N

N

Evaluation préclinique d’une nouvelle stratégie de
radiosensibilisation pharmacologique: I’inhibition des
histones désacétylases

Sofia Rivera

» To cite this version:

Sofia Rivera. Evaluation préclinique d’une nouvelle stratégie de radiosensibilisation pharmacologique :
I'inhibition des histones désacétylases. Cancer. Université Paris Saclay (COmUE), 2016. Francais.
NNT: 2016SACLS507 . tel-01648406v2

HAL Id: tel-01648406
https://theses.hal.science/tel-01648406v2
Submitted on 6 Dec 2017

HAL is a multi-disciplinary open access L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
archive for the deposit and dissemination of sci- destinée au dépot et a la diffusion de documents
entific research documents, whether they are pub- scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
lished or not. The documents may come from émanant des établissements d’enseignement et de
teaching and research institutions in France or recherche francais ou étrangers, des laboratoires
abroad, or from public or private research centers. publics ou privés.


https://theses.hal.science/tel-01648406v2
https://hal.archives-ouvertes.fr

.0 GUSTAVE/
universite ROUSSY

PARIS-SACLAY CANCER CAMPUS / \

GRAND PARIS

NNT : 2016SACLS507

THESE DE DOCTORAT
DE
L UNIVERSITE PARIS-SACLAY
Préparée au laboratoire de radiothérapie moléculaire
INSERM U1030

ECOLE DOCTORALE N°582
Cancérologie : biologie-médecine-santé¢ (CBMS)
Spécialité de doctorat :
aspects moléculaires et cellulaires de la biologie

Par
Mlle Sofia Rivera

Evaluation préclinique d’une nouvelle stratégie de radiosensibilisation
pharmacologique : ’inhibition des histones désacétylases

These présentée et soutenue a Gustave Roussy, le 12 décembre 2016

Composition du jury :

Dr Jean Luc PERFETTINI Gustave Roussy., Université Paris Sud Président

Dr Stéphane SUPIOT Institut de Cancérologie de I'Ouest, Université de Nantes Rapporteur

Pr Nicolas MAGNE Centre Lucien Neuwirth, Université Jean Monnet Rapporteur

Pr Philippe MAINGON Hopital Pitié-Salpétriére, APHP, Université P. et M. Curie = Examinateur

Pr Eric DEUTSCH Gustave Roussy., Université Paris Sud Directeur de thése

Pr Christophe HENNEQUIN Hopital Saint Louis, APHP, Université Paris Diderot Co-directeur de thése







REMERCIEMENTS

Je tiens a remercier tout particulierement le Professeur Eric Deutsch et le
Professeur Christophe Hennequin, qui m’ont fait 'honneur de diriger cette thése. Eric,
Christophe, merci pour vos conseils, votre confiance et vos encouragements qui m’'ont
permis de mener ce travail a son terme. Merci également pour votre amitié, votre
enthousiasme, votre capacité a me remotiver en toutes circonstances et votre soutien

concernant tous mes projets et les moments importants de ma vie professionnelle.

Merci a Céline Leteur, sans qui ce travail n’aurait pas abouti. Merci pour ton aide

scientifique et technique, merci pour tout le travail fourni, tes efforts et ta patience.

Merci au Docteur Jean Luc Perfettini, qui a bien voulu me faire I'honneur de
présider le Jury de cette thése. Jean Luc, merci pour ton expertise et tes conseils

précieux sur ces derniéres années de thése.

Je remercie le Professeur Nicolas Magné et le Docteur Stéphane Supiot, qui ont
accepté de juger ce travail et d’'en étre rapporteurs. Merci d’avoir accepté de consacrer
du temps a ce travail et de vous étre déplacés pour participer a la soutenance de cette

thése. Je tiens a vous témoigner toute ma gratitude et mon respect.

Je remercie le Professeur Philippe Maingon, mon maitre, et le Professeur Guy
Kantor qui ont accepté de participer au Jury de cette thése et de la juger. Merci d’avoir
accepté de consacrer du temps a ce travail et bien plus de temps encore a ma formation

Je tiens a vous témoigner toute ma reconnaissance et mon respect.

Je souhaite exprimer ma gratitude a tous ceux qui m’'ont encouragé a réaliser ce
travail de recherche et ont aidé a le rendre possible acceptant bien souvent une charge
de travail supplémentaire tant en clinique qu’au laboratoire : toute mon équipe a Gustave
Roussy, les collégues et amis de I'hépital Saint Louis et de 'INSERM1030, les amis de
FESTRO pour leur aide, leurs conseils, et les discussions enrichissantes que nous avons

eues sur ce projet et sur d'autres.
Je remercie également les patients qui ont accepté de participer a notre étude.

