue. B. 
Les cellules de la lignée HCT-116 ont également été mises en présence de fumagilline ajoutée chaque jour 
(0h, 24h, 48h ; fum 3X) ou uniquement un traitement à 0h (fum 1X) et un comptage direct à été réalisé à 
72h. La ligne orange montre le nombre de cellules inoculées (0,014.106). L’incertitude représente l’erreur 
standard de la mesure. 

 

 B. L’expression des METAPs chez les HUVECs et les cellules de la lignée HCT-

116 

 

 Une des explications avancées pour justifier l’hypersensibilité à la fumagilline de la 

lignée cellulaire HUVECs repose sur une éventuelle expression différentielle des deux types 

de METAPs. Il a été suggéré que plus les METAPs sont abondantes, plus la cellule à la 
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capacité de résister à la fumagilline. Par exemple, une sous expression de METAP1 dans une 

lignée cellulaire rendrait ces cellules très sensibles à la fumagilline car le faible niveau de 

METAP1 pourrait ne plus suffire à assurer le taux de NME nécessaire à la vie cellulaire. 

Dans ce contexte, une analyse des transcripts METAP1 et METAP2 accumulés chez 

les HUVECs cultivées en présence de 5 nM de fumagilline ou non et à différents temps 

d’incubation en présence de la drogue a été réalisée récemment. Les résultats préliminaires 

montrent qu’entre 1 et 48 heures de culture avec ou sans fumagilline, la quantité de transcripts 

de METAP1 et de METAP2 ne varie pas (Fig. 41A, B). Cette analyse par PCR quantitative a 

été réalisée de manière à écarter tout biais en choisissant dans un premier temps 10 gènes de 

références avant de conserver les quatre plus stables en comparaison aux premières données 

accumulées par northern blot. Ces données suggèrent que les transcripts METAPs ne sont ni 

induits durant la prolifération ni par le traitement à la fumagilline. Ces résultats diffèrent des 

données présentent dans la littérature indiquant l’induction de la METAP2 durant la 

prolifération cellulaire.  

Enfin, une analyse des transcripts dans différentes lignées cellulaires non traitées à la 

fumagilline a été réalisée. Dans les cellules de la lignée HCT-116, mes données montrent que 

par rapport aux HUVECs, la quantité de transcript METAP1 y est plus que doublée et que 

celle de METAP2 est augmentée d’un facteur 1,5 (Fig. 41C). Le niveau plus important de 

METAPs dans la lignée HCT-116 pourrait donc être la cause de leur faible sensibilité à la 

fumagilline. Un résultat intéressant a été obtenu avec la lignée U-87 - une lignée de 

glioblastomes humains à morphologie épithéliale - qui montre un niveau de transcripts 

METAP1 égal à celui des HUVECs mais avec un niveau de transcript trois fois inférieur pour 

la METAP2 par rapport aux HUVECs (Fig. 41C). Cette lignée sera bientôt testée pour sa 

sensibilité à la fumagilline; je m’attends à ce qu’elle soit au moins autant sensible à la drogue 

que les HUVECs. Ces résultats bien qu’encourageants doivent être consolidés notamment en 

étudiant l’accumulation de ces enzymes au niveau protéique. Ces analyses sont actuellement 

en cours au laboratoire.  
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Figure 41 – Analyse des transcripts METAPs en fonction du temps, du traitement à la fumagilline et 
de la lignée cellulaire. 
A. Graphiques représentant l’accumulation des transcripts METAP1 (gauche) et METAP2 (droite) en 
fonction du temps et du traitement à 5 nM de fumagilline ou non d’HUVECs. Les données sont montrées en 
facteurs de modification avec la condition 1h de culture prise comme référence (=1). B. Graphique 
représentant l’accumulation des transcripts METAP1 et METAP2 en fonction du temps et du traitement à 5 
nM de fumagilline ou non d’HUVECs. Seules les valeurs obtenues avec le traitement à la fumagilline sont 
montrées car les références sont les conditions non traitées pour chaque temps de culture et sont donc 
ajustées à 1. C. Graphique représentant la quantité des transcripts METAP1 et METAP2 dans les cellules
des lignées HCT-116, U-87 et HUVEC. La quantité des transcripts METAPs dans les HUVECs est prise
comme référence (=1). 

 

C. Excision de la méthionine N-terminale et glutathion chez les cellules humaines 

 

 Les cellules des lignées HCT-116 et HUVEC ont été cultivées en présence de 1 µM et 

5 nM de fumagilline respectivement sur la base des tests réalisés précédemment. Ces 

concentrations inhibent la croissance cellulaire de manière reproductible. Afin de comprendre 

les conséquences de l’inhibition de la METAP2 dans les cellules humaines et de voir si 

comme chez les plantes, les archées et les champignons il existe un lien entre l’inhibition de la 

NME cytoplasmique et le glutathion, j’ai quantifié les différentes formes majoritaires de 

glutathion dans les conditions traitées et non traitées pour les HUVECs et les cellules de la 
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lignée HCT-116. L’utilisation d’une méthode de dosage à recyclage m’a permis de quantifier 

directement la forme réduite du glutathion (GSH) et le pool total de glutathion (glutathion 

réduit + glutathion oxydé). Ainsi, je peux indirectement connaître la quantité de la principale 

forme oxydée du glutathion (GSSG). Avec ces données, le calcul du rapport GSH/GSSG a été 

réalisé. Ce rapport est directement lié à l’état d’oxydation du couple GSH/GSSG. De manière 

intéressante, la quantité total de glutathion cellulaire augmente dans les HUVECs et les 

cellules de la lignée HCT-116 lorsqu’elles sont traitées à la fumagilline (Fig. 42). La forme 

oxydée du glutathion augmente dans les deux lignées lorsqu’elles sont traitées avec de la 

fumagilline. Lorsque l’on s’intéresse au rapport GSH/GSSG, on constate qu’il est plus faible 

lorsque les HUVECs sont en présence de fumagilline ; cela signifie qu’en proportion, le pool 

de glutathion cellulaire est plus enrichi en forme oxydée que dans la condition contrôle. Chez 

les cellules de la lignée HCT-116, le rapport n’est pas significativement plus bas, ce qui 

suggère une moindre oxydation du couple GSH/GSSG lorsque ces cellules sont traitées par 

rapport aux HUVECs. Ces résultats sont très intéressants et pourraient constituer une des 

explications de la résistance accrue de la lignée HCT-116 par rapport aux HUVECs. En effet, 

ces données montrent que les cellules de la lignée HCT-116 qui sont trois ordres de grandeur 

plus résistante à la fumagilline que les HUVECs sont capables d’une meilleure adaptation au 

niveau du pool de glutathion, ce dernier est affecté mais les HCT-116s semblent mieux 

contrôler cette perturbation que les HUVECs (Fig. 42). 
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Figure 42 – Dosage du glutathion chez les HUVECs et HCT-116s en présence de fumagilline. 
Les cellules des lignées HUVEC (A) et HCT-116 (B) ont été cultivées en présence de la concentration 
indiquée en fumagilline et récoltées 72 h après. Le dosage du glutathion total (GSH + GSSG) ainsi que le 
dosage de la forme oxydée uniquement à été réalisée. Le rapport de la forme réduite sur celle oxydée est 
montré également. L’incertitude représente l’erreur standard. 

 Afin de contrôler ces résultats par une approche in vivo, j’ai utilisé un marqueur 

fluorescent spécifique des thiols non protéiques. Il s’agit du CMFDA (5-

chloromethylfluorescein diacétate). Le CMFDA à travers les glutathion-S-transférases réagit 

avec le glutathion. De ce fait, il est largement utilisé pour quantifier les thiols non protéiques, 

dont la forme principale est le glutathion. Ce marqueur permet donc une quantification sur des 

cellules vivantes. Les manipulations ont été réalisées avec les HUVECs traitées ou non avec 5 

nM de fumagilline. Les résultats montrent que le traitement des cellules à la fumagilline 

provoque à 72 heures une augmentation significative de la quantité des thiols non protéiques. 

La perturbation est dose dépendante et la différence d’accumulation des thiols non protéiques 

est d’un facteur d’environ 1,5-2 pour 5 nM de fumagilline. De manière intéressante, la 

quantification de différentes formes du glutathion réalisée précédemment a révélé une 

augmentation du pool total de glutathion d’un facteur de 1,6 ce qui est en accord avec le 

dosage réalisé in vivo à l’aide du CMFDA (Fig. 43A ; 5 nM). 

J’ai également utilisé le CMFDA pour quantifier l’accumulation des thiols à différents 
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temps d’incubation des HUVECs avec la fumagilline (Fig. 43B). Cette expérience montre que 

la perturbation du pool de glutathion a lieu que tardivement durant l’incubation des cellules 

avec la fumagilline (Fig. 43B). En effet, la perturbation commence à être visible à partir de 

48h d’incubation avec la drogue. Ces résultats suggèrent que l’application de la fumagilline a 

pour conséquence une modification progressive qui conduit à l’augmentation de la quantité de 

glutathion. 
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Figure 43 – Analyse du contenu en glutathion des HUVECs avec le CMFDA. 
A. Analyse du contenu en glutathion en fonction de la quantité de fumagilline. Les HUVECs ont été 
incubées durant 72 h avec différentes concentrations en fumagilline, de gauche à droite: 0,25 nM (bleue), 1 
nM (rose) et 5 nM (vert) de fumagilline. La courbe noire représente le control non traité à la fumagilline. B.
Analyse du contenu en glutathion en fonction du temps d’incubation avec la fumagilline. Les HUVEC ont 
été mises en présence de 5 nM de fumagilline et leur contenu en glutathion à été observé à l’aide du 
CMFDA après 4, 24, 48 et 72 heures d’incubation avec la fumagilline. Les données présentent pour chaque 
temps d’incubation les cellules traitées (en rouge) et non traitées comme contrôle (en noire). 

 L’ensemble de ces données démontre que l’inhibition des METAP2s dans les 

HUVECs induit une perturbation de l’homéostasie du glutathion identique à celle que j’ai pu 

aussi observer chez A. thaliana. De manière intéressante, j’ai pu observer également une 

altération de l’homéostasie du glutathion dans un type cellulaire beaucoup plus résistant à la 

fumagilline (HCT-116) mais qui semble être contenue par la cellule. Cela constitue donc une 

nouvelle piste pour expliquer les différences de sensibilités entre les différentes lignées 

cellulaires.  
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D. Cycle cellulaire et complémentation lors de l’inhibition de l’activité de la 
METAP2 chez les HUVECs 
 

 La fumagilline diminue fortement le taux de croissance de certaines lignées cellulaires 

humaines telles que les HUVECs. Afin de comprendre comment la fumagilline réduit la 

croissance cellulaire, une analyse du cycle cellulaire a été réalisée. Dans cet objectif, un 

marquage avec de l’iodure de propidium a été réalisé pour des HUVECs traitées ou non avec 

5 nM de fumagilline. L’iodure de propidium est un agent intercalant et fluorescent qui 

s’incorpore dans l’ADN ; l’intensité du marquage obtenu est donc proportionnel à la quantité 

d’ADN cellulaire. Par conséquent, cela permet de suivre les différentes phases du cycle 

cellulaire. La phase G1/G0 est caractérisée par une quantité N d’ADN. Puis vient la phase S 

durant laquelle la synthèse d’ADN à lieu, par conséquent une quantité allant de N à 2N est 

visualisée. Enfin, les cellules en phase G2/M, située après la synthèse et avant la mitose, 

possèdent une quantité 2N d’ADN. L’utilisation d’un cytomètre permet de quantifier le signal 

issu de chaque cellule. 

Les données obtenues montrent une accumulation de cellules en phase G0/G1 lorsque 

ces dernières sont traitées avec 5 nM de fumagilline (Fig. 44). Ce blocage en phase G0/G1 est 

aisément visualisé après 72h d’incubation avec la drogue. Des mesures à différents temps 

d’incubation ont également été réalisées ; elles montrent que le nombre de cellules en phase 

G0/G1 est augmenté dès 24h en présence de fumagilline par rapport au contrôle. Ce blocage 

s’accroît ensuite avec l’augmentation du temps d’incubation avec l’inhibiteur (Fig. 44). La 

quantité de cellules en phase S diminue également. Une diminution de la quantité de cellules 

en phase G2/M et après 72 h d’incubation avec la fumagilline est aussi constatée (Fig. 44). 

Les HUVECs cultivées sans inhibiteur présentent aussi un certain blocage en G0/G1 au fur et 

à mesure de la culture cellulaire. Ce phénomène est lié à la prolifération cellulaire, le nombre 

de cellules augmentant dans la culture induit un ralentissement de la division cellulaire, c’est 

l’inhibition de contact [319]. Ces résultats sont cohérents avec les premières analyses réalisées 

il y a 15 ans qui ont conduit les auteurs à conclure également à un blocage drogue-dépendant 

du cycle cellulaire en fin de phase G0/G1 [161]. 
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Figure 44 – Analyse du cycle cellulaire lors de la diminution de la prolifération cellulaire des HUVECs 
avec la fumagilline. 
Les cellules de la lignée HUVEC ont été cultivées en présence de 5 nM de fumagilline et récoltées après 24, 
48 et 72 heures pour analyse en cytométrie associé au marquage avec l’iodure de propidium. 
L’accumulation des cellules en phases G0/G1, S et G2/M est montrée. L’incertitude représente l’erreur 
standard de la mesure. 

Afin d’étudier le métabolisme redox dans nos conditions j’ai cultivé les HUVECs en 

présence de fumagilline et de différentes molécules incluant cystéine et N-acetyl-cystéine (un 

agent anti-oxydant non-naturel très puissant). Cependant, la cystéine n’a pas d’effet positif sur 

la prolifération des HUVECs traitées à la fumagilline (Fig. 45). Néanmoins, étant donné le 

temps de division cellulaire des HUVECs (environ 17 h), il faudrait un effet très fort et rapide 

de ces molécules pour observer une complémentation sur la prolifération cellulaire. Par 

conséquent, nous avons décidé de tester l’effet de ces molécules sur le cycle cellulaire après 

24 heures d’incubation avec la fumagilline. En effet, le blocage du cycle cellulaire est 

visualisé dès 24 heures et de façon reproductible (Fig. 44). Le glutathion réduit et la cystéine 

n’ont pas permis de mettre en évidence de complémentation. L’application simultanée de 5 

nM de fumagilline et de 0,5 mM de N-acetyl-cystéine produit des résultats intéressants. En 

effet, dans ces conditions le nombre de cellules en G0/G1 revient à un niveau comparable au 
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contrôle (Fig. 46). Cependant, une perturbation persiste toujours pour ce qui concerne le 

nombre de cellules en phase S. Des expériences complémentaires sont en cours afin de 

compléter ces données. Ensembles, ces données montrent que la diminution de la prolifération 

cellulaire des HUVECs consécutive à l’application de la fumagilline est liée à un blocage du 

cycle cellulaire en phase G0/G1 et que l’utilisation de N-acetyl-cystéine permet de surpasser 

cette inhibition. 
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Figure 45 – Test de la complémentation de la prolifération des HUVECs par la cystéine. 
 Les cellules de la lignée HUVEC ont été cultivées en présence des composés indiqués et récoltées après 72 
h de traitement pour le comptage cellulaire. L’incertitude représente l’erreur standard. 
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Figure 46 – Analyse du cycle cellulaire des cellules HUVECs en temps court en présence de 
fumagilline et de N-acétyl-cystéine. 
A. Graphique d’une expérience représentative ayant servie pour réaliser la figure B. Les graphiques du 
nombre de cellules en fonction de l’intensité sont montrés. Le premier pic représente les cellules dans la 
phase G1/G0, puis entre les deux pics la phase S (synthèse de l’ADN) et enfin le dernier pic représente les 
cellules en phase G2/M. B. Les cellules de la lignée HUVEC ont été cultivées en présence des composés 
indiqués et récoltées après 24h de traitement pour analyse en cytométrie associée au marquage avec l’iodure 
de propidium. L’accumulation des cellules en phase G0/G1 (violet), S (bleu) et G2/M (vert) est montrée. 0,5 
mM de NAC sur le contrôle ne montre pas d’effets. L’incertitude représente l’erreur standard de la mesure. 
NAC signifie N-acétyl-cystéine.  
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5. Spécificité de substrats des méthionine aminopeptidases 
  

Cette partie fait référence aux données que j’ai accumulé au cours de mon travail de 

thèse concernant la spécificité de substrats des METAPs in vitro. Etant donné qu’une partie de 

ce travail a été publiée fin 2006 [275], j’ai choisi d’intégrer cet article sous la forme d’un 

résumé. En revanche, j’ai introduit le travail que j’ai effectué ces derniers mois concernant la 

purification de la METAP1A d’A. thaliana et l’étude de sa spécificité de substrat in vitro. 
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A. Etude de la spécificité de substrats des METAPs ; Résumé de l’article : « The 

proteomics of N-terminal methionine cleavage » (Annexe 2 et [275]) 

 

 La redondance fonctionnelle observée avec les deux types de METAPs cytoplasmiques 

d’Arabidopsis et l’hétérogénéité des résultats publiés jusqu'à présent nous a conduits à initier 

une étude très détaillée de la spécificité de substrats de ces enzymes. Etant donné que nous ne 

disposions pas au début de ma thèse de formes purifiées des METAPs d’Arabidopsis, nous 

avons décidé de commencer à déterminer les règles de clivages des METAP1s et METAP2s 

procaryotiques. Des archétypes des METAPs, la METAP d’E. coli pour la METAP1 et la 

METAP de P. furiosus pour la METAP2 - ont été mis en présence d’un ensemble cohérent de 

peptides substrats et leur capacité à cliver le premier acide aminé a été mesurée. Ce travail 

m’a permis de proposer pour la première fois une vision robuste de la spécificité de substrats 

des deux types de METAPs. Nous avons d’abord constitué une banque ordonnée de plus de 

120 peptides de 2 à 6 acides aminés de long. Ces formes présentent une spécificité 

remarquablement similaire qui prend en compte non seulement l’acide aminé qui suit la 

première méthionine (P1’) mais aussi les acides aminés suivants. Nous avons démontré qu’en 

position P1’, les acides aminés Val et Thr sont très peu efficaces, et que le clivage avec 

certains acides aminés en P2’ et/ou P3’ est impossible. En effet, les résidus tels que la proline 

et le glutamate influencent très négativement le clivage de la méthionine initiatrice. Ces 

données ont été confrontées à des données de séquences N-terminales obtenues chez E. coli et 

montrent un profil de clivage de la méthionine N-terminale tout à fait comparable à la 

spécificité de substrats déduite des analyses in vitro. Une interface informatique de prédiction 

en ligne (TermiNator) a été conçue au laboratoire sur ces bases. Ces données ont fait l’objet 

d’une publication en 2006 [275] et TermiNator fait partie des nouveaux sites de prédiction de 

modifications post-traductionnelles disponibles sur le site Swiss-prot (http://www.isv.cnrs-

gif.fr/terminator3/index.html). 

  

B. Purification et caractérisation de AtMETAP1A 

 

Le cytoplasme d’A. thaliana possède trois METAPs: METAP1A (At2g45240), 

METAP2A (At2g44180) et METAP2B (At3g59990). Les deux types de METAPs sont 

fonctionnellement interchangeables chez A. thaliana [82]. La METAP d’E. coli (type 1) et 
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celle de P. furiosus (type 2) ont une spécificité de substrats très similaire [275]. Afin de 

vérifier que les METAPs d’A. thaliana ont une spécificité de substrats similaire, la 

purification de ces METAPs cytoplasmiques a été entreprise. 

Les clones des ADNc codant les METAPs nous ont été fournis par la base de données 

d’A. thaliana TAIR (http://www.arabidopsis.org/). Les séquences des clones 

DKLAT2G45240 (AtMETAP1A), DKLAT2G44180 (AtMETAP2A) et DKLAT3G59990 

(AtMETAP2B) ont été vérifiées par séquençage et ont été ensuite utilisées pour les sous 

clonages (voir matériels et méthodes). J’ai décidé d’utiliser une stratégie de type « tag 

d’affinité » pour purifier les METAPs. La technologie étiquette streptavidine (strep-tag) a été 

retenue plutôt que l’étiquette histidine car les METAPs sont des metalloprotéases et 

l’étiquette histidine est connue pour sa capacité de fixation des cations. Elle risque donc de 

perturber ou d’abolir l’activité enzymatique de la protéine purifiée.  

Les séquences entières des trois METAPs ont été sous clonées dans le plasmide pet-

51b+ (Novagen). Le strep-tag a été positionné en N-terminale de la séquence des METAPs 

car l’activité est portée par un domaine en position C-terminale dans la protéine. Les trois 

enzymes ont pu être sous clonées ainsi (matériels et méthodes). 

Le plasmide pet-51b+  contenant la séquence de AtMETAP1A a été intégré dans les 

bactéries d’expressions BL21 (Invitrogen). Une colonie de transformants a servi pour la 

réalisation de la culture d’expression. Plusieurs températures pour l’induction de l’expression 

ont été testées et finalement 20°C a été retenue. L’expression a donc été induite à 20°C à 

l’aide de 0,3 mM d’IPTG lorsque dans la densité optique à 600 nm a atteint 

approximativement 0,6 ;  la culture est ensuite poursuivie. Les bactéries sont finalement 

récupérées 15 h après l’ajout de l’IPTG. Les cellules sont lysées par sonication et l’extrait 

protéique obtenu est appliqué à 4°C sur une résine Streptavidine et puis élué. Les fractions ont 

été analysées sur gel d’électrophorèse SDS-PAGE (Fig. 47). La présence dans les fractions 

d’élution d’une bande de forte intensité migrant à environ 50 kDa (Fig. 47) suggère que 

AtMETAP1a a été purifiée étant donnée que sa masse moléculaire théorique est de 46,3 kDa. 

Une migration apparente d’environ 50 kDa a aussi été observée pour la METAP1 de levure 

[320]. Apres une seule étape de purification AtMETAP1a a pu être purifiée à 90 % 

d’homogénéité (Fig. 47). Les trois fractions d’élution contenant les bandes les plus intenses 

ont été rassemblées et dialysées. 

Les tests d’expression pour AtMETAP2A et AtMETAP2B se sont révélés non 
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concluants pour le moment et ils ne m’ont pas permis d’entamer leur purification. Cette 

difficulté peut s’expliquer par l’extension N-terminale des METAP2s qui apparaît largement 

non structurée dans d’autres organismes dont la structure a été résolue [46]. De plus, le 

domaine N-terminal des METAP2s est dispensable pour leur activité [67]. Des tests 

d’expressions avec une forme tronquée en N-terminale des AtMETAP2 sont en cours au 

laboratoire.  

 

 

Figure 41 – Purification de AtMETAP1A. 
La séquence codant AtMETAP1A fusionnée en N-terminale 
avec la séquence de l’étiquette streptavidine à été exprimée 
chez E. coli puis purifiée sur colonne d’affinité. Chaque 
fraction a été collectée et analysée sur gel dénaturant (SDS-
PAGE). 20 µl des fractions correspondant aux lavages de la 
colonne ainsi qu’à l’élution sont montrées. Le poids 
moléculaire est indiqué en kDa par les nombres à gauche. 
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L’activité de l’enzyme AtMETAP1A purifiée à été essayée en utilisant le test 

d’activité décrit dans [275]. Avec le substrat MAMKS, l’enzyme purifiée montre une valeur 

d’efficacité catalytique (k -1 -1/K  associé à un Kcat m) de 280 200 ± 56 000 M .s m de 29 ± 15 µM et 

un k  de 8,4 ± 0,3 s-1
cat  (Tab. 2) ; ces valeurs sont très similaires aux valeurs obtenues avec la 

METAP d’E. coli (efficacité catalytique de 81 700 ± 8 000 M-1 -1; K.s m de 50 ± 10 µM ; kcat de 

3,9 ± 0,2 s-1 [275]). Par conséquent, l’enzyme que j’ai purifiée est active et de manière 

similaire à la METAP d’E. coli. Un test avec le tripeptide AAA n’a pas détecté de clivage (< 

0,002 M-1 -1.s ) ce qui confirme le caractère spécifique de l’enzyme pour la méthionine en 

position P1 (Tab. 2). De plus, le dipeptide MA a une activité catalytique non mesurable (< 

0,002 M-1 -1.s   (Tab. 2) confirmant les données déjà obtenues sur l’influence de la taille du 

peptide utilisé [275]. 
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En outre, la fumagilline inhibe in vitro très faiblement l’enzyme que j’ai purifiée. En 

effet, 100 µM de fumagilline est nécessaire pour diminuer de 60 % l’activité enzymatique en 

présence de 50 nM d’enzyme (F

Peptide
MAMKS 0,029  ± 0,015 8,4  ± 0,3 280244  ± 56049

AAA
MA

MVS 4,8  ± 1,9 0,12  ± 0,02 24  ± 1
MTS 2,9  ± 0,9 0,55  ± 0,07 188  ± 10
MAS 0,85  ± 0,18 6,7  ± 0,5 7875  ± 854
MSS 1,3  ± 0,3 4,6  ± 0,5 3479  ± 461
MGS 1,2  ± 0,2 1,7  ± 0,1 1481  ± 121
MKS
MDS

<0,002
<0,002

nm
nm

nm
nm

Km (mM) kcat (s-1) kcat/Km (M-1.s-1)

nm
nm

nm
nm

<0,002
<0,002

Table 2 – Paramètres catalytiques du clivage de la méthionine N-terminale par AtMETAP1A pour les 
peptides substrats utilisés 
L’activité de AtMETAP1A purifiée a été essayée en utilisant une série de peptides substrats. Le Km, kcat et 
l’efficacité catalytique du clivage (kcat/Km) sont montrés. Le test utilisé est celui décrit dans Frottin et al. 
[Erreur ! Source du renvoi introuvable.]. nm signifie non mesurable: avec la sensibilité du test et la plus 
forte concentration en enzyme utilisée, pas de clivage de la methionine n’a été observé; <0,002 est la plus 
basse valeur détectable. 

ig. 48). Cela signifie que le CI50 est de l’ordre de 50 µM. 

Rappelons que pour la même concentration de PfMETAP2, 25 nM de fumagilline inhibe 50 

% de l’activité enzymatique (Fig. 30). Par conséquent, ces données appuient l’hypothèse que 

la METAP purifiée se comporte comme une METAP de type 1, une forme très peu sensible à 

la fumagilline. 
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Figure 48 – Effet de la fumagilline sur l’activité 
d’AtMETAP1a 
L’activité d’AtMETAP1a a été testée en présence de 
fumagilline. L’activité a été réalisée selon le protocole 
décrit dans [Erreur ! Source du renvoi introuvable.] 
avec peu de modifications. L’enzyme à été incubée avec 
la fumagilline durant 15 min et la réaction débute par 
l’ajout du peptide substrat, ici 1 mM de MAS. Les 
activités ont été normalisées par rapport à l’activité 
produite par l’enzyme incubée avec le solvant de la 
fumagilline (100 %). 

Afin de vérifier si la spécificité de substrats est également similaire à la celle de la 
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forme bactérienne, différents peptides ont été testés. Les peptides utilisés font partie de la 

série MXS, qui a déjà été utilisée auparavant, X étant l’acide aminé variable. L’observation 

des résultats obtenus avec cette série montre que l’efficacité catalytique de l’enzyme est 

dépendante de l’encombrement de la chaîne latérale en position P1’ (représenté par l’angle de 

giration) (Fig. 49). En effet, les acides aminés tels que G, A et S favorisent le clivage de la 

méthionine N-terminale. Des acides aminés plus encombrants tels que T et V diminuent 

l’efficacité catalytique du clivage d’un ou deux ordres de grandeurs. Enfin, des acides aminés 

plus imposants ne permettent pas le clivage à cette position (Fig. 49). La confrontation de ces 

données avec celles précédemment obtenues pour la METAP d’E. coli montre une similarité 

très forte du profil obtenu [275]. Ainsi, à la position P1’, la spécificité de substrats de 

AtMETAP1A est similaire à celle d’E. coli et est fortement dépendante de l’encombrement de 

la chaîne latérale. 
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Figure 49 – Influence de la position P1’ sur 
l’efficacité catalytique d’AtMETAP1A in vitro. 
L’efficacité catalytique (kcat/Km) obtenue pour les 
différents peptides est résumé en table 2 et est
rapportée ici en fonction de l’encombrement de la 
chaîne latérale de l’acide aminé en position P1’. La 
série de peptides MXS a été essayée comme décrit 
dans [Erreur ! Source du renvoi introuvable.], X 
représente Gly, Ala, Ser, Val, Asp ou Lys. 
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Maturation, destinée cellulaire des protéines et thérapeutique 
 

 La NME, processus ubiquitaire, est essentiel à la survie de tout organisme. Ce 

processus de maturation protéique est le premier événement protéolytique affectant une 

protéine. Il s’agit d’un événement co-traductionnel bien que la dynamique mise en place au 

voisinage du ribosome reste encore largement énigmatique. Les METAPs sont les principales 

enzymes responsables de la diversité du résidu N-terminal. La spécificité de substrats des 

METAPs est bien définie et a été étudiée en combinant des approches réalisées in vitro avec 

des enzymes purifiées à des données de séquence N-terminale issues de protéines produites in 

vivo. 

 Il y a plus de dix ans, les METAPs ont été identifiées comme cibles de composés 

d’importance thérapeutique, stimulant ainsi les recherches concernant la NME. Néanmoins, 

du fait de l’essentialité de ce processus, de la redondance fonctionnelle et du nombre de cibles 

de la NME, peu d’éléments étaient connus sur le rôle de la NME dans le cytoplasme d’un 

eucaryote supérieur. Ainsi, pourquoi le maintien de la méthionine N-terminale provoque la 

mort de l’organisme est resté longtemps sans réponse. Au début des années 2000 quelques 

données produites en utilisant des protéomes simplifiés ont suggéré que la méthionine N-

terminale pouvait être un signal de déstabilisation d’une  protéine. Néanmoins, la situation 

dans le cytoplasme d’un eucaryote supérieur était largement incomprise malgré le besoin 

impératif de connaissances fondamentales sur ce mécanisme pour pouvoir développer des 

applications thérapeutiques pertinentes. 

  En utilisant un organisme eucaryote supérieur modèle, A. thaliana, pour lequel un 

système permettant de moduler l’activité de la NME cytoplasmique avait été mis au point, j’ai 

pu montrer que la diminution de la NME cytoplasmique entraîne une augmentation de la 

protéolyse, le maintien de la méthionine initiatrice pouvant donc aussi être un signal de 

déstabilisation dans le cytoplasme eucaryotique. Cette plus forte propension des protéines à 

être dégradées accroît la concentration intracellulaire d’acides aminés libres, augmentant en 

conséquence la synthèse du glutathion. Le rapport GSH/GSSG est perturbé lors de la 

diminution de la NME cytoplasmique à cause de l’augmentation du GSH et une quantité de 

pouvoir réducteur limitante pour réduire suffisamment de GSSG en GSH. Cette perturbation 

de l’homéostasie du glutathion a pu être vérifiée chez les plantes, mammifères, levures et 

archées où l’ajout de glutathion réduit ou de son précurseur limitant permet de restaurer un 
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phénotype sauvage malgré la diminution de la NME cytoplasmique. La nature de la ou des 

protéase(s) et le(s) mécanisme(s) de ciblage des protéines déstabilisées par l’inhibition de la 

NME cytoplasmique ne sont toujours pas identifiés mais impliquent probablement le 

protéasome. En outre, en utilisant un système où les cibles physiologiques de la NME étaient 

déjà caractérisées - le chloroplaste - nous avons pu montrer que l’absence de NME pour 

certains substrats (D1 et D2) provoque une perte de leur capacité à être reconnue par la 

protéase FtsH. Dans les cellules de mammifères, l’inhibition de la NME cytoplasmique est 

également associée à un blocage du cycle cellulaire. Dans ces cellules, une corrélation entre la 

perturbation du glutathion cellulaire et la résistance à l’inhibition de l’activité des METAP2s a 

été constatée ce qui fournit une piste supplémentaire pour expliquer la différence de 

sensibilité des cellules de mammifères aux inhibiteurs de METAP2s.  

 

I. La NME, une spécificité de substrats très conservée 
 

 La NME est un processus qui affecte la majorité des protéines et qui a lieu dès que les 

premiers résidus de la protéine émergent du tunnel de sortie du ribosome. La NME est la 

principale voie responsable de la diversité de l’acide aminé N-terminal. Les méthionines 

initiatrices sont N-formylées chez les eubactéries et dans les organites eucaryotiques et cela 

empêchent l’action des METAPs [32]. Cependant, le groupement formyle est retiré 

systématiquement par les peptide déformylases (PDFs). Les PDFs ayant une spécificité de 

substrats restreinte à la méthionine formylée, il en résulte que virtuellement toutes les 

protéines seront déformylées ce qui permet l’action des METAPs. Chez les archées [271, 321] 

et dans le cytoplasme eucaryotique la méthionine initiatrice n’est pas formylée [21], la voie de 

la NME est donc uniquement assurée par des METAPs. Dans tous les compartiments 

cellulaires où a lieu la NME c’est donc l’action des METAPs qui détermine la nature du 

résidu N-terminal. Les METAPs présentent une spécificité de substrats qui a fait l’objet de 

différentes études par le passé. Néanmoins, le manque d’uniformité des expériences réalisées 

ainsi que l’apparition de données in vivo de séquences N-terminales ne permettaient pas 

d’avoir une vision claire de la spécificité de substrats des deux types de METAPs. 
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1. Spécificité de substrats des METAPs procaryotiques 
 

En utilisant les enzymes purifiées d’E. coli pour la METAP1 et de P. furiosus pour la 

METAP2 en combinaison avec un ensemble cohérent de peptides substrats, j’ai pu confirmer 

que la position P1’ (acide aminé suivant la méthionine initiatrice, nomenclature dite de 

Schechter [83]) est le déterminant majeur du clivage de la méthionine N-terminale. C’est 

l’encombrement de la chaîne latérale du résidu à cette position qui dicte la spécificité de 

substrats des METAPs. Les résidus peu encombrants tels que Gly, Ala ou Ser (avec un rayon 

de giration r<1,30 Å) permettent la réaction tandis que ceux plus imposants à cette position 

interdisent le clivage (r>1,30 Å). De manière intéressante, en position P1’ les résidus tels que 

Thr et Val, qui présentent un encombrement stérique moyen (1,20<r<1,30 Å), induisent un 

clivage peu efficace de la première méthionine [275] (Fig. 50). En outre, j’ai pu montrer que 

les positions plus en aval de la séquence N-terminale (P2’, P3’, P4’) sont également influentes 

[275]. L’analyse comparative entre les résultats obtenus pour les deux types de METAPs 

révèle qu’elles ont une spécificité de substrats très similaire. De plus, l’ensemble de ces 

données acquis in vitro a été confronté à plus de 800 séquences N-terminales obtenues in vivo 

chez E. coli. Ces données in vivo sont concordantes avec la spécificité de substrats déduite des 

études avec les enzymes purifiées [275]. 

En 2006, 873 peptides N-terminaux avaient été identifiés chez deux archées (H. 

salinarum et N. pharaonis) [271]. Les résultats que les auteurs ont décrits sont en tous points 

en accord avec les résultats que j’ai obtenus in vitro. L’absence de méthionine N-terminale a 

été visualisée pour des protéines ayant en position P1’ les acides aminés Gly, Ala, Pro, Val, 

Ser et Thr. Peu après, la séquence de plus de 200 peptides N-terminaux provenant d’H. 

volcanii a été publiée [272] et 70% des séquences identifiées y avaient subi la NME 

conformément aux « règles » précédemment décrites. Enfin, bien que peu de séquences N-

terminales ont été identifiées, il semble que la spécificité de substrats des METAPs soit 

également conservée chez les archées méthanogènes et celles du genre Sulfolobus [322, 323, 

324].   

 

2. La spécificité de substrats des METAPs cytoplasmiques d’A. thaliana 
 

Chez A. thaliana, les METAPs n’ont jamais été purifiées. Durant ma thèse j’ai pu 
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obtenir des données concernant la spécificité de substrats de la METAP1 cytoplasmique d’A. 

thaliana. Après expression et purification de cette enzyme à l’aide d’une étiquette 

streptavidine placée en position N-terminale, j’ai initié l’étude de sa spécificité de substrats. 

Les résultats que j’ai obtenus concernent uniquement la position P1’ et sont  concordants avec 

l’étude réalisée in vitro avec les METAPs procaryotiques. Néanmoins, d’autres analyses 

seront requises pour analyser notamment l’influence de la position P2’ sur l’efficacité 

catalytique du clivage. En outre, il conviendra aussi de purifier et d’analyser la spécificité de 

substrats des METAP2s d’A. thaliana afin d’avoir une vision juste de la situation dans le 

cytoplasme de ce modèle eucaryotique et de la contribution respective des deux types de 

METAPs. Néanmoins, les deux types d’enzymes étant fonctionnellement interchangeables 

dans le cytoplasme d’A. thaliana [82], on s’attend à ce que les METAP2s présentent une 

spécificité de substrats similaire ou peu différente de celle de la METAP1. En outre, 42 

séquences de peptides N-terminaux ont été obtenues chez A. thaliana [1]. Cet ensemble se 

caractérise par un profil d’excision de la méthionine N-terminale conforme à la spécificité de 

substrats des METAPs décrite jusqu’à présent. Plus de 100 séquences N-terminales uniques 

d’A. thaliana provenant de fraction protéiques membranaires et solubles ont été obtenues et 

montrent également un clivage principalement dépendant de l’encombrement de la chaîne 

latérale du résidu en position P1’ suivant les règles déduites des analyses précédentes [263]. 

 

3. Le cas de la spécificité de substrats des METAPs cytoplasmiques chez 

l’Homme 
 

En 2010, la spécificité de substrats des METAPs cytoplasmiques humaines et de la 

METAP d’E. coli purifiées a été étudiée en utilisant des séries combinatoires de peptides. Les 

données rapportées par les auteurs sont très similaires aux résultats que j’ai moi-même 

obtenus. En effet, pour l’enzyme d’E. coli les auteurs rapportent que les acides aminés Ala, 

Gly, Cys, Pro et Ser en position P1’ permettent un clivage complet de la méthionine N-

terminale hormis lorsqu’une Pro est en position P2’. Lorsqu’ un résidu Thr ou Val se trouve 

en position P1’ en l’absence de Pro en P2’ l’efficacité du clivage est variable et dépend 

d’autres éléments tels que la nature des acides aminés aux positions P2’, P3’, P4’ et P5’, le 

niveau d’expression des protéines et les conditions de croissance. Toute combinaison 

alternative ne permet pas le clivage de la méthionine initiatrice [325]. Ainsi ces résultats sont 
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concordants avec ceux que j’ai obtenus. L’utilisation des enzymes purifiées humaines a 

permis aux auteurs américains de suggérer que chez les mammifères, les protéines ayant une 

Ala, Cys, Gly, Pro et Ser en P1’ subissent le clivage complet de la méthionine initiatrice et 

réalisé par les deux types de METAPs. Les résidus Val et Thr en position P1’ engendrent un 

clivage peu efficace de la méthionine initiatrice et est catalysé principalement par la METAP2 

et dépend aussi des résidus suivants. Ainsi, la présence de résidus Asp, Glu ou Pro en position 

P2’ induit un clivage incomplet ou une absence de clivage de la première méthionine. Ces 

résultats montrent encore une fois une très grande conservation de la spécificité de substrats 

des METAPs à travers le vivant. De même, comme pour les formes procaryotiques, les deux 

types de METAPs humaines démontrent une spécificité de substrats très similaire. 

