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Les protéine carboxyle 
méthyltransférases 
des eucaryotes : 
deux classes distinctes 
d'enzymes 

Les protéine carboxyle méthyltransférases sont des enzy­
mes ubiquitaires qui catalysent le transfert d'un groupe­
ment méthyle de la S-adénosyl-L-méthionine à certains 
groupes carboxyles des protéines. Chez les eucaryotes, 
deux classes distinctes de carboxyle méthyltransférases 
ont été décrites. La première classe est représentée par 
les L-isoaspartate/D-aspartate méthyltransférases qui 
reconnaissent avec une forte affinité les résidus d'acide 
aspartique présents dans les protéines sous forme isomé­
risée ou racémisée et seraient impliquées dans la répara­
tion de ces résidus. L'autre classe d'enzymes comporte 
les Gtenninal carboxyl methyltraniferases. Elles catalysent la 
méthylation du groupement carboxyl-terminal de protéi­
nes possédant une cystéine isoprénylée au niveau de leur 
portion C-terminale, tels plusieurs membres de la famille 
des petites protéines G. La méthylation participerait au 
recrutement des protéines G cytosoliques isoprénylées par 
la membrane où elles deviennent actives. La méthylation­
déméthylation pourrait donc servir de commutateur molé­
culaire pour régler le taux d'association des protéines G 
isoprénylées à la membrane et, ainsi, l'activité des effec­
teurs de ces protéines, impliqués dans diverses fonctions 
biologiques telles que le transport vésiculaire, l'organisa­
tion du cytosquelette et la transduction des signaux hor­
monaux à travers la membrane. 

L a modification covalente 
post-traductionnelle des 
groupes carboxyles par la 
méthylation représen te 
une réaction extrêmement 

adénosyl-lrméthionine (AdoMet ou 
SAM) aux groupes carboxyles des 
protéines, avec formation d'un e ter 
et neutralisation de la charge néga­
tive initialement portée par la pro­
téine cible [ 1 ]  (figure 1). L'ester 
formé est hydrolysé spontanément 
ou par l'action d'une méthylestérase, 

répandue dans le monde vivant. 
Dans cette réaction, les carboxyle 
méthyltransférases transfèrent le 
groupement méthyle de la S- ce qui permet la production de ---
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méthanol et le retour de la protéine 
à sa structure originelle. La S­
adénosyl-L-homocystéine (AdoHcy 
ou SAH) ,  formée à la suite du trans­
fert du groupement méthyle, agit 
comme inhibiteur compétitif des 
méthyltransférases. Chez les eucaryo­
tes, les carboxyle méthyltransférases 
peuvent être divisées en deux 
grands types : les lrisoaspartate/D­
aspartate méthyltransférases et les C­
terminal carboxyl methyltransferases, 
selon la nature du groupement car­
boxyle méthylé [ 1 ]  (figure 2). 

Les carboxyle 
méthyltransférases 
de type Il 
(L-isoaspartate/ 
D-aspartate 
méthyltransférases) 

Les L-isoaspartate/D-aspartate 
méthyltransférases sont des enzymes 
largement distribuées dans le monde 
vivant, détectées jusqu'à présent 
dans quatre des cinq règnes vivants 
(Monères, Champignons, Plantes et 
Animaux) [ 1 ] .  Les carboxyle méthyl-

Adénine CH3 NH2 
1 1 bH,-�,.cH,-CH-COOH HO OH 5-adénosyi-L-méthionine 

� c-o-
l l  
0 

transférases II ont été purifiées du 
cytosol d'une variété de tissus ani­
maux, végétaux et bactériens et, 
dans la plupart des cas, J 'enzyme 
purifiée a un poids moléculaire 
variant entre 26 et 29 kDa, une 
constante d'affinité apparente (Km) 
pour le donneur de méthyle Ado­
Met de 1 à 3 f..lM et une constante 
d' inhibition (K,) pour l 'AdoHcy de 
0,5 à 1 ,5 J..I.M [2]  0 Toutes ces enzymes 
ont une faible spécificité, reconnais­
sant une grande variété de peptides 
synthétiques et de protéines possé­
dant des résidus lrisoaspartates et D­
aspartates (ovalbumine, y-globulines, 
gélatine ,  certaines hormones 
hypophysaires) [3, 4] 0 Le fractionne­
ment des protéines cytosoliques 
d'une variété de tissus par chroma­
tographie échangeuse d'ions ou par 
focalisation isoélectrique a mis en 
évidence la présence d'isoformes des 
carboxyle méthyltransférases I l .  
Ainsi, dans le cytosol isolé d'éryth­
rocytes humains et de cerveau de 
bœuf, deux formes de carboxyle 
méthyltransférases II ayant des 
points isoélectriques de 6.5 