Merci @ mes amis pour leur soutien moral et leur contribution en particulier Pierre,
Cyrus, Jean, Stéphanie, Laurence, Sandrine et Chacha, Eleonor, Hanene, Michael (sans

qui cette thése n'aurait jamais commencée) Jérémy et Amandine (ma grande sceur).

Enfin et surtout, merci a ma famille, mes parents, ma soeur, mes amours Jérdme
et Gabriel et mes beaux-parents pour leur amour, leur patience au quotidien, leurs
encouragements, leur contribution et leur soutien sans faille sans lesquels je n’aurai

jamais terminé ce travail.






TABLE DES MATIERES

Remerciements....... ... cr e e e e e e e s e e e e e e s semeamm e eaeeeenenn 3
TABLEDES MATIERES ... e e e e e e e e e e e e memn s 5
LISTE DES FIGURES ......... et ceseee s e e s e e s e s e e sememmm e e e e eemenns 9
LISTE DES TABLEAUX ... ... et e ee e e ee e ee e e e e eememm s e aeeeemenn 11
DEFINITION DES ACRONYMES ........... e e eeme e mmem e e e e nenes 13
1 —INTRODUCTION ... e e e er e e e e e e e s e m s e e e e e e e e mmmmmaman 17
1.1 Préambule : le concept d’épigénétique ........cccccceereceerreccceeccccneenn. 17

1.1.1  Méthylation de 'ADN et des histones : ..., 19

1.1.2 SUMOYIALON « ..o 21

1.1.3  UbIiqUItination « ... 22

1.1.4 Acétylation et désacétylation des histones ...l 24

1.2 EPigENEtiQUE €t CANCET I ..uceeeeeeeereececeeescaceasessseesaesssssssaseassnsssasseses 27

1.3 HDACI en cancerologie : ........coiieceiiceeee s ee e e e ane e 29

1.3.1 Développement et classification des HDACi : ... 30

1.3.2 Effets biologiques des HDACI ..., 31

1.3.2.1 HDACI et apoptose ..o 32

1.3.2.2 HDACIl etarrétducycle cellulaire : ..., 37

1.3.2.3 HDACI et angiogenése tumorale :............c..oooiiiiiiiiiiiii i 41

1.3.2.4 HDACI, capacités invasives et métastases:............................... 43

1.3.2.5 Immunité cellulaire........... e 44

1.3.251  ImMUNIt€ INNEE...ocoee e e 45

1.3.25.2 Réponse immunitaire spécifique (adaptative).........ccc.ccccceeeeeee... 45
1.3.2.5.3 HDACI et immunomodulation ..........c..cceeoiieiiceicnneeee . 48

1.3.3 Combinaison d'HDACI et d’autres drogues ..., 51
1.3.3.1 HDACI et autres modulateurs de la transcription :..................... 51
1.3.3.2 HDACI et chimiothérapies conventionnelles :............................. 52
1.3.3.3 HDACI et ligands des récepteursdemort :............................... 53
1.3.3.4 HDACI et inhibiteurs de kinases :...........ooooiooii 54
1.3.3.5 HDACI et régulateurs de la dégradation par le protéasome: ...... 55
1.3.3.6 HDACI et anti angiogéniques : ..., 56

14 Place de la radiothérapie et concept de radiosensibilisation: ...... 57

1.4.1 Mécanismes d’action des rayonnements ionisants : ....................... 58
1.4.1.1 Dommages des protéines ..., 59
1.4.1.2 Dommages des lipides ..., 59
1.4.1.3 Dommages de FADN........cooor e 60

14.1.3.1 Les cassures simple et double brin de TADN .............ccccceeeneee.. 61
14.1.3.2 Les dommages du cytosquelette de 'ADN............cccoeiiiiieeeee... 83

1.4.2 Mécanismes de réparation des dommages...........cccoeeeeeeeieeeieeeeen..e. 63
1.4.2.1 Larecombinaison homologue..........c.ooooiiiiiiiiiiiiii e, 64
1.4.2.2 La réparation par suture non homologue (NHEJ) ...................... 66
1.4.2.3 Laréversion dudommageinsitu.............coooooiiiiiiiiiiie. 68
1.4.2.4 Laréparation des mésappariements debases........................... 69
1.4.25 Le systéme de réparation par excision de bases (BER)............. 71
1.4.2.6 La réparation par excision de nucléotides (NER)....................... 72

