N
N

N

HAL

open science

Caractérisation des sirtuines de Schistosoma mansoni :
cibles thérapeutiques potentielles

Julien Lancelot

» To cite this version:

Julien Lancelot. Caractérisation des sirtuines de Schistosoma mansoni: cibles thérapeutiques poten-
tielles. Médecine humaine et pathologie. Université du Droit et de la Santé - Lille II, 2013. Frangais.

NNT: 2013LIL2S027 . tel-01053816

HAL Id: tel-01053816
https://theses.hal.science/tel-01053816

Submitted on 2 Aug 2014

HAL is a multi-disciplinary open access
archive for the deposit and dissemination of sci-
entific research documents, whether they are pub-
lished or not. The documents may come from
teaching and research institutions in France or
abroad, or from public or private research centers.

L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
destinée au dépot et a la diffusion de documents
scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
émanant des établissements d’enseignement et de
recherche francais ou étrangers, des laboratoires
publics ou privés.


https://theses.hal.science/tel-01053816
https://hal.archives-ouvertes.fr

UNIVERSITE DU DROIT ET DE LA SANTE
Ecole Doctorale Biologie — Santé

Faculté des Sciences Pharmaceutiques et Biologiques de Lille

N° d’ordre :

THESE
Pour obtenir le titre de
DOCTEUR DE L’'UNIVERSITE DE LILLE I

Discipline: Aspects moléculaires et cellulaires de la biologie
Présentée et soutenue publiquement par
Julien LANCELOT

Le 13 décembre 2013

cibles thérapeutiques potentielles

Caractérisation des sirtuines de Schistosoma mansoni:

Devant le Jury composé de :

Président: Professeur El Moukhtar ALIOUAT

Rapporteurs: Professeur Christoph GRUNAU
Docteur Gerald SPAETH

Examinateurs: Docteur Martine DUTERQUE
Docteur Christophe ROMIER
Docteur Raymond PIERCE

Centre d’Infection et d'Immunité de Lille

Institut Pasteur de Lille - INSERM U1019 - CNRS UMR 8204 - Université Lille Nord de France

1 Rue du Professeur Calmette BP245 59019 Lille Cedex France



REMERCIEMENTS

Je tiens a remercier le Dr Camille Locht, directeur du Centre d’Infection et d’Immunité de Lille
pour m’avoir permis de réaliser mes travaux de thése au sein de cette structure.

Je remercie particuliérement le Pr EI Moukhtar Aliouat de me faire le plaisir de présider mon
jury de thése ainsi que le Pr Christoph Grunau et le Dr Gérald Spaeth pour m’avoir fait
'honneur d’accepter d’étre les rapporteurs de ce travail. Je remercie également les Drs
Martine Duterque et Christophe Romier pour avoir accepté d’examiner ce travail de thése.

Je remercie tout d’abord trés sincérement mon directeur de thése, le Dr Raymond Pierce de
m’avoir permis d’intégrer son équipe « Biologie Moléculaire du schistosome: Développement
et Reproduction ». Ces quelques lignes ne seront pas suffisantes pour exprimer toute la
reconnaissance que je vous porte pour m’avoir épaulé et conseillé tout au long de ces
anneées. Je vous suis trés reconnaissant du temps et de I'énergie que vous m’avez consacré
pour me permettre de réaliser ce travail dans les meilleures conditions. Je vous remercie
pour vos précieux conseils, votre expérience et votre gentillesse au quotidien. Pour finir, un
grand merci pour m’avoir donné l'opportunité de participer a des congrés internationaux au
cours desquels j'ai énormément appris.

Je tiens également a remercier le Dr Colette Dissous pour son expérience, ses conseils, son
soutien et sa gentillesse. J'ai également appris beaucoup a vos cb6tés. J'ai apprécié nos
nombreuses discussions scientifiques, nos débats - parfois enflammés - sur la politique, vos
conseils culinaires et nos échanges au quotidien sur de nombreux sujets.

Je remercie I'ensemble des collaborateurs impliqué dans le projet SEtTReND et plus
particulierement le Pr Manfred Jung et le Dr Christophe Romier pour m’avoir accueilli
quelgues semaines au sein de leur unité ainsi que les Drs Mathias Schiedel et Martin Marek
pour m’avoir encadré et conseillé pendant ces deux stages. Je remercie également le Dr
Katia Cailliau pour la réalisation des manipulations en ovocyte de Xénope.

Je souhaite remercier infiniment Stéphanie Caby, ingénieur d’étude, pour sa patience, son
encadrement, ses nombreux conseils tout au long de ces années passées au laboratoire.
Sans toi, ton expérience et ta bonne humeur, la vie au laboratoire serait différente. Je te dois
beaucoup, tu m’as formé a mes débuts, soutenu et motivé tout au long de ma these. Jai
beau chercher il 'y a pas de mot assez fort pour te dire a quel point je t'en suis
reconnaissant.

J'adresse un remerciement chaleureux a Marion Morel, Nadége Gouignard et Mathieu
Vanderstraete, mes collégues de paillasse — et avant tout mes amis - pour 'ensemble des
moments formidables que nous avons vécu ensemble au laboratoire mais aussi en dehors.
Je vous remercie pour votre aide au quotidien, vos nombreux conseils et votre soutien.

Je remercie I'ensemble des membres de I'équipe 2 du CIIL, nos deux secrétaires Claudine
Colson et Maria Houze qui font un travail remarquable au quotidien et plus généralement
toutes les personnes que j'ai pu cétoyer au cours de ma thése.

Pour finir je remercie également, ma famille, mes amis, qui de prés, comme de loin, m’ont
soutenu tout au long de ce travail.


http://www.cnrtl.fr/synonymie/infiniment/adverbe

RESUME

La schistosomiase représente actuellement la seconde endémie parasitaire mondiale aprés le
paludisme. Annuellement, cette pathologie est responsable de 280 000 déces et 700 millions
d’'individus y sont exposés dans 74 pays a travers le monde. Actuellement, le traitement de la
schistosomiase repose sur [utilisation d’'un seul médicament, le Praziquantel®. Ainsi, le
développement de nouveaux médicaments est devenu une priorité absolue pour 'OMS. Dans
cette étude, notre objectif a été d’identifier de nouvelles cibles thérapeutiques afin de développer
de nouveaux précurseurs de médicaments. Au cours de ce projet, nous avons focalisé nos
recherches sur les enzymes impliquées dans la modification des histones et plus particulierement
sur les sirtuines, qui sont des lysines désacétylases NAD+ dépendantes.

Dans une premiére partie, nous avons caractérisé 5 orthologues de sirtuines de mammiféres
chez Schistosoma mansoni (SmSirt1, 2, 5, 6 et 7). De plus, nous avons étudié le potentiel des
sirtuines comme cibles thérapeutiques pour le traitement de la schistosomiase en évaluant la
toxicité d’inhibiteurs génériques de sirtuines humaines sur des parasites maintenus en culture.
Ainsi, nous avons montré que les inhibiteurs de sirtuines humaines affectent in vitro la viabilité
des schistosomules ainsi que la stabilité de I'accouplement et la production d’ceufs des vers
adultes. De plus, ces inhibiteurs induisent des changements morphologiques de I'appareil génital
du ver femelle.

Dans une seconde partie, nous avons entrepris d’étudier plus spécifiquement le réle de SmSirt2
en tant que cible thérapeutique. Ainsi, 'expression de la protéine recombinante en bactérie E.
coli (collaboration: C. Romier, IGBMC, llikirch) ainsi que I'optimisation d’'un dosage fluorimétrique
nous ont permis de montrer que SmSirt2 présente une activité lysine désacétylase in vitro
(collaboration: M. Jung, Université Albert-Ludwigs, Freibourg). De plus, I'utilisation de ce dosage
nous a permis de mettre en place le criblage a haut débit d’'une chimiothéque de plus de 80 000
composeés afin d’identifier de nouvelles molécules inhibitrices de I'enzyme SmSirt2 (collaboration:
J. Schultz, Kancera AB, Stockholm). Les composés les plus prometteurs, ont été testés in vitro
sur des parasites en culture. Les résultats obtenus démontrent que les inhibiteurs de SmSirt2
affectent également la viabilité des schistosomules ainsi que la stabilité de 'accouplement et la
production d’ceufs des vers adultes.

Dans une derniére partie, nous avons mis en place un criblage d’'une banque d’ADNc de vers
adultes par la technique du double hybride en levure dans le but d’identifier les partenaires
protéiques de Sirt1 chez S. mansoni. L’analyse partielle des résultats nous a permis de mettre en
évidence que SmSirt1 interagit avec plusieurs protéines impliquées dans la régulation des génes
chez le schistosome. Au cours de ce projet, nous avons également développé et optimisé un
protocole permettant d’étudier I'activité enzymatique de SmSirt1 par injection d’ARNm dans des
ovocytes de Xénope. Ainsi, nous avons pu montrer que le sirtinol et la salermide, deux inhibiteurs
de Sirt1 humaine, présentent également une activité inhibitrice sur I'enzyme du parasite
(collaboration: K. Cailliau, Université des Sciences et Technologies, Lille).

L’ensemble des résultats obtenus au cours de ce projet de thése suggére que les sirtuines sont
des cibles thérapeutiques potentielles dans le traitement de la schistosomiase. Parmi les 5
orthologues identifiés chez S. mansoni, SmSirt2 semble une cible prometteuse. De plus, le
criblage a haut débit que nous avons réalisé sur 'enzyme recombinante a permis d’'identifier des
molécules qui, aprés bio-optimisation, pourront étre des candidats médicaments. Pour finir, ces
résultats participent a une meilleure compréhension du role biologique des sirtuines chez
S. mansoni et plus particulierement sur leur implication dans la survie et la reproduction du
parasite.



ABSTRACT

Schistosomiasis is the second most important parasitic disease worldwide after malaria. It is
responsible for about 280 000 deaths annually and 700 million people in 74 countries are
exposed to infection. Treatment of schistosomiasis currently depends on the use of the only
available drug, praziquantel, and for this reason the development of new drugs is a strategic
priority of the W.H.O. In this study, our objective was to identify novel therapeutic targets in order
to develop new lead molecules for drug development. During this project we have focused our
research on enzymes involved in histone modification, and more particularly on sirtuines, which
are NAD+-dependent lysine deacetylases.

In the first part of the project, we have identified 5 homologues of mammalian sirtuins in
Schistosoma mansoni (SmSirt1, 2, 5, 6 and 7). Moreover, we studied the potential of sirtuins as
therapeutic targets for the treatment of schistosomiasis by evaluating the toxicity for parasites
maintained in culture of generic inhibitors of human sirtuins. In this way we showed that these
inhibitors affect the viability of schistosomula and the stability of pairing and egg production of
adult worms. Moreover, these inhibitors caused major morphological changes, particularly to the
female worm genital apparatus.

A second part of our work was devoted to the more detailed study of SmSirt2 as a therapeutic
target. Immunisation of mice with the recombinant protein allowed us to obtain specific antibodies
and to show that SmSirt2 protein is expressed at all parasite developmental stages. Furthermore,
the use of the recombinant SmSirt2 expressed in E. coli (collaboration: C. Romier, IGBMC,
llikirch) and the optimization of a fluorimetric assay allowed us to show that SmSirt2 possesses a
lysine deacetylase activity (collaboration: M. Jung, University Albert-Ludwigs, Freibourg).
Moreover, the use of this assay allowed the setting up of a high-throughput screen (collaboration:
J. Schultz, Kancera AB, Stockholm) of more than 80 000 compounds in order to identify novel
inhibitors. The most promising candidates were tested on parasites in culture and the results
obtained showed that SmSirt2 inhibitors also affect the viability of schistosomula, as well as the
stability of pairing and egg production of adult worms.

In parallel, we have carried out screening of a yeast two-hybrid cDNA library in order to identify
protein partners of Sirt1 in S. mansoni. The partial analysis of the results obtained shows that
SmSirt1 interacts with several proteins involved in gene regulation. In the course of this project,
using the enzyme expressed in Xenopus oocytes we were able to show that both sirtinol and
salermide, inhibitors of human Sirt1, also inhibit the schistosome enzyme (Collaboration: K.
Cailliau, University of Sciences and Technologies, Lille).

Taken together, the results of this thesis project suggest that sirtuins are potential therapeutic
targets for the treatment of schistosomiasis. Of the five orthologues of human sirtuins identified in
S. mansoni, SmSirt2 seems to be a promising target. Moreover, high-throughput screening using
the recombinant enzyme identified inhibitors that, after bio-guided optimization, could be drug
candidates. Finally, these results contribute to a better understanding of the biological role of
S. mansoni sirtuins and in particular their importance in parasite survival and reproduction.
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INTRODUCTION
| Généralités - Schistosomiase

1. Découverte de la pathologie

La premiere description de la schistosomiase est trés ancienne et remonte a 1550
avant J.C. Sur des papyrus découverts a Louxor, on peut interpréter que les égyptiens
faisaient déja état a cette époque, d’'une maladie caractérisée par une hématurie. Cette
interprétation sera confirmée par la suite par la découverte d’ceufs calcinés de schistosomes
dans le cortex rénal de momies égyptiennes. Au Moyen Age, la présence de sang dans les
urines a également été observée par des médecins portugais et espagnols dans des zones
qui sont actuellement endémiques pour la schistosomiase. Des chirurgiens francgais
accompagnant Napoléon Bonaparte lors de sa campagne en Egypte vont également faire le

méme constat.

Il faudra attendre 1852 pour que le docteur Théodore Bilharz mette en évidence, lors d'une
autopsie, la présence de petits vers blancs dans les veines mésentériques d’'un égyptien qu’il
va relier a la présence d'ceufs détectés dans les urines du patient. II dénomme ce ver
Distomum haematobium qui sera par la suite, appelé Schistosoma haematobium. La

schistosomiase est également appelée bilharziose de par le nom de son découvreur.

En 1902, P. Manson remarque la présence d’ceufs de schistosome lors d’'un examen de
selles. Cependant, la morphologie des ceufs est différente de celle décrite par Bilharz
puisque les ceufs présentent un éperon latéral caractéristique [Manson, 1902]. Il défend ainsi
hypothése qu’il existe différentes espéces de schistosomes dont certaines sont
responsables d'une forme intestinale et d’autres d’'une forme urinaire de la schistosomiase.
En 1907, Sambon confirme cette hypothése et nomme cette deuxiéme espéce, Schistosoma
mansoni. A la suite de ces découvertes, d’autres espéces de schistosomes capables
d’'infecter 'homme vont étre identifiées: Schistosoma japonicum a été décrite pour la
premiére fois au Japon par Katsurada en 1904 [Tanaka et Tsuji, 1997], Schistosoma
intercalatum a été isolée en 1934 au Congo par Fisher alors que Schistosoma mekongi a été
découverte plus tardivement au Laos en 1978 [Ohmae et al., 2004]. Plus récemment, une
nouvelle espéce, Schistosoma guineensis a été caractérisée en 2003 en République
démocratique du Congo. A ce jour, 21 espéces de schistosomes ont été répertoriées dont

six sont capables d’infecter ’lhomme [Webster et al., 2006].



2. Epidémiologie — Répartition géographique

En 2013, la schistosomiase représente la seconde endémie parasitaire mondiale
aprés le paludisme. Cette pathologie est responsable de 280 000 décés annuellement et 700
millions d’individus y sont exposés dans 74 pays a travers le monde (Fig 1). On estime que
207 millions d’individus sont infectés par la schistosomiase et que 90 % des cas sont
localisés en Afrique sub-saharienne et plus particulierement au Nigéria, en Tanzanie, en
République démocratique du Congo et au Ghana [Steinmann et al, 2006]. L'espéce
S. haematobium représente en Afrique deux tiers du nombre de cas de schistosomiase dans
le monde alors que S. mansoni est responsable d’environ un tiers des cas. L’espéce
S. mansoni est également retrouvée localisée en Amérique latine et plus particuliérement au
Brésil alors que les espéces S. japonicum et S. mekongi sont responsables de plus d’'un
milion de cas de schistosomiase en Asie. Ces données épidémiologiques sont
généralement considérées comme sous estimées car dans certains pays endémiques,

aucune étude épidémiologique n’a été mise en place.
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Figure 1: Distribution géographique de la schistosomiase dans le monde en 2011. Les pays a
haut risque infectieux (en rouge) et les pays a faible risque infectieux (Orange) [OMS 2012].



3. Le cycle de vie du schistosome

La schistosomiase est une pathologie chronique due a un ver plat du genre
Schistosoma. Les schistosomes sont des trématodes a sexes séparés, hématophages et
vivant dans le systéme circulatoire de leur héte. lls présentent un cycle de vie complexe avec
cing stades de développement qui sont morphologiquement différents. Les schistosomes
appartiennent a la sous classe des digénes car ils sont capables d’infester successivement
un héte intermédiaire, un mollusque gastéropode d’eau douce et un hote définitif qui est un
vertébré. Le cycle de vie du schistosome est caractérisé par une phase de reproduction
asexuée au sein du mollusque, alternée avec une phase de reproduction sexuée au sein de
son héte définitif (Fig 2).
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Figure 2: Les différentes étapes du cycle de vie du schistosome. L’h6te intermédiaire est un
mollusque d’eau douce et I'héte définitif un vertébré [CDC: Center for Disease Control and Prevention]

3.1 De I’ceuf a la larve infectante du vertébré

Le premier stade de développement dans le cycle de vie du schistosome est I'ceuf.
Comme nous lavons vu au début de cette introduction, les ceufs présentent une
morphologie différente en fonction de I'espéce de schistosome considérée (Fig 3). En effet,

les ceufs de S. japonicum et de S. mekongi ont une forme arrondie, ne présentent pas



d’éperon a leur surface et sont de taille plus petite que les trois autres espéces connues pour
infecter ’'homme. Les ceufs de S. haematobium ont une forme ovoide et présentent un
éperon terminal réduit. Pour finir, les ceufs de S. intercalatum ont une forme allongée et un
éperon terminal alors que ceux de S. mansoni sont caractérisés par une forme ovoide et la

présence d’'un éperon latéral.
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Figure 3: Morphologie d’ceuf de différentes espéces de schistosomes. De gauche a droite: ceufs
de I'espéce S. japonicum, S. mekongi, S. haematobium, S. intercalatum et S. mansoni [D’aprés CDC:
Center for Disease Control and Prevention].

Les ceufs de schistosomes contiennent une larve appelée le miracidium (Fig 4A). Au contact
d'une eau douce et dans des conditions de température et de luminosité favorables, les
ceufs éclosent pour libérer le miracidium. Cette larve nageuse de 150 a 180 nm de longueur
posséde 4 couches épidermiques recouvertes par de nombreux cils lui permettant de se
déplacer dans l'eau. Libéré de l'ceuf, le miracidium part a la recherche de son héte, un
mollusque d'eau douce, il est infectieux pendant 8 a 12 heures. Chaque espéce de
schistosome présente une spécificité pour un genre de mollusque (Fig 4B). Ainsi, les
miracidiums de S. mansoni vont infecter des mollusques du genre Biomphalaria, ceux de
S. haematobium et de S. intercalatum des mollusques du genre Bulinus alors que les
miracidiums de S. japonicum vont infester des mollusques du genre Oncomelania. Pour finir,
les miracidiums de S. mekongi infestent des mollusques du genre Neotricula. Cette
spécificité d’espéce des miracidiums vis-a-vis de I'héte intermédiaire va régir en partie la
distribution géographique des différentes espéces de schistosomes dans le monde.



(A)

Figure 4: Le miracidium: larve infestante de I’h6te intermédiaire. (A) Image d’un miracidium vu
par microscopie électronique a balayage. (B) Hbte intermédiaire, un mollusque d’eau douce spécifique
de chaque espéce de Schistosome. De gauche a droite: Mollusques du genre Bulinus, Biomphalaria
et Oncomelania [Lewis et al., 2008].

Dans 70% des cas, le miracidium s’introduit dans le mollusque par son pied. Grace aux
enzymes présentes dans ses glandes apicales et latérales, le miracidium lyse les cellules
épidermiques du mollusque puis s’attaque aux tissus sous-épidermiques pour rejoindre
'hémolymphe. Aprés sa pénétration au sein du mollusque, le miracidium subit une
transformation de son tégument et évolue en sporocyste primaire. En fonction de I'espéce de
schistosome considérée, le sporocyste se développe a différents endroits au sein du
mollusque. Ainsi, les sporocystes de S. mansoni et S. haematobium se développent a
proximité du site de pénétration alors que les sporocystes de S. japonicum auront tendance

a se développer plus profondément dans le mollusque et a proximité des organes creux.

Au sein du sporocyste se déroule une phase de reproduction asexuée au cours de laquelle
les cellules germinales se divisent pour donner naissance, aprés quelques semaines, a 2 ou
3 générations successives de sporocystes secondaires. Ensuite, les sporocystes
secondaires migrent vers I'’hépato-pancréas et les gonades du mollusque soit de maniére
passive dans le systéme circulatoire, soit de maniére active a travers les tissus cognitifs
laches. A proximité de ces organes, un nouveau cycle de division des cellules germinales
des sporocystes secondaires suivi d’'une différenciation aboutit a la formation de cercaires, la
larve infestante pour I'héte définitif, un vertébré. On estime que 3 a 8 semaines aprés
l'infestation d’'un mollusque, un miracidium peut donner naissance a plusieurs milliers de
cercaires. Les cercaires sont constituées d’un corps cercarien prolongé par une queue avec

une extrémité en forme de fourche lui permettant de se déplacer dans un milieu aqueux.



3.2 De la cercaire au développement de la pathologie

Arrivées a maturité, les cercaires s’échappent du mollusque pour se retrouver dans
'eau ou elles vont nager activement a la recherche de leur héte définitif. Aprés une premiére
phase de contact avec la peau, les cercaires pénétrent la barriere épidermique de leur héte
définitif grace a une attaque protéolytique de la peau, associée a des contractions violentes
de leur queue [Salter et al., 2000]. La phase de pénétration des cercaires au travers de la
peau s’accompagne d’'une perte de leur queue et d’'un changement de leur tégument. De
plus, les cercaires perdent leur glycocalyx afin d’échapper a la réponse immune de I'hbte
définitif. Cette transformation va aboutir & un nouveau stade larvaire du schistosome que I'on
nomme le schistosomule. Aprés une durée de 2 a 4 jours dans la peau, les schistosomules
traversent I'épiderme de leur héte pour rejoindre la circulation sanguine qui va les transporter
jusque dans les capillaires pulmonaires. [Wilson et al., 1978]. Il a également été démontré
gu'un certain nombre de schistosomules empruntaient également les vaisseaux
lymphatiques pour se retrouver au niveau des poumons [Wheater et Wilson, 1979]. Au
niveau des capillaires pulmonaires, les schistosomules vont entrer dans une premiere phase
de maturation au cours de laquelle ils vont s’affiner pour pouvoir progresser dans les
capillaires et modifier leur tégument dans le but d’échapper plus facilement au systéme
immunitaire de leur hote. Aprés un passage dans les poumons de 3 a 4 jours, les
schistosomules retournent dans la circulation systémique pour atteindre le systéme porte
hépatique environ 15 jours aprés linfestation. Au niveau du foie, les schistosomules vont
entrer dans une deuxiéme phase de maturation ou ils vont subir une croissance intense
aboutissant a la formation de vers adultes, sexuellement matures aprés 30 jours

d’infestation.

Les vers adultes males et femelles sont facilement identifiables car ils présentent une
morphologie différente. En effet, alors que les vers méles sont plats, trapus et de taille allant
de 6 a 13 mm de longueur, les femelles sont rondes, fines et ont une taille supérieure allant
de 10 a 20 mm de longueur (Fig 5B). Les vers adultes vivent en accouplement permanent au
sein de 'organisme de leur hote définitif. Le ver adulte male présente un canal gynécophore
ou la femelle vient se loger (Fig 5A, 5C). Les couples vont ensuite migrer a contre-courant de
la circulation sanguine pour aller se loger au niveau du plexus vésical a proximité de la
vessie pour I'espéce S. haematobium et au niveau des veines mésentériques a proximité du

tube digestif pour les autres espéces.



(A)

Figure 5: Couples de vers adultes de S. mansoni. (A) Image colorée d'un couple de schistosomes
prise au microscope: la femelle, de couleur plus foncée se loge dans le canal gynécophore du ver
male. (B) Morphologie d’une femelle adulte de schistosome a gauche et d’'un méle a droite. (C) Image
d’'un couple de schistosomes prise au microscope électronique a balayage.

Environ 5 semaines aprés l'infestation et aprés fécondation, la femelle commence a pondre
de nombreux ceufs. En effet, on estime qu’une femelle peut pondre quotidiennement 300
ceufs pour les espéces S. mansoni, S. haematobium et S. intercalatum et jusqu’a plusieurs
milliers pour les espéces S. japonicum et S. mekongi. Une partie des ceufs pondus va étre
entrainée par le flux sanguin jusque dans les capillaires des organes les plus proches: la
vessie pour les ceufs de S. haematobium, le foie et lintestin pour les autres espéces de
schistosomes. Bloqués dans les tissus, les ceufs sont a l'origine de la pathologie en
provoquant une réaction inflammatoire intense aboutissant a la formation de granulomes
bilharziens caractéristiques de la bilharziose (Fig 6A et 6B). Ces granulomes sont composés
de cellules épithélioides et de nombreuses cellules immunitaires comme les macrophages,
les éosinophiles et les lymphocytes. Par la suite, ce granulome évolue en fibrose aboutissant
a une obstruction des capillaires qui est a 'origine d’'une hypertension portale entrainant une

hépato-splénomégalie également caractéristique de la schistosomiase (Fig 6C).

Figure 6: La présence des ceufs
dans les tissus est responsable de
la pathologie. (A) Coloration d’une
coupe de granulome intestinal. (B)
Coloration d’'une coupe de granulome
hépatique. (C) Individu atteint d’'une
hépato-splénomégalie.
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L’'autre partie des ceufs pondus par la femelle schistosome a proximité de la lumiére
intestinale ou uro-génitale, va traverser la paroi de ces organes creux pour étre évacuée a
I'extérieur de I'organisme dans les selles et 'urine afin de permettre la continuité du cycle de

développement du schistosome.

4. Physiopathologie et Diagnostic

D’un point de vue clinique, on distingue plusieurs phases dans I'évolution de la
pathologie chez 'lhomme. La premiére, la phase d’invasion correspond a la pénétration des
cercaires au sein de leur hote. Cette phase passe souvent inapercue mais peut étre
caractérisée, 15 a 30 minutes aprés le bain infestant, par I'apparition d’un érythéme cutané
allergique plus communément appelé la dermatite du nageur. Cette dermatite est plus
importante pour les espéces S. japonicum et S. mekongi et s’accompagne, lors de la
migration des schistosomules dans l'organisme, de fiévre nocturne, de céphalées, de
myalgie et de douleurs abdominales. Ces différents symptdmes apparaissent entre 14 et 84
jours aprés une premiére infestation et sont caractéristiques du syndrome de Katayama
[Ross et al., 2007]

La deuxiéme phase de développement de la pathologie correspond a une phase toxémique
due a la migration et a la maturation des schistosomules dans la circulation sanguine. Cette
phase clinique est marquée par un malaise général caractérisé par une asthénie, de la
fievre, des maux de téte et une anorexie qui sont bien souvent accompagnées de troubles
anaphylactiques tels que l'apparition d’un prurit, d’'une arthralgie, d’'une myalgie et de

poussées d'urticaire.

La troisieme phase est une phase d’état correspondant a la ponte des oceufs dans
'organisme par les vers femelles de schistosome. Dans le cas d’une bilharziose uro-génitale,
cette phase est caractérisée par l'apparition de sang dans les urines s’accompagnant
généralement de signes d’irritation vésicale comme des douleurs mictionnelles pouvant se
propager aux bourses ainsi qu’au périnée. Dans certains cas, ce sont des crises de coliques
néphrétiques qui vont orienter le diagnostic. Dans le cas d’une bilharziose intestinale, le
symptdbme caractéristique est une perturbation du transit ou l'individu alterne entre des crises
diarrhéiques d’intensités variables et des périodes de constipation accompagnées de
ballonnements et de douleurs coliques. La présence de sang dans les selles est également

un symptédme caractéristique de la bilharziose intestinale.

Pour finir, la derniere phase de développement de la pathologie est une phase de

complications qui correspond a la rétention des ceufs dans les tissus de I'organisme. Dans le
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cas d’'une bilharziose uro-génitale, on note une atteinte sévére de I'arbre urinaire ainsi que
du systeme génital avec, entre autres, [lapparition de fistules urétrales,
d’utérohydronéphrose, d'urétrite, de prostatite, d’'endométrite et de vaginite. L’ensemble de
ces complications favorise bien souvent le développement de cancer de la vessie [Zaghloul,
2012] et facilite la pénétration de pathogénes transmis sexuellement tel que le HIV (Human
Immunodeficiency Virus) [Secor, 2012]. Dans le cas d'une bilharziose intestinale, les
complications sont caractérisées par une hépato-splénomégalie aboutissant, dans les
formes les plus sévéres de la pathologie, a une hypertension portale. Dans des cas plus
rares, les parasites peuvent présenter une localisation cardio-vasculaire, neurologique et/ou
cutanée pouvant entrainer des myélites transverses, une paraplégie et/ou des lésions

papulonodulaires.

En plus de ces différents aspects de la pathologie associés a linfestation par les
schistosomes, d’autres effets de la maladie contribuent & son impact sur les populations
affectées. Dans une méta-analyse des rapports scientifiques qui concernent la morbidité
induite par la schistosomiase, les auteurs ont mis en évidence l'association de la maladie
avec I'anémie, la douleur chronique, l'intolérance a I'exercice, la sous-nutrition, un retard de
croissance et une diminution des capacités d’apprentissage [King et al., 2005]. L'impact des
maladies sur les populations est mesuré par I'estimation des années de vie en bonne santé
perdues a cause de la morbidité et de la mortalité qu’elles provoquent: les DALY's (Disability
Adjusted Life Years). L'OMS a attribué un « poids d’handicap » (disability weight) de 0,5% a
la schistosomiase, mais les travaux de King et al. ont permis de corriger ce poids pour
I'estimer entre 2 et 15%. De ce fait, les DALYs perdus, attribuables a la schistosomiase,
s’élevent a 24 millions au minimum [King, 2010], plagant cette maladie au deuxiéme rang

des parasitoses, derriére le paludisme.

Les méthodes de diagnostic utilisées sont différentes au cours du cycle de
développement du schistosome dans 'organisme. En effet, pendant les phases d’invasion et
de croissance du parasite, qui correspondent a la pénétration des cercaires puis a la
migration des schistosomules dans la circulation sanguine, on observe, chez I'individu
infesté, une hyper-éosinophilie importante ainsi qu’'une réaction sérologique rapidement
positive. Pendant la phase de maturation, les ceufs pondus par la femelle schistosome sont
mis directement en évidence dans les selles, les urines et parfois dans les biopsies de

granulomes.

Au cours des phases d’invasion et de croissance, la bilharziose est fréquemment
asymptomatique et par conséquent difficile a diagnostiquer. Cependant, au cours de ces

deux phases, I'éosinophilie est importante surtout pour les espéces S. mansoni, S. mekongi
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et S. japonicum avec un taux de polynucléaires éosinophiles allant de 40 a 70 %. A partir de
la phase d’état ou les femelles commencent a pondre, ce taux diminue et est aux environs
de 10 a 20 %. Les techniques sérologiques pour le diagnostic de la bilharziose sont
sensibles et utilisent, quasiment toutes, des antigénes extraits de S. mansoni. Parmi ces
techniques, 'immunofluorescence indirecte et le test ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent
Assay) sont aujourd’hui les plus utilisées car elles présentent une sensibilité et une
spécificité importante. L'immunoélectrophorése, est la technique de diffusion en milieu gélifié
la plus utilisée pour le diagnostic sérologique de la bilharziose. La réaction antigéne-
anticorps est mise en évidence par l'apparition d’arcs de précipitation révélés aprés
coloration. A Tinverse, les techniques nécessitant des antigénes vivants, telles que la
réaction de Vogel-Minning qui utilise des cercaires [Pifano et Ron Pedrique, 1959] et celle
d’'Olivier Gonzales [Kagan et Oliver-Gonzales, 1958] qui utilise des ceufs de schistosome,
sont de moins en moins, voire quasiment plus utilisées car elles nécessitent I'entretien de

souches parasitaires au laboratoire.

Pendant la phase de maturation, le diagnostic est orienté par la mise en évidence de la
présence des ceufs dans les selles, les urines ou les biopsies. La détection des ceufs
apporte la preuve indiscutable de la parasitose mais peut étre difficile a mettre en évidence
notamment lors d’une infestation modérée. Dans le cas d’'une bilharziose urinaire, la
détection des ceufs de S. haematobium s’effectue par un examen du culot sédimentaire des
urines de 24 heures ou par une filtration des urines sur une membrane en polycarbonate. La
filtration des urines permet une évaluation quantitative du nombre d’ceuf. Chez les enfants,
I’'hématurie est caractéristique d’une infestation par S. haematobium. Cette derniére est mise
en évidence a l'aide d’'une analyse au microscope d’'un échantillon d’'urine ou a l'aide de

bandelettes réactives.

Dans le cas d’une bilharziose intestinale, la recherche des ceufs s’effectue au cours d’un
examen de selles. La technique de Kato-Katz [Katz ef al., 1970] est la plus utilisée a ce jour
et permet, par 'examen sous microscope d'un prélevement de matiére fécale d’estimer
lintensité de linfestation, car celle-ci est proportionnelle au nombre d’ceufs trouvés par

gramme de selle.

Pendant la phase de complication, il est possible de réaliser une cystoscopie afin de mettre
en évidence des lésions au niveau du systéme urogénital. La radiographie est utilisée afin
d’observer des calcifications vésicales, urétrales ou, dans certains cas plus avancés, une
calcification compléte de la vessie. Dans les cas de bilharziose du systéme nerveux central,
'lmagerie par Résonnance Magnétique (IRM) sera nécessaire pour mettre en évidence un

rétrécissement médullaire dans le cerveau.
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5. Traitement de la pathologie

La lutte contre la schistosomiase impose une stratégie globale comprenant le
traitement a grande échelle des populations a risques, I'accés a 'eau potable, 'amélioration
de l'assainissement, I'éducation sanitaire des populations ainsi que la lutte contre I'héte

intermédiaire, le mollusque [OMS, 2013].

5.1 Education des populations

Comme nous l'avons vu au cours de cette introduction, I'eau constitue un facteur
essentiel dans la chaine épidémiologique de la bilharziose. Dans les zones endémiques, les
femmes et les enfants sont quotidiennement exposés a des eaux contaminées par le
schistosome. L’éducation sanitaire et la prévention de la contamination des eaux par les
matieres fécales et les urines sont difficiles a mettre en place car elles se heurtent a des
habitudes et a des impératifs de vie quotidienne. De plus, la mise en place de campagne de
prévention a grande échelle s’avére compliquée car elle nécessite des moyens financiers et
humains importants. Cependant, en Arabie Saoudite et a Porto Rico ou des investissements
ont aidés a mettre en place de larges campagnes de prévention, cette stratégie a permis

d’obtenir des résultats intéressants dans la lutte anti-shistosome.

5.2 Controle vectoriel

Une autre stratégie utilisée dans la lutte contre la schistosomiase consiste a
éradiquer, dans les zones endémiques, les populations de mollusques vecteurs de la
pathologie et essentiels au cycle de vie du schistosome. Cette stratégie repose sur
l'utilisation de mollusquicides ou de plantes aquatiques mollusquicides ainsi que sur
différentes méthodes biologiques telles que limplantation de microparasites, d’autres
parasites trématodes, de prédateurs ou de souches de mollusques compétiteurs.
L’élimination des végétaux dont se nourrissent les mollusques a également été proposée
pour diminuer ou éradiquer les populations de gastéropodes. [Madsen, 1990]. L'utilisation de
mollusquicides a grande échelle est difficile a mettre en place et s’avere onéreuse. De plus,
cette stratégie ne présente pas un impact durable sur la diminution de la transmission de la
maladie. L'utilisation du niclosamide dans la région de Capim Branco (MG, Brésil) a permis
une réduction importante du nombre de mollusques B. glabrata infestés. Néanmoins, 3 mois
aprés l'arrét de [l'utilisation du mollusquicide, la population de mollusque s’est rétablie
[Coura-Filho et al., 1992]. Par ailleurs, [l'utilisation massive et répétée de certains

mollusquicides a un impact néfaste sur I'environnement en détruisant la faune et la flore
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dans les zones traitées. Toutefois, ['utilisation des mollusquicides dans les zones
endémiques conjuguée a celle de la chimiothérapie sur les populations infestées reste une
stratégie de contrbéle envisageable. En effet, dans une étude récente menée au Kenya, il a
été montré que l'utilisation du niclosamide dans la riviere Kambu associée a celle du
Praziquantel® (PZQ) pour traiter les populations infestées permet un meilleur contréle & long
terme de lincidence de la schistosomiase. De plus, il a été observé une régression de
'hépato-splénomégalie chez les populations traitées au PZQ [Kariuki et al., 2013]. Il faut
néanmoins préciser que la riviére traitée ne représente pas une source importante piscicole
pour les populations, et que la dilution du niclosamide en aval de la zone de traitement a

prévenu tout effet néfaste sur les populations de poissons.

Néanmoins, des méthodes plus écologiques peuvent étre utilisées: I'asséchement
périodique des canaux d’irrigation et la destruction des végétaux dont se nourrissent les
mollusques sont deux exemples qui ont permis, dans certaines zones endémiques, un
contréle de la transmission de la bilharziose. L’utilisation de mollusques compétiteurs des
hotes intermédiaires est activement explorée, notamment au Brésil ou la souche Taim de
Biomphalaria tenagophila est totalement résistante a linfection par S. mansoni. [Nacif-
Pimenta et al., 2012]. L’élevage a grande échelle de la souche Taim est actuellement
entrepris au Brésil, mais les résultats de I'implantation de cette souche sur le terrain ne sont
pas encore connus [Rosa et al., 2013]. Néanmoins, dans certaines zones endémiques pour
la schistosomiase, lintroduction intentionnelle ou accidentelle d’autres gastéropodes a
permis d’éliminer I'héte intermédiaire du schistosome. Ainsi, en Guadeloupe et a Porto Rico,
lintroduction de Marisa cornuarietis a permis d’éliminer B. glabrata [Pointier et Giboda,
1999]. Il en est de méme pour Melanoides tubercula qui a été utilisé avec succés au cours
d’un projet visant a éliminer la schistosomiase a St Lucie [Jordan, 1985]. De plus, une étude
réalisée sur les mémes sites, 14 ans plus tard, a permis de confirmer I'élimination totale de
B. glabrata [Pointier, 1993]. Cette stratégie représente donc une approche pertinente pour le
contrble durable de la schistosomiase, particulierement dans le cas de foyers d’infestation
isolés et ou le risque écologique potentiel de lintroduction d’une espéce de mollusque

étrangére est limité.