Adénine NH2 
1 bH,-SCH,.CH,.CH-COOH HO OH 5-adénosyi-L-homocystéine 

� C-OCH3 
I l  
0 

Figure 1 .  Modification covalente réversible des protéines par la méthy­
lation des groupes carboxyles. Dans la réaction de méthylation, les pro­
téine carboxyle méthyltransférases catalysent le transfert du groupement 
méthyle porté par le donneur 5-adénosyi-L-méthionine (AdoMet ou SAM) à 
certains groupes carboxyles des protéines. La réaction de transfert permet 
la formation d'un ester de méthyle sur la protéine et la production de 5-
adénosyi-L-homocystéine (AdoHcy ou SAH), un inhibiteur compétitif des réac­
tions de transméthylation. L 'ester formé peut être hydrolysé de façon spon­
tanée ou enzymatique, produisant dans les deux cas du méthanol. L 'activité 
des carboxyle méthyltransférases est déterminée expérimentalement en uti­
lisant de /'AdoMet tritiée et en mesurant la production de méthanol radioac­
tif libéré par une hydrolyse alcaline des esters formés sur les protéines. 
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( isoenzyme 1) et de 5.5 (isoenzyme 
I l )  ont été identifiée , et les deux 
formes purifiées jusqu 'à homogé­
néité [5, 6] . La détermination de la 
équence en acides aminés de ces 

carboxyle méthyltransférases II a 
révélé que l' isoenzyme I de la car­
boxyle méthyltransférase II d'éryth­
rocytes est une protéine de 226 aci­
des aminés d'un poids moléculaire 
de 24 575 Da [5] , alors que la même 
isoenzyme isolée du cerveau de 
bœuf contient 226 acides aminés, 
pour un poids moléculaire de 
24 500 Da [6] . Les deux enzymes 
ont une très grande similitude, avec 
seulement 6 acides aminés diver­
gents, et une similitude de 97 %. La 
carboxyle méthyltransférase I I  de E. 
coli est, quant à elle, une protéine 
de 207 résidus, d'un poids molécu­
laire de 23 1 28 Da. La séquence 
dérivée de la protéine purifiée de E. 
coli montre une identité avec la car­
boxyle méthyltransférase II des 
eucaryotes dans 69 des 224 sites 
comparable , et une similitude de 
31 % [7] . Récemment, les séquences 
des isoenzymes I I  (formes plus aci-

des) des carboxyle méthyltransféra-
es I I  des érythrocytes et du cerveau 

ont été déterminées. Dans les deux 
ca , la seule différence notée entre 
le formes acide et basique se situe 
au niveau de la portion C-terminale 
de la protéine qui, pour l ' isoenzyme 
I, se termine par Arg-Trp-Lys-COOH 
( -RWK) alors que cel le de 
l'isoenzyme II se termine par Arg­
Asp-Glu-Leu-COOH (-RDEL) [8, 9] . 
La signification de la présence de 
ces isoformes de carboxyle méthyl­
transférases I I  dans plu ieurs tissus 
n'est pas claire, mais l 'obtention de 
clones codant pour l 'enzyme pour­
rait permettre de mieux compren­
dre le phénomène. Un de ces clo­
nes, contenant la séquence codante 
entière de la carboxyle méthyltrans­
férase I I ,  a été isolé d'une banque 
génomique construite à partir de 
l 'ADN de testicules de souris [ 1 0] . 
Le gène de l 'enzyme comporte 
7 exons, les exons 4, 6 et 7 conte­
nant des régions qui ont une homo­
logie de séquence avec d'autres 
méthyltransférases et enzymes utili­
sant l'AdoMet. L'analyse du clone a 

L-isoaspartate/0-aspartate 
carboxyle 

méthyltransférases 
(EC 2.1 .1 .77) 

0 
I l  

0 

révélé que les ARNm précurseurs 
subi ent un épissage alternatif au 
niveau du dernier exon du gène. De 
plus, plusieurs ARNm ont détectés 
par Northern blot d l'ARN extrait du 
cerveau, des testicules, du foie et du 
rein [ 1 0] . Ces résultats suggèrent 
donc que les différentes isoforme 
des carboxyle méthyltransférases I I  
observées dans plusieurs tissus pro­
viennent d'un même gène. L'épis­
sage alternatif au niveau du dernier 
exon est compatible avec les diffé­
rences de tructure entre les isofor­
mes I et I I  des érythrocytes et du 
cerveau, différences localisées dans 
la portion C-terminale de ces protéi­
nes [8, 9] . 
C'est au niveau du cytosol que e 
situe la source majeure de l'activité 
carboxyle méthyltransférase I l ,  et ce, 
dans tous les tissus étudiés jusqu 'à 
présent. Selon certains auteurs, 
l'enzyme serait trictement cytosoli­
que [2] , et la grande majorité des 
études sur cette enzyme ont porté 
sur la caractérisation de cette forme 
soluble. Cependant, nous avons 
récemment identifié des formes de 

/soprenyl L-cystein 
terminal carboxyl 

methyltransferases 
(EC 2.1 . 1 . 1 00) 
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F igure 2. Les protéine carboxyle méthyltransférases des eucaryotes. 
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carboxyle méthyltransférases II liées 
aux membranes à bordure en 
brosse [ 1 1 ] et basolatérales [ 1 2 ] des 
cellules du cortex rénal, et nous 
avons réussi à purifier l 'enzyme de 
la me mbrane à bordure en 
brosse 1 3] .  Les enzymes membranai­
res sont fortement associées à la 
membrane puisque des concentra­
tions élevées de détergents sont 
nécessaires à leur solubilisation [ 1 2, 
1 3] .  Les différences entre les car­
boxyle méthyltransférases I I  mem­
branaires et cytosoliques restent à 
caractériser car, une fois solubilisée, 
l 'enzyme membranaire semble pos­
séder les mêmes propriétés catalyti­
ques et moléculaires que l 'enzyme 
soluble et semble très homologue au 
niveau structural [ 1 3] . L'association 
à la membrane pourrait donc être 
due à une modification post­
traductionnelle d'une enzyme pré­
curseur soluble, ou pourrait être 
reliée à la présence de motifs struc­
turaux au sein même de sa structure 
signalant son association à la mem­
brane. Dans cette optique, il est 
intéressant de noter qu'une des car­
boxyle méthyltransférases II du cer­
veau et des érythrocytes ( l ' isoenzyme 
I I )  possède un motif (-RDEL) au 
niveau de sa portion C-terminale, 
motif retrouvé chez plusieurs protéi­
nes destinées à résider au niveau du 
réticulum endoplasmique ( [8, 9] , 
m/s n° 1 1, vol. 9, p. 1249) . 