1.4.3 Mécanismes de mort cellulaire aprés irradiation .............................. 74
1.4.3.1 Mort mitotique ou catastrophe mitotique ........................... 75
1.4.3.2 APOPIOSE oo 77
1.4.3.3 LA SENESCENCE ..o e e e e e e e e aeeaaean 79
1.4.34 Lautophagie........cooocoeeeiiieeeeee e 80
L R - 1= o o L= U 81

1.4.3.6 L'entose ou cannibalisme cellulaire..............ccooiimiiiiiiiiieee. 82



WnN

1.4.3.7 Lamort immunogéniquUe..........cooeiieiieeiiieeeeee e 82

1.4.4 Concept de radiosensibilisation .................coo 82

145 Modulation de la radiosensibilité..............ooooo 87
1.4.5.1 Hypoxie tumorale et modulation de la radiosensibilité................. 87

1.4.5.2 HDACI et modulation de la radiosensibilité ................................ 89

1.4.5.3 Effet radio sensibilisant du cisplatine ....................... 90

1.5 Cancer bronchique non a petites cellules ...........ccococcceriicceeeee. 92

e 1 = 2 = 0 | 94

— PRESENTATION DES TRAVAUX ... e e e 96
31 Evaluation de la modulation de la radiosensibilité tumorale par
"abexinostat in Vitro et iN VIVO ... s s sms s e s s 96
311 Rationnel ..o 96

3.1.2 Reésultats (données partiellement soumises a Oncotarget, en révision
mineure sous la référence N® #018532) ..., 97
3.1.2.1 L’Abexinostat radio sensibilise les cellules de CBNPC in vifro en
Normoxie et €N MYPOXIE ... 97
3.1.2.2 L’Abexinostat induit 'apoptose des cellules de CBNPC in vitfro en
normoxie et majore I'apoptose radio-induite ... 105
3.1.2.3 Lapoptose des cellules H460 induite par l'abexinostat est
caspase dépendante et implique la voie mitochondriale................ccccceiiiiinnnnnn... 109
3.1.2.4 L’abexinostat augmente le nombre et la persistance des cassures

double brin de 'ADN (CDB) induites par l'irradiation dans les cellules H460 ...... 113
3.1.2.5 L’abexinostat diminue la signalisation et la réparation des
dommages de '’ADN induits par l'irradiation dans les cellules H460 ................... 115

3.1.2.6 L’abexinostat potentialise le retard de croissance tumorale en
combinaison avec différentes modalités thérapeutiques avec une toxicité

acceptable in vivo dans des modéles de CBNPC ... 119
3.1.2.7 Evaluation de l'effet de la combinaison abexinostat et irradiation
sur les tissus sains pulMONAIreS N VIVO ..........euneeeeeeeceeeee e 127

3.2 Evaluation de la toxicité et de la tolérance de la combinaison
abexinostat et radiothérapie chez ’'homme dans le cadre d’un essai de phase |
(données soumises a Oncotarget, en révision sous la référence n° #018377)...131

3.2.1  Rationnel ... neeee 131

3.2.2 RésUlats ..o 131

3.221 Patientsdel'étude ... 131

3222 Etudedefficacité ... 135

3.2.23 EtudedelatoXiCite ... ..o 137

3.2.23.1 Dose maximale tolérée (MTD) et toxicité dose limitante (DLT).... 137

3.223.2 Effets secoNdaireS......cooooee e 138

4 — DISCUSSION ET PERSPECTIVES ... 141
5 — CONCLUSION......ce e erme e s e e e s e s ee e e e e memnmmmaman 151
6 — REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES............cco e, 152
ANNEXE 1 - MATERIELS ETMETHODES ..., 182
Réactifs, lignées cellulaires et anticorps ... 182

Milieux, conditions de culture et irradiation ..............ooriimiiiiiis 182

Sensibilité aux agents pharmacologiques......... ... 183

Tests ClONOGENIQUES .........eeeeeee e 183

Analyse du cycle cellulaire ... 184

Western blots ... 185
Immunofluorescence ... ..o 185
Xénogreffes tUmorales ... 186

Etude histologique et immunohistochimique.............ccoimiiee 187

Modeéles de fibrose pulmonaire radio induite .............ccccovmiiiiiiee 187

Etude de phase | ...ttt mnsannnee 188

Méthode statistique ...t 190

ANNEXE 2- ARTICLES ... e e e e e e m e e e e e e e 192
Articles acceptés pour publication (Oncotarget) ...l 192