5.3 La chimiothérapie

A ce jour, la chimiothérapie est le moyen de lutte contre la schistosomiase qui reste le
plus efficace sur la réduction de la morbidité dans les zones endémiques. Cependant,
I'arsenal thérapeutique reste limité a I'utilisation du PZQ et a quelques drogues peu utilisées,

qui ont été abandonnées. Découvert au milieu des années 70 [Thomas et Gonnert, 1977], le
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PZQ a montré une efficacité non négligeable dans le traitement de la bilharziose et s’avére
également efficace sur d’autres trématodes et sur certains cestodes. Ce médicament est trés
bien toléré et ne provoque que trés peu d’effets secondaires chez les patients traités. Le
mode d’action précis de ce principe actif, sur les vers adultes de schistosome, est encore
inconnu. Cependant, il provoque des contractions musculaires violentes et des dommages
au niveau du tégument des vers adultes qui vont permettre de les décrocher des vaisseaux
sanguins et de les éliminer progressivement par le systétme immunitaire. Le PZQ est un
dérivé de la pyrazino isoquinoline qui était utilisé, a l'origine, comme anxiolytique et qui est
aujourd’hui administré aux patients en une seule dose orale de 40 mg/kg. Des doses plus
fortes, équivalentes a 60 mg/kg, sont généralement administrées aux patients atteints de S.

Japonicum.

(A) (B)

Fiqure 7: Le Praziquantel® ou Biltricide (Bayer). (A) Conditionnement et comprimés de PZQ. (B)
Représentation de la molécule de PZQ.

Malgré son efficacité reconnue sur I'ensemble des espéces de schistosomes capables
d’'infester 'lhomme, le PZQ présente peu, voire aucun effet sur les stades ceuf et larvaires du
schistosome. Or, dans les zones endémiques, les individus sont trés souvent soumis a des
infestations successives et hébergent, au sein de leur organisme, différents stades de
développement du parasite. Ainsi, l'utilisation de plusieurs doses de PZQ est nécessaire

pour obtenir une guérison totale.

L’utilisation massive et répétée du PZQ a permis en Egypte, par exemple, de réduire
considérablement la morbidité associée a S. mansoni [Fenwick et al., 2003]. Néanmoins, son
utilisation intensive dans certaines régions d’Egypte ou du Kenya a également entrainé le
développement de résistances [Ismail et al., 1999]. De plus, des expériences in vitro ont
montré, qu’il est possible d’obtenir des souches de parasites résistantes au PZQ [Fallon et
Doenhoff, 1994]. Ce mécanisme de résistance répond aux lois Mendélienne et est d0 a un
gene ou un groupe de génes dominants [Liang et al., 2003]. Actuellement, I'apparition de ces
isolats de résistance est mineure mais on estime qu’aprés une vingtaine d’années
d’utilisation massive du PZQ, celle-ci pourrait devenir beaucoup plus sérieuse [Ross et al.,
2002].
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Parmi les quelques médicaments efficaces dans le traitement de la bilharziose, on peut citer
également I'Artéméther qui est un dérivé de I'Artémisinine utilisée également dans le
traitement du paludisme. Cette molécule présente l'avantage d'étre active sur les
schistosomules pendant 21 jours post-infection et est capable de tuer tous les
schistosomules immatures si elle est administrée toutes les deux semaines [Xiao et al.,
1996]. L’Artéméther est également actif sur toutes les espéces de schistosomes capables
d’infester ’Thomme et son utilisation en combinaison avec le PZQ produit in vivo chez le lapin,
un effet synergique sur la mort des vers adultes [Shuhua et al., 2000]. Les doses requises
pour traiter la bilharziose avec 'Artéméther sont plus faibles que celles utilisées pour traiter
le paludisme. Néanmoins, son utilisation dans des zones endémiques a la fois pour le
paludisme et pour la schistosomiase, est trés peu probable car elle pourrait a long terme

faire émerger des souches résistantes de Plasmodium falciparum.

Actuellement, la seule alternative au PZQ pour traiter la bilharziose est l'utilisation de
'oxamniquine dans le cas d’une infection par S. mansoni et celle du Métrifonate dans le cas
d’'une infection par S. haematobium. Cependant, I'utilisation de ces deux médicaments est
trés restreinte ou a été abandonnée car leur colt de production sont trés élevés et leur

spectre d’action est limité a une seule espéece de schistosome.

Fiqure 8: Molécules alternatives au Praziquantel®. (A) Artéméther, (B) Oxamniquine et (C)
Métrifonate.

5.4 La vaccination

Comme nous venons de le voir, la chimiothérapie a permis dans certains pays
endémiques de réduire significativement la morbidité due a la schistosomiase. Néanmoins,
son utilisation n’a pas permis d’interrompre la transmission [King et al., 2006] et une
alternative intéressante serait le développement d’un vaccin. Une stratégie vaccinale dirigée
contre la schistosomiase permettrait de protéger les populations a risques et préviendrait les
réinfections successives qui sont fréquentes dans les zones endémiques. Actuellement,
plusieurs candidats vaccins sont en cours de développement et utilisent comme antigénes
de I'espéce S. mansoni, la paramyosine, l'isomérase triose phosphate, la tétraspanine 2,
Sm14, la Sm23, I'lrV-5 ainsi que la glutathion-S-transférase Sm28-GST [McManus et
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Loukas, 2008]. Malgré la découverte et la publication de plusieurs candidats vaccins
potentiels utilisant des antigénes de S. mansoni, a ce jour seul un vaccin, appelé BILHVAX
ou 28-KDa GST de S. haematobium, est entré en essai clinique [Capron et al., 2005].
Développé a l'Institut Pasteur de Lille, ce vaccin, actuellement en essai clinique de phase lll,
utilise la protéine Sh28 comme antigéne. La vaccination entraine la production d’anticorps
qui bloquent l'activité enzymatique de la Sh28-GST, indispensable a la production des ceufs
et impliquée dans I'élimination des produits toxiques du métabolisme chez le schistosome
[Capron et al., 2005]. Toutefois, ce vaccin ne présente pas d’effet préventif mais permet, en
association avec un traitement au PZQ, de contrdler la pathologie due a linfestation et

augmente la protection vis-a-vis de la réinfestation.

D’autres candidats vaccins dirigés contre S. mansoni sont également bientét préts a faire
leur entrée en phase d’essai clinique [Oliveira et al., 2008]. Parmi ces candidats, la protéine
Sm14, capable de se fixer aux acides gras, a montré in vivo chez la souris et le lapin une
protection vis-a-vis de S. mansoni mais également sur un autre trématode, Fasciola hepatica
[Tendler et Simpson, 2008]. Un autre candidat, prét a entrer en phase clinique, est le vaccin
a ADN Sm-p80 qui code pour une grande sous unité d’une protéase calcium-dépendante qui
a montré un effet protecteur chez le babouin comparable a un vaccin utilisant comme

antigéne des cercaires irradiées [Zhang et al., 2010].

Plus récemment, des équipes brésiliennes ont pu montrer qu’un fragment du domaine
extracellulaire de la protéine membranaire Tetraspanine 2 (TSP2) de S. mansoni était un
antigéne prometteur qui permet chez la souris d’obtenir un niveau élevé de protection [Tran
et al., 2006]. Une autre équipe a montré que la protéine TSP2 de S. japonicum présente

également un effet protecteur chez la souris [Yuan et al., 2010].

Dans la seconde partie de cette introduction, a travers quelques rappels historiques nous
définirons la notion d’épigénétique puis nous aborderons différents mécanismes

épigénétiques impliqués dans la modification de la structure de la chromatine.

Il Généralités - Epigénétique
1. Un peu d’histoire... De la génétique a I’épigénétique

La génétique est une branche de la biologie qui étudie les caractéres héréditaires des
individus, leur transmission au cours des générations ainsi que leurs modifications. Gregor
Mendel (1822-1884) est considéré comme le pére fondateur de la génétique en établissant

des lois qui définissent la maniere par laquelle les génes se transmettent de génération en
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génération. En effet, pendant huit années, il a mené, dans le jardin de son monastére, des
expériences minutieuses portant sur la reproduction de quelques 12 000 plants de pois
comestibles. Il a déterminé sept caractéres facilement identifiables a étudier, dont chacun
peut présenter deux états différents (forme et couleur de la graine, couleur de I'enveloppe,

forme et couleur de la gousse, position des fleurs et longueur de la tige).

Graine Fleur Cosse Tige
Forme Cotylédons Couleur Forme Couleur Emplacement, [aille
® CO|] = % %‘
ﬁglsse& Jaune Blanc Plain Jaune :::c.n.ﬂj:uung Long (~3m
) i
40 @ oo | e— r‘ﬁk s
|

Blanc & ; Lol Cosse terminales| Court
Pidé Wert Wiolet Etroit Wert Fleurs en haut | (~30 cm)

1 2 3 4 g E i

Figure 9: Les lois de Mendel fondatrices de la génétique moderne. A gauche, photographie de
Gregor Mendel (1822-1884). A droite, les différents caractéres étudiés par Mendel lors de ses
expériences de croisements de plants de pois.

Sa méthodologie rigoureuse lui a permis de déterminer avec précision I'évolution des
caracteres étudiés sur plusieurs générations, a la suite de croisements impliquant des
lignées pures qui different par un ou plusieurs caractéres. Ainsi, grace a ses travaux, en
1866, il affirme qu’'un caractére héréditaire peut exister sous différentes versions, les unes
dominantes, les autres récessives [Mendel, 1866]. Par la suite, il en déduira les notions
d’homozygotie et d’hétérozygotie. Ces résultats novateurs, qui vont a I'encontre de la théorie
depuis longtemps admise, de I'hérédité dite par mélanges seront ignorés par la communauté

scientifique pendant prés de 35 ans.

Cependant, plusieurs découvertes importantes vont voir le jour pendant ces nombreuses
années. En 1869, par exemple, 'ADN est isolé pour la premiére fois par le biologiste suisse,
Friedrich Miescher (1844-1895), qui a publié un article dans lequel il annonce avoir isolé une
substance riche en phosphore [Dahm, 2005]. Il utilisera le terme de nucléine pour décrire
cette substance présente dans toutes les cellules, y compris dans le sperme. S'intéressant a
la reproduction du saumon, il formulera I'hypothése que la nucléine peut avoir un réle dans la
transmission des caractéres héréditaires. Dix années plus tard, en 1878, Walther Flemming
(1843-1905), anatomiste allemand, décrit pour la premiére fois le mécanisme de mitose et
utilise les termes de prophase, métaphase, anaphase et télophase pour décrire le

mécanisme de division cellulaire [Flemming, 1878].

Il a fallu attendre I'année 1900 pour que les théories de Mendel soit prises en considération.

Ainsi, trois botanistes, I'allemand Carl Correns (1864-1933), le néerlandais Hugo de Vries
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(1848-1935) et l'autrichien, Erich von Tschermak-Seysenegg (1871-1962) vont redécouvrir,
séparément mais en méme temps les travaux de Mendel [Correns, 1950]. Ces résultats, de

nouveau publiés, on cette fois-ci fait sensation dans le monde scientifique.

En 1903, Walter Sutton (1877-1916, photo ci-contre), médecin et généticien
américain, observe pour la premiére fois une meéiose et propose la théorie
de I'hérédité chromosomique en émettant 'hypothése que les chromosomes
seraient le support des facteurs héréditaires décrits auparavant par Mendel

[Sutton, 1903]. La méme année, le britannique William Bateson (1861-1926)

est le premier a démontrer que les lois de Mendel sont applicables chez un
animal en utilisant la poule comme modéle expérimental. Il introduit les termes homozygote,
hétérozygote et allélomorphe (plus tard, abrégé alléle). En France, la génétique mendélienne
sera longtemps marginalisée par les biologistes du courant « neo-lamarckiens », attachés a
l'idée de I'hérédité des caractéres acquis. Néanmoins, en 1902, Lucien Cuénot (1866-1951)
sera le premier généticien frangais a démontrer I'application des lois de Mendel a I'hérédité

de la couleur du pelage chez la souris [Cuénot, 1902].

En 1909, le botaniste danois Wilhelm Johannsen (1857-1927) propose I'utilisation du mot
gene pour désigner les facteurs héréditaires de Mendel, le mot génotype pour parler des
facteurs attachés a une race entiére ainsi que le mot phénotype pour décrire les facteurs
attachés a un seul individu [Roll-Hansen, 2009]. William Bateson propose alors l'introduction

du terme génétique pour désigner la science des génes.

D’abord peu favorable au mendélisme, Thomas Morgan (1866-1945, photo
ci-contre), embryologiste et généticien américain, va jeter les fondements de
la génétique moderne. En effet, grace aux recherches qu’il méne avec son
équipe sur la mouche du vinaigre, Drosophila melanogaster, il démontre

formellement que les chromosomes sont le support des génes en

introduisant les notions de liaisons et de recombinaisons génétiques. En
1913, Morgan et son étudiant, Alfred Sturtevant (1891-1970), construisent la premiére carte
génétique du chromosome X de la drosophile. Ainsi, par ces nombreuses recherches sur la
drosophile, Morgan va consolider la théorie chromosomique de 'hérédité. Il recevra pour ses

travaux le prix Nobel de médecine en 1933.

En 1927, un autre étudiant de Morgan, Hermann Muller (1890-1967), en s’intéressant aux
mutations chez la drosophile, démontre qu’il est possible d’augmenter de fagon considérable
la fréquence de celles-ci en soumettant les mouches aux effets des radiations ionisantes.
Ces travaux vont accélérer la recherche en cartographie génétique et permettront a Muller

d’obtenir en 1946, le prix Nobel de physiologie.
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Pendant la seconde guerre mondiale, deux américains, George Beadle (1903-1989) et
Edward Tatum (1909-1975), au cours de recherches sur une moisissure, Neurospora crassa,
vont noter qu'une mutation dans son génome peut perturber I'activité chimique de cette
derniére en empéchant la formation d’'une enzyme. lls vont donc émettre I'hypothése qu’un
géne est a lorigine de la formation d’'une enzyme [Beadle et Tatum, 1941]. Pour leurs

travaux, ils recevront en 1958, le prix Nobel de physiologie.

C’est en 1944 que la canadien Oswald Avery (1877-1955, photo ci-contre)
en s’intéressant a la transformation bactérienne chez le pneumocoque émet
pour la premiére fois I'hnypothése que 'ADN est le support de l'information
geénétique qui compose les génes et donc les chromosomes. Il faudra

attendre 1952, pour que deux américains, Alfred Hershey (1908-1997) et

Martha Chase (1927-2003) confirment ces résultats grace a une série
d’expériences sur des bactériophages. Ces derniers vont, en effet, démontrer formellement

que I'’ADN est le support de I'information génétique.

Plusieurs chercheurs vont ensuite s’intéresser a élucider la structure de I’ADN. Ainsi, en
1953, Frederick Wilkins (1916-2004) et Rosalind Franklin (1920-1958), deux biologistes
britanniques réalisent plusieurs radiographies aux rayons X de 'ADN (Fig 10A). Ces clichés
seront essentiels a James Watson (né en 1928) et a Francis Crick (1916-2004) pour
proposer que 'ADN est une molécule organisée en structure hélicoidale et qu’elle est
composée chimiquement de bases puriques (adénine (A), guanidine (G)) et pyrimidiques
(thréonine (T), Cystosine (C)) qui présentent des structures complémentaires d’un point de
vue stérique (Fig 10B et 10C) [Watson et Crick, 1953]. Pour leurs travaux, ils ont regu en

1962 le prix Nobel de physiologie.
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Figure 10: Découverte de la structure de la molécule d’ADN. (A) Cliché au rayons X de I'ADN, pris
par Rosalind Franklin a la fin de 1952. (B) James Watson et Francis Crick
devant une maquette de la double hélice d'ADN. (C) Structure chimique de 'ADN avec les liaisons
hydrogénes représentées entre les différentes bases en pointillés.
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Dans les années suivantes, la génétique va connaitre de grandes avancées. En 1957, le
mécanisme de réplication de 'ADN est mis en évidence. Quatre ans plus tard, en 1961, deux
frangais, Francgois Jacob, (1920-2013) et Jacques Monod (1910-1976) élucident le
mécanisme de synthése des protéines et confirment I'existence d’un code génétique avancé
par Watson et Crick [Jacob et Monod, 1961]. lls recevront tous les deux avec André Lwoff,
en 1965, le prix Nobel de physiologie pour leurs travaux. En 1966, le déchiffrage du code
génétique est achevé par Marshall Nirenberg (1927-2010), Har Khorana (1922-2011) et
Robert Holley (1922-1993) qui recevront en 1968 le prix Nobel de physiologie pour leur

découverte.

L’épigénétique a suscité un intérét particulier a partir du moment ou les liens
entre le génotype et le phénotype se sont peu a peu précisés. Cest a
Conrad Hal Waddington (1905-1975, photo ci-contre), généticien et
professeur a l'université d’Edimbourg qui s'attache a comprendre le role des

genes dans le développement, que I'on doit le terme d’épigénétique en

1942. Il définit I'épigénétique comme une branche de la biologie qui étudie
les relations de causes a effets entre les génes et leurs produits, faisant apparaitre le
phénotype. A I'époque, on ignorait que I'ADN est le support de I'hérédité. Néanmoins, une
étape décisive dans I'émergence de I'épigénétique va étre franchie avec les travaux de
Francois Jacob, Jacques Monod et André Lwoff. En effet, ces trois scientifiques vont
démontrer I'importance d'un facteur de I'environnement, le lactose, dans le contrble de
'expression d’un géne de la bactérie E. coli lui permettant d’utiliser le lactose comme source
d’énergie [Jacob et Monod, 1964]. Le concept de I'épigénétique, va ensuite connaitre une

relative déshérence jusque dans les années 1980.

C’est le chercheur australien, Robin Holliday (né en 1932, photo ci-contre)
qui va relancer le concept de I'épigénétique en 1975 en observant dans des
cellules en culture des changements de caractéres qui sont transmis au
cours des divisions cellulaires de maniére trop fréquente pour étre dus a des

mutations de 'ADN. Ainsi, il propose un modéle moléculaire, basé sur la

méthylation des cytosines de I'’ADN, pour expliquer les changements de
l'activité des génes qui seraient transmis d’'une génération a une autre. Il suggére que cette
modification de 'ADN peut avoir un effet non négligeable sur I'expression des génes au
cours du développement [Holliday et Pugh, 1975]. Depuis les années 1990, la recherche sur
'épigénétique est florissante et d’autres mécanismes moléculaires vont également étre
reconnus comme d’importants facteurs de régulation de lactivité génique. Parmi ces
mécanismes, on peut citer, la méthylation des cytosines de I'ADN, lI'ensemble des

modifications touchant les histones ainsi que les effets régulateurs des ARN non codants.
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Dans son sens moderne, on définit I'épigénétique comme l'étude de la variation de
l'expression des génes liée a une modification de la structure de la chromatine, sans

modification de la séquence d’ADN, et transmissible d’'une cellule mére a ses cellules filles.

Dans la suite de cette introduction, nous allons nous intéresser plus précisément a 3
mécanismes épigénétiques affectant la structure de la chromatine et touchant plus
particulierement les histones. Nous aborderons les rbles des facteurs de remodelage de la
chromatine, la notion de variants d’histones, ainsi que les modifications post-traductionnelles

des histones.

2. La structure de la chromatine

Dans le noyau des cellules eucaryotes, le support de l'information génétique est
organisé en une structure dynamique et complexe, composé d’ADN et de protéines, que I'on
nomme chromatine. Comme nous le verrons plus tard, cette structure peut étre remodelée,

condensée ou décondensée afin d’activer ou de réprimer la transcription.

2.1 Le nucléosome

L’unité structurale de la chromatine est le nucléosome. Il est constitué d’'un octamére
de protéines basiques, les histones, autour duquel environ 146 paires de bases d’ADN sont
enroulées (Fig 11). Cette structure forme un cylindre de 5,5 nm de haut et de 11 nm de
diamétre. Le nucléosome permet ainsi de former le premier ordre de compaction de la
chromatine et I'on estime que les 146 paires de bases enroulées autour de I'octamere
d’histones sont six fois plus compactées qu’un fragment d’ADN nu de méme longueur. Au
sein de la chromatine, les nucléosomes adjacents sont reliés entre eux par des segments
d’ADN, dits de liaison, dont la taille varie selon I'espéce et le type cellulaire. L’enchainement
des nucléosomes forme un nucléofilament de 11 nm de diamétre rappelant I'aspect d’'un
collier de perles.

Figure 11: Structure
cristallographique d’un

nucléosome obtenue
par diffraction au rayon
X. L’ADN est représenté
en blanc, I'histone H3 en
bleu, H4 en vert, H2A en
jaune et H2B en rouge
[Elsasser et D’Arcy,
2012].
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2.2 Les histones

Les protéines de la famille des histones sont essentielles a 'homéostasie et a la
compaction du génome. En effet, de par leurs interactions étroites avec 'ADN, elles peuvent
moduler 'accessibilité au génome et, par conséquent, avoir un role essentiel dans I'activité
des enzymes nucléaires telles que les polymérases. Les principales protéines de cette
famille sont les histones H2A, H2B, H3 et H4 mais il existe également des variants
d’histones comme nous le verrons par la suite. Le domaine central du nucléosome est un
octamére de protéines composé de deux copies de chacune des principales histones. Les
histones H3 et H4 vont s’associer en tétramére alors que les histones H2A et H2B vont

s’organiser en dimeére (Fig 12).
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Figure 12: Structure tridimensionnelle du tétramére d’histones (H3-H4), et du dimére
d’histones (H2A-H2B). L’histone H3 est représentée en bleu, H4 en vert, H2A en jaune et H2B en
rouge [Elsésser et D’Arcy, 2012].

Les histones sont des protéines qui présentent une structure globalement conservée entres
elles. Elles sont caractérisées par la présence d’'un motif « histone fold » d’environ 65 acides
aminés structurés en trois hélices-a séparées par deux boucles. Ce motif est impliqué dans
linteraction histone-histone et dans linteraction histone-ADN. De plus, chaque histone
présente une queue a son extrémité N-terminale, plus variable et enrichie en lysine. Ces
extrémités non structurées se retrouvent a I'extérieur du nucléosome et font ainsi I'objet de
nombreuses modifications post-traductionnelles permettant, entre autres le rapprochement
des nucléosomes entre eux. Les histones H2A et H2B présentent également une queue a

leur extrémité C-terminale.

Parmi les histones importantes dans la structure du nucléosome, on peut également citer
I'histone H1 (et son variant H5 spécifique des cellules précurseurs des érythrocytes) qui se

fixe aux segments d’ADN de liaison séparant deux nucléosomes. Ainsi, elle est a la fois
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impliquée dans la stabilisation de la structure du nucléosome mais aussi dans la formation
des niveaux supérieurs de condensation de I'ADN en rapprochant les nucléosomes entre
eux, entrainant ainsi la formation de fibres plus épaisses (30 nm) que les nucléofilaments

(11nm) précédemment décrits.

2.3 Assemblage du nucléosome

La production de protéines histones recombinantes a permis d’établir un modéle
séquentiel d’assemblage du nucléosome in vitro. La capacité des histones a s’associer entre
elles pour former des diméres, est dépendante de I'environnement ionique dans lequel elles
se trouvent. Ainsi, I'hétéro-dimérisation des histones H3 et H4 s’effectue a des forces
ioniques élevées alors que celle des histones H2A et H2B nécessite des forces ioniques plus
faibles [Banks et Gloss, 2003]. De plus, il a été montré, qu’en absence d’autres protéines ou
d’ADN, le dimére H3-H4 est présent en équilibre avec le tétramére (H3-H4), a des forces
ioniques physiologiques [Baxevanis et al., 1991]. L'utilisation d’un gradient de sel est donc
nécessaire pour étudier I'assemblage in vitro du nucléosome. Ce modele séquentiel et
réversible propose que le tétramére (H3-H4), (ou deux diméres H3-H4) est le premier a se
déposer sur 'ADN et que cette étape est suivie par I'ajout de deux diméres H2A-H2B pour

former le nucléosome (Fig 13).
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Figure 13: Modéle séquentiel d’assemblage in vitro du nucléosome. Deux diméres H3-H4 se
fixent a ’ADN pour former un tétrasome. Cette premiére étape est suivie de I'addition de deux dimeéres
H2A-H2B pour former le nucléosome. Un hexasome correspond a I'addition d’un dimére H2A-H2B sur
le tétrasome. Ce processus est réversible en utilisant un gradient de sel pour faire varier la force
ionique du tampon [Elsasser et D’Arcy, 2012].
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Plusieurs études ont confirmé ce modéle séquentiel et réversible in vitro mais sa pertinence
in vivo est remise en question [Smith et Stillman, 1991]. En effet, dans la cellule, plusieurs
étapes sont nécessaires avant la formation du nucléosome (Fig 14). Ainsi, les histones
synthétisées dans le cytoplasme devront dans un premier temps se dimériser puis étre
importées dans le noyau de la cellule. Dans un deuxiéme temps, les diméres d’histones
seront recrutés par ’ADN au niveau de sites spécifiques avant de s’associer pour former le
nucléosome. Tout au long de ces étapes, d’autres protéines sont impliquées dans ce
processus. Les protéines chaperonnes telles que Hsp70 et Hsp90 sont, en effet, nécessaires
pour la formation des diméres d’histones dans le cytoplasme [Campos et al., 2010]. De
nombreuses autres protéines chaperonnes d’histones seront indispensables a 'assemblage
du nucléosome pour prévenir des interactions non spécifiques (mises en évidence in vitro a
des forces ioniques physiologiques) entre les histones et d’autres protéines cellulaires, mais
aussi avec '’ADN et 'ARN dans le noyau [Laskey et al., 1978 ; Ellis, 2006].
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Figure 14: Prérequis pour I'assemblage in vivo du nucléosome. Les protéines chaperonnes
d’histones facilitent la formation du nucléosome et sont impliquées dans toutes les étapes de
'assemblage (I a IV) [Elsasser et D’Arcy, 2012].
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2.4 Etats de condensation de la chromatine

La chromatine est une structure dynamique qui est caractérisée par différents

niveaux de condensation permettant de compacter tout le génome d’'un organisme sous

forme de chromosome dans un compartiment restreint: le noyau de la cellule (Fig 15).
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Figure 15: Organisation de I’ADN
dans la structure de la chromatine. Le
plus petit niveau d’organisation est le
nucléosome dans lequel I'ADN est
enroulé deux fois (165 paires de bases)
autour d’'un octameére d’histones. Dans
les niveaux supérieurs d’organisation de
la structure de la chromatine, les
nucléosomes se rapprochent entre eux
aboutissant a la condensation de I’ADN.
Le chromosome correspond au niveau
de condensation de I'ADN le plus élevé
[Felsenfeld et Groudine, 2003].

On distingue deux principaux états de condensation chromatinienne qui ont un réle majeur

dans la régulation de la transcription des génes. La premiére, 'euchromatine, est constituée

d’ADN décondensé permettant ainsi, la transcription des génes en augmentant I'accessibilité

de I'ADN a divers facteurs nucléaires comme les facteurs de transcription. La seconde,

I'hétérochromatine, qui peut étre constitutive ou facultative, est constituée d’ADN condensé,

permettant la répression de génes. L’hétérochromatine constitutive concerne des séquences

non codantes comme les séquences satellites et répétées, généralement localisées au

niveau des centroméres et des téloméres des chromosomes. L’hétérochromatine facultative

concerne des régions de ’ADN dont la structure euchromatine/hétérochromatine peut varier

suivant le type cellulaire afin de réprimer temporairement I'expression de génes.
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Ces changements d’état de condensation sont essentiels au cours du cycle cellulaire. Ainsi,
lors de la mitose, la chromatine est fortement condensée pour permettre la ségrégation des
chromosomes. Par contre, dans les autres phases du cycle cellulaire, elle devient diffuse,

résultat d’'une décondensation partielle.

Nous allons maintenant aborder les différents mécanismes épigénétiques impliqués dans la
modification de I'état de condensation de la chromatine et, par conséquent, dans la

régulation de la transcription des génes.

3. Modifications de I'état de condensation de la chromatine
3.1 Les facteurs de remodelage de la chromatine

Les facteurs de remodelage sont des complexes protéiques capables de modifier la
structure et la répartition des nucléosomes au sein de la chromatine. Ces complexes, ADN
dépendants, présentent un domaine ATPase semblable a celui que I'on retrouve chez les
enzymes de type hélicase. lIs utilisent 'énergie fournie par I'hydrolyse de 'ATP pour altérer
la structure des nucléosomes en déstabilisant les interactions entre les histones et 'ADN
et/ou en modifiant la répartition des nucléosomes sur la chromatine [Kingston et Narlikar,
1999]. La modification de la position du nucléosome s’effectue soit par glissement sur un
méme brin d’ADN (action en cis), soit par transfert du nucléosome sur un autre brin (action
en frans). L’activité des complexes de remodelage entraine donc un changement dans I'état
de condensation de la chromatine et, par conséquent, dans 'activation ou la répression de
'expression de génes, notamment dans les mécanismes de réplication et de réparation de
'’ADN.

Les protéines de la famille des ATPases sont regroupées en trois superfamilles (Fig 16).
Dans la superfamille 2 on retrouve les ATPases de la famille SNF2 (Sucrose Non
Fermenting). Tous les complexes de remodelage de la chromatine ne présentent pas la
méme structure ni la méme fonction mais ont tous en commun la présence d’'une sous-unité
ATPase, dite « motrice », semblable a celle que I'on retrouve dans la famille SNF2 des
ATPases [Eisen et al., 1995]. A l'intérieur de cette famille, on distingue 4 sous familles
(SWI/SNF, ISWI, NURF/Mi-2 et INO80) composées des complexes de remodelage de la
chromatine (Fig 16).
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Figure 16: Membres des sous-familles SWI/SNF, ISWI, INO80 et CHD1 impliqués dans les
complexes de remodelage de la chromatine. Les complexes sont représentés par des rectangles,
leurs poids moléculaires ainsi que le nombre de sous-unités qui les composent sont mentionnés
[D’aprés Lusser et Kadonaga, 2003].

A. La famille SWI/SNF (mating-type switching/Sucrose Non Fermenting)

Les complexes de remodelage de la famille SWI/SNF présentent tous une sous-unité
ATPase, bien conservée avec deux domaines, DExx et HELICc, apparentés au domaine
catalytique retrouvé chez les hélicases, un domaine HSA (Helicase-SANT-associated),
impliqué dans la fixation de I'actine et un bromodomaine permettant la liaison du complexe
aux histones acétylées (Fig 17). En plus de leur sous-unité ATPases, ces complexes de
remodelage posseédent un nombre variable de sous-unités (de 8 a 15) qui sont impliquées
dans leur fixation a I'ADN ainsi qu’a d’autres protéines pour participer au processus de

remodelage.
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Figure 17: Organisation des domaines fonctionnels de la sous-unité ATPase des membres de
la sous-famille SWI/SNF. Cette sous-unité est composée d'un domaine DExx et d’'un domaine
HELICc séparés par une petite insertion. Ces domaines sont responsables de l'activité ATPasique.
Les membres de la famille SWI/SNF possédent également un domaine HSA, important dans la
fixation de I'actine, et un bromodomaine essentiel a la fixation de lysines acétylées [Tang et al., 2010].

La famille SWI/SNF a été découverte initialement chez la levure [Sudarsanam et Winston,
2000]. La purification de la protéine SWI2/SNF2p chez Saccharomyces cerevisiae a permis
de montrer qu’elle faisait partie d’'un complexe composé de 11 sous-unités polypeptidiques
avec un poids moléculaire d’environ 2 KDa chacune. Ce complexe contient une sous-unité
ATPase (SWI2/SNF2p) mais aussi, deux protéines de liaison a 'actine (Arp7p et Arp9), ainsi
que d’autres sous-unités impliquées dans la liaison avec 'ADN ou avec des protéines. Ce
complexe purifié altére in vitro la structure du nucléosome et cela de maniere ATP
dépendante [Vignali et al., 2000].

Un autre complexe, appelé RSC (Remodeling the Structure of Chromatin) a également été
identifié¢ chez la levure [Cairns et al., 1994]. Composé de 17 sous-unités, il montre de
nombreuses similarités de structure avec le complexe SWI/SNF, notamment au niveau de sa
sous-unité ATPase Sth1 qui est un homologue de SWI2/SNF2p. Néanmoins, les complexes

RSC et SWI/SNF ne régulent pas les mémes régions de la chromatine.

Chez I'homme, deux complexes homologues a ceux retrouvés chez la levure, ont été
biochimiquement et génétiquement caractérisés. Le premier, le complexe BAF (Brg1
Associated Factors), homologue au complexe SWI/SNF de la levure, contient une des deux
sous-unités ATPases hBRM (human Brahma) ou BRG1 (Brahma-related Gene 1). Le
second, le complexe PBAF (Polybromo-associated BAF), similaire au complexe RSC de la

levure ne posséde que la sous-unité ATPase BRG1 [Mohrmann et Verrijzer, 2005].

Les complexes de la famille SWI/SNF sont capables de déplacer les nucléosomes le long de
'ADN par glissement mais aussi de catalyser I'éjection ou linsertion d’un nucléosome
permettant ainsi de remodeler la structure de la chromatine et donc d’en modifier son état de
condensation [Saha et al., 2006]. Si I'on s’intéresse au mouvement par glissement du
nucléosome sur I'ADN, le modéle proposé fait intervenir plusieurs étapes. Dans une
premiére étape, le complexe SWI/SNF s’attache a un nucléosome aboutissant a la
déstabilisation des interactions entre les histones et 'ADN. La seconde, correspond a une
translocation de I'ADN, initiée par la sous-unité ATPase du complexe de remodelage

permettant la formation d’'une boucle qui va se propager autour du nucléosome (Fig 18). Ces
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deux étapes vont permettre le glissement du nucléosome sur 'ADN et ainsi générer des
sites qui seront plus accessibles a des facteurs de transcription [Lorch et al., 2006]. Le
mécanisme par lequel un nucléosome est inséré dans la chromatine ou en est éjecte, reste
encore trés peu connu. Néanmoins, il semble que les protéines chaperonnes des histones
soient essentielles aux processus et que le nucléosome éjecté ne soit pas celui directement

attaché au complexe mais plutdt un nucléosome adjacent [Dechassa et al., 2010].

b \ E i Figure 18: Mécanisme de remodelage de la
o chromatine par les complexes de la famille

g enargyol Sindingleacs, SWI/SNF. Les étapes de ce mécanisme
, incluent la fixation du complexe sur la
O~ chromatine puis la déstabilisation des contacts
] ADN-histone, la formation d’'une boucle d’ADN
qui se propage autour du nucléosome de
maniére a repositionner par glissement le
o . = nucléosome. Ce mouvement par glissement
y— peut également aboutir a [I'éjection d'un
nucléosome adjacent [Wilson et Roberts,
2011].

l DNA translocation and loop formation

D’'une maniére générale, les facteurs de remodelage de la famille SWI/SNF sont considérés
comme des activateurs de la transcription mais il a été démontré dans plusieurs études que

ces derniers peuvent également réguler négativement I'expression des génes.

B. La famille ISWI (Imitation switch)

Identifiée chez la mouche, Drosophilia melanogaster, la protéine ISWI présente de
fortes similitudes avec la protéine SWI2/SNF2p que I'on retrouve dans les complexes de
remodelage de la famille SWI/SNF. Cette protéine est caractéristique des complexes de la
famille ISWI et représente leur sous-unité ATPase. Elle présente un domaine ATPase bien
conservé qui contient les domaines DExx et HELICc. Cette sous-unité posséde également
en position C-terminale un domaine SANT (Swi3 Ada2 N-CoR TFIIIB) et un domaine SLIDE
(SANT-like ISWI) importants dans la reconnaissance du substrat en permettant 'interaction
du complexe avec 'ADN enroulé autour du nucléosome mais aussi avec la queue N-
terminale de I'histone H4 (Fig 19). Cette interaction avec I'histone H4 est critique pour
l'activité des complexes de la famille ISWI [Clapier et al., 2001]. Ces complexes possédent
un nombre plus faible de sous-unités (de 2 a 4) en comparaison avec ceux de la famille des
complexes SWI/SNF (supérieur a 9). Ces sous-unités additionnelles sont également

importantes pour favoriser une interaction spécifique avec ’ADN ou les histones.
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Figure 19: Organisation des domaines fonctionnels de la sous unité ATPase des membres de
la sous famille ISWI. Cette sous-unité est composée d’un domaine DExx et HELICc, séparés par une
petite insertion, qui sont responsables de l'activité ATPasique. Les membres de la famille ISWI
possedent également un domaine SANT et SLIDE qui sont importants pour leur fixation aux histones
[Tang et al., 2010].

Chez la drosophile, les complexes NURF (Nucleosome Remodeling Factor), CHRAC
(Chromatin Remodeling and Assembly Complex) et ACF (ATP-utilizing Chromatin
remodeling and assembly Factor) ont été caractérisés comme étant des complexes de
remodelage de la chromatine qui présentent la protéine ISWI comme sous-unité ATPase
[Tsukiyama et Wu, 1997]. Seules les sous-unités additionnelles different dans ces trois
complexes, leur conférant ainsi des activités différentes. Chez la levure, les complexes ISW1
et ISW2 présentent une sous-unité ATPase caractérisée par la présence des protéines Isw1
et Isw2 respectivement. Ces deux protéines sont des homologues de la protéine ISWI

identifiée chez la drosophile.

In vitro, il a été montré que les complexes CHRAC, ACF et ISW2 sont capables de moduler
la position du nucléosome sur 'ADN alors que les complexes NURF et ISW1 sont dépourvus
de cette activité [Langst et Becker, 2001 ; Varga-Weisz et al., 1997] Il semble donc qu’une
méme sous-unité ATPase peut catalyser différentes réactions en fonction des sous-unités

additionnelles qui vont composer le complexe dans lequel elle s’intégre.

Chez 'homme, hSNF2h et hSNF2hL sont des homologues de la protéine ISWI de la
drosophile. Ces sous-unités ATPases sont présentes dans les complexes de remodelage
hWCRF (Williams syndrome Chromatin Remodeling Factors), hCHRAC, hRSF (Remodeling
and Spacing Factor) et mNoRC (Nucleolar Remodeling Complex) [Tsukiyama et Wu, 1997].

D’'une maniére générale, les complexes de remodelage de la chromatine de la famille ISWI
sont impliqués dans de nombreux processus cellulaires comme la réplication et la réparation
de I'ADN, la régulation de la transcription des génes (activation/répression) et dans le

maintien de la structure des chromosomes.