Implication 
de la méthylation 
dans le métabolisme 
des protéines 
endommagées 

La méthylation des protéines cataly­
sée par les carboxyle méthyltransfé­
rases I I  présente des caractéristiques 
très particulières. D 'une part, les 
esters formés sont très sensibles à 
l 'hydrolyse alcaline et, d'autre part, 
le taux de méthylation est substœ­
chiométrique, la grande majorité 
des substrats identifiés jusqu'à pré­
sent étant méthylés avec des stœ­
chiométries largement inférieures à 
1 ,0 mole méthyle/mole polypep­
tide [2 ] . Ces propriétés sont diffici­
lement compatibles avec un modèle 
de régulation des fonctions enzyma­
tiques par méthylation [ 1 4] .  Au 
niveau de plusieurs protéines on a 

identifié comme sites majeurs de 
méthylation des résidus d'acide 
aspartique possédant la conforma­
tion D [ 1 5] et du I..risoaspartate, une 
autre forme de résidu aspartate 
altéré [ 1 6, 1 7 ] ,  ce qui a ouvert un 
tout autre champ d'études quant au 
rôle poten tiel de cette classe 
d'enzyme. 

Origine des résidus D-aspartates 
et I..risoaspartates 

L'asparagine et l 'aspartate sont les 
résidus d'acides aminés les plus labi­
les retrouvés au sein des protéines, 
non seulement à cau e de la réacti­
vité de la chaîne amide ou car­
boxyle latérale, mais également  
parce que cette chaîne latérale pos­
sède une longueur susceptible de 
subir une attaque intramoléculaire 
par l 'azote de la liaison peptidique 
adjacente [ 1 8 ] . Cette réac tion 
entraîne la déamidation de l 'aspara­
gine ou la déshydratation de l'aspar­
tate, produisant dans les deux cas 
un intermédiaire succinimide cycli­
que [ 1 9] (figure 3). Le succinimide 
est instable et son hydrolyse sponta­
née produit un résidu aspartate nor­
mal ou un produit de transpeptida­
tion isoaspartate dans lequel le lien 
peptidique est formé par le groupe­
ment carboxyle � de la chaîne laté­
rale. Ce processus non enzymatique 
est également accompagné d'une 
racémisation importante de l ' inter­
médiaire succinimide, engendrant 
les résidus D-aspartate et D­
isoaspartate. Les carboxyle méthyl­
transférases II de différentes sources 
sont très réactives envers les résidus 
L-isoaspartates présents dans divers 
peptides et protéines [3] . Par exem­
ple, la conversion chimique d'un 
hexapeptide non reconnu par 
l 'enzyme en un isopeptide trans­
forme celui-ci en un excellent subs­
trat, méthylé avec une stœchiomé­
trie approchant 1 ,0 [ 1 7] .  La méthy­
lation du D-aspartate et du I..r 
isoaspartate emble catalysée par la 
même enzyme, mais l 'affinité de la 
carboxyle méù1yltransférase II pour 
ces deux résidus est cependant très 
distincte. Ainsi, alors que les cons­
tantes d'affinité de l 'enzyme envers 
divers peptides synthétiques con te­
nant un résidu I..risoaspartate sont 
de l'ordre de 1 0- 6  M, les plus fortes 
constantes d'affinité pour de pepti-
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Figure 3. Formation spontanée des résidus L-isoaspartate et D­
aspartate à partir des résidus asparagine et aspartate normaux. En 
conditions physiologiques normales, les résidus asparagine et aspartate sont 
susceptibles de subir une attaque intramoléculaire de l'azote de la liaison 
peptidique, avec formation d'un intermédiaire cyclique à cinq membres, le 
succinimide. Cet intermédiaire est très instable et s'hydrolyse de façon spon­
tanée pour former un résidu aspartate normal ou encore un produit de trans­
peptidation, L-isoaspartate, dans lequel la liaison peptidique est maintenant 
formée par le groupement carboxyle de la chaÎne latérale. De plus, l'inter­
médiaire succinimide est sujet à la racémisation, provoquant la formation 
de 0-isoaspartate et de 0-aspartate. La formation de ces résidus altérés est 
fortement influencée par la structure tridimensionnelle de la protéine ainsi 
que par la séquence en acides aminés adjacents à l'asparagine et à l'aspar­
tate. Les études réalisées jusqu'à présent suggèrent que seuls les résidus 
L-isoaspartate et 0-aspartate (encadrés) sont reconnus par la carboxyle 
méthyltransférase Il. 

des contenant un résidu D-a partate 
sont de l'ordre de I 0- 3 M (2,5 à 
4,8. 1 0- 3 M ) ,  soit une affinité de 
l'enzyme de 700 à 1 0  000 fois plus 
faible [ 4] . 