Néanmoins, une différence de spécificité de substrats entre les deux enzymes humaines a été 

découverte. En effet, les substrats ayant une Val ou une Thr en P1’ sont principalement clivés 

par la METAP2. De même, pour appuyer ces données, la majorité des substrats spécifiques 

des METAP2s identifiés in vivo sont des protéines ayant une Val en position P1’ ([325] et 

référence citées dedans). Ces résultats peuvent être expliqués par la taille de la poche S1’ du 

site actif de la METAP1 par rapport à celle de la METAP2 [41].  
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Met-P1’-P2’-P3’... 

Action des METAPs en fonction du résidu P1’ 
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Leu, Met, Asn, Gln, Arg, Trp, 
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Dépend des résidus P2’, P3’, P4’ et des conditions cellulaires 
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Clivée principalement par METAP2 chez l’Homme 
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archées eucaryotes 

Figure 50. Spécificité de substrats de la NME et de la N-α-acétylation 
Le déterminant majeur de la spécificité de substrats des METAPs est l’encombrement de la chaîne latérale du 
résidu en position P1’ (nomenclature de Schechter [Erreur ! Source du renvoi introuvable.]) et cela est 
conservé à travers le vivant ainsi qu’entre les deux types de METAPs. En rouge, les résidus ne permettant pas à 
cette position un clivage de la méthionine N-terminale, en vert ceux le permettant et en orange les résidus 
induisant un clivage peu efficace de la méthionine initiatrice et dépendant d’autres facteurs. L’N-α-acétylation a 
lieu chez les archées et dans le cytoplasme eucaryotique. La N-α-acétylation est exceptionnelle chez les 
eubactéries. Différentes Nats existent chez les eucaryotes et ont une spécificité de substrats différente. Chez les 
archées, il existe une Nat de type NatA. R ; rayon de giration de la chaîne latérale (Å) ; les acides aminés sont 
notés en utilisant le code à trois lettres. # signifie que l’acétylation de l’Ala est partielle chez les archées 
E ! S d i i t bl[ ]
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II. Evénements physiologiques associés à l’inhibition de 

l’excision de la méthionine N-terminale dans le cytoplasme 

des eucaryotes supérieurs 
 

 La NME est un processus essentiel à la survie cellulaire et de ce fait toute inactivation 

ou inhibition totale de la NME est associée à un phénotype létal ce qui en a compliqué les 

études fonctionnelles. Il en résulte que le maintien systématique d’un unique acide aminé en 

position N-terminale, la méthionine, engendre la mort de l’organisme. Jusqu'à présent très peu 

d’études se sont focalisées sur cette question en particulier dans le cytoplasme des eucaryotes 

supérieurs. En effet, la cascade d’événements reliant l’apparition systématique de la 

méthionine initiatrice lors de l’inhibition de la NME cytoplasmique et la mort de l’organisme 

était très largement énigmatique. De plus, depuis plus de 10 ans, il est acquis que les METAPs 

sont la cible de composés ayant notamment un effet anticancéreux [277, 89, 90]. Dans le 

cytoplasme des eucaryotes la situation est également complexe car les deux types de METAPs 

y sont retrouvés posant également la question du rôle et de l’importance relative des deux 

types de METAPs dans ce même compartiment cellulaire. Les données obtenues avec les 

analyses de spécificité de substrats sont importantes afin de définir l’ensemble des protéines 

substrats de la NME et de comprendre la contribution respective des deux types de METAPs 

dans le processus. En effet, c’est parmi les protéines substrats des METAPs qu’il y a les 

protéines responsables du phénotype sévère observé dès lors que leur méthionine N-terminale 

est maintenue. Néanmoins, la NME affecte environ deux tiers d’un protéome donné, ce qui 

représente dans le cytoplasme des eucaryotes supérieurs milliers de protéines substrats 

différentes, ceci empêche toute étude de protéines cibles une à une comme première approche.  

 

1. Le glutathion comme une cible physiologique de la NME 
 

Chez le modèle A. thaliana, il a été mis au point en 2005 un système unique chez un 

eucaryote supérieur pour moduler l’expression de la NME cytoplasmique. Ce système repose 

sur (i) la construction d’un mutant dans lequel le gène METAP1A a été inactivé, (ii) la 

vérification que la fumagilline agit comme un inhibiteur spécifique des METAP2s et (iii) que 

chaque système d’inactivation utilisé séparément n’induit aucun phénotype sur la plante. 
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Ainsi, l’applicatation sur le mutant metap1a d’une concentration en fumagilline inhibant toute 

l’activité METAP2 est létale confirmant l’essentialité de la NME cytoplasmique chez A. 

thaliana [82]. Cette même concentration de fumagilline appliquée dans le milieu de culture de 

la lignée sauvage d’A. thaliana n’a pas d’effets visibles tout comme le mutant nul de la 

METAP1A appuyant l’hypothèse d’une redondance fonctionnelle des deux types de METAPs 

cytoplasmiques chez A. thaliana [82]. Ce résultat fonctionnel est en accord avec la spécificité 

de substrats décrite pour les deux types de METAPs cytoplasmiques [275, 325] et avec les 

premiers résultats que j’ai obtenus avec la METAP1A purifiée d’A. thaliana. Nous avons 

souhaité identifier les composants qui font de la NME un processus essentiel c'est-à-dire les 

composants les plus sensibles à l’inhibition de la NME cytoplasmique. Pour cela, il nous a 

fallu déterminer des conditions dans lesquelles la NME est inhibée partiellement mais 

suffisamment pour engendrer un phénotype et ainsi découvrir les cibles les plus dépendantes 

de la NME. Pour cela, le mutant metap1a a été cultivé en présence de différentes 

concentrations en fumagilline ce qui permet de moduler le niveau de NME cytoplasmique 

[82]. Un phénotype sévère et reproductible est obtenu avec 100 nM de fumagilline appliqué 

sur le mutant  metap1a. Par conséquent, cette condition a été retenue et constitue notre 

système biologique dans lequel la NME cytoplasmique est diminuée partiellement. Une 

analyse par spectrométrie de masse a permis de vérifier in vivo l’effectivité de l’inhibition 

partielle de la NME cytoplasmique [1]. 

En utilisant ce système de modulation de la NME cytoplasmique conjointement avec 

une étude protéomique sans a priori dans le but d’identifier les voies physiologiques les plus 

dépendantes de la NME cytoplasmique, j’ai pu pour la première fois dans le cytoplasme d’un 

eucaryote supérieur identifier comme cible physiologique de la NME cytoplasmique le 

glutathion cellulaire. La complémentation du phénotype induit par la diminution de la NME 

cytoplasmique avec du glutathion réduit ou son précurseur limitant la cystéine constitue un 

exemple frappant de l’existence d’un lien entre ces deux grands processus cellulaires [1]. Le 

glutathion est le thiol non protéique cellulaire majeur à travers le vivant et est essentiel à 

l’homéostasie redox cellulaire et donc à la survie cellulaire. J’ai pu démontrer que la 

diminution de la NME cytoplasmique induit chez A. thaliana une perturbation du statut du 

glutathion cellulaire. En effet, j’ai constaté une augmentation de la quantité de glutathion 

(formes réduite et oxydée) lors de la diminution de la NME cytoplasmique. De plus, le rapport 

GSH/GSSG est plus bas que dans les contrôles et le reste au cours du développement de la 
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plantule. Ces événements ont pour origine une augmentation de la quantité de protéines 

destinées à la dégradation, observées notamment à travers une accumulation des produits de la 

protéolyse lors de la diminution de la NME cytoplasmique incluant les acides aminés 

constitutifs du glutathion. En effet, la synthèse du glutathion réduit est soumise à de 

nombreux niveaux de contrôle, un des plus importants étant la disponibilité en cystéine [326]. 

Par exemple, une stimulation de la synthèse de cystéine provoque une accumulation du 

glutathion [327]. En outre, le NADPH produit par le métabolisme de la cellule n’apparaît pas 

être en quantité suffisante dans les cellules ayant leur niveau de NME cytoplasmique diminué 

[1]. Le NADPH est produit par la voie des pentoses-phosphates qui régénère le NADPH à 

partir du NADP+. La NADPH ayant un potentiel rédox très bas, cela lui permet d’être le 

premier donneur d’hydrogène du système rédox. En effet, ce métabolite est essentiel à 

l’activité de la glutathion réductase et de ce fait influence grandement le rapport GSH/GSSG. 

Parmi les protéines sensibles à la diminution de la NME cytoplasmique, nous avons retrouvé 

des enzymes intervenant dans la voie des pentoses-phosphates. Pour la première fois, il a été 

montré que la NME cytoplasmique contrôle l’homéostasie du glutathion cellulaire à travers la 

protéolyse chez un eucaryote supérieur [1] (Fig. 51). 

 J’ai également recherché si le phénotype induit par la diminution de la NME 

cytoplasmique peut être dû à d’autres phénomènes notamment liés à la perturbation du 

métabolisme du glutathion. En effet, j’ai pu montrer par exemple que la diminution de la 

NME cytoplasmique n’induit pas une oxydation généralisée de la cellule bien qu’un certain 

niveau d’oxydation constant soit observé dans tous les échantillons y compris ceux ayant une 

NME pleinement fonctionnelle. Cela est dû très probablement à l’oxydation des protéines qui 

est connue pour avoir lieu lors de la germination et correspond à un changement métabolique 

déjà décrit  [328, 282].  

Une des propriétés du fer cellulaire est son implication dans la biogenèse des centres 

[fer-S] nécessaire à l’activité de certaines protéines. Ces centres sont des cofacteurs de 

nombreuses protéines et donc importants pour la survie cellulaire. De plus, des mutations dans 

la voie de biosynthèse de ces cofacteurs chez l’Homme conduisent à des pathologies 

neurologiques. Chez les eucaryotes, un des composants de la biogenèse de ces centres est le 

glutathion. En effet, il a été précédemment constaté qu’une perturbation de l’homéostasie du 

glutathion cellulaire affecte la maturation des protéines cytosoliques à centre [fer-S] [329]. 

Réciproquement, les cellules ayant un défaut de maturation des protéines cytoplasmiques à 
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centres [fer-S] accumulent du glutathion [330]. Chez les plantes, il a été suggéré que les 

glutarédoxines  (oxydoréductases structurellement reliées aux thiorédoxines) de types II sont 

impliquées dans la régulation de l’homéostasie du fer [8]. Plus récemment, il a été suggéré 

que le glutathion agisse dans la même cascade d’évènements que celle de la biogenèse de ces 

centres [331, 332, 333, 334]. Dans ce contexte et sachant que la quantité de glutathion 

cellulaire augmente lors de la diminution de la NME cytoplasmique j’ai essayé de 

complémenter le phénotype en ajoutant du fer (Fe2+ et Fe3+) dans le milieu de culture sans 

constater de complémentation. L’absence de complémentation du phénotype en conditions 

non limitantes en fer et les résultats des dosages écartent l’hypothèse d’un défaut de 

disponibilité de fer cellulaire dans nos échantillons. 

Enfin, un des produits de la réaction catalysée par les METAPs est la méthionine qui 

sera recyclée dans le métabolisme des acides aminés soufrés ou re-incorporée dans une 

protéine. Etant donnée le coût cellulaire de production de cet acide aminé, la NME a 

également un rôle de recyclage de cet acide aminé. En outre, la concentration cellulaire en 

méthionine libre peut contrôler l’activité des METAP2s. C’est le cas chez la levure où la 

quantité naturellement élevée de cet acide aminé dans le cytoplasme du champignon inhibe la 

METAP2 [80]. Différents tests de complémentation réalisés chez A. thaliana en utilisant la 

méthionine ou ces précurseurs n’ont pas permis d’établir clairement l’importance de la NME 

dans le recyclage de la méthionine chez la plante modèle.     
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Figure 51 - La NME dans le cytoplasme d’A. thaliana 
La diminution de la NME cytoplasmique (rouge) provoque une augmentation du nombre de protéines 
destinées à une dégradation rapide. Cela induit l’accumulation des produits de protéolyse, peptides et acides 
aminés libres incluant ceux constitutif du glutathion (Cys, Glu et Gly). Cette accumulation conduit 
vraisemblablement à une stimulation  de la voie de biosynthèse du glutathion. Des analyses protéomiques 
ont montré que la diminution de la NME cytoplasmique provoque une moindre accumulation d’enzymes 
impliquées dans la voie de biosynthèse du NADPH, rendant ce dernier limitant pour la régénération du 
GSSG en GSH. Par conséquent, le rapport GSH/GSSG est plus bas que dans le contrôle. Dans la situation 
normale (vert), cette perturbation n’a pas lieu car les protéines subissent la NME, et acquièrent leur stabilité 
naturelle pour exercer leur fonction au sein du métabolisme cellulaire. La restauration d’un rapport 
GSH/GSSG permet de complémenter le phénotype et de « court-circuiter » l’effet de la diminution de la 
NME cytoplasmique. La figure est extraite de [Erreur ! Source du renvoi introuvable.].  
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III. Le maintien de la méthionine N-terminale, signal de 

dégradation 
 

La demi-vie des protéines est une question biologique qui a explosé depuis la 

découverte que la dégradation des protéines peut être un processus très contrôlé et ne servant 

pas uniquement à recycler les acides aminés dans la cellule. Cependant, la notion de 

dégradation régulée des protéines inclut la reconnaissance d’un motif permettant à la 

machinerie cellulaire de savoir quelles sont les protéines à éliminer. La compréhension et la 

connaissance de ces motifs et de cette spécificité de dégradation restent encore largement 

méconnus. Peu de signaux de dégradations ou degrons sont aujourd’hui identifiés. Les 

premières études associées à la dégradation régulée des protéines se sont majoritairement 

concentrées sur la découverte et la caractérisation des acteurs de ces voies. Désormais de plus 

en plus d’études traitent de la régulation de la dégradation ciblée des protéines et constitue un 

important défi pour les années à venir. Le résidu N-terminal des protéines est le signal de 

dégradation le mieux décrit. Cette étude s’inscrit dans ce contexte. 

 

1. Le maintien de la méthionine N-terminale des protéines dans le cytoplasme 

des eucaryotes supérieurs : un rôle déstabilisant 
 

Chez A. thaliana, nous avons observé lors de l’inhibition de la NME cytoplasmique 

une augmentation de la protéolyse notamment par la visualisation de produits de la 

dégradation de protéines notamment l’accumulation d’acides aminés libres cellulaires et de 

produits de dégradation partielle comme les peptides. La recherche des activités 

protéolytiques responsables de cette dégradation protéique accrue n’a pas décelée de 

changements profonds de l’activité endoprotéasique totale cellulaire. Par conséquent, s’il ne 

s’agit pas d’une augmentation de la quantité des enzymes impliquées dans la protéolyse alors 

seule une augmentation du nombre de substrats destinés à être dégradés rapidement peut 

expliquer l’accumulation de produits de dégradations dans nos échantillons. Les acteurs de la 

dégradation de ces protéines acquérant une demi-vie courte lors de l’inhibition de la NME 

cytoplasmique ne sont pas encore identifiés. 

Le maintien de la méthionine initiatrice constitue donc également un signal de 
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déstabilisation des protéines dans le cytoplasme eucaryotique. Par conséquent, ces nouvelles 

données s’inscrivent directement dans le prolongement de précédentes études appuyant 

l’hypothèse que la méthionine N-terminale peut être un signal de déstabilisation protéique. Le 

résidu N-terminal est par ailleurs historiquement le premier dégron (nommé N-degron) 

découvert et est le motif de dégradation le mieux documenté [235]. Les règles régissant la 

stabilité des protéines en fonction du résidu N-terminal sont connues sous le nom de règles de 

l’azote N-terminal (NER) [235]. Chez les eucaryotes, ces règles sont bien conservées [335]. 

Les résidus déstabilisants sont généralement ceux qui empêchent l’action des METAPs (D, E, 

R, K, H, L, F, W, Y, I, Q, N et C oxydée) et donc non découverts par l’action des METAPS 

[335]. Ces résidus sont reconnus par des N-recognines, E3 ubiquitine ligases spécifiques de la 

voie NER, conduisant ainsi la protéine cible à la dégradation via le protéasome. De manière 

intéressante, un système analogue est retrouvé chez les eubactéries puisque ClpS joue le rôle 

d’une N-recognine pour conduire une protéine à la dégradation par le complexe ClpAP [234, 

233]. La NME est la principale voie qui influence la diversité de l’acide aminé N-terminal des 

protéines et induit l’apparition de résidus stabilisants, permettant à la protéine d’échapper à 

une dégradation rapide par la voie NER. Les résidus déstabilisant de la voie NER sont donc 

produits par une autre voie que la NME, un autre événement protéolytique. Par ailleurs, peu 

de substrats naturels du NER ont été identifiés jusqu’à présent. 

La voie du NER identifie la méthionine comme étant un résidu stabilisant. Cependant, 

une variété d’études prouve le contraire. En effet, il a déjà été démontré que la méthionine N-

terminale maintenue est un signal de dégradation de sous unités du photosystème II [240]. 

Cela a également été démontré pour un variant de la glutathion-S-transférase exprimé chez la 

levure [216] et une β-glucuronidase chez les plantes [239]. En outre, en combinant des 

analyses protéomiques et bioinformatiques, il a été montré chez les eucaryotes que les 

protéines ayant une méthionine N-terminale non bloquée ont une demi-vie plus courte que les 

autres protéines [264]. Dans le cytoplasme d’A. thaliana, j’ai pu montrer que l’inhibition 

partielle de la NME cytoplasmique induit une augmentation du nombre de protéines ayant une 

méthionine N-terminale non bloquée. Cette inhibition a pour conséquence une augmentation 

de la protéolyse cellulaire démontrant ainsi que la méthionine N-terminale constitue 

également un signal de dégradation dans le cytoplasme des eucaryotes supérieurs [1]. 
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2. L’influence de l’apparition de la méthionine N-terminale sur d’autres 

voies : ubiquitination N-terminale et N-α-acétylation 
 

 De plus en plus d’études rapportent qu’une nouvelle voie de ciblage des protéines au 

protéasome par l’ubiquitination ait lieu. Cette voie ne fait pas intervenir l’ubiquitination de 

lysines internes mais celle du groupement α-aminé du résidu N-terminal. Cette voie est 

nommée ubiquitination N-terminale (NTU) [336]. Plus de 90 % des substrats formellement 

identifiés du NTU possèdent une méthionine N-terminale. Enfin, il a récemment été suggéré 

que les protéines eucaryotiques ayant une méthionine N-terminale non bloquée peuvent être 

dégradée via le NTU, une estimation de 10% des protéines eucaryotiques à été réalisée [264]. 

Lors de l’inhibition partielle de la NME cytoplasmique il y a un maintien préférentiel de la 

méthionine N-terminale. De plus, une fraction plus importante de protéines ayant une 

méthionine N-terminale n’est pas acétylée lors de la diminution de la NME cytoplasmique [1] 

ce qui laisse la possibilité au NTU d’avoir lieu. 

 La séquence N-terminale peut également être modifiée par différents groupements 

chimiques. Parmi ces groupements, la N-α-acétylation (NTA) est connue comme stabilisateur 

des protéines car le NTA est surreprésentée chez les protéines les plus abondantes. La N-α-

acétylation affecte une grande partie des protéines chez les eucaryotes (jusqu'à 90% chez 

l’Homme). Le rôle du NTA est encore peu compris et demande donc à être investigué plus 

largement ; néanmoins ce rôle est très important puisque les mutants de cette voie présentent 

un phénotype sévère chez la levure [337] et les plantes [338]. Lors de l’inhibition partielle de 

la NME cytoplasmique, une diminution du NTA a été constatée. La NME a donc un effet sur 

le NTA du fait de son influence sur la nature du résidu N-terminal. Chez les eucaryotes, trois 

Nats principales catalysent la réaction d’N-α-acétylation. Chacune de ces Nats se singularise 

par une spécificité de substrats bien définie et différente [265] (Fig. 50). De façon 

intéressante, une des Nats (NatA) a comme substrats les résidus découverts par l’action des 

METAPs (Fig. 50). Il existe d’autres Nats (notamment NatB et NatC) agissant sur une 

fraction de protéines ayant leur méthionine initiatrice. Cette spécificité apparaît conservée 

chez les eucaryotes. Les archées possèdent uniquement une Nat de type A [271] et hormis 

quelques cas exceptionnels il n’y a pas d’acétylation chez les eubactéries [269]. La diminution 

du niveau de NME enrichie le nombre de protéines ayant une méthionine en position N-

terminale. Chez A. thaliana, la diminution de la NME cytoplasmique altère le pool de 
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protéines subissant la NTA. En effet, des protéines qui subissent en conditions normales la 

NME puis la N-α-acétylation par NatA ne seront plus des substrats des NatAs lors du 

maintien de la methionine N-terminale. En effet, de telles protéines deviendront probablement 

substrats d’autres Nats qui face au nombre important de substrats seront saturées. Ainsi, une 

accumulation de protéines ayant une méthionine N-terminale non bloquée est constatée [1]. 

 En 2010, le groupe d’A. Varshavsky aux USA a découvert qu’un résidu N-terminal 

acétylé peut constituer un N-dégron chez la levure [249] ciblant la protéine au protéasome via 

une E3 ubiquitine nommée Doa10. Les auteurs font l’hypothèse qu’il s’agit d’un système de 

contrôle qualité de la biosynthèse des protéines. Une protéine mal repliée ou pas assez 

rapidement sera reconnue par Doa10 au niveau du groupement N-α-acétyl. En revanche, une 

protéine repliée correctement aura ce même groupement caché dans la structure et donc 

inaccessible pour Doa10. Les auteurs ont également proposé que dans les compartiments 

cellulaires concernés, le groupement formyle puisse aussi être un signal de dégradation. 

Cependant, les données publiées en 2003 exclues cette hypothèse [240]. Cette unique étude 

souligne notre manque de compréhension du NTA bien qu’il assure un rôle fondamental dans 

la cellule avec la NME agissant en amont. Le maintien de la méthionine N-terminale n’affecte 

probablement pas la structuration tridimensionnelle d’une protéine. Néanmoins, agissant 

comme un résidu déstabilisant, la méthionine a besoin d’être reconnue pour provoquer la 

dégradation de la protéine. Or le résidu N-terminal est souvent caché dans la structure 

définitive de la protéine rendant ce résidu inaccessible pour une telle reconnaissance. Par 

conséquent, la méthionine N-terminale maintenue est probablement reconnue avant même que 

la protéine ne soit complètement repliée; de ce fait, la protéine gardant la méthionine 

initiatrice pourrait être substrat de voies différentes telles que celle du contrôle qualité 

nouvellement décrite et/ou celle du NTU (Fig. 52 et 53). 
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Synthèse 
protéique 

NME 

Met-P1’-P2’... P1’-P2’... 

N-Instabilome Protéines stables 

Met-P1’-P2’... Ac-Met-P1’-P2’... Ac-P1’-P2’... P1’-P2’... 

Fonctionnalité 

NTU 

Met-P1’-P2’... Ac-Met-P1’-P2’... Ac-P1’-P2’... P1’-P2’... 

NTA NTA 

Ub-Met-P1’-P2’... 

Protéasome 

Ac-Met-P1’-P2’...Lys-Ub... 

Doa10 

Localisation 
Stabilité 

Autres modifications 

Voies favorisées en présence d’une NME fonctionnelle
Voies favorisées lors d’une diminution de la NME 

Figure 52. Devenir protéique en fonction de la NME 
En condition cellulaire normale (flèches vertes), la NME est pleinement fonctionnelle et clive la méthionine 
initiatrice pour environ 60 % des protéines selon la spécificité de substrats définie des METAPs. La méthionine 
N-terminale constitue un signal de dégradation et la protéine peut être éliminée via le NTU. Les protéines 
subissant l’excision continues leur processus de maturation et peuvent avoir d’autres modifications permettant à 
la fin du processus qu’acquérir toutes leurs propriétés nécessaires au bon fonctionnement cellulaire (stabilité, 
fonctionnalité et localisation sub-cellulaire). La N-α-acétylation ou NTA est un modulateur de cette voie. Le
NTA est connu pour stabiliser les protéines, ayant ou non une méthionine initiatrice. Néanmoins, une récente 
étude rapporte que le NTA peut également conduire à la dégradation (pointillés). Lorsque la NME est diminuée 
(flèches rouges), il y a un maintien accru de la méthionine N-terminale, augmentant le pool de protéines 
destinées à la dégradation ou Instabilome via différentes voies possibles. 
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3. La situation dans le chloroplaste, un modèle d’étude de la NME  
 

Dans la quête de l’identification des protéases responsables de la dégradation de 

protéines qui deviennent instables suite au maintien de leur méthionine initiatrice, nous avons 

pu montrer dans le chloroplaste que FtsH n’est pas le principal acteur de la dégradation de ces 

protéines instables bien qu’une certaine redondance partielle puisse avoir lieu notamment 

pour D2 comme  proposé précédemment [260, 339]. Ainsi, quand la NME chloroplastique est 

Met

Substrats de Doa10 

Substrat du NTU 

A
bsence de 
clivage 

Figure 53. Le résidu P1’ détermine le devenir d’une protéine 
Le résidu P1’ est le principal responsable du clivage de la méthionine N-terminale. Les acides aminés peu 
encombrants (vert) à cette position induisent le clivage de la méthionine initiatrice tandis que les résidus 
plus imposants (rouge) empêchent ce clivage. Les résidus de tailles intermédiaires (orange) induisent une 
faible efficacité du clivage de la méthionine N-terminale. Les substrats de la règle de l’azote N-terminale 
(NER) sont les acides aminés qui ne sont pas découverts par la NME, nécéssitant donc d’autres mécanismes 
pour être en position N-terminale. Les autres acides aminés en position N-terminale, incluant la méthionine, 
peuvent être acétylés pour constituer un N-dégron. Il existe également une Nat (NatA) dédiée aux acides 
aminés permettant la NME et d’autres Nats pour ceux non permissifs. La méthionine en position N-
terminale induit une demi-vie protéique plus courte que la moyenne. Tous les substrats du NTU sauf un 
commencent par une méthionine et elle est également substrat de la voie Doa10. Les données d’efficacité 
catalytique du clivage sont ceux pour EcMETAP1 et la série de substrats MXS. 
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inhibée, D1 et D2 sont principalement reconnues et dégradées par d’autres protéases qu’FtsH2 

(cette étude) et ClpP [240]. Il existe d’autres protéases chloroplastiques telles que les 

protéases Lon et DegP qui sont des protéases d’origine procaryotique [259, 340]. L’étude de 

ces protéases conjointement à l’inhibition de la NME chloroplastique permettra de savoir si 

elles sont responsables de la dégradation de ces protéines déstabilisées par le maintien de leur 

méthionine initiatrice. En outre, la question de la reconnaissance de la séquence N-terminale 

par FtsH2 reste toujours sans réponse. Pour la première fois, un lien fonctionnel et 

mécanistique à été démontré entre deux processus majeurs du chloroplaste, la NME et la 

dégradation des sous unités du PSII par les complexes FtsHs (Fig. 54). La NME étant 

indispensable pour que FtsH2 puissent assurer son rôle auprès de D1 et D2. 

 

 

Synthèse 
protéique 

+ NME

D1D2

Fo-Met-D1
Fo-Met-D2

PSII 

D1D2
PSII 

photo-inhibition 

Complexe 
FtsH 

PSII 

- NME 

Fo-Met-D1 
Fo-Met-D2 

Dégradation de D1 et D2 
principalement par d’autres 
voies que celles impliquant 
uniquement FtsH2 ou ClpP

Figure 54. L’inhibition de la NME chloroplastique induit une dégradation de D1 et D2 indépendante de 
FtsH2 
D1 et D2 font partie du complexe PSII. Ces protéines subissent des dommages oxydatifs en particulier lors de 
conditions de photo-inhibition. Ces formes oxydées sont dégradées par des complexes FtsH incluant FtsH2 afin 
qu’une protéine D1 ou D2 nouvellement synthétisée puisse être incorporée dans le PSII. L’inhibition de la NME 
chloroplastique induit une dégradation rapide de D1 et D2. Cette dégradation est principalement réalisée par 
d’autres voies que celles impliquant uniquement FtsH2 ou ClpP. 
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4. H. volcanii, un modèle d’étude des voies associées à la NME 
 

 La présence d’une unique METAP et de type 2 chez les archées en font naturellement 

de bons candidats pour des études fonctionnelles car il est aisé d’en moduler la NME à l’aide 

d’inhibiteurs de METAP2s. En utilisant cette stratégie, j’ai pu montrer que le lien entre NME 

et métabolisme des thiols semble également conservé chez les archées [1]. Afin de 

comprendre quels sont les acteurs de la dégradation des protéines déstabilisées par l’inhibition 

de la NME cytoplasmique j’ai initié une étude à l’aide d’un mutant d’une peptidase agissant 

en aval du protéasome, la peptidase TET. Les premières expériences réalisées avec le mutant 

TET indiquent que cette peptidase agit dans la même voie que la METAP2 avec TET en aval 

de la METAP2 puisque ce mutant présente une résistance à la fumagilline en comparaison à la 

souche parentale. L’absence de cette aminopeptidase doit probablement ralentir la machinerie 

cellulaire de protéolyse et ainsi diminuer la dégradation de ces substrats. Clairement, 

l’utilisation de ce modèle permettra de faire rapidement des avancées sur l’impact de la NME 

dans un protéome d’autant plus qu’il existe aujourd’hui de nombreux outils génétiques et 

biochimiques développés chez ce micro-organisme.  
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IV. L’excision de la méthionine N-terminale chez les 

mammifères, cycle cellulaire et glutathion 
 

La NME cytoplasmique est une cible thérapeutique reconnue dans la lutte contre le 

cancer et dans un nombre toujours plus important d’affections. De plus, les cellules de 

mammifères se comportent différemment des autres cellules eucaryoteiques face à l’inhibition 

de l’une ou l’autre des METAPs cytoplasmiques. En effet, tandis qu’une redondance 

fonctionnelle des METAPs cytoplasmiques a été observée chez A. thaliana [82] et que la 

METAP1 chez la levure semble avoir un rôle prépondérant [52], dans les cellules de 

mammifères, c’est la METAP2 qui apparaît avoir une plus grande importance (revue dans 

[94] et Introduction). Néanmoins, malgré l’importance thérapeutique de la NME, la fonction 

de ce processus est encore énigmatique dans ces lignées cellulaires. De même, la contribution 

des deux types de METAP n’est pas encore complètement élucidée. Enfin, on ignore toujours 

pourquoi certains types cellulaires comme les lignées endothéliales sont sensibles à 

l’inhibition de la METAP2 tandis que d’autres lignées ne le sont pas. Différentes hypothèses 

ont été avancées pour expliquer cette spécificité cellulaire telle qu’une perméabilité 

différentielle aux inhibiteurs selon la lignée, une métabolisation différentielle, une expression 

différentielle des deux types de METAPs ou encore une différence de spécificité de substrats. 

En effet, il est concevable de penser que si des protéines sont exprimées uniquement dans 

certaines conditions ou lignées cellulaires et qu’elles subissent uniquement l’action des 

METAP2s alors ces protéines auront une méthionine N-terminale maintenue en cas 

d’inhibition par la METAP2. 

 

Afin de débuter l’étude sur les lignées cellulaires humaines, j’ai mis au point notre 

système d’étude afin de travailler dans des conditions standardisées. De cette manière j’ai pu 

observer que dans mes conditions, l’application de fumagilline dans le milieu de culture des 

HUVECs provoque un blocage du cycle cellulaire lors de la phase G0/G1. Par différentes 

approches complémentaires, j’ai pu montrer que l’inhibition de l’activité de la METAP2 

conduit à une perturbation du statut du glutathion cellulaire. La perturbation constatée est très 

similaire à celle que j’ai observée chez A. thaliana. En effet, dans les deux cas, l’inhibition 

partielle de la NME cytoplasmique provoque une augmentation de la quantité de glutathion 
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cellulaire (réduite et oxydé) ainsi qu’un rapport rédox GSH/GSSG qui est plus bas que dans la 

situation contrôle. De manière intéressante, les lignées cellulaires peu sensibles à l’application 

de l’inhibiteur des METAP2s semblent être capables de mieux contrôler ou de moins altérer 

le glutathion cellulaire. Ce résultat fournit une explication à cette différence de sensibilité. De 

plus, l’application d’un antioxydant précurseur du glutathion dans le milieu de culture des 

HUVECs dont l’activité METAP2 est inhibée permet d’outrepasser partiellement le blocage 

du cycle cellulaire en phase G0/G1. Ce résultat est appuyé par une analyse datant de 2005 

montrant que le N-acétylcystéine est capable d’abolir l’effet de fortes concentrations de TNP-

470 sur des cellules de la lignée cellulaire de mélanome de souris B16F10. 

A ce stade, différentes hypothèses peuvent être avancées pour expliquer l’effet 

anticellulaire observé lors de l’inhibition de l’activité des METAP2s. En effet, la diminution 

de l’activité  de la NME peut engendrer une perturbation similaire à celle que j’ai décrite chez 

A. thaliana; c’est à dire une altération de l’homéostasie du glutathion qui a pour origine une 

dégradation plus importante d’un ensemble de protéines. Il se peut également qu’une cible 

spécifique de la NME engendre un tel phénotype. Ces deux hypothèses non mutuellement 

exclusives sont développées ci-après. 

 

1. L’homéostasie rédox et le cycle cellulaire  
 

Les données obtenues questionnent directement sur les voies reliant glutathion, cycle 

cellulaire et NME. La division cellulaire a besoin d’un assemblage de cyclines et de kinases 

dépendantes de cyclines (CdK) pour permettre au cycle cellulaire de progresser à travers les 

phases S et M. Parmi les régulateurs du cycle cellulaire, il y a les inhibiteurs des CdKs ou 

CdKis. La protéine p21 est un CdKi qui est surexprimé lorsque les cellules sont endommagées 

évitant une prolifération cellulaire anormale [341, 342]. En plus de son rôle de contrôle du 

cycle cellulaire, p21 participe également à la réparation de l’ADN ainsi que dans les processus 

apoptotiques [343]. Par conséquent, p21 est un régulateur cellulaire central. Dans la cellule, 

p21 est contrôlé par p53 qui est un produit de gène suppresseur de tumeurs. Il s’agit donc 

aussi d’un régulateur important (pour revues voir [164, 344]). Parmi les fonctions de p53, 

celle d’activateur transcriptionnel de p21 permet à ce dernier de bloquer la prolifération 

cellulaire. Néanmoins, p21 est capable d’être activé de façon indépendante de p53 [345]. En 

outre, l’importance du glutathion nucléaire et de son statut oxydoréductif a été démontrée 
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dans le contrôle de la prolifération cellulaire de lignées de mammifères et qu’un 

environnement réduit dans le noyau est nécessaire à la progression du cycle cellulaire [346].  

Aujourd’hui, de plus en plus d’études rapportent que le cycle cellulaire et l’apoptose 

dans les cas extrêmes peuvent être régulés par l’état redox cellulaire. En effet, des études ont 

indiqué que p21 peut jouer un rôle important dans l’arrêt de la croissance des cellules en 

conditions hyperoxiques ou traitées avec du péroxyde d’hydrogène notamment à travers 

l’accumulation de p21 [347, 348, 349, 350, 351]. De manière intéressante, il a été 

précédemment suggéré que le blocage en G0/G1 chez les cellules endothéliales lors de 

l’inhibition de l’activité METAP2 peut faire intervenir la voie p53-p21. En effet, une 

accumulation de p21 et dans une moindre mesure de p53 a été constatée [162, 163]. La 

séquence N-terminale de p21 est prédite (TermiNator http://www.isv.cnrs-

gif.fr/terminator3/index.html) pour subir la NME ainsi que l’acétylation de la sérine en 

position P1’. Par conséquent, il s’agit d’un substrat des METAPs. Ainsi, il est possible que si 

la NME est diminuée, la methionine ne soit pas excisée. Néanmoins, l’inhibition de la 

METAP2 ne suffit probablement pas à inhiber le clivage de cette méthionine initiatrice 

puisque la METAP1 est toujours fonctionnelle et une sérine en position P1’ permet le clivage 

par les deux types de METAPs [275, 325]. La protéine p53 possède en position P1’ un résidu 

Glu l’excluant catégoriquement des substrats de la NME. Par conséquent, ces deux protéines 

ne sont pas directement régulées par l’action de la NME ce qui suggère la présence d’un ou 

plusieurs effecteurs en amont de ces protéines dans la cascade d’évènements engendrée lors 

de l’inhibition de la NME cytoplasmique. 

L’oxydation de p53 in vitro altère sa conformation et inhibe sa liaison à l’ADN [352]. 

Néanmoins, la forme oxydée de p53 peut être réduite par le facteur redox (Ref-1) qui réduit 

également les formes oxydées de la protéine activatrice 1 (AP-1) [353]. La surexpression de 

Ref-1 augmente l’activité de p53  sur le promoteur de p21 tandis que des ARN antisens de 

Ref-1 inhibent l’activité de p53 [354]. L’activité de Ref-1 sur la voie p53-p21 peut être 

augmentée par une thiorédoxine, enzyme qui réduit les dithiols pour laquelle l’expression 

augmente en condition oxydante [355] [356]. Cependant, il existe aussi des voies d’activation 

de p21 indépendantes de p53 en cas d’oxydation irréversible de cette dernière. Ces voies 

indépendantes de p53, passent notamment par TGF-β (transforming growth factor β) et qui est 

lui-même régulé par des oxydants. L’oxydation est un des mécanismes d’activation de TGF-β 

permettant l’induction de la transcription de p21 [357, 358]. Ainsi, une perturbation de 
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l’homéostasie redox cellulaire peut induire l’expression de p21 de manière indépendante de 

p53 à travers TGF-β [347]. L’ensemble de ces données montre que l’homéostasie redox 

cellulaire contrôle le cycle cellulaire à travers le niveau d’expression de p21 et par différentes 

voies. 