C. La famille NURD/Mi2/CHD (Chromodomain-Helicase-DNA-binding)

Les complexes de remodelage de la famille NURD/Mi2/CHD possédent une sous-
unité ATPase, NURD/Mi2, semblable aux protéines de la famille CHD (Chromodomain

Helicase DNA-binding) de la superfamille SNF2 des ATPases. Leur sous-unité est
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caractérisée par la présence des domaines DExx et HELICc et de deux chromodomaines
(Fig 20). Généralement, les protéines contenant des chromodomaines sont associées a la
formation de I'hétérochromatine [Jones et al., 2000] et sont impliquées dans la fixation aux

histones méthylées [Eissenberg, 2012].
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Figure 20: Organisation des domaines fonctionnels de la sous unité ATPase des membres de
la sous famille CHD1. Cette sous-unité est composée d’'un domaine DExx et d’'un domaine HELICc,
séparés par une petite insertion. Les membres de la famille CHD possédent également deux
chromodomaines organisés en tandem et importants pour la fixation aux histones [Tang et al., 2010].

Ces complexes ont la particularité de posséder, en plus de leur sous-unité ATPase, des
sous-unités aux activités désacétylase et déméthylase favorisant la répression de la
transcription des génes [Zhang et al., 1999]. D’autres sous-unités permettent le ciblage du
complexe de remodelage au nucléosome et aux histones et plus précisément au niveau des
sites méthylés de '’ADN. A l'inverse des autres facteurs de remodelage, les complexes de la
famille NURD/Mi2/CHD ne se fixent pas directement au nucléosome mais via un facteur de

transcription accroché a 'ADN.

D. La famille INO80 (Inositol auxotroph 80)

Les complexes de la famille INO80 présentent une sous-unité ATPase semblable a
celle que l'on retrouve dans les complexes de la famille SWI/SNF. Néanmoins, dans ces
complexes, les domaines DExx et HELICc sont séparés par une longue insertion qui est
impliquée dans la fixation de sous-unités essentielles a leur activité ATPasique (Fig 21). Leur
sous-unité ATPase présente également un domaine HSA, impliqué dans la fixation de
l'actine.
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Figure 21: Organisation des domaines fonctionnels de la sous-unité ATPase des membres de
la sous-famille INO80. Cette sous-unité est composée d’'un domaine DExx et d’'un domaine HELICc
séparés par une grande insertion qui est essentielle a son activité ATPasique. Les membres de la
famille INO80 possédent également un domaine HSA qui est important pour leur fixation a I'actine
[Tang et al., 2010].

Ces complexes, conservés de la levure jusqu’a 'lhomme, sont impliqués dans la réplication
de 'ADN, la transcription des génes et la réparation de 'ADN en altérant I'accessibilité a

I’ADN au sein de la chromatine.
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3.2 Les variants d’histones

Apres s’étre intéressés aux facteurs de remodelage de la chromatine qui ciblent plus
particulierement le nucléosome, nous allons nous focaliser sur la modification des histones
et, dans un premier temps, sur les variants d’histones. Ce mécanisme épigénétique présente
également un réle dans la modification de I'état de condensation de la chromatine et, par

conséquent, dans la transcription des génes.

Les histones, qui sont parmi les protéines les plus conservées chez les eucaryotes,
possédent des isoformes que 'on nomme, variants d’histones. Connus depuis 1969, ces
variants présentent une structure similaire aux histones conventionnelles H2A, H2B, H3 et

H4 avec un domaine de repliement qui contient trois hélices-a séparées par deux boucles.

Les variants d’histones peuvent étre regroupés dans deux classes différentes en fonction de
leur homologie de séquence avec les histones conventionnelles [Perche et al., 2003]. Ainsi,

on distingue:

- Les variants d’histones homéomorphes, dont la séquence protéique ne differe que de
quelques acides aminés avec leurs homologues conventionnels, sans affecter leur mobilité

électrophorétique.

- Les variants hétéromorphes, qui présentent a leur extrémité une séquence protéique plus

variable affectant leur mobilité électrophorétique.

Synthétisés tout au long du cycle cellulaire, les variants d’histones sont incorporés au sein
du nucléosome par des complexes spécifiques indépendamment de la phase de réplication
de 'ADN. Le mécanisme d’assemblage de ces variants ne sera pas détaillé ici. Néanmoins,
il semble que certains complexes de remodelage de la chromatine soient impliqués dans

'assemblage des variants d’histones.

Au sein des nucléosomes, les substitutions des histones H2A et H3 par des variants
d’histones sont les plus fréquentes. A ce jour, aucun variant de I'histone H4 n’a été identifié
et seuls quelques variants sont décrits pour les histones H1 et H2B. Ces derniers seraient

impliqués dans le processus de la spermatogénese [Seyedin et Kistler, 1980].

A. Les variants de I’histone H2A

Parmi les quatre histones conventionnelles qui composent le coeur du nucléosome, 'histone
H2A est la seule dont I'extrémité C-terminale s’étend au-dela de son domaine histone fold.

Les variants de I'histone H2A présentent une séquence de leur domaine histone fold
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conservée avec l'histone H2A, mais ils ont une séquence trés variable au niveau de leur
extrémité C-terminale. Cette différence pourrait donc avoir un réle essentiel dans la
spécialisation fonctionnelle des variants de I'histone H2A. Parmi les sept variants de I'histone

H2A, nous allons nous intéresser aux trois variants majeurs: H2A.X, H2A.Z et macro H2A.

e Le variant H2A.X

Retrouvée chez tous les eucaryotes, I'histone H2A.X peut subir, au sein des cellules,
des modifications post-traductionnelles essentielles a son activité. Ainsi, il a été montré que
la forme phosphorylée du variant H2A.X (plus connue sous le nom de yH2A.X) est impliquée
dans la reconnaissance et la réparation des coupures double brins de 'ADN. En plus de
cette activité, il a été montré que le variant yH2A.X est également impliqué dans la
modification de la structure de la chromatine. En effet, chez le xénope, l'inhibition de la
phosphorylation du variant H2A.X modifie I'enchainement régulier des nucléosomes

perturbant ainsi la structure de la fibre chromatinienne [Kleinschmidr et al., 1991].

e Le variant H2A.Z

Le variant H2A.Z, exprimé tout au long du cycle cellulaire, joue un réle important dans
la viabilité de certains organismes comme Tetrahymena [Allis et al., 1980], Drosophila
[Clarkson et al., 1999] ou la souris [Faast et al., 2001]. Ce variant est impliqué dans la
ségrégation des chromosomes pendant la mitose et sa suppression par ARN interférence
(ARNi) dans des cellules humaines ou de souris entraine une déstabilisation du génome
[Rangasamy et al., 2008]. De plus, il a été montré que le variant H2A.Z présente une
fonction importante au cours du développement car sa suppression dans des embryons de
drosophile ou dans des ovocytes de xénope entraine des défauts majeurs de développement

voire des effets létaux [Ridgway et al., 2004].

La structure cristallographique d’'un nucléosome ayant incorporé le variant H2A.Z ne
présente pas de différence structurale majeure avec un nucléosome conventionnel.
Néanmoins, certains acides aminés spécifiques du variant H2A.Z sont capables de
déstabiliser la structure du nucléosome et de la fibre chromatinienne pour permettre le
recrutement de la machinerie transcriptionnelle [Suto et al., 2000]. A linverse, chez la
drosophile, il a été montré que le variant H2A.Z se retrouve enrichi au niveau de
I'hétérochromatine facultative, suggérant également un réle de celui-ci dans la répression de

la transcription des génes.
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e Le variant macroH2A

Le variant macroH2A posséde un domaine conservé avec I'histone H2A en position
N-terminale (identité de 64%) [Pehrson et al., 1992]. Néanmoins, il se distingue des autres
variants de I'histone H2A par la présence d’'un macro-domaine de 30 KDa en position C-
terminale. Les nucléosomes qui contiennent le variant macroH2A présentent de fortes
similarités de structure et des propriétés biochimiques semblables aux nucléosomes
conventionnels. Cependant, il existe des différences importantes dans la boucle L1 du
domaine histone fold du variant macroH2A qui favorisent la formation de nucléosomes
contenant a la fois un variant macroH2A et I'histone H2A conventionnelle [Chakravarthy et
Luger, 2006]. La présence de macroH2A dans le nucléosome empéche le glissement de
I'octamére d’histones par les facteurs de remodelage de la famille SWI/SNF [Angelov et al.,
2003].

Les premiéres études menées sur le variant macroH2A ont montré qu’il est localisé au
niveau de la région nucléaire occupée par le chromosome X inactif chez les femelles
mammifére. Cette localisation suggére un role de ce variant dans la répression de
I'expression des génes [Costanzi et Pehrson, 1998]. De plus, par des expériences in vitro, il
a été démontré que la présence du macro-domaine a proximité du promoteur d’'un géne
rapporteur conduit a une répression de son expression [Vourc’h et al, 2000]. /In vivo, il a été
montré que I'extrémité C-terminale de macroH2A pourrait étre impliquée dans la formation

de I'hétérochromatine en recrutant des HDAC(s) de classe | [Chakravarthy et al., 2005].

B. Les variants de I’histone H3

Chez I'homme, huit variants de l'histone H3 ont été identifiés [Kurumizaka et al.,
2012]. Seuls les roles des variants CENP-A, H3.1, H3.2 et H3.3, qui sont les plus abondants

dans les cellules mammiféres, seront détaillés dans cette partie.

e Le variant CENP-A (Centromere Protein A)

Par contraste avec les autres variants d’histones, CENP-A a évolué rapidement. Il est
ainsi trés peu conservé entre les espéces, notamment au niveau de sa région N-terminale
qui varie en taille et en séquence. Il ne partage que 50% d’identité avec I'histone H3
conventionnelle [Yoda et al, 2000]. Cependant, malgré ces différences de séquence
peptidique entre les espéces, le variant CENP-A est retrouvé essentiellement localisé au
niveau des centromeres chez tous les eucaryotes et est essentiel a leur structure ainsi qu’a

leurs fonctions [Palmer et al., 1987]. La présence de ce variant au sein des nucléosomes va
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également assurer, par le biais de recrutement de protéines spécifiques, la formation du
kinétochore qui est essentiel a la ségrégation des chromosomes pendant la mitose [Van
Hooser et al., 2001].

e Les variants H3.1 et H3.2 et H3.3

Les variants H3.1 et H3.2 présentent une séquence peptidique identique entre eux a
I'exception de la substitution d’'une cystéine par une sérine en position 96. lls sont associés a
I'hétérochromatine et sont dits strictement dépendants de la réplication et ne seront
synthétisés et incorporés a la chromatine que pendant la phase S du cycle cellulaire. A
l'inverse, le variant H3.3, qui ne difféere que de 4 et 5 acides aminés avec H3.1 et H3.2
respectivement, est associé a I'euchromatine et est incorporé aux nucléosomes tout au long
du cycle cellulaire. Le variant d’histone H3.1 est incorporé au sein du nucléosome par une
protéine chaperonne des histones CAF-1 (Chromatine Assembly Factor 1) [Kaufman et al.,
1995] alors que le variant H3.3 est incorporé via un régulateur des histones HIRA (Histone
regulator A) [Ray Gallet et al., 2002].

3.3 Les modifications post-traductionnelles des histones

Aprés nous étre intéressés a la modification des histones par l'incorporation de
variants d’histones dans le cceur du nucléosome, nous allons aborder les modifications post

traductionnelles de ces protéines.

Les histones sont caractérisées par la présence d’un domaine C-terminal globulaire qui
constitue le cceur du nucléosome. Au niveau de leur extrémité N-terminale, ces protéines
présentent une queue non structurée qui se retrouve exposée a la surface du nucléosome et
majoritairement sujette a des modifications post-traductionnelles. Ces modifications, comme
nous allons le voir, ont un réle important dans la régulation de la transcription des génes, la

réparation et la réplication de 'ADN ainsi que dans la condensation des chromosomes.

Les modifications post traductionnelles sont covalentes et de plusieurs natures. Ainsi, toutes
les histones peuvent étre modifiées simultanément en étant acétylées, méthylées,
phosphorylées, ubiquitinylées, ADP-ribosylées et/ou sumoylées sur différents résidus (Fig 22
et Tableau 1).

37



' ¢ ¢ ey 9 @

N-BSETAP... .AEKTPV.. .KSAGAAKRKAS... . KAVAASKER.. .ALKKAL.

Hl?? ?..p?p b

| )
WKBLYVEKGTLVATEK.. ..8FKLN.. . KEAKKT... .KKAKS... ...PKSPA...-C

12.2.90 2. o 0y

| | |
HZA MN-ERGKOGGKARAKAKS.., .LRKGN... ...GKVT... ...PKKTESH...C

? 9% 9 ¢ 9 9 ¢ @

HZB N-.PAKSA. .I';GE-F.KF&VTI‘.R MYKVL.. .YNKRS... .LAKHA.. .KAVTE..-G

O N oW Sap g oo
N-J?-.HTkGTﬂRI{STGGH.ﬂF‘F!HQLAThAﬂF!KSAF‘.ﬁTC-.'SVKHF'HP‘r'FlF'GTV.

YQKST. DFKTD...-C

999 9 6 9 * 9 90 o

H4 NSEGRGKGGKGLGKGEAKRHRK. ..RISGL... ... VLEVF....KRK....LKRGQ..-C

Figure 22: Les différentes modifications post-traductionnelles des histones. Toutes les histones
sont sujettes a des modifications post-traductionnelles qui s’opérent généralement au niveau de leur
extrémité N-terminale. Les principales modifications post-traductionnelles sont indiquées dans la
figure: acétylation (bleue), méthylation (rouge), phosphorylation (jaune) et ubiquitinylation (vert). Les
nombres indiqués en gris sous chaque acide aminé correspondent a leur position respective dans la
séquence [Portela et al., 2010].

Chromatin Modifications |Residues Modified |Functions Regulated

Acetylation K-ac Transcription, Repair, Replication, Condensation
Methylation (Lysines) K-melK-me2 K-me3 [Transcription, Repair
Methylation (Arginines) |R-melR-me2 R-me3 |Transcription

Phosphorylation S-ph T-ph Transcription, Repair, Condensation
Ubiquitylation K-ub Transcription, Repair

Sumolyation K-su Transcription

ADP ribosylation E-ar Transcription

Tableau 1: Les différentes modifications post-traductionnelles des histones. Les résidus
modifiés ainsi que les fonctions associées a ces modifications sont indiquées [D’aprés Kouzarides,
2007].

De plus, il existe une interdépendance, autrement dit, une communication entre ces
différentes modifications. En effet, une modification sur un site donné peut influencer la
capacité d’'un autre site a étre modifié de maniére synergique ou antagoniste. L’ensemble de
ces modifications et leurs interdépendances ont conduit a proposer un code des histones
[Jenuwein et Allis, 2001].
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Depuis une dizaine d’années, de nombreuses équipes de recherche s’attélent a étudier
l'impact de ces modifications sur la régulation de I'expression de génes. Ainsi, d’'un point vu
trés général, 'euchromatine, état de condensation de la chromatine ou la transcription des
genes est active, est caractérisée par un niveau éleve d’acétylation et de tri-méthylation des
histones sur les lysines H3K4, H3K36 et H3K79 (Fig 23). A l'inverse, I'hétérochromatine, état
de condensation de la chromatine ou la transcription des génes est inactive, est caractérisée
par un niveau faible d’acétylation des histones et un niveau élevé de meéthylation des
histones sur les lysines H3K9, H3K27 et H4K20 (Fig 23) [Li et al., 2007]. Plus récemment, il
a été démontré que I'étude des niveaux de modifications des histones permettait de prédire
I'expression d’'un géne. De cette maniére, un géne transcrit activement est caractérisé par un
niveau élevé de H3K4me3, H3K27ac, H2BK5ac et H4K20me1 au niveau de son promoteur

et d'un niveau élevé de H3K79me1 et H4K20me1 tout au long du géne [Karlic et al., 2010].
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Figure 23: Modifications post-traductionnelles des histones et position des nucléosomes dans
la régulation de la transcription. La position des nucléosomes joue un rdle important dans la
régulation de la transcription des génes. Les génes transcriptionnellement actifs possédent une région
en 5 dépourvue en nucléosome permettant d’augmenter I'accessibilité de la machinerie
transcriptionnelle a 'ADN. L’absence de nucléosome sur le site d’initiation de la transcription est
nécessaire pour activer le géne [Portela et al., 2010].

Les modifications post-traductionnelles des histones sont des mécanismes réversibles et
dynamiques. Ainsi, de nombreuses enzymes impliquées dans I'ajout ou la suppression de

ces modifications sont décrites.

Nous allons maintenant nous focaliser sur les modifications des histones les plus
fréguemment rencontrées: la méthylation, la phosphorylation, [l'ubiquitinylation et

I'acétylation.
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A. La méthylation des histones

La méthylation des histones a lieu essentiellement au niveau des résidus lysine et
arginine des extrémités N-terminales des histones H3 et H4. In vivo, les résidus lysine
peuvent étre mono-, di- ou triméthylés alors que les résidus arginine n’existent que sous la
forme mono- ou diméthylés [Zhang et Reinberg, 2001]. Généralement, la méthylation des
résidus arginine est associée a une activation de la transcription tandis que celle des résidus

lysine est associée a I'activation ou a la répression transcriptionnelle en fonction du contexte.

A Tlinverse des autres modifications post-traductionnelles telles que I'acétylation des
histones, la méthylation ne régule pas directement I'expression des génes en altérant la
charge électrostatique des résidus qu’elle cible mais aurait plutét un effet antagoniste ou
synergique sur d’autres modifications post-traductionnelles. Cette modification peut étre
également reconnue par certains effecteurs, comme les facteurs de remodelage de la

chromatine de la famille NURD/Mi2/CHD via leur chromodomaine.

Les Histones Méthyltransférase (HMT) catalysent la réaction de transfert d’'un groupement
méthyle provenant d’'une méthionine-S-adénosyl vers un groupement e—amino terminal des

résidus lysine ou arginine (Fig 24).
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Figure 24: Mécanisme d’action des histones méthyltransférase [Smith et Denu, 2009].

Les HMT peuvent étre classées en trois familles. La premiére famille regroupe les HMT(s)
qui possédent un domaine catalytique conservé, appelé SET (Suppressor of variegation,
Enhancer of zeste, Trithorax) qui sont spécifiques des lysines [Rea et al., 2000]. Dans le
génome humain, plus de 60 protéines possédent un domaine SET, néanmoins il a été
montré que ces enzymes n'ont pas toutes une activité déméthylase. Dans la deuxiéme
famille, la famille Dot1/KMT4 on regroupe les enzymes qui sont également spécifiques des

résidus lysines mais qui ne présentent pas un domaine SET [Feng et al., 2002]. Il a été
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démontré que ces enzymes, sont capables de méthyler la lysine 79 de I'histone H3 présente
dans la particule coeur du nucléosome. Enfin, on regroupe dans la famille des PRMT (Protein
arginine meéthyltransferases) les HMT(s) spécifiques des résidus arginine [Bannister et
Kouzarides, 2011]. Chez les mammiféres, neuf membres de cette famille ont été identifies
(PRMT1-9). Le tableau ci-dessous présente les principales HMT identifiées chez 'homme

ainsi que leurs substrats et leurs fonctions associées.

Family HMT Specificity Function
PRMT1 H4-R3 (non-histone proteins) Transcriptional activation (signal transduction, etc)
PRMT2 Unknown Coactivator of estrogen receptor
PRMT PRMT3 Unknown Cytoplasmic (mitose?)
PRMT4/CARM1 |H3-R2, -R17, -R26 Transcriptional coactivateur
PRMT5 H2A, H4 (non-histone proteins) |Transcriptional repressor and spliceosome formation
Suv39H1 H3-K9 Heterochromatin formation, silencing
Suv39H2 H3-K9 Heterochromatin formation, silencing
G9a H3-K9, -K27 Early embryogenesis role, transcriptional repression
ASH1 H3K4, -K9, H4-K20 Establishment of epigenetic, active transcription patterns
SET domain Setl H3-K4 Silencing
Set2 H3-K36 Silencing, transcription
Set7 H4-K20 Development, silent chromatin, Involved in aging
Set9 H3-K4 Transcriptional activation
ESC-E(z) H3-K27 Polycomb-mediated silencing
SETDB1 H3-K9 Silencing-mediated by the corepressor KAP-1
Dot Dot1 H3-K79 Silencing by precluding Sir binding to bulk chromatin

Tableau 2: Les Histones méthyltransférases. Résumé des principales HMT identifiées chez
'homme, les résidus des histones qu’elles modifient ainsi que leurs fonctions biologiques associées
[D’aprés Vaquero et al., 2003].

La méthylation des histones a longtemps été considérée comme une modification post
traductionnelle irréversible et stable [Bannister et al., 2002]. Néanmoins, en 2004, Shi et son
équipe identifie la premiere déméthylase, LSD1 (Lysine Specific Demethylase1), qui catalyse
la déméthylation de la lysine 4 de I'histone H3 en formant du formaldéhyde et en utilisant
comme cofacteur la FAD (Flavin Adenine Dinucleotide) (Fig 25) [Shi et al., 2004].
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Figure 25: Mécanisme d’action des déméthylases [Smith et Denu, 2009].
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A la suite de cette découverte, en 2006, Tsukada et al. identifient une seconde famille dont
les histones déméthylases contiennent toutes un domaine jumonji C essentiel a leur activité.
Ces enzymes, appelées JHDM(s) (Jumonji Histone Demetylases), catalysent Ia
déméthylation des lysines trimétylées des extrémités N-terminales des histones [Tsukada et
al., 2006]. Ces enzymes sont conservées de la levure jusqua 'homme et environ 30
membres ont été identifiés chez I'humain. Par ailleurs, un seul mécanisme de déméthylation
des résidus arginine est connu a ce jour. Il fait intervenir des PAD (Protein Arginine
Déaminases) qui catalysent I'hydrolyse d’'un groupement guanidium des arginines pour
former de la citrulline et de 'ammoniac [24.25]. Chez 'lhomme, 5 PAD ont été identifiées
(PAD1-4 et PADG) [Smith et Denu, 2009].

B. La phosphorylation des histones

Les histones sont phosphorylées au niveau de leurs extrémités N-terminales sur les
résidus seérine, thréonine et tyrosine. Toutes les histones présentent ces sites accepteurs qui
peuvent étre phosphorylés par des protéines kinases et déphosphorylés par des protéines
phosphatases. Bien qu'un grand nombre de ces résidus phosphorylés soit décrit,
l'identification de nouveaux sites et la caractérisation de leurs fonctions biologiques font

I'objet d’investigations intensives.

La phosphorylation des histones est associée a de nombreux processus cellulaires comme
la régulation de la transcription des génes, I'apoptose, la progression du cycle cellulaire, la
réparation de '’ADN, la condensation des chromosomes et la régulation des génes au cours

du développement.

Dans la majorité des cas, la phosphorylation des résidus sérine et thréonine est impliquée
dans la condensation de la chromatine pendant la mitose et la méiose. Par exemple, chez la
drosophile, la phosphorylation de la thréonine 119 de I'histone H2A permet de réguler la
structure et la fonction de la chromatine pendant la mitose [Aihara et al., 2004] .De plus, il a
été montré que la phosphorylation de la sérine 10 de 'histone H3 entraine une compaction
de la chromatine pendant la mitose et la méiose dans plusieurs organismes eucaryotes [Wei
et al., 1998 ; De la Barre et al., 2000]. Comme nous l'avons vu précédemment, le variant
d’histone H2AX peut étre phosphorylé sur la sérine 139 (yh2AX) lorsque 'ADN double brin
est clivé permettant ainsi de recruter sur ce résidu des protéines impliquées dans la
réparation de 'ADN [Rogakou, 1998].

La phosphorylation des histones a souvent lieu en combinaison avec d’autres modifications

post-traductionnelles et va aboutir, en fonction du contexte, a de nombreux effets
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biologiques. Les résidus d’histones, connus pour étre phosphorylés in vivo ainsi que leurs

implications dans différents processus cellulaires sont présentés dans le Tableau 3.

Histone |Residue Kinases Role
S1 ? Mitosis
S16 RSK2 EGF signaling
HIA T120 Bubl DNA repair/mitosis/meiosis
S139(H2AX) ATM, ATR, DNA-PK DNA repair
Y142 (H2AX) Mst1 Apoptosis
Y142 (H2AX) WST DNA repair
S14 Mstl Apoptosis
S14 ? Meiosis
H2B S32 RSK2 EGF signaling
S36 AMPK Transcription
Y37 WEE1 Transcription
T3 Haspin Mitosis
T6 PKCB Transcription
S10 AuroraB, RSK2, ERK1,Chk1 Transcription, chromatin condensation, UVB reponse
T11 DIk Mitosis
H3 T11 PRK1, PKM2 Transcription
T11 Chk1 DNA damage response
S28 AuroraB, ERK1/2, p38 Meiosis
528 MLTK-a, JNK1/2, MSK1 Mitosis, Transcription
Y41 JAK2 Transcription
T45 PK-Cd Apoptosis
S1 CKII DNA repair, Transcription
H4 S1 Spsl Meiosis, transcription
S47 PAK2 (H3.3-H4) deposition
H1 S/T CDK2 Mitosis, Transcription

Tableau 3: La phosphorylation des histones. Résumé des différents résidus des histones
phosphorylés in vivo chez ’homme avec les kinases responsables de ces modifications et leurs roles
biologiques associés [D’aprés Rossetto et al., 2012].

C. L’ubiquitinylation des histones

L’ubiquitinylation est une modification post-traductionnelle qui touche spécifiquement
la lysine 129 de I'histone H2A et la lysine 120 de I'histone H2B chez 'lhomme [West et
Bonner, 1980]. Cependant, il est rapporté dans la littérature que I'histone H1 [Pham et
Sauer, 2000], ainsi que le domaine C-terminal de I'histone H3 [Chen et al., 1998], peuvent
étre modifiés par ubiquitinylation. Chez les vertébrés, au sein du noyau des cellules, on
estime que 5 a 15% des histones H2A et que 1 a 2 % des histones H2B sont ubiquitinylées
[Goldknopf et al., 1975].

D’un point de vue général, l'ubiquitinylation des histones joue un réle critique dans la

régulation de la transcription et dans la réparation de I'ADN. Des expériences
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d'immunoprécipitation de la chromatine (ChIP) ont montré que les régions satellites du
génome sont enrichies en histone H2A ubiquitinylées (H2Aub) alors que les histones H2B
ubiquitinylées (H2Bub) sont retrouvées majoritairement au niveau des génes qui sont
transcrits [Zhu et al., 2011 ; Minsky et al., 2008 ]. H2Aub est fréquemment corrélée avec une
répression de la transcription alors que H2Bub est généralement associée avec une
activation de la transcription (Tableau 4). Concernant la réparation de I'ADN, il a été
démontré que la polyubiquitinylation de la lysine 63 de I'histone H2A, ou de son variant
H2A.X, était induite par des dommages au niveau de 'ADN et qu’elle était importante dans le
processus de réparation [Kolas et al., 2007 ; Doil et al., 2009]. De plus, comme pour d’autres
protéines, la polyubiquitinylation des histones entraine leur dégradation par le protéasome et
semble essentielle pendant la spermatogénése pour permettre la condensation de la
chromatine [Liu et al., 2005].

Chez 'homme, RING1A est la premiére ubiquitine ligase (E3) qui ait été identifiee comme
étant responsable de la monoubiquitinylation de I'histone H2A sur sa lysine 119 [Cao et al.,
2005]. Identifiée chez la levure, Rad6, une enzyme de conjugaison de l'ubiquitine (E2) et
Bre1, une ubiquitine ligase (E3) sont responsables de la monoubiquitinylation de I'histone
H2B [Robsyk et al., 2000 ; Wood et al., 2003]. Chez 'homme deux homologues ont été
identifiés, il s’agit de RNF20 (E2) et de RNF40 (E3) (Fig 26) [Koken et al., 1991].

Comme pour les autres modifications des histones, la monoubiquitinylation des H2A et H2B
est un mécanisme réversible. La réaction de suppression d’un groupement ubiquitine est

catalysée par des protéases spécifiques connues sous le nom de DUB (Deubiquitinating

enzymes).
Me Me P Ac Ac
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RING1A/RING1B/BMI1 Bre1/Rad6
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Figure 26: Enzymes impliquées dans l'ubiquitinylation et la désubiquitinylation des histones
H2A et H2B. Les modifications post-traductionnelles des extrémités N-terminales des histones H3 et
H4 sont également indiquées: acétylation (Ac), méthylation (Me) et phosphorylation (P) [Cao et Yan,
2012].
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Enzyme Histone specificity Enzymatic activity Role in transcription
RING1A/RING1B/BMI1 H2A E3 Repression
2A-HUB H2A E3 Repression
BRCA1/BARD1 H2A E3 Repression
UbcH5c¢ H2A E2 N/A
RNF20/40 H2B E3 Activation
RAD6A/B H2B E2 Activation
UbcH6 H2B E2 Activation
USP16 H2A DUB Activation
UsP21 H2A DUB Activation
2A-DUB H2A DUB Activation
BAP1 H2A DUB Activation
USP3 H2A DUB Activation
UsP22 H2A, H2B DUB Activation

Tableau 4: Fonction des enzymes modifiant les histones par monoubiquitinylation ou par

désubiquitinylation [Cao et Yan, 2012].

4. Acétylation/Désacétylation des histones

4.1 L’acétylation des histones

L’acétylation des histones est la modification post-traductionnelle la plus étudiée a ce

jour. Cette réaction est catalysée par des Histones Acetyl Transferase (HAT) qui transférent

un groupement acétyl a partir de I'acétyl-coA vers I'extrémité amino-terminale des résidus

lysine des histones (Fig 27) [Smith et Denu, 2009].
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Figure 27: Mécanisme d’action des enzymes acétyltransférase [Smith et Denu, 2009].
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L’acétylation des lysines entraine une neutralisation de la charge positive des histones
permettant de diminuer leur affinité avec 'ADN et d’altérer les interactions entre les
nucléosomes. Ainsi, elle entraine une modification de I'état de condensation de la
chromatine. D’un point de vue général, I'acétylation des histones est impliquée dans la
régulation de la transcription, la réplication et la réparation de 'ADN. Elle est également un

marqueur important pour la fixation des protéines qui contiennent des bromodomaines.

On distingue deux grands types d’'HAT: les HAT de type A et de type B [Bronwell et Allis,
1996]. Les HAT de type A sont localisées dans le noyau ou elles vont acétyler a la fois les
histones mais également d’autres protéines comme des facteurs de transcription ou des
protéines de structure cellulaire. Les HAT de type B sont retrouvées dans le cytoplasme de
la cellule ou elles sont responsables de I'acétylation de protéines cytosoliques, comme la
tubuline, et de celle des histones, nouvellement synthétisées avant d’étre transloquées dans
le noyau pour étre assemblées a la chromatine pendant la réplication de ’ADN [Ruiz-Carrillo,
1975].

Les HAT de type A peuvent étre regroupées en trois grandes familles en fonction de leur

homologie de séquence peptidique et de la conservation de certains de leurs domaines.

A. La famille GNAT (GCN5-related N-Acetyl Transferase)

Les HAT de la famille GNAT sont caractérisées par la présence d’'un domaine acétyl
transférase (HAT) et par celle d’'un bromodomaine a leur extrémité C-terminale. Le domaine
HAT contient une séquence Arg/GIn-X-X-Gly-X-Gly/Ala, importante dans la reconnaissance
et la fixation de I'acétyl-CoA [Dutnall et al., 1998 ; Wolf et al., 1998].

yeast GenS | Vs srrl A2 | _:l 439
Tetrahymena Gecnb [ VA IS SIS _:| 418
human GCN5 | VA ‘l 837
human PCAF | VA _] 832

HAT domain bromodomain

Figure 28: Alignement des domaines fonctionnels des protéines de la famille GNAT identifiées
chez différents organismes. Les localisations des domaines HAT et du bromodomaine sont
mentionnés. Le domaine A2 désigne une région de I'enzyme GCN5 chez la levure connue pour
interagir avec la protéine adaptatrice Ada2 [Sterner et Berger, 2000].

La premiére HAT de la famille GNAT, a avoir été clonée et caractérisée, est p55 (55-kDa
polypeptide) du protozoaire Tetrahymena thermophilia [Brownell et al., 1996]. L’analyse de

sa séquence a permis de mettre en avant que p55 est trés similaire a yGCN5, un co-
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activateur de la transcription déja identifié chez la levure Saccharomyces cerevisiae
[Georgakopoulos et Thieros, 1992]. D’autres protéines homologues a yGCN5 ont été
clonées et caractérisées chez 'lhomme [Candau et al., 1996], la drosophile [Smith et al.,
1998], la souris [Xu et al., 1998] suggérant ainsi que la fonction de ces enzymes est

conservée chez les eucaryotes.

In vitro, GCN5 acétyle les histones H3 (K14) et H4 (K8/K16) lorsqu’elles sont sous leur forme
libre [Kuo et al., 1996]. L’activité acétyltransférase de GCNS5 sur les histones du nucléosome
n'est observée que dans certaines conditions et en présence d’'une forte concentration
d’enzyme [Tse et al., 1998]. Cependant, associée a d’autres protéines, notamment dans les
complexes SAGA et ADA, il a été montré que GCN5 acétyle efficacement les histones du

nucléosome chez la levure.

Chez I'hnomme, la famille GNAT est représentée par deux protéines, GCN5 et P/CAF
(p300/CBP-Associated Factor). Ces protéines partagent 75% d’identité et 80% de similarité
entres elles [Xu et al., 1998]. In vitro, PICAF présente une activité acétyltransférase sur les
histones H3K14 et H4K8 du nucléosome [Schiltz, 1999]. En plus de son activité sur les
histones, P/CAF acétyle également d’autres protéines telles que p53 ou encore MyoD.
P/CAF et GCN5 participent a des complexes et peuvent se fixer a une autre HAT p300/CBP

pour participer a la régulation de la transcription ou contréler le cycle cellulaire.

B. La famille p300/CBP

Dans cette famille d’HAT, on retrouve deux protéines majeures, p300 et CBP qui sont
comme P/CAF, des co-activateurs de la transcription capables d’acétyler les histones du
nucléosome mais aussi d’autres protéines. Ces deux protéines, fortement homologues entre
elles présentent, comme les membres de la famille GNAT, un domaine HAT conservé ainsi
qu’un bromodomaine (Fig 29A). De plus, elles possedent trois domaines riches en cystéines
et en histidines (CH1, CH2 et CH3), un domaine KIX ainsi qu'un domaine ADA-2 trés
similaire au co-activateur transcriptionnel Ada2p de la levure. Les domaines CH1, CH3 et
KIX sont importants pour les interactions protéine-protéine alors que le bromodomaine serait
impliqué dans la reconnaissance de résidus acétylés [Mujtaba et al., 2007]. De nombreuses
protéines telles que des facteurs de transcription, des récepteurs nucléaires ou des protéines
virales peuvent se fixer a CBP et p300 pour former des complexes qui agissent comme des
co-activateurs de la transcription (Fig 29B). Ainsi, ces deux protéines sont impliquées dans la
régulation du cycle cellulaire, la différentiation, 'apoptose et la régulation de la transcription
[Chan et La Thangue, 2001].
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A o Fiqure 29: Organisation et comparaison
des protéines p300 et CBP. (A)
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A Tlinverse des autres HAT, les enzymes p300 et CBP acétylent in vitro les extrémités N-
terminales des histones H2A, H2B, H3 et H4 sans spécificité apparente. Comme pour
P/CAF, I'activité HAT de p300 et CPB est régulée par d’autres facteurs. Par exemple, il a été
montré que la fixation de la protéine virale E1A et de la protéine régulatrice Twist a p300

provoque l'inhibition de son activité HAT.

C. La famille MYST

Actuellement, chez I'homme, cing HAT(s) de la famille MYST ont été identifiées:
Tip60, MOZ, MORF, HBO1 et MOF. L’ensemble de ces membres est caractérisé par la
présence d’un domaine MYST trés conservé, responsable de l'activité acétyltransférase de
ces enzymes. Ce domaine est composé d’une région capable de fixer I'acétyl-coA et d’un
motif doigt de zinc. Certains membres de cette famille présentent, en plus du domaine
MYST, des chromodomaines qui sont impliqués dans la fixation aux histones méthylées ainsi
que des motifs PHD finger (Plant Homeo Domain) (Fig 30 A) [Utley et Cote, 2003]. On
retrouve essentiellement ces enzymes dans des complexes multiprotéiques (Fig 30B) ou
elles vont agir dans de nombreux processus cellulaires comme la régulation de la

transcription, la réplication et la réparation de I’ADN [Avvakumov et Cété, 2007].
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Figure 30: HAT(s) de la famille MYST et leurs complexes. (A) Représentation des domaines
fonctionnels des HAT(s). ChD: Chromodomaine, MYST: Domaine MYST qui présente I'activité HAT,
PHD: Plant homeodomain-linked zinc finger, Zn: Zinc finger et D/E, S/M région riche en résidus. (B)
Les différentes sous-unités des complexes protéiques formés par les HAT de la famille MYST
[Avvakumov et Coté, 2007].

La premiére HAT de la famille MYST qui a été décrite chez 'lhomme est Tip60 (HIV Tat-
interactive protein, 60kDa) [Kamine et al., 1996]. In vitro, Tip60 présente une activité
aceétyltranférase sur les histones H2A, H3 et H4 lorsqu’elles sont sous leur forme libre et
dans une moindre mesure lorsque les histones sont sous la forme d’'un octamére dans un
nucléosome. Cette protéine est la sous-unité catalytique du complexe NuA4 (Nucleosome
Acetyltransferase of histone H4) [Doyon et al., 2004]. Il a été montré que Tip60 est impliquée
dans la régulation de la transcription en fonctionnant comme un co-activateur pour de
nombreuses protéines cellulaires telles que les récepteurs nucléaires [Brady et al., 1999], la
B-catenin [Sierra et al., 2006] ou encore le facteur nucléaire NF-kB [Baek et al., 2002]. Des
expériences d’ARN interférence ont permis de mettre en évidence que Tip60 est nécessaire
pour induire I'apoptose [Berns ef al., 2004] notamment en acétylant p53 sur sa lysine 120
lorsque 'ADN est endommagé [Sykes et al., 2006]. D’autres études ont montré que Tip60
est impliquée dans rl'initiation du mécanisme de réparation de 'ADN en acétylant la protéine
kinase ATM (Ataxia Telangiectasia Mutated) [Sun et al., 2005]. L’activation de ATM va initier
une série de phosphorylations en cascade [Sancar et al., 2004] et notamment celle de p53
qui, couplée avec l'acétylation par Tip60, provoque l'arrét du cycle cellulaire ou induit

'apoptose.

HBO1 (Histone acetyltransferase Bound to ORC), une autre HAT de la famille MYST est
connue pour exister dans deux complexes multiprotéiques trés similaires. Ainsi, elle est

impliquée dans la réplication de ’'ADN en régulant positivement I'assemblage du complexe

49



de pré-réplication (pre-RC) pour permettre l'initiation de la transcription [Doyon et al., 2006].
En effet, HBO1 serait impliquée dans l'acétylation d’une sous-unité de pré-RC mais aussi
dans l'acétylation des histones du nucléosome permettant d’augmenter I'accessibilité a
'ADN [lizuka et al., 2006]. Plusieurs études ont également montré que HBO1 peut réguler la
transcription en fonctionnant comme un co-répresseur [Sharma et al., 2000] ou au contraire

un co-activateur [Georgiakaki et al., 2006] des récepteurs nucléaires aux hormones.