Rôle de la méthylation dans la répa­
ration des protéines endommagées 

La présence de résidus lrisoaspartate 
et D-aspartate semble avoir des effets 
m/s n° 1 vol. 10, janvier 94 

néfastes sur la fonction de plusieurs 
protéines. Par exemple, la calmodu­
line perd la majeure partie de sa 
capacité d'activer la protéine kinase 
dépendante de la calmoduline 
lorsqu'elle présente des résidus L­
isoaspartates [20] . La présence de 
tels résidus étant généralement asso­
ciée au vieillissement cellulaire, il fut 
postulé que la méthylation de ces 

ré idus pourrait promouvoir leur 
réparation et diminuer ainsi les 
dommages causés à la structure et à 
la fonction des protéines par le vieil-
lissement [ 1 5]  (figure 4). Dans ce 
modèle, la méthylation par la car-
boxyle rn '  thyl transférase II du résidu 
L-isoaspartate provoque l 'activation 
du carboxyle et la formation spon-
tanée d'un intermédiaire succini-
mide.  Cel le-ci en traîne une 
déméthylation très rapide, compati-
ble avec 1 s données acquises in vivo 
et in vitro sur la stabilité des esters 
de méù1yle formés sur les protéines. 
L'hydrolyse non enzymatique du 
succin imide produit du lraspartate 
(20 %) et du L-i oaspartate (80 % ) ,  
le carbone adjacent au carbone en 
position a étant plus susceptible à 
1 'hydrolyse. Le lrisoaspartate est dis-
ponible alors pour subir un autre 
cycle de réaction par sa méthyla-
tion, avec le résultat net d'une con-
ver ion de l ' isopeptide en peptide 
normal [ 2 1 ] .  Ce processus n 'est 
cependant pas totalement efficace, 
limité qu'il  est par la racémisation 
du carbone en position a du succi-
ni mide en D-isoaspartate , non 
reconnu par l 'enzyme [ 1 9, 2 1 ] .  
L'efficacité de cette voie de répara-
tion, qui consiste en une réaction 
enzymatique et deux étapes non 
enzymatiques, a été montrée in vitro 
en utilisant des peptides synthéti-
ques. Ainsi, l ' incubation de trois 
peptides différents contenant un 
résidu L-isoaspartate avec la car-
boxyle méthyltransférase I I  purifiée 
et I'AdoMet à pH 7.4, 37 °C pour 48 
heures, permet la conversion de 
80 % des résidus L-isoaspartates en 
résidus L-aspartates normaux [22] . 

Ces réparations pourraient avoir une 
signification phy iologique impor-
tante ; par exemple, la méthylation 
in vitro de la calmoduline permet 
une récupération substantielle de sa 
capacité à activer la kinase dépen-
dante du calcium et de la calmodu-
line [20] . L' importance du méca-
nisme de réparation par la méthy-
lation est soulignée par les résultats 
récents obtenus sur la carboxyle 
méthyltransférase II de E. coli. En 
effet, de souches de E. coli mutan-
tes pour le gène pern qui code pour 
la carboxyle méthyltransférase II ne 
possédent donc pas d'activité de 
méthylation et survivent  très mal ---• 
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Figure 4. Modèle proposé pour la réparation des résidus altérés L­
isoaspartates en résidus aspartates normaux_ La réparation de résidus 
L-isoaspartates en aspartates normaux consiste en une réaction enzymati­
que et en deux réactions non enzymatiques. Dans un premier temps, le 
résidu L-isoaspartate est méthylé par la carboxyle méthyltransférase. Cette 
méthylation entraÎne l'activation du groupement carboxyle en position a et 
favorise la formation d'un intermédiaire succinimide et la déméthylation très 
rapide de la protéine. L 'intermédiaire succinimide est instable et son 
hydrolyse engendre un résidu aspartate « réparé » ainsi qu'un résidu L­
isoaspartate << non réparé ». Ce dernier peut alors subir un autre cycle de 
réactions, réparant encore en une fraction de résidus. La répétition de ce 
cycle permet donc une réparation substantielle de la protéine. 
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lorsqu'elles sont exposées à des con­
ditions favorisant l 'accumulation de 
résidus altérés, tels le choc thermi­
que ou la culture en phase station­
naire [23] . Chez les eucaryotes, 
l 'incubation prolongée de cellules 
HeLa à une température de 42 °C 
provoque une élévation importante 
(80 %) de l'activité de carboxyle 
méthylation [24] , indépendante de 
la synthèse d'enzyme, probablement 
liée à une augmentation de résidus 
altérés qui peuvent être méthylés 
par la carboxyle méthyltransfé­
rase I I  [24] . Ces résultats suggèrent 
donc que la méthylation de résidus 
altérés présents sur les protéines est 
efficace in vivo, et pourrait contri­
buer au maintien de la fonction de 
ces dernières et réduire ainsi les 
dommages causés à la cellule par 
son vieillissement ou son exposition 
à des stress physiques. 1 Les C-terminal carboxyl 