Comme l’hyperoxie, l’eau oxygénée stimule également p21 de manière dépendante ou 

non de p53. Des cellules déficientes en p53 sont toujours capables de réguler p21 à travers 

l’homéostasie rédox [359]. Les protéines ERKs (kinases impliquées dans les voies de 

signalisations de la prolifération cellulaire [360]) sont des effecteurs de cette régulation. ERK 

stimule l’expression de p21 lors d’une altération du statut du glutathion en étant elle-même 

activée par une phosphorylation [345] [361]. Ainsi, de nombreux de signaux de transductions 

activés par une perturbation de l’homéostasie rédox convergent à une augmentation du niveau 

de p21 et conséquemment au blocage du cycle cellulaire en G0/G1.  

Les données obtenues durant ma thèse indiquent que l’ajout de N-acétyl-cystéine sur 

les HUVECs dont l’activité des METAP2s est abolie permet de diminuer le nombre de 

cellules bloquées en phase G1/G0. Ce précurseur de la cystéine est converti en glutathion 

réduit à travers la cystéine et la γ-glutamylcystéine. Il en résulte que le pool de glutathion 

cellulaire est impliqué dans la cascade mécanistique reliant l’inhibition de l’activité METAP2 

au blocage du cycle cellulaire. Compte tenu que p21 et p53 sont impliquées dans cette voie et 

que de multiples études indiquent que l’accumulation de p21 est fortement dépendante de 

l’homéostasie rédox cellulaire, il est probable que la perturbation de l’homéostasie du 

glutathion cellulaire agisse directement en amont de p53 et p21. Ainsi, j’ai pu identifier une 

nouvelle étape dans la cascade d’évènements déclenchée par l’inhibition de la NME 

cytoplasmique située entre le maintien de la méthionine N-terminale et p21/p53. La voie 

p21/p53 peut constituer le senseur du statut du glutathion cellulaire et induire la réponse 

antiproliférative (Fig. 55). 

En 2010, il a été montré que l’addition de guanine et de nucléosides contenant une 

guanine reverse complètement l’effet cytostatique de l’inhibition de la METAP dans deux 

lignées cellulaires endothéliales. Cette complémentation reverse également l’induction de 

l’accumulation de p21. Il semble que cette complémentation se réalise à travers la voie de 

récupération/biosynthèse de nucléotides car son inhibition empêche la complémentation. 

Néanmoins, les auteurs rapportent que cette complémentation implique l’augmentation de la 

quantité de guanosine triphosphate cellulaire au dessus de son niveau physiologique plutôt 
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qu’une restauration de sa quantité sauvage [362]. Cette découverte récente souligne que 

différents facteurs interviennent au niveau du CdKi p21 puisqu’il s’agit d’un régulateur 

central cellulaire.  

La connexion entre NME, glutathion et cycle cellulaire a donc été réalisée (Fig. 55). 

La diminution de la NME cytoplasmique à travers l’abolition de l’activité METAP2 induit 

une perturbation de l’homéostasie redox cellulaire suggérant un effet général de la diminution 

de la NME plutôt qu’un effet sur une cible spécifique. Néanmoins, à l’heure actuelle je n’ai 

pas investigué la dégradation des protéines dans ces échantillons, et il m’est donc impossible 

d’affirmer que l’augmentation et la perturbation du pool de glutathion cellulaire a pour origine 

une augmentation de la protéolyse cellulaire. 

 

2. D’autres cibles de la NME 
 

 Une des étapes manquantes dans la cascade d’évènements aboutissant au blocage du 

cycle cellulaire est la connaissance des cibles protéiques directes qui retiennent leur 

méthionine N-terminale lors de l’inhibition de la METAP2 et qui pourrait expliquer le 

phénotype anticellulaire observé. La spécificité des deux METAPs cytoplasmiques chez 

l’Homme à été récemment étudiée et il apparaît que la METAP2 clive un ensemble de 

substrats pour lesquels la METAP1 est très peu efficace. En effet, des analyses réalisées avec 

les enzymes humaines purifiées ont révélé que les METAP1s sont inefficaces in vitro pour 

cliver les substrats ayant une Val ou une Thr en position P1’ [325]. Il en résulte qu’une 

inhibition de l’activité de la METAP2 doit induire le maintien de la méthionine N-terminale 

de ces substrats. De manière intéressante, quelques analyses protéomiques ont identifié des 

protéines conservant leur méthionine N-terminale lors de l’inhibition de l’activité de la 

METAP2 révélant ainsi in vivo des substrats spécifiques des METAP2s chez les mammifères. 

La cyclophiline A (séquence N-terminale MVNPTV) [363], la glycéraldehyde-3-phosphate 

dehydrogenase (MVKVGV)[363], une thiorédoxine (MVKQI) [184], une protéine de liaison 

SH3 riche en acides glutamiques (SH3BGRL) (MVIRV) [184], le facteur d’élongation 2 

(MVNFT) [184], TXNL1 (thiorédoxin-like protéine 1) (MVGVKP) [325] et la chaîne α de 

l’hémoglobine humaine (MVLSPA) [184] conservent leur méthionine N-terminale lors de 

l’inhibition de l’activité METAP2. De manière intéressantes, ces protéines ont toutes une Val 

après la méthionine N-terminale ce qui appuie l’étude in vitro mentionnée ci-dessus. Des tests 
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in vitro conduits avec les séquences N-terminales de ces protéines ont montré que l’efficacité 

catalytique de la réaction est deux ordres de grandeur plus faibles avec la METAP1 qu’avec la 

METAP2 pour ces substrats. Néanmoins, la méthionine initiatrice de la protéine 14-3-3γ est 

incomplètement excisée lors de la diminution de l’activité de l’une ou l’autre METAP bien 

que le résidu P1’ soit une Val; ceci indique qu’il s’agit d’un mauvais substrat des deux 

METAPs. Ainsi, l’augmentation de la forme protéique retenant la méthionine N-terminale 

lors de l’inhibition de l’une ou l’autre des METAPs suggère que les deux types de METAPs 

sont nécessaires pour réaliser complètement le clivage de la méthionine N-terminale de la 

protéine et que d’autres déterminants entre en jeu comme les résidus plus éloignés dans la 

séquence  [150, 146]. 

Il a été rapporté que l’inhibition de l’activité de la METAP2 bloque l’entrée en phase S 

du cycle cellulaire via l’activation de la voie p53-p21 [162, 163]. Un des mécanismes 

possibles pour l’activation de la voie p53 implique l’homéostasie rédox comme nous venons 

de le voir. De manière intéressante, Trx-1 (thiorédoxine-1), un des substrats spécifiques des 

METAP2s, a aussi été impliquée dans la régulation de p21 à travers p53. En effet, Trx-1 est 

induite et est transportées dans le noyau lors d’une perturbation de l’homéostasie redox 

cellulaire. Dans le noyau Trx-1 augmente la fonctionnalité de p53 directement et à travers 

Ref-1 [356]. En outre, la structure de la protéine SH3BGRL humaine a été résolue, révélant 

un repliement de type thiorédoxine. Ceci suggère aussi son implication l’homéostasie redox 

cellulaire [364]. Bien que se soit uniquement deux cas précis, ces protéines relient directement 

la NME et l’homéostasie redox cellulaire.  

 

Par conséquent, mes données suggèrent que l’inhibition de l’activité METAP2 des 

cellules de mammifères produit un effet semblable à ce que j’ai pu montrer chez A. thaliana 

avec la perturbation de l’homéostasie du glutathion cellulaire. Néanmoins, il reste à démontrer 

l’augmentation de la protéolyse lors de la diminution du niveau de NME dans les cellules de 

mammifères. Des données provenant de la littérature montrent quelques protéines cibles 

substrats spécifiques de la METAP2  et nous ne pouvons pas écarter à l’heure actuelle leur 

éventuelle implication dans l’effet anticellulaire constaté 
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NME 

Réplication ADN 
S G1

Cycle cellulaire 
Figure 55. La NME régule le cycle cellulaire à travers le statut du glutathion chez l’Homme 
La progression du cycle cellulaire est contrôlée par différents événements de phosphorylation. C’est le cas de la
transition G1/S. Afin que la phase de synthèse (S) du cycle cellulaire débute, des complexes Cycline E (cycE) -
kinase dépendante de cycline 2 (CdK2) doivent se former afin d’activer la fonction kinase. L’activité kinase va 
phosphoryler la protéine du rétinoblastome (Rb). Cette phosphorylation permet à Rb de se dissocier du facteur de 
transcription (E2F). E2F active la transcription de nombreux gènes nécessaires à la poursuite de la phase S du 
cycle cellulaire incluant les gènes impliqués dans la réplication de l’ADN. Parmi les régulateurs du cycle 
cellulaire important, il y a p21, un inhibiteur de CdKs. p21 se lie aux complexes cycE - CdK2 et inhibe ainsi son 
activité conduisant à une hypophosphorylation de Rb et conséquemment au blocage du cycle cellulaire lors de la 
transition G1/S. Dans la cellule, l’expression de p21 est contrôlée par différents facteurs tels que le statut du 
glutathion. Une perturbation de l’homéostasie du glutathion cellulaire peut en effet stimuler l’expression de p21 
à travers différentes voies, dépendantes ou non de p53. La NME, en contrôlant la demi-vie d’un sous-ensemble 
de protéines, maintiendrait un statut du glutathion favorable à la poursuite du cycle cellulaire. La diminution de 
la NME, induirait une augmentation de la protéolyse et en conséquence perturberait l’homéostasie du glutathion 
à travers l’augmentation de la quantité d’acides aminés libres cellulaires et la déstabilisation de protéines 
impliquées dans le maintien de cette homéostasie. 
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V. La NME, processus ubiquitaire et voies associées 

conservées 

 
1. Le glutathion 
 
 L’oxygène présent dans l’atmosphère implique que les cellules subissent des attaques 

oxydatives. Ainsi, les organismes vivants ont développé des protections contre les dommages 

oxydatifs souvent irréversibles. Ce système antioxydant comporte différents acteurs, des 

enzymes et des composées de faibles poids moléculaires. Ces systèmes sont très similaires à 

travers le vivant notamment le glutathion qui est le thiol non protéique le plus abondant dans 

la grande majorité des cellules. Dans les rares cas où le glutathion ne l’est pas, il y a un 

système très analogue impliquant un composé de la voie de biosynthèse du glutathion comme 

le γ-glutamylcystéine [294]. Aujourd’hui, le glutathion n’est plus uniquement reconnue 

comme une molécule impliquée dans la lutte contre les dommages oxydatifs mais également 

dans de nombreux processus cellulaires et voies de signalisations faisant de lui un acteur 

central dans la cellule. L’étude du rôle de la NME cytoplasmique chez A. thaliana a permis de 

révéler pour la première fois un lien entre ces deux composants cellulaires majeurs. La 

diminution de la NME cytoplasmique perturbe fortement la quantité et le statut du glutathion 

dans la cellule. De manière intéressante, j’ai retrouvé ce lien chez la levure et une archée 

soutenant l’hypothèse d’une conservation de ce lien à travers le vivant. De plus, l’étude de la 

NME cytoplasmique dans différents types cellulaires chez l’Homme a également montré une 

perturbation de l’homéostasie du glutathion cellulaire. Par conséquent, dans trois systèmes 

eucaryotiques différents et chez une archée, la diminution du niveau de NME cytoplasmique 

perturbe le pool de glutathion cellulaire. L’ensemble de ces données est en faveur de la 

conservation du lien entre la NME et l’homéostasie du glutathion cellulaire à travers le vivant.  

Dans les cellules de mammifères, j’ai pu établir une connexion entre la NME, le 

glutathion et le cycle cellulaire. En effet, j’ai confirmé que la diminution de la NME 

cytoplasmique chez les HUVECs conduit à un blocage des cellules en phase G1/G0 et que 

cela peut être abolie au moins partiellement par l’ajout d’un précurseur du glutathion. Chez A. 

thaliana, la diminution de la NME cytoplasmique conduit à un phénotype très sévère. En 

comparaison aux animaux, les plantes ont un développement qui est largement post-

embryonnaire avec les nouveaux organes qui apparaissent dans le temps notamment grâce à la 
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division cellulaire au niveau des méristèmes. De façon intéressante, malgré le milliard 

d’années qui sépare les plantes et les animaux, les composants du cycle cellulaire sont très 

similaires. En effet, tout comme dans les autres organismes eucaryotiques, les plantes 

possèdent des CdKs qui gouvernent le cycle cellulaire à travers la phosphorylation de 

différents substrats à des points clés du cycle cellulaire comme les transitions G1/S et G2/M 

ce qui permet la réplication de l’ADN et la mitose, respectivement. Il existe également des 

CdKis chez les plantes et assurent la même fonction d’inhibiteur du cycle cellulaire que chez 

les animaux [365, 366, 367, 368, 369]. Sur la base de comparaisons de séquences, les CdKis 

de plantes sont reliés aux CdKis de type p21 des mammifères, la famille Cip/Kip. Les CdKis 

des plantes sont communément connues sous le nom de Kip-Related Protein ou KRP [365, 

366, 368]. Ils interagissent tous avec les cyclines de type D (cycD1, cycD2 et cycD3) [365, 

368] [370]. Chez les plantes, les protéines Rbs sont également présentes et interviennent aussi 

dans le contrôle de la transition G1/S. La protéine Rb interagie avec un complexe contenant le 

facteur de transcription E2F pour réprimer la transcription des gènes régulés par cette protéine 

[371, 372, 373]. A. thaliana a un seul gène codant une protéine Rb (Rb-related gene ; RbR). 

Chez les animaux, Rb est phosphorylée par différents complexes CdK/cyc lors de la transition 

G1 vers S. Les protéines RbRs interagissent avec les cyclines de types D [374, 375, 376, 377]. 

Les kinases de plantes associées aux RbRs sont la CdKA et une cycline D [376, 378]. Ainsi, 

la phosphorylation des protéines RbR par les CdKs dépend de la phase du cycle cellulaire. Par 

conséquent, A. thaliana possède une machinerie cellulaire de contrôle du cycle cellulaire très 

similaire à celle présente chez les mammifères. Ayant révélé une perturbation de 

l’homéostasie du glutathion lors de la diminution de la NME cytoplasmique à la fois chez A. 

thaliana et chez les HUVECs, il est concevable que chez la plante la perturbation du statut du 

glutathion cellulaire entraîne également une altération du cycle cellulaire comme montré 

précédemment avec les HUVECs. En effet, le glutathion cellulaire est impliqué dans le 

contrôle du cycle cellulaire chez les animaux et les plantes (revue dans [379]). Par exemple, le 

mutant rml-1 (mutant de la γ-glutamylcystéine synthétase) chez A. thaliana qui possède un 

pool glutathion cellulaire altéré en comparaison au WT, échoue à développer un méristème 

apical racinaire normal car les cellules sont bloquées en phase G1 du cycle cellulaire [380]. 

Vraiment, la perturbation de l’homéostasie du glutathion peut bloquer le cycle cellulaire chez 

les plantes comme chez les animaux lors de la diminution de la NME cytoplasmique. 
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2. La protéolyse 
 

 La méthionine N-terminale peut constituer un signal de dégradation. Néanmoins, les 

activités protéolytiques responsables de la dégradation des protéines déstabilisées par le 

maintien de leur méthionine initiatrice ne sont pas identifiées. En outre, cette protéolyse 

accrue d’un sous-ensemble de protéines lors de la diminution de la NME cytoplasmique a été 

montrée dans le chloroplaste [240] ainsi que dans le cytoplasme [1]. Ces deux compartiments 

comportent leur propre machinerie de dégradation des protéines. Dans le cytoplasme des 

eucaryotes, les protéines ayant une méthionine N-terminale non bloquée sont 

vraisemblablement dégradé via l’ubiquitination N-terminale et le protéasome. Le protéasome 

a été identifié dans le cytoplasme de beaucoup d’eucaryotes incluant les plantes, l’Homme et 

la levure. L’organisation du protéasome apparaît conservé. Le NER, règle de dégradation des 

protéines en fonction de leur résidu N-terminale est également conservée. Chez les plantes, 

deux N-recognines ont été identifiées jusqu’à présent, PRT1 et PRT6 [381, 382, 383]. Les 

résidus déstabilisants sont très similaires à ceux décrits pour la levure et les mammifères. En 

outre, cette règle est également retrouvée chez les bactéries avec ClpS servant de N-

recognine. Les bactéries ne possèdent pas de protéasome mais ont un analogue fonctionnel, le 

complexe ClpAP. Néanmoins, la voie classique du NER ne semble pas être impliquée dans la 

dégradation des protéines ayant leur methionine initiatrice car les résidus définis comme 

destabilisant par cette règle ne sont pas ceux qui sont obtenus après action de la NME. Par 

ailleurs, très peu de substrats naturels de cette règle sont connus. Aujourd’hui, de plus en plus 

de « règles » supplémentaires à cette voie sont découvertes telles que l’acétylation et 

l’ubiquitination N-terminale modulant également la demi-vie des protéines. De manière 

intéressante, il semble aujourd’hui que l’ubiquitination ne soit pas uniquement restreint aux 

eucaryotes. En effet,  la pupylation, une modification de type ubiquitination a été découverte 

chez l’actinobactérie M. tuberculosis agissant de manière similaire au système décrit chez les 

eucaryotes [384]. De même, la sampylation, une modification de type ubiquitination a été mis 

à jour chez les archées [385].   

 

VI. Conclusions - perspectives 
 

 Le maintien de la méthionine N-terminale est donc un signal de déstabilisation des 
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protéines qui est nécessaire mais pas suffisant puisqu’un ensemble réduit de protéines y est 

directement sensible. Pour la première, le rôle de la NME dans le cytoplasme d’un eucaryote 

supérieur a été établi et contrôle d’importants processus cellulaires ubiquitaires tels que la 

protéolyse et le statut du glutathion. Ces découvertes ont été réalisées dans différents 

organismes à travers le vivant appuyant le caractère ubiquitaire des processus contrôlés par la 

NME. 

 Clairement, les prochaines études devront se focaliser sur la/les protéase(s) 

responsable(s) de la dégradation des protéines déstabilisées par une méthionine N-terminale 

maintenue ainsi que sur les mécanismes de leurs reconnaissances ou non reconnaissance. 

Dans ce contexte, l’apport de différents modèles tels que le chloroplaste, H. volcanii ou 

encore la levure permettra des avancées rapides afin de vérifier ensuite les résultats obtenus 

sur des protéomes plus complexes.   

 Dans la quête d’une connaissance toujours améliorée de la spécificité de substrats des 

METAPs eucaryotique et de leur contribution respective pour la NME, la purification des 

METAPs cytoplasmiques d’A. thaliana est actuellement poursuivie. La purification des 

METAP2s d’A. thaliana est en cours et permettra de compléter les données de spécificité de 

substrats déjà obtenues in vitro avec la METAP1A. De plus, dans le contexte de la 

caractérisation in vivo des modifications N-terminales incluant l’N-α-acétylation chez A. 

thaliana menée au laboratoire, nous avons obtenus la séquence N-terminale de plus de 800 

protéines in vivo. Les premiers résultats semblent confirmer la spécificité de substrats des 

METAPs eucaryotiques obtenue in vitro bien que de plus amples analyses sont nécessaires. 

 L’utilisation des lignées cellulaires humaines est également poursuivie actuellement. 

En effet, les études d’expressions des METAPs dans différentes lignées cellulaires sont en 

cours. De même, l’analyse in vivo de séquences N-terminales lors de l’inhibition de l’activité 

METAP2 devrait permettre de connaître l’ensemble des protéines conservant leur méthionine 

N-terminale dans ces conditions et ainsi définir in vivo les cibles spécifiques à la METAP2. 

De plus, cette analyse sera réalisée avec différents types cellulaires tels que des lignées 

sensibles et d’autres beaucoup moins sensibles à l’inhibition de la METAP2s afin de 

comprendre l’origine de cette sensibilité différentielle. 

 Des résultats préliminaires ont suggéré que les eubactéries ont également ce lien entre 

la NME et le pool de glutathion cellulaire. De plus amples études sont nécessaires afin de 

vérifier l’existence d’un tel lien chez ces organismes. 
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 Clairement, la poursuite de l’étude de la NME à différents niveaux d’analyses et 

impliquant plusieurs organismes modèles permettra de rapidement combler le défaut de 

compréhension de ce processus essentiel.  
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Produits chimiques, enzymes  et solutions 

 Les produits chimiques et enzymes ont été achetés chez Sigma (St.-Quentin Fallavier, 

France) sauf quelques exceptions pour lesquelles l’origine sera mentionnée. Les tampons 

utilisés ont été filtrés à l’aide d’un filtre millipore (Molsheim, France) de 0,22 µm. 

 

I. Propagation et culture du matériel vivant utilisé 
 

1. Arabidopsis thaliana 
 

A. Lignées utilisées et croisements 

 

Les lignées mutantes metap1a (SALK_021985), gr1 (SALK_060425) et ftsh2 (var2) 

d’A. thaliana utilisées dérivent de l’écotype Columbia. Les mutants simples pdf1a, pdf1b 

dérivent de l’écotype Wassilewskija-2. Les mutants simples metap1a, pdf1a, pdf1b et ftsh2 

ont été précédemment décrits [240, 82, 305] (Tab. 3). 

 

B. Conditions de cultures 

 

Pour conserver les lignées, les plantes sont cultivées en serre et les graines sont 

récoltées lorsque les siliques sont bien sèches en prenant soins de ne pas mélanger les 

différentes lignées. Les graines obtenues sont passées sur un tamis permettant d’enlever une 

majeure partie des débris. Lors de croisements, les siliques issues des fleurs pollinisées 

manuellement sont identifiées et récoltées séparément en tube de 2 mL. Les graines sont 

ensuite stockées à 9°C. Avant semis sur boîtes de Petri, les graines sont stérilisées en les 

incubant successivement dans une solution de SDS (sodium dodécyl sulfate)  0,02 % [p/v] 

durant 5 min sous agitation, puis  5 min dans de l’éthanol 70 % [v/v] sous agitation et une 

incubation finale de 12 min dans une solution de barychlore (1 tablette pour 500 mL d’eau). 

Entre chaque bain, deux rinçages sont effectués avec de l’eau stérile. Enfin, juste avant le 

semis et sous la hôte à flux laminaire, les graines sont rincées au moins 7 fois avec de l’eau 

stérile afin d’éliminer toute trace de barychlore. 

Les graines sont semées sur un milieu contenant : milieu Murashige et Skoog 2,3 g.L-

1, acide 2-morpholino-éthane-sulfonique 0,5 g.L-1, agar 8 g.L-1 (Difco, Detroit, Etats-unis), 
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saccharose 10 g.L-1, myo-inositol 0,1 mg.mL-1, thiamine 1 mg.L-1, acide nicotinique 0,5 mg.L-

1, pyridoxine 0,5 mg.L-1, et ajusté avec du KOH jusqu’à pH 5,7. La germination est 

synchronisée après 3 jours de stratification des graines à 4°C et à l’obscurité. Puis, les boîtes 

de Petri sont incubées en chambre de culture à 21°C, 16 h de lumière à 100 µE.M-2.s-1 durant 

moins de 6 semaines. La croissance a été réalisée le plus souvent verticalement afin d’obtenir 

des plantules aisément manipulables. Le temps de croissance est mesuré en DAI (nombre de 

jours d’incubation en chambre de culture). 

 

C. Conditions de traitements et complémentation 

 

Pour les expériences de complémentations, les graines ou plantules d’A. thaliana ont 

été cultivées en présence de la molécule indiquée dissoute directement dans le milieu ou dans 

de l’eau. Dans tout les cas, le contrôle est réalisé avec le même volume du solvant utilisé. La 

fumagilline a été dissoute dans du méthanol. 

 

Nom Mutation Ecotype Origine/description Locus 
metap1a ADN-T SALK_021985 Columbia Ross 2005 At2g45240 
pdf1a ADN-T (Madison collection) Wassilewskija-2 Giglione 2003 At1g15390 
pdf1b ADN-T (Madison collection) Wassilewskija-2 Giglione 2003 At5g14660 
gr1 ADN-T SALK_060425 Columbia Marty 2009 At3g24170 
ftsh2 ADN-T Columbia Zaltsman 2005 At2g30950 
metap1a ; gr1   Cette étude  
ftsh2 ; pdf1a   Cette étude  
ftsh2 ; pdf1b   Cette étude  

Tableau 3. Lignées d’A. thaliana utilisées ou obtenues durant mon doctorat 
 

 

2. Saccharomyces cerevisiae 
 

A. Lignées utilisées 

 

 Les lignées utilisées (Tab. 4) dérivent de la lignée BY4741 et nous ont été fournies par 

M. Tolédano (CEA, Saclay). Elles proviennent de la banque Euroscarf (http://web.uni-

frankfurt.de/fb15/mikro/euroscarf/index.html). Les souches sont auxotrophes pour l’histidine, 

la leucine, la méthionine et l’uracile. Les souches mutantes ont le gène d’intérêt (metap1 

(YLR244c) ou metap2 (YBL091c)) qui est remplacé par un module KanMX (conférant une 
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résistance à la généticine) ainsi qu’une étiquette spécifique pour chaque gène fournissant une 

délétion du gène d’intérêt. Les délétions ont été confirmées par PCR selon la procédure 

décrite et avec les oligonucléotides (Tab. 5) recommandés sur le site internet du 

« Saccharomyces Genome Deletion Project website » (http://www-

sequence.stanford.edu/group/yeast_deletion_project/deletions3.html).  

 

B. Conditions de cultures et conservation des lignées 

 

Les différentes lignées sont cultivées sur milieu riche composé de 2 % [p/v] de 

peptone (Difco), 1 % [p/v] d’extrait de levure (Difco) et 2 % [p/v] de glucose contenant ou 

non de l’agar 2,5 % [p/v] (Difco). Les cultures sont réalisées à 30°C. Pour les cultures en 

suspension, l’aération est maintenue en plaçant les tubes de culture sur une roue à 30°C.   

Les lignées sont conservées dans 50 % [v/v] de glycérol (cryo-protectant) à -80°C. 

Pour cela, une colonie est mise en culture liquide dans 5 mL de milieu pour la nuit. Le 

lendemain matin, dans un cryo-tube contenant 800 µL de glycérol stérile, autant de la 

suspension cellulaire est ajoutée. Après avoir correctement agité le cryo-tube, ce dernier est 

stocké à -80°C. Pour reprendre une lignée à partir de ce stock, il suffit de très rapidement 

gratter la suspension cellulaire congelée avec un inoculateur puis inoculer un milieu de culture 

liquide. 

 

C. Conditions de traitements et complémentation 

 

Pour les expériences de complémentation, il faut réaliser une pré-culture avec les  

différentes souches de levure. Pour cela, une colonie est inoculée dans 5 mL de milieu de 

culture liquide et incubée la nuit à 30°C sur une roue. Ensuite, une série de dilution par 10 est 

effectuée avec la suspension cellulaire. Puis, 10 µL de chacune des dilutions est déposé sur le 

milieu de culture solide supplémenté avec la ou les molécules indiquées. Les différents 

composés ont été dissous dans l’eau ou directement dans le milieu. La même quantité de 

solvant est utilisée dans tout les cas pour les contrôles. Les photographies ont été prises à 3 ou 

6 jours d’incubation à 30°C 
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Nom Génotype 
WT BY4741; MATa, his3D1, leu2D0, met15D0, ura3D0 
ΔMETAP1 BY4741; MATa, his3D1, leu2D0, met15D0, ura3D0; YLR244c::kanMX4 
ΔMETAP2 BY4741; MATa, his3D1, leu2D0, met15D0, ura3D0; YBL091c::kanMX4 
 Tableau 4. Lignées de S. cerevisiae utilisées 
  

Nom  Séquence 
ScMAP1_A 5’-CTAAAGTCATGACAATGGGAGAACT-3’ 
ScMAP1_B 5’-GGTTTAGGAATATCTTCAGGGACAT-3’ 
ScMAP1_C 5’-AACTTTCCTAAATCGCTTTGTACCT-3’ 
ScMAP1_D 5’-TATGGTTCAATTTTTACCTTTGGAA-3’ 
ScMAP2_A 5’-GCATTATCAGTTTTGCTTTTAGAGG-3’ 
ScMAP2_B 5’-TTTGCAGATTGAAATCTTGATGATA-3’ 
ScMAP2_C 5’-CGCTACTTACACGGGTATTAAAGAA-3’ 
ScMAP2_D 5’-ACTAGCAATTCTCGTCAAACATACC-3’ 
Kan B 5’-CTGCAGCGAGGAGCCGTAAT-3’ 
Kan C 5’-TGATTTTGATGACGAGCGTAAT-3’ 
Kan B1 5’-TGTACGGGCGACAGTCACAT-3’ 
Kan C1 5’-CCTCGACATCATCTGCCCAGAT-3’ 

 
 

3. Haloferax volcanii 
 

A. Lignées utilisées 

 

Les souches sauvages d’Haloferax volcanii (DS2) et Δtet nous ont été fournies par B. 

Franzetti. La délétion du gène tet est décrite dans le manuscrit de thèse de C. Norais. La 

technique pop-in/pop-out a été utilisée pour obtenir ce mutant. Brièvement, un plasmide non 

réplicatif est intégré au niveau du locus par recombinaison (pop-in) puis après un nouvel 

évènement de recombinaison homologue au niveau de l’intégration du plasmide permet de 

supprimer le gène d’intérêt (pop-out). 

 

B. Conditions de cultures 

 

Les souches d’Haloferax volcanii ont été cultivées à 45°C sur un milieu riche 

contenant : extrait de levure 5,2 g/L, peptone 1 g/L (Oxoid, Dardilly, France), hydrolysat de 

Tableau 5 - Liste des oligonucléotides utilisés pour vérifier le génotype des souches de 
levures aux loci YLR244c et YBL091c. 
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caséine 1 g/L (Oxoid), NaCl 2,46 M, MgCl2 88 mM, MgSO4 89 mM, KCl 54 mM, CaCl2 3 

mM, Tris-HCl pH 7,5 12 mM et KOH 2 mM. Pour les cultures sur boîtes de Petri, 15 g/L de 

bacto agar (Difco) est ajouté à la solution. Le CaCl2 est ajouté juste avant de réaliser les boîtes 

de Petri. 

 

C. Conditions de traitements et complémentation 

 

Pour les expériences de complémentation, une pré-culture est réalisée. Cette dernière 

est ens

ur les expériences de croissance en milieu liquide, une pré-culture a servi à inoculer 

20 mL 

. Lignées de cellules humaines 

ieux de culture, les solutions et les lignées cellulaires ont été achetés chez 

Lonza 

. Conditions de cultures et propagation  

 

Les lignées HUVEC (numéro ATCC : PCS-100-010), HCT-116 (numéro ATCC : 

uite diluée jusqu'à obtenir une DO650 nm comprise entre 0,5 et 0,8. Ensuite, une série de 

dilution par 10 est effectuée avec cette suspension cellulaire. Puis, 10 µL de chacune de ces 

dilutions est déposée sur une boîte de Petri contenant le milieu de culture supplémenté avec la 

ou les molécules indiquées. Les composés ont été dissous dans l’eau ou directement dans le 

milieu de culture. La fumagilline est dissoute dans du méthanol. La même quantité de solvant 

est utilisée pour les contrôles. Les photographies ont été prises après 3 et 7 jours d’incubation 

à 45°C.  

Po

de milieu liquide avec une DO 650 nm finale de 0,005. La croissance à 45°C a été suivie 

à DO 650 nm et DO 600 nm sans constater de différences. 
 

4
  

Les mil

(Levallois-Perret, France), les références sont indiquées. La fumagilline est dissoute 

dans le DMSO. La culture des lignées cellulaires humaines a été réalisée au sein de l’équipe 

de Johanna Bakala à l’Institut de Chimie des Substances Naturelles en collaboration avec 

Jérôme Bignon (CNRS, Gif-sur-Yvette, France). 

 

A

 

CCL-247), EA.Hy926 (numéro ATCC : CRL-2922)  et U-87 (numéro ATCC : HTB-14) ont 

été utilisées. Ce sont toutes des lignées de cellules adhérentes. Les HUVEC ont été cultivées 
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dans le milieu EBM2 (CC-3156) dans lequel on y ajoute 10 % [v/v] de sérum de veau fœtal. 

La lignée HCT-116 est propagée dans le milieu Mc Coy’s (BE12-688F) également 

supplémenté avec 10 % [v/v] de sérum de veau fœtal. Les lignées EA.Hy926 et U-87 sont 

cultivées en milieu DMEM (Dulbecco’s modified Eagle Medium, BE12-614F) supplémenté 

avec  10 % [v/v] de sérum de veau fœtal. Les cellules sont cultivées à 37°C et avec 5 % de 

CO2. Les cultures cellulaires sont repiquées lorsqu’elles sont presque à confluence ce qui 

correspond à deux repiquages par semaine pour maintenir une lignée en culture. Les lignées 

HCT-116, U-87 et EA.hy926 sont maintenues en culture durant ~45 jours après le premier 

inoculum. Les HUVECs étant des cellules primaires sont utilisées entre les passages 2 et 5 

inclus, après elles dégénèrent et ne sont donc pas conservées. Les différentes lignées 

cellulaires sont conservées sous forme d’ampoules dans l’azote liquide. 

 

B. Repiquage des lignées  HCT-116, U-87 et EA.hy926 

 

Le repiquage des cellules dans un milieu frais est nécessaire lorsque la culture arrive à 

conflue

. Repiquage des HUVECs 

 

Le repiquage de ces cellules suit le même protocole que celui décrit précédemment. 

Cepend

nce. Pour cela, il faut récupérer les cellules à l’aide d’un protocole particulier car elles 

sont adhérentes. Le milieu usagé est retiré et un rinçage rapide est effectué avec de la solution 

de trypsine-EDTA (17-161). Puis, les cellules sont incubées environ 4 min avec cette même 

solution. Afin d’accélérer la séparation des cellules et leur décrochage, les boites sont agitées 

manuellement et la trypsine est rapidement inactivées en ajoutant autant de milieu. Une 

fraction de la suspension cellulaire est utilisée pour le comptage afin de connaître la quantité 

de cellules récupérées. Le reste de la suspension cellulaire est centrifugé à 20°C durant 5 min 

à 2500 g ce qui permet d’obtenir un culot de cellules et de se débarrasser de la trypsine. Enfin, 

une fraction des cellules resuspendues est utilisée pour inoculer du milieu frais en prenant 

soin de ne pas trop diluer les cellules. Pour ces cellules, une dilution par 10 ou 20 est 

généralement utilisée. Les cultures sont ensuite remises à 37°C et 5 % de CO2. 

 

C

ant, pour rincer les cellules nous utilisons du DPBS (tampon phosphate Dulbecco ; 

BE17-512F) et une solution de trypsine différente (CC-5012). L’incubation des cellules en 
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présence de la trypsine est réalisée à 37°C ce qui permet de réduire le temps d’incubation car 

les HUVECs sont plus fragiles. L’inhibition de la trypsine est réalisée avec une solution 

dédiée, le TNS (Trypsin Neutralising Solution, CC-5002). 

 

D. Tests de prolifération en microplaque de 96 puits 

 

Après avoir récolté les cellules et les avoir resuspendu, 50 µL de suspension cellulaire 

sont aj

. Tests de prolifération en microplaque de 24 puits 

es HUVECs sont inoculées dans une microplaque de 24 puits à raison de 20 000 

cellules

outés dans chaque puit. Entre 2000 et 5000 cellules par puits sont nécessaires. Les 

cellules sont ensuite remises dans l’incubateur pour 24h afin qu’elles ré-adhérent et retrouvent 

des conditions de croissance favorables. Les cellules sont ensuite mises en présence d’une 

gamme de concentration en fumagilline par l’ajout de 50 µL de milieu de culture contenant la 

fumagilline dans chaque puit. La culture est ensuite poursuivie durant 72 h. Puis, la 

prolifération cellulaire est observée à l’aide du bleu de titration cellulaire (Celltiter blue assay; 

Promega, Charbonnières-les-Bains, France). Pour cela, 20 µL du réactif est ajouté dans 

chaque puit ainsi que dans 3 puits contenant uniquement le milieu de culture comme blanc. La 

microplaque est ensuite incubée entre 1 h et 4 h pour le développement de la coloration. Le 

résultat est obtenu à l’aide d’un lecteur de fluorescence en microplaque disposant d’une 

longueur d’onde d’excitation de 560 nm et un filtre pour la lecture à 590 nm. L’intensité de la 

coloration est proportionnelle à la quantité de cellules vivantes. Chaque condition est réalisée 

en triplicat et la valeur correspondante au bruit de fond est déduite des résultats.  

 

E

 

L

 par puit dans 1 mL de milieu de culture. Le traitement avec les molécules est réalisé 

24 h après afin que le cellules adhèrent et retrouvent des conditions normales de croissance. 

La culture est ensuite poursuivie, durant 72 h au maximum. Lorsque l’incubation est terminée, 

les cellules sont récoltées à l’aide d’un traitement à la trypsine et les cellules vivantes sont 

dénombrées à l’aide du bleu trypan et de l’hematocytomètre. Concrètement, les cellules sont 

rincées avec 500 µL de DBPS. Une fois le DPBS enlevé, 300 µL de trypsine est ajoutée suivie 

de 5 min d’incubation à 37°C. Les cellules sont récupérées lors de l’ajout de 500 µL de TNS. 

L’ensemble est alors transféré en fiole pour le comptage cellulaire. 
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II. Biologie moléculaire et génétique 
 

 Les oligonucléotides ont été commandés et synthétisés chez Invitrogen (Cergy-

Pontoise, France). Ils sont stockés à la concentration de 100 µM dans de l’eau stérile à -20 °C 

et dilués dix fois avant d’être utilisés. Le protocole et le matériel utilisé pour la quantification 

des transcript de glutathion réductases sont détaillés dans [1]. 

 

1. Extraction de l’ADN génomique d’A. thaliana et génotypage 
 

A. Extraction de l’ADN génomique d’A. thaliana 

 

L’ADN génomique de plantes a été purifié à l’aide d’un tampon d’extraction composé 

de Tris-HCl pH 7,5 0,2 M, NaCl 0,25 M, EDTA 25 mM, SDS 0,5 % [p/v]. L’extraction est 

réalisée à partir d’un fragment de tissu végétal, généralement une fraction foliaire qui a été 

précédemment récoltée, congelée en azote liquide et conservée à -80°C en microtube de 2 

mL. Les échantillons congelés sont broyés mécaniquement à l’aide d’une bille de 3 mm 

déposée dans chaque microtube. Après 2 cycles de 30 s à la fréquence de 30 battements/s, 200 

µL du tampon d’extraction est ajouté. Les échantillons sont homogénéisés rapidement et mis 

sur la glace. La bille est ensuite enlevée et le broyat est incubé 15 min à 4°C puis centrifugé 

30 min à 20000 g à 4°C. Puis, 180 µL du surnageant est mis en présence d’autant 

d’isopropanol. Après avoir mélangé par inversion, une incubation de 5 min à température 

ambiante est réalisée puis le mélange est centrifugé dans les mêmes conditions. Le surnageant 

est éliminé, le culot est lavé avec 1 mL d’éthanol 70 % [v/v] et centrifugé 5 min à 4°C à 

20000 g. Le surnageant résultant est complètement retiré puis les culots sont séchés à 37°C 

durant 5 min maximum avant d’être resuspendus dans 80 µL d’eau stérile. Les extraits 

d’ADN génomique sont conservés à -20°C en microtubes ou en microplaques de 96 puits.         