Pour finir, les HAT(s) MOZ (Monocytic leukaemia zinc-finger protein) et MORF (MOZ-Related
Factor) forment des complexes stables avec le suppresseur de tumeur ING5 (Inhibitor of
Growth protein 5) et d’autres protéines qui contiennent un bromodomaine et un motif PHD
finger (BRPF). Ces complexes présentent une activité acétyltransférase spécifique de
'histone H3 et peuvent fonctionner comme des co-activateurs pour des facteurs de

transcription [Doyen et al., 2006].

Comme toutes les modifications post-traductionnelles des histones que nous avons vues a
travers cette partie, 'acétylation des histones est un mécanisme réversible et dynamique.
Ainsi, nous allons maintenant nous intéresser plus particulierement aux histones
désacétylases (HDAC).

4.2 La désacétylation des histones

Dans les cellules eucaryotes, le mécanisme d’acétylation/désacétytation des
histones, mais aussi d’autres protéines, est une des modifications post-traductionnelles les
plus abondantes. A Tlinverse des HAT(s), les HDAC(s) sont capables d’enlever un
groupement acétyle des résidus lysine de leur substrat entrainant un changement dans I'état
de condensation de la chromatine. Ainsi, on considére que les HDAC(s) sont des co-

répresseurs de la transcription en favorisant un état compacté de la chromatine.

A ce jour, chez 'homme, 18 HDAC(s) ont été identifiées et regroupées en 4 classes en
fonction de leur homologie de séquence avec des protéines de la levure (Classe | a V). Plus
généralement, on peut classifier ces enzymes en deux groupes, en fonction de leur
mécanisme d’action: les HDAC(s) zinc-dépendantes (Classe |, Il et IV) et les Sirtuines qui

sont des HDAC(s) qui utilisent comme cofacteur le NAD" (Classe ).

Parmi les HDAC(s) Zn-dépendantes, on retrouve les enzymes de classe I, Il et IV qui
possédent toutes un domaine catalytique conservé entre elles, suggérant qu’elles présentent
un mécanisme d’action identique. Le domaine catalytique des HDAC(s) Zn-dépendantes est

constitué d’une poche tubulaire courbée dans laquelle on retrouve un site de coordination du
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Zinc qui participe, dans un systeme de transfert de charge, a catalyser la réaction de

désacétylation des extrémités N-terminales des résidus lysines (Fig 31).
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Figure 31: Mécanisme d’action des HDAC(s) Zn-dépendantes [Smith et Denu, 2009]

A. Les HDAC(s) de classe |

Dans la classe | des HDAC(s), on retrouve HDAC 1, 2, 3 et 8 qui sont des
homologues de RPD3, un régulateur de la transcription identifié chez la levure [Rundlett et
al., 1996]. La structure des enzymes de classe | est caractérisée par la présence d’un
domaine catalytique conservé, entouré par de petites extensions amino- et carboxy-
terminales (Fig 32). En plus de ce domaine, elles présentent des sites de phosphorylation
importants dans la régulation de leur activité catalytique ainsi que des signaux de localisation
nucléaire. HDAC1, 2 et 3 peuvent étre phosphorylées a leur extrémité C-terminale par la
kinase CK2 (Casein Kinase 2) alors que HDACS8 est phosphorylée a son extrémité N-

terminale par PKA (Protein Kinase A).

HDAC1 SR HOAC catslytic domain
HDAC2 -t —
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Figure 32: Organisation des différents domaines fonctionnels des HDAC(s) de classe |
humaines. [Barneda-Zahonero et Parra, 2012]

Les HDAC(s) de la classe |, comme toutes les HDAC(s) identifiées a ce jour, ne possédent
pas de motif de liaison a 'ADN et leur interaction avec d’autres protéines est nécessaire pour
cibler la chromatine. A I'exception d’HDACS, toutes les HDAC(s) de classe | sont présentes
dans des complexes multiprotéiques ou elles interagissent avec des facteurs de transcription
pour réprimer I'expression de genes cibles (Fig 33). HDAC1 et HDAC2 sont ainsi retrouvées

sous forme d’hétérodiméres dans la sous-unité catalytique des complexes Sin3, Mi2/NuRD
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et CoREST (Fig 33 A, 33B et 33C) alors que HDAC3 est une sous-unité du complexe N-
CoR/SMRT (Fig 33D).
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Figure 33: Composition des complexes contenant des HDAC(s) de classe I. (A) Le complexe
Sin3 contenant 6 sous-unités dont HDAC1 et HDAC2. (B) Le complexe Mi2/NuRD composé de 8
sous-unités dont HDAC1 et HDAC2. (C) Le complexe CoREST contenant 6 sous-unités dont HDAC1
et HDAC2. (D) Le complexe N-CoR/SMRT composé de 7 sous-unités dont HDAC3 [Reichert et al.,
2012].

Chez les mammiféres, les HDAC(s) de classe | sont exprimées dans tous les tissus et sont
majoritairement localisées dans le noyau des cellules ou elles ont une activité catalytique
importante sur les résidus lysine des histones. HDAC1 et HDAC2 ont des séquences trés
similaires et il semble que HDAC2 soit issue d’'une duplication de HDAC1 chez les vertébrés.
Ces deux enzymes sont impliquées dans de nombreux processus comme la prolifération, le
cycle cellulaire et I'apoptose [Segre et Chiocca, 2011]. A I'échelle de l'organisme, ces
enzymes sont impliquées dans le développement. HDAC3 joue un réle important dans le
cycle cellulaire et la réparation de 'ADN [Reichert et al., 2012]. Finalement, HDACS8 est
retrouvée a la fois dans le cytoplasme et dans le noyau de la cellule et pourrait avoir un role
dans la différenciation des muscles lisses [Waltregny et al, 2005]. Elle serait aussi
importante dans le maintien de la cohésion du centrosome [Yamauchi et al., 2011]. De plus,
il a été mis en évidence, dans le syndrome Cornelia de Lange que HDACS8 régule
'acétylation de SMC3, un composant du complexe cohésine impliqué dans la cohésion des
chromatides filles pendant la division cellulaire ainsi que dans la régulation de I'expression
des génes [Deardorff et al., 2012].

B. Les HDAC(s) de classe Il

Les HDAC(s) de la classe Il sont des homologues de la protéine Hda1 de la levure

[Bjerling et al., 2002] et sont divisées en deux sous classes (Classe lla et lIb).
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Dans la classe lla, on retrouve HDAC4, 5, 7 et 9 qui sont caractérisées par la présence d’'un
domaine catalytique a leur extrémité C-terminale et un domaine régulateur enrichi en résidus
sérine a leur extrémité N-terminale. En plus de ces deux domaines, les HDAC(s) de classe
lla possédent une séquence d’adressage au noyau ainsi qu'un domaine de fixation au
facteur de transcription MEF2 (Myocyte Enhancer Factor 2) (Fig 34) [McKinsey et al., 2000].

Les domaines catalytiques des HDAC(s) de classe lla sont trés conservés entre eux et sont
relativement proches du domaine catalytique des HDAC(s) de classe |. Néanmoins, il existe
d’'importantes différences au niveau de la poche catalytique, notamment dans la région

d’entrée du substrat et dans 'organisation du systéme de transfert de charge.
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Figure 34: Organisation des différents domaines fonctionnels des HDAC(s) de classe lla
humaines [Barneda-Zahonero et Parra, 2012].

Dans la classe llb, on regroupe HDAC6 et 10 qui sont caractérisées par un domaine

catalytique proche de Hda1 de levure mais qui est dupliqué. Cependant cette duplication est

partielle pour HDAC10 car le second domaine n'est pas entier. HDAC6 posséde a son

extrémité C-terminale un motif zinc finger et HDAC10 un domaine riche en lysine (Fig 35).
HOAC catalytc domain

HDACS - - SR laucing rich domaln [

HDAC10 - I . sarne-glulamate tetradecapeplide
zine finger protein binding domain "

Class llb

Figure 35: Organisation des différents domaines fonctionnels des HDAC(s) de classe llb
humaines [Barneda-Zahonero et Parra, 2012].

A linverse des HDAC(s) de classe | qui sont exprimées de fagon ubiquitaire dans tous les
tissus de I'organisme, les HDAC(s) de classe Il sont exprimées dans des tissus spécifiques
et sont impliquées dans la différenciation des cellules et dans le développement. Ainsi, elles
participent a la répression de I'expression de génes cibles dans les muscles squelettiques,
cardiaques et lisses, dans les os, le cerveau et ont également un rdle dans les cellules du
systeme immunitaire. De par leur extrémité N-terminale enrichie en résidus sérine, les
HDAC(s) de classe lla sont susceptibles a la phosphorylation. Cette modification post-
traductionnelle va avoir un réle critique dans la localisation cytoplasmique ou nucléaire de
ces enzymes [Parra et al., 2010]. Méme si celles-ci présentent un domaine catalytique

conservé, leur spécificité de substrat reste a établir. Cependant, il a été montré que les
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HDAC(s) de classe lla peuvent étre associées a d’autres protéines comme des HDAC(s) de
classe | dans le complexe répresseur SMRT/N-CoR [Fischle et al.,, 2002]. HDAC6 est
principalement retrouvée dans le cytoplasme ou ses cibles principales sont I'a-tubuline et la
cortactine [Hubbert et al., 2002]. HDAC10 est a la fois retrouvée dans le cytoplasme et le

noyau mais sa spécificité de substrat reste inconnue.

C. Les HDAC(s) de classe IV

A ce jour, le seul membre identifié de la classe IV est HDAC11. Cette enzyme est
caractérisée par la présence d’'un domaine catalytique qui présente des résidus conservés
avec les HDAC(s) de classe | et Il et une extrémité N-terminale trés courte (Fig 36) [Gao et
al., 2002].

CLASS IV | HOAC1TT & HOAC catalytic domain

Figure 36: Organisation des différents domaines fonctionnels des HDAC(s) de classe IV
humaines [Barneda-Zahonero et Parra, 2012].

Cette HDAC est maijoritairement exprimée dans les reins, le cerveau, les testicules, le coeur
et les muscles squelettiques. Peu d’éléments sont connus concernant son rdle biologique.
Cependant, il a été montré que HDAC11 est localisée au niveau du noyau cellulaire [Gao et
al., 2002] et qu’elle a un réle dans la régulation de I'expression de l'interleukine 10 pendant
la réponse immunitaire [Wang et al., 2011] et dans le développement des oligodendrocytes
[liu et al., 2009]. A l'inverse des HDAC(s) de classe | et I, cette enzyme n’est pas présente
dans des complexes multiprotéiques de type Sin3 ou SMRT-NCoR mais il a été montré
qu’HDAC11 co-immunoprécipite avec HDAC6 [Gao et al., 2002]. Néanmoins, a ce jour, le

réle biologique de cette interaction est encore inconnu.

Nous allons maintenant nous intéresser plus particulierement aux HDAC(s) NAD-

dépendantes, plus communément appelées les sirtuines.

5. Les HDAC(s) NAD-dépendantes — Les Sirtuines

Les sirtuines sont des HDAC(s) de classe Ill qui voient leur activité désacétylase
dépendante du NAD® (Nicotinamide Adénine Dinucléotide). En plus de cette activité
désacétylase, certaines sirtuines présentent également une activité ADP-ribosyltransférase.
Ces enzymes trés conservées, retrouvées aussi bien chez les procaryotes que chez les
eucaryotes [Frye, 2000], sont des homologues du répresseur de transcription Sir2 (Silence

information regulator 2) identifié chez la levure. Sir2 est impliquée dans la répression de la
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transcription [Shore et al., 1984], la réparation de I'ADN, la progression du cycle cellulaire, la
stabilité des chromosomes [Brachmann et al., 1995] et le vieilissement [Tissenbaum et
Guarente, 2001 ; Lin et al., 2000].

5.1 Classification des HDAC(s) de classe Il

A partir d’'une analyse phylogénétique de 60 séquences de sirtuines appartenant a
divers organismes, la famille des sirtuines a été divisée en 5 classes (Classe | a IV et classe
U). Les classes | et IV ont elles-mémes été divisées respectivement en 3 et 2 sous-groupes.
La classe U regroupe uniquement les sirtuines retrouvées chez les bactéries a Gram positif
(Fig 37) [North et Verdin, 2004]. Une dizaine d’années plus tard, cette classification a été
confirmée et étendue en analysant plus de 240 séquences de sirtuines appartenant a 77
espeéces représentatives des animaux, des plantes, des bactéries et des archées. [Greiss et
Gartner, 2009]
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Fiqure 37: Arbre phylogénétique non enraciné, dérivé de I'analyse d’un alignement des
domaines catalytiques de 60 séquences de sirtuines de différentes classes. Les classes |, Il, Il
IV et U ainsi que les sous-classes la, Ib Ic, IVa et IVb sont indiquées. Abréviations des organismes: A.
act, Actinobacillus actinomycetemcomitans; A. aeo, Aquifex aeolicus; A. ful, Archaeoglobus fulgidus;
A. per, Aeropyrum pernix; A. tha, Arabidopsis thaliana; B. per, Bordetella pertussis; B. sub,Bacillus
subtilis; C. ace, Clostridium acetabutylicum; C. alb, Candida albicans; C. dif, Clostridium difficile; C.
ele, Caenorhabditis elegans; C. jej, Campylobacter jejuni; D. mel, Drosophila melanogaster; D. rad,
Deinococcus radiodurans; E. col, Escherichia coli; E. fae, Enterococcus faecalis; H. sap, Homo
sapiens; H. pyl, Helicobacter pylori; L. maj, Leishmania major; M. avi, Mycobacterium avium; M. tub,
Mycobacterium tuberculosis; O. sat, Oryza sativa; P. aby, Pyrococcus abyssi; P. fal, Plasmodium
falciparum; P. hor, Pyrococcus horikoshii; S. aur,Staphylococcus aureus; S. coe, Streptomyces
coelicolor; S. pom, Schizosaccharomyces pombe, S. typ, Salmonella typhimurium; S.
cer,Saccharomyces cerevisiae; T. bru, Trypanosoma brucei; T. mar, Thermotoga maritima; Y.
pes, Yersinia pestis [North et Verdin, 2004].
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Ces différentes analyses phylogénétiques montrent qu’il existe un nombre variable de
sirtuines selon les organismes. Ainsi, chez l'archée S. Solfataricus, un seul homologue a
Sir2p de levure a été identifié alors que chez S. cerevisae et D. melanogaster, cinq sirtuines
sont présentes. Chez 'homme, et plus généralement chez les mammiferes, sept sirtuines
(Sirt1 a 7) ont été identifiees [Blander et Guarente, 2004].

5.2 Structure des Sirtuines

Les sirtuines ne présentent pas d’homologie de séquence avec les HDAC(s) de
classe | et Il précédemment décrites. Un alignement des séquences peptidiques de plusieurs
sirtuines appartenant a différentes espéces a permis de montrer qu’elles contiennent un
domaine catalytique d’environ 275 acides aminés conservés. De plus, les sirtuines
possedent des extrémités amino- et carboxy-terminales dont les tailles et les séquences sont

variables.

A ce jour, plusieurs structures tridimensionnelles des sirtuines de différents organismes ont
été déterminées par cristallographie (Fig 38) et ont permis de montrer que le domaine
catalytique des sirtuines est composé d’'un domaine Rossmann-fold, impliqué dans la fixation
du NAD" et d’'un domaine plus petit, permettant de lier le zinc. Ces deux domaines sont
connectés entre eux par plusieurs boucles dont une participe également a la fixation du

cofacteur. Le site catalytique est situé a l'interface de ces deux domaines.

Cofactor
Binding Loop

A. fulgidus Sir2-Af2 T. maritima Sir2Tm

E. coli CobB H. sapiens SIRT2 H. sapiens SIRTS

Figure 38: Structure tridimensionnelle des sirtuines de différents organismes. Les enzymes sont
représentées sans la fixation d’'un ligand. Le domaine Rossmann fold est indiqué en magenta, le petit
domaine de fixation du Zn, en bleu, les boucles inter-domaines, en vert, la boucle de fixation du
cofacteur, en noir, I'ion Zn, en rouge [Sanders et al., 2010].
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Le domaine Rossmann fold est composé de 6 feuillets B paralléles formant une feuille
centrale entourée par un nombre variable d’hélices a permettant le maintien de la structure.
Ce domaine présente des caractéristiques communes avec d’autres protéines capables
d’oxyder ou de réduire le NAD" ou le NADH [Min et al., 2001]. On retrouve notamment
conservé, un motif Gly-X-Gly, important dans la fixation du phosphate, ainsi que des acides

aminés chargés qui sont responsables de la fixation du groupement ribose du NAD".

Le domaine de fixation du zinc, moins conservé entre les sirtuines, est divisé en deux
modules structuraux résultant de deux insertions dans le domaine Rossmann fold. La
premiére insertion est composée de trois hélices o qui forment une poche hydrophobe. Elle
pourrait étre impliquée dans la spécificité de substrat des sirtuines puisqu’elle n’est présente
que dans les sirtuines de classe |. La seconde insertion est composée de feuillets B
antiparalléles qui contiennent deux motifs Cys-X-X-Cys séparés par 15 a 20 acides aminés
et impliqués dans la fixation du zinc [Finnin et al., 2001, Min et al., 2001]. A linverse des
HDAC(s) de classe I, Il et IV, la localisation de I'ion zinc est trop éloignée du site actif des
sirtuines pour participer a leur activité catalytique. Néanmoins, une mutation de ces
cystéines en alanines ou [l'utilisation d’'un chélateur du zinc entrainent une abolition de

I'activité enzymatique in vitro et in vivo des sirtuines [Sherman et al., 1999, Min et al., 2001].

La poche de fixation du NAD" est localisée dans le domaine Rossmann fold, a l'interface
entre ce dernier et le domaine plus petit, impliqué dans la fixation du zinc. Parmi les boucles
connectées aux deux domaines, I'une d’entre elles participe également a la fixation du NAD".
Le site de fixation du cofacteur peut étre divisé en trois régions: le site A ou se fixe le
groupement adénine ribose du NAD", le site B impliqué dans la fixation du groupement
nicotinamide ribose et le site C qui est localisé dans le fond de la poche de fixation. Les sites

B et C sont directement impliqués dans la catalyse de la réaction de désacétylation (Fig 39).

Figure 39: Site catalytique des sirtuines avec la poche de fixation du NAD". La poche de fixation
du NAD" est divisée en trois sites A, B et C qui sont indiqués en rouge. (A) En absence de substrat, le
NAD se fixe aux sites A et B et adopte une conformation non productive. (B) En présence d’'un
substrat acétylé, le NAD" se fixe aux sites A, B et C et adopte une conformation productive. La
molécule de NAD" est représentée en jaune et le substrat acétylé en bleu [Avalos et al., 2005].
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Plusieurs structures de sirtuines ont été déterminées en présence d’'un peptide contenant
une lysine acétylée comme substrat [Avalos et al., 2002]. Ces études ont permis de montrer
que le substrat se fixe a lintérieur d’'une poche hydrophobe, a linterface du domaine

Rossmann fold et du petit domaine de fixation du zinc.

5.3 Mécanisme d’action

Les sirtuines catalysent la réaction de désacétylation des lysines en utilisant comme
cofacteur le NAD" pour produire du nicotinamide et du 2’-O-acetyl-ADP-ribose (OAADPT).
Des études cinétiques ont permis de montrer que cette réaction est séquentielle avec tout

d’abord la fixation du substrat puis celle du cofacteur pour former un complexe ternaire.

La premiére étape consiste au clivage de la liaison nicotinamide-ribose du NAD" et a
l'attaque de l'oxygéne, du groupement acétyle, pour former un intermédiaire: le a-1’-O-
alkylamide et libérer le nicotinamide. Dans la littérature, le mécanisme de formation de cet
intermédiaire fait 'objet de débats. Certaines études suggérent que le clivage de la liaison
nicotinamide-ribose et 'attaque de l'oxygéne du groupement acétyle se font selon une
réaction de type Sn1 (Substitution nucléophile de type 1) en deux étapes distinctes. D’autres
équipes proposent que cette réaction soit de type Sn2 (Substitution nucléophile de type 2) et

que ces deux réactions aient lieu en une seule étape.

La seconde étape consiste en Il'activation du groupement hydroxyle, en position 2 de
lintermédiaire a-1’-O-alkylamide, par une histidine adjacente, permettant une attaque
intramoléculaire du carbone de la liaison imine, afin de former un second intermédiaire
cyclique. Cet intermédiaire va subir une attaque par une molécule d’eau qui, en présence
d'un acide, va générer deux produits finaux: le 2’-O-acetyl-ADP-ribose et la lysine

désacétylée (Fig 40).
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Figure 40: Mécanisme d’action des HDAC(s) de classe lll, les sirtuines [Smith et Denu, 2009].

Plusieurs études ont également montré que certaines sirtuines possedent une activité ADP-
ribosyltransférase. Une étude récente a proposé deux mécanismes pour cette réaction. Dans
les deux cas, la présence du cofacteur, le NAD", et du substrat, une lysine acétylée est
indispensable. Dans le premier mécanisme, la lysine acétylée et le NAD" vont réagir dans le
site actif de la sirtuine pour former l'intermédiaire a-1’-O-alkylamide. Comme nous l'avons vu
précédemment, cet intermédiaire peut réagir avec des groupements alcool suggérant que la
chaine latérale des acides aminés peut étre attaquée pour permettre le transfert d’'un
groupement ADP-ribose sur des protéines cibles [Smith et Denu, 2006]. Dans le second
mécanisme, c’est le produit final de la réaction de désacétylation, le 2’-O-acetyl-ADP-ribose,
qui pourrait réagir en absence d’activité enzymatique avec d’autres protéines pour permettre

leur ADP-ribosylation.

5.4 Localisation cellulaire et fonctions biologiques

Chez I'homme, les sirtuines sont exprimées dans tous les tissus bien qu’un niveau
plus élevé d’expression d’ARNm soit détecté dans le cerveau et les testicules pour une
majorité d’entre elles. De plus, a I'exception de Sirt2 et Sirt5, I'expression des sirtuines est
plus élevée dans le cerveau du feetus que dans celui de l'adulte, ce qui pourrait indiquer

gu’elles jouent un réle important dans le développement du systéme neuronal (Fig 41).
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Figqure 41: Profil d’expression
des sirtuines dans les organes
humains. L’expression de
chaque géne des sirtuines a été
mesurée par RT-PCR
quantitative en temps réel dans
différents organes. Pour chaque
sirtuine, le niveau d’expression
dans les différents organes est
exprimé par rapport au niveau
d’expression dans le cerveau du
7/ SIRTG foetus [Michishita et al., 2005].

Relative mRNA expression

Fetal brain,

Fetal livey
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Des expériences de transfection dans des fibroblastes humains, permettant I'expression des
sirtuines sous forme de protéines de fusion avec une étiquette GFP, ont permis de montrer
que les sirtuines possédent une localisation sub-cellulaire différente (Fig 42). Ainsi, Sirt1 est
détectée majoritairement dans le noyau des cellules mais semble exclue du nucléole et n’est
pas enrichie dans les régions qui contiennent I'hétérochromatine. Dans certains contextes,
Sirt1 peut également étre localisée dans le cytoplasme. La protéine Sirt2 est généralement
distribuée dans tout le cytoplasme des cellules mais elle peut également étre localisée au
niveau du noyau en se fixant a la chromatine pendant la phase G2/M du cycle cellulaire
[Vaquero et al., 2006]. Les protéines Sirt3, 4 et 5 ont une localisation mitochondriale,
néanmoins une étude a montré que Sirt3 peut étre transloquée dans le noyau des cellules
dans des conditions de stress cellulaires. Comme Sirt1, les protéines Sirt6 et 7 sont
retrouvées essentiellement dans le noyau mais avec des différences de localisation (Fig
42B). En effet, Sirt6 est distribuée a travers tout le noyau et, a l'inverse de Sirt1, cette
protéine est retrouvée également localisée dans les régions qui contiennent

I'hétérochromatine. Pour finir, Sirt7 est majoritairement concentrée dans le nucléole
[Michishita et al., 2005].
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Figure 42: Localisation cellulaire des sirtuines humaines. (A) Chaque sirtuine est exprimée sous
forme de protéine de fusion avec une étiquette GFP dans des fibroblastes humains. (B) Localisation
sub-nucléaire de Sirt1, 6 et 7 exprimées sous forme de protéines de fusion avec une étiquette GFP
dans des fibroblastes humains [Michisita et al., 2005].

De par leurs localisations, leurs activités et leur spécificité de substrat, les sirtuines sont des
enzymes impliquées dans de nombreux processus cellulaires, et par conséquent, dans un
grand nombre de pathologies (Fig 43). Dans la suite de cette partie, a travers quelques
exemples, nous allons aborder les différentes fonctions biologiques des sirtuines chez

’homme.
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SIRT3

SIRT1 Sirtuin class: |
Reported enzymatic activity: deacetylation
Sirtuin class: |
Reported enzymatic activity: deacetylation Substrates/targets: OTC, AceCS2, IDH2, HMG-CoA synthase
2, LCAD, GDH, SOD2, SDH

Substrates/targets: 53, H3, H4, H1, P300, PGC-1a,

NF-kB, FOXO, PPARy, PCAF, Function: Metabolic regulation, oxidative stress,

AceCS1, PGAM-1 acetate metabolism, insulin secretion, 3-oxidation

Function: Chromatin structure, cell cycle, glucose
metabolism, insulin secretion SIRT4
neuroprotection, fatty acid oxidation

Sirtuin class: I
Reported enzymatic activity: ADP-ribosylation
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— ) . | N % . demalonylation,
unction: Cell chcIeAcontroAI, olygodendroglla 0 deacetylation
proliferation, oxidative stress { Substrates/targets: CPS1
Function: Urea cycle
SIRT6 SIRT7
Sirtuin class: v Sirtuin class: v
Reported enzymatic activity: Deacetylation, Reported enzymatic activity: unknown
ADP-ribosylation Substrates/targets: RNA polymerase |
Substrates/targets: H3K9, H3K56, CtIP, PARP1, Function: RNA pol | transcription

NF-kB, Hif1a, PPARy, DNA-PK

Function: Glucose homeostasis,
telomeric function, DNA repair

Figure 43: Localisation Subcellulaire des sirtuines chez les mammiféres, leurs activités
enzymatiques, leurs substrats/cibles ainsi que leurs fonctions cellulaires. PPARy. Peroxisome
Proliferator-Activated  Receptor, PCAF:. p300/CPB Associated Factor, OTC: Ornithine
Transcarbamylase, LCAD: Long Chain Acyl-CoA Dehydrogenase, GDH: Glutamate Dehydrogenase,
SDH: Succinate Dehydrogenase, pol: polumérase, CtIP: CTBP-interacting Protein, DNA-PK: DNA-
dependent Protein Kinase [Feldman et al., 2012].

Parmi les sirtuines, Sirt1 est la plus étudiée. Elle posséde une activité désacétylase
sur les histones mais aussi sur d’autres protéines cellulaires et est impliquée dans
différentes fonctions physiologiques, notamment au niveau du foie, des muscles, du
pancréas, des testicules, des ovaires et dans le tissus adipeux. Cette enzyme, joue un rdle
dans la modification de la structure de la chromatine, le cycle cellulaire, le métabolisme du
glucose, la sécrétion d’insuline, la neuroprotection et 'oxydation des acides gras.

Dans les cellules de mammifere, Sirt1 désacétyle I'histone H3 sur ses résidus lysine 9 et 16
ce qui entraine le recrutement de I'histone H1 et la formation d’hétérochromatine [Vaquero et
al., 2004]. Certains facteurs qui contrélent la prolifération cellulaire et I'apoptose ont été
identifiés comme étant des substrats de Sirt1. Parmi ces facteurs, on retrouve le
suppresseur de tumeur p53 qui présente plusieurs sites d’acétylation. L'’hyperacétylation de
p53 va stabiliser et activer ce dernier pour déclencher I'arrét du cycle cellulaire et 'apoptose.

A linverse, la désacétylation par Sirt1 induit sa destruction en faisant intervenir le complexe

62



MDM2 (Mouse Double Minute 2). De plus, en réponse aux dommages de 'ADN ou dans des
conditions de stress cellulaire, il a été montré qu'une surexpression de Sirt1 induit une
inhibition de l'activité transcriptionnelle de p53 ainsi qu’une inhibition de I'apoptose. Par
opposition, la surexpression d’'un dominant négatif de Sirt1 potentialise ces réponses au
stress cellulaire. Par exemple, dans des thymocytes de souris KO pour le géne codant Sirt1,
il a été montré que l'acétylation de p53 était plus élevée aprés une exposition a des

radiations ionisantes.

Sirt1 affecte également l'activité des facteurs de transcription de la famille FOXO. Dans les
cellules de mammiféres, les facteurs de croissance induisent l'activation de PI3K ce qui
provoque une augmentation de l'activité de la sérine/thréonine kinase AKT et de la protéine
kinase B. Ces deux kinases sont capables de phosphoryler et d’'inactiver les protéines de la
famille FOXO en les séquestrant dans le cytoplasme des cellules. En réponse a un stress
oxydatif, Sirt1 désacétyle FOXO3a pour permettre sa translocation au noyau [Brunet et al.,
2004]. Dans le noyau, Sirt1 et FOX0O3a forment un complexe protéique et induisent I'arrét du
cycle cellulaire dans le but d’augmenter la résistance au stress oxydatif. La formation de ce
complexe va également inhiber la capacité de FOXO3a a induire I'apoptose. Dans les
hépatocytes, la désacétylation de FOXO1 par Sirt1 va favoriser sa translocation dans le
noyau dans le but d’augmenter I'expression de genes cibles impliqués dans la glycogénése

et le relargage du glucose [Frescas et al., 2005].

Dans les muscles, il a été reporté que Sirt1 joue un réle important dans la différenciation des
myocytes. Le niveau d’expression de Sirt1 et le ratio NAD*/NADH diminue au cours de la
différenciation des cellules musculaires. Fulco et al. ont ainsi démontré qu'une surexpression
de Sirt1 retardait la différenciation des muscles via la formation d’'un complexe protéique
entre I'acétyltransférase PCAF et MyoD alors que dans des cellules ou I'expression de Sirt1
est diminuée, on note une augmentation de l'activité transcriptionnelle de génes impliqués
dans la différenciation des cellules musculaires [Fulco et al., 2003]. Une autre étude a permis
de montrer que Sirt1 est impliquée dans la différenciation des cellules musculaires en
désacétylant le facteur de transcription MEF2 (Myocyte Enhancer Factor 2) ce qui entraine
son inactivation [Zhao et al., 2009].

Sirt1 est également impliquée dans le contréle de l'activit¢ métabolique au niveau du
pancréas, du foie et dans les tissus adipeux. Dans le pancréas, Sirt1 est retrouvée
principalement dans les cellules B des ilots de Langerhans ou elle régule positivement la
sécrétion d’insuline en réponse au glucose. L’augmentation de la sécrétion d’insuline est due
a une répression d'UCP2 (Uncoupling Protein 2), une protéine qui régule négativement le

relargage d’insuline [Bordone et al.,2006]. Dans le foie, Sirt1 induit la glycogénése et
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réprime la glycolyse en désacétylant PGC-1a (Peroxisome proliferators-activated receptor
Gamma Coactivator-1 a), un régulateur clé dans la biogénése des mitochondries [Rodgers et
al., 2005]. Dans les tissus adipeux, Sirt1 empéche le stockage des graisses et augmente la
lipolyse en réprimant l'activit¢ de PPARY, un régulateur clé de I'adipogénése qui contrble

I'expression de génes spécifiques dans les adipocytes [Picard et al., 2004].

Dans le cerveau, au niveau des neurones, la dégénérescence des axones est la
caractéristique morphologique majeure qui est observée a la fois dans les neuropathies et
les maladies neurodégénératives comme la maladie d’Alzheimer ou la maladie de Charcot.
Plusieurs études ont montré que Sirt1 a un role protecteur sur les axones dans le systéme
neuronal [Araki et al., 2004] et qu’elle peut atténuer la neurotoxicité des plaques amyloides

impliquées dans la maladie d’Alzheimer [Chen et al., 2005].

Chez les mammiféres, Sirt2 est majoritairement exprimée dans le cceur, le cerveau,
les testicules et les muscles squelettiques ou elle présente une activité désacétylase plus
particulierement sur I'a-tubuline et sur I'histone H4. Ainsi, Sirt2 joue un role important dans la
régulation de la fonction et la stabilité des microtubules ainsi que dans le contrdle du cycle

cellulaire [Vaquero et al., 2006].

Des expériences d’'immunolocalisation ont permis de mettre en évidence que Sirt2 est co-
localisée avec les microtubules [North et al., 2003]. Les microtubules sont formés par la
polymeérisation d’hétérodiméres d’a et de B-tubuline et sont impliqués dans la régulation de la
morphologie et de la mobilité des cellules, le transport intracellulaire et la division cellulaire.
In vitro et in vivo, il a été montré que Sirt2 désacétyle I'a-tubuline sur son résidu lysine 40 et
qu’une interférence du géne codant Sirt2 entraine une hyperacétylation de la tubuline.
Cependant, a ce jour, le rble biologique de la désacétylation de la tubuline par Sirt2 n’est pas

encore connu.

Concernant la régulation du cycle cellulaire, il a été démontré que le niveau global
d’acétylation de I'histone H4 sur son résidu lysine 16 diminue avant I'entrée en mitose des
cellules. Cette diminution coincide avec une augmentation de l'expression de Sirt2, sa
translocation dans le noyau et son association avec la chromatine [Vaquero et al., 2006]. De
plus, il a été montré qu’une surexpression de Sirt2 entraine une augmentation de la durée de
la phase M [Dryden et al., 2003]. L'’ensemble de ces constatations met en évidence un role

de Sirt2 dans le contrdle du cycle cellulaire.

Sirt3 est majoritairement exprimée dans le cerveau, le cceur, le foie, les reins, les
testicules et les muscles. Les premiéres études concernant la localisation sub-cellulaire de

Sirt3 suggére que cette enzyme réside dans les mitochondries et qu’elle présente une
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activité désacétylase sur de nombreuses protéines mitochondriales [Schwer et al., 2002 ;
Onyango et al., 2002]. Cependant, des études plus récentes ont démontré que Sirt3 est
présente dans le noyau des cellules et quelle exerce une activité désacétylase sur les
histones [Scher et al.,, 2007 ; Nakamura et al.,, 2008]. Sirt3 est impliquée chez les
mammiféres dans la régulation du métabolisme et dans celle des fonctions des
mitochondries en augmentant la respiration cellulaire et en diminuant la production

d’espéces réactives de 'oxygéne [Shi et al., 2005].

Par exemple, il a été mis en évidence que Sirt3 active 'AceCS (Acetyl-CoA Synthetase) et
que son activation entraine la formation d’acetyl-CoA qui est un intermédiaire dans le cycle
de Krebs et qui est aussi nécessaire a la synthése du cholestérol et des acides gras [Hallows
et al., 2006]. Plus récemment, il a été montré que dans des conditions de restriction
calorique, Sirt3 désacétyle et active I'acetyl-CoA déshydrogénase pour augmenter la B-

oxydation des acides gras [Hirschev et al., 2010].

Sirt4 est une autre protéine mitochondriale qui régule I'utilisation de I'énergie dans
les cellules. Contrairement aux autres sirtuines, Sirt4 ne semble pas posséder d’activité
désacétylase mais présente uniquement une activité ADP-ribosyltransférase. Cette enzyme
joue un rdle important dans la régulation de la sécrétion de I'insuline en inhibant l'activité de

la GDH (Glutamate Dehydrogenase) dans les cellules 8 du pancréas [Haigis et al., 20086].

Sirt5 est la derniére des sirtuines a avoir été caractérisée chez '’homme et est décrite
comme étant une protéine mitochondriale [Michisita et al., 2005]. In vitro, cette enzyme
présente une faible activité désacétylase et aucune activité ADP-ribosyltransférase n’a été
détectée. Cependant, des études récentes ont montré que Sirt5 posséde une activité
désuccinylase et démalonylase spécifique des résidus lysine. A ce jour, seules quelques
protéines cibles de Sirt5 ont été identifiées. Néanmoins, il a été montré in vivo chez des
souris KO pour le géne codant Sirt5 que les cellules du foie sont enrichies en protéines
succinylées et malonylées [Du et al., 2011]. En 2009, il a été montré que Sirt5 désacétyle et
active la CPS-1 (Carbamoyl Phosphate Synthetase 1), une enzyme clé dans le cycle de
lurée et impliquée dans la détoxification des cellules en transformant 'ammonium en urée
[Nakagawa et al., 2009].

Sirt6 est une protéine nucléaire qui présente une faible activité désacétylase mais qui
est dotée d’une activité ADP-ribosyltransférase robuste. De plus, Sirt6 présente in vitro, une
activité désacétylase sur les histones, uniquement lorsque celles-ci sont assemblées sous
forme d’octameére au sein d’un nucléosome [Gil et al., 2013]. Plus récemment, il a été montré
que Sirt6 est capable de catalyser la réaction de suppression de groupements

caractéristiques des longues chaines d’acide gras comme le myristoyle. Ainsi, Sirt6 favorise
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la sécrétion de TNF-a (Tumor Necrosis Factor o) en supprimant les acides gras présents sur
ces résidus K19 et K20 [Jiang et al., 2013]. De plus, Sirt6 est impliquée dans le maintien de
lintégrité du génome. En effet, il a été mis en évidence dans des fibroblastes d’embryons de
souris Sirt6” une augmentation des fréquences d’apparitions d’aberrations chromosomiques
variées [Mostoslavsky et al., 2006]. Dans ces mémes cellules, il a été montré que la délétion
de Sirt6 entraine une diminution de leur prolifération et qu’elle augmente leur sensibilité vis-
a-vis d’agents génotoxiques. La régulation de la stabilité génomique par Sirt6 est reliée a sa
fonction dans la réparation par excision de bases de 'ADN simple brin. Dans une autre
étude, les auteurs ont montré que des souris KO pour le géne Sirt6 meurent prématurément
a la suite de plusieurs processus dégénératifs incluant la perte de graisse sous-cutanée, la
diminution de la densité osseuse, I'apparition de colite et d’'une lymphopénie [Mostoslavsky
et al., 2006]. Sirt6 est impliquée également dans la régulation du métabolisme du glucose
puisque des souris Sirt6” succombent & une hypoglycémie. Dans un article récent, Zhong
etal. ont démontré que Sirt6 désacétyle I'histone H3K9 pour contrbler I'expression de
nombreux génes impliqués dans ’homéostasie du glucose [Zhong et al., 2010]. Par ailleurs,
il a été démontré que Sirt6 est capable d’interagir avec 'HAT GCN5 afin d’augmenter son
activité catalytique dans le but de diminuer la production de glucose hépatique [Dominy et
al., 2012].