methyltransferases 

Les C-terminal carboxyl methyltrans­
ferases font partie d'un groupe 
d'enzymes impliquées dans la modi­
fication post-traductionnelle de pro­
téines possédant une cystéine loca­
lisée dans une séquence C-terminale 
terminée par CXXX, XCXC ou 
XXCC (où C représe n te une 
cystéine et X n'importe quel acide 
aminé) [25] . L'isoprénylation et la 
méthylation des cystéines localisées 
dans la séquence consensus CXXX 
ont été particulièrement étudiées et 
le schéma réactionnel postulé est 
illustré dans la fig;ure 5. Dans un pre­
mier temps, le précurseur cytosoli­
que immature de la protéine possé­
dant le motif CXXX est isoprénylé 
sur la cystéine C-terminale par 
l'addition d'un groupement far­
nésyle ( isoprène à 1 5  carbones) ou 
géranylgéranyle ( i soprène  à 
20 carbones) . Puis ce dérivé iso­
prénylé subit le clivage protéolytique 
du tripeptide C-terminal, ce qui a 
pour effet d'exposer le groupement 
carboxyle de la cystéine isoprénylée, 
maintenant en position C-terminale. 
Ce groupement carboxyle est 
méthylé par la suite sous l 'action 
d'une carboxyle méthyltransférase 
qui transfère le groupement méthyle 
de l'AdoMet au groupement car­
boxyle. Le résultat net de ces réac­
m/s n° 1 voL JO, janvier 94 
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Figure 5. Modifications post-traductionnelles des protéines à motif 
CXXX. Les protéines possédant le motif CXXX (où C = cystéine, X = 
n 'importe quel acide aminé) sont synthétisées sous forme de précurseurs 
cytosoliques immatures. Ces précurseurs sont dans un premier temps iso­
prénylés par des groupements isoprènes farnésyles ou géranylgéranyles (far­
nésyle représenté sur la figure), ce qui permet une association faible à la 
membrane. La protéine isoprénylée subit alors le clivage protéolytique du 
tripeptide C-terminal par une endoprotéase membranaire, ce qui provoque 
l'apparition d'un groupement carboxyle libre au niveau de la cystéine iso­
prénylée. Ce groupement carboxyle est par la suite méthylé par l'action de 
la C-terminal carboxyl methyltransferase, également membranaire, renforçant 
ainsi l'association de la protéine à la membrane. AdoMet : 5-adénosyi-L­
méthionine ; AdoHcy : 5-adénosyi-L-homocystéine. 

tion est la formation d'un S­
isoprényl cystéine a-méthyl ester en 
posit ion C-terminale de la  
protéine [25] . 
Les C-terminal carboxyl methyltrans­
ferases ont été initialement mises en 
évidence lors de l 'étude de la struc­
ture de peptides d'accouplement de 
Tremella brasiliensis, une souche de 
champignons basidiomycètes, et du 
facteur a de S. œrevisiae. En effet, ces 
peptides possèdent en position C­
terminale une cystéine qui est modi­
fiée par l 'addition d'un résidu far­
nésyle et d'un e ter de méthyle. La 
similitude de séquence de la portion 
C-terminale de ces peptides et de 
celles retrouvées au sein des protéi­
nes Ras suggérait une possible 
méthylation de ces dernières, ce qui 
fut ensuite démontré [26] . La stabi­
lité du lien ester en condition 
modérément alcaline  suggérait 
l 'action d'une classe de méthyltrans­
férase distincte des L-isoaspartate 
méthyltransférases, reconnaissant le 

groupeme n t  C-terminal  car­
boxyl [26] . La nature de cette 
enzyme demeure encore largement 
inconnue. Chez S. œrevisiae, la 
méthylation du facteur a et des pro­
téines Ras dépend de l 'expression 
du gène STE14, gène codant pour 
une protéine de 239 acides aminés 
( -28 kDa) avec plusieurs segments 
transmembranaires potentiels [ 27] . 
Chez les mammifères, l 'enzyme n'a 
pu être purifiée jusqu'à présent 
étant donné sa très grande sensibi­
lité aux détergents [28] . Par la 
méthode d'inactivation par les radia­
tions ionisantes nous avons étudié la 
taille de la C-terminal carboxyl 
methyltransferase des membranes 
basolatérales du rein et montré que 
cette enzyme possède une taille 
fonctionnelle de 98 kDa, ce qui fait 
envisager une nature multiméri­
que [29] . 
L'utilisation de substrats synthétiques 
farnésylés a permis d'étudier plus en 
détai l  les C-terminal  carboxyl 
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methyltransferases. Par exemple, le 
peptide S.farnésyl-LARYKC*, dérivé 
de la séquence de la protéine Ras 
de Drosophila melanogaster, est un 
excellent substrat pour l 'enzyme 
[28] . L'enzyme reconnaît également 
des versions extrêmement simplifiées 
de substrats isoprénylés, telle la 
acétyl-farnésyl-cystéine (AFC) [30] . 
Les études réalisées jusqu'à présent 
suggèrent que la portion isoprénylée 
est le principal déterminant de 
reconnaissance de l'enzyme, la struc­
ture même de la protéine étant 
beaucoup moins importante. Cepen­
dant, la C-terminal carboxyl meù1yl­
transferase ne semble pas distinguer 
la nature de ce groupement iso­
prène, reconnaissant aussi bien le 
farnésyl que le géranylgéranyl [ 3 1 ] .  
L'étude de la méthylation de ces dif­
féren ts substrats syn thétiques a 
révélé que l 'activité de méthylation 
était associée à la fraction membra­
naire de S. cerevisiae et de différents 
tissus de mammifères [28, 30, 32] .  
Au niveau du tissu hépatique, l 'acti­
vité de méthylation co-migre avec 
des marqueurs enzymatiques du réti­
culum endoplasmique (RE) sur gra­
dient de Percoll ,  et non avec ceux 
de la membrane plasmique, suggé­
rant une localisation préférentielle 
dans le RE [28] . ous avons cepen­
dant montré que ces enzymes 
étaient présentes dans plusieurs 
compartiments membranaires au 
niveau du cortex rénal, ce qui pour­
rait permettre la méthylation de 
protéines isoprénylées localisées dans 
différentes membranes cellulai­
res [32] . Cela est en accord avec un 
modèle de régulation des fonctions 
enzymatiques par mé thylation­
déméthylation, la protéine déméthy­
lée pouvant être reméiliylée in 
situ [30] . En effet, des différentes 
étapes de maturation des protéines 
à motif CXXX, la méthylation est 
potentiellement la seule réaction 
réversible et pourrait donc être sou­
mise à une régulation [ 30] . 