 

B. Génotypage de loci d’A. thaliana 

 

 Le génotypage des différents loci est réalisé en utilisant des extraits d’ADN 

génomique préparés selon le protocole décrit ci-dessus. Le mélange réactionnel de PCR est 

composé du tampon de la taq-polymèrase, 1,5 mM de MgCl2, 125 µM de dNTP, 500 nM de 

 
 
 

169



 
 

chaque oligonucléotides et 0,0125 U/µL de taq-polymérase (Eurobio, Courtaboeuf, France). 

e de la réaction est ajusté à 15 µL avec de l’eau stérile et 5 µL d’ADN génomique 

 

ultaném

ocycler, ils sont 

posé d’une dénaturation initiale 

 à 65°C  

isés comme suit : 

5 s à 94°C, 55°C durant 15 s et 1 min à 72°C. La PCR se termine par une élongation finale à 

72°C d usqu'au moment de leur analyse. 

  

2. Gén

 

Le volum

est ajouté. Ces mélanges sont réalisés sur la glace. Lorsque plusieurs PCR sont réalisées

sim ent avec un mélange réactionnel identique, un seul pré-mélange est réalisé et 

ensuite 15 µL de ce mélange sont dispensés dans les microtubes après avoir déposé les 5 µL 

d’ADN génomique dans ces microtubes. Avant de les mettre dans le therm

rapidement centrifugés. Le programme PCR appliqué est com

de 2 min à 94°C suivie de 10 cycles en mode « touch-down » avec 15 s à 94°C, 30 s

(-1°C à chaque cycle) et 2 min d’élongation à 72°C. Puis, 35 cycles sont réal

1

urant 2 min. Les produits PCR sont conservés à 4°C j

otypage de loci de levures 
  

Le mélange réactionnel de PCR est réalisé avec le tampon de la taq-polymérase, 2,5 

mM de MgCl2, 200 µM de dNTP, 1 µM de chaque oligonucléotide et 0,05 U/µL de taq-

polymérase (Eurobio). Le volume de réaction est ajusté à 20 µL. Un fragment de colonie de 

levure est prélevé et déposé dans ce mélange sur la glace. Après une rapide centrifugation, le 

programme PCR est lancé et est composé d’une étape à 94°C  de 4 min permettant de lyser les 

cellules et de faire la dénaturation initiale de l’ADN. Ensuite, 35 cycles sont réalisés comme 

suit : 15 s à 94°C, 15 s à 57°C et 1 min à 72°C. Une élongation finale de 3 min à 72°C. Les 

produits PCR sont conservés à 4°C jusqu'au moment de leur analyse. 

 

3. Sous clonage des METAPs cytoplasmique d’A. thaliana 
 

A. Préparation des inserts 

 

Obtention des clones contenant les ADNcs 

es plasmides contenant les ADNcs des METAPs cytoplasmiques d’A. thaliana ont L

été retrouvés sur le site TAIR (http://www.arabidopsis.org/index.jsp) et obtenus auprès de 

l’ABRC (Arabidospsis Biological Resource Center, http://abrc.osu.edu/). Les ADNc de ces 

clones ont été préparés à partir d’une plante sauvage de l’écotype Columbia. Le plasmide est 
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de type pYL436 portant une résistance à la spectinomycine dans son hôte, la souche DH10B 

d’E. coli.  

Extraction de l’ADN plasmidique 

Afin d’amplifier les différents plasmides, une colonies de chaque clone est inoculée 

dans 7 mL de milieu LB (10 g/L de tryptone, 5 g/L d’extrait de levures, 10 g/L de NaCl) 

liquide et incubé sous agitation à 37°C la nuit. Ensuite, les suspensions cellulaires sont 

récupérées et sont utilisées pour extraire l’ADN plasmidique en utilisant le kit de purification 

de l’ADN plasmidique de Macherey-Nagel (Hoerd, France) et en suivant le protocole 

recommandé pour les plasmides à faible nombre de copies. 

Quantification de l’ADN 

La quantification de l’ADN est réalisée à l’aide d’un spectrophotomètre paramétré à 

0 nM (NanoDrop, Thermo scientific, Wilmington, Etats-Unis) et permettant l’utilisation de 

age

26

volumes de l’ordre du microlitre. 

Séquenç  

Les séquences des ADNcs contenues dans les plasmides ont été vérifiées par 

séquençage. Ce dernier a été réalisé par la société GATC Biotech (Mulhouse, France).  

 Amplification de l’insert 

 Puis, l’amplification de la séquence à insérer est réalisée. Pour cela, les 

oligonucléotides utilisés comportent le site de restriction adéquate afin de pouvoir cloner la 

séquence dans le plasmide après la digestion. Afin de diminuer la probabilité de générer une 

mutation ponctuelle dans l’insert, une taq-polymérase haute fidélité est utilisée (Pfu 

polymérase, Fermentas, Saint-Rémy-lès-Chevreuse, France). Le mélange réactionnel est 

omposé de tampon de la polymérase incluant le MgSO4
2-, 200 µM de dNTP, 0,5 µM de 

ADN plasmidique. Le 

rogramme PCR début avec 2 min à 95°C de dénaturation initiale suivi de 35 cycles 

composés de 30 s à 95°C, 30 s d’hybridation à 57°C et 5 min d’élongation à 72°C. Enfin, une 

étape d’élongation finale à 72 °C durant 15 min est réalisée. Les produits PCR sont conservés 

bridation et le temps d’élongation varient 

selon le

c

chaque oligonucléotide, 0,05 U/µL de Pfu polymérase et 1 pg/µL d’

p

à 4°C jusqu'à leur utilisation. La température d’hy

s oligonucléotides utilisés et la taille du fragment à amplifier, respectivement.  

 Purification de l’insert 

 Le produit de PCR est ensuite purifié sur une colonne Quiagen (Courtaboeuf, France) 

en suivant les recommandations du kit MinElute (Quiagen). La concentration de l’insert 
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obtenue est mesurée (voir ci-dessus). 

 Digestion de l’insert 

  et celle pour la METAP2B ont été sous clonée 

entre le

ide 

 La séquence codant la METAP1A

s sites de restriction BamH1 et Not1. La séquence codant la METAP2A a été sous 

clonée entre les sites de restriction BamH1 et Hind3. Les enzymes de restrictions (Fast digest, 

Fermentas) ont été utilisées selon les recommandations du fournisseur (Fermentas) puis 

inactivées. Un gel d’électrophorèse est ensuite réalisé afin de contrôler que la taille du produit 

PCR digéré est conforme à ce que l’on attendait. 

 

B. Préparation du plasm

 

 Plasmide utilisé 

 Les trois METAPs ont été sous clonées dans le plasmide pET-51b(+) (Novagen-

Merck, llemagne). Ce plasmide a un promoteur et terminateur de type T7 et un 

gène c

 en N-

rminale des METAPs car le domaine catalytique est en partie C-terminale. Le His-tag n’est 

 Darmstadt, A

onférant une résistance à l’ampicilline. De plus, il possède une séquence codant un 

Strep-tag II ainsi qu’une séquence codant pour un His-tag. Le Strep-tag II est positionné

te

pas utilisé, pour cela le codon stop est mis juste en amont de la séquence codant cette 

étiquette.  

Extraction de l’ADN plasmidique 

 Le plasmide a été amplifié et extrait selon le même protocole que celui décrit 

précédemment. La quantité de plasmide obtenue est quantifiée à l’aide du Nanodrop (voir ci-

dessus). 

Digestion du plasmide 

Pour insérer la séquence codant la METAP1A et celle codant la METAP2B, les 

enzymes de restriction BamH1 et Not1 ont été utilisées. Le plasmide accueillant la séquence 

codant la METAP2A à été digéré avec les enzymes BamH1 et Hind3. Dans le mélange 

réactionnel, de la phosphatase alcaline (Fermentas) est ajoutée. Les enzymes de restrictions 

(Fast digest, Fermentas) et la phosphatase alcaline ont été utilisées selon les recommandations 

u fou s avant la ligature. Les produits issus de la digestion sont d rnisseur, puis inactivée

purifiés comme décrit précédemment. Un gel d’électrophorèse est ensuite réalisé afin de 

contrôler que la taille du plasmide digéré est conforme à ce que l’on attendait. 
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C. Ligature 

 

Une fois que l’insert et le plasmide ont été préparés comme décrit précédemment, la 

ligature peut être effectuée. La T4 DNA ligase à été utilisée selon le protocole recommandé 

par le fournisseur (Fermentas). La ligature a été réalisée pour différents rapports 

plasmide/insert digéré de 1/3 à 1/20. La ligature est réalisée durant 2h à 22°C. 

 

D. Transformation 

nsuite, 2,5 µL du mélange de ligature est utilisé pour transformer 25 µL d’E. coli 

H5α te (Invitrogen). Le choc thermique est réalisé durant 2 min à 42°C. 

Après 

 de contrôler que les transformants ont un plasmide contenant l’insert, une PCR 

est réa  PCR contient le tampon de la taq-polymèrase 

0 µL avec de l’eau stérile. Un fragment de colonie est déposé dans chaque puit. Le 

program  min à 94°C permettant de lyser les cellules et de dénaturer 

l’ADN

 

E

D thermo-compéten

45 min d’incubation à 37°C dans 1 mL de milieu LB (Lysogeny broth) liquide, la 

suspension cellulaire est étalée sur boîtes de Petri LB-agar contenant 50 µg/mL d’ampicilline. 

Les étalements sont incubés la nuit à 37°C. 

 

E. PCR sur colonie 

 

Afin

lisée. Le mélange réactionnel de

(Eurobio), 1,5 mM de MgCl2, 125 µM de dNTP, 500 nM de chaque oligonucléotides et 

0,0125 U/µl de taq-polymérase (Eurobio, Courtaboeuf, France). Le volume de la réaction est 

ajusté à 2

me PCR débute par 3

. Puis, 30 cycles composés de 30 s à 94°C, 30 s à 52°C et 2 min à 72°C sont réalisés. 

Une incubation finale à 72°C est réalisée durant 10 min. Les produits PCR sont ensuite 

analysés sur gel d’agarose. Les transformants positifs sont conservés. Après amplification et 

extraction des plasmides ayant intégré la séquence d’intérêt (voir ci-dessus), quelques 

plasmides sont séquencés afin de contrôler que l’insertion correspond bien à l’insert et qu’il 

n’y a pas de mutation à l’intérieur de la séquence.    
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4. Electrophorèses d’ADN 
 

 es produits PCR sont analysés sur gel d’agarose réalisé dans un tampon TBE (Tris-

Base 4

garose du gel à 

utiliser est fonction de la taille des molécules d’ADN que l’on souhaite analyser. Pour des 

produit kb, 1 % [p/v] d’agarose est nécessaire. Après dissolution de 

l’agarose, il faut laisser refroidir légèrement la solution avant de mettre le produit marquant 

l’ADN

0 V est réalisée. Le résultat est visualisé à l’aide 

d’une lampe UV. Un marqueur de poids moléculaire est ajouté à chaque migration afin 

d’estim ts PCR. 

 

5. Ext

ur HsMETAP1 et HsMETAP2. La 

ormalisation des résultats a été faite initialement avec 10 gènes de références, les 4 plus 

ables ont été ensuite sélectionnés par le programme GeneX (GeneX Gene Expression 

L

5 mM ;  acide borique 45 mM et EDTA pH8 25 mM). Les produits PCR sont mis en 

présence d’un sixième de tampon de charge (Tris-HCl pH 7,6 10 mM, bleu de 

bromophénol 0,03% [p/v], xylène cyanol FF 0,03% [p/v], EDTA 60 mM et 60 % [v/v] de 

glycérol). De l’agarose est dissous dans le tampon TBE. La concentration en a

s PCR d’environ 1 

 et permettant sa visualisation. Le bromure d’éthidium est ensuite ajouté afin d’avoir 

dans le gel une concentration de 0,2 mg/L. Le gel est coulé dans les portoirs avec les peignes 

adéquats. Une fois que la solution d’agarose a gélifié, le gel est complètement immergé dans 

la cuve d’électrophorèse contenant du tampon TBE. Une fraction des produits PCR est 

déposée dans les puits et la migration à 10

er la taille des produi

raction des transcripts des cellules humaines et PCRs quantitatives 
  

 Les cellules ont été récupérées sous forme d’un culot cellulaire à l’aide d’un traitement 

à la trypsine comme décrit précédemment. Un lavage avec du DPBS est effectué avant de 

conserver le culot de cellules a -80°C. Les ARNs ont ensuite été extraits en utilisant le kit 

NucleoSpin (Macherey-Nagel). Les PCRs quantitatives ont été réalisées en collaboration avec 

Eric Jacquet (Institut de Chimie des Substances Naturelles, CNRS). La quantification des 

ARNs a été réalisée à l’aide du NanoDrop et leur qualité a été vérifiée sur puce Agilent 

(Massy, France). Un microgramme d’ARNs a été reverse-transcript dans 20 µL de volume 

final réaction (Applied Biosystems, Courtaboeuf, France) en suivant le protocole du 

fournisseur. La PCR quantitative a été réalisée avec les oligonucleotides et sondes de 

technologie Taqman (Applied Biosystems) po

n

st
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Database) et conservés  pour la normalisation. La PCR quantitative en temps réelle a été 

alisée avec 4 µL d’ADNc à 2,5 ng/µL, 0,5 µL d’oligo-nucléotides, 5 µL de mélange ré

TaqMan fast et 0,5 µL d’eau. L’amplification est réalisée avec 1 cycle de 20 s à 95°C puis 40 

cycles de 95°C durant 1 s et 60°C durant 26 s. Toutes les PCRs quantitatives en temps réel ont 

été réalisées en duplicat technique et en microplaques de 384 puits. La détermination des 

valeurs de Ct est ensuite utilisée pour les analyses ultérieures avec la moyenne géométrique 

des quatre gènes de références sélectionnés. 

Nom du gène et symbole Assay ID (TaqMan) 
Méthionine aminopeptidase 1 (METAP1) Hs00299385_m1 
Méthionine aminopeptidase 2 (METAP2) Hs00199152_m1 
Eukaryotic 18S rRNA (18S) Hs99999901_s1 
Peptidylprolyl isomerase A (PPIA) Hs99999904_m1 
Phosphoglycerate kinase 1 (PGK1) Hs99999906_m1 
Hydroxymethylbilane synthase (HMBS) Hs00609297_m1 
 

 

 

 

et sondes Taqman utilisées 
es réactifs utilisés et noms des gènes y compris les gènes de références sont indiqués. Les noms et 
formations proviennent du site internet d’Applied Biosystems 
ttp://www.appliedbiosystems.com/absite/us/en/home.html

6. Analyse du cycle cellulaire chez les cellules humaines 

Cs sont récoltées à l’aide de la trypsine selon la procédure décrite 

ilieu de culture et les cellules récupérés sont mis dans un tube à 

olyse et une centrifugation à 4°C, 5 m

Tableau 6 - Oligonucléotides 
L
in
(h ).  

 

 Les HUVE

précédemment. Le m

hém in à 2500 g permet d’obtenir un culot cellulaire. Le 

culot est ensuite rincé avec 500 µL de DPBS puis recentrifugé dans les mêmes conditions. Le 

culot est resuspendu dans 1 mL de DPBS puis 2 mL d’éthanol absolu froid est ajouté goutte-

à-goutte afin de fixer les cellules qui sont ensuite conservées à -20°C jusqu’à l’analyse. La 

quantité d’ADN est mesurée à l’aide de l’iodure de propidium qui est un intercalant des acides 

nucléiques. Il se lie aux bases de l’ADN avec une stœchiométrie d’une molécule pour 5 paires 

de bases. Lors de l’analyse, les cellules sont incubées à 37°C durant 30 min avec de la RNase 

à 1 mg/mL puis marquées avec de l’iodure de propidium à 50 mg/mL pour au moins 15 min à 

température ambiante. Les profils du cycle cellulaire ont été déterminés par cytométrie en flux 

à l’aide d’un cytomètre de flux FC500 (Beckman-Coulter, Villepinte, France).   
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III. Biochimie des protéines 
 

L’identification des protéines est réalisée en collaboration avec le Dr. M. Zivy et la 

plateforme de protéomique de l’IFR87. La description précise de la procédure utilisée pour 

réaliser les électrophorèses bidimensionnelles et la spectrométrie de masse est faite dans [1]. 

 

1. Extraction des protéines d’A. thaliana 

 en aliquote d’environ 100 mg. Les plantules sont 

 de papier Whatma sées et congelées en tubes 

te liquide. E  matériel végétal frais est 

mesuré bes. Les échantillons sont 

 et une de 5 mm de diamètre) et 

eux cycles de 30 secondes à la fréquence de 30 battements.s-1. Puis, 400 µL de tampon 

 1 mM, Glycérol 10 % 

/v], Triton 1 % [v/v], PMSF (phenylmethanesulfonyl fluoride) 2 mM, NaCl 150 mM et une 

lette

ion de 1 mL 

contient 200 µL du réactif, 2 µL d’extrait protéique (ou l’albumine) et de l’eau. Le blanc et la 

 

Le matériel est récolté et conservé

épongées et nettoyées à l’aide nn avant d’être pe

de 2 mL non autoclavés dans l’azo nviron 100 mg de

collecté pour un tube ; le poids exact est pour chacun des tu

conservés à -80°C ou en azote liquide.  

Pour extraire les protéines, les échantillons congelés sont broyés (broyeur Retsch 

MM300, Quiagen) avec 2 billes métalliques (une de 3 mm

d

d’extraction (Hepes/NaOH pH 7,2 50 mM, MgCl2 1,5 mM, EGTA

[v

tab  d’antiprotéases (Complete protease inhibitor, Roche) est ajoutée. Après 

homogénéisation, un nouveau cycle de 30 s à la même fréquence est réalisé. Puis, les 

échantillons sont incubés 30 minutes à 4°C sous légère agitation. Cette resuspension est suivie 

d’une centrifugation de 45 min à 4°C à 18000 g, le surnageant est récupéré et constitue 

l’extrait brute de protéines solubles et solubilisées.  

 

2. Dosage des protéines 
 

Les protéines sont ensuite dosées selon la méthode de Bradford en utilisant la solution 

du Quick Start Bradford Protein Assay (BioRad, Marne la coquette, France). L’albumine de 

sérum de bœuf a été utilisée pour établir la courbe de calibration. Cette dernière est réalisée 

pour des quantités d’albumine allant de 1 à 12 µg. Le volume final de réact
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gamme d’albumine sont réalisés en présence de 2 µL de tampon d’extraction. Après agitation,  

 est mesurée à l’aide d’un spectrophotomètre. 

e 

uantité égale de tampon de charge (Tris-HCl pH 6,8 62,5 mM, glycérol 10 % [v/v], SDS 2 % 

ptoethanol 5% [v/v]) avant d’être incubés 5 

inutes dans de l’eau bouillante et centrifugés 2 minutes à 4°C à 14000 g. Les protéines sont 

séparée

le gel n’est pas utilisé, il peut être conservé 2 jours 

maxim

 
orsque l’électrophorèse est terminée, le gel est débarrassé du gel de concentration, 

on de transfert (glycine 192 mM ; Tris-Base 25 mM ; SDS 0,05 

% [p/v]  20 % [v/v] de méthanol). Le gel est ensuite mis entre 6 feuilles de papier whatman et 

2 feui

l’absorbance à 595 nm

 

3. Electrophorèses des protéines - SDS-PAGE 
 

 Les échantillons (15 à 50 µg de protéines par échantillons) sont mélangés à un

q

[p/v], bleu de bromophénol 0,02 % [p/v], β-merca

m

s dans un gel d’acrylamide (acrylamide 12 %, Tris-HCl pH 8,8 0,375 M, SDS 0,1 % 

[p/v], APS (persulfate d’ammonium) 0,12 % [p/v], TEMED 0,08 % [v/v]) après avoir été 

concentrées dans un gel de concentration (acrylamide 4 %, Tris-HCl pH 6,8 0,125 M, SDS 

0,1 % [p/v], APS 0,2 % [p/v], TEMED 0,1% [v/v]). L’APS et le TEMED sont toujours 

ajoutés juste avant de couler le gel. Si 

um à 4°C dans une atmosphère humide afin d’éviter la dessiccation. Dans le cas d’une 

électrophorèse comparative, la même quantité de protéines est déposée dans chacun des puits. 

Les échantillons peuvent être gardés à -20°C à ce stade. Le dépôt des échantillons est réalisé 

dans le tampon de migration ou « à sec » si on veut charger un maximum de protéines. La 

migration s’effectue dans le tampon de migration (Tris-base 25 mM, glycine 192 mM, SDS 

0,1% [p/v]) à voltage constant, 80 V tant que les échantillons sont dans le gel de 

concentration, puis, le voltage peut être augmenté progressivement. Après la migration, si le 

gel n’est pas utilisé pour une autre analyse, il est coloré au bleu de coomassie R-250. 

 
4. Western blot 

L

puis il est rincé dans le tamp

 ;

lles de papier « KimWipes » (Kimberly-Clark) contre une membrane PVDF 

(polyfluorure de vinylidène) adaptée aux applications en fluorescence (PVDF-LFP, GE 

Healthcare Life Science, France), préalablement réactivée avec du méthanol. Ce montage est 

réalisé dans du tampon de migration, une fois terminé le tout est inséré dans la cuve en 

prenant soins d’avoir le gel du coté de l’anode et la membrane du coté de la cathode. Le 
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transfert est réalisé durant la nuit à 4°C et 30 V (voltage constant) ou 4h à 4°C et 260 mA 

(ampérage constant). 

La membrane est récupérée puis rincée avec du tampon PBS (NaCl 75 mM, Na2HPO4 

avec la solution de saturation  (PBS, 

Tween 20 0,3 % [v/v]; lait en poudre (Advance Blocking reagent, GE Healtcare Life Science) 

vec du 

zine (DNPH) fournit par le kit OxyBlot (Chemicon, Molsheim, France). Le 

élange de 5 µL d’échantillon protéique et autant de SDS 12 % [v/v] est réalisé afin de 

dénatur

80 mM, NaH2PO4 20 mM) et est incubée durant 6 h 

5 % [p/v]) à température ambiante. Une fois saturée, la membrane est rincée 5 min dans du 

PBS-Tween 20 0,3 % [v/v]. La solution de lavage est remplacée par la solution contenant 

l’anticorps primaire, une incubation est réalisée la nuit à 4°C sous légère agitation. Les 

membranes sont ensuite lavées 5 fois avec la solution de dilution des anticorps (PBS, tween 

20 0,3 % [v/v], lait en poudre 0,25 % [p/v]). La solution contenant l’anticorps secondaire est 

ensuite ajoutée en prenant soins de recouvrir le tout de papier d’aluminium car les anticorps 

fluorescents sont photo-labiles. L’incubation est poursuivie durant 4 heures sous légère 

agitation. Puis, la membrane est lavée deux fois 5 min avec la solution de dilution des 

anticorps, puis 2 fois 5 min avec du PBS-tween 20 0,3 % [v/v] et enfin deux fois avec du PBS 

uniquement. La membrane est ensuite séchée à l’abri de la lumière. La révélation est réalisée 

à l’aide du Pharos FX Molecular Imager System (BioRad). 

 

5. Détection des protéines carbonylées 
 

L’extraction des protéines a été réalisée selon la procédure décrite précédemment en 

ajoutant 2 % [v/v] de β-mercaptoethanol au tampon d’extraction. Les groupements carbonyles 

des protéines ont été dérivés en 2,4-dinitrophenylhydrazone (DNP) a

dinitrophenylhydra

m

er les protéines. Puis, les groupements carbonyles  sont dérivés en ajoutant 10 µL de 

DNPH avant d’être incubés à température ambiante durant 15 min. Enfin, 7,5 µL de solution 

de neutralisation est ajouté et la solution est homogénéisée. Les dérivats peuvent être 

conservés à 4°C durant une semaine et sont prêt à être déposés sur gel SDS-PAGE. Pour 

chaque échantillon, un duplicat subit la même procédure sans toutefois être incubé avec le 

DNPH et cela constitue le contrôle de spécificité de la reconnaissance. Un anticorps primaire 

spécifique reconnaît le groupement DNP. Selon les recommandations du fournisseur, entre 10 

et 15 µg de protéines sont déposées sur un gel SDS-PAGE 12 %. Le transfert sur membrane 

 
 
 

178



 
 

PVDF (GE Healthcare life Science) a été réalisé durant la nuit à 4°C et 30 V (voltage 

constant) dans le tampon de transfert (glycine 192 mM ; Tris-Base 25 mM ; SDS 0,05 % ; 20 

% v/v 

n utilisant le kit LavaPep Peptide 

nd Protein assay (FluoProbes ; Interchim, Montluçon, France) selon la procédure décrite par 

és avec autant d’extrait peptidique et incubés 

urant une heure à l’obscurité. La fluorescence (excitation 540 nm; émission 630 nm) est 

ensuite

de méthanol). La révélation a été faites à l’aide du réactif chemoluminescent ECLplus 

(GE Healthcare life Science) selon les recommandations du fournisseur.  

 

6. Séparation et dosage des peptides chez A. thaliana 
 

L’extrait brute de protéines a été obtenue selon la méthode décrite précédemment mais 

en utilisant 1 mL de tampon d’extraction. Après une deuxième centrifugation à 18000 g 

durant 15 min à 4°C de l’extrait brute, 50 µL de ce dernier est appliqué sur une colonne 

d’exclusion de taille optimisée pour la séparation des peptides (Superdex peptide 10/300 GL; 

GE Healthcare Life Science) dans un système FPLC (AKTA Explorer 10S; GE Healthcare 

Life Science). L’élution est réalisée avec un tampon contenant 50 mM de phosphate de 

sodium et 150 mM de NaCl à pH 7,0 avec un flux constant de 0,5 mL/min et le 

chromatogramme est enregistré à 215 nm. Les fractions d’élutions de 1 mL sont collectés et le 

contenu peptidique de chacune d’entre elle est quantifié e

a

le fournisseur. 50 µL de réactifs sont mélang

d

 enregistrée grâce à un lecteur de fluorescence en microplaque (Infinite M200, Tecan, 

Männedorf, France) et la concentration peptidique est déduite à partir de la courbe standard de 

calibration. Le composé fluorescent est capable de se lier réversiblement à la lysine, l’arginine 

et l’histidine. La sensibilité du dosage est de 100 ng/mL de peptide et le signal est stable 

durant 6 h. Chaque mesure est la moyenne de trois réplicas biologiques indépendant et chacun 

mesurés deux fois. 

 

7. Mesure de l’activité d’enzymes antioxydante chez A. thaliana 
 

Environ 100 mg de matériel végétal frais est broyé en azote liquide avec 100 mg de 

polyvinylpyrrolidone insoluble. L’extraction est réalisée avec 1,5 mL de tampon 

NaH2PO4 120 mM pH 7,5, 5 mM EDTA. Un aliquote de 100 µL est prélevé pour le dosage de 

la chlorophylle, le reste est centrifugé 10 min à 14000 g à 4°C. Une fraction du surnageant 
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obtenu est appliquée sur un colonne d’exclusion de taille NAP-5 (GE Healthcare Life 

Science) afin de désaler l’extrait. Pour cela, la colonne est équilibrée avec 10 mL de tampon 

d’extraction puis 500 µL du surnageant est appliqué. L’élution est réalisée avec 1 mL de 

tampon d’extraction, récupérant ainsi 1 mL d’extrait désalé. 

Le dosage de l’activité catalase a été réalisé selon le protocole décrit par Veljovic-

(ε = 0,04 mm−1 cm−1) dans 50 

M de KH2PO4 et 20 mM d’eau oxygéné a été suivie. 

’expression est réalisée. Lorsque l’absorbance à 600 nm arrive à 0,600 

expression est induite par l’ajout de 300 µM d’IPTG dans la culture, cette dernière est 

tre arrêtée. Les 

cellules sont récupérées à l’aide d’une centrifugation de 20 min à 4°C et 4500 g. Le culot est 

repris a

Jovanovic et al. [386]. La diminution de l’absorbance à 240 nm 

m

L’activité glutathion réductase a été déterminée en suivant l’oxydation du NADPH a 

340 nm (ε = 6,22 M-1cm-1) comme décrit par Donahue et al. [387].  La réaction débute par 

l’ajout de 500 µM de GSSG dans le mélange réactionnel contenant NaH2PO4 120 mM EDTA 

5 mM pH 7,5, 100 µM de NADPH et 50 ou 100 µL d’extrait dans un volume finale de 

réaction de 1 mL. La réaction est suivie durant 5 min et la pente est calculée généralement sur 

les deux premières minutes. 

L’activité ascorbate péroxydase a été déterminée en suivant l’oxydation d’1 mM 

d’ascorbate à 290 nm comme décrit par Dutilleul et al. [388]  (ε = 2,88 M-1cm-1). La réaction 

est initiée par l’addition de 0,1 mM d’eau oxygéné. 

  

8. Expression et purification d’AtMETAP1A 
 

 La lignée d’E. coli d’expression BL21 (DE3) (génotype : F- ompT hsdSB (rB-mB-) 

gal dcm (DE3)) à été transformée par choc thermique à 42°C avec le plasmide pET-51b(+) 

contenant l’ADNc correspondant à AtMETAP1A clonée avec un STREPII-tag en position N-

terminale. Une colonie issue de cette transformation a été utilisée pour inoculer une pré-

culture de milieu LB contenant de l’ampicilline et cultivée à 37°C. A partir de cette pré-

culture, la culture d

l’

poursuivie à 20°C. La culture est prolongée durant toute la nuit avant d’ê

vec un tampon Tris 50 mM pH 7,5. La suspension cellulaire subie ensuite à 4°C quatre 

cycles de sonication de 20 s avec 30 s d’arrêt entre chaque cycle. Puis, une centrifugation de 

15 min à 15000 g et à 4°C permet de récupérer la fraction soluble des protéines. Le 

surnageant récupéré est appliqué sur une colonne Strep-tactin (IBA BioTAGnologie - Bertin 
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Pharma, Montigny le Bretonneux, France). Le Strep-tag est un peptide synthétique de huit 

acides aminés dont la séquence interragie très spécifiquement avec la Strep-tactin, un dérivé 

de la streptavidine. L’élution est réalisée selon les recommandations du fournisseur. L’EDTA 

n’est pas ajouté dans le tampon d’élution car la méthionine aminopeptidase est une métallo-

protéas

re en compétition avec le Strep-tag et 

permet

es mêmes conditions. Enfin, une dernière dialyse de 8 heures est 

réalisée

dase 

réactionnel est incubé 15 minutes dans le spectrophotomètre à 30°C afin que la ligne de base 

e. Le tampon d’élution est constitué de 100 mM Tris pH 8.0, 150 mM NaCl et 2,5 mM 

de D-desthiobiotine permet de collecter plusieurs fractions protéiques analysées sur gel 

d’électrophorèse SDS-PAGE. La D-desthiobiotine ent

 ainsi l’élution de la protéine. Une électrophorèse SDS-PAGE suivie d’une coloration 

au bleu de coomassie permet d’identifier les fractions contenants la protéine d’intérêt qui sont 

ensuite rassemblées en une seule fraction et dialysée contre un tampon contenant de l’Hepes 

50 mM pH 7,4, CoCl2 200 µM, NaCl 150 mM et glycérol 50 % [v/v]. La dialyse de 1,5 ml 

d’éluat est réalisée durant deux heures dans 500 ml de tampon ne contenant pas le glycérol, 

puis une nouvelle fois dans l

 avec 500 ml de tampon de dialyse complet (avec le glycérol). Après la dialyse, la 

quantité de protéines est estimée en utilisant un dosage Bradford (décrit précédemment) et la 

protéine purifiée est conservé à -20°C. 

 

9. Mesure de l’activité méthionine aminopepti
 

 La majorité des peptides utilisés ont été synthétisés par la compagnie Genscript 

(Piscataway, Etats-Unis), d’autres par Bachem (Well-am-Rhein, Allemagne) ou Sigma (L’Isle 

d’Abeau Chesne, France). Les peptides ont été dissous dans de l’eau à une concentration 

finale allant de 50 mM à 150 mM.  

L’activité méthionine aminopeptidase est mesurée selon le protocole décrit dans [275]. 

L’activité a été mesurée à 30°C en suivant en continu l’absorbance de l’o-dianisidine oxydée 

à 440 nm produite par la réaction de couplage décrite en figure 2a. Le test est réalisé dans un 

volume final de 100 µL dans des cuves de mesures ayant un trajet optique de 1 cm. 

L’évolution de l’absorbance est suivie dans le temps avec un spectrophotomètre Ultrospec-

4000 (AP-biotech). Le mélange pré réactionnel (95 µL) contient (pour une concentration 

finale dans 100 µL) : Hepes pH 7,4 45 mM, CoCl2 0,2 mM, o-dianisidine 0,1 mg/mL préparée 

tous les trois jours et conservée à l’obscurité à 4°C, peroxydase 3 U (stockées pour un mois à 

-20°C), L-AAO (L-amino acid oxydase) 0,5 U et 0,01 à 20 mM de peptide. Ce mélange pré-
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soit stable. La réaction débute par l’ajout de 5 µL de l’enzyme purifiée à une concentration de 

0,05 à 12 µM (concentration finale) dilué dans de l’Hepes pH 7,4 50 mM, CoCl2 0,2 mM et 

150 mM de NaCl. La réaction est suivie durant 15 minutes. La vitesse initiale est mesurée 

généralement au cours des cinq premières minutes hormis pour quelques cas, à une 

concentration en peptide supérieur à 2 mM, où l’établissement de la phase stationnaire est 

retardé. Ce test permet de mesurer six vitesses initiales de 0,001 à 0,5 A440nm.min-1 en 

parallèle, ce qui est suffisant pour déterminer les paramètres catalytiques. Cependant, au 

dessus de 0,5 A440nm.min-1, la METAP doit être diluée pour être dans la partie linéaire de la loi 

de Beer-Lambert. Les vitesses mesurées sont transformées en s-1 en les divisant par la 

concentration en enzyme utilisée, le coefficient d’extinction molaire de l’o-dianisidine oxydée 

(10580 M-1.cm-1 déterminé expérimentalement par incubation de la L-méthionine dans la 

réaction) et la longueur du trajet optique (1 cm) (Fig. 56). 

Les paramètres cinétiques sont obtenus en utilisant le module Enzyme kinetics 1.1 du 

logiciel Sigma Plot version 8.0 par régression linéaire de l’équation de Mickaelis et Menten 

(Fig. 56). L’efficacité catalytique kcat.Km
-1 est ensuite calculée en utilisant les données 

expérimentales (Fig. 56). Un traitement statistique des incertitudes de l’efficacité catalytique a 

té réalisé par 100 itérations de Monte-Carlo en utilisant l’erreur standard expérimentale de 

Lorsque le test d’inhibition de l’activité méthionine aminopeptidase avec la 

magi

é

mesures indépendantes.  

 

fu lline a été réalisé, le substrat est utilisé pour initier la réaction. De plus, l’enzyme et la 

fumagilline sont incubées 15 min dans le mélange réactionnel avant l’ajout du substrat.  
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Figure 56 - Mesure de l’activité METAP. 
A., Ces trois réactions successives permettent de mesurer l’activité méthionine aminopeptidase (METAP). B., 
Courbe de Mickaelis et Menten utilisée pour obtenir Vmax et Km avec le tripeptide MAG. C., Les deux équations 
permettent de calculer les paramètres catalytiques à partir de la courbe de Mickaelis et Menten. Les abréviations
utilisées sont : L-AAO, L-amino acid oxidase ; Vo, vitesse initial (A440nm.min-1) ; kcat, constante catalytique (s-1) ; 
Vmax , vitesse maximum (A440nm.min-1); ε, coefficient d’extinction molaire de l’o-dianisidine oxydée ; E0, 
concentration en METAP; -1 -1

Mickaelis 
l, longueur du trajet optique ; efficacité catalytique (M .s ) Km, constante de 

(M). 



 
 

IV. Dosage de métabolites 
 
1. Dosage du glutathion chez A. thaliana 
 
 Le glutathion a été quantifié à l’aide d’un dosage à recyclage selon la procédure 

décrite par Queval et al. [389]. La glutathion réductase catalyse la réduction du DTNB (acide 

5,5-dithiobis-2-nitro-benzoique) qui est suivie à 412 nm. Cette technique permet de mesurer 

les formes réduite et oxydé de glutathion (pool total). Lorsqu’un traitement des échantillons 

extrait est réalisé avec du 2-vinylpyridine (VPD), la forme oxydée, GSSG, est mesurée 

uniquement. En effet, le VPD se complexe à la forme réduite l’empêchant  de rentrer dans le 

couplage réactionnel. La glutathion réductase est préparée dans un tampon NaH2PO4 0,2 M 

pH 7,5, EDTA 10 mM. Pour le dosage du pool total de glutathion, 10 µL d’extrait sont 

utilisés. Trois répliquas techniques sont réalisés pour chaque échantillon. L’extrait est ajouté 

dans un puit d’une microplaque contenant NaH2PO4 pH 7,5 50 mM, 5 mM EDTA, 0,5 mM de 

NADPH, 0,6 mM DTNB pour un volume final de réaction de 200 µL. La réaction débute par 

l’ajout de la glutathion réductase. Apres avoir rapidement homogénéisé les mélanges 

réactionnels, l’absorbance à 412 nm est suivie durant 10 min. Une courbe de calibration est 

réalisée dans les mêmes conditions avec une gamme allant de 0 à 1 nmol de GSH. La pente 

est généralement calculée avec les deux premières minutes et la réduction non spécifique du 

DTNB est soustraite de chaque mesure. Pour le dosage du GSSG, 200 µL de l’extrait est 

incubé avec 1 µL de VPD du 30 min à température ambiante. Après une étape de 

centrifugation de 10 min à 15000 g, des aliquotes de 20 µL sont mesurés dans les mêmes 

conditions que celles décrites précédemment. De même, une courbe de calibration est faite 

dans les mêmes conditions avec une gamme de 0 à 100 pmol de GSSG. 