Sirt7 est a ce jour, la sirtuine la moins étudiée. L’'expression de Sirt7 est enrichie
dans les tissus qui présentent un potentiel élevé de prolifération comme ceux du foie, de la
rate et des testicules. A linverse, elle est moins exprimée dans les cellules du coeur, du
cerveau et dans les muscles squelettiques. C’est une enzyme que l'on retrouve également
localisée dans le noyau des cellules ou elle est associée a l'activation des génes codant
I'ARN ribosomal (ARNTr) via son interaction avec ARN polymérase | [Ford et al., 2006]. Ainsi,
une surexpression de Sirt7 augmente la transcription d’ARNr alors qu'un effet inverse est
observé lorsque I'on diminue son expression. De plus, certains auteurs suggérent que Sirt7
est impliquée dans la biogénése des ribosomes et la synthése des protéines [Tsai et al.,
2013].

5.5 Régulation de I’activité des sirtuines
A. Les activateurs de sirtuines

Depuis 1935, il est établi qu’une restriction calorique permet d’améliorer la santé et
prolonge la durée de vie des mammiferes [McCay et al., 1935]. Les sirtuines et plus
particulierement Sirt1 semblent jouer un réle important dans ce processus [Bordone et

Guarente, 2005] puisqu’'une délétion de ces enzymes dans différents organismes abolis
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'augmentation de leur durée de vie induite par la restriction calorique [Boily et al., 2008]. Les
souris Sirt1” soumises & un régime hypocalorique présentent une activité métabolique
intense. Il a également été montré que ces souris possédent une activité mitochondriale
altérée dans le foie et qu’elles utilisent de fagon inefficace les calories qu’elles ingérent. Plus
récemment il a été démontré que le réle de Sirt1 dans la régulation de la durée de vie de
certains organismes est lié au nicotinamide (NAM), le produit de la réaction de
désacétylation des sirtuines issu du clivage de leur co-substrat, le NAD*. En effet, chez le
nématode C. elegans, le NAM et son métabolite, le 1-méthylnicotinamide (MNA) augmente
sa durée de vie, méme en absence de Sirt1 [Schmeisser et al., 2013]. Ces différents
constats suggeérent qu’une augmentation de l'activité de Sirt1 pourrait étre bénéfique pour
'organisme et ont permis la découverte et le développement de nouvelles molécules

capables d’activer les sirtuines.

Des composés naturels, comme le resvératrol [Howitz et al., 2003] ou synthétiques sont
capables d’activer Sirt1 in vitro en réduisant I'affinité de I'enzyme vis-a-vis d’un substrat
peptidique. Ces composés sont appelés des STAC(s) (Sirtuin Activating Compounds). Le
premier STAC a avoir été identifi¢ comme capable de mimer la restriction calorique en
activant les sirtuines est le resvératrol. Cette molécule, présente dans le raisin et certains de
ses dérivées comme le vin rouge, contient deux cycles phénols séparés par un pont
méthyléne (Fig 44A). Le resvératrol augmente I'activité de Sirt1 jusqu’a 8 fois [Howitz et al.,
2003] et celle de processus cellulaires Sirt1-dépendants comme la mobilisation des graisses
et l'inhibition de la transcription NF-xB dépendante. Ces processus sont identiques a ceux
induits par une restriction calorique. Ainsi, le Resvératrol permet de mimer les effets de la
restriction calorique chez la levure, C. elegans et D. melanogaster, sans affecter I'expression
des geénes codant les sirtuines [Howitz et al., 2003 ; Wood et al., 2004]. Des études in vivo,
ont montré que le resvératrol permet d’'améliorer la santé générale de souris soumises a une
forte restriction calorique. Les souris traitées présentent une réduction significative des
signes de vieillissement comme une diminution de l'albuminurie, de la formation de la
cataracte, une diminution de linflammation et de I'apoptose des cellules de I'endothélium
vasculaire. En plus de ces effets, on note chez ces souris, une augmentation de I'élasticité
de l'aorte, une meilleure coordination des membres et un maintien de la densité minérale
des os [Pearson et al., 2008]. Toutefois, le réle des STAC(s) comme activateurs directs de
Sirt1 est controversé. En effet, il a été suggéré que ces activateurs se liaient aux substrats
fluorophores utilisés dans le dosage de I'activité enzymatique de Sirt1 et qu’ils permettaient
d’augmenter ainsi I'affinité de 'enzyme pour le substrat. De plus, I'activation de Sirt1 par les

STAC(s) n’aurait pas lieu in vivo [Borra et al., 2005]. Néanmoins, cette objection a été levée
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récemment et il a été montré que les STAC(s) sont des activateurs directs de Sirt1 [Hubbard
etal., 2013]

A la suite de ces différentes études, plusieurs équipes ont cherché a identifier de nouveaux
activateurs de sirtuines, plus efficaces que le resvératrol. Parmi ces nouveaux STAC(s)
identifiées, SRT1720 est une petite molécule activatrice de Sirt1 qui présente une structure
treés différente du resvératrol (Fig 44B) et qui est 100 fois plus active que ce dernier. Cette
molécule permet d’augmenter de 750% l'activité de Sirt1 a 10 uM. Des études in vitro et in
vivo ont démontré que cet activateur augmente la désacétylation de plusieurs substrats de
Sirt1 comme p53, PGC-1a ou encore FoxO1a [Smith et al., 2009]. Comme le resvératrol, in
vivo, chez des souris soumises a une forte restriction calorique, le SRT1720 permet
d’augmenter leur durée de vie et a des effets bénéfiques sur leur santé générale. Cette
molécule permet chez ces souris traitées de réduire les stéatoses du foie, d’augmenter leur
sensibilité a linsuline, de favoriser leurs activités motrices et de normaliser les profils
d’expression de génes marqueurs de linflammation et de I'apoptose. De plus, dans des
études précliniques pour le traitement du cancer, il a été montré que ce composé induit
in vitro 'apoptose de nombreuses cellules dans le myélome et diminue significativement la

croissance de xénogreffes chez la souris [Chauhan et al., 2011].

Plus récemment, de nouvelles molécules activatrices de Sirt1, sans relation structurale avec
le resvératrol, ont été identifiées. Le composé le plus efficace est un dérivé de l'imidazo[1,2-
b]thiazole qui présente une bonne biodisponibilité orale chez la souris comparativement a
celle du resvératrol. Cet activateur a montré une activité anti-diabétique dans trois modeéles
murins utilisés dans I'étude du diabéte de type 2. Une autre molécule, appelée SRT2104 (Fig
44C) a montré in vitro des propriétés anti-inflammatoires intéressantes. Utilisée dans des
essais cliniques de phase lla chez des patients atteints de maladies métaboliques,
inflammatoires et cardiovasculaires, cette molécule s’avére non toxique et trés bien tolérée.
Dans une étude en double aveugle, SRT2104 a montré une atténuation significative de la
production d’'IL-6 et d’IL-8 induite par le LPS couplée a une activation de la coagulation
[Villalba et alcain, 2012]. Pour finir, 'équipe du Professeur Mai a synthétisé de nouveaux
dérivés de la 1-4 dihydropyridine (Fig 44D) qui ont montré une activité activatrice in vitro de
Sirt1, Sirt2 et Sirt3. Cette activation permet d’augmenter la densité mitochondriale et réduit la

sénescence dans des cellules de myoblastes de souris [Mai et al., 2009].
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Comme nous venons de le voir, les activateurs de sirtuines ont un impact bénéfique
en augmentant l'activité de Sirt1 dans différents modéles animaux. Les inhibiteurs de
sirtuines sont également activement étudiés pour le traitement de diverses pathologies. Dans
le cas des cancers, Sirt1, 2, 3, 6 et 7 jouent un réle important dans le développement des
tumeurs [Bruzzone et al., 2013]. Ainsi, il a été montré que Sirt1, 2 et 3 agissent comme des
suppresseurs de tumeurs dans des modéles génétiques murins. De plus, la surexpression
de Sirté dans des lignées cellulaires cancéreuses induit I'apoptose [Van Meter et al., 2011].
Le rble de cette enzyme comme suppresseur de tumeur a été confirmé en montrant que
l'invalidation du géne codant Sirt6 dans des fibroblastes embryonnaires de souris suffisait au
développement de tumeur. Par ailleurs, l'invalidation conditionnelle de ce géne dans un
modéle de souris présentant une tumeur colorectale entraine une augmentation significative
de la taille de la tumeur [Sebastian et al., 2012]. Toutefois, les sirtuines peuvent également
favoriser la croissance tumorale et, dans ce contexte, il semble que leur inhibition soit
préférable a leur activation. Le réle de Sirt1 dans la désacétylation et linactivation du
suppresseur de tumeurs p53 et des facteurs pro-apoptotiques FoxO a stimulé la recherche
d’inhibiteurs de cette enzyme pour le traitement de certains cancers. Il en est de méme pour
Sirt2 pour laquelle il a été montré que I'inhibition ou la régulation négative de son expression
induit des effets anti-leucémiques. Cependant, il est difficile de prévoir si la modulation de
l'activité des sirtuines permettra d’obtenir un effet bénéfique sur la croissance tumorale sans
observer d’effets secondaires. A ce jour, aucun inhibiteur de sirtuines n’est en phase

d’essais clinique pour le traitement du cancer.

En plus de leur rbéle en tant qu’agent anticancéreux, les inhibiteurs de sirtuines ont été

proposés dans le traitement de la maladie de Parkinson [Outeiro et al., 2007], la
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leishmaniose [Vergnes et al., 2005] et dans le traitement du VIH [Pagans et al., 2005]. A
linverse des activateurs de sirtuines qui ont été développés uniquement contre Sirt1, les
inhibiteurs de sirtuines, qui ont été identifiés par criblage & haut débit ou par criblage
in sillico, ciblent essentiellement Sirt1, Sirt2, Sirt3 et Sirt5. La plupart des inhibiteurs qui ont
été caractérisés a ce jour, ciblent préférentiellement Sirt1 et Sirt2 mais certains d’entre eux

présentent également une activité inhibitrice sur Sirt3 et Sirt5 avec une plus faible affinité.

Toutes les sirtuines utilisent le nicotinamide adénine dinucléotide (NAD*) comme cofacteur.
La réaction de désacétylation d’'un substrat entraine la libération de nicotinamide a partir du
NAD™ alors que I'ADP ribose va se fixer au peptide acétylé pour former un intermédiaire O-
alkylamide. Le nicotinamide (Fig 45A) s’avere étre un inhibiteur physiologique non compétitif
des sirtuines en se fixant a nouveau sur l'intermédiaire O-Alkylamide de I'enzyme pour
entrainer une diminution de son activité catalytique [Sauve et Schramm, 2003]. Le
nicotinamide inhibe Sirt1 avec une 1C5, égale a 50 uM et Sirt2 avec une 1C5, deux fois plus
élevée [Tervo et al.,, 2004]. En 2009, il a été rapporté que le nicotinamide augmente la
maturation et la ploidie des mégacaryocytes sans altérer leur structure. De plus, il a été
montré que le nicotinamide est responsable de l'inhibition de Sirt1 et permet d’augmenter

I'affinité du facteur de transcription p53 pour des génes cibles [Giammona et al., 2009].

Dans le but de fournir un nouvel outil pour mieux comprendre la fonction de Sir2 in vivo chez
la levure, I'équipe de Bedalov a identifié un nouveau composé, la splitomycine (Fig 45B).
Cette molécule permet de créer un phénotype identique a celui retrouvé lors d’'une délétion
du géne de Sir2 de S. cerevisae [Bedalov et al., 2001]. La splitomycine inhibe Sir2 avec une
ICso égale a 60 uM mais son activité inhibitrice est faible sur son homologue humain Sirt1.
Néanmoins, il a été montré que l'inhibition de Sirt1 par un dérivé de la splitomycine a un effet
antiprolifératif dans des cellules cancéreuses du sein [Neugebauer et al., 2008]. Un autre
dérivé, le HR73 (Fig 45C) inhibe in vitro Sirt1 humaine avec une ICs, inférieure a 5 yM. Ce
composé a été utilisé pour étudier le role de linhibition de Sirt1 dans la régulation de la

transcription du VIH [Pagans et al., 2005].

Découvert en 2001 par Grozinger, le sirtinol (Fig 45D) est un inhibiteur de I'activité in vitro de
Sir2 de levure et de Sirt2 humaine [Grozinger et al., 2001]. Deux analogues, le m- et le p-
sirtinol, sont respectivement de 2 a 10 fois plus efficaces que le sirtinol sur hSirt1 et hSirt2.
Le sirtinol a été étudié dans le cadre du traitement du cancer et il a été montré que dans des
cellules cancéreuses du sein et du poumon son utilisation permet in vivo de stopper la
croissance cellulaire. Dans d’autres types de cellules, le sirtinol permet d'induire une
augmentation de leur sensibilité a un traitement chimiothérapeutique tel que la

camptothécine ou le cisplatine. Le traitement au sirtinol permet également de réduire

70



linflammation dans des cellules endothéliales microvascularisées de la peau en modulant
I'expression de molécules d’adhésion et en favorisant 'adhésion des monocytes [Orecchia et
al., 2011]. Pour finir, il a été montré que ce composé induit 'apoptose chez Leishmania
infantum en inhibant significativement in vitro la prolifération des amastigotes [Vergnes et al.,
2008].

La salermide (Fig 45E) présente un groupement amide inversé et une structure semblable a
celle du sirtinol. Cette molécule est trés active in vitro sur hSirt1 et hSirt2. Trés bien tolérée
chez la souris, elle induit 'apoptose indépendamment de p53 dans des cellules cancéreuses
mais pas dans des cellules normales [Lara et al., 2009]. Cependant, lors d’une autre étude
réalisée sur des cellules de carcinome du sein et sur des fibroblastes de souris déficientes
en p53, il a été montré que ce facteur de transcription était indispensable a I'induction de

I'apoptose par la salermide [Peck et al., 2010].

Un screening a haut débit de plus de 280 000 composés a été réalisé sur Sirt1 et a permis
de mettre en évidence de potentiels inhibiteurs sélectifs. Les composés les plus actifs
présentent la particularité de posséder un motif indole. Ces composés inhibent
spécifiquement Sirt1 avec une ICsy proche de 80 nM alors qu’elle est de 19.6 uM pour Sirt2
et de 47 uM pour Sirt3. De plus, aucune activité inhibitrice n’a été observée sur les HDAC(s)

de classe | et Il [Napper et al., 2005].

De nombreuses autres molécules ont été identifiees comme des inhibiteurs potentiels de
sirtuines. Parmi eux, le MS3 (Fig 45F), un thiobarbiturates présente une forte affinité pour les

sirtuines mais avec une faible sélectivité entre Sirt1 et Sirt2 [Uciechowska et al., 2008].
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lll Epigénétique et Schistosome

La publication des génomes de S. mansoni [Berriman et al., 2009], de
S. haematobium [Young et al., 2012] et de S. japonicum [The Schistosoma japonicum
Genome Sequencing and Functional Analysis Consortium, 2009] a permis une acceélération
importante des recherches dans le domaine de la génétique chez le schistosome. La
recherche de marqueurs épigénétiques dans le génome du parasite, ainsi que la
caractérisation des enzymes responsables de ces modifications épigénétiques, revét

actuellement un intérét important pour plusieurs équipes de recherches.

Les premiéres études sur la modification de la structure de la chromatine chez S. mansoni
ont été initiées pour déterminer le role de I'épigénétique dans la différentiation méle-femelle
du parasite et, plus particulierement, sur le réle de I'hétérochromatine dans la détermination
du sexe du schistosome [Grossman et al., 1981]. Depuis, il a été démontré que la structure
de la chromatine de S. mansoni était similaire a celle de nombreux autres métazoaires. En
effet, 'analyse du génome de S. mansoni a permis d’identifier des génes codant pour les
histones H2A, H2B, H3, et H4 mais aussi un géne pour I'histone de liaison H1 [Anderson et
al., 2012]. Cependant, seule I'histone H4 a été expérimentalement confirmée comme étant
une composante de la chromatine [Souza et al., 2002]. L’histone H3 peut étre détectée chez
le schistosome a I'aide d’anticorps spécifiques [Cosseau et al., 2009]. Plusieurs isoformes de
I'histone H3 ont été identifiées, dont deux sont des orthologues des variant d’histones H3.2,
H3.3. De plus, l'analyse des séquences protéiques des histones H2A, H2B et, dans une
moindre mesure, de I'histone H1, a permis de montrer qu’elles étaient conservées entre les

espéeces [Anderson et al., 2012].

Des expériences d’immunoprécipation de la chromatine suivies d’analyses par Western Blot
ont permis de montrer que tous les sites de phosphorylation, d’acétylation et de méthylation
des histones H2A, H2B et H3 étaient présents chez S. mansoni. Ainsi, il a été démontré que
certaines des modifications des histones, associées a la formation de I'euchromatine, telles
que la méthylation de H3K4, l'acétylation de H3K9 ainsi que l'acétylation de l'extrémité
N-terminale de I'histone H4 sont également présentes chez le schistosome. Il en est de
méme pour la triméthylation de H3K9 et de H3K27, qui sont des marqueurs de
I'hétérochromatine [Cosseau et al., 2009 ; Caby et Pierce, 2009].

Parmi les mécanismes épigénétiques connus chez 'homme, la méthylation de 'ADN chez le
schistosome est actuellement celle qui fait le plus débat. En effet, chez la plupart des
eucaryotes, les cytosines constitutives de 'ADN peuvent étre méthylées en position 5’ de

leur cycle pyrimidine (5mC). Cette modification covalente et réversible de '’ADN joue un rdle
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dans la régulation de la structure de la chromatine et, par conséquent, dans la modulation de
'expression des génes. Des études initiales menées par Fantappie et son équipe ont
démontré que la méthylation de ’ADN était un mécanisme épigénétique absent chez
S. mansoni [Fantappie et al., 2001]. Néanmoins, plus tard, l'identification d’'un géne codant
pour une méthyltransférase spécifique de '’'ADN chez S. mansoni (SmDnmt2) a relancé les
recherches dans ce domaine. Récemment, il a été montré qu’il existait un faible taux de
cytosines méthylées (5mC) chez S. mansoni et qu’une extinction du géne codant SmDnmt2
par ARN interférence entrainait une diminution de la méthylation de 'ADN chez le ver adulte.
Les auteurs suggérent également que la méthylation de '’ADN aurait un réle fonctionnel dans
le développement et la ponte des vers adultes de schistosomes [Geyer et al., 2011]. De plus,
il a été constaté que S. mansoni présentait une protéine (Smp-138180) capable de se fixer
aux 5mC via son domaine MBD (Metyl Binding Domain) et qu’elle pouvait interagir avec
d’autres protéines spécifiques de la chromatine [Hendrich et Bird, 1998]. Cependant, en
2013, I'équipe de Raddatz a réalisé le séquencage complet au bisulfite du génome de
S. mansoni et aucune cytosine méthylée dans 'ADN n’a été détectées [Raddatz et al., 2013].
Ces ftravaux récents démontrent formellement que la méthylation de I'ADN est un

meécanisme épigénétique absent chez le schistosome.

Depuis plusieurs années, au laboratoire, notre équipe s’intéresse aux enzymes
impliquées dans les modifications post-traductionnelles des histones et plus particulierement
aux HDAC(s). En effet, 'émergence d’un réle potentiel de ces enzymes en tant que cibles
thérapeutiques dans le traitement des cancers [Bolden et al., 2006] et dans un certain
nombre de parasitoses [Ouaissi et Ouaissi, 2006] a motivé nos recherches pour mettre en
évidence de nouvelles cibles thérapeutiques chez S. mansoni en se focalisant sur les
enzymes impliquées dans les modifications des histones [Pierce et al., 2011, Annexe 1].
Ainsi, les premiers travaux ont permis de mettre en évidence chez S. mansoni, 3 orthologues
d’HDAC(s) de classe | de mammiféres: SmHDAC1, 3 et 8 [Oger et al., 2008]. De plus, le
traitement de parasites en culture avec des inhibiteurs d’HDAC(s) de classe | humaines tels
que la ftrichostatine A (TSA), l'acide valproique (VPA) ou [lacide hydroxamique
subéroylanilide (SAHA) a permis de montrer que ces enzymes était impliquées dans la
survie parasitaire. En effet, le traitement de schistosomules in vitro par ces inhibiteurs induit
la mort des parasites de maniére dose-dépendante. Par ailleurs, la mise en place
d’expériences de TUNEL a permis de montrer que I'utilisation de la TSA permettait d’'induire
'apoptose des cellules du parasite. D’'un point de vue moléculaire, notre équipe a montré
que la TSA et la VPA provoquent chez le parasite une hyperacétylation de I'histone H4
corrélée a une augmentation de I'expression de certains génes cibles des HDAC(s) comme

Caspase 3 et Caspase 7 qui sont impliqués dans la mise en place de I'apoptose [Dubois et
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al., 2009]. Ces résultats préliminaires, qui concernent les HDAC(s) de classe |, nous ont
encouragés a étendre notre étude et a caractériser un grand nombre d’enzymes

responsables de la modification des histones chez S. mansoni.

Ainsi, dans le cadre d’'un projet financé par la Commission Européenne (Projet
SEtTReND: Schistosome Epigenetics: Targets, Regulation, New Drugs), I'analyse in sillico
du génome de S. mansoni a permis de mettre en évidence tous les génes du schistosome
codant pour des enzymes modifiant les histones et plus particulierement ceux codant pour
des histones méthyltransférase, déméthylase, acétyltransférase et déacétylase [Pierce et al.,
2012, Annexe 2]. Ainsi, cette analyse a permis de montrer que l'on retrouve chez le
schistosome pas moins de 9 HAT(s) dont 2 sont des représentants de la famille CBP/p300, 4
de la famille MYST, 2 de la famille GNAT et 1 de la famille TAFIl 250. Concernant les
enzymes qui présentent une activité déacétylase, cette analyse a montré que 3 HDAC(s) de
classe |, 3 HDAC(s) de classe Il ainsi que 5 HDAC(s) de classe Il (Sirtuines) sont présentes
chez S. mansoni. Parmi les HMT(s) identifiées chez S. mansoni, 18 appartiennent a la
famille des protéines qui présentent un domaine SET, 5 sont de la famille PRMT et une
seule enzyme appartient a la famille DOT1/DOT1L. Pour finir, cette analyse in sillico a
permis d’identifier 11 histones déméthylases dont 3 sont similaires a 'enzyme LSD1 et 8
sont des protéines qui contiennent un « jumonji C-domain » (JmjC) caractéristique de

certaines histones déméthylases.

Au cours du projet SEtTReND, nous avons également déterminé la structure
cristallographique de SmHDACS8. De plus, la comparaison du domaine catalytique de
SmHDACS avec celui de 'enzyme HDAC8 humaine, nous a permis de mettre en évidence
des différences structurales au niveau du site catalytique des deux enzymes qui ont été
exploitées afin d’identifier des inhibiteurs sélectifs de SmHDAC8 [Marek et al., 2013,

Annexe 3].
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OBJECTIF DE L’ETUDE

La recherche de nouvelles cibles thérapeutiques et le développement de nouveaux
médicaments pour traiter la schistosomiase sont devenus indispensables a long terme pour
pallier les différents inconvénients liés a I'utilisation du PZQ. Ainsi, dans le but d’identifier de
nouvelles cibles thérapeutiques et de développer de nouveaux précurseurs de médicaments,
notre équipe, ainsi que 9 partenaires en Europe et au Brésil, ont proposé d’étudier les
enzymes modifiant les histones comme cibles thérapeutiques potentielles. L’objectif de ce
projet a été dans un premier temps de caractériser plus particulierement les enzymes
impliquées dans l'acétylation/désacétylation et la méthylation/déméthylation des histones
chez S. mansoni. Par la suite, certaines de ces cibles ont été exprimées sous forme de
protéines recombinantes pour déterminer la structure de leur domaine catalytique dans le but
de concevoir des inhibiteurs spécifiques de ces enzymes. Chez le parasite, la mise en place
d’expériences d’ARN interférence ainsi que [utilisation d’inhibiteurs génériques de ces
enzymes sur des parasites en culture nous a permis de valider ces cibles potentielles et de
générer des profils d’expression des génes spécifiques de ces enzymes. Pour finir, des
études in silico et in vitro ont permis d’identifier de nouveaux inhibiteurs qui ont été optimisés

chimiquement dans le but d’augmenter leur affinité vis-a-vis des enzymes du parasite.

Le projet de recherche mené au cours de ma thése est étroitement lié au projet
SEtTReND. En effet, dans un premier temps, le premier objectif de cette étude a été de
caractériser 'ensemble des sirtuines (HDAC(s) de classe lll) présentes chez S. mansoni. Par
la suite, le traitement de parasites in vitro ainsi que la mise en place d’expériences d’ARN
interférence ont eu pour but de valider une ou plusieurs sirtuines comme cibles
thérapeutiques potentielles. En paralléle, nous avons eu pour objectif d’exprimer ces cibles
candidates sous forme de protéines recombinantes dans des systémes hétérologues afin de
déterminer leur structure cristallographique. Dans un second temps, nous avons cherché a
identifier de nouveaux précurseurs de médicaments spécifiques des enzymes du parasite.
Pour ce faire, deux stratégies ont été mises en place. D’une part, a partir des protéines
recombinantes purifiées et enzymatiquement actives, nous avions pour objectif d’identifier
par un screening a haut débit de nouvelles molécules inhibitrices des sirtuines de
S. mansoni. La seconde stratégie mise en place a été d’identifier virtuellement par criblage
in silico, a partir de la modélisation du site catalytique, des inhibiteurs qui présentent une
affinité significative pour les sirtuines du parasite. Les inhibiteurs identifiés comme candidats
potentiels ont ensuite été testés in vitro chez le parasite afin de déterminer leur toxicité. La
mise en place de dosages enzymatiques des sirtuines nous a également permis de

déterminer les 1Csy de ces inhibiteurs sur les enzymes recombinantes. L'ensemble de ces
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analyses nous a permis de sélectionner des composés qui seront ensuite optimisés

chimiquement afin d’augmenter leurs affinités vis-a-vis des sirtuines de S. mansoni.

L’ensemble des résultats qui a été obtenus au cours de cette étude nous a permis
d’identifier et de valider une ou plusieurs sirtuines comme cibles thérapeutiques potentielles.
De plus, l'identification et la bio-optimisation de composés inhibiteurs de ces enzymes ont
pour objectif d’obtenir de nouveaux candidats précurseurs de médicaments. Pour finir, cette
étude a également eu pour objectif de mieux comprendre la fonction biologique des sirtuines

dans la survie et la reproduction du parasite.
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RESULTATS

Partie 1: Caractérisation des sirtuines de Schistosoma mansoni:
Cibles thérapeutiques potentielles.

Comme nous venons de le voir au cours de cette introduction, le développement de
nouvelles drogues pour traiter la schistosomiase est devenu nécessaire afin de pallier les
inconvénients liés a l'utilisation massive du PZQ. Dans le but d’identifier de nouveaux
médicaments, la recherche de nouvelles cibles thérapeutiques s’avére indispensable. Dans
la littérature, plusieurs études ont démontré que les HDAC(s) sont des cibles thérapeutiques
potentielles dans le traitement des cancers [Bolden et al., 2006] mais eégalement dans celui
de certaines parasitoses [Ouaissi et Ouaissi, 2006]. Ainsi, dans le cadre du projet
SEtTReND, notre équipe s’est focalisée sur les enzymes impliquées dans la modification de
la structure de la chromatine et plus précisément sur celles qui jouent un rdle dans le

mécanisme d’acétylation et de désacétylation des histones chez le schistosome.

Dans le but d’étendre notre étude a d'autres classes d’enzymes impliquées dans la
modification des histones chez S. mansoni, je me suis intéressé plus particulierement au
cours de ma thése aux HDAC(s) de classe lll: les sirtuines. Les premiers résultats obtenus
au cours de mon projet de recherche concernent la caractérisation moléculaire de ces

enzymes ainsi que I'étude de leur rdle potentiel en tant que cible thérapeutique.

Une analyse in silico du génome de S. mansoni a permis de mettre en évidence 5
orthologues potentiels des sirtuines présentes chez les mammiferes: Sirt1 (Smp_138640),
Sirt2 (Smp_084140), Sirt5 (Smp_055090), Sirt6 (Smp_134630) et Sirt7 (Smp_024670)
[Communication personnelle de Laila Nahum]. Dans un premier temps, la mise en place
d’expériences de RACE PCR nous a permis de vérifier les séquences prédites et de détecter
d’éventuelles isoformes dues a un mécanisme d’épissage alternatif. Les résultats obtenus
nous ont permis de confirmer I'existence de chaque géne prédit et de corriger un certain
nombre d’erreurs d’assemblage présentes dans la banque de donnée génomique du
schistosome. Dans un second temps, nous avons réalisé une analyse phylogénétique des
séquences proteiques correspondantes aux 5 séquences codantes des sirtuines que nous
avons identifiées. L’alignement des domaines catalytiques de ces enzymes avec des
homologues présents dans d’autres espéces nous a permis de montrer que les résidus
essentiels a la fixation du cofacteur, le NAD", ainsi que ceux impliqués dans la fixation du
substrat et du zinc sont globalement conservés chez le parasite, ce qui laisse supposer que
ces enzymes présentent des fonctions conservées chez S. mansoni. A partir de cet

alignement, I'élaboration d’'un phylogramme montre que toutes les sirtuines identifiées chez
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S. mansoni se retrouvent, avec leurs orthologues présents dans d’autres espéces,
regroupées dans 4 classes (I a IV). Ces différentes classes ont été définies dans une étude
phylogénétique des sirtuines chez les eucaryotes [Frye, 2000]. Par la suite, des expériences
de PCR quantitative en temps réel ont montré que des transcrits de tous les génes des
sirtuines de S. mansoni étaient présents a tous les stades de développement du parasite

mais avec des profils d’expressions différents.

Afin d’étudier le rble potentiel des sirtuines en tant que cibles thérapeutiques dans le
traitement de la schistosomiase, des parasites maintenus en culture au laboratoire ont été
traités avec des inhibiteurs génériques des sirtuines humaines. Notre étude s’est portée sur
les deux stades parasitaires que I'on retrouve présents chez 'homme, le schistosomule et le
ver adulte. Ainsi, nous avons pu montrer que le traitement de schistosomules in vitro par des
inhibiteurs de sirtuines tels que la salermide, le sirtinol, le MS3, le MS13, le HR103 ainsi que
le CS13 permettait d’'induire la mort des parasites en fonction de la durée du traitement mais
aussi avec des efficacités limitées pour certains. Par ailleurs, la mise en place de la
techniqgue de TUNEL, aprés traitement des schistosomules, nous a permis d’étudier la
capacité des inhibiteurs de sirtuines a induire I'apoptose. Les résultats obtenus montrent que
la salermide, le sirtinol et le MS3 induisent, aprés 48H de traitement, la fragmentation de
'ADN dans les cellules du parasite, suggérant l'induction de I'apoptose. Dans le but de
déterminer l'effet des inhibiteurs génériques de sirtuines humaines sur les vers adultes
maintenus en culture, nous avons décidé d’étudier la stabilité de I'accouplement des vers
ainsi que le nombre d’'ceufs produits au cours du traitement. Ainsi, nous avons pu montrer
que tous les inhibiteurs génériques de sirtuines humaines testés, affectent la stabilité de
I'accouplement des vers adultes de maniére dose-dépendante et permettent de diminuer la
production des ceufs par la femelle schistosome aprés 6 jours de traitement. Pour compléter
ces résultats, nous avons analysé par microscopie confocale a balayage laser, 'effet de la
salermide a 10 et 20 yM sur la morphologie de l'ovaire et des testicules de vers adultes
traités pendant 6 jours. Ces observations, ont permis de montrer que la salermide a 10 uM
induit une diminution drastique du nombre de cellules germinales dans les testicules du ver
adulte. Chez la femelle, nous avons observé une désorganisation de l'ovaire avec une
augmentation significative du nombre d’ovocytes matures comparativement au témoin non
traité. Chez le male comme chez la femelle, ces effets sont amplifiés lorsque les vers adultes

sont traités avec une concentration plus importante en salermide.

Pour finir, nous avons pu montrer par des expériences d’ARN interférence qu’une extinction
du géne codant pour la protéine Sirt1 permettait chez la femelle d’'observer un phénotype au

niveau de l'ovaire. De plus, celui-ci est identique a celui obtenu aprés le traitement des vers
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par la salermide. Néanmoins, l'interférence de ce géne chez le male ne présente aucun effet

significatif sur la morphologie des testicules.

Dans cet article, intitulé Schistosoma mansoni Sirtuins: Characterization and Potential
as Chemotherapeutic Targets, nous avons caractérisé I'ensemble des sirtuines de S.
mansoni et étudier leurs réles en tant que cibles thérapeutiques. L'ensemble des résultats
obtenus suggeére que les sirtuines de S. mansoni sont des cibles thérapeutiques potentielles

pour le développement de nouvelles drogues anti-schistosome.

L’ensemble des expériences a été réalisé au laboratoire avec I'aide des équipes du
Pr ManFred Jung et du Dr Franz Bracher qui ont fourni les composés CS13, MS3, MS13 et

HR103 utilisés au cours de cette étude.
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Partie 2: Etude du réle potentiel de SmSirt2 comme cible
thérapeutique dans le traitement de la schistosomiase et
développement d’inhibiteurs

| Introduction

Dans cette seconde partie, nous allons, dans un premier temps, nous intéresser aux
résultats non publiés concernant I'étude du réle potentiel de SmSirt2 comme cible
thérapeutique anti-schistosome, puis dans un second temps nous focaliser sur les résultats
relatifs au développement d’inhibiteurs de cette enzyme. Chez les mammiféres, Sirt2 est une
enzyme désacétylase NAD" dépendante de la famille des HDAC(s) de classe Ill. Elle est
majoritairement localisée au niveau du cytoplasme des cellules ou elle désacétyle, par
exemple, l'a-tubuline [North et al.,, 2003]. Cependant, il a été montré que Sirt2 peut
également se retrouver dans le noyau des cellules ou elle est impliquée dans la
désacétylation des histones [Vaquero et al., 2006]. Plusieurs études ont montré que Sirt2 est

impliquée dans de nombreux processus cellulaires.

Sirt2 joue un réle essentiel dans le fonctionnement du cerveau. En effet, il a été montré
qu’elle est essentielle a la myélinisation de par son action sur la protéine Par-3 [Beirowski et
al., 2011]. De plus, dans des modéles cellulaires et animaux de la maladie de Parkinson,

Sirt2 est impliquée dans la dégénérescence des neurones [Outeiro et al., 2007].

Elle est également impliquée dans le mécanisme d’inflammation en désacétylant la
sous-unité p65 du régulateur de transcription NF-xB. En effet, dans des fibroblastes de
souris Sirt2”, I'hyperacétylation de p65 s’accompagne d’une augmentation de I'expression
des genes NF-kB dépendants, induite par le TNF [Rothgiesser et al., 2010]. Le récepteur
RIP-1 (Receptor- Interacting Protein 1) est un autre substrat de Sirt2. Ce dernier est
également impliqué dans les voies de signalisations de I'inflammation et sa désacétylation

stabilise le complexe RIP-1-RIP-3 pour induire la mort cellulaire [Narayan et al., 2012].

Trés récemment, le role de Sirt2 a également été étudié dans linfection bactérienne a
Listeria monocytogenes. Les auteurs rapportent que, durant linfection, les bactéries
induisent la translocation de Sirt2 vers le noyau des cellules ou elle désacétyle 'histone
H3K9 afin de réprimer I'expression de génes de leur hote. L’induction de cette modification
épigénétique est due au facteur de virulence InIB, une protéine présente a la surface de la

bactérie qui est nécessaire a son entrée dans les cellules de I'h6te. Une délétion de Sirt2,
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dans des souris Sirt2™ ou linvalidation de I'expression de Sirt2 dans des cellules par I'’ARNi,
induit une réduction significative de I'infection par Listeria monocytogenes [Eskandarian et
al., 2013].

Lors de notre étude, nous avons étudié le rble potentiel de SmSirt2 comme cible
thérapeutique dans le traitement de la schistosomiase. De plus, nous avons identifié des
inhibiteurs sélectifs de cette enzyme qui pourront étre optimisés pour devenir des
précurseurs de médicaments. Pour ce faire, deux stratégies ont été mises en place. La
premiére repose sur une analyse in silico a partir de la modélisation de la structure de
SmSirt2. Cette stratégie nous a permis de générer des modéles d’interaction entre I'enzyme
et des inhibiteurs de sirtuines humaines déja identifiés. L’analyse de ces modéles a permis
de mettre en évidence des différences structurales au niveau du site catalytique de SmSirt2,
par rapport a 'enzyme humaine, suggérant qu’il serait possible de concevoir des inhibiteurs
sélectifs de I'enzyme du parasite. La deuxiéme stratégie consiste a mettre en place un
criblage a haut débit dans lequel plus de 80 000 composés ont été testés sur I'enzyme
recombinante afin d’établir des courbes dose-réponse au moyen d’un dosage fluorimétrique.
Cette stratégie nous a permis de sélectionner des séries de composés de natures chimiques
différentes qui pourront étre optimisés dans le but d’augmenter leur affinité pour 'enzyme du
parasite. Afin d’évaluer la toxicité des composés les plus prometteurs, nous avons étudié
leurs effets in vitro sur des parasites maintenus en culture. Ainsi, nous avons étudié I'effet de
ces inhibiteurs sur la viabilité des schistosomules ainsi que sur la stabilité de I'accouplement
des vers adultes et la production des ceufs au cours du traitement. Pour finir, nous avons
envisagé d’invalider I'expression du géne codant pour SmSirt2 par la mise en place
d’expériences d’ARNi afin de confirmer le réle potentiel de SmSirt2 comme cible

thérapeutique.

Au cours de ce travail, de nombreuses collaborations ont été mises en place. Au
laboratoire, nous avons réalisé I'étude de la toxicité des inhibiteurs de SmSirt2 sur des
schistosomules et des vers adultes en culture. Nous avons également mis en place les
exprériences d’ARNi du transcrit codant SmSirt2 et effectué, a partir de la protéine
recombinante, 'immunisation de souris afin d’obtenir des anticorps dirigés contre SmSirt2.
Dans le cadre de deux stages réalisés dans les équipes du Dr Christophe Romier et du Pr
Manfred Jung, jai participé a l'optimisation de I'expression de la protéine SmSirt2
recombinante et étudier son activité enzymatique afin d’établir des courbes d’inhibition dose-
réponse de différents inhibiteurs de sirtuine humaines. Pour finir, la modélisation de la
structure de SmSirt2 a été réalisée par le Dr Wolfgang Sippl et le criblage a haut débit a été

effectué par le Dr Johan Schultz.
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Il Matériels et Méthodes

Clonage, expression et purification de SmSirt2 recombinante

La séquence compléte de SmSirt2 a été amplifiée par PCR en utilisant les oligonucléotides
SmSirt2FLF/SmSirt2FLR (Tableau 1). Le produit de PCR a été cloné entre les sites Ndel et
BamHI d’'un vecteur pnEA-tH qui code pour une étiquette poly-histidines en position N-
terminale suivie d’un site de clivage par la thrombine. La version tronquée de SmSirt2
(SmSIirt2N1C1: acides aminés 21 a 322) a été amplifiée en utilisant les amorces
SmSIirt2N1F/SmSirt2C1R et insérée de la méme maniéere que la version entiére dans un

vecteur pnEA-tH.