Rôles de l'isoprénylation/ 
méthylation 

Comme la majorité des protéines 
isoprénylées et méthylées identifiées 
jusqu'à présent sont associées aux 
membranes, il a été proposé que ces 

* L : leu ; A : ala ; R : arg; Y: tyr; K: Lys ; C: cys. 

modifications soient impliquées dans 
cette association [25] . En effet, les 
protéines normalement associées 
aux membranes se retrouvent dans 
le cytosol lorsque les cellules sont 
traitées par la lovastatine, un inhi­
biteur de l ' isoprénylation. De plus, 
des protéines Ras, farnésylées mais 
non méthylées, voient leur associa­
tion à la membrane réduite de moi­
tié [33] , ce qui suggère qu'en plus 
de l'isoprénylation, la méthylation 
est importante pour l'association aux 
membranes. La neutralisation de la 
charge négative portée par le grou­
pement carboxyle de la cystéine 
pourrait renforcer la liaison hydro­
phobe de l ' isoprène avec la bicou­
che lipidique. L'addition d'un grou­
pement méiliyle pourrait, de plus, 
permettre la reconnaissance d'une 
protéine réceptrice et favoriser une 
interaction spécifique protéine­
protéine [30] . Par exemple, des sou­
ches de S. cerevisiae mutantes du 
gène STE14 (codant pour une 
méthyltransférase inactive) possèdent 
un facteur a de couplage biologique­
ment inactif qui ne peut interagir 
avec son récepteur [27] . Ces résul­
tats suggèrent donc que le groupe­
ment méiliyle pourrait agir comme 
déterminant de la reconnaissance 
d'un récepteur spécifique des protéi­
nes isoprénylées. L'existence de tels 
récepteurs est également  suggérée 
par la localisation des petites protéi­
nes G au niveau des différents orga­
nites cellulaires. Par exemple, les 
protéines Rap l et Rab5, possédant 
toutes deux un groupement géranyl­
géranyle, sont respectivement retrou­
vées au n iveau de l 'appareil de 
Golgi [34] et des endosomes préco­
ces [35] . Il est difficile d'imaginer de 
quelle façon une telle distribution 
subcellulaire pourrait exister si le 
seul déterminant d'association de 
ces protéines avec les membranes 
é tait  l ' ac quisi t ion d 'un  degré 
d'hydrophobicité. Dans le cas des 
protéines Rab, le motif C-terminal 
est essentiel à l 'association de ces 
protéines aux membranes, mais est 
insuffisant pour spécifier le ciblage 
des protéines au compartiment cel­
lulaire où elles exercent leurs fonc­
tions. Ce ciblage spécifique serait dû 
au domaine hypervariable adjacent 
aux cystéines C-terminales et pour­
rait donc faire intervenir des récep-
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t urs spécifiques [36] . L'identifica­
tion de tels récepteurs pourrait per­
mettre, d'une part, une meilleure 
compréhension du rôle de l ' iso­
prénylation et de la méthylation 
dans l 'attachement des protéines 
aux membranes et, d'autre part, de 
permettre le design d'antagonistes de 
ces récepteurs pouvant bloquer spé­
cifiquement l'association à la mem­
brane de protéines ayant un poten­
tiel oncogénique et éliminer ainsi 
leur potentiel transformant. Cette 
perte de pouvoir transformant après 
inhibition de l'isoprénylation par des 
manipulations génétiques et pharma­
cologiques a été mise en évidence 
pour le produit d'oncogène ras 
( [37-39] , m/s n° 8-9, vol. 9, p. 996) . 

n rôle de l ' isoprénylation et de la 
méthylation dans les interaction 
protéine-protéine ést également sug­
géré par l 'étude des protéines qui 
règlent l 'échange des nucléotides 
sur les petites protéines G. Les peti­
tes protéines G ont pour caractéris­
tique d'osciller entre un état actif, 
lié au GTP et un état inactif, lié au 
GDP. Lorsqu'elles sont liées au 
GDP, ces protéines interagissent 
avec des facteurs d'échange inhibi­
teurs (GDI ) ou stimulateurs (CDS) 
de la dissociation du GDP, alors que 
dans leurs états liés au GTP elles 
interagissent avec des protéines sti­
mulant l ' hydrolyse du GTP 
(GAP) [ 40, 4 1 ]  (figure 6). Certaines 
de ces interactions semblent requé­
rir la présence de groupements iso­
prènes et méthyles. Ainsi , la modifi­
cation post-traduc tionnelle par 
méthylation et isoprénylation des 
petites protéines G Ki-Ras 4B, RhoA 
et Rap semble essentielle à leur 
interaction avec une protéine CDS 
reconnaissant ces différentes protéi­
nes [ 42] . L'importance de ces modi­
fications a également été observée 
pour l' interaction des petites protéi­
nes G Rab3A et Rho/Rac avec leurs 
protéines G D I  [ 43 ] .  Cela est 
d'autant plus intéressant que les pro­
téines GDI ont la propriété de pro­
voquer la dissociation de petite 
protéines G des membranes vers le 
cytosol, probablement en enfouissant 
les groupements isoprène et méthyle 
dans une pochette hydrophobe de 
leur structure. Ces protéines pour­
raient donc s'avérer être des régu­
lateurs du cycle d 'association­
mis n° 1 uol. 10, janvier 94 