 
2. Dosage du glutathion chez les cellules humaines 
 

 Les HUVECs et les cellules HCT-116s ont été cultivées dans les conditions décrites 

ci-dessus. Les cellules ont subi ou non le traitement à la fumagilline. Dans la condition 

contrôle, le même volume de solvant de la fumagilline (DMSO 1/4000ème du volume de 

culture) est appliqué. Après 72 h de culture en présence de l’inhibiteur, les cellules sont 

récupérées et dénombrées, le culot cellulaire obtenu est rincé avec 1 mL de DPBS froid. Une 

nouvelle centrifugation à 4°C durant 5 min à 2500 g permet de récupérer le culot cellulaire. 
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Le surnageant est retiré et le culot peut être conservé une semaine à -80°C. Les cellules sont 

L de tampon d’extraction froid (phosphate de 

[v/v] de triton X-100 et 0,6 % [p/v] d’acide 

ulfosalicylique). L’acide sulfosalicylique inhibe la γ-glutamyl-transférase empêchant ainsi la 

2 dans les 

resuspendus lors de la décongélation avec 400 µ

potassium 100 mM - EDTA 5 mM pH 7,5, 0,1 % 

s

perte de glutathion. Les cellules subissent ensuite quatre cycles de 30 s de sonication. Puis, 

une centrifugation à 4000 g durant 4 min à 4°C permet de se débarrasser des débris 

cellulaires. Le surnageant est récupéré et conservé sur la glace la journée au maximum. 

 Le dosage est réalisé selon le même principe que celui décrit pour le glutathion chez A. 

thaliana. Pour chaque échantillons, deux mesures sont réalisées, le pool total de glutathion et 

uniquement la forme oxydée à l’aide du VPD. Le dosage se fait en microplaque de 96 puits. 

Le mélange réactionnel pour le dosage du glutathion total contient dans le tampon phosphate 

de potassium 100 mM - EDTA 5 mM pH 7,5 : 500 µM de DTNB, 240 µM de NADPH, 0,98 

U/ml de glutathion réductase et 20 µL d’échantillons pour un volume total de 200 µL. La 

réaction débute par l’ajout du NADPH. Après homogénéisation, l’absorbance à 412 nm est 

suivie durant 10 min. La pente est généralement calculée sur les 3 premières minutes. Pour 

chaque échantillon, deux mesures sont réalisées. Une courbe de calibration est construite en 

utilisant du GSH dans les mêmes conditions expérimentales. La conversion non spécifique du 

DTNB est soustraire des valeurs obtenues. 

 Pour quantifier le GSSG, 200 µL d’extrait sont incubés avec 1µL de VPD durant 1 

heure en agitant régulièrement. Puis, 12 µL de triethanolamine diluée six fois est ajouté. Le 

pH doit ensuite être entre 6 et 7. Les échantillons sont incubés durant 10 min sur la glace. Le 

GSSG est ensuite quantifié selon la même méthode.  

 

3. Dosage du glutathion chez les HUVECs  avec le CMFDA 

Pour le traitement au CMFDA, les HUVECs sont cultivées en boîte de 25 cm

conditions décrites ci-dessus. Le CMFDA (5-chloromethylfluorescein diacetate) a été acheté 

chez Invitrogen (C7025) et une solution stock dans le DMSO à 2,5 mM est réalisée. Le milieu 

de culture est remplacé par 2,5 mL de milieu de culture contenant 0,5 µM de CMFDA. Les 

cellules sont ensuite remises dans l’incubateur pour 30 min. Puis, le milieu est retiré, les 

cellules sont rincées avec du DPBS et récupérées à l’aide de la trypsine. Le tout est transféré 
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dans un tube à hémolyse qui est centrifugé à 4°C durant 5 min à 2500 g. Le surnageant est 

retiré, le culot est repris avec 500 µL de DPBS froid avant d’être analysé en cytométrie. 

 4. Dosage des nicotinamides chez A. thaliana 
 
 Les pyridines nucléotides ont été quantifiés selon la méthode décrite par Queval et al. 

[389]. Le test implique la réduction du dichlorophenolindophenol (DCPIP) catalysée par le 

phenazine methosulfate (PMS) en présence d’éthanol et d’alcool déshydrogénase (ADH) 

(pour le NAD+ et le NADH) ou de glucose 6-phosphate et  glucose 6-phosphate 

deshydrogénase (G6PDH) (pour la NADP+ et le NADPH). Les formes réduites et oxydées 

des pyridines nucléotides sont séparées à l’aide d’une destruction préférentielle en conditions 

acides ou alcalines. Pour mesurer le NAD+ et le NADH, l’ADH est dissoute dans un tampon 

Hepes pH 7,5 100 µM, 2 mM EDTA à la concentration de 2500 U/ml. La mesure est réalisée 

avec 20 µL d’extrait dans un puit d’une microplaque contenant 50 mM d’Hepes pH 7,5, 1 

mM d’EDTA, 120 µM de DCPIP, 2 mM de PMS et 10 µL d’ADH pour un volume final de 

réaction de 200 µL. La réaction débute avec l’ajout de 15 µL d’éthanol. Après une rapide 

homogénéisation, la diminution de l’absorbance à 600 nM est suivie durant 10 min. Une 

courbe de calibration est construite avec une gamme de NAD+ et NADH de 0 à 100 pmol. Le 

nnel, l’éthanol est remplacé par 

e manière que pour le 

sont dérivés à l’aide de 20 µL de monobromobimane 30 mM. L’ensemble est maintenu à 

l’obscurité durant  15 min et la réaction est arrêtée par l’addition de 660 µL de 10 % [v/v] 

blanc est soustrait de toutes les mesures et chaque échantillon est mesuré trois fois. 

 Le NADP+ et le NADPH ont été quantifiés selon le même principe. La G6PDH a été 

diluée à 200 U/mL dans le tampon Hepes 100 µM pH 7,5, 2 mM d’EDTA. Des aliquotes de 

30 µL sont utilisés pour le dosage. Dans le mélange réactio

500 µM de glucose-6-phosphate. L’ADH est remplacée par 10 µL de G6PDH qui est utilisée 

pour initier la réaction. Le traitement des données est réalisé de la mêm

NAD+ et le NADH. 

  

5. Analyse des thiols chez A. thaliana 
 

Les thiols ont été également analysés par HPLC. Pour cela, 200 µL d’extrait neutralisé 

sont ajoutés à 100 µL de Ches 500 mM pH 8,5 et 20 µL de DTT 10 mM. Après une 

incubation à température ambiante de 30 min qui permet la réduction des disulfides, les thiols 
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d’acide acétique. Le mélange de dérivation est centrifugé  à 10 000 g durant 10 min et 900 µL 

du surnageant sont passés à travers un filtre de 0,2 µm. Puis, 50 µL du filtrat sont injectés sur 

une  colonne de phase inverse Waters Symmetry C18 (150 x 4,6 mm, 3,5 µm) dans un 

elines, France) avec un détecteur de 

uorescence Waters 2475 (λ  = 380 nm λ  = 480 nm). Les dérivats sont séparés grâce à une 

rifugé une 

n. La séparation est réalisée grâce à un flux d’hélium de 1 mL/min avec 

une aug  température entre 2 et 18 min de 80 à 330°C suivie de 6 min à 330°C. 

électron de 70 eV puis le spectre de masse est 

enregistré. Tous les spectres de masse ont été confirmés par injection individuelle de standard 

dans les mêmes conditions. La quantification des métabolites a été réalisée à l’aide d’une 

courbe de calibration établie

système HPLC Waters Alliance (Saint Quentin en Yv

fl ex em

élution isocratique avec 10 % de méthanol et 0,25 % d’acide acétique [v/v] (pH 4,3) à un flux 

de 0,8 mL/min et à une température de colonne de 40°C. Les pics sont identifiés et quantifiés 

à l’aide de solutions de standards et de courbes de calibrations. Dans ce contexte, les dérivats 

sont élués à 6,5 min (Cys), 7,1 min (Cys-Gly), 10 min (γ-Glu-Cys) et 12,2 min (glutathion).  

 

6. Quantification des métabolites et acides aminés chez A. thaliana 
 

Les analyses GC-TOF-MS ont été réalisées en collaboration avec la plateforme de 

métabolomique de l’IFR 87 et le Pr. G. Noctor. La procédure utilisée est celle détaillée dans 

[390]. Environ 100 mg de matériel végétal est broyé en azote liquide avec 2 mL de tampon 

d’extraction (80% de méthanol contenant 100 µM d’α-aminobutyrate comme contrôle 

interne). Les extraits sont transférés en tube et laissés 20 min sur la glace avant d’être 

centrifugés à 10 000 g et 4°C durant 15 min. Le surnageant est récupéré et cent

nouvelle fois avant d’être déshydraté et conservé à -80°C. La methoxyamine est dissous en 

pyridine à la concentration de 20 mg/mL et 50 µL est utilisé pour resuspendre un échantillon. 

Après homogénéisation et incubation à 30°C durant 90 min, 80 µL de N-methyl-N-

(trimethylsilyl)trifluoroacétamide sont ajoutés et l’incubation est prolongée de 30 min à 37°C 

puis une heure à température ambiante. L’injection sur la colonne est réalisée avec 1 µL de ce 

mélange de dérivatio

mentation de la

L’ionisation est réalisée par d’un faisceau d’

 avec chacun des standards. 
 

Pour les analyses par HPLC des acides aminés, le matériel végétal a été broyé en azote 

liquide à l’aide d’un mortier et d’un pilon afin d’obtenir une poudre fine. Puis, les acides 

 
 
 

187



 
 

aminés sont extraits à l’aide 10 µL d’HCl 20 mM par milligramme de matériel végétal. Une 

centrifugation à 4°C durant 10 min à 14000 g permet de se séparer des débris cellulaires et 

des composés insolubles. Puis 10µL du surnageant sont mélangé avec 70 µL du tampon AccQ 

borate et 20 µL de 6-aminoquinolyl-N-hydroxysuccinimidyl carbamate (réactif AccQ, 

Waters) sont ajoutés. Le tout est correctement homogénéisé et laissé 1 min à température 

ambiante avant d’être transféré dans une fiole d’injection. Le mélange est ensuite incubé à 

55°C durant 10 min. Les groupements amines primaires et secondaires sont ainsi dérivés. 

Puis, 10 µL du dérivat sont injectés sur colonne. Les analyses HPLC ont été réalisées avec un 

module de séparation Waters  modèle 2695. La séparation a été réalisée en utilisant une 

olonne Waters Nova- Pak C18  équipée d’une pré-colonne  nova-pak C18 Guard Pak. 

ence Waters 

odel 2475 (Ex : 250 nm et Em : 295nm). L’éluant A (phase acqueuse) est 140 mM d’acétate 

de sod

c

L’élution des acides aminés dérivés est détectée avec un détecteur de fluoresc

m

ium et 6,9 mM triethylamine à pH 5 et l’eluent B (phase organique) est de 

l’acetonitrile/eau -60/40. Le protocole d’élution est de 0 a 30s 100% de A puis de 30s à 5 min 

gradient liénaire jusqu’ à 5% de B ; de 5 à 35 min, gradient linéaire jusqu'à 7,5% de B et de 

35 à 41 min gradient linéaire jusqu'à 10% de B, de 41 à 44 min 10% de B, de 44 à 54 min, 

gradient linéaire jusqu'à 20% de B, de 54 à 61 min 20% de B au flux constant de 1 ml/min.  

Les solutions d’acides aminés standards ont été réalisées et diluées dans 20 mM HCl. 

Les acides aminés ont été resuspendu à 100 mM et conservés à -20°C durant un mois au 

maximum. Tous les standards ont subi le même protocole de dérivation. L’identification des 

pics a été réalisée à l’aide de ces standards et une courbe de calibration a été effectuée pour 

chacun des acides aminés. 
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ANNEXE 1 
 

« Cotranslational Proteolysis Dominates Glutathione Homeostasis to 
Support Proper Growth and Development » 

 
 
L’article et l’ensemble des données supplémentaires : 
 
http://www.plantcell.org/content/21/10/3296.full?sid=b1867deb-ad87-4942-a428-
1f0284630f3d 
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b Université Paris-Sud, Institut Fédératif de Recherche87, Institut de Biotechnologie des Plantes, Plateforme
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The earliest proteolytic event affecting most proteins is the excision of the initiating Met (NME). This is an essential and

ubiquitous cotranslational process tightly regulated in all eukaryotes. Currently, the effects of NME on unknown complex

cellular networks and the ways in which its inhibition leads to developmental defects and cell growth arrest remain poorly

understood. Here, we provide insight into the earliest molecular mechanisms associated with the inhibition of the NME

process in Arabidopsis thaliana. We demonstrate that the developmental defects induced by NME inhibition are caused by

an increase in cellular proteolytic activity, primarily induced by an increase in the number of proteins targeted for rapid

degradation. This deregulation drives, through the increase of the free amino acids pool, a perturbation of the glutathione

homeostasis, which corresponds to the earliest limiting, reversible step promoting the phenotype. We demonstrate that

these effects are universally conserved and that the reestablishment of the appropriate glutathione status restores growth

and proper development in various organisms. Finally, we describe a novel integrated model in which NME, protein

N-a-acylation, proteolysis, and glutathione homeostasis operate in a sequentially regulated mechanism that directs both

growth and development.

INTRODUCTION

All proteins undergo proteolysis, amajor irreversiblemodification

mediated by a large number of proteases. These enzymes are

thought to constitute 1 to 5% of eukaryotic proteomes (Lopez-

Otin and Overall, 2002). Protease function is essential in numerous

physiological processes, including development, blood coagu-

lation, and cell death and in the development of many cancers

and infectious diseases (Goldberg, 2003; van der Hoorn, 2008).

N-terminal Met excision (NME) is the earliest proteolytic event

affecting proteins that are still bound to the ribosome, before

their synthesis has been completed (Giglione et al., 2004, 2009).

The NME pathway is ubiquitous, and about two-thirds of the

proteins in any organism undergo this type of processing

(Meinnel and Giglione, 2008b). Dedicated NME machinery has

been found in all cell compartments in which protein synthesis

occurs. The NME machinery of higher eukaryotes involves two

classes of proteases: peptide deformylases and Met aminopep-

tidase (MAP; withMAP1D enzymes in the organelles andMAP1A

and MAP2 in the cytoplasm) (Giglione et al., 2004; Meinnel et al.,

2006). There is evidence that NME is tightly regulated throughout

development, tumorigenesis, and during the responses induced

by various external signals in both animals and plants (Wang

et al., 2000; Cleary et al., 2002; Endo et al., 2002; Florens et al.,

2002; Kanno et al., 2002; Selvakumar et al., 2004; Dasgupta

et al., 2005; Ross et al., 2005; Selvakumar et al., 2006), corrob-

orating the idea that this mechanism is an important signal to

support growth, proliferation, survival, and differentiation. Ac-

cordingly, NME enzymes are the targets of various natural

compounds with antibiotic, antiparasitic, antifungal, or antican-

cer effects (for reviews, see Boularot et al., 2004; Giglione et al.,

2004). These findings, together with the observation that NME

components are overexpressed in many tumor cells, suggest

that the targeted inhibition of the corresponding enzymes may

provide a means of treating various pathological conditions,

1 Address correspondence to carmela.giglione@isv.cnrs-gif.fr.
The author responsible for distribution of materials integral to the
findings presented in this article in accordance with the policy described
in the Instructions for Authors (www.plantcell.org) is: Carmela Giglione
(carmela.giglione@isv.cnrs-gif.fr).
CSome figures in this article are displayed in color online but in black
and white in the print edition.
WOnline version contains Web-only data.
www.plantcell.org/cgi/doi/10.1105/tpc.109.069757
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including cancer. To date, only a small number of NME inhibitors

that are effective in vivo have been discovered. The main

difficulty in finding novel potent and effective drugs against

NME enzymes is our limited knowledge of the physiological

functions of N-terminal Met excision, despite some efforts to

characterize the signaling pathways associated with NME

(Zhang et al., 2000; Yeh et al., 2006; Zhang et al., 2006).

Deciphering the physiological functions of the NME process

has been hampered by gene redundancy, lethality upon inhibi-

tion, and the fact that NME has more than 15,000 putative

distinct targets in higher eukaryotes (see Martinez et al., 2008).

One initial basic hypothesis was that NME might facilitate fur-

ther modifications to the N terminus of the protein, such as

N-a-acylation. N-myristoylation (N-Myr) is one such modifica-

tion. N-Myr involves the addition, by N-myristoyltransferase, of a

fatty acid to a set of nuclear-encoded proteins in which the

N-terminal Gly is unmasked by NME (Bhatnagar et al., 2001;

Resh, 2006; Meinnel and Giglione, 2008a). This lipidation is

crucial, as myristoylated proteins are involved in major cell

signaling mechanisms. N-Myr has been shown to be necessary,

but not sufficient, for the targeting of the protein to the appro-

priate membrane. However, N-Myr does not occur in bacteria or

organelles, and not all proteins with an N-terminal Gly residue

undergo N-Myr. This modification alone therefore cannot ac-

count for the essential nature of NME in all organisms.

In this study, we used a dedicated inducible system in the

model organism Arabidopsis thaliana to investigate the molec-

ular basis of the absolute requirement for cytoplasmic NME

(cNME) in higher eukaryotes. Multiple approaches, including

proteomics and metabolomics, were used to examine the ear-

liest molecular events associated with the inhibition of this

process in Arabidopsis. Our studies demonstrate that develop-

mental defects induced by NME inhibition are associated with an

increase in proteolytic activity caused principally by an increase

in the size of the pool of proteins available for rapid degradation.

This deregulation of proteolysis drives the perturbation of both

the gluthatione pool and the redox state. The inhibitory effects of

NME can be overcome by supplementation with reduced gluta-

thione in higher plants, fungi, and Archaea, demonstrating the

ubiquitous mechanism associated with the NME process. Thus,

cNME plays a crucial role inmaintaining the appropriate status of

the key cellular redox buffer glutathione, and this involves the

tight regulation of interconnected processes, including the pro-

teolytic activity of the cell. We also show that this crosstalk

between thiol status and proteolysis is essential for normal

growth and development.

RESULTS

Validation of a Model System for Studying the Molecular

Impact of cNME Inhibition

By combining reverse genetics and reverse chemogenomics in

transgenic plant lines, we previously created a specific and

reversible switch system for investigating the relevance of cyto-

plasmic NME in Arabidopsis (Ross et al., 2005). Wild-type

seedlings, in which cNME is ensured by two types of MAPs

(MAP1 and MAP2s), proved insensitive to micromolar concen-

trations of Fumagillin, a highly specific, irreversible inhibitor of

MAP2s, of which there are two copies in Arabidopsis. By con-

trast, MAP1A knockout variants (map1A) were unable to germi-

nate under the same conditions. Analysis of the phenotype in the

presence of high concentrations (i.e., > 1 mM) of Fumagillin

(which blocks all MAP2 activity) in several independent double-

stranded RNA interference Arabidopsis lines displaying distinct

MAP1A levels demonstrated that the extent of the developmen-

tal defect specifically depends on the concentration of MAP1A.

We concluded that (1) cNME is an essential pathway in plants, (2)

minimum levels of this process are required to ensure correct

plant development (Ross et al., 2005), and (3) the phenotype

induced by Fumagillin is unambiguously genetically linked to the

only MAP1A allele. Fumagillin is therefore a useful tool for

inducing reversible cNME deregulation and mimicking the de-

velopmental impact of the inhibition of this pathway by compar-

ing the overall effects occurring in the two genetic backgrounds

(i.e., the wild type and map1A). We decided to investigate the

molecular events associated with cNME by focusing on the

primary molecular targets that are sensitive to the inhibition of

cytoplasmic NME. To identify the earliest events associated with

cNME inhibition, we first established the lowest concentration of

the inducer (Fumagillin) required to promote a visible defect in the

course of development of themap1A line. The addition of 100 nM

Fumagillin to the growth medium of germinating map1A seeds

reproducibly triggered a developmental defect that was readily

observable at early stages of development, between 2 and 10 d

after imbibition (DAI; Figures 1A and 2; see Supplemental Data

Sets 1 to 3 online; Ross et al., 2005).

We previously reported that the protein profiles of both thewild

type grown in the presence of Fumagillin and of map1A were

identical to that of the wild type grown in the absence of the drug

(Ross et al., 2005). We investigated the global effects on the

cellular proteome of early cNME inhibition and tried to identify the

proteins involved by carrying out differential two-dimensional

(2D) gel electrophoresis followed by tandem mass spectrometry

(MS/MS) for protein identification on wild-type and map1A

seedlings grown in the presence of 100 nM Fumagillin (map1A

+F, insets in Figure 1A) 8-DAI. The MS/MS analysis of 441 spots

(see Supplemental Data Set 1 online) led to the identification of

several independent cytosolic N-terminal peptides (see Supple-

mental Data Set 2 online) from the wild type (42) and map1A+F

(42). The nature of the N termini identified in the wild-type

background confirmed the high degree of accuracy of the

bioinformatics tool recently made available for the species-

specific prediction of NME and related modifications (Martinez

et al., 2008). Complete or partial retention of the N-terminal Met

was observed for several proteins identified in the map1A+F

context. Retention of the N-terminal Met was observed for 40%

of the N termini, confirming effective and partial inhibition of the

cNME in vivo, as expected from our strategy of focusing on the

most sensitive targets (Figure 1B). Moreover, 68% of wild-type

proteins for which the peptide N termini were identified were

N-acetylated (the largest population of stable proteins), 20%

were not N-acetylated, and the remaining proteins displayed

mixed modifications. By contrast, in the map1A+F context, a

smaller proportion of proteins (60%) were N-acetylated, and a
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Figure 1. Proteomics of cNME Inhibition.

(A) Wild-type (left) and map1A (right) Arabidopsis seeds were grown in the presence of 100 nM Fumagillin for 8 DAI. The developmental impact

associated with cNME deregulation is illustrated in the insets. Representative differential 2D gel electrophoresis patterns are shown for the two genetic

backgrounds. Equal amounts (from 100 to 600 mg) of total proteins were separated on the 18-cm pI 4 to 7 linear gradient IPG strips and by 11% SDS-

PAGE. In the gel shown in the figure, 600 mg were used. Proteins displaying differential expression are shown in gels, with their unique sample spot

protein numbers. See also Supplemental Tables 1, 3, and 4 online for protein identification. The protein spots outlined with a circle were of significantly

different intensities (P # 0.05) for the map1A+F mutant and the wild type. Green circles indicate spots for which abundance systematically increased

with cNME inhibition, and red circles indicate spots with systematically lower intensity inmap1A+F. We checked that the spots of the reference pattern

wild type were also retrieved in both themap1A-F and (WT+F) images. In a previous preliminary analysis of line map1A, we showed that the 2D protein

pattern is similar to that of the wild type (Figure 2D in Ross et al., 2005), demonstrating that the knockout of MAP1A has no functional impact at the

proteome level.

(B) Comparative analysis of the identified N termini from the wild type and map1A+F at 8 DAI (for more details, see Supplemental Table 2 online). Met-,

Met+, and Met+/� mean Met cleavage, Met retaining, and a mixture of the two situations in the sample, respectively.

[See online article for color version of this figure.]
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significantly higher proportion of N termini were notN-acetylated

(30%) (Figure 1B). This difference probably resulted from the N

termini with a retained Met not being recognized by the enzymes

responsible forN-a-acetylation. Thus, at themolecular level, cNME

inhibition essentially induces a significant increase in the pool of

proteins with both an N-terminal Met and a free aNH2 moiety.

Proteomic Analysis of the Effects of Inhibiting cNME

With the above system, cNME inhibition in the map1A back-

ground appeared to be associatedwith only slight changes of the

2D electrophoresis profile (<5% of all spots; Figure 1A; see

Supplemental Table 1 and Supplemental Data Set 3 online). The

differential characterization of the 441 spots (see Supplemental

Data Set 1 online) by MS/MS revealed that, in contrast with the

small number of spots for which protein abundance increased

(only 11 spots, corresponding to 11 different proteins), 100 spots,

corresponding to >150 different proteins, decreased in intensity

following partial cytosolic NME inhibition. Highly reproducible

results in various biological replicates were obtained for 40

spots, corresponding to >60 different proteins (Figure 1A, red

circles; see Supplemental Data Set 3 online). An interesting

subclass of proteins, the accumulation of which was reduced by

cNME inhibition, corresponded to the SnRK2.8 (for SNF1-related

kinase) kinase group identified on the phosphoproteomic profile

(Shin et al., 2007). These proteins included a non-« 14-3-3-like

protein, an adenosine kinase, and glyoxalase I. As these kinases

regulate plant growth and development and we have recently

shown that N-Myr, a cNME-dependent modification, regulates

the SnRK pathway (Pierre et al., 2007), we checked whether (1)

general phosphorylation and (2) SnRK1 activity were affected by

the inhibition of cytoplasmic NME. Using Pro-Q Diamond stain-

ing to detect phosphorylated proteins on one-dimensional (1D)

gels, we observed no significant change in the phosphopro-

teome of plants in which cytoplasmic NME was inhibited, at any

development stage (see Supplemental Figure 1A online). Ac-

cordingly, no significant changes in SnRK1 enzyme activity were

observed upon NME inhibition.

The most intriguing result of our proteomic characterization of

cNME was the finding that a striking number of the modified

spots corresponded to pools of thiol proteins (see Supplemental

Table 1 and Supplemental Data Set 3 online), for which strong

dependence on glutathione homeostasis and/or glutathionyla-

tion (i.e., the formation of protein-glutathione mixed disulfides)

has already been demonstrated (Ito et al., 2003; Ball et al., 2004;

Dixon et al., 2005). Interestingly, the phenotype of plants with

inhibited cNME (Figure 2) was very similar to that of several

mutants of g-glutamyl-Cys synthetase. This protein is the first

dedicated enzyme of the glutathione biosynthesis pathway

(g-ECS or GSH1). The phenotype induced by NME inhibition

resembled those observed in the root meristemless1mutant line

and in wild-type plants grown in the presence of L-buthionine-

S-sulfoximine (BSO), a specific inhibitor of g-ECS (Sanchez-

Fernandez et al., 1997; Vernoux et al., 2000). From the similarities

of phenotypes together with the proteomic analysis (see above),

we hypothesized that the abnormal development induced by

NME inhibition could be due to a deregulation of the glutathione

pool.

Modulated Glutathione Status Is a Ubiquitous Feature

Associated with cNME Inhibition

We tested the above hypothesis by supplementing the growth

medium with the reduced form of glutathione, which is known to

rescue the phenotype of GSH1 mutants (Cairns et al., 2006), or

Cys, an amino acid precursor of glutathione, to determine

whether these compounds could rescue the abnormal pheno-

type induced by low levels of cytoplasmic NME. The abnormal

phenotype was complemented when the map1A+F mutant was

grown in the presence of the reduced form of glutathione (GSH)

or Cys (Figure 2A). This complementation was dependent on the

GSH and Cys concentration, complete with 2 mM Cys or GSH

and also observed when cNME was inhibited at later stages of

development (Figure 2B). Full complementation, with reversion

of the abnormal developmental phenotype induced by cNME

inhibition, was also observed if homocysteine was added to the

medium before germination. In contrast with our findings for Cys

and GSH, no complementation was detected if homocysteine

was supplied to established plants (Figure 2D).

We then performed various complementation experiments on

plants with reduced cNME in the presence of BSO. Comple-

mentationwas observedwithGSHbut notwith its precursor, Cys

(Figure 2C). Thus, complementation was primarily supported by

GSH through its biosynthesis from free Cys and was indepen-

dent of any direct interference from added thiols and Fumagillin.

To explore whether the GSH molecule was the key element

responsible for cNMEcomplementation, we further assessed the

effects of (1) the principal oxidized form of glutathione, GSSG; (2)

another key redox buffer, ascorbate; (3) two general thiol reduc-

tants (2-mercaptoethanol and DTT); and (4) several intermedi-

ates of Cys andMet biosynthesis. With its limiting precursor Cys,

GSH was the only factor, which we have identified so far to be

able to completely cure the phenotype associated with the

map1A+ line. Only the thiol reductants and cystathionine gave

very partial complementation, which could correspond to com-

plementation of one of the defects induced by cNME inactivation

(i.e., the general effect on cellular redox status; Figure 2D).

Finally, complementation experiments with GSH or Cys were

also successful if a MAP2 inhibitor other than Fumagillin was

used and with triple MAP RNA interference mutants displaying

weak and intermediate developmental defects (cMAP1A2, see

phenotype shown in Figure 5E in Ross et al., 2005; see Supple-

mental Figure 2A online).

We then investigated whether the significance of the link

between cNME inhibition and GSH pathway deregulation was

restricted to the plant kingdom or whether it was of broader

biological relevance. Interestingly, all archaeal members pos-

sess only one active MAP2, facilitating studies of the effects of

MAP2 inhibitors, such as Fumagillin. Using the conditions re-

cently established for assays ofMAP activity in vitro (Frottin et al.,

2006), we first checked that the archaeon MAP2 (Pyrococcus

furiosus) was specifically inhibited by Fumagillin. An IC50 value of

25 nMwas obtained at concentrations of 50 nMMAP2, indicating

stoichiometric binding. This result is consistent with the ex-

pected covalent binding of the drug to the enzyme target (i.e.,

IC50 = [MAP2]/2). We then showed that micromolar amounts of

the drug fully inhibited the growth of the archaeon Haloferax
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volcanii, demonstrating the absolute requirement for cNME in

archaea.We then performed complementation experiments with

GSH or Cys in the growth medium. Increasing Fumagillin con-

centrations inhibited cell growth, and this inhibition was reversed

by supplementation with Cys or GSH (Figures 3A and 3B). Low

concentrations of Fumagillin had cytostatic effects, whereas

high concentrations were cytotoxic to H. volcanii, as also ob-

served with Arabidopsis (Figure 2B). Remarkably, the effects of

Fumagillin on wild-type Saccharomyces cerevisiae map1 and

map2 mutant lines were also very similar to those observed in

Arabidopsis (Figures 3C and 3D). As previously described (Li and

Chang, 1995; Griffith et al., 1997), the map1 null strain (Dmap1)

grew more slowly and was more sensitive to Fumagillin than the

wild-type and map2-null (Dmap2) strains. Using the Dmap1

variant, we showed that either Cys or GSH restored normal

growth in Fumagillin-treated yeast.

HowDoesGSHRescue theAbnormalDevelopment Induced

by cNME Inhibition in Arabidopsis?

The data shown in Figure 2 suggest that glutathione is not only a

key molecule responsible for the abnormal phenotype induced

by cNME inhibition but also that reversion is partially dependent

on the redox state of glutathione. Indeed, thiol-reducing agents,

such as 2-mercaptoethanol or DTT, also attenuated the pheno-

type induced by low-level cNME activity, albeit to a lesser extent

than reduced GSH or Cys. We therefore investigated the thiol

profiles in both backgrounds: wild-type plants and plants with

Figure 2. Rescue of the Developmental Defect Associated with cNME Inhibition in Arabidopsis with GSH and Cys.

(A)map1A line plantlets were vertically grown in the presence or absence of 100 nM Fumagillin and 2 mM of the indicated thiol compound. Dotted ovals

show the complementation by Cys and GSH.

(B)map1A line plantlets were vertically grown without any additional compounds. At 8 DAI, plantlets were transferred onto fresh medium containing the

indicated concentrations of Fumagillin and 2 mM of the indicated thiol compound.

(C) map1A line plantlets were vertically grown on medium containing GSH or Cys together with the GSH biosynthesis inhibitor BSO or Fumagillin and

BSO, at the indicated concentrations.

(D) The table summarizes the effect the various molecules tested on the rescue of the developmental defect associated with cNME inhibition induced in

map1A line plantlets in the presence of Fumagillin as in (A). +++ indicates complementation similar to that obtained with GSH or Cys, + indicates very

partial complementation, and – indicates no complementation. The asterisk indicates that complementation cannot be obtained with established

plants.

[See online article for color version of this figure.]
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reduced cNME. Unexpectedly, determinations of the amounts of

the various thiol-containing metabolites (Figure 4A) revealed that

8-DAI plants with low levels of cNME activity exhibited higher

levels of most thiol compounds, including Cys and glutathione.

The increase observed for all the compounds analyzed in Figure

4A involved both the reduced and oxidized forms of the molecule.

We observed high levels of GSSG during the early stages of

development (Figure 4B), as reported in other studies (Tommasi

et al., 2001; Henmi et al., 2005). Interestingly, this significant

increase in GSSG levels was observed in both the map1A

background alone and in the same plants challenged with

Fumagillin to inhibit cNME. This observation thus identifies the

first marker unambiguously associated with MAP1A gene inac-

tivation. However, Fumagillin treatment modulated the age-

dependent pattern of GSSG accumulation. GSSG contents

decreased between 3 and 8 DAI in the wild type and in untreated

map1A plants but remained high in map1A plants in which NME

was further repressed by Fumagillin treatment (seemap1A+F8 in

Figure 4B). In this background, the GSSG levels remained

constantly high throughout development.

Together with the partial complementation, by general reduc-

tants, of the phenotype produced by NME inhibition (Figure 2D),

the relationship between NME inhibition, GSH, and GSSG con-

tents suggests that one of the effectors in the system is the

intracellular glutathione redox potential. This factor is determined

by [GSH]2/[GSSG] and thus depends both on the GSH/GSSG

ratio and the total glutathione concentration. In plants with

reduced cNME, the redox potential of the glutathione system

was kept high (i.e., more positive or less reducing) throughout

seedling development (Figure 4C). By contrast, in wild-type

plants and in the map1A mutants grown in the absence of

Fumagillin, the GSH/GSSG ratio was low due to the presence of

Figure 3. Ubiquitous Mechanism Induced by cNME Blockade as Evidenced by Characterization of the Fumagillin Effects on the Haloarchaeon H.

volcanii and Several Yeast Mutants.

The triangles above each panel represent the use of serial dilutions by 10-fold of the strain considered.

(A) The wild-type strain haloarchaeon H. volcanii was spotted onto rich medium plates containing the indicated concentrations of Fumagillin.

(B) For complementation experiments, H. volcanii was cultured in the presence (+) or absence (�) of 50 nM Fumagillin and 4 mM Cys or 4 mM GSH.

(C) The effect of Fumagillin was investigated in the yeast S. cerevisiae with two KO mutants: Dmap1 and Dmap2. Wild-type and KO lines were spotted

on rich medium containing a range of Fumagillin concentrations.

(D) Complementation experiments with the line expressing only MAP2 (Dmap1) were performed on rich medium with or without 5 nM Fumagillin and

supplemented with 6 mM Cys or 6 mM GSH.

[See online article for color version of this figure.]
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large amounts of GSSG at early stages of seedling development.

Greater reducing potential was then acquired during develop-

ment (Figures 4B and 4C) as GSSG decreased, probably due to

an increase in glutathione reductase activity (Henmi et al., 2005).

Our data are consistent with previous studies showing remark-

able changes in the content and redox balance of glutathione

throughout development, particularly during germination

(Tommasi et al., 2001; Foyer and Noctor, 2005; Cairns et al.,

2006) and complementation experiments in which supplemen-

tation with reduced glutathione, but not the oxidized formGSSG,

rescued the abnormal phenotype associated with decreased

NME. These observations suggest that NME inhibition prevents

the adjustment of the glutathione redox potential to the reducing

values required to promote correct development.

Figure 4. Glutathione Redox Potential Remains Constant during Development in map1A+F Lines and Lower Than That in Wild-Type Plants.

(A) Endogenous levels of the indicated thiols, ascorbate, and chlorophyll were measured in wild-type and map1A+F plantlets at 8 DAI as described in

Methods. Thiol concentrations are expressed in nmol/g fresh weight (FW), ascorbate in mmol/gFW, and chlorophyll in mg/gFW.

(B) Endogenous levels of total glutathione and oxidized glutathione were analyzed at 3 or 8 DAI in both the wild type and map1A grown in the presence

or absence of 100 nM Fumagillin.

(C) During early plant development, the GSH/GSSG ratio, which is proportional to the glutathione redox potential, was calculated as follows: (total

glutathione� 2GSSG)/2GSSG. Blue dots indicate the mean GSH/GSSG ratio for the wild type, WT+F, andmap1A; pink dots indicate the mean ratio for

map1A+F.

[See online article for color version of this figure.]
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A Decreased Pool of NADPH Participates in Keeping the

Level of GSSG Elevated When NME Is Inhibited

As the GSH/GSSG ratio is known to be altered by ROS produc-

tion (Foyer and Noctor, 2005), we checked whether cNME

inhibition induced generalized oxidative stress conditions. We

controlled overall oxidative state by assessing protein carbon-

ylation in crude plant homogenates. No global variation of

carbonyl content during the first 8 d of development was

detected between plants with reduced cNME and the wild type

(see Supplemental Figure 1B online). We also measured the

antioxidative enzyme activities of both catalase and ascorbate

peroxidase, the two major H2O2 scavengers of leaves. The

corresponding values remained unaffected in both back-

grounds. Finally, our proteomic analysis was inconsistent with

an oxidative stress because it revealed a reduced accumulation

of proteins usually increased and abundant under oxidative

stress conditions (see Supplemental Data Set 2 online and Chew

et al., 2003; Foyer andNoctor, 2005). These data indicate that the

effects of NME inhibition on glutathione are specific and do not

result from the induction of generalized oxidative stress.

As GSSG is mostly recycled into GSH by glutathione reduc-

tase (GR), we investigated the expression of the two plant GR

genes (the cytosolic GR1 gene and the plastid GR2 gene). We

compared the total enzyme activity in plants with reduced cNME

with that in the wild type (see Supplemental Figure 3 online). The

data excluded the possibility that the high levels of GSSG

induced by lower levels of cNME in the mutant were caused by

compromised GR capacity, measured as extractable activity at

optimal substrate concentrations. The activity of the enzyme is

highly dependent on the presence of its cofactor, NADPH. As

NADPH is added exogenously in experiments in vitro, extract-

able GR activities essentially reflect the concentration of the

enzyme rather than its actual activity in vivo. In agreement with

this, themap1A+F line did not exhibit insufficient GR amounts, as

at 3 DAI both the mRNA and the protein levels were doubled

compared with in wild-type conditions (see Supplemental Figure

3 online). In this context, it should be stressed that a GR1

knockout (KO) would not reproduce the map1A+F phenotype.

Indeed, gr1 KO mutants, which have no visible aberrant pheno-

type, show an increase of GSSG but only a minor increase in the

total glutathione pool (Henmi et al., 2005; Marty et al., 2009). This

is in agreement with our data on line map1A alone, for which we

observe no visible phenotype, except an increase of GSSG in the

very early development stages that was not accompanied by an

increase in the total glutathione pool (Figure 4B). We tried to

overproduce GR activity from the GR1 gene. We hypothesized

that, if NADPH cofactor was not limiting in the cell, the increase in

GR activity would decrease the extent of the phenotype or

increase resistance to Fumagillin. Unfortunately, our several

attempts to increase GR concentration were not successful,

most likely because of the tight regulation required for GR

activity. Finally, it has recently been shown that GR1 activity

could be compensated for by the NADPH-dependent thiore-

doxin system and that there is gene redundancy to regulate the

glutathione redox state in a GR1 KO context (Marty et al., 2009).

We finally investigated whether the accumulation of GSSG

resulted from a decrease in the in vivo availability of its cosub-

strate, NADPH, by determining the pyridine nucleotide contents

(i.e., NADPH, NADH, NADP, andNAD) of total extracts fromwild-

type and NME-deficient plants at various stages of development

(see Supplemental Figure 4 online). The measurement of the

single pyridine nucleotides (total and ratios) shows that the

NADH level was unchanged in any tested condition, unlike

NADPH and to a lesser extent NADP, which causes reduction

of the total pyridine pool and redox at very early stages. This

analysis revealed that an early effect of NME inhibition was a

decrease in NADPH levels below those in the wild type at 3 DAI.