L’expression des protéines recombinantes a été effectuée dans des bactéries E. coli
BL21(DE3) contenant le vecteur pRARE dans du milieu LB (Luria Broth). L’expression de la
protéine est induite a 25°C en ajoutant une concentration finale de 0.5 mM d’Isopropyl-1-
Thio-B-D-Galactopyranoside (IPTG, Euromedex) et en présence de 100 uM de ZnCl,. Puis,
les bactéries sont centrifugées et reprises dans un tampon de lyse (400 mM NaCl, 10 mM
Tris-HCI pH 8) pour étre fragmentées par sonication. Le lysat est ensuite clarifié par
centrifugation (17000 rpm, JA-25.50 Beckman) pendant 1 heure puis déposé sur une
colonne d’affinité contenant une résine de Nickel (Clontech) pré-équilibrée avec le tampon
de lyse. La protéine recombinante SmSirt2, qui présente une étiquette poly-histidines, est
éluée de la résine par un traitement a la thrombine avant d’étre déposée sur une colonne de
filtration sur gel HiLoad 16/60 Superdex 200 (Amersham Bioscience) préalablement
équilibrée avec un tampon contenant 400 mM NaCl, 10 mM Tris-HCI pH 8 et 2 mM DTT.
Pour finir, la protéine recombinante est concentrée a l'aide d’'un filtre moléculaire (Amicon

Ultra centrifugal filter units, Millipore) pour obtenir une concentration finale de 2 mg/mL.

Production d’anticorps et détection de SmSirt2 par Western Blot

Un anticorps polyclonal dirigé contre SmSirt2 a été obtenu par injection sous-cutanée d’'une
émulsion contenant 50 ug de SmSirt2 et un volume équivalent d’adjuvant d’Alun (Al(OH)5)
dans 5 souris BALB/c. 21 jours et 35 jours aprés la premiére injection, on réalise une
nouvelle injection avec la méme émulsion. 45 jours post-injection, les souris sont sacrifiées
et le sérum est collecté. Les extraits totaux des protéines des différents stades de
développement de S. mansoni ont été obtenus aprés broyage des parasites dans un tampon
de lyse (Tris-HCI 20 mM pH 7.4, NaCl 50 mM, EDTA 5 mM, Triton X100 1%). La

82



concentration des protéines a ensuite été déterminée en utilisant le kit Pierce® BCA Protein
Assay selon les instructions du fabricant. Pour chaque stade, 50 pg de protéines totales ont
été analysées par Western Blot en utilisant des anticorps anti-SmSirt2 (dilution 1:1000) et un
anticorps secondaire dirigé contre les IgG de souris couplé a la peroxydase (dilution

1:50000). Le sérum pré-immun (dilution au 1:1000) a été utilisé comme contrdle négatif.

Dosage de [l'activité enzymatique de SmSirt2 et détermination de I'lCs

d’inhibiteurs génériques de sirtuines humaines

La mesure de l'activité enzymatique de SmSirt2 est réalisée au moyen d'un dosage
fluorimétrique en plaque 96 puits [Heltweg et al., 2003]. Ce dosage utilise un substrat non-
peptidique, le Z-MAL ((S)-[5-Acetylamino-1-(4-methyl-2-oxo-2H-chromen-7-ylcarbamoyl)-
pentyl]-carbamic acid benzyl ester) (Fig 1). L'enzyme et le substrat sont dilués dans un
tampon nécessaire a I'activité enzymatique (25 mM Tris-HCI pH 8, 137 mM NaCl, 2,7 mM
KCI, 1 mM MgCl,). Une solution de NAD" est préparée a une concentration de 3,98 mg/mL.
Brievement, 5 ul d’une solution de Z-MAL a 12.6 mM sont mélangés avec 1, 5, 10 et 20 pl
d’enzyme SmSirt2 et 5 pl de solution de NAD". Le volume est ajusté a 60 pl dans tous les
puits et la plaque est incubée a 37°C pendant 4 heures. Pour finir, la réaction est stoppée en
ajoutant 60 pl d’une solution composée de 10 pl de Trypsine (6 mg/mL), 4 ul de nicotinamide
(120 mM) et 46 pl de tampon trypsine dans chaque puits. La mesure de la fluorescence est
réalisée avec un lecteur de plaque BMG Polastar qui utilise une longueur d’onde d’excitation

de 390 nm et une longueur d’'onde d’émission égale a 460 nm.

S T 5 i S

Z-MAL

Figure 1: Désacétylation du substrat non peptidique, Z-MAL, par SmSirt2 dans le dosage
fluorimétrique [d’aprés Heltweg et al., 2003]

Pour la détermination des ICsy des inhibiteurs de sirtuines génériques, les composés sont
repris dans du DMSO (Dimethulsulfoxide) pour obtenir une solution stock a 10mM. Les
solutions d’inhibiteurs sont ensuite diluées successivement pour obtenir 8 solutions filles. Les
concentrations finales en inhibiteur utilisées dans le dosage varient de 1 nM a 500 pM. Le

dosage est réalisé en incubant 5 pl de substrat (12.6 mM) avec 14 ul d’enzyme (1.9 mg/mL),
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5 ul de NAD" (3,98 mg/mL), 1 ul d’inhibiteur et 35 ul de tampon. La plaque est incubée a

37°C pendant 4 heures et la réaction est arrétée comme décrit précédemment.

Criblage a haut débit sur SmSirt2 recombinante

Le criblage a haut débit a été réalisé sur 'enzyme recombinante SmSirt2 et plus de 80 000
composés appartenant a la société Kancera AB ont été testés. La mesure de l'activité
enzymatique est basée sur le méme dosage fluorimétrique décrit précédemment.
Cependant, les conditions du dosage et les quantités de réactifs utilisées ont été optimisées
afin de minimiser les volumes de substrat et d'enzyme. Le dosage est réalisé dans des
plagues 384 puits et les volumes de réactifs sont distribués par un robot EDC Biosystems
acoustic dispenser, ATS-100AV. Ce dosage utilise un substrat non peptidique, le Z-MAL
((S)-[5-Acetylamino-1-(4-methyl-2-oxo-2H-chromen-7-ylcarbamoyl)-pentyl]-carbamic acid
benzyl ester). Un tampon nécessaire a I'activité enzymatique (25 mM Tris-HCI pH 8, 137 mM
NaCl, 2,7 mM KCI, 1 mM MgCl, 0.5 mM DTT, 0,017% Triton X-100) est utilisé pour diluer
I'enzyme, le substrat ainsi qu'une solution de NAD" a 6 mM, préparée extemporanément.
Dans un premier temps, tous les composés ont été testés a 10 uM afin de sélectionner
uniquement ceux qui présentent une activité inhibitrice sur SmSirt2. Dans chaque puits, 20
nL de composés (10 uM final) sont incubés pendant 30 minutes avec 5 uL d’enzyme (0.005
mg/mL finale) a température ambiante. Ensuite, 5 pl d’'une solution contenant le substrat Z-
MAL (50 uM finale) et le cofacteur, le NAD* (500 uM finale) sont ajoutés pour démarrer la
réaction. La plaque est incubée 1 heure a 37°C et la réaction est arrétée par I'ajout de 10 yL
d’une solution (50 mM Tris pH 8, 100 mM NaCl) contenant du Nicotinamide (8 mM finale) et
de la trypsine (1 mg/mL finale). Enfin, la plaque est incubée pendant 30 minutes a 37°C
avant de mesurer la fluorescence a I'aide d’un lecteur Envision (PerkinElmer) a une longueur

d’onde d’excitation de 380 nm et une longueur d’'onde d’émission égale a 485 nm.

A la suite de ce criblage préliminaire, les composés présentant une activité inhibitrice sur
SmSirt2 ont été sélectionnés afin de déterminer leur IC5, a l'aide de courbes dose-réponse.
Les solutions stocks des différents composés (10 mM) ont été diluées successivement a
I'aide d’'un robot JANUS Liquid Handling Workstation afin d’obtenir 11 solutions filles dont les
concentrations varient de 1 nM a 100 uM. Dans chaque puits, 0,1 yL de composés sont
incubés pendant 30 minutes avec 5 pL d’enzyme (0.005 mg/mL finale) a température

ambiante. Ensuite, le dosage est effectué comme décrit précédemment.
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Etude de la cytotoxicité des inhibiteurs de SmSirt2 sur des lignées cellulaires

humaines

A la suite de ce criblage, la toxicité des composés les plus prometteurs a été étudiée sur des
lignées cellulaires cancéreuses du foie HepG2, des os U-2 OS, du pancréas PACA2, du
cerveau SK-N.BE/ SK-N.AS ainsi que sur une lignée normale de fibroblastes a l'aide du kit
CellTiter-Blue® Cell Viability Assay (Promega) selon les recommandations du fournisseur.
La mesure de la toxicité des composés sur les différentes lignées cellulaires est effectuée au
moyen d’'une méthode fluorimétrique afin d’estimer le nombre de cellules viables présentes
dans des plaques multi-puits. Cette méthode repose sur l'utilisation d’'un indicateur coloré, la
rézasurine, afin de mesurer 'activité métabolique des cellules. Ainsi, les cellules vivantes ont
la capacité de métaboliser la rézasurine en rézorufine, un composé hautement fluorescent
(Fig 2). A l'inverse, les cellules mortes ne présentent pas d’activité métabolique capable de
réduire la rézasurine pour géneérer un signal fluorescent. Pour ce faire, 25 pyL d'une
suspension cellulaire sont mis en contact dans des plaques 384 puits avec des inhibiteurs de
SmSirt2 a 20 uM pendant 48 heures a 37°C. Ensuite, 5 gL de rézasurine sont ajoutés dans
chaque puits et la plaque est incubée a 37°C pendant 2 a 4 heures. Pour finir, la
fluorescence est mesurée a 'aide d’un lecteur Envision (PerkinElmer) a une longueur d’onde
d’excitation de 560 nm et une longueur d’onde d’émission égale a 590 nm.

Figure 2: Réduction de la Résazurine en

Viable Cell Résorufine par lactivité métabolique des
cellules viables.

Reduction
Reactions

Resazurin Resorufin
Emits fluorescence at 590nm

38BIMC

Matériels biologiques

Une souche Portoricaine de S. mansoni est maintenue au laboratoire en utilisant comme
héte intermédiaire des mollusques Biomphalaria glabrata et comme hbéte définitif des

hamsters dorés Mesocricetus auratus. Les vers adultes sont obtenus par perfusion portale
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des hamsters 6 semaines aprés linfestation [Smithers et Terry, 1965]. Les ceufs sont
obtenus a partir des foies de hamsters infectés et sont placés sous une source lumineuse
pour provoquer leur éclosion afin d’obtenir des miracidiums. Les miracidiums sont maintenus
en culture pendant 48 heures dans une solution de CBSS (Chernin’s Balanced Salt Solution)
supplémentée avec une concentration en glucose et en tréhalose de 1mg/mL afin d’effectuer
leur transformation in vitro en sporocystes primaires [Yoshino et Laurens, 1995]. Les
cercaires sont libérées des mollusques infectés et sédimentées dans la glace comme décrit
précédemment [Bertin et al., 2006]. Les schistosomules sont obtenus in vitro par

transformation mécanique [Ramalho-Pinto et al., 1974].

Toxicité des inhibiteurs de SmSirt2 sur des schistosomules et des vers adultes

de S. mansoni maintenus en culture

L’effet des inhibiteurs de SmSirt2 sur la viabilité des schistosomules de S. mansoni a été
étudié selon le protocole précédemment décrit [Dubois et al., 2009]. Brievement, 2000
schistosomules sont incubés a 37°C sous atmosphére humide contenant 5% de CO,
pendant 5 jours dans 2 mL de milieu M199 complet (10% SVF, 10 mM Hepes pH 7.4, 60
Mg/mL rifampicine, 15 pg gentamycine et 50U pénicilline/streptomycine) avec des
concentrations différentes d’inhibiteurs (10 et 20 yM) dissous dans du DMSO. Le milieu est
changé quotidiennement et la mortalité des parasites est estimée sous microscope chaque
jour en tenant compte de 3 critéres: 'absence de mobilité, I'apparition de dommages au
niveau du tégument ainsi que I'apparence granuleuse des parasites. Un minimum de 300
larves est observé pour chacune des conditions et le ratio du nombre de larves mortes sur le
nombre de larves totales est calculé. Les expériences sont réalisées en duplicat pour chaque

condition a partir de 3 réplicats biologiques indépendants.

Pour mesurer l'effet des inhibiteurs de SmSirt2 sur la stabilité de I'accouplement de vers
adultes maintenus en culture, les parasites obtenus aprés perfusion des hamsters infectés,
sont lavés dans du milieu M199. 10 couples sont incubés dans 2 mL de milieu M199 complet
pendant 6 jours a 37°C sous atmosphére humide contenant 5% de CO,. [Vanderstraete et
al., 2013, Annexe 4]. Deux concentrations d’inhibiteur (10 et 20 uM) sont testées. Le nombre
de vers appariés est déterminé tous les jours par microscopie. Dans chaque puits, le milieu
contenant les ceufs est quotidiennement centrifugé et le nombre total d’ceufs pondus au
cours du traitement est déterminé par observation sous microscopie. Les expériences sont

réalisées en duplicat pour chaque condition a partir de 3 réplicats biologiques indépendants.

ARN interférence
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Un fragment d’environ 600 paires de bases de la séquence codante de SmSirt2 a été
amplifié par PCR en utilisant les amorces SmSirt2RNAIF/SmSirt2RNAIR (Tableau 1). Le
produit de PCR a ensuite été ré-amplifié avec les amorces SmSirt2RNAIT7F/SmSirt2RNAIR
et SmSirt2RNAIF/SmSirt2RNAIT7R (Tableau 1) afin d’introduire la séquence d’un promoteur
T7 sur les brins sens et anti-sens du fragment. Les ARN double brins ont été synthétisés et
purifies a 'aide du MEGAscript® RNAI Kit (Ambion®) suivant les instructions du fabricant. En
paralléle, un contrble ciblant la luciférase a été préparé de la méme maniére. Les ARN
double brins (25 ug) sont mis en contact avec 8 couples de vers dans des cuvettes de 0.4
cm de largeur et incorporés par électroporation en délivrant un pulse unique de 125 Volts
pendant 20 millisecondes. Les vers ont ensuite été transférés dans 4 mL de milieu M199
complet pendant 5 jours. Le dernier jour d’'incubation, les vers interférés sont récupérés. La
moitié des vers est fixée dans un tampon AFA (95% éthanol, 3% formaldéhyde, 2% acide
acétique) pour réaliser I'analyse morphologique par microscopie confocale a balayage laser,
tandis que l'autre moitié sera utilisée pour déterminer le taux de transcrits de SmSirt2 par

PCR quantitative en temps réel.

Analyse phénotypique par microscopie confocale a balayage laser

Apreés fixation des vers adultes dans un tampon AFA, les parasites sont colorés pendant 30
minutes dans une solution de rouge carmin hydrochlorique a 2.5% final (Certistain®, Merck).
Les vers sont ensuite décolorés dans une solution d’acide chlorhydrique contenant 70%
d’éthanol avant d’étre déshydratés pendant 5 minutes dans des solutions d’éthanol (70%,
90% puis 100%). Pour finir, les parasites sont placés entre lame et lamelle dans un liquide
de montage Canada Balsam (Merck). L’observation des lames est réalisée a l'aide d’'un

microscope confocal a balayage laser Leica TCS SP2 (Laser He/Ne 488nm, filtre 470nm).

Extraction d’ARNm et PCR quantitative en temps réel

Les ARNm des vers adultes interférés ont été extraits a 'aide du TRIzol® reagent (Invitrogen)
suivant les instructions du fabricant. Les ARNm ont ensuite été purifiés a l'aide d’'un
traitement a la DNAse (Turbo DNA-free Kit, Ambion). L'ADN complémentaire a été obtenu
par rétro-transcription en utilisant le kit Thermoscript™ RT-PCR System (Invitrogen) avant
d’étre utilisé comme matrice pour une amplification utilisant le SYBR® Green PCR Mix et un
systeme de détection ABI PRISM 7300 (Applied Biosystems). Les amorces SmSirt2qPCRF
et SmSirt2qPCRR (Tableau 1) ont été utilisées pour 'amplification de SmSirt2 dans 3

expériences indépendantes. Le transcrit de I'a-tubuline a été utilisé comme standard interne.
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Les résultats sont présentés sous forme de graphiques et le ratio d’expression a été calculé
en utilisant la méthode du 2! [Pfaffl, 2001].

Modélisation et Analyse structurale de SmSirt2

Dans le but d’étudier les interactions entre SmSirt2, son substrat, son cofacteur et des
inhibiteurs potentiels, nous avons généré un modéle structural de 'enzyme. La séquence de
SmSirt2 (code UniProtKB: G4VRA) a été obtenue dans la base de données UniProt
[http://www.uniprot.org/]. Cette séquence a été utilisée pour rechercher des séquences
homologues chez d’autres organismes par BLAST [http://blast.ncbi.nim.nih.gov/]. La
structure cristallographique de Sirt2 humaine (Code PDB: 1J8F.pdb, résolution 1.7 A) utilisée
a été obtenue a partir de la banque de données Protein Data Bank (PDB)
[http://www.rcsb.org/pdb/]. Par homologie, cing modéles de SmSirt2 ont été obtenus en
utilisant MODELLER 9v8 [Sali et Blundell, 1993]. Le modele final de SmSirt2 a été choisi en
tenant compte des similarités de conformation entre SmSirt2 et Sirt2 humaine. Ce modéle a
ensuite été optimisé en diminuant I'énergie du champs de force a l'aide du programme
AMBER99 force field [Case et al.,, 2005]. La qualité de la stéréochimie du modéle a été
étudiée en utilisant le programme PROCHECK [Laskowski et al., 1993].

Oligonucluéotides

Oligonucléotides  |Utilisation Sequences (5'—3')
SmSirt2FLF 5' transcrit Full length | GGATATCCATATGTCTTTCGACTTTTITGGGG
SmSirt2FLR 3' transcrit Full length | CGCGGATCCTCATTGCCCATTAGTTTTGTC

SmSirt2RNAIF dsARN Forward CAGGTTACTTCATGACAAAGGC

SmSirt2RNAIR dsARN Reverse GCCCATTAGTTITTGTCTTGGG

SmSirt2RNAIT7F  |T7 dsARN Forward |TAATACGACTCACTATAGGGAGCAGGTTACTTCATGACAAAGGC
SmSirt2RNAIT7R  [T7 dsARN Reverse |TAATACGACTCACTATAGGGAGGCCCATTAGTTITTGTCTTGGG
SmSirt2qPCRF gPCR Forward ATTACTTCCGACGCGATCCC

SmSirt2gPCRR gPCR Reverse AACGTAGGCTTTGCTTCTGGTC

Tableau 1: Liste des oligonucléotides utilisés

Il Résultats

Optimisation de I'’expression de SmSirt2 recombinante
Pour caractériser le réle de SmSirt2, nous avons, dans un premier temps, étudié son activité
enzymatique. Pour ce faire, nous avons optimisé I'expression de la protéine SmSirt2 dans

des bactéries E. coli afin d’élaborer un protocole robuste pour mettre en place sa production
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et sa purification a grande échelle. Ce protocole a été utilisé pour I'expression et la

purification de la protéine entiére ainsi que pour sa version tronquée (SmSirt2 N1C1) (Fig 3)

kgza = e Figure 3: Analyse de la qualit¢ de la purification de
57 | . SmSirt2-N1C1 recombinantes par SDS-PAGE coloré
36 SmSirt2 au bleu de Coomasie.
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Détection de SmSirt2 a tous les stades de développement de S. mansoni

Aprés avoir mis en évidence la présence du transcrit de SmSirt2 a tous les stades
parasitaires de S. mansoni [Lancelot et al., 2013] (Partie | des résultats), nous avons
envisagé de mettre en évidence la présence de la protéine SmSirt2 dans les stades
miracidium, sporocyste, cercaire, schistosomule et adulte. Ainsi, I'anticorps polyclonal,
obtenu aprés immunisation de souris avec la protéine recombinante SmSirt2, nous a permis
de montrer par Western Blot que la protéine SmSirt2 est présente dans tous les stades de

développement du parasite (Fig 4).

Fiqure 4: Western Blot contre la protéine native
SmSirt2 dans les stades miracidium, sporocyste,

° cercaire, schistosomule et adulte de S. mansoni. La
Lo @ & & détection est réalisée en utilisant un anticorps

& < & e © e A . o
& & f 2° - primaire polyclonal dirigé contre SmSirt2 (dilution
3 %QO Q“ & \rb\) 1:1000) et un anticorps secondaire dirigé contre les

IgG de souris couplé a la peroxydase (dilution
1:50000) sur 50 pg d’extrait de protéines totales.

Mesure de I’activité enzymatique de SmSirt2 recombinante et inhibition

La mesure de l'activité désacétylase de SmSirt2 recombinante ainsi que celle de sa version
tronquée est basée sur lutilisation d’'un dosage fluorimétrique mis au point dans le
laboratoire du Pr. Manfred Jung [Heltweg et al., 2003]. Les résultats obtenus montrent que la
protéine SmSirt2 recombinante présente une activité désacétylase vis-a-vis du substrat non

peptidique qui est utilisé dans ce dosage. Cependant, pour une méme concentration en
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enzyme et dans des conditions de dosage identiques, SmSirt2 présente une activité
catalytique plus faible que son homologue humain HsSirt2. Néanmoins, I'étude de I'activité
enzymatique de SmSirt2 recombinante est donc possible dans ces conditions de dosage

mais nécessite I'utilisation d’'une quantité importante d’enzyme.

Dans le but de compléter notre analyse sur I'activité enzymatique de SmSirt2, nous avons
envisagé d’étudier son inhibition par des inhibiteurs génériques des sirtuines humaines.
Ainsi, nous avons déterminé les ICs, de plusieurs inhibiteurs de sirtuines sur I'enzyme
recombinante SmSirt2 en utilisant le dosage fluorimétrique précédemment décrit. Les
inhibiteurs utilisés (Fig 5) sont pour la plupart des dérivés de thiobarbiturate (MS3, MS13,
MC3438, MC3422 et MC3443). L’inhibition de [lactivité désacétylase de SmSirt2 a
également été étudiée en utilisant le nicotinamide et la sanguinarine. La détermination des
valeurs des ICsq nous a permis de montrer que tous les inhibiteurs génériques des sirtuines
humaines étaient également capables d’inhiber I'activité catalytique de SmSirt2. Cependant,
certains composés comme le MS3, le MC3422 et la sanguinarine présentent une activité
inhibitrice plus importante que les autres composés testés, avec une valeur d’ICsg inférieure
a 10 uM (Fig 5A).

A) N o

MS31C50=2.076 + 0.703 uM MC3438 IC50=36.16 + 8.085 uM Nicotinamide IC50=63.07 + 9.89 M

B [}
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5 MC3422 IC50=6.662 + 0.82 M o )
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MS13 IC50=29.91 + 4.815 uM MC3443 IC50=16.99 + 4.036 uM Sanguinarine IC50=1.772 + 0.359 uM

B) MS3 MS13 MC3422

Inhibitioni{%)
Inhibition(%)
Inhibition(%)

conc. [uM] conc. [uM] conc. [uM]

Figure 5: Détermination des ICs, de différents inhibiteurs génériques de sirtuines humaines sur
lenzyme recombinante SmSirt2. (A) Structure et valeurs des IC5y de dérivés thiobarbiturate (MS3,
MS13, MC3438, MC3422 et MC3443), du nicotinamide et de la sanguinarine. (B) Représentation
graphique des courbes d’inhibition de SmSirt2 par des dérivés thiobarbiturate obtenus par dosage
fluorimétrique.
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Identification d’inhibiteurs de SmSirt2 par criblage a haut débit

Dans le but d’'identifier des inhibiteurs de SmSirt2, nous avons mis au point et réalisé un
criblage a haut débit et testé environ 80 000 composés sur I'enzyme recombinante. Le
premier criblage réalisé a permis de mettre en évidence une liste de 875 composés qui
présentent une activité inhibitrice sur SmSirt2 a une concentration de 10 uM. Pour 848
composeés, nous avons etudié leur affinité pour SmSirt2 en établissant des courbes dose-
réponse a l'aide d’'un dosage fluorimétrique. Les résultats obtenus ont permis de confirmer
une activité inhibitrice dose-dépendante pour 764 composés. La détermination des ICs, de
ces inhibiteurs ont permis de montrer que 9 composés présentent une ICs, inférieure a
0,1 uM, 111 possédent une ICsq inférieure a 1 uM et 646 composés ont une ICs, inférieure a
10 uM. Afin de diminuer ce nombre et d’éviter certains artefacts liés au dosage, les
composés susceptibles d'interférer avec la mesure de la fluorescence et ceux présentant
une activité redox ont été retirés de la liste. Les composés restants ont fait I'objet d’'un
contréle qualité afin de vérifier leur pureté, leur stabilité ainsi que leur solubilité dans le
tampon utilisé pour le dosage. Les composés ayant passeé ce contrdle qualité ont été classés
en fonction de leur structure. Ainsi, nous avons pu identifier 165 séries de composés et 159
molécules qui ne présentent aucune similarité de structure. Une évaluation des composés
par des chimistes médicinaux de la société suédoise Kancera AB a permis d’identifier les
plus prometteurs. L’évaluation est basée sur une étude des relations structure-activité des
composeés ainsi que sur leur brevetabilité. Ainsi, ce criblage a été poursuivi avec 6 séries de
composés et 4 molécules isolées afin d’identifier des analogues dans une chimiothéque
répertoriant plus de 2 millions de molécules. Cette nouvelle étape a permis d’identifier 551
composés analogues pour lesquels nous avons établi des courbes dose-réponse et réalisé
un contréle qualité. Ces composés ont de nouveau été classés en fonction de leur structure

et 6 séries présentent un nombre élevé de molécules actives sur SmSirt2 (Tableau 2).

- Nombre Nombre de
S d'analogues | composés avec DR ICs0 (UM)
1 59 17 0.042 - 20
10 201 73 0.032 — 58
19 127 53 0.094 — 45
21 104 26 0.51-33
38 29 21 0.13-30
39 38 22 0.27-7.0
S40556 37 2 0.67 — 11
S141412 22 2 3.1-11
S257476 13 2 0.098 -1.5
S379111 7 4 1.2-44
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Tableau 2: Récapitulatif des 10 groupes de composés identifiés lors du criblage a haut débit sur
SmSirt2. Le nombre de composés identifiés dans chaque groupe est indiqué ainsi que le nombre de
composés pour lesquels nous avons pu établir une courbe dose-réponse (DR). Une fourchette de la
valeur des IC5, en uM est également mentionnée.

Etude de la cytotoxicité des inhibiteurs de SmSirt2 sur des lignées cellulaires

humaines

Dans chaque groupe de molécules, nous avons étudié la cytotoxicité des inhibiteurs de
SmSirt2 présentant une ICs, inférieure a 1 uM sur différentes lignées cellulaires au moyen
d’'un dosage fluorimétrique. Les résultats obtenus montrent que, globalement, les composés
identifiés sont peu toxiques pour les cellules cancéreuses et les fibroblastes (Tableau 3). De
plus, parmi toutes les molécules testées, 39 d’entre elles sont capables d’augmenter leur
viabilité. Le tableau ci-dessous présente les inhibiteurs de SmSirt2 qui ont été sélectionnés

afin d’étudier in vitro leur toxicité vis-a-vis des schistosomules et des vers adultes de

S. mansoni.
Viabilité Viabilité | Viabilité U-
Composés Série ICso (NM) FB (%) a HepG2 (%) | 2 OS (%) a
20 pM 320 uM 20 pM

A S257476 98 59 78 64

B 21 651 50 80 53

C 1 42 84 80 63

D 10 32 93 106 104

E 19 186 106 101 99

F 39 382 131 130 121

G S379111 985 90 96 99

Tableau 3: Cytotoxicité de différents inhibiteurs de SmSirt2 sur différentes lignées cellulaires
humaines. Fibroblastes (FB), cellules cancéreuses hépatiques (HepG2) et cellules cancéreuses
osseuses (2 OS). La viabilité des cellules est exprimée en % par rapport aux cellules traitées avec du
DMSO.

Les inhibiteurs de SmSirt2 affectent in vitro la viabilité des schistosomules.

Dans le but de valider SmSirt2 comme une cible thérapeutique potentielle, nous avons
réalisé un criblage haut débit sur 'enzyme recombinante afin d’identifier des inhibiteurs
présentant une affinité élevée pour SmSirt2. Parmi ces inhibiteurs, 4 composés qui
présentent une ICso de I'ordre du nM ont été testés in vitro afin d’évaluer leur toxicité sur des
schistosomules maintenus en culture. Pour ce faire, des schistosomules ont été traités

quotidiennement avec ces inhibiteurs pendant 5 jours. La mortalité des parasites a été
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évaluée chaque jour, sous microscope, en fonction de trois critéres: I'absence de mobilité,
l'apparition de dommages au niveau du tégument ainsi que l'apparence granuleuse des
parasites. Les résultats obtenus montrent que les 4 inhibiteurs testés sont capables d’induire
la mort des schistosomules de maniére dose et temps dépendante (Fig 6). A 5 uM, aprés 5
jours de traitement, les composés A et C induisent la mort de toutes les larves alors que les
composés B et D sont moins toxiques a cette concentration et entrainent respectivement une
réduction de la viabilité de 78% et 69%. A 20 uM, le composeé A est le plus toxique et permet
d’'induire la mort de toutes les larves aprés 1 jour de traitement alors que 3 jours sont
nécessaires pour les composés B et C. A la méme concentration, le composé D induit la

mort de toutes les larves aprés 5 jours de traitement.
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Figure 6: Viabilité des schistosomules maintenus en culture pendant 5 jours et traités ou non avec
5uM et 20 yM de différents inhibiteurs de SmSirt2 (composé A, B, C et D). Les larves mortes
présentent un aspect opaque, une apparence granuleuse ainsi que des dommages au niveau du
tégument. Les résultats sont exprimés en pourcentage de viabilité des larves (x SEM, 3 expériences
indépendantes).

Les inhibiteurs de SmSirt2 affectent in vitro la stabilité de I'accouplement et la

production des ceufs des vers adultes.

Pour déterminer I'effet d’inhibiteurs de SmSirt2, in vitro, sur des vers adultes, nous avons

décidé d’étudier la stabilité de I'accouplement des vers et de quantifier le nombre d’ceufs
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produits au cours du traitement. Dans ces expériences, les vers adultes ont été mis en
culture en présence ou non d’inhibiteurs de SmSirt2 pendant 5 jours. Les composés étudiés
(Composés A, B, C et D) ainsi que leurs concentrations (5 et 20 yM) sont identiques a ceux
utilisés pour I'étude de la viabilité des schistosomules précédemment décrite. Les résultats
indiquent que les 4 composés testés affectent a 20 uM la stabilité de I'accouplement des
vers adultes au cours du traitement, et ce, de maniere temps et dose dépendante (Fig 7). En
effet, a cette concentration, le composé A induit un désappariement total des vers en 2 jours
alors qu’il faut 3 jours pour le composé C et 4 jours pour le composé B pour obtenir le méme
effet. Le composé D utilisé a 20 yM, induit en moyenne, le désappariement de 8 couples sur
10 aprés 5 jours de traitement comparativement au contréle ou les vers sont uniquement
traités au DMSO. A 5 puM, seul le composé A présente un effet sur la stabilité de
I'accouplement des vers et tous les couples sont séparés aprés 3 jours de traitement. Aucun

effet n'a été observé a cette concentration pour les composés B, C et D.
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Figure 7: Des vers adultes obtenus aprés perfusion sont maintenus en culture pendant 5 jours et
incubés ou non avec différents inhibiteurs de SmSirt2 (composé A, B, C et D) a 5 uM et 20 uM. Le
DMSO a été utilisé comme contrble. Le pourcentage de vers appariés a été déterminé
quotidiennement. Les résultats sont exprimés en % de vers accouplés comparativement aux vers
traités uniquement au DMSO (+ SEM, 3 expériences indépendantes).

Ensuite, nous avons étudié 'effet des inhibiteurs de SmSirt2 sur la production des ceufs par
la femelle adulte du schistosome aprés 5 jours de traitement. Les résultats obtenus montrent

que les composés A, B, C et D entrainent une diminution du nombre d’ceufs pondus de
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maniére dose dépendante au cours du traitement comparativement aux vers contréles traités
uniguement au DMSO (Fig 8). A 5 pM, le composé A induit une réduction de 95 % du
nombre total d’ceufs pondus au cours du traitement alors que les composés B et C induisent
une diminution d’environ 50 % de la production d’ceufs comparativement aux vers contrdles.
A la méme concentration, le composé D est moins efficace et entraine une diminution de 20
% de la production des ceufs (Fig 8A). Le traitement avec 20 yM des composés A, B et C
entraine une diminution drastique du nombre d’ceufs pondus (>95%). Le composé D, a la
méme concentration, induit une diminution d’environ 80% de la production d’ceufs par la

femelle schistosome (Fig 8B).

B 1004

100 mm Cormpund A 1 mm Compund A

a0 T Cornpund B a0 Cormpund B

s Compund C g mm Compund C

o 60 Compund D o 60+ Compund D
b - & 1
=® 40+ R 40+

204 204 —_
D——i i} ES
5 uM 20 M

Figure 8: Nombre total d'ceufs pondus pendant 5 jours de traitement avec des inhibiteurs de SmSirt2
(Composés A, B, C et D) a 5 uM (A) et 20 uM (B). Les résultats obtenus sont exprimés en % du
nombre total d’ceufs pondus par les vers traités comparativement aux vers contrles traités
uniqguement au DMSO (+ SD, 3 expériences indépendantes).

Pour compléter ces résultats, nous avons analysé par microscopie confocale a balayage
laser l'effet phénotypique sur le tégument et les organes reproducteurs de vers adultes
traités pendant 5 jours avec le composé A a une concentration de 20 uM. Les résultats
obtenus montrent que cet inhibiteur de SmSirt2 induit un effet significatif sur la morphologie
de l'ovaire et des testicules ainsi qu’une altération du tégument. Les vers adultes males, non
traités, présentent des testicules composés de plusieurs lobes qui contiennent un nombre
important de spermatocytes (Fig 9B). Chez la femelle, l'ovaire est composé d’ovocytes
immatures dans sa partie antérieure, et d’'ovocytes matures dans sa partie postérieure (Fig
9A). Cependant, aprés un traitement avec le composé A, nous avons observé aprés 5 jours,
une diminution significative du nombre de cellules germinales au sein des testicules du male
(Fig 9E) ainsi qu'une désorganisation de I'ovaire chez la femelle, ou les ovocytes matures
sont présents en trés grand nombre et semblent envahir complétement I'ovaire (Fig 9D). De
plus, nous avons pu montrer qu’a 20 uM, le composé A induit une altération importante du

tégument des vers adultes males (Fig 9F) comparativement aux vers non traités (Fig 9C).
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Figure 9: Observation par microscopie confocale a balayage laser de vers adultes aprés traitement
pendant 5 jours avec le composé A a 20 uM. Les vers ont été fixés et colorés au rouge carmin. (A)
Ovaire d’'une femelle non traitée avec des ovocytes immatures (IO) dans sa partie antérieure et des
ovocytes matures (MO) dans sa partie postérieure. (B) Testicule d’'un ver male non traité composé de
plusieurs lobes contenant un grand nombre de spermatocytes. (C) Tégument d’'un ver méle non traité.
Le traitement avec le composé A induit une désorganisation importante de I'ovaire (D), une diminution
significative du nombre de spermatocytes dans le testicule (E) ainsi qu’'une altération du tégument
chez le male (F).

Invalidation du transcrit SmSirt2 par ARN inférence chez le ver adulte

Dans le but d’étudier le réle potentiel de SmSirt2 dans la reproduction des vers adultes de
schistosome, nous avons réalisé l'invalidation du géne codant pour cette enzyme par la
techniqgue d’ARNi puis analysé par microscopie confocale a balayage laser [leffet
phénotypique de cette invalidation sur les testicules et 'ovaires de vers adultes. Les résultats
obtenus montrent que linterférence de SmSirt2 a permis de diminuer d’environ 70 % le
niveau d’expression des transcrits codant SmSirt2 chez des vers adultes maintenus en
culture pendant 5 jours (Fig 10A). Cependant, I'observation des organes reproducteurs des
vers adultes (Fig 10B) n'a pas permis de mettre en évidence un effet phénotypique

significatif au niveau des testicules et de I'ovaire des vers adultes interférés pour SmSirt2.
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Figure 10: Effet de I'invalidation du transcrit SmSirt2 sur des vers adultes. La technique d’ARN
interférence a éteé réalisée par électroporation de vers adultes avec des dsARN dirigés contre SmSirt2
ou luciférase (contrOle négatif). (A) L'interférence a permis de réduire d’environ 70 % le niveau
d’expression du géne codant SmSirt2. (B) Observation par microscopie confocale, 5 jours aprés
l'incorporation de dsARN. Les images A et B montrent les testicules de vers males interférés pour
luciférase et pour Sirt2 respectivement. Les images C et D montrent des ovaires de vers femelles
interférées pour luciférase et pour Sirt2 respectivement.

Modélisation structurale de SmSirt2 et identification d’inhibiteurs par criblage

in silico

L’'optimisation de I'expression de SmSirt2 en bactérie E. coli, nous a permis d’obtenir une
protéine soluble et enzymatiquement active. Néanmoins, a ce jour il n’a pas été possible de
déterminer la structure cristallographique de I'enzyme par diffraction aux rayons X. Une des
stratégies mise en place pour identifier des inhibiteurs de SmSirt2 in silico a consisté a
réaliser un modéle structural de SmSirt2 par homologie avec la structure cristallographique
de Sirt2 humaine. La modélisation de SmSirt2 nous a permis de comparer sa structure a
celle déja établie de I'enzyme humaine, complexée avec un inhibiteur (Fig 11A). La
superposition des deux structures nous montre que les acides aminés qui composent les
sites actifs de ces deux enzymes sont trés similaires. Cette observation suggére donc que la
fixation du substrat ainsi que celle de l'inhibiteur seront identiques entre 'enzyme humaine et
celle du schistosome. Cependant, nous avons identifié des différences notables dans le site
de fixation du substrat acétylé dans lequel les résidus 1169, 1232, F234 et L239 de Sirt2
humaine sont remplacés respectivement en résidus V132, V193, L195 et M200 dans

SmSirt2. Ces différences structurales pourront étre exploitées afin d’optimiser chimiquement
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des inhibiteurs pour les rendre spécifiques de SmSirt2. Dans le but d’identifier et d’optimiser
des inhibiteurs de SmSirt2, nous avons réalisé un modéle d’interaction entre 'enzyme et le
dérivé thiobarbiturate MS3 (Fig 11B). Ainsi, nous avons pu montrer que l'inhibiteur permet de
bloquer I'accés du substrat a son site de fixation dans le site catalytique de SmSirt2.