dissociation des petites protéines 
entre les membranes et le cyto ol, 
cycle qui serait dépendant de la 
modification post-traductionnelle des 
petites protéines G par isoprényla­
tion et méthylation [ 44] (figure 6). 
Que la méthylation des petites pro­
téines G joue un rôle dans la régu­
lation de certaines fonctions enzyma­
tiques est suggéré par la démonstra­
tion que la méthylation de ces pro­
téines est fortement stimulée par la 
présence d'analogues non hydrolysa­
bles du GTP [32, 45, 46] ; l 'enzyme 
reconnaîtrait préférentiellement 
l 'état activé, susceptible d'interagir 
avec les effecteurs de ces protéines. 

De plus, l 'AFC, un substrat synthé­
tique reconnu par les C-terminal 
carboxyl methyltransferases, provo­
que une inhibition importante du 
chimiotactisme des macrophages 
localisés dans le péritoine de sou­
ris [30] , ainsi que de la réponse des 
plaquettes à divers agoniste [ 47] . 
L'addition d'AFC à des neutrophiles 
humains provoque une baisse impor­
tante de la production d'an ion 
superoxide induite par le facteur 
chimiotactique formyl-méthionyl­
leucyl-phénylalanine [ 48] . Or, la pro­
duction de superoxide par la 

ADPH oxidase de ces cellule 
nécessite la participation de petites 
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inactive 

GDP � ( ;.., - ,s� Signal ? u Lcys J�.-'-0 1 ' coo- GDI ___A \0:1 
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Figure 6. Régulation du processus d'activation des petites protéines G. 
L 'oscillation des petites protéines G entre l'état inactif (lié au GDP) et actif (lié 
au GTP) est contrôlée par les protéines régulatrices de la dissociation et de 
la liaison des nucléotides. Dans l'état inactif, un grand nombre de petites pro­
téines G sont complexées dans le cytosol des cellules avec des protéines inhi­
bitrices de la dissociation du GDP (GDf). La stimulation de la cellule induit 
la dissociation de ces complexes, ce qui rend la protéine libre d'interagir avec 
une protéine stimulatrice de la dissociation du GDP (GDS). Le GDP est alors 
remplacé par le G TP, ce qui permet à la petite protéine G d'atteindre l'état 
activé. Cette forme active de la protéine migre vers la membrane où elle est 
méthylée par une protéine carboxyle méthyltransférase (PCMT) et interagit 
avec une enzyme effectrice membranaire, provoquant une réponse de la cel­
lule. Le signal est terminé par l'action d'une protéine GAP qui stimule l'acti· 
vité GTPasique de la petite protéine G et le retour à la forme liant le GDP. 
Cette forme est reconnue par la protéine GD/ cytoso/ique qui séquestre la petite 
protéine G de la membrane vers le cytosol dans un état inactif. La modifica­
tion post-traductionnelle des petites protéines G par isoprén ylation et méthy-
lation semble cruciale pour leur interaction avec les protéines GD/ et GDS. ---• 
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protéines G cy�osoliq_ues qw, à la 
suite d'une sumulauon, sont car­
boxyle méthylées et s'associent à 1� 
membrane où elles activent l 'oxl­
dase [ 48] . L'effet inhibiteur de 
l 'AFC serait donc dû à une baisse de 
la liaison des petites protéines G 
cytosoliques à la mem?rane [ 4�] .  
L'ensemble de ces donnees suggere 
que la méthylation participe au 
recrutement des protéines cytosoli­
ques isoprénylées du c�tosol par 

_
la 

membrane où elle deviennent biO­
logiquement actives. � méthylatio�­
déméthylation pourrait donc servir 
de commutateur moléculaire pour 
contrôler le taux d'association des 
protéines isoprénylées à la mem­
brane et ainsi l'activité des effecteurs 
de ces protéines [30, 44, 48] . 

1 Conclusions 

Les rôles proposés pour les réactions 
de méthylation catalysées par les 
deux classes de carboxyle méthyl­
transférases des eucaryotes illustrent 
la diversité et l'importance de ces 
deux types d'enzymes. La réparation 
de résidus altérés présents dans la 
structure des protéines par les L­
isoaspartate méthyltransférases a é�é 
observée au niveau de cellules tres 
éloignées de mammifères d31ns 
l'évolution, suggérant que cette reac­
tion est un mécanisme ancestral de 
défense de première ligne contre les 
dommages subis par les protéines au 
cours du vieillissement des cellule 
ou, encore, après exposition à des 
conditions de stre s physiques ou 
métaboliques. Les données acquises 
récemment concernant les C­
terminal methyltransferases suggè­
rent fortement la participation de la 
méthylation catalysée par cett� cl_� 
d'enzyme à la régulatiOn de 1 actiVIte 
des petites protéines G. La caracté­
risation moléculaire de cette enzyme 
pourrait donc s'avérer extr�mem�nt 
importante pour la comprehensiOn 
des processus cellulaires auxquels 
participent ces protéines, tels 