NADPH levels then remained constant throughout development

in the map1A+F seedlings. Wild-type plants grown in the pres-

ence of 100 nM Fumagillin ormap1A seedlings contained similar

amounts of NADPH to the untreated wild type at the correspond-

ing developmental stage but had a lower concentration of

NADPH at later developmental stages, with smaller amounts of

GSSG (Figure 5A). At later development stages (i.e., 8 DAI), the

NADPH levels were comparable in both wild-type and NME-

deficient plants (see Supplemental Figure 4 online; Figure 5A).

Thus, given both the amount of GSSG present in the different

conditions and the corresponding amounts of NADPH detected

(Figures 4B and 5A; see Supplemental Figure 4 online), GR

activity is probably limited by the small amount of NADPH

available when NME is inhibited, causing an increase in GSSG

levels and decrease in the reducing glutathione redox potential.

This hypothesis was tested directly by supplementing the growth

medium of plants of various backgrounds, including wild-type

and cNME-deficient seedlings, with NADPH. Unambiguous and

reproducible complementation was observed when the map1A

+Fmutants were treated with NADPH, but not with other pyridine

nucleotides, at a concentration exceeding 5 mM (Figures 5B and

5C), and this complementation was particularly apparent for leaf

development. Complementation by NADPH was less pro-

nounced in the roots, but its effects may have been masked,

as the NADPH concentrations required to complement NME

inhibition also strongly inhibited the growth of both wild-type and

map1A mutant roots grown in the absence of Fumagillin. Al-

though GR has a high affinity for NADPH, decreases in NADPH/

NADP+ ratios could nonetheless cause adjustments in the GSH/

GSSG ratio. This interpretation is supported by our observations

that the map1A+F phenotype can be complemented by GSH

(which restores the glutathione redox balance directly) or by

NADPH, which restores it through GSSG reduction.

Maintenance of a low level of NADPH in map1A+F mutants

was supported by the proteomic analysis (see Supplemental

Data Set 3 online), which revealed a strongly diminished pool of

enzymes involved in the glycolytic and oxidative pentose phos-

phate pathway, two pathways that operate together to produce

NADPH (Schwender et al., 2003).

Metabolic Profiling Reveals That cNME Inhibition

Dramatically Increases the Free Amino Acid Pool

The data presented above suggest that NME inhibition leads to

changes in enzyme profiles, resulting in the production of smaller

amounts of NADPH, which could be considered to be one of the

factors responsible for the maintenance of the elevated oxidized

glutathione pool. Since elevated GSSG is not the major problem
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of map1A+F plants, we next investigated the way in which NME

inhibition led also to an increase in total glutathione content

(Figure 4B). We investigated whether Cys was the only amino

acid for which concentration was induced by cNME inhibition or

whether other amino acids were affected by performing HPLC

profiling of amino acids in the two backgrounds at various

developmental stages. Most amino acids were found to be

present in larger amounts in the NME-inhibited background, and

this trend became increasingly pronounced as development

progressed (Figure 6A). At 8 DAI, when cNME was inhibited, the

total free amino acid concentration was five times higher than

that of the wild type. HPLC analyses were extended by nonspe-

cific metabolic profiling based on gas chromatography–coupled

time-of-flight mass spectrometry (GC-TOF-MS), which con-

firmed the observed increases in free amino acid levels (Figure

6B, asterisks). Surprisingly, the levels of enzymes involved in

amino acid biosynthesis were not higher in the cNME-inhibited

background. Instead, someof these enzymes, including bothGln

synthetase and Cys synthase, were less abundant (Figure 1; see

Supplemental Data Set 3 online). As proteins are the main

reservoir of amino acids in the cell, this finding strongly indicated

that the increase in free amino acids, including Cys, was prob-

ably linked to overall cellular proteolysis rather than to specific

increases in amino acid biosynthesis.

We assessed overall proteolytic activity when cNME is in-

hibited using high-resolution denaturing 1D gel electrophoresis

followed by MS/MS analysis and size-exclusion chromatogra-

phy independently, to separate, compare, and characterize the

pool of small proteins/peptides detectable in both backgrounds

(i.e., wild-type and cNME inhibited). At 3 DAI, the map1A+F

plants were significantly enriched in polypeptides of a molecular

mass of 4 to 6 kD (Figure 7A). MS/MS analysis of several of the

species with the highest levels of accumulation showed that

most (>80%) were the degradation products of proteins with

significantly higher molecular masses (Figure 7B; see Supple-

mental Table 2 online). Similarly, at all stages, cNME inhibition

resulted in larger numbers of peptide fragments with molecular

masses ranging from 60 to 640 D (i.e., ;1 to 10 amino acids in

length) (Figure 7C). Finally, we used a peptidase/protease assay

to quantify accurately thewidest range of protease activities. The

inhibition of cNME induced no global change in protease activity

(see Supplemental Figure 5 online). However, at later stages of

cNME inhibition, a slight but significant induction of protease

activities, such as those related to the proteasome, was ob-

served (see Supplemental Figure 5 online). This suggests that

proteasome activity may increase due to an increase in the

abundance of target proteins.

In conclusion, our data support the idea that the increase in

proteolytic activity associated with cNME inhibition is caused

principally by an increase in the size of the pool of proteins

available for rapid degradation. This degradation process prob-

ably involves the proteasome machinery.

DISCUSSION

Partial Retention of the N-Terminal Met of Cytosolic

Proteins Increases General Cellular Proteolysis

The proteolytic process of NMEwas discovered several decades

ago (Waller, 1963; Capecchi, 1966). Our current knowledge of

this essential mechanism, particularly in higher eukaryotes, has

Figure 5. The Low Concentration of NADPH in map1A+F Plantlets Limits GR Activity.

(A) The total amount of NADPH was measured in wild-type and map1A plantlets grown in the presence or absence of 100 nM Fumagillin during early

stages of development. The amount of NADPH was compared with that of GSSG detected in each set of conditions. Dotted lines accentuate the loss of

correlation between NADPH and GSSG levels in themap1A+F mutant. SE has been reported in Figure 2 for GSSG and Supplemental Figure 3 online for

NADPH.

(B) map1A line plantlets were grown in the presence of 100 nM Fumagillin and in the presence or absence of 10 mM NADPH. Bar = 1 mm.

(C) map1A line plantlets were grown for 8 DAI with no additional compounds and then transferred to new medium containing the indicated

concentrations of Fumagillin and NADPH. Bar = 1 cm.

[See online article for color version of this figure.]
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significantly advanced in recent years. This is probably because

NME is recognized as an excellent therapeutic target, with

several natural and synthetic inhibitors (Boularot et al., 2004).

These inhibitors have considerable potential for use in the

treatment of various human diseases, from cancer to bacterial

and parasitic infections. The inhibition of NME causes cell cycle

arrest in tumor cells (Yeh et al., 2000; Zhang et al., 2000),

developmental defects (Boxem et al., 2004; Yeh et al., 2006), and

early senescence in plants (Ross et al., 2005). Accordingly,

recent data have also suggested that the expression of NME

enzymes is tightly regulated throughout development, in re-

sponse to abiotic stress and tumorigenesis (Selvakumar et al.,

2006; Dill et al., 2009), suggesting that the fraction of proteins

undergoing NME may vary over space and time. Despite the

demonstration that this process is essential in all organisms and

its identification as a valuable target for the design of new

antibacterial and anticancer agents, the molecular mechanism

underlying the physiological requirement for NME function in

living cells remains largely unknown.

The analysis presented here deals with the >15,000 nuclear-

encoded proteins that are the substrates of NME in the cytosol.

Our global study provides evidence that the in vivo inhibition of

NME activity induces the retention of N-Met in proteins that

normally undergo this process (see Supplemental Data Set

1 online), leading to an increase in the pool of proteins available

for rapid degradation. Indeed, our proteomic, metabolic, and

Figure 6. cNME Inhibition Dramatically Increases the Size of the Free Amino Acid Pool.

(A) All free amino acids were determined using two independent HPLCmethods (see Methods) in all the conditions indicated in the figure (i.e., wild type,

WT+F,map1A+F,map1A). Amino acid concentrations are expressed in nmol/g FW, with the values obtained for the wild-type plantlets taken as 100%.

Only amino acids for which a significant difference in content was observed are reported.

(B) Global metabolic footprinting was performed for wild-type andmap1A plantlets in the presence and absence of 100 nM Fumagillin at 8 DAI with the

GC-TOF-MS system (see Methods). Red asterisks indicate the amino acids that accumulated in the map1A+F sample.

[See online article for color version of this figure.]
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peptide profiling studies highlight an increase in proteolysis in

vivo directly associated with NME inhibition.

The Proteolysis Triggered by cNME Inhibition Illustrates the

Importance of Both the Nature and Size of the Protein

Substrate Pool for Regulating Protein Degradation Rates

Proteolysis plays a crucial role in many vital processes (Vierstra,

2003; Doucet et al., 2008). In each of these processes, proteol-

ysis arbitrates protein lifespan, eliminates misfolded or damaged

proteins, and maintains free amino acid pools. As expected for a

fundamental process, proteolysis is tightly regulated, and the

uncontrolled degradation of intracellular proteins has been sys-

tematically linked with major effects in many organisms (Marino

et al., 2008; Mizushima et al., 2008; Taylor et al., 2008; van der

Hoorn, 2008). Efforts have been made to characterize the up-

stream mechanisms operating in the control of proteolytic ac-

tivities, but much less is known about the precise cascade of

events following the deregulation of this process. Dynamic

increases or decreases in protein degradation may be accom-

plished in many ways: by altering protease pools, modulating

protease activity, and/or controlling protein turnover (Hanna and

Finley, 2007; Kurepa and Smalle, 2008; Ravid and Hochstrasser,

2008; Yen et al., 2008). In various physiological processes and

under changing environmental and physiopathological condi-

tions, the transcriptional and posttranslational regulation of most

proteases has been shown to be strong and highly structured

(Montuori et al., 2002; Yan and Boyd, 2007; Kurepa and Smalle,

2008; Wladyka and Pustelny, 2008). For instance, a combination

of gene expression analyses and proteasome suppression stud-

ies has unraveled the coordinated regulation of 26S proteasome

genes during plant development (Kurepa and Smalle, 2008).

Caspases, themajor effectors of apoptosis, constitute a family of

Asp-specific proteases normally synthesized as inactive precur-

sors but activated at the onset of apoptosis after proteolytic

cleavage (Logue and Martin, 2008). The calcium-dependent

proteolytic system involves calpains, a group of Cys proteases.

In addition to being regulated by calcium, calpain activity is

tightly regulated by the specific endogenous inhibitor, calpasta-

tin, and by binding to phospholipids, autoproteolysis, and phos-

phorylation (Dargelos et al., 2008).

Diverse protease activities were measured to obtain a gen-

eral picture of changes in protease pools and protease activity

(see Supplemental Figure 5 online). No significant differences

were found between the wild type and the map1A+F mutant,

consistent with the notion that the increase in proteolytic

Figure 7. Dynamic Accumulation of Protein Degradation Products in the map1A+F Plantlets.

(A) The accumulation of low molecular mass peptides (<6 kD) in the map1A+F line was evidenced in 1D gel electrophoresis (16%), and the band

annotations correspond to the identified proteins reported in Supplemental Table 5 online.

(B) The exploded pie chart displays the relative amounts of the peptides identified in spots 1 to 3 (Figure 6A) as a function of the calculated molecular

weight of the corresponding protein (for protein identifications, see Supplemental Table 5 online).

(C) Gel filtration chromatography was performed with map1A + 100 nM Fumagillin (orange and purple) and the wild type (blue and green) at 3 DAI (top

panel) and 8 DAI (bottom panel). Chromatograms at 215 nm are shown as dotted lines. The total elution volume was collected in 1-mL fractions, and

peptides/small proteins were quantified in each fraction (solid line). The green zone defines the resolution volume efficiency of the column, the pink zone

on the left depicts the size-exclusion limit (20 kD), and the pink zone on the right shows nonspecific components retained on the column.

[See online article for color version of this figure.]
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activity associated with cNME inhibition resulted principally

from an increase in the pool of proteins available for rapid

degradation. Thus, cNME activity, by modifying the availability

of several proteins for degradation by proteolytic systems, is an

integral and fundamental element of the regulation of protein

turnover.

Redox State of Glutathione and Proteolysis: Who’s

Controlling Who?

Hundreds of cell proteins, including many proteases, undergo

reversible transitions between redox states. It is unclear whether

redox-modified proteins/proteases have common redox con-

trols and serve coordinate functions. The putative redox code

integrating the metabolome, proteome, and genome remains

largely undefined. By contrast, in complex biological mixtures,

the redox state of a protein site is the net result of its many

interactions with sulfur, metal, oxygen, and other redox factors.

Cathepsin B is a model, redox-responsive, catabolic protein

involved in turnover. The Cys/His pair within this protein acts

simultaneously as a redox-responsive site and an inhibitory

metal binding site and mediates a peptidolytic reaction mecha-

nism. Mature cathepsin B can be inactivated by partitioning into

multiple oxidation states. Cathepsin B can be reductively acti-

vated by GSH or disulfhydryl reductases and redox-buffered by

GSH/GSSG. The interaction of theCys/His site with iron provides

a sensor, integrator, and effector switch coupling cathepsin B to

metal-sulfuroxygen redox (Lockwood, 2005). It has also been

shown that the proteasome is affected by oxidative stress to

various degrees. Mild oxidation increases proteasomal degra-

dation, whereas higher oxidant levels decrease proteasomal

degradation. Moreover, the ATP-stimulated 26S proteasome is

sensitive to oxidative stress, whereas the 20S form seems to be

resistant (Breusing and Grune, 2008). As the downregulation of

cNME generates a sustained low GSH/GSSG ratio, we checked

whether this downregulation induced an oxidative stress that

might affect proteolytic activity in map1A+F conditions. A slight

increase in the production of intracellular reactive oxygen spe-

cies was observed when human hepatoma cells were cultured

with a high concentration of TNP470, a derivative of Fumagillin

(Yoshida et al., 1998). However, we observed no difference in the

accumulation of cellular proteins irreversibly oxidized during

development between the wild type and map1A+F, both of

which behaved as previously described in other model systems

(Johansson et al., 2004). Thus, the low concentration of Fuma-

gillin used in this study was insufficient to induce generalized

cellular oxidation. Moreover, the lack of complementation of the

map1A+F mutant phenotype under non-iron-limiting conditions

also rules out the possibility that changes in intracellular gluta-

thione levels reflect an adaptation of cells to iron stress (see

Supplemental Figure 2B online). Finally, as cNME inhibition was

always accompanied by a substantial increase in the total pool of

amino acids, including the limiting precursors of glutathione, it is

likely that also the increases in the levels of the reduced and

oxidized forms of glutathione were reinforced by the increase in

proteolytic activity. Accordingly, blocking the later step of gluta-

thione biosynthesis with BSOprevented any complementation of

themap1A+Fmutant phenotype by amino acid precursors of the

tripeptide thiol. Although nomore than 50%of all protein species

are thought to be sensitive to cNME inhibition (i.e., those losing

their N-Met), these proteins are known to be the most abundant

proteins in the cell (i.e., accounting for 80% of cellular proteins)

(Martinez et al., 2008). They include key enzymes involved in

energy metabolism and redox homeostasis (Boucherie et al.,

1996). In the map1A+F mutant, increased degradation of pro-

teins within this group most likely explains why NADPH concen-

tration is depleted consequently. Together with the overall

increase in glutathione linked to an increase in the levels of free

amino acids, including Cys, NADPH depletion would further

favor accumulation of GSSG.

As glutathione is a major cellular antioxidant and thiol/disulfide

buffer, it is of considerable importance for cellular redox homeo-

stasis and for diverse fundamental cellular functions. Several

lines of evidence suggest that changes in the redox state of

glutathione regulate one or more phases in the cell cycle closely

linked to cell differentiation and programmed cell death (Cai and

Jones, 1998; Henmi et al., 2005). Consistent with this, our in vivo

data highlight the importance of changes in glutathione redox

state during plant development, and the results presented here

reveal that the cellular glutathione redox network has evolved to

be closely intertwined with the machinery of protein turnover

controlled by the cNME process.

AWorkingModelDepicting theEssentialRoleofcNMEin the

Crosstalk between the Cellular Proteolytic Machinery and

Glutathione Homeostasis

Our global comparative analysis pointed out that the cNME

developmental defect was primarily due to the maintenance of

the glutathione redox state at an inappropriately oxidized level

throughout plant development. We showed that the abnormal

development induced by insufficient cNME pathway activity was

linked to both the presence of large amounts of glutathione and a

lower GSH/GSSG ratio in the map1A+F mutants. Based on our

results, this disturbance of glutathione levels seems to be caused

by two effects of cNME inhibition acting in synergy. Comparative

proteomic studies, peptide profile analysis, protease activities,

and HPLC analysis of free amino acids strongly suggested that

retention of the first Met residue increased cellular proteolytic

activity by incrementing the size of the pool of proteins suitable

for processing. The large increase in amino acid content, includ-

ing all the constituent amino acids of glutathione (Glu, Cys, and

Gly), detected when cNME was inhibited is a cellular marker of

this situation. Thus, the concomitant increases in Glu, Cys, Gly,

and glutathione concentrations are consistent with (though do

not prove) activation of glutathione synthesis rates. Finally, the

identification of otherwise stable proteins that become unstable

when NME is inhibited and an analysis of GSH/GSSG ratios and

NADPH provided evidence that the enzymes involved in the

reductant generation are targeted for degradation, preventing

the efficient reduction of GSSG to GSH. The crucial role of

glutathione redox status as a redox stabilizer preventing the

stimulation of proteolysis by NME inhibition is demonstrated by

complementation of the developmental defect associated with

cNME inhibition by reduced glutathione and the partial comple-

mentation of this defect observed with NADPH. Taken together,
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our data demonstrate that cNME plays a key role in maintaining

cellular glutathione content and redox state during development

via a tight control of interconnected processes encompassing

the proteolytic activity of the cell.

Our observations are consistent with a model in which, during

rapid cell division, such as occurs in the early growth of plantlets

after germination, cNME is an essential player in the dialogue

between proteolytic activity and glutathione redox state that

functions as part of a cellular checklist for continued develop-

ment (Figure 8). It should be remembered that in the course of

protein synthesis, the first Met residue of most accumulating

proteins (;80%) is removed by cNME. The released Met resi-

dues join the cellular free Met pool, whereas the new nascent

chain becomes part of the largest population of stable proteins.

At steady state, a small but non-negligible percentage of proteins

do not undergo N-Met excision (;20%). As a result, two distinct

pools of Met polypeptide chains can be distinguished in the cell:

one half with an N-a-acetylated Met residue (these proteins join

the pool of stable cellular proteins) and the other with free Met

residue. This second group of proteins establishes a pool of

highly unstable proteins, the degradation of which supplies

amino acids, including Cys, the key precursor of GSH, to free

amino acid pools. In the model shown in Figure 8, fine adjust-

ments in cNME regulate glutathione homeostasis by modulating

the pool of unstable proteins with an N-terminal free Met. Thus,

cNME inhibition is likely to increase the pool of proteins with a

free Met residue, probably because the N-a-acetylation of this

residue ismuch less frequent than that of other residues, such as

Ala or Ser, which are unmasked by the removal of Met. Indeed,

N-terminal Ala or Ser residues are substrates of NatA, which

cannot acylate N-terminal Met. The narrow substrate specificity

of the other two Nat enzymes (NatB and NatC) cannot compen-

sate for the increase in the amount of substrates with an

N-terminal Met.

Figure 8. A Crucial Role for NME in the Glutathione-Proteolysis Crosstalk Necessary for Appropriate Growth and Development.

NME downregulation (red path) triggers an increase of cellular proteolytic activity by incrementing the size of the pool of proteins suitable for processing

(Proteolysis). The large increase in amino acid content, including all precursors of glutathione (Glu, Cys, and Gly), detected when cNME was inhibited, is

a cellular marker of this situation. Thus, the increase in Glu, Cys, and Gly concentrations probably drives glutathione synthesis rates up. Finally, the

identification of otherwise stable proteins that become unstable when NME is inhibited and an analysis of GSH/GSSG ratios and NADPH provided

evidence that the enzymes involved in reductive power generation are targeted for degradation, preventing the efficient reduction of GSSG to GSH. In

cells undergoing appropriate development, this loop is broken by NME, which thus functions as a cycle interrupter (green path). As we have shown here,

the loop can also be broken by establishing a more appropriate GSH/GSSG ratio (GSH supplementation). Glutathione reductase activity might

correspond to GR1 and to the NADPH-dependent thioredoxin system, as recently proposed (Marty et al., 2009).

[See online article for color version of this figure.]
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Conclusion

While important crosstalk between cNME and the NADPH-

glutathione system has been demonstrated here, it cannot be

ruled out that other crucial cellular regulatory mechanisms can

be controlled by cNME. In our tightly controlled system in which

everything is regulated to depict the earliest molecular mecha-

nistic insight associated with the deregulation of the NME pro-

cess, the perturbation of glutathione redox state was found to be

the first limiting reversible step promoting the phenotype asso-

ciated with map1A+F mutants. Thus, we suggest that the reg-

ulation of other mechanisms by NME will be influenced by the

crucial crosstalk identified between NME, general proteolysis,

and thiol status. We expect these new mechanisms will be

described in the future, for instance, by studying the NME

process and its deregulation in other specific conditions.

METHODS

All data presented are the means of two to four technical replicates for

each of at least three biological replicates (i.e., at least six distinct

measurements). All vertical bars in the figures indicate the SE.

Materials

All chemicals were purchased from Sigma-Aldrich Chimie. All com-

pounds and inhibitors were dissolved in water, with the exception of

Fumagillin, which was dissolved in methanol.

Plant Material and Growth Conditions

The material used was sampled from Arabidopsis thaliana ecotype

Columbia. The SALK_021985 (map1A) Salk T-DNA insertion line was

obtained from the Nottingham Arabidopsis Stock Centre (http://nasc.

nott.ac.uk) as previously described (Ross et al., 2005). Seeds were

sterilized and sown on 0.53 Murashige and Skoog (Sigma-Aldrich)

medium supplemented with 0.8% agarose (Difco) and 1% sucrose

(Sigma-Aldrich). Petri dishes were incubated in a growth chamber

(228C, 16 h of daylight; light intensity 100 mE·m22·s21) for up to 2 weeks.

Plant material samples were collected in 2-mL Eppendorf tubes, weighed,

rapidly frozen in liquid nitrogen, and stored at 2808C or in liquid nitrogen

until protein or metabolite extractions. For the complementation exper-

iments, Arabidopsis seeds or seedling were grown in plates containing

the indicated molecules.

Yeast Strains, Growth Conditions, and Recovery Experiments

Experiments were performed with Saccharomyces cerevisiae wild-type,

Dmap1 (BY4741; MATa his3D1 leu2D0 met15D0 ura3D0 ; YLR244c::

kanMX4), and Dmap2 (BY4741; MATa his3D1 leu2D0 met15D0 ura3D0 ;

YBL091c::kanMX4) strains from Euroscarf. This bank provided deletion

strains in which the gene of interest was replaced by a KanMX module

and a gene-specific tag. The deletion was confirmed by PCR, according

to the procedure described and with the primers indicated on the

SaccharomycesGenome Deletion Project website (http://www-sequence.

stanford.edu/group/yeast_deletion_project/deletions3.html). Yeast strains

wereusually propagatedon richmedium (2% [w/v] peptone, 1%[w/v] yeast

extract, and 2% [w/v] glucose) at 308C. For recovery experiments, the

phenotype was investigated on plates containing the indicated molecules

by spotting 1:10 serial dilutions of exponential cultures and recording

growth after 3 or 6 d of incubation at 308C.

Haloferax volcaniiGrowth Conditions

The H. volcaniiwild-type (DS2) strain was grown at 458C in a rich medium

containing yeast extract (5.2 g/L final concentration), peptone (1 g/L),

casamino acid (1 g/L), NaCl (2.46 M), MgCl2 (88 mM), MgSO4 (89 mM),

KCl (54 mM), CaCl2 (3 mM), Tris-HCl, pH 7.5 (12 mM), and KOH (2 mM).

For rich solid medium, 15 g/L Bacto agar was added to the solution.

Colonies were harvested from a fresh culture and resuspended in rich

liquid medium and grown to an OD650 of 0.5 to 0.8. Then, 10 mL of a 10-

fold serial dilution was spotted in triplicate onto plates containing rich

medium supplemented with the indicated compound(s). Photographs

were taken after 3 to 7 d of incubation.

Protein Extraction and Analysis

Plant tissues (10 to 400 mg) were frozen in liquid nitrogen and ground in a

2-mL microcentrifuge tube containing both 3 and 5 mm iron beads for

1min each, using aMM300mixermill at 30 Hz (Qiagen). The resulting fine

powder was dissolved in 1 mL of lysis buffer as previously described

(Espagne et al., 2007). The homogenates were incubated at 48C for 20 to

45 min with shaking. The supernatants were separated from the insoluble

fraction by centrifugation at 15,000g at 48C for 0.5 to 1 h. The resulting

supernatants were used to measure protein concentration by the Brad-

ford protocol (Bio-Rad) and were stored at 2808C unless used immedi-

ately. Protein gel blotting was performed as previously described (Ross

et al., 2005), and antibody against both GR1 and GR2 was provided by

Agrisera. Before 2D electrophoresis analysis, samples were subjected to

a modified TCA/acetone precipitation (Espagne et al., 2007). The precip-

itated pellets were resuspended in 50 mL of rehydration buffer E (8.75 M

urea, 2.5 M thiourea, 1.25% [v/v] IPG buffer containing 0.5% ampholine,

pH 4 to 7 [GE Healthcare Life Sciences], 0.25% Triton X-100, 2.5%

CHAPS, and 25 mM DTT) and stored at 2808C until use.

2D Gel Electrophoresis

Protein concentration was determined using the 2-D Quant Kit (GE

Healthcare Life Sciences). Sample preparation and gel electrophoresis

were essentially as described elsewhere (Espagne et al., 2007). The

Ettan DALT System (GE-Healthcare Life Sciences) and 1-mm-thick SDS-

denaturing polyacrylamide gels (11%) were used for the second dimen-

sion. Gels were run at 50 V for 1 h and 100 V for 16 h at 108C using a

cathodic solution (384 mM glycine, 25 mM Trizma base, and 0.2% [w/v]

SDS) and an anodic solution (192 mM glycine, 25 mM Trizma base, and

0.15% [w/v] SDS). Gels were stained with colloidal Coomassie blue, and

spots were excised for MS. The gels were scanned with a GS800 imaging

densitometer (Bio-Rad) and analyzed with PD-Quest 7.1 software (Bio-

Rad). Each analysis reported is the result of six replicates. Selected spots

were picked with a sterile 1-mL Eppendorf tip. The complete data set is

shown in Supplemental Table 1 online.

LC-MS and Protein Identification

The 2D gel spots were picked, digested, and analyzed essentially as

described elsewhere (Espagne et al., 2007) and as follows. In-gel diges-

tion was performed with the Progest system (Genomic Solution) using a

standard trypsin protocol. Gel pieces were washed twice in 10% acetic

acid, 40% ethanol, and acetonitrile (ACN) (in two separate baths). They

were then washed twice in 25mMNH4CO3 and ACN (again, two separate

baths). Digestion was then performed for 6 h at 378C with 125 ng of

modified trypsin (Promega) dissolved in 20% methanol and 20 mM

NH4CO3. The peptides were extracted with 2% trifluoroacetic acid (TFA)

and 50%ACNand then with pure ACN alone. Peptide extracts were dried

in a vacuum centrifuge, and the resulting powder was suspended in 20mL
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of 0.05%TFA, 0.05%HCOOH, and 2%ACN. HPLCwas performed on an

Ultimate LC system combined with a Famos autosampler and a Switchos

II microcolumn switch system (Dionex). The sample (4mL) was loaded at a

flow rate of 5 mL/min21 onto precolumn cartridge (stationary phase: C18

PepMap 100, 5 mm; column: 300 mm i.d., 5 mm; Dionex) and desalted

with 0.05% TFA, 0.05% HCOOH, and 2% ACN. After 2.5 min, the

precolumn cartridge was connected to the separating PepMap C18

column (stationary phase: C18 PepMap 100, 3 mm; column: 75 mm i.d.,

150 mm; Dionex). The buffers used were 0.1% acetic acid (HCOOH), 3%

ACN (buffer A), and 0.1% HCOOH, 95% ACN (buffer B). Peptides were

separated using a linear gradient from 5 to 30% B for 25 min at 200 nL/

min21. A single run took 45 min, including the regeneration step in 100%

buffer B and the equilibration step in 100%buffer A. Eluted peptides were

analyzed online with a LCQ Deca XP+ ion trap (Thermo Electron), using a

nanoelectrospray interface. Ionization (1.2 to 1.5 kV ionization potential)

was achieved with a liquid junction and an uncoated capillary probe (10

mm i.d.; New Objective). Peptide ions were analyzed with Xcalibur 1.4,

with the following data-dependent acquisition steps: (1) full MS scan

(mass-to-charge ratio [m/z] 400 to 1900, centroid mode), (2) ZoomScan

on a selected precursor (scan at high resolution in profilemode over anm/

z window of 4), and (3) MS/MS (qz = 0.22, activation time = 50 ms, and

collision energy = 40%; centroid mode). Steps 2 and 3 were repeated

for the two major ions detected in step 1. Dynamic exclusion was set to

30 s. A database search was performed with Bioworks 3.2 (Thermo

Electron). We looked for trypsin digestion (enzymatic cleavage), Cys

carboxyamidomethylation (static), and Met oxidation (possible modifi-

cations). Precursor mass and fragment mass tolerance were 1.4 and

1 D, respectively. The Arabidopsis protein database (30,692 entries, 08/

11/2005 update) from The Arabidopsis Information Resource (http://

www.Arabidopsis.org/) was used. The tryptic peptides identified were

filtered according to (1) cross-correlation score (Xcorr) >1.7, 2.2, and

3.3 for peptides with one, two, and three charges, respectively, and (2) a

probability of <0.05. At least two different peptides were required. In

cases of identification with only two or three MS/MS spectra, similarity

between the experimental and theoretical MS/MS spectra was con-

firmed by eye.

For the identification of small polypeptides separated by 1D gels, the

eluted peptides were analyzed online with a LTQ XL ion trap (Thermo

Electron) using a nanoelectrospray interface. Ionization (1.5 kV ionization

potential) was performed with a liquid junction and a noncoated capillary

probe (10 mm i.d.; New Objective). Peptide ions were analyzed using

Xcalibur 2.07 and the following data-dependent acquisition steps: (1) full

MS scan (m/z 400 to 1900, centroid mode), (2) ZoomScan on a selected

precursor (scan at high resolution in profile mode on a m/z window of 4),

and (3) MS/MS (qz = 0.25, activation time = 30 ms, and collision energy =

35%; centroid mode). Steps 2 and 3 were repeated for the two major

ions detected in step 1. Dynamic exclusion was set to 30 s. A database

search was performed with XTandem 2008.02.01 (http://www.thegpm.

org/TANDEM/). Enzymatic cleavagewas declared as a trypsin digestion

with one possible miscleavage event. Cys carboxyamidomethylation

and Met oxidation were set to static and possible modifications,

respectively. Precursor mass and fragment mass tolerance were 2.0

and 0.8 D, respectively. A refinement search was added with similar

parameters except that semitrypsic peptide and possible N-terminal

protein acetylation was sought. The Arabidopsis protein database

(32,825 entries, version 8) from The Arabidopsis Information Resource

(http://www.Arabidopsis.org/) and a contaminant database (trypsin,

keratins, etc.) were used. Only peptides with an E value below 0.1 are

reported. Identified proteins were filtered according to the following

specifications: (1) at least two different peptides with an E value below

0.05 and (2) a protein E value below 1024. In the case of identification on

the basis of only two or three MS/MS spectra, similarity between the

experimental and the theoretical MS/MS spectra was visually checked.

Amino Acid Analysis

Arabidopsis plantlets were grown as described above. For HPLC anal-

yses, young plants were harvested at 3 and 8 DAI. Frozen plants were

ground with a pestle in a mortar with liquid nitrogen to obtain a fine

powder. Two different methods were used to analyze and confirm amino

acid content. For the first method, the powder was further homogenized

with 1 mL of 20 mMHCl. Plantlet extracts were centrifuged at 14,000g for

10 min at 48C. Ten microliters of the supernatant was used for amino acid

derivatization with 6-aminoquinolyl-N-hydroxysuccinimidyl carbamate,

using an AccQ-Fluor Reagent Kit (Waters). Derivatization was performed

according to Waters’ recommendation and 10 mL was injected onto the

column. HPLC was performed with a Waters model 2695 separation

module. Separations were performed on a 3.9 3 150-mm Waters Nova-

Pak C18 column equipped with a Nova-Pak C18 Guard-Pak insert. Eluted

amino acid derivatives were detected using a Waters model 2475 multi l

fluorescence detector with an excitation wavelength of 250 nm and a

detection wavelength of 395 nm. Eluent A was 140 mM sodium acetate

and 6.9 mM triethylamine at pH 5.05; eluent B was acetonitrile:water

(60:40). The elution protocol was 0 to 0.5 min, 100% A; 0.5 to 5 min, linear

gradient to 5% B; 5 to 35 min, linear gradient to 7.5% B; 35 to 41 min,

linear gradient to 10%B; 41 to 44min, 10%B; 44 to 54min, linear gradient

to 20%B; 54 to 61 min, 20% B; 61 to 71 min, linear gradient to 30%B; 71

to 86 min, linear gradient to 100% B as previously described (Kim et al.,

2002). The flow ratewas 1.0mL/min. All standard solutions of amino acids

(Sigma-Aldrich Chimie) were dissolved in and diluted with 20mMHCl and

analyzed at different concentrations to calculate a detector response

factor. The second methods used for amino acid content determination

involved GC-TOF-MS technology and derivatization with methoxyamine

and N-methyl-N-(trimethylsilyl)trifluoroacetamide as previously de-

scribed (Noctor et al., 2007).

Separation and Quantification of Peptides

One hundred milligrams of plantlets samples were mechanically crushed

in liquid nitrogen, and proteins were extracted with 1 mL of protein

extraction buffer as described above. After incubation and centrifugation

at 48C, the supernatant was recovered and 50 mL was separated by fast

protein liquid chromatography (AKTA Explorer 10S; GE Healthcare) on a

gel filtration column optimized for peptides analysis (Superdex peptide

10/300 GL; GE Healthcare). Elution was performed with a buffer at pH 7.0

containing 50 mM sodium phosphate and 150 mM NaCl at a flow rate of

0.5 mL·min21 and recorded at 215 nm. Then, 1-mL fractions were

collected and the peptide content of each fraction was quantified using

the LavaPep Peptide and Protein Assay Kit (FluoProbes; Interchim)

according to the procedure provided by the manufacturer. Fluorescence

(excitation 540 nm; emission 630 nm) was recorded by a fluorescence

microplate reader (Infinite M200; Tecan), and the peptide concentration

was deduced from a standard curve. Eachmeasurement is the average of

three independent biological replicates each assessed twice.

Analysis of Small Metabolites

Analysis of small metabolic compounds was as previously described

(Queval and Noctor, 2007). Oxidized and reduced forms of glutathione,

ascorbate, and NADP(+) were quantified in HCl extracts. NADH and

NADPH were quantified in alkaline extracts using spectrophotometric

cycling assays. Thiol analyses were validated by HPLC after a derivation

with monobromobimane as described (Queval and Noctor, 2007). GC-

TOF-MS was performed as described elsewhere (Noctor et al., 2007).

Staining of Specific Protein Modifications

To detect the phosphorylated proteins, 1D gels were stained with

ProQ-Diamond Phosphoprotein (Molecular Probes). Gels were stained
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according to the manufacturer’s protocol. Carbonylated proteins were

detected with the chemical and immunological reagents of the OxyBlot

Oxidized Protein Detection Kit (Chemicon). The carbonyl groups in the

protein side chains were derivatized to 2,4-dinitrophenylhydrazone (DNP)

by reaction with 2,4-dinitrophenylhydrazine (DNPH). The chemilumines-

cence blotting substrate (ECLplus) was obtained fromGEHealthcare Life

Sciences and used according to the instructions provided by the

manufacturer. Immobilon-P polyvinylidene diflouride membrane was

from GE Healthcare Life Sciences. As described above, crude protein

extracts were obtained at various developmental stages, the extracts

were reacted with the carbonyl reagent, DNPH, dot-blotted onto poly-

vinylidene diflouride membranes, and oxidatively modified proteins were

detectedwith anti-DNP antibodies. In general, 10 to 15mg of protein were

loaded into the slot-blot apparatus.

Antioxidant Enzyme Activity Measurements

Plantlet material (100 mg) was ground in liquid nitrogen, 100 mg insoluble

polyvinylpyrrolidone was added, and the powder was extracted into 1.5

mL 0.1 M NaH2PO4, pH 7.5, and 1 mM EDTA. Samples were taken for

chlorophyll analysis and the remainder of the extract was centrifuged for

10 min. An aliquot of the supernatant was loaded onto NAP-5 columns

and the desalted eluant used for enzyme assays. Catalase was assayed

as previously described (Veljovic-Jovanovic et al., 2001). Protein was

assayed using the Bio-Rad kit. Chlorophyll was measured in 80%

acetone at 663 and 645 nm. GR activity was determined by monitoring

the oxidation of NADPH at 340 nm (« = 6.22 M21 cm21) as described by

Donahue et al. (1997). Ascorbate peroxidase activity was determined by

monitoring the oxidation of ascorbate at 290 nm (« = 2.88mM21 cm21) as

described elsewhere (Dutilleul et al., 2003).

Endoproteolytic Activities

Endoproteolytic activities were investigated using the EnzChek pepti-

dase/protease assay kit (Invitrogen). Proteins were obtained using the

extraction buffer described above without EDTA, PMSF, and protease

cocktail inhibitors. After cell breaking and 30 min incubation at 48C with

extraction buffer, crude extracts were collected by centrifugation. One

microliter was used in the test. The final volume was 100 mL with 90 mL of

the manufacturer’s buffer, 4 mL water, and 5 mL of the substrate solution.

Time-course fluorescence intensity studies of the product released were

performed with a Tecan Infinite M200 microplate fluorescence reader

(excitation wavelength 490 nm and emission 520 nm). Slopes were

determined during the first 20 min. Results were normalized for 1 mg of

proteins in crude extract.

Proteasome Assay

Protein extracts were obtained using the procedure as described above.