A) B)

Comparison homolgoy model smSIRT2 — Xray structure hSirt

Figure 11: Modélisation de la structure de SmSirt2. (A) Comparaison de la structure de Sirt2 humaine
(orange) avec le modéle établi pour la structure de SmSirt2 (magenta). Le cofacteur, NAD" est coloré
en bleu. Les résidus du site actif qui différent entre les deux enzymes sont indiqués. (B) Modéle
d’interaction du dérivé thiobarbiturate MS3 (vert) au niveau du site actif de SmSirt2.

IV Discussion

L’analyse in silico du génome de S. mansoni nous a permis de mettre en évidence et
de caractériser 5 génes codant pour des homologues de sirtuines humaines [Lancelot et al.,
2013]. Au cours de ce travail, nous avons focalisé nos recherches sur SmSirt2 afin d’étudier
son réle potentiel comme cible thérapeutique dans le traitement de la schistosomiase. Dans
un premier temps, nous avons envisagé I'expression de SmSirt2 sous forme de protéine
recombinante dans des bactéries E. coli. L'optimisation des conditions d’expression nous a
permis d’établir un protocole robuste permettant de réaliser a grande échelle la production et
la purification de SmSirt2 ainsi que celle d’'une version tronquée, SmSirt2-N1C1. A la suite
de ce travail, nous avons souhaité déterminer la structure cristallographique de I'enzyme par
diffraction aux rayons X. Cependant, malgré des efforts importants pour déterminer les
conditions optimales de cristallisation, aucun cristal de la protéine n’a pu étre obtenu a ce
jour [Communication personnelle de Martin Marek]. Néanmoins, nous avons montré que
l'utilisation d’'un dosage fluorimétrique, mis au point pour étudier I'activité enzymatique des
sirtuines humaines, permettait également d’étudier celle de SmSirt2. Les résultats obtenus
montrent que la protéine SmSirt2 présente une activité désacétylase. Cependant, ce dosage
nécessitait I'utilisation d’une quantité importante d’enzyme dans les conditions initiales. Pour

pallier cet inconvénient, les conditions du dosage ont été optimisées afin d’augmenter
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l'activité enzymatique de SmSirt2. Ainsi, nous avons montré que I'ajout de Triton X-100 et de
DTT (Dithiothréitol) dans le tampon du dosage permet d’augmenter 'activité catalytique de
SmSirt2 et de diminuer d’un facteur 50 la consommation d’enzyme. De plus, les volumes de
réactifs utilisés ont été diminués. L'optimisation des conditions de dosage nous a permis
d’envisager son utilisation afin de réaliser un criblage a haut débit d’inhibiteurs de sirtuines
humaines sur 'enzyme recombinante SmSirt2. Ce dosage fluorimétrique, nous a permis en
outre, de déterminer les ICsy de plusieurs inhibiteurs génériques des sirtuines humaines
(dériveés thiobarbituriques, nicotinamide et sanguinarine) sur 'enzyme SmSirt2 recombinante.
Cependant, pour certains composés tels que la salermide ou le sirtinol, I'utilisation de ce
dosage fluorimétrique n’as pas permis de déterminer leurs ICsy car pour des concentrations

élevées, les composés sont insolubles et précipitent dans le tampon.

Par ailleurs, I'optimisation des conditions de dosage par le Dr Johan Schultz, nous a
permis de réaliser un criblage a haut débit sur une chimiothéque de plus de 80 000
composés appartenant a la société Kancera AB. Ce criblage a permis d’identifier des
composés de natures chimiques difféerentes qui ont été classés en fonction de leurs
structures en 6 séries. Ces différentes séries regroupent un nombre important de molécules
actives sur SmSirt2 avec des valeurs d’'ICsy de I'ordre du nM pour certaines d’entre elles. A la
suite de ce criblage, la cytotoxicité des composeés les plus prometteurs a été évaluée sur
différentes lignées cellulaires humaines au moyen d’'un dosage fluorimétrique. Ainsi, nous
avons montré que les inhibiteurs de SmSirt2 identifiés sont peu toxiques et que certains
d’entre eux, permettent méme d’augmenter la viabilité des cellules humaines. Néanmoins, il
se peut que cette augmentation soit un artéfact di a une inhibition d’'une ou plusieurs
sirtuines humaines entrainant une hyper-acétylation des histones et, par conséquent, une

surexpression des NO-synthétase dans les lignées cellulaires étudiées.

Les molécules les moins toxiques ont été sélectionnées et ont fait I'objet de tests in vitro afin
d’évaluer leur toxicité sur des parasites maintenus en culture. Ainsi, nous avons démontré
que certains composés affectent la viabilité des schistosomules ainsi que la stabilité et la
production d’ceufs des vers adultes. Cependant, méme si l'utilisation de ces différents
composeés a une concentration de 5 yM s’avére étre toxique pour les schistosomules, elle ne
présente aucun effet sur la stabilité de 'appariement des vers adultes et ne provoque qu’une
diminution modérée de la production des ceufs. A ce jour, seuls quelques composeés,
identifiés par criblage a haut débit, ont été testés in vitro sur des parasites en culture. Cette
étude devra étre étendue a d’autres molécules afin d’identifier celles qui permettent, a de
faibles concentrations, d’obtenir un effet significatif sur les schistosomules et les vers
adultes. A la suite de ces expériences, les molécules les plus toxiques pour le schistosome

seront optimisées chimiquement afin d’augmenter leur spécificité pour 'enzyme du parasite
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et d’améliorer leurs caractéristiques pharmacocinétiques en vue d’une administration chez
’homme. L’optimisation de ces composés nous permettra aussi, d’identifier des précurseurs
potentiels de médicaments qui feront I'objet d’'une étude in vivo afin de déterminer leurs

effets dans un modéle de souris infectées par le schistosome.

Pour finir, dans cette étude, nous avons envisagé d’étudier le réle de SmSirt2 dans la
reproduction des vers adultes de schistosome par linvalidation du transcrit de SmSirt2 par
ARN interférence. Cependant, malgré une diminution de 70 % de I'expression du transcrit de
SmSirt2, 'analyse phénotypique des organes reproducteurs du schistosome réalisée par
microscopie confocale a balayage laser, n'a pas permis d'observer de changement
morphologique au niveau du testicule et de I'ovaire du parasite. Ces résultats préliminaires
suggérent que SmSirt2 n’est pas impliquée dans la spermatogénése et 'ovogénése chez le
schistosome. Néanmoins, ces expériences devront étre répétées afin de valider les résultats
précédemment obtenus. Nous envisageons également d’interférer les transcrits de SmSirt1
et de SmSirt2 simultanément afin de mettre en évidence un potentiel effet synergique de

cette invalidation sur la morphologie des organes reproducteurs du schistosome.
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Partie 3: Identification des partenaires protéiques de SmSirt1 et
mise au point d’'un dosage enzymatique en ovocytes de xénope

| Introduction

Les sirtuines sont des HDAC(s) de classe Il qui présentent une activité enzymatique
dépendante du NAD®. Parmi les 7 isoformes (Sirt1-7) identifiés chez 'homme, Sirt1 est la
plus étudiée. Les premiéres études, réalisées chez la levure ont montré que Sirt1 est
impliquée dans la stabilité du génome et qu’elle permet d’augmenter la durée de vie des
cellules [Kaeberlein et al., 1999 ; Shore et al., 1984]. Depuis, de nombreux travaux ont
montré que Sirt1 est associée a de nombreuses pathologies humaines notamment dans les
syndromes métaboliques, I'inflammation, la neurodégénérescence et les cancers [Haigis et
Sinclair, 2010 ; Saunders et Verdin, 2007]. De par ses nombreuses fonctions biologiques
chez 'homme, l'industrie pharmaceutique porte un intérét grandissant a I'étude de Sirt1 en
tant que cible thérapeutique. A ce jour, il est encore difficile de savoir si une modulation de
l'activité de Sirt1 avec des activateurs ou des inhibiteurs permettra d’obtenir des effets

thérapeutiques bénéfiques sans induire d’effets secondaires.

Chez ’lhomme, dans des pathologies spécifiques, il a été montré que Sirt1 régule ou
interagit directement avec de nombreuses protéines [Sharma et al., 2012]. Par exemple, il a
été démontré, dans des cellules humaines, que DBC1 (Deleted in Breast Cancer 1) se fixe a
Sirt1 et régule négativement son activité. Cette régulation a pour but d’augmenter le niveau
d’acétylation de p53 pour induire I'apoptose. Par opposition, dans des expériences d’ARNi,
les auteurs démontrent qu’une déplétion de DBC1 stimule la désacétylation de p53 par Sirt1
afin d’inhiber l'induction de I'apoptose [Zhao et al., 2008]. En 2004, Brunet et al., rapportent
que dans des conditions de stress oxydatif, Sirt1 forme un complexe protéique et désacétyle
le facteur de transcription FoxO3. Ainsi, Sirt1 permet d’augmenter la capacité de FoxO3 a
induire I'arrét du cycle cellulaire et la résistance au stress oxydatif. Cette interaction permet
également d’inhiber la capacité de FoxO3 a induire la mort cellulaire [Brunet et al., 2004].
Dans une autre étude, il a été montré que Sirt1 présente une fonction dans 'homéostasie du
glucose en interagissant et en désacétylant PGC-1a (Peroxisome Proliferator-activated
receptor-gamma Coactivator 1 alpha). Ainsi, Sirt1 induit I'expression de génes impliqués
dans la glycogénése et la production de glucose hépatique [Rodgers et al., 2005]. Dans la
littérature, d’autres protéines ont été identifiées comme des partenaires protéiques de Sirt1.
La figure 1 a été extraite de la base de données STRING 9.05 [Franceschini et al., 2013] et
regroupe les interactions directes (physiques) et indirectes (fonctionnelles) connues ou

prédites, de Sirt1 avec différents partenaires protéiques (Fig 1). Plus récemment, une étude
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in silico a permis de mettre en évidence de nombreux partenaires protéiques potentiels de
Sirt1 [Sharma et 2012].

Figure 1: Interactions physiques et/ou fonctionnelles entre Sirt1 et différents partenaires
protéiques chez ’lhomme. TP53 (Tumor Protein p53), FoxO1 (Forkhead box O1), FoxO3 (Forkhead
box O3), CSNK2A1 (Casein Kinase 2), KAT5 (K (lysine) Acetyltransferase 5), PPARGC1A
(Peroxisome Proliferator-Activated Receptor Gamma, Coactivator 1 alpha), MYST1 (MYST histone
acetyltransferase 1), DBC1 (Deleted in Breast Cancer 1), EP300 (microRNA 1281), IRS2 (Insulin
Receptor Substrate 2), NCOR1 (Nuclear Receptor Co-Repressor 1), H1C1 (Hypermethylated in
Cancer 1), SREBF1 (Sterol Regulatory Element Binding transcription Factor 1), RELA (v-rel
Reticuloendotheliosis viral oncogene homolog A (avian)), USP22 (Ubiquitin Specific Peptidase 22)
[http://string-db.org].

A ce jour, chez le schistosome, aucune interaction physique entre SmSirt1 et d’autres
protéines n’a été mise en évidence. Néanmoins, dans une étude réalisée au laboratoire,
nous avons montré que SmSirt1 interagit fonctionnellement avec le facteur de transcription
SmFoxO pour moduler l'activité transcriptionnelle de génes cibles [Caby et al., manuscrit en
préparation]. Ainsi, dans le but d’identifier des partenaires protéiques de SmSirt1 chez S.
mansoni, nous avons mis en place le criblage d’'une banque d’ADNc de vers adultes par la
technique du double hybride en levure afin d’identifier des partenaires protéiques potentiels.
L’identification de ces partenaires permettra a plus long terme d’étudier la fonction de

SmSirt1 chez le parasite.

Par ailleurs, au cours de ce projet de recherche, nous avons montré in vitro, que des
inhibiteurs de sirtuines humaines induisent la mort de schistosomules et affectent la stabilité
de l'appariement de vers adultes maintenus en culture [Lancelot et al., 2013]. Pour

consolider ces résultats et étudier le réle de SmSirt1 dans la survie du parasite nous avons
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envisagé d’étudier in vitro linhibition de cette enzyme par des inhibiteurs de sirtuines
humaines tels que la salermide et le sirtinol. L'utilisation d’'un dosage fluorimétrique,
précédemment décrit pour SmSirt2, n'’a pas pu étre envisagée pour étudier l'activité
enzymatique de SmSirt1 car, a ce jour, nous ne disposons pas de la protéine recombinante
soluble et enzymatiquement active. Néanmoins, a partir d’'un protocole décrit dans la
littérature [Borra et al., 2002], nous avons mis au point 'expression de SmSirt1 et étudié son
inhibition par le sirtinol et la salermide dans un modéle hétérologue, couramment utilisé au
laboratoire pour I'expression de protéines du schistosome: I'ovocyte de xénope. Dans leur
article, Borra et al. s’intéressent a la production et a la fonction biologique de I'O-Acetyl-ADP-
ribose, un des produits formés a la suite de la réaction de désacétylation d’'un substrat par
les sirtuines. Cette étude a permis de démontrer que Sir2 de levure ainsi que I'enzyme Sirt2
humaine générent de I'O-Acetyl-ADP-ribose via une réaction enzymatique conservée. De
plus, il a été montré que l'injection d’O-Acetyl-ADP-ribose et celle ’ARNm de Sirt2 humaine
dans des ovocytes d’étoile de mer induit un retard/blocage dans la maturation des ovocytes
ainsi qu’un retard/blocage du cycle cellulaire dans le développement embryonnaire. Ainsi, a
partir de ces résultats nous avons mis au point I'expression de SmSirt1 dans des ovocytes
de xénope afin d’étudier linhibition de son activité enzymatique par des inhibiteurs de

sirtuines humaines.

Il Matériels et Méthodes

Double hybride en levure

Le criblage d’'une banque d’ADNc de vers adultes a été réalisé en utilisant la technique de
double hybride en levure dans le but d’identifier les partenaires protéiques de Sirt1 chez
S. mansoni. La séquence codante de SmSirt1 a été amplifiée par PCR en utilisant la Taq
polymérase Advantage 2 (Clontech) et les amorces SmSirt1FDH/SmSirt1RDH (Tableau 1).
Le produit de PCR a été sous cloné dans un vecteur pCR2.1-TOPO (Invitrogen) et I'intégrité
de la séquence a été vérifiée par séquengage (Eurofins MGW Operon). Ensuite, la séquence
codante de SmSirt1 a été insérée entre les sites de restriction EcoRI et BamHI| d’un vecteur
pGBKT7 DNA-BD (Clontech) qui code pour une étiquette myc en position N-terminale.
L’intégrité de la séquence a de nouveau été vérifiée par séquengage. Cette construction a
été utilisée pour transformer des levures Y187 en utilisant de I'acétate de lithium selon les

recommandations du fournisseur (Yeast Protocols Handbook, Clontech).

Les ANDc de la banque de vers adultes de S. mansoni ont été insérés par recombinaison
homologue dans le vecteur pGADT7- rec (Clontech) qui code pour une étiquette HA en

position N-terminale. Ces construits ont été utilisés pour transformer des levures AH109
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[Quack et al., 2009]. Ensuite, les levures Y187, qui expriment SmSirt1, ont été mises en
contact avec les levures AH109 qui contiennent la banque d’ADNc. Aprés la fusion des
levures, les diploides, dans lesquels se sont produites les interactions entre SmSirt1 et une
protéine de la banque, sont sélectionnés sur un milieu sélectif dépourvu des acides aminés
leucine, tryptophane, histidine et de la base nucléique adénine. Ensuite, les clones
sélectionnés ont été déposés sur un papier filtre imbibé d’'une solution de X-Gal afin de
mettre en évidence une activité B-galactosidase caractéristique d’une interaction protéine-
protéine dans ce systéme (Yeast Protocols Handbook, Clontech). Pour tous les clones
positifs, on réalise une extraction des ADN plasmidiques en utilisant le kit NucleoSpin®
Plasmid QuickPure (Macherey-Nagel) et des billes de verre (Sigma) pour faciliter la lyse des
levures. Les plasmides isolés ont été utilisés pour transformer des bactéries compétentes
DH5a (Invitrogen) qui ont été sélectionnées sur un milieu de culture contenant de
I'ampicilline afin d’éliminer les clones faux positifs. Les plasmides contenus dans les clones
positifs ont été extraits en utilisant le kit NucleoSpin® Plasmid QuickPure (Macherey-Nagel)
et ont été digérés par des enzymes de restriction ECoRV et Hind Il afin d’obtenir un profil de
digestion pour chaque clone. Les clones présentant des profils de digestion différents ont été
séquenceés (Eurofins MGW Operon). Ces séquences ont été analysées par BLAST sur la

banque de données NCBI (http://blastp.ncbi.nim.nih.gove.gate2.inist.fr/Blast.cgi).

Clonage moléculaire de SmANP32

Dans le but de vérifier et de compléter la séquence prédite de SmMANP32 dans le génome de
S. mansoni, les extrémités 5 et 3 de TARNm de SmANP32 ont été déterminées par RACE
PCR a partir dADNc de vers adultes en utilisant le kit GeneRacer (Invitrogen) selon les
recommandations du fournisseur. L’intégrité de la séquence codante compléte a été vérifiée
par PCR en utilisant la Taq polymerase Advantage 2 (Clontech) et les amorces
SmMANP32FLF/SmANP32FLR (Tableau 1). Le produit de PCR a été purifié a partir d’'un gel
d’agarose en utilisant le kit Wizard SVGel and PCR clean up system (Promega) et sous
cloné dans un vecteur pCR2.1-TOPO (Invitrogen). La séquence a été vérifiee par
séquengage (Eurofins MGW Operon). La séquence codante de SmANP32 a ensuite été
amplifiée par PCR en utilisant les amorces SmANP32pGADF/SmANP32pGADR (Tableau 1)
puis insérée entre les sites de restriction EcoRIl et Xhol d’'un vecteur pGADT7 DNA-AD
(Clontech) qui code pour une étiquette HA en position N-terminale. L’analyse de la séquence
protéique de SmANP32 a été effectuée en utilisant le programme ScanProsite [Hulo et al.,
2008] et en interrogeant la base de données Pfam [Finn et al., 2008]. La localisation sub-

cellulaire de la protéine a été prédite a I'aide du programme PSORT Il [http://psort.hgc.jp/].
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Synthése in vitro d’ARNc

A partir des construits SmSirt1-pGBKT7 et SmANP32-pGADT7, nous avons produit in vitro
des ARNm, qui présentent une coiffe en 5’ essentielle a leur traduction dans l'ovocyte de
xénope (ARNCc). La séquence de SmSirt1 a été linéarisée en utilisant 'enzyme de restriction
Pmel et celle de SmANP32 en utilisant Hind Ill. Les ARNc ont été synthétisés a I'aide du kit
T7-mMessage mMACHINE® High Yield Capped RNA Transcription (Ambion®) puis précipités
par une solution de chlorure de lithium (LiCl) & 2,5M. Les culots sont laveés dans de I'éthanol
70%, séchés, puis repris dans 20 yl d’eau traitée au diéthylpyrocarbonate. La quantité d’ADN
est déterminée par spectrophotométrie. Pour finir, 1 yg d’ARNc est analysé sur un gel

d’agarose dénaturant afin de confirmer leur qualité et leur taille.
Expression en ovocyte de xénope

Les ovocytes de Xenopus laevis sont prélevés chirurgicalement aprés anesthésie des
xénopes femelles et placés un milieu ND96 (96mM NaCl, 2mM KCI, 1,8mM CaCl,, 1mM
MgCl,, Hepes 5mM, ajusté a pH 7,4) contenant de la pénicilline (50ug/ml), de la
streptomycine (50ug/ml), du pyruvate de sodium (225ug/ml) et un linhibiteur de trypsine
(30ug/ml). Les ovocytes de stade VI sont ensuite traités a la collagénase A (1 pg/mL)
pendant 1 heure, puis les cellules folliculaires sont retirées manuellement. Les ovocytes ainsi
défolliculés sont conservés dans du milieu ND96 a 19°C. Ensuite, 60 nL d’ARNc (1 mg/mL)
sont injectés dans chaque ovocyte (20 ovocytes) au niveau équatorial, a I'aide d’'un nano
injecteur, puis les ovocytes sont incubés 18 heures a 19°C dans du milieu ND96. Afin de
contrOler I'état physiologique des ovocytes, on vérifie que ces derniers subissent la GVBD
(Germinal Vesicle BreakDown), observable par I'apparition d’'une tache blanche au pdle
animal des ovocytes. La GVBD est induite en réponse a la progestérone (2 ug/mL de ND96),

et indique la maturation des ovocytes.

Co-immunoprécipitation et analyse par Western Blot

Aprés 24 heures d’expression, les ovocytes contenant les protéines SmSirt1 et SmANP32
sont broyés dans du tampon PY (20 mM Tris-HCI, pH 7.4, 50 mM NaCl, 5 mM EDTA, 1%
aprotinine, 1 mM PMSF, 1 uM leupeptine, 1 mM Naz;VO,, 20 mM B-glycérophosphate) puis
centrifugés a 10 000 g durant 15mn a 4°C. Pour réaliser la co-immunoprécipitation, le
surnageant est incubé avec des anticorps anti-myc ou anti-HA (1/100°, Invitrogen) pendant 1
heure a 4°C. Puis, des billes d’agarose couplées a la protéine A (Sigma) sont ajoutées
pendant 1 heure a 4°C. Les complexes sont récupérés par centrifugation, rincés 3 fois puis

repris dans du tampon de Laemmli, chauffés a 100°C pendant 10-15min puis déposés sur un
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gel SDS-PAGE 10%. L’analyse des complexes protéiques est réalisée par Western Blot en
utilisant des anticorps anti-HA ou anti-myc (1/50000°) et le systéme de détection advanced

ECL (Amersham Buisciences).

Mutagéneéese dirigée

Un mutant catalytique inactif (SmSirt1GN) de SmSirt1 a été obtenu par mutagénése dirigée
en substituant des résidus alanines aux résidus glycine 162 et asparagine 247 [Khan et
Lewis, 2006]. Les mutations ont été effectuées a partir du construit SmSirt1-pGBKT7 en
utilisant les amorces SmSirt1G162AF/SmSirt1G162AR et SmSirt1N247AF/SmSirt1N247AR
(Tableau 1) ainsi que la Tag polymérase Isis (MP biomedicals) selon les recommandations
du fournisseur. Les produits de PCR ont ensuite été traités avec 'enzyme Dpnl (1U) pendant
1 heure a 37°C. Pour finir, les plasmides contenant la séquence mutée de SmSirt1 ont été
amplifiés dans des bactéries compétentes DH5a (Invitrogen) puis séquencés (Eurofins MGW

Operon).

Mesure de I’activité de SmSirt1 en ovocyte de xénope

Les ARNc de SmSirt1 et de son mutant SmSirt1GN, catalytique inactif, ont été injectés dans
des ovocytes de X. laevis comme décrit précédemment. La maturation des ovocytes a été
déclenchée par I'ajout de progestérone (2ug/mL) dans le milieu de culture, deux heures
aprés l'injection des ARNc. La maturation de chaque ovocyte (10 ovocytes), caractérisée par
I'apparition d’'une tache blanche au pdle animal, a été déterminée visuellement toutes les
deux heures pendant 15 heures. D’'un point de vue moléculaire, la GVBD est caractérisée
par une phosphorylation des MAPK (Erk1/2) et de lhistone H3. Ainsi, aprés 6 heures
d’expression, une partie des ovocytes est lysée afin d’analyser par Western Blot I'expression
de SmSirt1 ou de son mutant SmSirt1GN. La maturation des ovocytes sera déterminée par
Western Blot en utilisant des anticorps anti-MAPK (Erk1/2) et anti-H3 phosphorylés

(Invitrogen).

Afin d’étudier l'inhibition de l'activité catalytique de SmSirt1, les ovocytes injectés comme
précédemment décrit ont été incubés dans du milieu de culture contenant 1, 5 et 20 uM de

sirtinol ou de salermide.
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Oligonucléotides

Oligonucléotides | Utilisation Sequences (5'—3")

SmSirt1FDH 5' transcrit Full length [GGTACCGAGCTCGGACTCGAGGACACCAAGAAGG
SmSirt1RDH 3' transcrit Full length [CCTCTACACTCGAGCGGATCCTTAGGTGGAGTCC
SmANP32FLF 5" transcrit Full length |GTTCATTGTTTCGAATTATGACGT

SmANP32FLR 3' transcrit Full length [CATAGTTCATTCCGGGTGAATTTG
SmANP32pGADF  |5' transcrit Full length [CGCCCTTGTTCATTGTTTCGAGAATTCACGTACATG
SMANP32pGADR [3' transcrit Full length [GTTTATATCCTCGAGCTAATCATCAGCAGTTGATCC

SmSirt1G162AF Mutagénése CCTCGTAATCACTGCTGCTGGTATTTCAGTGTC
SmSirt1G162AR Mutagénése GACACTGAAATACCAGCAGCAGTGATTACGAGG
SmSirt1IN247AF Mutagénése GCAACTACACCCAGGCCATCGACACCCTGGAG
SmSirt1N247AR Mutagénése CTCCAGGGTGTCGATGGCCTGGGTGTAGTTGC

Tableau 1: Liste des oligonucléotides utilisés

Il Résultats

Identification de partenaires protéiques de SmSirt1

Dans le but d’identifier des partenaires protéiques de SmSirt1, nous avons réalisé le criblage
d'une banque d’ADNc de vers adultes de schistosome en utilisant la technique du double
hybride en levure. Pour ce faire, la séquence codante de SmSirt1 a été clonée dans un
vecteur d’expression pGBKT7 en fusion avec le domaine de liaison a 'ADN du facteur de
transcription Gal4 (Gal4 DNA Binding Domain, Gal4 DBD). Les différents ADNc, contenus
dans la banque ont été clonés par recombinaison homologue dans un vecteur pGADT7 en
fusion avec le domaine d’activation de la transcription de Gal4 (Gal4 Activation Domain, Gal4
AD) codé par le vecteur pGBKT7. Les deux souches de levures ont ensuite été fusionnées et
les diploides obtenus ont été étalés sur un milieu sélectif dépourvu en acides aminés
tryptophane, leucine, histidine ainsi qu'en la base nucléique adénine. Si une interaction
protéine-protéine a lieu entre SmSirt1 et une protéine de la banque, les deux parties du
facteur de transcription sont assez proches pour activer la transcription de génes

indispensables a la croissance des levures sur ce milieu sélectif.

A la suite de la fusion des levures, nous avons pu sélectionner 2560 clones capables de se
développer sur un milieu sélectif. L’ensemble de ces clones a subi un test d’activité pour la
B-galactosidase afin d’éliminer les faux positifs. Ce test nous a permis de sélectionner 1073
clones positifs. Ensuite, nous avons extrait 'TADN plasmidique de 524 clones puis transformé
des bactéries compétentes pour amplifier ces plasmides. Les bactéries transformées ont été
étalées sur un milieu contenant de I'ampicilline afin de sélectionner uniquement les

plasmides pGADT7 qui contiennent les séquences des partenaires de la banque et qui
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portent un géne de résistance pour cet antibiotique. Les plasmides isolés ont ensuite été

digérés par les enzymes de restriction Eco RV et Hind Il afin d’établir le profil de digestion

de chaque clone. A la suite de I'analyse sur gel des profils de digestion, seuls les clones qui

présentent un profil différent ont été séquencés. Cette stratégie de criblage nous a permis

d’identifier 25 protéines différentes capables d’interagir avec SmSirt1 (Tableau 2). Une

analyse préliminaire des séquences obtenues par BLAST sur les banques de données

NCBI, nous a permis d’identifier ces protéines lorsque des homologues existent chez

d’autres espéces. Ces protéines ont été classées suivant leurs fonctions biologiques

potentielles et regroupées dans le tableau 2.

General Function

Protein name

Accession

number | Acoession
SchistoDB
Extracellular Collagen alpha-1(V) Smp_144910 | XM_75487
matrix/cytoskeleton | Actin-1 Smp_046600 | XM_75933
Cytochrome ¢ oxidase subunit 1 n.d AF_130787
Sirtuin 5 Smp_055090 | XM_76735
Mitochondrial carrier protein n.d XM 71327
Mitochondrial Coiled-coil-helix-coiled-coil-helix domain | 5,5 097300 |XM_72167
proteins containing protein 10 mitochondrial
Cytochrome b Smp_190460 | XM_69423
NADH dehydrogenase subunit 5 n.d AF_085145
NADH dehydrogenase 6 Smp_171900 | XM_80079
Succinate dehydrogenase Smp_061230 | XM_77348
PHD finger protein Smp_153880 | XM_77142
Cohesin (rad21) Smp_148150 | XM_76124
Transcription/DNA ANP32 . o Smp_010940 | XM_72505
gg{::i;d‘l\‘jlcs'g; Setellslieling Smp_179300 | XM_81028
Zinc finger protein 598 (C. sinensis) Smp_173890 | XM_80320
snRNPula Smp_ 069870 | XM_ 78151
er;\Iligng/binding RNA binding protein EWS Smp_000240 | XM_71438
tRNA splicing endonuclease Sen54 Smp_123690 | XM_71712
Eg/lzahryotlc translation initiation factor Smp_079490 | XM_79030
Translation i .
Nascent polypeptlde associated complex Smp_018530 | XM_73248
alpha subunit — —
DNAj homolog subfamily B Smp_132870 | XM_73357
Protein chaperone Sec61 protein translocation complex beta Smp_019060 | XM_73309
translocation subunit - -
degradation E2-ubiquitin conjugating enzyme Smp_103710 | XM_81129
Cathepsin B-like peptidase Smp_067060 | XM_69679

Tableau 2: Récapitulatif des protéines partenaires de SmSirt1 identifiées par criblage d’'une banque
d’ADNCc de schistosomes adultes par la technique du double hybride en levure. Les protéines ont été
classées en 6 groupes suivant leurs fonctions biologiques.
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Parmi les protéines identifiées comme des partenaires directs de SmSirt1, on retrouve des
protéines associées au cytosquelette ou a la matrice extracellulaire, des protéines
mitochondriales ainsi que des protéines chaperonnes. Nous avons également identifié
plusieurs protéines impliquées dans la transcription de I'’'ADN, dans I'épissage des ARN(s)
ainsi que dans la traduction des protéines. D’autres sont des protéines qui jouent un réle
dans la translocation ou la dégradation des protéines. Dans la suite de ce travail, nous avons
décidé d’étudier plus spécifiquement l'interaction entre SmSirt1 et SmANP32. Notre intérét
s’est porté sur cette protéine car plusieurs études suggerent que la protéine ANP32 est
impliquée dans la régulation de la transcription des génes soit en inhibant des complexes
protéiques qui possédent une activité acétyltransférase [Kutney et al., 2004 ; Tochio et al.,
2010] soit en agissant directement sur des facteurs de transcription [Cvetanovic et al., 2007 ;
Loven et al., 2004]. De plus, chez le schistosome un des membres de la famille des
protéines ANP32, SmLANP, a déja été caractérisé [Pinheiro et al., 2009].

D’un point de vue expérimental, nous avons dans un premier temps déterminé la séquence
codante entiere de SmANP32 par RACE PCR. Ainsi, nous avons déterminé que la taille de
la séquence entiere de SmANP32 est de 897 bp et qu’elle code pour une protéine de 299
acides aminés avec un poids moléculaire égal a 32 KDa. Une analyse de la séquence
protéique a permis de mettre en évidence la présence de 6 domaines LRR en position 21-
42, 44-65, 66-88, 89-110, 114-135 ainsi que celle d’'un domaine riche en résidus asparagine
dans la région C-terminale de la protéine. De plus, une analyse de cette méme séquence
avec le programme PSORT II, prédit une localisation nucléaire de SmANP32. Dans
différents organismes, on retrouve plusieurs isoformes d’ANP32 [Matilla et Radrizzani, 2005]
et lalignement de leur séquence, nous a permis de montrer que nous avons cloné
lisorforme ANP32A. De plus, I'alignement de cette isoforme avec SmLANP nous a permis

de montrer que ces deux protéines présentent 93% d’identité.

Dans un second temps, afin de démontrer la spécificité de l'interaction entre SmSirt1 et
SmANP32, nous avons procédé a une co-immunoprécipitation des deux protéines dans un
modéle hétérologue utilisé au laboratoire pour exprimer les protéines de schistosome:
l'ovocyte de xénope. Pour ce faire, les ARNm de SmSirt1 fusionnés avec une étiquette myc
ainsi que ceux de SmANP32 fusionnés avec une étiquette HA ont été micro-injectés dans
des ovocytes de xeénope. Aprés 18 heures d'expression, les protéines ont été
immunoprécipitées avec des anticorps anti-myc ou anti-HA et les complexes protéiques ont
été analysés par Western Blot en effectuant des révélations croisées. Les résultats obtenus
montrent que les protéines SmSirt1 et SMANP32 sont exprimées dans les ovocytes de

xénope et la co-immunoprécipitation indique que SmSirt1 interagit avec SmANP32 (Fig 2).
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Figure 2: Confirmation de l'interaction entre les protéines SmSirt1 et SmANP32 par co-
immunoprécipitation en ovocytes de xénope. Les ARNm de SmSirt1 et SmANP32 sont injectés
seuls ou co-injectés dans des ovocytes de xénope. Aprés la lyse des ovocytes, les protéines sont
immunoprécipitées avec des anticorps anti-myc et anti-HA puis révélées par Western Blot en
effectuant des révélations croisées. La protéine SmSirt1 est en fusion avec une étiquette myc alors
que la protéine SmANP32 est en fusion avec une étiquette HA.

Mise au point d’'un dosage de l'activité enzymatique de SmSirt1 dans des

ovocytes de xénopes

Dans la suite de cette partie, nous allons nous intéresser aux résultats obtenus concernant
I'étude de linhibition de l'activité catalytique de SmSirt1 par des inhibiteurs de sirtuines
humaines dans des ovocytes de xénope. Pour ce faire, nous avons injecté dans des
ovocytes de xénope des ARNm de SmSirt1 et de son mutant catalytique inactif SmSirt1GN.
Aprés deux heures d’expression, la maturation des ceufs a été déclenchée par I'ajout de
progestérone (PG) dans le milieu de culture. Ensuite, nous avons réalisé une étude cinétique
de la maturation des ceufs et comparé I'évolution de la GVBD dans le temps entre des
ovocytes injectés avec des ARNm de SmSirt1 et des ovocytes contrdles injectés avec des
ARNmM de SmSirt1GN ou non injectés. Les résultats obtenus montrent que SmSirt1 entraine
un retard de la maturation des ovocytes comparativement aux ovocytes contrdles injectés
avec le mutant SmSirt1GN ou non injectés (Fig 3A). En effet, il faut 14 heures pour obtenir
90 % d’ovocytes matures lorsqu’ils expriment SmSirt1 alors que seulement 8 heures sont
nécessaires pour obtenir 90 % d’ovocytes matures lorsqu’ils expriment le mutant catalytique
SmSirt1GN. Les ovocytes contrdles, qui n’ont pas été injectés, ont tous maturés, 8 heures
aprés l'ajout de progestérone (PG) dans le milieu. Afin de contréler I'expression des
protéines et de confirmer la maturation des ovocytes au cours de la cinétique, nous avons
analysé, par Western Blot, des lysats ovocytaires 6 heures aprés I'ajout de progestérone
dans le milieu. Cette analyse démontre qu’aprés 8 heures d’expression, les protéines

SmSirt1 et SmSirt1GN sont exprimées dans les ovocytes (Fig 3B). De plus, la
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phosphorylation des MAPK (Erk1/2) et de I'histone H3 nous permettent de dire que, 6 heures
aprés I'ajout de progestérone, la GVBD n’est pas induite en présence de la protéine SmSirt1
alors qu’en présence de son mutant catalytique SmSirt1GN, la maturation des ovocytes est
induite. Dans les ovocytes contréles, nous avons également mis en évidence la
phosphorylation des MAPK (Erk1/2) et de I'histone H3 (Fig 3 B).
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Figure 3: SmSirt1 induit un retard de la maturation des ovocytes de xénope. (A) Représentation
graphique de I'évolution au cours du temps de la maturation des ovocytes exprimant SmSirt1 (vert),
SmSirt1GN (rouge) et des ovocytes contrdles (noir). 2 heures aprés linjection des ARNm, la
maturation des ceufs a été déclenchée par I'ajout de progestérone (t=0). (B) Western Blot des lysats
ovocytaires, 6 heures aprés I'ajout de progestérone dans le milieu. La phosphorylation des MAPK et
de I'histone H3 est caractéristique de la maturation des ovocytes.

Etude de l'inhibition de SmSirt1 par la salermide et le sirtinol

Ces résultats préliminaires nous ont permis d’envisager d’étudier I'inhibition de Il'activité
enzymatique de SmSirt1 par des inhibiteurs de sirtuines humaines tels que le sirtinol et la
salermide. Pour ce faire, des ovocytes exprimant SmSirt1 et SmSirt1GN ont été incubés
dans un milieu de culture contenant du sirtinol ou de la salermide a des concentrations
égales a 1, 5 et 20 yM. Ainsi, nous avons pu montrer que le sirtinol et la salermide a 20 yM
affectent I'activité enzymatique de SmSirt1 dans notre modéle d’étude (Fig 4). En effet, ces
deux inhibiteurs a 20 yM, permettent de diminuer le retard de maturation des ovocytes induit
par I'expression de SmSirt1. Les résultats obtenus montrent qu’en présence de 20 uM de
sirtinol et de salermide, il faut 10 heures pour que tous les ovocytes exprimant SmSirt1
soient matures alors que 14 heures sont nécessaires pour obtenir 90 % d’ovocytes matures
en I'absence d’inhibiteur (Fig 4B et 4D). Cependant, aucun effet inhibiteur sur SmSirt1 n’a
été observé pour des concentrations en inhibiteurs égales a 1 et 5 uM. De plus, dans des
ovocytes contréles exprimant le mutant SmSirt1GN, nous avons démontré que ces deux

inhibiteurs n’affectent pas la maturation des ovocytes au cours du temps (Fig 4A et 4C).
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Figure 4: Le sirtinol et la salermide affectent I'activité enzymatique de SmSirt1 dans des
ovocytes de xénope. Représentation graphique de I'évolution de la maturation au cours du temps
d’'ovocytes exprimant SmSirt1 (vert), SmSirt1GN (rouge) et d’ovocytes contrdles (noir). Des ovocytes
exprimant SmSirt1 ont été incubés avec le sirtinol (B) et la salermide (D) a des concentrations égales
a 1 yM (orange), 5 uM (violet) et 20 uM (bleu). Des ovocytes contrdles, exprimant SmSirt1GN ont été
incubés avec le sirtinol (A) et la salermide (C) a des concentrations égales a 1 uyM (orange), 5 uM
(violet) et 20 uM (bleu). 2 heures aprés linjection des ARNm, la maturation des oceufs a été
déclenchée par I'ajout de progestérone (t=0).