_
qu� le 

transport vé iculaire, l 'orgamsauon 
du cytosquelette et la transduction 
des signaux hormonaux • 

TIRÉS A PART ------

R. Beliveau. 

Summary 
Eukaryotic protein carboxyl 
methyltransferases : two distinct 
classes of enzymes 

Protein carboxyl methyltransfera­
ses are ubiquitous enzymes that 
transfer a methyl group from S­
adenosyl-L-methionine (AdoMet) 
to sorne carboxyl groups of pro­
teins. ln eukaryotic cells, two dis­
tinct classes of these enzymes have 
been described to date. One of 
these, L-isoaspartate/D-aspar�te 
methyltran ferases, recogmzes 
with high affinity damaged_ a_spar­
tic acid residues that ong�nat� 
mainly from spo�taneo�s dearm­
dation of asparagme restdues and 
from racemisation of aspartate 
residues. These enzyme exist as 
molecular species of 27 kDa and 
a number of isoforms have been 
identi.fied. In ali cases, these enzy­
mes are non-specifie and the 
methyl esters formed �Y. their 
action are highly sensttive to 
moderate alkaline conditions. 
Numerous studies have suggested 
that these enzymes may be invol­
ved in the repair of the altere_d 
residues, as reflected by the reprur 
of various isoaspartate-containing 
peptides and sorne proteins follo­
wing incubation with AdoMet and 
purified carboxyl methyltransfera­
ses. The other class of methyl­
transferases, the C-terminal car­
boxyl methyltransferases, catalyze 
the methylation of the carbo_xyl 
group of isoprenylated cyst�me 
residues located in the C-termmal 
portion of various pro teins, in elu­
ding members of the Ras �uperfa­
mily of GTP-binding pr?tem�. The 
post-translational modi.ficatlon. of 
these proteins by isoprenylauon 
and carboxyl methylation

. 
is sur­

posed to play a major role rn therr 
association with cellular membra­
nes, where they become physiolo­
gically active. In addition, recent 
studies have suggested that the 
methylation of isoprenylated pro­
teins may play an important func­
tion in promoting specifie �nterac­
tions between these protems and 
pecific effectors located in the 

membrane. 

Une conférence internationale 
INSERM-NIH << Nouvelles tendan­
ces thérapeutiques des hémoglo­
binopathies n se tiendra du 19 au 
22 septembre 1 994 à Paris, sous la 
présidence de Jean Rosa (INSERM 
U. 9 1 )  

• Comité d'organisation : Y .  Beuzard, 
F. Galactéros et P.-H. Roméo ( I NSER� 
U.91 - Fax : 49 81 28 95), B. Lubin 
(USA - Fax : 1 -510 428 3502). S .  Pio­
mell i  (USA). L. Benjamin (USA). 

L'objectif de la conférence est le déve­
loppement des thérapeutique� �es 
hémoglobinopathies et leur appl 1cat1on 
cl in ique. En rassemblant l�s prof_e�­
sionnels de d ifférents domames (cl ini­
ciens des hémoglobinopathies, spécia­
listes d'une thérapie, chercheurs). cette 
conférence facil itera la coopération et 
la mise en œuvre des thérapeutiques 
adaptées à chaque patient da�s les 
pays développés ou en vo1e de 
développement. 

• Programme et an i mate u rs de 
sessions : 
- Gènes de g lobine (F. G rosveld, 
G.  Fesenfeld, P.-H. Roméo) . . - Modèles expérimentaux (0. Sm1th1es, 
M. Trudel, T. Townes) 
- Activation des gènes y de l'hémoglo­
bine fœtale (G. Stamatoyannopoulos, 
A. N ienhuis) 
- Thérapie g é n i q u e  (A. Bank, 
J .M.  Heard, D. Valerio) 
- Transplantation des cellu les souches 
h é m ato poïét i q ues ( E .  G l uckman,  
G.  Lucarelli, H.E.  Broxmeyer) 
- Transfusion et infections (C. Poyart, 
R. G i rot, D. Winslow) 
- Chélate u rs de fer (C. Hershko, 
G.  Hoffbrand, G .  Brittenham) . - Progrès dans la prise en charge the­
rapeutique des patients ayant une 
hémoglobin opat h i e  (S .  �harache, 
A. Cao, E .  Vichinsky, G.  Seqeant) 
- Thérapies spécifiques (R. Hebbel, 
C. Brugnara, M. Narla,  R. Nagel,  
A. Schechter) 
- Éth ique des thérapeutiq ues des 
h é m og l o b i n opath ies ( F .  B u n n ,  
L .  Luzzatto) 

Les conférences ainsi que les commu­
nications sélectionées seront publiées 
pour la conférence, sous forme d'une 
coédition INSERM-John Libbey Euro­
text dans la col lection des Colloques 
INSERM sous le titre « Progrès théra­
peutiques des hémoglobinopathies ». 

Date l imite d'appel à la communication 
orale et/ou affichée : 31 mars 1994 
Renseignements et inscriptions (no'!�� 
bre de participants limité) : Mme D1d1 
Jobin, École Européenne d'Hématolo­
gie, Conférence INSERM�NIH, Centre 
Hayem, Hôpital Saint-Lou1s, 1, avenue 
Claude-Vellefaux, 750 10 Paris 
Télécopie : 42. 4 1. 14. 70. 
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