The extraction buffer contained no EDTA, PMSF, or protease cocktail

inhibitor. Protein quantification was performed using the Bradford prin-

ciple (Bio-Rad) with BSA as the standard. Proteasome assays were

performed with the commercially available 20S Proteasome Activity

Assay Kit (Chemicon International) and the fluorogenic substrates pack

provided by Biomol. Suc-LLVY-AMC, Boc-LRR-AMC, or Z-LLE-AMC

was used for assays of the chymotrypsin-like, trypsin-like, and caspase-

like activity, respectively. Proteasome assays were performed at 378C in

100-mL reaction volume containing 50 mM fluorogenic substrate and

protein sample. The same amount of protein was used in each test (10 mg

for 3-DAI samples and 15 mg for 8-DAI samples). Fluorescence intensity

(lex. = 380 nm; lem. = 460 nm) was monitored with a Tecan Infinite

microplate fluorescence reader for 2 h, with measurements taken every 3

min. Initial velocities were determined from the first linear part of the

curves, and data were normalized per mg proteins. Specific activity, in

pmol/min/mg of protein, was obtained with AMC standard curve. Statis-

tical analysis was performed with R software (http://cran.cict.fr/).

Real-Time Quantitative RT-PCR

Total RNA extraction was performed from Arabidopsis tissues as previ-

ously described (Kay et al., 1987). Poly(A)+ RNA were purified using oligo

(dT) 25 Dynabeads (Dynal). mRNA (200 ng) was reverse-transcribed and

the obtained cDNAwas then diluted 20 times. The PCR amplification was

performed using the following specific oligonucleotides: for the cytosolic

glutathione reductase (GR1; At3g24170), 59-TGGATTAAAGCCTGAGGT-

GAAGACCAGAAT-39 and 59- CAGCAATGTCGCCTGTGCTGTATTTT-

GCA-39; for the chloroplastic glutathione reductase (GR2; At3g54660),

59-GCCCTCATAGTGACAAACTCCTCAGCT-39 and 5-GGGGATGTTAC-

TGACCGAATCAATTTGACT-39. Real-time PCR mix was optimized with

the LightCycler Faststart DNA Master SYBER Green Kit (Roche) for each

primer pair using a standard cDNA. After the initial activation step (958C,

10 min), amplification and quantification were performed as follows:

denaturation for 5 s at 958C, annealing for 5 s at 608C, and extension for

10 s (for GR1 and GR2) or 20 s (for EF1a) at 728C. The absence of

nonspecific products was checked by melting curve analysis (958C, 5 s

and 608C, 15 s, 958C, heating rate 0.18C/s). Each cDNA sample was

quantified at least twice, using as reference a standard cDNA, studied in

the same conditions. All experiments were performed with a LightCycler

(Roche) and the data were processed with the LightCycler quantitative

software 1.0 (Roche).

Accession Numbers

Sequence data from this article can be found in the Arabidopsis Genome

Initiative or GenBank/EMBL databases under the following accession

numbers: MAP2A (At2g44180), MAP2B (At3g59990), MAP1A

(At2g45240), the cytosolyc MAPs; At3g24170, the cytosolic GR1 gene;

and At3g54660, the plastid GR2 gene.
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Supplemental Figure 1. cNME-inhibition does not modify the phosphoproteome or 

protein oxidation levels. 

A, A representative SDS-PAGE gel showing the time course of protein phosphorylation in 

crude homogenates detected with ProQ-diamond staining (top gel). Lanes 1 and 3 correspond 

to WT plants at 3 and 8 days after germination, respectively. Lanes 2 and 4 correspond to 

map1A mutants treated with 100 nM of Fumagillin for 3 and 8 days after germination, 

respectively. For normalization, the total amount of protein loaded was determined by 

staining the gel with Flamingo stain (bottom gel). 

B, A representative immunoblot showing the time course of protein carbonylation in crude 

homogenates, as determined with the Oxiblot Kit. Lanes 1 and 3 refers to WT plants at 3 and 

8 days after germination, respectively. Lanes 2 and 4 correspond to map1A mutants treated 

with 100 nM of Fumagillin for 3 and 8 days after germination, respectively. Lanes 5,6,7,8 

correspond to negative controls consisting of the same samples shown in lanes 1,2,3,4 not 

subjected to the derivatization reaction. 

Supplemental Data. Frottin et al. (2009). Cotranslational proteolysis dominates glutathione homeostasis 

to support proper growth and development. 
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N-Met excision mediates Glutathione homeostasis 

Supplemental Figure 2. Rescue of the defect associated with cNME inhibition in dsRNA 

interference Arabidopsis lines with Cys and impact of iron cations on growth.  

A, Plantlets were vertically grown in the presence or absence of 2 mM cysteine. The 

�MAP1A2 �� line, a dsRNA-interference Arabidopsis line with reduced levels of both MAP1A 

and MAP2s, mimics the phenotype of the map1A line when grown in the presence of 100 nM 

of Fumagillin Both the phenotype and MAP content are described in Ross et al. (2005). 

B, map1A and WT plantlets were vertically grown in the presence or absence of iron chloride 

salts (FeII or FeIII) and in the presence or absence of 100 nM Fumagillin. The highest iron 

concentrations are expected to induce a Fenton reaction producing OH radicals and oxidative 

stress. The data show that the cNME inhibited line does not exhibit additional oxidative stress 

sensitivity or protection compared to the controls.
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N-Met excision mediates Glutathione homeostasis 

Supplemental Figure 3. The high level of GSSG in cNME deficient plants is not due to a 

decrease in Glutathione reductase concentration.  

A, Levels of transcripts for cytoplasmic Glutathione reductase (GR1) and chloroplastic 

Glutathione reductase (GR2) expressed relative to actin transcript levels. Measurements were 

made by real-time PCR. A.u, Arbitrary units. 

B, Relative levels of GR1 and GR2 proteins as analyzed by Western blot. We analyzed 30 �g 

of total proteins by 10% denaturating PAGE, followed by electroblotting and probing of the 

resulting membrane with an anti-GR antibody recognizing both GR1 and GR2 (Agrisera, 

Vännäs, Sweden). 

C, The total GR activity of the indicated protein extracts was determined as described. 
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N-Met excision mediates Glutathione homeostasis 

Supplemental Figure 4. cNME-inhibition rapidly induces a decrease in NADPH 

nucleotide levels.

The amount of pyridine nucleotides in total extracts from WT and cNME-deficient plants was 

determined at various stages, as reported in Methods. The measurements of NADH (top, left), 

NADP (bottom, left) and NADPH (right panel) are displayed. 
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N-Met excision mediates Glutathione homeostasis 

- 5 - 

Supplemental Figure 5. NME perturbation induced a slight adjustment of proteolytic 

activities.

A, Investigation of global proteolytic activities in the sample. 3 and 8-DAI-old seedlings were 

vertically grown in the presence or absence of 100 nM of Fumagillin. Endoproteolytic 

activities were measured with the EnzChek peptidase/protease substrate as described in 

Methods. Mean of activities are given in RFU/min/μg of proteins.

B, Late induction of proteasome-like activities following cNME inhibition. Caspase-like, 

Trypsin-like and Chymotrypsin-like activities were investigated with specific substrates (see 

Methods for further details) in WT-F and map1A+F plantlets at 3 and 8-DAI. Mean specific 

proteolytic activities (pmol/min/μg of protein) are given. P, error probability (two-tailed t-test. 

Relative Fluorescence Unit, RFU. One star indicates a P value less than 0.05 while two stars 

indicate a P value less than 0.01. 
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Supplemental Table 1 Identities of protein spots with a higher intensity in NME-inhibited conditions

Spot number Function Localization N-terminus Measured MW 

(kDa) 

Theoretical MW 

(kDa) 

Measured

pI

Theoretical 

pI

190-212-213 (238 in 

WT)

AT5G17920 Cobalamine-independent 
methionine synthase 3 

 cytoplasmic ma 67 84 6.6 6.1 

190 AT3G03780 Cobalamine-independent 
methionine synthase 2 

 cytoplasmic ma 67 84 6.6 6.1 

55 AT1g21720 PBC1 (20S proteasome beta 
subunit C1) 

 cytoplasmic ma 30 23 5.5 5.3 

55 AT2g40600 (appr-1-p processing enzyme 
family protein)  

chloroplast mr 30 21 5.5 5.6 

55 AT5G66550 Maf family protein   cytoplasmic mt 30 20 5.5 4.8 

95-96 AT1G53240 malate dehydrogenases (MDH) glycosomal/mitochondria mf 38 33 6.4 6.4 

75 AT5G23140 CLPP2 (Clp protease proteolytic 
subunit 2) 

chloroplast/mitochondria mm 31 24 6.4 5.8 

222-223 AT1G30230 elongation factor 1-beta cytoplasm ma 41 25 4.5 4.4 

222 AT2G18110 elongation factor 1-beta, putative cytoplasm ma 41 25 4.6 4.5 

78 AT4G02520 Glutathione S-transferase PM24 cytoplasm ma 31 24 6.3 5.9 

79 AT1G02930 ATGSTF6 (early responsive to 
dehydration 11) 

cytoplasm ma 30 23 6.3 5.8 

The intensity of the spots in sample map1A+F was compared to that of the WT-F sample at 8 DAI. 
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Supplemental Table 2 Low molecular weight proteins are more abundant in map1A+F 3 

DAI than in the equivalent fractions from WT.

Spot number gene Measured Mr 

(kDa)

Theoretical Mr 

(kDa)

1 AT1G62290.1 6.5 60
1 AT5G42890.1 6.5 14
2 AT5G19090.1 6 60
2 AT4G04460.1 6 55
2 AT1G11910.1 6 55
2 AT5G44120.1 6 53
2 AT2G39730.1 6 52
2 AT1G03880.1 6 51
2 AT3G08580.1 6 41
2 AT5G19760.1 6 32
2 AT5G13430.1 6 30
2 AT5G07190.1 6 23
2 AT5G38410.1 6 20
2 AT4G27150.1 6 19
2 AT4G01150.1 6 18
2 AT2G36170.1 6 15
2 AT3G47650.1 6 15
2 AT5G63030.1 6 14
2 AT4G16500.1 6 13
2 AT2G35605.1 6 12
2 AT2G38530.1 6 12
2 AT5G40370.1 6 12
2 AT1G66240.1 6 11
2 AT1G31812.1 6 10
2 AT3G48140.1 6 10
2 AT5G47930.1 6 9
2 AT1G61570.1 6 9
2 AT2G45710.1 6 9
2 AT3G52730.1 6 8
2 AT1G51650.1 6 8
3 AT4G28520.1 4.5 58
4 AT4G28520.1 6.5 58
4 AT1G62290.1 6.5 56
4 AT5G44120.2 6.5 53
4 AT1G03880.1 6.5 51
4 AT1G13440.1 6.5 37
4 AT1G50900.1 6.5 19
4 AT4G01150.1 6.5 18
4 AT1G23410.1 6.5 18
4 AT1G54630.1 6.5 15
4 AT1G54580.1 6.5 15
4 AT4G16500.1 6.5 13
4 AT2G38530.1 6.5 12
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4 AT5G40370.1 6.5 12
4 AT1G66240.1 6.5 11
4 AT1G31812.1 6.5 10
4 AT5G47930.1 6.5 9
4 ATCG00580.1 6.5 9
4 AT2G45710.1 6.5 9
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The Proteomics of N-terminal Methionine
Cleavage*□S

Frédéric Frottin‡§, Aude Martinez‡§, Philippe Peynot‡, Sanghamitra Mitra¶�,
Richard C. Holz¶�, Carmela Giglione‡, and Thierry Meinnel‡**

Methionine aminopeptidase (MAP) is a ubiquitous, essen-
tial enzyme involved in protein N-terminal methionine ex-
cision. According to the generally accepted cleavage
rules for MAP, this enzyme cleaves all proteins with small
side chains on the residue in the second position (P1�), but
many exceptions are known. The substrate specificity of
Escherichia coli MAP1 was studied in vitro with a large
(>120) coherent array of peptides mimicking the natural
substrates and kinetically analyzed in detail. Peptides
with Val or Thr at P1� were much less efficiently cleaved
than those with Ala, Cys, Gly, Pro, or Ser in this position.
Certain residues at P2�, P3�, and P4� strongly slowed the
reaction, and some proteins with Val and Thr at P1� could
not undergo Met cleavage. These in vitro data were fully
consistent with data for 862 E. coli proteins with known
N-terminal sequences in vivo. The specificity sites were
found to be identical to those for the other type of MAPs,
MAP2s, and a dedicated prediction tool for Met cleavage
is now available. Taking into account the rules of MAP
cleavage and leader peptide removal, the N termini of all
proteins were predicted from the annotated genome and
compared with data obtained in vivo. This analysis
showed that proteins displaying N-Met cleavage are over-
represented in vivo. We conclude that protein secretion
involving leader peptide cleavage is more frequent than
generally thought. Molecular & Cellular Proteomics 5:
2336–2349, 2006.

Protein N-terminal methionine excision (NME)1 is an essen-
tial cotranslational process that occurs in the cytoplasm of all
organisms and in the two organelles (i.e. mitochondria and
plastids) displaying protein synthesis (for reviews, see Refs. 1
and 2). NME involves two types of methionine aminopepti-
dase (MAP), MAP1 (type-I) and MAP2 (type-II), which have
similar three-dimensional structures despite having only low

levels of sequence identity (for a review, see Ref. 3). Higher
eukaryotes have at least one MAP1 (MAP1A, also known as
MetAP1b; Ref. 4) and one MAP2 in the cytoplasm and one
MAP1 (MAP1D) in the organelles. Archaea, such as Pyrococ-
cus furiosus, have one MAP2, and eubacteria, such as Esch-
erichia coli, have only MAP1. In eubacteria and the organelles,
a peptide deformylase systematically removes the N-formyl
group, leading to the activation of MAP cleavage (5–7). Bac-
terial MAP1 cannot cleave N-blocked polypeptides (6).

The role of NME remains poorly understood (2), but this
process is recognized to be the major source of N-terminal
amino acid diversity. It is thought that up to 80% of the
proteins of any given proteome undergo this modification
(8–10). Early biochemical and genetic studies indicated that
this activity was very specific for peptides with an N-terminal
Met residue (P1 position according to Schechter’s nomencla-
ture, Ref. 11), and the penultimate position (P1�) was identified
as the major determinant for cleavage (for reviews, see Refs.
12 and 13). The rule of thumb is that cleavage occurs if the
side chain is small enough as is the case for Ala, Cys, Pro, Ser,
Thr, and Val. According to this rule, cleavage is not possible
for larger side chains. This stochastic rule, which emerged
from early bioinformatics analysis based on compilation of the
few protein sequences available at the time (14), was con-
firmed by biochemical analysis of MAP activity in vitro with
about a dozen model tri- and tetrapeptides (6, 15, 16). Edman
degradation sequencing of two reporter proteins in E. coli was
used to further the analysis (17, 18). The authors of these
studies suggested that the process was statistical rather than
stochastic and that cleavage efficiency was correlated with
side-chain length or gyration radius as defined by Levitt (19) at
P1� (20). This is fully confirmed by the structural analysis of
many MAPs (3, 4). Cleavage probability was found to be
highest for Gly (97%) followed by Ala, Thr (90%), Pro, Ser, and
Val (84%). Cleavage was less probable for the substrates Cys
(71%), Ile (18%), Asp, Leu, and Asn (16%). The underlying
idea is that the S1� binding pocket, into which the P1� side
chain must fit, is small and tolerates smaller side chains with
Gly being the optimal residue. However, these two analyses
were based on only two reporter proteins, although the com-
parison was straightforward as the protein sequences differed
only at position P1�. These findings form the basis of our
current understanding of the process (for a review, see Ref. 1;
see also Fig. 1 in Ref. 21), which is used for bioinformatics
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analysis of the process in genomes (see Scheme 1 and Fig. 4
in Ref. 22). More recent proteomics analysis in E. coli (23, 24)
has generated a comprehensive overview, and the N terminus
has now been clearly determined for the products of a total of
862 open reading frames (of the 4071 proteins in the E. coli
proteome). However, the conclusions of this analysis (23)
conflicted with the deduced rules of NME. Unlike proteins with
Ala and Ser at P1�, the authors concluded that those with Gly,
Pro, and Thr in this position displayed fastidious, “variable
cleavage.” Finally proteins with Val at P1� were found to resist
NME.

It is therefore difficult to predict the rules of N-terminal
cleavage reliably based on a compilation of all these data. For
example, it is unclear whether proteins with Gly, Pro, Thr, Val,
Cys, Ile, Asp, Asn, or Leu at P1� are cleaved and, if so,
whether some of the rules for MAP cleavage have yet to be
determined or whether other competing mechanisms, such as
protein exportation, secretion, or insolubility due to mem-
brane localization, may have biased analysis in vivo. This
ambiguity makes reliable proteome annotations difficult for
27% of the proteins in the bacterial proteome and renders the
production of recombinant proteins of therapeutic interest
risky given the high antigenicity of the N terminus if incorrectly
processed (25). This problem was initially encountered in the
production of human hemoglobin (26). Closer examination of
published biochemical analyses (6, 15, 16, 27) showed that
these analyses were not really systematic as they compared
peptides of different lengths with different residues in posi-
tions 3 (P2�) and 4 (P3�). These differences may have greatly
influenced data interpretation. In addition, by analogy with the
cleavage rules of similar peptidases with extended recogni-
tion regions around the cleavage site, it is unclear whether
MAP enzymes have a P2� or a P3� recognition site (S2� and
S3�) and whether these two sites influence substrate speci-
ficity in vivo. Furthermore we noted that, in analyses in vitro,
data were systematically compared at fixed peptide concen-
trations (usually 4 or 20 mM), although Km values are known to
range from 1 to 5 mM, and the steady-state concentration of
the nascent peptide is of the order of 0.1 mM (28). Thus,
kcat/Km measurements (i.e. catalytic efficiency) were required
for the modeling of MAP activity from in vitro studies, facili-
tating the comparison of coherent peptide series essential for
the drawing of definitive conclusions.

The aim of this study was to reconcile the data from in vivo
and in vitro analysis using combined biochemical and bioin-
formatics analysis to draw a definitive and coherent picture of
NME and its cleavage rules in vivo. We first used E. coli as a
model system, making use of the large body of in vivo se-
quence determination data for the direct comparison of in
vitro and in vivo data. We found that proteins with Thr and Val
at P1� were poor substrates of MAP1 and MAP2, frequently
resisting NME cleavage, and that the P2� and P3� positions
had a strong effect on specificity for both MAP types. These
elements would be expected to have different effects on

intrinsic protein processing in the natural proteome or the
overproduction of foreign, recombinant proteins in bacteria.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Chemicals and Peptides—All chemicals were purchased from
Sigma. Most peptides were synthesized as custom products at Gen-
script Corp. (Piscataway, NJ). Others were purchased from Bachem
(Well-am-Rhein, Germany) or Sigma. All peptides were �95% pure
and were dissolved in water at a final concentration of 50–150 mM.
Heating at 50 °C was required to achieve dissolution in a few cases.
Four peptides (MGF, MFG, MWG, MGW, and MPG) had to be dis-
solved in water plus dimethyl sulfoxide (5–10% final concentration) at
a concentration of 3–10 mM. Each addition of 1% dimethyl sulfoxide
to the MAP-coupled assay was found to decrease MAP activity by
only 10%.

Methionine Aminopeptidase Purification—Native E. coli methionine
aminopeptidase (EcMAP1) was overproduced from plasmid pXL1071
(29). JM83 cells expressing the plasmid were grown at 37 °C for 8–12
h in 2� TY medium (16 g/liter Bacto-tryptone, 10 g/liter Bacto-yeast
extract, 5 g/liter NaCl and adjusted to pH 7.0 with NaOH) supple-
mented with 50 �g/ml ampicillin to an A600 of � 0.9. Cells were
induced with 0.3 mM isopropyl 1-thio-�-D-galactopyranoside and in-
cubated for a further 12 h with shaking. The cells were harvested by
centrifugation and resuspended in 10–20 ml of buffer A consisting of
50 mM KHPO4 (pH 7.5) and 0.2 mM CoCl2. The samples were soni-
cated, and cell debris were removed by centrifugation. The superna-
tant was subjected to 0–80% ammonium sulfate precipitation and
centrifuged for 30 min at 4 °C. The pellet was resuspended in 5 ml of
buffer A, applied to a Superose-6 column (1.6 � 60 cm; GE Health-
care) and eluted at a flow rate of 0.5 ml/min in buffer A. The pool with
MAP activity (30 ml) was loaded on a Q-Sepharose (1.6 � 10 cm; GE
Healthcare) anion-exchange column equilibrated in buffer A, and the
sample was eluted with a 0.2 M/h linear NaCl gradient (2.5 ml/min).
The proteins recovered were homogeneous and were stored at
�30 °C in buffer A plus 55% glycerol. P. furiosus MAP2 (PfMAP2) was
purified as described elsewhere (30).

MAP Activity Measurements—MAP activity was assayed at 30 °C
by continuously monitoring the absorbance of oxidized o-dianisidine
at 440 nm, coupling MAP activity to both L-amino-acid oxidase and
peroxidase activities, according to Scheme 1 (where Aaa is any
�-amino acid).

methionine aminopeptidase (MAP)
L-Aaa-peptide � H2O3 L-Aaa � peptide (1)

L-amino-acid oxidase
L-Aaa � H2O � O23 2-oxo-Aaa � NH3 � H2O2 (2)

peroxidase
H2O2 � o-dianisidine3 H2O � o-dianisidine[ox] (3)

SCHEME 1

The conditions of this assay were set according to published
observations (16, 31–33). The standard assay was performed in a final
volume of 100 �l in plastic cuvettes with a 1-cm optical path (UV-
ettes; Eppendorf). Changes in absorbance over time were followed
using an Ultrospec-4000 spectrophotometer (GE Healthcare)
equipped with a thermostat and a six-position Peltier heated cell
changer. The reaction mixtures (95 �l) contained (final concentrations
in 100 �l) 45 mM Hepes, pH 7.4, 0.2 mM CoCl2 (Sigma; catalog
number C8661) unless otherwise stated (Fig. 1A), 0.1 mg/ml o-diani-
sidine (Sigma; catalog number D9154, solution prepared from one
tablet every other day and stored at 4 °C in the dark), 3 units of
horseradish peroxidase (2000 units/ml, Sigma; catalog number
P8415, stored for months at �20 °C), 0.5 units of L-amino-acid oxi-
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dase (63 units/ml, Sigma; catalog number A9378, stored for months
at 4 °C in the dark), and 0.01–20 mM peptide (see above). This
premixture was incubated for 4–15 min in the spectrophotometer at
30 °C until the base line at 440 nm was stable. At this point, the
spectrophotometer was set to zero. The reaction was started by
adding 5 �l of purified 0.1–20 �M (final concentration) MAP in 50 mM

Hepes, pH 7.4, 0.2 mM CoCl2, and 150 mM NaCl, and the reaction was
followed for 2–15 min. The initial velocity could generally be calcu-
lated after the first 2 min for MAP1 and the first 5 min for MAP2. This
assay can measure six velocities of 0.001–0.5 A440/min in parallel;
this is generally sufficient to determine the catalytic constants. Above
0.5 A440/min, MAP must be diluted. The measured velocities were
transformed into s�1 by dividing the values by the enzyme concen-
tration used, the molar extinction coefficient of oxidized o-dianisidine
(10,580 M�1�cm�1 as determined experimentally by incubating L-Met
in the reaction mixture and allowing the reaction to continue to
completion), and the length of the optical path (1 cm). Amino-acid
oxidase has a broad enough substrate specificity for the efficient
oxidation of many amino acids (31). Cysteine-containing peptides
were systematically avoided as they are not compatible with the
assay. This incompatibility is probably due to reduction, by the thiol
group of Cys, of the H2O2 produced by amino-acid oxidase and used
as the substrate of peroxidase, resulting in assay inhibition. We con-
firmed that the coupled assay was indeed inhibited by the Cys-Gly
dipeptide. In a few cases, at concentrations higher than the Km value,
we noted that establishment of the stationary phase was delayed,
although the associated reason was unclear. This problem was easily
avoided provided kinetics was followed for a longer time.

Interpretation of Kinetic Data—The kinetic parameters kcat and Km

were obtained using Enzyme Kinetics module 1.1 of Sigma plot
(version 8.0) by non-linear Michaelis-Menten equation fitting. The
confidence limits given are those associated with the data set. The
kinetic parameter kcat/Km was derived from iterative non-linear least
square fits of the Michaelis-Menten equation using the experimental
data (34). Confidence limits for the fitted kcat/Km values were deter-
mined by 100 Monte Carlo iterations using the experimental standard
deviations on individual measurements. We obtained similar data with
the two peptides of the same sequence obtained from (i) the same
supplier and (ii) two different suppliers.

Sequence Databases and Protein Pattern Syntax—The 4071 ORF
sequences of E. coli were retrieved from the EcoGene website
(ecogene.org/VerifiedInfo.php?download�true). The compiled N-
terminal protein sequence data were retrieved from bmb.med.
miami.edu/EcoGene/EcoWeb/CeSSPages/VerifiedProts.htm (see
also Ref. 35). The data were ordered and classified by categories for
statistical analysis. The complete proteomes of Bacillus subtilis and
P. furiosus were retrieved at www.ebi.ac.uk/integr8/FtpSearch.do;
jsessionid�98818969299187E6D1B9222E3B694316?orgProteomeId
�6 and www.ebi.ac.uk/integr8/OrganismHomeAction.do?orgPro-
teomeID�77, respectively.

We searched for protein patterns (36) at www.infobiogen.fr/
services/analyseq/cgi-bin/patternp_in.pl. The pattern syntax used in
this text was: “�M” constrains the pattern to the N-terminal residue
(i.e. an initiator Met), “(^XY)” means that residues X and Y (or a subset
list) are excluded, and “(Y/Z)” means that residue Y or Z (or a subset
list) is included. X, Y, or Z correspond to any normal amino acid.

RESULTS

Validation of the Experimental in Vitro Model, E. coli Methi-
onine Aminopeptidase (EcMAP1)—A high throughput, sub-
strate-independent assay was required to investigate Ec-
MAP1 substrate specificity. Most of the available assays were
not suitable (37–39). The only available test that appeared fully

independent of the peptide sequence had only been used in a
discontinuous manner. This assay involved coupling with two
other activities, those of amino-acid oxidase and peroxidase
(16, 31–33). We set up this assay for use in continuous con-
ditions. This continuous version of the assay proved ex-
tremely rapid, reliable, and cheap, and all the peptides used
were soluble enough for kinetic measurements. That Cys-
containing peptides inhibited the assay as a result of the
reducing effect of the thiol group of Cys made it necessary to
ensure that none of the peptides tested included a Cys. Other
MAP activity assays are also subject to interference from
Cys-containing peptides (40). However, this problem is not
particularly important as Cys is the rarest amino acid at the N
termini of proteins. For example, only six (0.17%) of the 4071
ORFs of E. coli are predicted to have a Cys as the second
residue, 14 (0.34%) are predicted to have a Cys as the third
residue, and 26 are predicted to have a Cys as the fourth
residue (0.64%). Thus, our study covers 99% of the proteins
of E. coli.

We first assessed the relevance of our assay with our
purified EcMAP1. We evaluated the impact of the nature of
the cocatalytic metal cation (see references compiled in Ref.
2) (Fig. 1A). Cobalt cations appeared to be the most efficient
and were used in all MAP assays. In this study, our final goal
was to measure in vitro the values of catalytic cleavage of Met
cleavage (i.e. kcat/Km) and to compare these data with those
derived from N-terminal sequence analysis of proteins ex-
pressed in vivo. We therefore systematically measured the
kcat and Km values associated with a given peptide. Fig. 1B
provides an example of fit quality and shows the relevance of
fitting the Michaelis-Menten model to the data. With peptide
Met-Ala-Met-Lys-Ser, the substrate most efficiently pro-
cessed in this study, a catalytic efficiency value of 81,700 	

8,000 M�1�s�1, associated with Km � 0.05 	 0.01 mM and
kcat � 3.9 	 0.2 s�1, was measured. These data, obtained for
more than 120 different peptides (compiled data are shown in
Supplemental Table S1), showed that both kcat and Km values
were extremely variable with ranges covering more than 2
orders of magnitude (0.01–4 s�1 and 0.05–15 mM, respec-
tively). It would therefore not be possible to make reliable
comparisons between the data obtained for peptide concen-
trations of 4 and 20 mM in previous publications. These find-
ings also suggest that the enzyme worked below the kcat/Km

rate of cleavage as the steady-state peptide concentration is
about 0.1 mM.

In Vitro Characterization of E. coli Methionine Aminopepti-
dase: the S1 Site and the Influence of Peptide Length—We
assessed whether EcMAP1 could be used as a broader spec-
ificity aminopeptidase by varying the nature of the P1 side
chain (Fig. 2A). All experiments were carried out with tripep-
tides containing Ala and Ser in the second and third positions,
respectively. Met-Ala-Ser proved to be one of the most effi-
cient substrates in our analysis (see below and Supplemental
Table S1). We found that Met and its unnatural norleucine
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(Nle) classic mimic were the only residues at position P1 that
gave efficient cleavage. This finding is consistent with the
tapered shape of the S1 pocket (41). The natural amino acids
Leu and Phe could be processed in vitro but with a catalytic
efficiency more than 3 orders of magnitudes lower. Similar
results were obtained with methionine sulfoxide (Mox) or nor-
valine (Nva), which features an n-propyl side chain. Decreas-
ing the length of the side chain to �-aminobutyrate (Aba), an
unusual amino acid with a two-carbon linear side chain mim-
icking Cys and Ser, or Ala led to resistance to enzyme cleav-
age. We concluded that EcMAP1 could not further process its
natural substrates and that the kinetic data were representa-
tive of a single cleavage site between P1 and P1� provided
that Met was the first amino acid of the peptide.

We investigated the role of the interface between the P1
and P1� sites by synthesizing three peptides derived from
Met-Ala-Ser: one with 2-methyl alanine (2mA), the second
with oxamic acid (no side chain but with a keto group instead,
Oxa), and the third with a D-Ala in position 2 replacing L-Ala.
The first two peptides were not cleaved. This was in contrast
to the D-Ala variant at P1� that was 2 times more efficiently

cleaved (Table S1). Thus, both geometry and the hydrogen
environment around the � carbon of the second residue had
a critical influence on cleavage by EcMAP1.

We also investigated the impact of the length of the
polypeptide chain. We first confirmed that EcMAP1 cleaved
dipeptides extremely inefficiently: Met-Ala or Met-Gly were
cleaved with a kcat/Km value 2 orders of magnitude lower than
that for the reference tripeptide with a serine in position P2�

(Supplemental Table S1). In contrast, tripeptides and larger
peptides starting with Met-Gly proved to be efficient sub-
strates (Fig. 2B). We assessed the impact of side chain and
length by comparing two peptides series. The last amino acid
in these two series of peptides was Gly or Met, and the linker
peptide consisted of Gly. The kcat/Km value was found to be
maximal for peptides more than five residues long (Fig. 2B).
Comparison of the data obtained for peptides of a given
peptide length between the two series indicated that the

FIG. 1. Validation of the continuous enzymatic assay of MAP for
the medium throughput determination of catalytic efficiency. A,
influence of the metal cation on EcMAP cleavage efficiency. The
assay was performed in the presence of 0.2 mM of the indicated metal
cation, provided as a dichloride derivative in the solutions. The en-
zyme was also diluted in the presence of the concentration of the
metal salt. B, example of the determination of kinetic parameters and
fitting to a data set of the theoretical Michaelis-Menten equation. The
peptide used was Met-Ala-Met-Lys.

FIG. 2. Impact of P1 and peptide chain length on cleavage by
MAP. A, influence of P1 on MAP cleavage efficiency in vitro. The
peptide series was X-Ala-Ser where X is the indicated amino acid. A
value of 100 was assigned to the kcat/Km value of Met-Ala-Ser. B,
influence of peptide chain length. Two series of peptides were as-
sayed, Met-(Gly)n � 2-Gly and Met-(Gly)n � 2-Met where n � 3–6 cor-
responds to the length of the peptide. Differences in length between
peptides were ensured by a poly-Gly linker. The x axis corresponds to
the full-length sequence. The shortest peptide tested was three amino
acids long. The kcat/Km value is plotted as a function of peptide chain
length. Mox, methionine sulfoxide; Nle, norleucine.
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nature of the side chain at position 3 (P2� site) or 4 (P3� site)
had a strong effect and that position 5 (P4� site) also had a
significant effect. A thorough analysis of the impact of the
amino acids at these positions is therefore required.

The S1� Subsite of EcMAP1: Difficult Cleavage of the Thr
and Val Residues—MAPs are known to cleave peptides se-
lectively between the terminal Met and the penultimate or P1�

residue. In two tripeptide series, one with Ser and the other
with Gly at P2�, we measured the catalytic efficiency of Met
cleavage for the complete set of amino acids with the excep-
tion of Cys (Fig. 3A). Ala was cleaved most efficiently followed
by Ser, Gly, and Pro. Thr and Val were cleaved less efficiently
with kcat/Km values 2 orders of magnitude lower in both series.
We could not determine kcat/Km values for other amino acids
(at least 5 orders of magnitude lower). In particular, peptides
with Ile, Asn, Asp, Met, or Leu at P1� were not cleaved. These
findings contrast with two reports using reporter proteins in
vivo (17, 18). At this stage, we do not know whether our in vitro
assay was representative of in vivo conditions or whether it
was not sensitive enough. Nevertheless there was a clear
relationship between gyration radius (as defined by Levitt (19))
of the side chain at P1� and catalytic efficiency as reported
previously (Fig. 3A). This relationship was fully confirmed in
the context of the most efficient series, the one derived from
tetrapeptide MXMK (with X � Ala, Gly, Pro, Ser, Thr, Val, Asn,
Ile, Leu, Asp, Glu, Phe, Gln, Lys, or Arg; data reported in
Supplemental Table S1). In contrast to previous reports sug-
gesting that Gly in the penultimate position gave the most
efficient processing, our data clearly show that the side chain
of Ala is optimal at P1�. We analyzed two tripeptides with
unusual P1� side chains. One contained Nva, and the second
contained Aba, mimicking Cys and Ser, respectively. The
deduced kcat/Km values for these peptides were entirely con-
sistent with the model. This strongly suggests that the values
for Cys would be similar to that of Pro, which has the most
similar gyration radius (19).

In Vivo N-terminal Met Cleavage Is a Statistical Process
Mostly Dependent on the Catalytic Efficiency of MAP—The
data described above indicated that only peptides with Ala,
Gly, Ser, Cys, or Pro at P1� are substrates of EcMAP1 and that
the cleavage of peptides with Thr or Val at this position is less
predictable, possibly depending on other features. We com-
pared this in vitro analysis with in vivo results using compiled
data from N-terminal protein sequencing (data available at
ecogene.org/VerifiedInfo.php?download�true). This analysisFIG. 3. Tight correlation between in vitro and in vivo cleavage

efficiency with variation of the penultimate (P1�) residue. A, influ-
ence of P1� in vivo and correlation with side-chain radius gyration (19).
Two series were tested, Met-X-Gly and Met-X-Ser, where X is any
amino acid. Cys could not be tested directly (it is therefore shown in
italics here; see text); two unnatural amino acids, Aba and Nva, were
included. The catalytic efficiency (kcat/Km) is plotted as a function of
the side-chain radius gyration (data from Ref. 19). The nature of the
corresponding amino acid is given. “Others” corresponds to all nat-
ural amino acids not indicated in the figure. B, influence of P1� on in
vivo cleavage efficiency. Data were taken from the 862-sequence
database of proteins with determined N-terminal sequences. “Oth”

corresponds to all natural amino acids not indicated in the figure. C,
Met cleavage efficiency at P1� in vivo is directly correlated with MAP
cleavage efficiency assessed in vitro. The data set in Fig. 1 was
associated with that of A for a given amino acid at position P1�. The
panel shows a plot of the cleavage efficiency in vivo for a given P1�
position versus the activation energy (a value proportional to the
logarithm of the kcat/Km value; see Ref. 79) of the reaction in vitro
measured with a model substrate with the same P1�.
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showed that 14.4% of the proteins are cleaved by a signal
peptidase. Cleavage usually occurs between two alanine res-
idues located at positions 23–27 of the polypeptide sequence.
The remaining proteins (85.6%) either retain or lose their
N-terminal Met. We analyzed this pool of proteins (738 se-
quences) to draw up the rules of NME in vivo and compared
the data obtained with our in vitro analysis. Cleavage was not
reported with Ile, Asp, Asn, Leu, Met, or Gln at P1�. This fully
confirmed the results of our in vitro analysis, conflicting with
previous analyses based on reporter proteins (17, 18). No
cleavage was reported if the P1� residue was Arg, Phe, His,
Tyr, or Trp as suggested in vitro. Finally one cleavage with Glu
(42) and two with Lys (43, 44) at P1� were reported, but these
cleavages concerned only 3.0 and 1.5%, respectively, of all
the sequences containing these amino acids at this position.
These exceptional cases of cleavage may result from the
action of dedicated acylaminopeptidases rather than MAP as
shown previously for actin in animals (45, 46).

Met excision was not systematic with Ala, Cys, Pro, Ser,
Thr, and Val at P1� as 13% of such proteins escaped Met
cleavage (NME). Cleavage efficiency was maximal with Ala
(97%) and minimal with Thr (69%) and Val (64%) (Fig. 3B).

This efficiency was similar to that found in the kinetic analysis
shown in Fig. 3A. For each type of residue found at P1�, we
therefore plotted in vivo cleavage efficiency as a function of
EcMAP1-mediated cleavage efficiency measured in vitro.
There was an extremely strong correlation between the two
data sets (Fig. 3C). Thus, NME or resistance to NME was
limited essentially by MAP catalytic efficiency in vivo, and the
data obtained in vitro were reliable for the modeling of NME in
vivo. We defined a “twilight cleavage zone” as the catalytic
cleavage efficiency leading to partial cleavage efficiency in
vivo (Fig. 3). Below this zone, cleavage is considered as
inefficient.