IV Discussion

Dans ce travail, nous avons envisagé d’identifier des partenaires protéiques de
SmSirt1 afin d’étudier plus précisément sa fonction biologique chez S. mansoni. Le criblage
d’'une banque d’ADNc de vers adultes par la technique du double hybride en levure, nous a
permis de mettre en évidence 25 protéines capables d’interagir avec SmSirt1. Ces
partenaires protéiques ont été classés en fonction de leurs réles biologiques potentiels.
Parmi ces protéines, notre intérét s’est porté sur SmANP32. Chez 'homme, 9 membres
appartenant a la famille ANP32 ont été caractérisés (ANP32A, B1, B2, C, D, E, F, G et H). Il
a été montré que 'ANP32A est impliqué dans de nombreux processus cellulaires comme la
régulation de la prolifération et de la différenciation cellulaire. De plus, cette protéine est
impliquée dans la régulation de I'expression des génes en se fixant aux histones et en
entrainant par ce biais une inhibition de leur acétylation par les coactivateurs de la
transcription p300/CBP et PCAF. Cependant, le mécanisme précis par lequel ANP32A
participe a ce processus biologique reste encore a élucider. La protéine ANP32B interagit

avec 'ARN polymérase | et serait ainsi impliquée dans la biosynthése des ARN ribosomaux.
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Par ailleurs, il a été démontré que ANP32B interagit également avec des facteurs nucléaires
impliqués dans la réplication de 'ADN et qu’elle participe au cycle cellulaire au niveau de la
transition entre les phases G1 et S. A Tlinverse d’ANP32A, considérée comme un
suppresseur de tumeur, ANP32C et D favorisent le développement de tumeurs dans des
modéles murins. Pour finir, la protéine ANP32E est impliquée dans le développement

neuronal. A ce jour, les rbles biologiques d’ANP32F, G et H sont encore inconnus.

L’analyse de la séquence protéique de SmANP32 ainsi que la réalisation d’alignements avec
les différentes isoformes de plusieurs espéces, nous a permis de montrer que la séquence
clonée présente de fortes homologies avec ANP32A. |l est intéressant de noter que la
séquence de SmLANP, décrite par Pinheiro et al. [Pinheiro et al., 2009], présente une
délétion de 63 nucléotides par rapport a la séquence que nous avons caractérisée par RACE
PCR. A partir d’'une analyse du génome, nous avons observé que cette délétion ne pouvait
pas étre générée par épissage alternatif. En effet, celle-ci est présente au sein d’un exon et
aucun site consensus d’épissage n’est retrouvé a ses extrémités. Ainsi, nous pensons que la

séquence caractérisée par Pinheiro et al. serait un artefact de clonage.

Par la suite, nous avons confirmé linteraction de SmANP32 avec SmSirt1 par co-
immunoprécipitation en ovocyte de xénope, un modele hétérologue utilisé au laboratoire
pour exprimer les protéines de schistosome. A la suite de ce travail, nous envisageons de
caractériser plus précisément cette interaction en identifiant les régions impliquées dans la
fixation de SmSirt1 et SMANP32. L’analyse de la séquence de SmANP32 nous a permis
d’identifier 5 domaines LRR en région N-terminale. Ces domaines sont composés de 20 a 30
acides aminés, enrichis en résidus leucine et sont généralement répétés pour former une
structure en forme de fer a cheval [Enkhbayar et al., 2004] impliquée dans la formation des
interactions protéine-protéine [Kobe et Kajava, 2001]. Ainsi, nous supposons que les
domaines LRR présents dans SmANP32 sont responsables de son interaction avec SmSirt1.
En parallele, nous envisageons d’identifier la région de SmSirt1 responsable de son
interaction avec SmMANP32. Dans le but de « disséquer » cette interaction, nous réaliserons
différents construits de SmSirt1 dans lesquels certaines régions de la protéine seront
supprimées. Les peptides correspondants seront exprimés avec SmANP32 dans des
ovocytes de xénope puis co-immunoprécipités afin d’identifier la région de SmSirt1 impliquée
dans linteraction. De méme, nous réaliserons différents construits de SmANP32 dans
lesquels les domaines LRR seront supprimés. L’expression des peptides correspondants en
ovocyte de xénope sera vérifiée puis ils seront co-immunoprécipités avec la région de
SmSirt1 précédemment identifiée. L'ensemble des résultats obtenus nous permettra
d’identifier les régions de SmSirt1 et de SmMANP32 responsables de leur interaction. Dans le

but d’étudier le rble biologique de cette interaction chez le schistosome, nous proposons de
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réaliser des expériences d’'immunoprécipitation de la chromatine (ChlP) Dans un premier
temps, 'immunoprécipitation de la chromatine successive avec des anticorps dirigés contre
SmSirt1 puis SMANP32 (Re-ChlP) permettra d’affirmer la présence des deux protéines dans
les mémes complexes. Ces immunoprécipitations seront suivies d’un séquencage des
fragments d’ADN fixés par les complexes contenant SmSirt1 et SmMANP32 (ChIPSeq) afin
d’identifier les génes cibles dont I'expression serait modulée par l'interaction entre ces deux
protéines. En paralléle, la co-immunoprécipitation dans des extraits cellulaires des
complexes contenant les deux protéines sera suivie d’'une analyse par spectrométrie de
masse pour mettre en évidence d’autres protéines présentes dans ces complexes. Pour finir,
nous souhaitons réaliser I'invalidation de I'expression du transcrit de SmANP32 par ARNi

afin d’étudier son rble dans la survie et la reproduction de S. mansoni.

Par ailleurs, au cours de ce projet de recherche, nous avons envisagé d’étudier le
réle biologique de SmSirt1 et SmSirt2 dans la survie et la reproduction de S. mansoni. Ainsi,
nous avons montré in vitro, que des inhibiteurs de sirtuines humaines induisent la mort de
schistosomules et affectent la stabilité de I'appariement et la production d’ceufs des vers
adultes. L’'obtention de la protéine SmSirt2 recombinante nous a permis de mettre au point
un dosage fluorimétrique afin d’étudier son activité enzymatique et son inhibition par des
inhibiteurs génériques de sirtuines humaines. Cependant, malgré des efforts conséquents,
I'optimisation de I'expression de SmSirt1 recombinante n’a pas permis d’obtenir une protéine
soluble et d’étudier son inhibition in vitro par des inhibiteurs de sirtuines humaines.
Néanmoins, pour faire face a ce probléme, nous avons mis au point I'expression de SmSirt1
dans des ovocytes de xénope afin de pouvoir étudier son inhibition. Ainsi, nous avons
montré que le sirtinol et la salermide, deux inhibiteurs de Sirt1 et Sirt2 humaines, sont
également capables d’affecter I'activité enzymatique de SmSirt1. Ces résultats mis en
corrélation avec ceux obtenus a la suite de linvalidation du transcrit de SmSirt1 et du
traitement de parasite avec du sirtinol et de la salermide (voir partie 1 des résultats), nous
permettent d’affrmer que [linhibition de SmSirt1 affecte in vitro la viabilit¢é des
schistosomules, la morphologie des organes reproducteurs ainsi que la production des ceufs
des vers adultes de schistosome. Bien que ce dosage ne se préte pas a un criblage
d’inhibiteurs a haut débit, il pourrait nous servir a l'avenir a déterminer la sélectivité
d’inhibiteurs développés contre SmSirt2. En effet, I'objectif de notre approche est d’obtenir
des inhibiteurs sélectifs de nos enzymes cibles afin de limiter I'apparition deffets

secondaires.
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DISCUSSION ET CONCLUSIONS GENERALES
L’épigénétique et les sirtuines comme cibles thérapeutiques

Toutes les cellules d’un organisme possédent un patrimoine génétique identique.
Pourtant, celles-ci ne développent pas les mémes caractéristiques. Dans chaque cellule,
l'expression des génes est différente et est soumise a une régulation particuliere dite
épigénétique. Développée récemment, cette notion propose d’étudier le réle fondamental de
'environnement sur I'expression des génes. A ce jour, plusieurs mécanismes épigénétiques
impliqués dans la modification de la structure de la chromatine ont été mis en évidence. Ces
mécanismes affectent I'expression des génes sans modifier la séquence d’ADN et sont
transmissibles d’'une cellule mére a ses cellules filles. Chez 'homme, I'ensemble de ces
meécanismes régulent de nombreux processus cellulaires et leurs dysfonctionnements sont
associés a de nombreuses pathologies. Ainsi, il a été mis en évidence des aberrations
épigénétiques dans les cancers, le diabéte, I'asthme et dans certaines maladies auto-
immunes et neurologiques [Kelly et al., 2010]. Au laboratoire, depuis plusieurs années, notre
équipe s'’intéresse aux modifications post-traductionnelles des histones et plus
particulierement au rble de la balance acétylation/désacétylation dans la régulation de
'expression des génes chez S. mansoni. L’ensemble des travaux que nous avons menés
avait pour but d’identifier les enzymes impliquées dans ces processus afin d’étudier leur role
potentiel en tant que cibles thérapeutiques. Nos recherches se sont focalisées sur ces
enzymes car celles-ci sont déja ciblées dans le cas de plusieurs pathologies humaines et

notamment le cancer.

Chez 'homme, les cellules cancéreuses sont caractérisées par une surexpression
des HDAC(s) de classe | et Il qui entraine une réduction globale du niveau d’acétylation des
histones. En effet, on observe une surexpression de HDAC1 dans les cancers de la prostate,
du colon, du sein et de lintestin, de HDAC2 dans les cancers colorectaux, cervicaux et
intestinaux. L'expression de HDAC3 a été mise en évidence dans des tumeurs du colon et
celle de HDACG6 dans des tumeurs du sein [Bolden et al., 2006]. L'utilisation de SiRNA pour
diminuer la surexpression de chaque HDAC(s) dans certaines lignées cellulaires
cancéreuses induit une diminution de la croissance et de la survie de ces cellules. De plus,
dans les cellules cancéreuses, il a été mis en évidence une diminution de l'acétylation de
H4K16 et de la trimétylation de H4K20 [Fraga et al., 2005]. Cette diminution du niveau
d’acétylation est la premiére étape observée dans le mécanisme de la répression de
'expression des geénes. Les HDAC(s), qui sont responsables de la suppression d’un
groupement acétyle sur les histones mais aussi sur de nombreuses protéines cellulaires,

sont ainsi devenues des cibles thérapeutiques prometteuses dans le traitement des cancers.
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Les sirtuines sont également impliquées dans le développement de cancers et différents
réles ont été proposés pour Sirt1, Sirt2, Sirt3, Sirt6 et Sirt7. Dans des modéles génétiques de
souris, il a été montré que Sirt1, Sirt2, Sirt3 et Sirt6 sont des suppresseurs de tumeurs
[Bruzzone et al., 2013]. Dans le cas de Sirt1, cette activité est due a la désacétylation et a
l'inhibition d’'une sous-unité de NF-«B, un facteur de transcription qui présente une activité
anti-apoptotique et pro-inflammatoire [Yeung et al., 2004]. De plus, dans le cancer du colon,
il a été montré que Sirt1 désacétyle la -catenine et entraine une suppression de sa capacité
a activer la transcription et la prolifération cellulaire [Firestein et al., 2008]. Par ailleurs, il a
été montré chez la souris que Sirt2 est un suppresseur de tumeur en participant a la
régulation de la mitose et a l'intégrité du génome. De plus, dans des cellules cancéreuses du
sein et du foie, il a été montré que I'expression de Sirt2 est diminuée par rapport a des
cellules saines. Il a également été proposé que le role de Sirt3 dans le métabolisme
mitochondrial, la production d’espéces réactives de l'oxygéne et la stabilité du génome,
s’oppose au développement de cancers [Kim et al., 2010 ; Finley et al., 2011]. Sirt6 semble
également étre un suppresseur de tumeurs car sa surexpression dans des lignées cellulaires
cancéreuses permet d’induire l'apoptose [Van Meter et al.,, 2011]. De plus, lactivité
anti-cancéreuse de Sirt6 est due a sa capacité a réguler négativement NF-xB et HIF-1a
entrainant une diminution de I'expression de génes impliqués dans la glycolyse et
'angiogenése [Kawahara et al., 2009 ; Zhong et al., 2010]. Pour finir, il a été montré in vivo
que la suppression de Sirt6 chez la souris entraine le développement de cancers [Sebastian
etal., 2012].

Cependant, le réle des sirtuines dans le développement du cancer semble compliqué a
établir puisque ces méme sirtuines peuvent également favoriser la croissance de tumeurs et
il semble que, dans certains cas, leur inhibition soit préférable a leur activation. Ainsi,
plusieurs études ont démontré que Sirt1 est impliquée dans la tumorigénése en désacétylant
et inactivant p53 [Vaziri et al., 2001] et des facteurs de transcription pro-apoptotique de la
famille FoxO [Brunet el al, 2004]. De plus, il a été montré que les inhibiteurs de Sirt1
présentent une activité anticancéreuse ou permettent de sensibiliser des cellules tumorales
vis-a-vis d’agent anticancéreux ou d’un stress oxydatif. Par ailleurs, I'inhibition de Sirt2 induit
des effets anticancéreux comme I'accumulation de pS53, larrét du cycle cellulaire et
'apoptose [Peck et al., 2010 ; Zhang et al., 2009]. Dans certains types de cancers I'activité
de Sirt3 semble favoriser le développement de tumeurs. Ainsi, une surexpression de Sirt3 a
été mise en évidence dans des cellules de carcinomes oraux et la réduction de celle-ci par
ARNi permet de diminuer la prolifération des cellules cancéreuses et augmente leur
sensibilité aux radiations et au cisplatine [Alhazzazi et al., 2011]. Les inhibiteurs de Sirt6

peuvent également étre utilisés pour augmenter la sensibilité des cellules cancéreuses a la
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chimiothérapie et la radiothérapie [McCord et al., 2009]. Pour finir, plus récemment, il a été
montré que Sirt7 entraine le developpement de tumeurs en désacétylant H3K18 pour
réprimer des génes qui présentent une fonction de suppresseurs de tumeurs. De plus, la
suppression de Sirt7 dans un modéle de souris greffées avec une tumeur humaine permet

de réduire la tumorigénicité [Barber et al., 2012].

L’implication et le réle des HDAC(s) dans le développement des cancers ont stimulé
la recherche d’inhibiteurs de ces enzymes. La plupart de ces inhibiteurs n’est pas sélectif
d'une seule HDAC et entraine généralement des effets secondaires. Néanmoins, il a été
démontré dans des essais cliniques que des inhibiteurs sélectifs ’HDAC(s) présentent des
effets bénéfiques dans certains cancers. Par exemple, I'utilisation d’un inhibiteur sélectif
d’HDACS8 permet d’arréter la prolifération et la différenciation des cellules de neuroblastome
[Oehme et al., 2009]. Plusieurs inhibiteurs d’HDAC(s) de seconde génération, plus sélectifs,
sont actuellement étudiés dans des essais cliniques pour traiter différents types de cancers.
A ce jour, 2 inhibiteurs d’HDAC(s) de classe | ont été approuvés par la FDA (US Food and
Drug Administration) dans le traitement du lymphome des cellules T cutanées et 13 sont en
phase d’essais cliniques pour le traitement de différents cancers [Arrowsmith et al., 2012].
Cependant, il est intéressant de noter qu'un seul inhibiteur de sirtuine, sélectif de Sirt1, est
entré en phase Il d’essai clinique dans le traitement de la maladie de Huntington. Il semble
donc que I'utilisation d’inhibiteurs de sirtuines soit délicate dans le traitement du cancer car,
comme nous l'avons vu précédemment, ces enzymes présentent des fonctions trés diverses
et parfois opposées en fonction du type de cancer considéré. De plus, les composés
développés sont bien souvent peu sélectifs d’une sirtuine particuliere et entrainent des effets

secondaires importants.

L’utilisation d’inhibiteurs d’HDAC(s) a également été proposée dans le traitement de
certaines parasitoses. En effet, les parasites présentent au moins deux caractéristiques
communes avec les cellules cancéreuses: une activité métabolique élevée et une division
cellulaire intense. De plus, les parasites sont des organismes qui présentent différents
stades de développement et un cycle de vie complexe dans lequel on retrouve généralement
plusieurs hoétes. Pour se développer et résister a des conditions environnementales
extrémes, les parasites régulent au cours de leur vie, leur morphologie, I'expression de leurs
génes ainsi que leur cycle cellulaire. L'expression des génes détermine I'état de
différenciation des cellules et joue un role majeur dans la régulation de l'activité de chaque
stade de développement du parasite dans différentes conditions physiologiques. Plusieurs
études rapportent que l'utilisation d’inhibiteurs de sirtuines affecte le développement ou la
viabilité de différents parasites. Par exemple, il a été montré que le sirtinol induit in vitro la

mort d’amastigotes de Leishmania infantum [Vergnes et al., 2005]. De plus, des amastigotes

118



LiSir2” présentent une réduction de leur capacité a se multiplier in vitro dans des
macrophages et in vivo dans des souris Balb/c [Vergnes, 2005]. Un autre inhibiteur de
sirtuine, le nicotinamide présente également in vifro une activité antiparasitaire sur
différentes espéces de Leishmania [Sereno et al., 2005]. Chez Plasmodium falciparum, la
surfactine inhibe PfSir2 et affecte le développement in vitro des stades parasitaires présents
dans les érythrocytes [Chakrabarty et al., 2008]. Pour finir, il a été montré que les sirtuines
jouent un réle important dans la biologie et la virulence de Trypanosoma brucei et

Trypanosoma cruzi [Kaur et al., 2012].

Au cours de mon projet de thése, nos recherches se sont focalisées sur I'étude du
réle potentiel des sirtuines en tant que cibles thérapeutiques dans le traitement de la
schistosomiase. Ainsi, le premier objectif de nos travaux a été de caractériser 'ensemble des
sirtuines présentes chez S. mansoni. A partir d’'une analyse in silico du génome de
S. mansoni, nous avons mis en évidence cinqg orthologues parmi les sept sirtuines
retrouvées chez les mammiféres: SmSirt1, 2, 5, 6 et 7. |l est intéressant de remarquer que
les sept orthologues sont présents chez d’autres membres des lophotrochozoaires:
l'oligochéte Capitella capitata et le cnidaire Nematostella vectensis. La présence de
'ensemble de ces orthologues suggére qu'ils étaient également présents chez I'ancétre
commun des meétazoaires ainsi que chez l'ancétre de la lignée des lophotrochozoaires
[Greiss et Gartner, 2009]. Ainsi, Il semble donc que les génes codant les sirtuines Sirt3 et
Sirt4 ont été perdus au cours de I'évolution des schistosomes. La perte de ces génes semble
étre arrivée relativement tard dans I'évolution du schistosome car ces derniers sont présents
chez le parasite trématode Clonorchis sinensis, un autre membre de la branche du groupe
des Digénes [Cribb et al., 2001]. Cependant chez ce parasite, le géne codant Sirt6 est
absent. Cette observation suggére que les génes codant les sept sirtuines retrouvés chez les
mammiféres étaient également présents chez I'ancétre des Digénes et, par conséquent,
chez les Plathelminthes. La conservation des domaines catalytiques des sirtuines pendant
I'évolution des métazoaires rend peu probable la possibilité que les génes codant Sirt3 et
Sirt4 existent dans le génome de S. mansoni et que les séquences de ces deux génes aient
divergé au point ou il n’est plus possible de les identifier par des méthodes standards. De
plus, leur inactivation semble peu probable car aucun pseudogéne correspondant n'a été
détecté dans les génomes des schistosomes. Par conséquent, ces génes ont donc été
perdus au cours de I'évolution des Schistosomatidae. Pour finir, il serait possible de relier la
perte de certains génes codant des sirtuines au mode de vie parasitaire des schistosomes.
En effet, 'absence de génes codant Sirt4 et Sirt5 chez deux cestodes, Echinococcus
granulosus et Echinococcus multilocularis, peut conforter I'hypothése que les formes

mitochondriales des sirtuines peuvent étre plus facilement perdues que d’autres et que leurs
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fonctions ont pu étre reprises par I'une ou l'autre des sirtuines restantes. Chez S. mansoni,
SmSirt5 est le seul géne a générer des isoformes d’épissage alternatif et nous pouvons
spéculer que ces isoformes remplissent des fonctions différentes dans la mitochondrie. Dans
ce contexte, Il serait intéressant de déterminer si le géne codant Sirt3 chez Echinococcus, le
seul codant pour une enzyme mitochondriale chez ces parasites, génére également des
isoformes d’épissage alternatif. Toutefois, ces spéculations doivent étre nuancées car les
trois génes codant des sirtuines mitochondriales sont absents chez le gastéropode Lotia
gigantea, un lophotrochozoaire non-parasitaire et chez le moustique Anopheles gambiae,

vecteur du paludisme [Greiss et Gartner, 2009].

Au cours de notre étude, les séquences codantes des sirtuines identifiées chez S.
mansoni ont été caractérisées par RACE PCR et un alignement des domaines catalytiques
de ces enzymes nous a permis de réaliser une étude phylogénétique. De plus, nous avons
montré par PCR quantitative en temps réel que tous les transcrits identifiés sont exprimés a
tous les stades de développement du parasite. Afin d’étudier le réle potentiel de ces
enzymes comme cibles thérapeutiques, nous avons, dans un premier temps, envisagé
d’étudier I'effet d’inhibiteurs génériques de sirtuines humaines sur des parasites en culture.
Pour ce faire, nous avons décidé d'utiliser le sirtinol, la salermide et le MS3 qui sont des
inhibiteurs non sélectifs de Sirt1 et Sirt2 humaines. Ainsi, nous avons montré que ces
composés induisent in vitro la mort de schistosomules. De plus, la mise en évidence de la
fragmentation de 'ADN par la technique de TUNEL nous a permis de montrer que ces trois
inhibiteurs de sirtuines induisent I'apoptose dans les cellules des schistosomules. D’un point
de vue général, 'ensemble des inhibiteurs dHME que nous avons testés au laboratoire sur
des schistosomules maintenus en culture induisent I'apoptose des cellules du schistosome
de maniére dose-dépendante. Cependant, dans des cellules cancéreuses humaines tous les
inhibiteurs d’HME n’induisent pas ce mécanisme de mort cellulaire programmée. Ces
enzymes semblent donc essentielles a la biologie du parasite et une dérégulation de leurs

activités entraine in vitro une diminution de la viabilité des schistosomules.

L’effet de ces inhibiteurs de sirtuines humaines a également été étudié sur des vers adultes
maintenus en culture. Au cours du traitement, deux paramétres ont été suivis: la stabilité de
'accouplement des vers et la production des ceufs. Cette étude nous a permis de montrer
que les inhibiteurs de sirtuines humaines affectent la stabilité de I'accouplement des vers
adultes et diminuent la production des ceufs de maniére dose-dépendante en fonction de la
durée du traitement. Dans le but de compléter ces résultats, a la suite du traitement, nous
avons recherché l'apparition d’'un phénotype au niveau des testicules et de I'ovaire de vers
adultes par microscopie confocale. Ainsi nous avons montré que la salermide induit chez la

femelle une désorganisation de I'ovaire avec une augmentation significative du nombre

120



d’'ovocytes matures et, chez le male, une diminution drastique du nombre de spermatocytes.
Les cellules germinales se multiplient activement et il semble que l'inhibition des sirtuines
chez le schistosome perturbe la division cellulaire. Néanmoins, des expériences
complémentaires seront nécessaires pour confirmer l'implication des sirtuines dans les
processus d’ovogeneése et de spermatogénése. En effet, nous avons constaté au laboratoire
que l'apparition de phénotypes anormaux au niveau des organes reproducteurs des vers
adultes est fréquemment observée aprés traitement des parasites avec des inhibiteurs
geneérigue d'HDAC(s) et de kinases humaines. Ainsi, nous supposons que les organes
reproducteurs du schistosome sont particulierement sensibles au déréglement de la
signalisation cellulaire et de la transcription car ils sont des lieux de métabolisme et de

division cellulaire intense.

SmSirt2: Une cible thérapeutique ?

A la suite de ces travaux, nous avons étudié plus précisément le réle de SmSirt2 en
tant que cible thérapeutique. L’optimisation de I'expression de la protéine recombinante ainsi
que celle d’'un dosage fluorimétrique par nos collaborateurs impliqués dans le projet
SEtTReND nous a permis d’étudier son activité enzymatique. De plus, nos collaborateurs de
la société Kancera AB ont mis en place un criblage a haut débit d’'une chimiothéque de plus
de 2 millions de composés afin d’identifier des inhibiteurs de SmSirt2. La cytotoxicité des
composeés les plus prometteurs a été étudiée sur différentes lignées cellulaires cancéreuses
et sur des fibroblastes humains. Les résultats obtenus montrent que les inhibiteurs de
SmSirt2 que nous avons sélectionnés sont peu toxiques pour les cellules humaines que
nous avons utilisées. Sur la base des études réalisées avec des inhibiteurs génériques de
sirtuines humaines, nous avons évalué la toxicité des composés identifiés sur des parasites
maintenus en culture. Ainsi, nous avons montré que les inhibiteurs de SmSirt2 affectent in
vitro, la viabilité des schistosomules et la stabilité de I'accouplement des vers adultes. De
plus, ces inhibiteurs induisent une diminution de la production des ceufs au cours du
traitement et des analyses par microscopie confocale ont permis de mettre en évidence
l'apparition de phénotypes au niveau des organes reproducteurs des vers. Parmi ces
inhibiteurs, le composé A entraine également une altération du tégument des vers adultes.
Cependant, nous pouvons nous interroger sur la sélectivité de ce composé car I'apparition
de ce phénotype n’'a jamais été observée auparavant sur des parasites traités avec des
inhibiteurs de sirtuines, ni avec des inhibiteurs d’HDAC(s) de classes | et Il. Ainsi, nous
pensons que I'apparition de ce phénotype est due a un effet de ce composé sur une autre
cible. Pour 'ensemble des composés testés, les phénotypes observés au niveau des

organes reproducteurs sont néanmoins identiques a ceux obtenus aprés traitement des
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parasites avec des inhibiteurs de sirtuines humaines et suggérent que l'inhibition de SmSirt2
affecte la reproduction du schistosome. Pour répondre a cette hypothése, nous avons réalisé
linvalidation de l'expression de SmSirt2 par ARN interférence. Cependant les résultats
préliminaires obtenus ne sont pas concluants et ne nous permettent pas de montrer une
implication de SmSirt2 dans les processus de spermatogénése et d’ovogénése. Les
expériences d’ARN interférence seront répétées et la diminution de I'expression de la
protéine SmSirt2 sera étudiée par Western Blot. Dans ces prochaines expériences la durée
de linterférence du transcrit SmSirt2 sera augmentée afin de diminuer significativement
I'expression de la protéine. Les résultats obtenus permettront de mettre en évidence un role
éventuel de cette enzyme dans la reproduction des vers de schistosomes. L’invalidation de
SmSirt1 par ARN interférence a permis d’obtenir un phénotype au niveau de l'ovaire
identique a celui établi apres traitement des vers avec des inhibiteurs génériques de sirtuines
humaines. Cependant, aucun phénotype n’a été observé dans les testicules des vers. Pour
compléter ces résultats, nous envisageons d’étudier I'effet de I'invalidation simultanée des
transcrits SmSirt1 et SmSirt2 sur les gonades du schistosome afin de mettre en évidence
une potentialisation de I'effet de I'invalidation du géne codant SmSirt1. De plus il nous faudra
étudier si une diminution du transcrit de SmSirt2 par ARNi n’est pas compensée par une
augmentation de I'expression de SmSirt1 et inversement. Ces résultats permettront de
montrer si SmSirt1 et SmSirt2 présentent des fonctions biologiques interchangeables.
Toutefois, la sélectivité des inhibiteurs de SmSirt2 issus du criblage a haut débit n’est pas

établie et il semble vraisemblable gu’ils inhibent a la fois SmSirt1 et SmSirt2.

La modélisation de la structure de SmSirt2 par homologie avec celle de son orthologue
humain nous permettra d’étudier la fixation de ces inhibiteurs dans le site catalytique de
'enzyme. A ce jour, la comparaison de la structure de SmSirt2 avec 'enzyme humaine nous
a déja permis de montrer qu’il existe des différences structurales au niveau du site
catalytique de ces deux enzymes. Ces différences seront exploitées afin d’optimiser
chimiquement les inhibiteurs de SmSirt2 que nous avons identifiés au cours du criblage a

haut débit pour augmenter leur sélectivité vis-a-vis de 'enzyme du schistosome.

Toutefois, le statut de SmSirt2 en tant que cible thérapeutique unique pour le développement
de nouveaux médicaments n’est pas encore établi. Les résultats obtenus a la suite de 'ARNi
ne nous permettent pas a ce jour d’affrmer que linhibition de cette enzyme affectera la
viabilité des parasites in vivo. C’est pourquoi nous avons mené en paralléle des études sur
SmSirt1 qui, malgré les difficultés que nous avons rencontrées pour produire 'enzyme

recombinantes, semble étre une cible thérapeutique valide.
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Initiation de I’étude du réle biologique de SmSirt1

Pour finir, nous avons entrepris d’étudier plus particuliérement le réle biologique de
SmSirt1 chez S. mansoni. Ainsi, nous avons réalisé un criblage d’'une banque d’ADNc de
vers adultes par la technique du double hybride en levure dans le but d’identifier des
partenaires protéiques de SmSirt1. Ainsi, nous avons pu identifier que cette enzyme interagit
avec des protéines impliquées dans la transcription des génes, I'épissage des ARN(s) ainsi
que dans la traduction des protéines. De plus, certains partenaires que nous avons identifiés
sont des protéines mitochondriales ou des protéines associées au cytosquelette ainsi qu’a la
matrice extracellulaire. Cependant, les partenaires de SmSirt1 que nous avons identifié chez
le schistosome sont différents de ceux déja décrits dans la littérature pour son orthologue
présent chez 'lhomme. Par exemple, il a été montré que Sirt1 se fixe a p53 et entraine son
inactivation en désacétylant spécifiquement son résidu lysine en position 382 [Vaziri et al.,
2001]. De plus, en réponse au stress oxydatif, Sirt1 forme un complexe avec FoxO3 et
entraine sa désacétylation in vitro et dans des cellules [Brunet et al., 2004]. Pour finir, Sirt1
peut également interagir et désacétyler PGC1-a, un coactivateur de la transcription dans le
but de contrdler, dans le foie, les voies impliquées dans le métabolisme du glucose [Rodgers
et al., 2005]. Au cours de notre criblage en double hybride, aucune de ces protéines n’a été
identifiee. Néanmoins, il se peut que ces interactions soient spécifiques de 'homme et
gu’elles soient absentes chez le schistosome. Bien que le systéme de criblage en double
hybride de levure soit une méthode intéressante pour initier I'étude des interactions protéine-
protéine, celui-ci présente des inconvénients. En effet, toutes les interactions ne sont pas
visibles et leur détection de fagon binaire ne permet pas lidentification de complexes
multiprotéiques. De plus, la localisation nucléaire du systéme rapporteur nécessite que les
protéines présentent une conformation au sein du noyau identique a leur conformation native
dans une cellule. Par ailleurs, la toxicité de certaines protéines empéche leur analyse dans
ce systeme. Pour finir, au cours de notre criblage, le nombre important de clones positifs que

nous avons identifiés nous a contraints a étudier qu’une partie d’entre eux.

Cependant, dans un premier temps, il serait intéressant de confirmer certaines des
interactions que nous avons identifiées par co-immunoprécipitation en ovocyte de xénope
puis d’étudier plus précisément leur réle biologique chez le schistosome. Nous envisageons
également d’étudier ces interactions entre des protéines humaines afin de montrer si ces
derniéres existent également chez 'homme ou si elles sont spécifiques du schistosome. A
ce jour, nous avons confirmé par co-immunoprécipitation linteraction entre SmSirt1 et
SmANP32. La caractérisation et 'analyse de la séquence de SmANP32 obtenue par RACE

PCR nous a permis de montrer que nous avons cloné l'isoforme SmANP32A. Notre intérét
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s’est porté sur cette protéine car, chez ’homme, ANP32A est impliquée dans la régulation de

'expression des génes, la prolifération et la différenciation cellulaire.

La mise au point de I'expression de SmSirt1 en bactérie E. coli ou dans des cellules
d’insectes transfectées avec des baculovirus ne nous a pas permis d’obtenir une protéine
soluble. De plus, I'expression de la protéine tronquée ou celle de son domaine catalytique
uniquement n’a pas permis d’obtenir une meilleure solubilité. Cependant, au cours de nos
travaux, nous avons montré qu’il était possible d’exprimer SmSirt1 dans des levures S.
cerevisae. Il serait donc intéressant d’envisager I'expression et la production de cette
protéine dans des levures Pichia pastoris, utilisées pour la production de protéines
recombinantes. Néanmoins, au cours de ce projet de recherche nous avons mis au point
l'expression de SmSirt1 en ovocytes de xénope afin d’envisager d’étudier son activité
enzymatique ainsi que son inhibition. Ainsi, nous avons pu montrer que la salermide et le
sirtinol, deux inhibiteurs de sirtuines humaines, inhibent également SmSirt1. L'utilisation de
ce modeéle est toutefois limitée et ne permet pas d’étudier quantitativement l'inhibition de
SmSirt1 par différents inhibiteurs. Cependant, par la suite, nous envisageons d’utiliser ce
dosage afin d’étudier la sélectivité de certains inhibiteurs de SmSirt2 que nous avons

identifiés au cours du criblage a haut débit.

Au cours de ce projet de recherche et plus généralement au cours du projet
SEtTReND, notre objectif a été d’identifier de nouvelles cibles thérapeutiques afin de
développer de nouveaux précurseurs de médicaments pour traiter la schistosomiase.
L’ensemble des résultats obtenus nous a permis de montrer que SmMHDACS est une cible
thérapeutique prometteuse. De plus, les travaux que nous avons initiés concernant SmSirt2
ont permis d’obtenir des résultats encourageants mais qui devront étre confirmés puis
complétés afin d’affirmer que cette enzyme est une cible thérapeutique intéressante. |l
faudra, entre autres, par homologie avec la démarche entreprise pour valider SmHDACS
comme cible, démontrer que cette enzyme est indispensable au développement du parasite
in vivo. Pour ce faire, des schistosomules interférés pour le géne codant SmSirt2 seront
injectés dans des souris afin d’étudier le développement des vers et de quantifier la
production des ceufs aprés 35 jours d’infestation. Ces résultats nous permettront, en plus de
ceux obtenus apres l'interférence de vers adultes in vitro, de démontrer que SmSirt2 est une

cible intéressante.

Toutefois, la production de ces enzymes sous forme de protéines recombinantes et I'analyse
de leur structure aprés cristallisation ou a I'aide de modélisation nous ont permis d’étudier
leur inhibition et d’identifier de nouvelles molécules, précurseurs de médicament. Par la

suite, I'effet de ces composés a été étudié in vitro sur des parasites et/ou in vivo dans un
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modéle de souris infectées par le schistosome. A ce jour, certaines molécules prometteuses
ont été identifiées et font actuellement I'objet d’'une bio-optimisation afin d’augmenter leur
spécificité et leur activité pour 'enzyme du parasite. Comme nous I'avons vu précédemment,
les sirtuines sont impliquées dans de nombreux processus cellulaires et la dérégulation de
leur activité est associée a de nombreuses pathologies. Chez 'lhomme, la sélectivité d’'un
inhibiteur de sirtuine est essentielle pour éviter le développement d’effets secondaires. Afin
de prévenir ces effets indésirables pour les composés que nous avons identifiés, il nous
faudra augmenter leur spécificité pour les enzymes du parasite. Cependant chez le parasite,
la sélectivité pour une sirtuine spécifique ne semble pas fondamentale. En effet la
dérégulation de l'activité de plusieurs sirtuines dans le parasite pourrait étre intéressante
pour affecter significativement sa viabilité. A plus long terme, I'objectif est de continuer nos
investigations afin d’obtenir un (ou plusieurs) composé(s) susceptible(s) d’entrer en phase

préclinique puis clinique.

Cependant, pour aboutir a un candidat médicament, il nous reste encore a prouver la
sélectivité de nos composés, a évaluer leur sécurité puis a étudier in vivo leur efficacité. Afin
d’étudier le comportement et d’affirmer l'innocuité d’'un candidat médicament prometteur, il
nous faudra étudier in vitro puis chez l'animal ses propriétés pharmacologiques,
pharmacocinétiques, pharmacodynamiques et toxicologiques. Aprés avoir réalisé 'ensemble
de ces tests, les essais cliniques sur des volontaires sains, puis sur les premiers patients
pourront débuter. En paralléle du développement clinique, il faudra mettre au point la forme
galénique la mieux adaptée et si nécessaire un systéme d'administration approprié. Dans le
cas du traitement de la schistosomiase, le médicament « idéal » devra étre efficace en dose

unique et administré par voie orale.

Il est important de rappeler ici que le développement d’'un médicament est un processus long
et couteux. En effet, on estime que chaque médicament développé pour un marché mondial
coute de 350 a 800 millions d’euros et que la durée totale de son développement varie de 8
a 12 ans. Le développement de nouveaux médicaments pour traiter la schistosomiase est a
ce jour devenu indispensable. Cette pathologie est considérée comme une maladie tropicale
négligée qui affecte des populations défavorisées dans des pays sous-développés ou en
voie de développement. Ainsi, nous pouvons nous interroger sur le financement a la fois du
développement de nouvelles drogues anti-schistosomales mais aussi sur celui de la
distribution du médicament aux populations touchées. Actuellement la société Merck fournit
gratuitement le PZQ aux populations mais nous pouvons nous demander combien de temps
cette société pharmaceutique pourra financer cette action. Enfin, I'éradication de la

schistosomiase dans les zones endémiques nécessite une approche globale dans laquelle la
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chimiothérapie devra étre accompagnée d’'une éducation sanitaire des populations et d’une

lutte vectorielle contre I'h6te intermédiaire du schistosome.

Au cours des 3 prochaines années, sur la base de la stratégie développée au cours du projet
SEtTReND, notre étude sera élargie a d’autres parasites de 'homme tels que Plasmodium
falciparum, Trypanosoma cruzi ainsi qu’a plusieurs espéces de Leishmania. Ce projet, A-
PARADDISE (Anti-Parasitic Drug Discovery in Epignetics) sera financé par la Commission
Européenne et aura pour objectif de développer et d’optimiser de nouveaux inhibiteurs
sélectifs d’enzymes impliquées dans la modification des histones dans les 4 parasites

étudiés.
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