The S2� Subsite of EcMAP1: Pro and Glu Are Inefficiently
Cleaved Residues—We first investigated the impact of the P2�

amino acid in the context of two series of tripeptides begin-
ning with Met-Ala, the most efficient substrate of EcMAP1,
and Met-Gly, an intermediate substrate for EcMAP1. The P2�

side chain clearly had a strong effect on the catalytic effi-
ciency of Met excision catalyzed by EcMAP1. Some residues,
such as Pro and Glu, decreased the kcat/Km ratio by more than
an order of magnitude in both series with others, such as Asp,
Ile, and Thr, significantly decreasing this value by at least 1

FIG. 4. Comparison of the impact of
the nature of the P2� position on NME
in vitro and in vivo. A, influence of the
P2� position in vitro. The data came from
two data sets, one with Met-Ala-X (black
bars) and the second with Met-Gly-X
(gray bars), where X is any natural amino
acid. The relative catalytic efficiency
(kcat/Km) is plotted as a function of X. A
value of 100 was assigned to X � Ser in
both series. A black or gray asterisk (*)
indicates that the corresponding peptide
in either series was not characterized. B,
influence of the P2� position in vivo. Data
were taken from the 862-sequence da-
tabase of proteins with determined N-
terminal sequences. The efficiency of
Met cleavage was defined as the per-
centage of proteins with a �M(A/C/G/P/
S/T/V) pattern resistant to Met cleavage
(385 instances). The general mean value
of 87% was used to display differences
optimally. Given the small number of in-
stances, an error bar corresponding to
one more or less uncleaved example
was introduced. Arrows indicate the
amino acids leading to significant de-
crease of cleavage efficiency in the
series.
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order of magnitude (Fig. 4A). Efficiency was optimal for pep-
tides with Trp, Met, or Ser at P2� as these residues increased
the kcat/Km ratio. Other residues gave intermediate values. We
next analyzed the impact of the P2� position on the efficiency
of cleavage in vivo using cleavage data for this position in the
385-sequence data library. The data are displayed in Fig. 4B.
They show a clear trend toward difficult cleavage when the
P2� residue is Asp, Glu, Ile, Pro, or Thr. Phe and Tyr were also
suggested to decrease cleavage efficiency in vivo, although
this prediction was not consistent with the data for catalysis.
Nevertheless the small number of peptides containing these
residues resulted in the data not being robust enough for
confident prediction of the in vivo behavior linked to the
presence of these two aromatic amino acids at position P2�

(Fig. 4B). We concluded that the kinetic data were represent-
ative of the in vivo efficiency of cleavage.

In a second series of investigations of the impact of position
P2� in EcMAP1 cleavage, we assessed tripeptides with Thr or
Val at position P1�, corresponding to substrates for fastidious
cleavage by EcMAP1 (i.e. zone leading to the twilight cleav-
age zone). A similar trend was observed for this series (Fig.
5A): Pro and Glu and, to a lesser extent, Asp and Thr at P2�

were less likely to result in cleavage than other residues. If we
considered only those proteins starting with Val or Thr at P1�,
the number of examples was significantly reduced, and the
statistics were therefore not robust enough for significant
conclusions to be drawn, but Glu and Pro seemed to reduce
cleavage efficiency (Fig. 5B). We concluded that the cleavage
of proteins with �M(V/T)(E/P) patterns was virtually impossi-

ble in vivo and that the cleavage of proteins with �M(V/T)(D/T)
patterns was difficult (i.e.“inefficient”), resulting in partial Met
retention in some cases.

The S3� Subsite of EcMAP1 Shows Negative Discrimination
Similar to That for the S2� Subsite—In a final systematic
search for EcMAP1 cleavage criteria, we investigated the role
of position P3� and P4�. Data were obtained with a tetrapep-
tide, Met-Gly-Met-X, in which position X (P3�) was varied with
all natural amino acids (except Cys). Significant differences
were observed, but only Asp, Glu, Pro, and Thr, i.e. the same
residues as for P2�, resulted in a significantly lower cleavage
efficiency (Fig. 6A). Another set of data were obtained with a
pentapeptide, Met-Gly-Gly-Gly-X, in which position X (P4�)
was varied with a reduced set of 10 amino acids (Fig. 6B). Phe
was the most efficient, and Glu (again) was the least efficient
residue. Cleavage efficiency was only modestly increased
when peptides Met-Ala-Met-Lys and Met-Ala-Met-Lys-Ser
were compared (Supplemental Table S1). The impact of P3�

or P4� in vivo was investigated (Supplemental Fig. S1). Con-
cerning position P4�, a negative influence of Cys and to a
lesser extent Glu and His emerged (Supplemental Fig. S1B).
The set of fastidious cleavage substrates with Val and Thr at
position P1� was next investigated. The very small size and
the composition of the sample analyzed with Val and Thr (only
91 cases covering 18 different residues) resulted in less con-
clusive data than for position P2� (Supplemental Fig. S1AB).
Nevertheless the negative impact of Cys, Glu, His, and Pro at
P4� appeared clearly (Supplemental Fig. S1C).

FIG. 5. Impact of the nature of P2� on
NME when P1� is a residue processed
inefficiently (i.e. Thr or Val) for MAP. A,
influence of the P2� position in vitro. The
data were obtained from two data sets,
one with Met-Val-X (black bars) and the
second with Met-Thr-X (gray bars),
where X is the indicated natural amino
acid. The relative catalytic efficiency
(kcat/Km) is plotted as a function of X. A
value of 100 was assigned to Met-Ala-
Ser. A black or gray asterisk (*) indicates
that the corresponding peptide in either
series was not characterized. B, influ-
ence of the P2� position in vivo. Data
were taken from the 862-sequence da-
tabase of proteins with determined N-
terminal sequences. The efficiency of
Met cleavage was defined as the per-
centage of proteins with a �M(A/C/G/P/
S/T/V) pattern resistant to Met cleavage.
Arrows indicate the amino acids leading
to significant decrease of cleavage effi-
ciency in the series.
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Cleavage Specificity Is Very Similar for Type-1 and Type-2
MAPs—We extended our analysis to type-2 MAP, performing
the same analysis with P. furiosus MAP (PfMAP2), an archaeal
enzyme. Little is known about the cleavage capacity of Pf-
MAP2. Cleavage data are reported in the Takara catalog
(catalog number 7335), but no detailed protocol is described.
We extended our study aiming to confirm the validity of our
peptide array by studying PfMAP2-mediated cleavage in de-
tail. This enzyme was characterized under the same condi-
tions as EcMAP1. A catalytic efficiency of 44,275 	 10,000
M�1�s�1, associated with Km � 0.9 	 0.2 mM and kcat � 38 	

3 s�1, was measured for this enzyme with Met-Gly-Met-Met,
the most efficiently processed substrate studied. This cata-
lytic efficiency is similar to that reported for EcMAP1 (see
above).

We then studied a set of substrates with various residues in
the P1� and P2� positions (the complete data are reported in
Supplemental Table S2 and displayed in Fig. 7). For P1�, the
data obtained were similar to those obtained with EcMAP1
(Fig. 7A) and those available from Takara with peptide series
MXAAA (where X is any natural amino acid except Cys). Thus,
although MAP1 and MAP2 differ in terms of their amino acid
sequences, the S1� binding pockets of these two types of
enzyme have similar sieve capacities. Cleavage was optimal
for Ala and Pro and minimal for Thr and Val. The enzyme

showed a strong preference for large hydrophobic side
chains, such as those of Met and Trp, in the P2� position with
strong hindrance observed for residues such as Glu and Pro
and, to a lesser extent, Thr, Ile, and Asp (Fig. 7B). Some
differences were observed between MAP1 and MAP2. For
example, Ser and, to a lesser extent, Lys in P2� were less
optimal for MAP2 cleavage than for MAP1 cleavage, but the
presence of these residues is unlikely to have a major effect
on cleavage efficiency.

Thus, the substrate specificities of PfMAP2 and EcMAP1
seem to be similar, including for instance difficult cleavage if
Thr or Val is at P1� and if Glu or Pro is at P2�. This similarity
was unexpected given the differences in the sequences of the
two enzymes. To give access to these data for the whole
community, we created a prediction tool, TermiNator2. This
predictor was created as a web tool by combining php/HTML/
MySQL/javascript languages to predict NME in prokaryotes
(i.e. both eubacteria and Archaea) and other associated N-
terminal modifications in eukaryotes. It is available on line at
www.isv.cnrs-gif.fr/terminator2/index.html. This tool allows
also complete proteomes to be analyzed (see below).

The Predicted N-terminal Proteome Shows a Strong Bias
toward MAP Substrates with Respect to the Proteome De-
duced from the Most Abundant Proteins—The E. coli data
sets studied included both in vivo and in vitro studies, making

FIG. 6. Comparison of the influence
of the nature of the P3� and P4� posi-
tions on Met cleavage in vitro. A, influ-
ence of the P3� position in vitro. The data
were obtained with the Met-Gly-Met-X
peptide where X is any natural amino
acid. The relative catalytic efficiency
(kcat/Km) is plotted as a function of X. A
value of 100 was assigned to X � Gly. B,
influence of the P4� position in vitro. The
data were obtained with the Met-Gly-
Gly-Gly-X peptide where X is any natural
amino acid. The relative catalytic effi-
ciency (kcat/Km) is plotted as a function
of X. A value of 100 was assigned to X �
Ser. Arrows indicate the amino acids
leading to significant decrease of cleav-
age efficiency in the series.
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this a unique system for further functional analysis of the
impact of the N-terminal residue. In a previous analysis of the
E. coli NME machinery, we showed that MAP was the primary
determinant of the nature of the N terminus of a protein and
that the most sensitive position for EcMAP1 action was po-
sition P1� (Fig. 3). We investigated the frequency and nature of
particular N-terminal residues in E. coli. We extracted all pro-
teins with the same penultimate (P1�) residue from the com-
plete proteome of E. coli (4071 entries) and calculated the
percentage of proteins with each of the amino acids in the
penultimate position. We compared this data set with that

calculated only for proteins with N-terminal sequences that
had been determined and shown to follow the rules of NME
(738 entries; Fig. 8A). All residues predicted to undergo NME,
except Val, the least efficiently processed of these substrates,
were underrepresented by a factor of 2–3 in the complete
proteome with respect to the restricted proteome. These data
suggest that the accumulation of proteins sensitive to NME is
favored in bacteria. Using the MAP cleavage prediction tool,
TermiNator2, and the complete proteomes of E. coli (repre-
sentative of Gram-negative bacteria), B. subtilis (representa-
tive of Gram-positive bacteria), and P. furiosus (representative
of Archaea), we predicted the N-terminal amino acid distribu-
tion. In each of these cell types, the N-terminal amino acid
distribution was very similar, featuring Met as the major N-
terminal residue (Fig. 8B). Residues appearing as a result of
NME corresponded to less than 30% of the proteome. These
data indicate that (i) E. coli is a good model for NME studies in
prokaryotes and that (ii) NME involves only a minority of the
proteins in a given proteome in contrast to the general belief.

In addition, we investigated whether these findings were
biased by the lack of consideration of leader peptide removal
(LPR). LPR may play an important role, in addition to MAP
cleavage, in influencing the exposure of specific and function-
ally important N-terminal residues. Another possible bias is
the dependence of NME on the residue in the P1� position and
also on the residues in the P2� and P3� positions (Fig. 3B).
Therefore, a second series of predictive analyses were per-
formed based on the 4071 entries of the compete proteome of
E. coli, taking into account both (i) the extent of LPR and (ii)
Met cleavage efficiency (data shown in Fig. 3B). Statistical
analysis of the restricted proteome (862 entries) was used (i)
to predict the extent of LPR (14.4%) in a robust manner and (ii)
to determine the nature and probability of the appearance of
a new N-terminal amino acid as a result of LPR (i.e. Ala ��

Asp, Glu, Lys � Val � Gln, His, Tyr; values indicated in the
legend to Fig. 8). Our data are consistent with published
results (47), which reveal a clear bias in cleavage site selection
and in the nature of the amino acid unmasked at the N
terminus. We used these data and the associated probabili-
ties to calculate the mean percentage of mature proteins from
the complete proteome with a given amino acid at their N
terminus (Fig. 8C, black bars). As many as 60% of the proteins
considered were predicted to retain their N-terminal Met res-
idue. These data were compared with experimental data ob-
tained by Edman N-terminal sequence determination of crude
E. coli extracts (white bars; average of data from Refs. 8–10
and 23). The experimental data set differs from the calculated
data in that only 35 	 5% of the proteins were found to retain
their N-terminal Met residue. This value is half that obtained
theoretically. In contrast, both Ala and Ser appeared to be
overrepresented as N-terminal residues in the experimental
data sets. These data indicate that taking into account LPR is
not sufficient for significant modification of the data shown in
Fig. 8, A and B, and that there is indeed (i) a strong bias

FIG. 7. Impact of P1� and P2� positions on MAP2 cleavage effi-
ciency in vitro. A, influence of P1� in vivo and correlation with
side-chain radius gyration (19). Two series were tested, Met-X-Gly
and Met-X-Ser, where X is any amino acid. “Oth” corresponds to all
natural amino acids not indicated in the figure. B, influence of the P2�
position in vitro (black bars) and comparison with EcMAP (white bars).
The data were obtained from the Met-Gly-X series where X is any
natural amino acid. The relative catalytic efficiency (kcat/Km) is plotted
as a function of X. A value of 100 was assigned to X � Met in both
series. Arrows indicate the amino acids leading to significant de-
crease of cleavage efficiency in the series.
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toward the in vivo accumulation of proteins losing their N-
terminal Met and/or (ii) a negative bias against proteins resist-
ant to NME.

DISCUSSION

We report here the first extensive, coherent, and compre-
hensive analysis of the substrate specificity of MAP in vitro.
Our data indicate that the P1�, P2�, and P3� positions of the
protein substrate (i.e. the three residues following the first Met
(P1 position)) have a major effect on cleavage efficiency. Our
data were obtained with MAPs of both types: type-1, exem-
plified by E. coli MAP, and type-2, exemplified by P. furiosus
MAP. The E. coli system, with a large number of available
protein sequences, has provided unique information, making
it possible to demonstrate a direct correlation between MAP
activity in vitro and NME in vivo. Together these data indicate
that the assessment of MAP catalytic efficiency in vitro is the
best way to assess MAP cleavage efficiency in vivo. Based on
our data, we also developed a new bioinformatics tool for
improving Met cleavage prediction for prokaryotic, eubacte-
rial and archaeal, MAPs that is available from www.isv.cnrs-
gif.fr/terminator2/index.html. The prediction of Met cleavage
for organellar and nucleus-encoded eukaryotic proteins is
also possible via the same site using data for the prokaryotic
enzyme (this work and Ref. 48).

NME Prediction of Natural Bacterial Substrates and Recom-
binant Proteins Overproduced in E. coli—The nature of posi-
tion P1� in a polypeptide chain affects cleavage efficiency,
depending on the nature of the amino acid, from highly effi-
cient cleavage, as observed with Ala, to fastidious cleavage,
as seen with Thr and Val. MAP kcat/Km (catalytic efficiency)
and in vivo cleavage efficiency were found to be directly
correlated (Fig. 3C). This explains why most proteins resistant
to NME according to the usual rules of thumb have Val or Thr
in the penultimate residue. Positions P2� and, to a lesser
extent, P3� and P4� also affected cleavage probability with the
same series of amino acids, Asp, Glu, Pro, and Thr, having a
negative effect. A Glu or a Pro at P2� appeared to have the
most negative effect. For the prediction of MAP cleavage in
vivo directly from analysis of the N terminus of a protein, it is
important to take into account whether the protein is (i) a
natural protein substrate or (ii) an overproduced recombinant
protein. For natural substrates, we suggest that proteins be-
ginning with a �M(^ACGPSTV) or �M(V/T)(E/P) (note that
“(^XY)” means that residues X and Y or a subset list is ex-

FIG. 8. Existence of a strong positive bias between proteins
with an N terminus identical to that revealed by NME and proteins
accumulating in vivo. A, comparison between the penultimate (P1�)
residues predicted in the 4071 ORFs annotated in the E. coli genome
(black bars) and those of the 862-protein set for which the N-terminal
residue has been determined by sequencing (white bars). The pro-
teins undergoing LPR (14.4%) in this second set were excluded from
the analysis. B, amino acids unmasked by NME in various prokaryotic
proteomes. The TermiNator2 prediction tool was used to analyze the
three complete proteomes from E. coli, B. subtilis, and P. furiosus.
LPR was not considered and assumed to be 0 (see C). C, comparison
of a model of N-terminal protein maturation in vivo, predicting the
nature of the N-terminal residue (calculation involved the 4071 ORFs;
black bars), with the average of N termini (white bars) determined from
two-dimensional gel electrophoresis (data from Ref. 23) and crude
extracts (data from Refs. 8–10). The bioinformatic model took into
account the efficiency of NME in vivo as a function of the nature of the
residue in the P1� position, as shown in Fig. 3B, and the LPR of 14.4%
of the proteins. In this subset (data available from Ref. 23), we as-
sumed that 57% of the proteins undergoing LPR eventually start with

Ala, 12.2% with Asp, 10.2% with Glu, 8.2% with Lys, 4.1% with Val,
and 2% with each of Gln, His, Phe, and Tyr, respectively. “Oth”
corresponds to the sum of all the other amino acids (0.1%). This
assessment was highly consistent with the data set shown in Fig. 1
(for Gram-negative bacteria) of Ref. 47. Data were calculated from the
same set but with a probability of LPR of 29% (gray bars, tendency up
to 42% is schematized with a black arrow on the bar) rather than
14.4% (black bars).
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cluded, and “(Y/Z)” means that residue Y or Z or a subset list
is included; X, Y, or Z correspond to any normal amino acid)
are unlikely to be cleaved. There is a strong risk of lack of
cleavage for proteins beginning with �M(G/P/V/T)(D/T)(D/E/
P/T), �M(G/P/V/T)(D/T)(^DEPT)(C/E/H/P), and �M(G/P/V/T)-
(^DEPT)(D/E/P/T)(C/E/H/P). In this last situation, incomplete
maturation in vivo is most likely to occur, resulting in two types
of the protein: one, major with an N-terminal Met, and the
other, minor without an N-terminal Met. There are already a
few well documented examples of such behavior (23). These
simple rules account for 60% of the proteins displaying as yet
unexplained Met retention in the proteome of E. coli.

E. coli is widely used for the overproduction of recombinant
proteins. In the last 20 years, many instances of improperly
processed N termini have been reported. This recurrent issue,
known as the “methionine problem” (49), has not yet been
resolved. MAP cleavage is thought to become limiting be-
cause the amount of overproduced protein exceeds the ca-
pacity for MAP activity. Our findings are entirely consistent
with MAP activity being the limiting factor for NME in vivo (Fig.
3C). They also suggest that the conclusions drawn from stud-
ies based on overproduced reporter proteins (17, 18) should
be interpreted with caution. Unexpected complete or partial
Met retention is known to lead to many defects, including an
increase in antigenicity or a decrease in biological activity.
This is true for the N-terminal nucleophile hydrolase (Ntn)
family of enzymes, which use both the free N terminus and the
corresponding Thr, Ser, and Cys side chains in the catalytic
mechanism (50) as reviewed in Ref. 51. Before envisaging the
production of a protein in E. coli, particularly for heterologous
proteins, the NME behavior of the protein must be correctly
predicted to ensure that the expected protein, with the ex-
pected N terminus, is produced. The data reported herein is
particularly useful in this respect as illustrated by the following
examples concerning the production of human proteins of
therapeutic interest by recombinant DNA methods in E. coli.

“Unexpected” blockage of Met cleavage has been reported
for granulocyte colony-stimulating factor (Met-Thr-Pro-Leu;
see Ref. 52) and �- or �-hemoglobins (Met-Val-His-Leu; see
Ref. 53). In all these cases, the overproduced protein contains
a fastidious P1� (Val or Thr) residue as revealed in our study
(Fig. 3), and one of these proteins also contains the most
negative P2� residue, Pro. Other well documented examples
of Met retention include the cytokine RANTES (regulated on
activation normal T cell expressed and secreted) (Met-Ser-
Pro-Tyr) and the interleukins 1� and 2 (Met-Ala-Pro-Thr/Val;
see Refs. 54 and 55). For the interleukins, Met cleavage is
crucial as the N-terminal Ala must interact with the C-terminal
Thr-133 (56). Our study provides a rationale for the retention
of Met as both Pro and Thr at positions P2� and P3� tend to
inhibit Met cleavage. Another example is provided by inter-
leukin-6, which begins with Met-Pro-Val-Pro (57). We show
here that a Pro at position P3� significantly decreases the
efficiency of the process. We conclude from the aforemen-

tioned examples that, when a given protein is overproduced,
substrates displaying fastidious cleavage by MAP may not be
completely processed by this enzyme. The prediction of MAP
cleavage must therefore be more stringent than for intrinsic
proteins. We suggest that processing is highly unlikely to
occur for overproduced proteins beginning with �M(A/G/P/
S/T)(D/E/P/T)(D/E/P/T), �M(A/G/P/S/T)(^DEPT)X(C/E/H/P),
�M(A/G/P/S/T)X(^DEPT)(C/E/H/P), or �MV(D/T) and that
there is a risk of non-processing for proteins beginning with
�M(A/G/P/S/T)(D/E/P/T) or �MV(^DEPT), leading to partial
Met retention. This rule should be useful for predicting the
likelihood of cleavage for recombinant proteins. To this aim,
we therefore added an option relative to the overexpression of
any favorite protein in the TermiNator2 prediction tool. If the
protein has an N terminus associated with a risk of non-
processing, various methods may be used to prevent Met
retention: (i) adjusting expression conditions to optimize MAP
activity according to the rate of protein synthesis in vivo (58),
(ii) in vitro processing with purified wild-type or engineered
MAP (59–62), (iii) dual co-overproduction of MAP and the
protein of interest in vivo (25, 63, 64), (iv) processing in vitro or
in vivo of the N terminus with another amino- or endoprotease
(65–67), or (v) fusion of the ORF to a propeptide or ubiquitin
sequence and use of endogenous signal peptidase specificity
(68, 69). This last strategy has also proved successful for
residues that cannot be unmasked by NME (this study, Fig. 3),
such as the thrombin inhibitor hirudin, which must have Ile at
its N terminus for biological activity, or human growth hor-
mone, which must have Phe at its N terminus (70–73).

Comparison of NME Rules between Eubacteria and Ar-
chaea—In Archaea, most mature proteins have Ala, Met, Gly,
Ser, Thr, or Pro at their N terminus (10). The N-terminal Met of
proteins is believed to be frequently cleaved by MAP2 in
Archaea, although few data are available to confirm this. This
assumption is consistent with the in vitro data presented here
(Fig. 7A). Specifically we have demonstrated that the rules gov-
erning cleavage are similar for MAP2 and MAP1, involving not
only the P1� site but also the true P2� and P3� sites (Fig. 7B).

Archaea display 8–9% signal peptide cleavage, a fre-
quency significantly lower than that in eubacteria (15–37%;
Ref. 74). NME is therefore of greater importance for exposing
the N termini of most proteins. The consequences of the
observed differences in MAP substrate specificity for Met
cleavage in vivo should be taken into account. In Archaea, the
rules governing NME do not differ significantly from those of
eubacteria with similar trends observed at P1� and P2�. We
conclude that the use of identical cleavage rules should make
it possible to predict NME accurately in Archaea.

Physiological Relevance of Improved NME Prediction for
the E. coli Proteome—By improving NME prediction for nat-
ural proteins of the bacterial proteome, we were able to model
the effect of this process on the whole proteome (Fig. 8). We
observed an overrepresentation of proteins undergoing NME
in bacteria: those that resisted the process and had se-
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quences starting with a Met were underrepresented (Fig. 8C).
We tried to account for this discrepancy by modeling the

impact of inadequate LPR assessment. The frequency of LPR
used (14.4%) was directly deduced from data obtained from
the 862-protein database. Interestingly this value is identical
to that obtained from bioinformatics analysis using a maximal
stringency cutoff applied to the complete proteome of Hae-
mophilus influenzae (14% in Ref. 47). H. influenzae is a Gram-
negative bacterium closely related to E. coli but with a signif-
icantly lower (by a factor of 2.5) number of associated ORFs
(75). Doolittle (75) estimated that the signal peptide cleavage
frequency might reach 15–20%, which is slightly higher than
the frequency used here. A maximal value of 28% was pro-
posed with lower stringency scoring. This value is consistent
with other predictions of 25% in H. influenzae and 29% in
E. coli (74). A higher frequency of signal peptide cleavage
might therefore account for the bias observed in the distribu-
tion of N-terminal amino acids. It should be borne in mind that
the proteins analyzed correspond to a class of proteins with a
compartmentation bias as these proteins are (i) soluble (as
opposed to membrane proteins) and (ii) not secreted outside
the bacterium as the only secreted proteins that can be re-
trieved by the fractionation strategies used are those exported
to the periplasmic space. LPR is thought to be frequent in
membrane and secreted proteins. We therefore modeled the
impact of increasing LPR frequency. Only a huge increase in
the proportion of these proteins to 42% (3 times experimental
values) gave a satisfactory fit of N-terminal Met frequencies to
the experimental values (Fig. 8C, end of arrows in gray bars).
However, the correlation with Ala, Ser, and Thr was very weak
with this value. Finally this value of 42% is much higher than
the upper value of 29% proposed previously (74). A value of
29% gave a much better fit to the data (Fig. 8C, gray bars). We
conclude that the protein pool undergoing signal peptide
cleavage is probably underestimated in our study but that this
underestimation alone is unlikely to account for the trend
observed toward a lower content of proteins retaining their
N-terminal Met.

Most of the data for the 862-sequence compilation con-
cerned proteins extracted by two-dimensional gel electro-
phoresis (23). As a result of this, these proteins were probably
the most abundant proteins in the bacterium. Another possi-
ble reason for the poor correlation between the data sets in
Fig. 8C is likely due to the assumption that the genes for these
abundant proteins may have been selected to encode resi-
dues such as Ala or Ser at P1� so that their N-terminal Met is
efficiently cleaved and recycled. Met is indeed an “expensive”
amino acid to biosynthesize. The capacity to recover a ma-
jority of the N-terminal Met (i.e. especially those correspond-
ing to the most abundant proteins) could have been favored
throughout bacterial evolution (see also concluding remarks in
Ref. 21 for further discussion). One could also suggest that all
or some of the proteins retaining their N-terminal Met are likely
to be less stable. Recent data obtained in the search for

proteins cleaved by the ClpAXP proteolytic machinery of
E. coli have indeed identified an N-terminal motif including an
N-terminal Met. The recurring N-terminal motif �MK

X


(where 
 is any hydrophobic amino acid and X is any amino
acid) is involved in cleavage by the bacterial ClpAXP protease
(76). This hypothesis seems likely given that Lys is the most
frequent amino acid in position 2 (Fig. 8A) and prevents NME.
However, a less stringent motif would be required to obtain a
better fit to the experimental values. It should be noted that a
single proteolytic cleavage of a mature protein by cellular
machinery other than a leader peptidase and ClpAXP may
lead to enhanced protein degradation. This hypothesis, in
which protein half-life and signal peptide prediction accounts
for the amino acid bias observed in experimentally deter-
mined protein N termini with respect to proteomic predictions,
may also account for the accumulation of fewer proteins with
an N-Met than predicted on the basis of the genome se-
quence (Fig. 8B).

Generalization, Introducing a Bioinformatics Tool to Predict
NME—We show here that detailed characterization of the
catalytic efficiency of MAP can be used to predict the in vivo
Met cleavage of any protein of a given proteome. NME pre-
diction within the proteome is indeed crucial as a database of
protein N termini as representative (i.e. about 20%) as that
available for E. coli will probably never be available for any
other organism. However, published data for the two cytosolic
Saccharomyces cerevisiae MAPs (ScMAPs) suggest that the
substrate specificity of these enzymes may differ from that of
prokaryotic MAPs. For example, studies of ScMAP1 have
shown fastidious processing of peptides with Pro at P1� or
with Val or Thr in this position (Fig. 4A in Ref. 40). Studies with
ScMAP2 and low concentrations of peptide (i.e. mimicking
kcat/Km conditions) have suggested fastidious processing for
peptides with Pro at P1� but not with Val in this position (Table
V in Ref. 77). Thus, in higher eukaryotes, prediction is com-
plicated by the occurrence of at least one MAP1 and one
MAP2, which do not necessarily have identical specificities. If
the two enzymes have similar specific activities in vivo, cleav-
age efficiency is likely to be increased. However, this does not
appear to be the case in yeast in which MAP1 behaves as the
most active, major MAP (78). Data on relative MAP expression
and regulation are therefore required to complement predic-
tion algorithms.

The associated crucial physiological consequences, such
as protein stabilization associated with Met removal, highlight
the importance of correctly predicting the N termini of pro-
teins as recently reported for higher eukaryotes (48). Further
detailed kinetic characterization of the actual substrate spec-
ificity of each eukaryotic MAP is required to increase the
confidence of predictions made with this tool.
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Table S1: Catalytic parameters of Met cleavage by EcMAP for the complete set of peptides used in the study 
 

Peptide 
length Peptide Km

(mM) 
kcat
(s-1) 

kcat/Km
(M-1.s-1) 

CG nm* nm* nm* 
MA nm* nm* 1.1 ± 0.2 2 
MG nm* nm* 0.28 ± 0.03 

MVD nm nm 0.5 ± 0.2 
MVE nm nm <0.01 
MVG 15±8 0.04±0.02 2.5 ± 0.3 
MVK 8±3 0.011±0.002 1.6 ± 0.3 
MVP nm nm <0.01 
MVQ 2.9±1.2 0.010±0.001 3.3 ± 1.0 
MVT nm nm 0.25 ± 0.04 
MTD 1.1±0.6 0.008±0.002 7.7 ± 0.8 
MTH 2.4±0.1 0.054±0.005 22.5 ± 2.3 
MTI 3.4±0.8 0.11±0.02 32 ± 3 

MTM 5.4±3.0 0.29±0.09 54 ± 10 
MTT 3.1±0.6 0.034±0.003 11 ± 1 
MAE >8 1.0±0.2 127 ± 10 
MAK 10±4 3.1±1.0 325 ± 25 
MAM 0.54±0.05 4.0±0.1 7425 ± 721 
MAP 2.6±0.8 0.026±0.004 10 ± 1 
MAdS 3.2±1.6 0.67±0.16 211 ± 16 
MAT 1.9±0.1 0.96±0.02 508 ± 29 
MAW 0.03±0.01 1.9±0.1 58005  ± 17850 
AAA >8 nm <0.01 

AbaAS nm nm <0.01 
LAS 7±1 0.0032±0.0003 0.5 ± 0.1 

NleAS 3.6±0.6 2.9±0.2 803 ± 79 
MoxAS 2.6±1.3 0.021±0.005 8.1 ± 1.1 
NvaAS 5±1 0.046±0.006 9.2 ± 2.6 

FAS 5.5±1.5 0.034±0.005 6.2 ± 1.9 
MdAS 1.0±0.1 2.99±0.04 3008 ± 184 

3 

MAS 1.8±0.6 3.1±0.6 1722 ± 206 
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MAbaS 2.2±0.9 0.68±0.16 315 ± 60 
MCS nm* nm nm* 

MNvaS 26±10 0.031±0.010 1.2 ± 0.2 
M2mAS nm nm <0.01 
MOxaS nm nm <0.01 
MDS nm nm <0.01 
MES nm nm <0.01 
MGS 3.5±0.9 0.49±0.05 140 ± 19 
MKS nm nm <0.01 
MNS nm nm <0.01 
MMM nm nm <0.01 
MPS 1.8±0.4 0.26±0.03 144 ± 39 
MRS nm nm <0.01 
MSS 1.0±0.5 0.53±0.12 517 ± 290 
MTS >3 nm 6.4 ± 1 
MVS 6.4±3.1 0.015±0.004 2.3 ± 0.3 
MYS nm nm <0.01 
MAG 1.5±0.4 1.7±0.1 1110 ± 316 
MDG nm nm <0.01 
MFG nm nm <0.01 
MGG 6.5±2.0 0.14±0.02 8.1 ± 3 
MIG nm nm <0.01 
MLG nm nm <0.01 
MPG 3.5±1.6 0.67±0.14 192 ± 113 
MQG nm nm <0.01 
MSG 2.6±0.5 1.2±0.1 453 ± 89 
MTG 3.1±0.7 0.094±0.012 30 ± 8 
MWG nm nm <0.01 

MGNva 5.0±1.8 0.16±0.03 32 ± 3 
MGAba 6.4±1.7 0.17±0.01 27 ± 2 
MGA 1.5±0.2 0.09±0.01 60 ± 6 
MGD 4.6±0.6 0.014±0.010 3.1 ± 0.3 
MGE 10.5±1.8 0.011±0.001 1.1 ± 0.2 

3 

MGF 4.0±0.2 0.15±0.01 38 ± 3 
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MGH 1.6±0.5 0.040±0.006 24 ± 3 
MGI 9.2±2.1 0.06±0.01 6.3 ± 1.7 
MGK 4.1±0.7 0.08±0.01 19 ± 4 
MGL 2.7±0.4 0.11±0.01 39 ± 5 
MGM 4.3±0.9 0.69±0.05 159 ± 35 
MGN 3.0±0.7 0.06±0.01 19 ± 1 
MGP nm nm <0.01 
MGQ 5.1±0.4 0.086±0.005 17 ± 2 
MGR >10 nm 20 ± 2 
MGT 11±3 0.07±0.01 6.4 ± 1.1 
MGV 6.1±3.6 0.08±0.03 13.5 ± 1.3 
MGW 0.16±0.01 0.17±0.01 1057 ± 189 

3 

MGY 2.5±0.2 0.15±0.01 57 ± 5 
MGMA 1.6±0.7 1.2±0.3 758 ± 76 
MGMD 3.6±0.6 0.15±0.01 40.8 ± 7.5 
MGME >18 nm 250 ± 50 
MGMF 2.3±0.9 1.3±0.3 564 ± 60 
MGMG 1.6±0.1 1.6±0.1 1085 ± 120 
MGMH 0.5±0.1 2.5±0.4 5480 ± 550 
MGMI 1.2±0.6 1.0±0.2 842 ± 84 
MGMK 0.8±0.3 1.2±0.2 1488 ± 140 
MGML 2.2±0.6 1.0±0.1 433 ± 40 
MGMM 2.0±0.6 2.4±0.2 1173 ± 107 
MGMN 0.7±0.3 0.93±0.16 1384 ± 120 
MGMP 0.4±0.1 0.082±0.008 206 ± 90 
MGMQ 1.9±0.7 0.9±0.1 488 ± 50 
MGMR 2.0±0.4 2.1±0.2 1057 ± 80 
MGMS 1.2±0.5 1.3±0.3 1064 ± 106 
MGMT >8 nm 208 ± 18 
MGMV 1.8±0.7 0.8±0.1 432 ± 42 
MGMW 0.5±0.2 1.7±0.6 3411 ± 500 
MGMY 3.6±0.2 1.22±0.03 342 ± 38 
MAMK 0.12±0.01 4.2±0.1 35238 ± 3077 

4 

MDMK >4 nm <0.1   
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MENK >4 nm <0.1   
MFNK >4 nm <0.1   
MIMK >4 nm 3 ± 1 
MKMK >4 nm <0.1   
MLMK >4 nm <0.1   
MNMK >4 nm 1.8 ± 0.3 
MPMK 0.70±0.11 2.6±0.1 3646 ± 360 
MQMK >4 nm <0.1   
MRMK >4 nm <0.1   
MSMK 0.30±0.06 3.2±0.2 10760 ± 1200 
MTMK 2.0±0.1 0.45±0.02 228 ± 17 
MVMK >6 nm 42 ± 4 
MRFA nm nm <0.1   
MGGG >8 nm 31.5 ± 3.0 

4 

MGGM 1.9±0.5 0.47±0.05 247 ± 27 
MGGGE 1.3±0.3 0.09±0.01 43 ± 4 
MGGGF 1.60±0.24 1.13±0.08 709 ± 70 
MGGGG 4.8±1.7 0.045±0.09 93 ± 9 
MGGGH >6 >1 218 ± 20 
MGGGI 1.94±0.42 1.17±0.11 601 ± 60 
MGGGK 4.8±1.1 1.0±0.1 211 ± 21 
MGGGM 5.1±2.7 0.84±0.26 166 ± 15 
MGGGN 2.7±1.0 0.39±0.08 146 ± 14 
MGGGP 0.98±0.17 0.46±0.03 469 ± 86 
MGGGS 2.8±0.8 0.7±0.1 254 ± 24 

5 

MAMKS 0.05±0.01 3.9±0.2 82000 ± 8000 
MGGGGG 2.1±0.2 0.65±0.03 308 ± 31 
MGGGGM 2.6±0.2 0.98±0.03 372 ± 5 6 
MAWHIS 0.027±..002 2.58±0.05 96000 ± 5000 

See text for meaning of the abbreviations of unusual aminoacids, d is for a D enantiomer 
a nm means not measurable; * means that the measurement was not compatible with the assay. 

                                     

241



Table S2: Catalytic parameters of Met cleavage by PfMAP for a selected set of peptides 
 

Peptide 
Km 

(mM)a 

kcat  

(s-1)a 

kcat/Km 

(M-1.s-1)a 

MAG 1.8 ± 0.1 1.37 ± 0.04 776 ± 97 
MSG 7.0 ± 2.1 1.58 ± 0.30 224 ± 18 
MGG 2.0 ± 0.2 0.48 ± 0.02 245 ± 25 
MVG 2.9 ± 0.1 0.040 ± 0.001 14 ± 1 
MTG 0.9 ± 0.1 0.07 ± 0.00 80 ± 14 
MSS 1.8 ± 0.2 0.11 ± 0.01 63 ± 6 
MAS 4.9 ± 0.6 3.7 ± 0.2 751 ± 42 
MPS 1.4 ± 0.5 0.80 ± 0.14 575 ± 36 
MTS 0.9 ± 0.2 0.048 ± 0.004 55 ± 7 
MVS 3.3 ± 1.4 0.04 ± 0.01 11 ± 1 
MGS 0.9 ± 0.1 0.30 ± 0.01 314 ± 48 
MDS nm nm < 0.002 
MNS nm nm < 0.002 
MES nm nm < 0.002 
MKS nm nm < 0.002 
MYS nm nm < 0.002 
MRS nm nm < 0.002 
MGK 2.3 ± 0.4 0.36 ± 0.03 154 ± 19 
MGH 1.1 ± 0.2 0.23 ± 0.02 212 ± 25 
MGE 2.9 ± 0.9 0.06 ± 0.01 19 ± 2 
MGI 3.3 ± 0.6 0.15 ± 0.01 45 ± 4 
MGT 2.2 ± 0.3 0.26 ± 0.01 119 ± 13 
MGF 3.6 ± 1.1 5.4 ± 0.9 1524 ± 135 
MGY 0.9 ± 0.2 3.1 ± 0.2 3395 ± 442 
MGM 4.8 ± 1.0 18 ± 2 3703 ± 213 
MGW 0.04 ± 0.01 0.13 ± 0.01 3099 ± 286 
MGD 0.62 ± 0.14 0.043 ± 0.004 69 ± 8 
MGP >30 >0.2 0.32 ± 0.02 
MGN 0.7 ± 0.2 0.39 ± 0.03 574 ± 70 

MAMK 1.0 ± 0.2 10.8 ± 0.8 11300 ± 800 
MGMM 0.9 ± 0.2 38 ± 3 44300 ± 3000 

 

a nm means that the value was not measurable within the sensitivity of the assay as no Met 

cleavage was observed at the highest PfMAP concentrations; the lowest detectable value 

corresponds to a kcat/Km value of 0.002 M-1.s-1 
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