- “Time dependent modulation of tumor radiosensitivity by a pan

HDAC inhibitor : abexinostat” ... e 192
- “A phase | dose-escalation study of the oral histone deacetylase
inhibitor abexinostat in combination with standard hypofractionated radiotherapy in
advanced solid tUMOrS” ... e 210
ARCIES PUDIIES ... 226

- “Phasel ftrial of everolimus in combination with thoracic
radiotherapy in non-small-cell lung cancer’..............oooo o 227
- “New challenge of developing combined radio-drug therapy”...234

- “Cellules souches cancéreuses : nouvelle cible thérapeutique

dans le traitement des cancers broncho-pulmonaires” .............cccooceeiiiiiciecceennnn.. 242
- “Thérapies ciblées et radiothérapie dans les cancers bronchiques

non a petites cellules”..... ... 253
- “Lung Cancer Stem Cell : New Insights on Experimental Models

and Preclinical Data” ... 263






LISTE DES FIGURES

Figure 1 : Régulation de I'activité transcriptionnelle par la structure conformationnelle de

1@ CRPOM@EING (1)t san s sannsannsnnnnan 18
Figure 2 : Modifications épigénétiques par méthylation de 'ADN et conséquences en
CANCAIOIOGIE () ..t ee e e e e e e e ee e e eeeeeeeeeeeeeaaeeaaeeeaeeaaeeaaaeaaeeaaaeaaaaaaaean 20
Figure 3 : Un faible niveau de sumoylation de facteurs de transcription peut entrainer une
répression de I'expression des génes cibles de ces facteurs (10).......cccoeeeeeiieeciicciennnn. 21
Figure 4 : - Schéma du protéasome 26S (13) .. e 24
Figure 5 : Représentation schématique du concept de létalité synthétique (31) .............. 28
Figure 6 : Voies extrinséque et intrinséque de I'apoptose (66).......ccccceeeveeeveecieecieccnne. 33
Figure 7 : Effet pro apoptotique des HDACI sur les cellules cancéreuses (45) ................ 35
Figure 8 : cycle cellulaire des cellules de mammifére normale et comparaison avec les
CellUIES CANCAIEUSES (78) .. e et ee e e e e ee e e e e e e ee e e ee e e eeaeeeaeeeaeeeaeeaaaeaaeeas 38
Figure 9 : Angiogenése tumOorale (107 )... ..o e aen 42
Figure 10 : Effets de l'inhibition des histones désacétylases sur les protéines non histone
(B8 ettt e te e e a—eee e r—eaee e aaneeseannteseanneeseaannteeeanneeeeanneeseannneeeeannnn 50
Figure 11 : Voies de signalisation du VEGF dans la cellule endothéliale (210) ............... 57
Figure 12 : Radiolyse de I'@aU ..o s 58

Figure 13 : Représentation schématique des lésions de 'ADN induites par les effets
directs et indirects des rayonnements ionisants (adapté de C. Prouillac, schéma non

91811 [1= ) OSSR 61
Figure 14 : Principaux dommages radio induits de 'ADN et leurs spécificités (217)........ 62
Figure 15 : Lésions de 'ADN et systémes de réparation (220) ......cccooeeveeeieecieecveccnne. 64
Figure 16 : Schématisation de la réparation par recombinaison homologue (213) .......... 65

Figure 17 : Schématisation de la réparation par suture non homologue (NHEJ) (213)....67
Figure 18 : Schéma hypothétique du systéme de réparation par réversion du dommage in

T (A ) USSR 69
Figure 19 : Schéma hypothétique des étapes de la réparation des mésappariements de
(o L (2 1 ) T USSR 70
Figure 20 : Réparation par excision de bases (213) ... 71
Figure 21 : réparation par excision de nucléotides (213) ... 73
Figure 22 : Mort mitotique aprés irradiation (268) ... 76
Figure 23 : Voies de signalisation de 'apoptose (284) ... 79
Figure 24 : Coopération spatiale et moléculaire conduisant a une radiosensibilisation
(05 ) OSSR 84
Figure 25 : Stratégies de combinaison a la radiothérapie développées pour augmenter
I'efficacité anti tumorale de la radiothérapie (315) ... e 86
Figure 26 : L’'abexinostat inhibe la prolifération des cellules tumorales en normoxie
(O L USRS 97
Figure 27 : L’abexinostat combiné a l'irradiation inhibe la survie clonogénique des cellules
tumorales en NOrMOoXi& (02 = 27190 ... 98
Figure 28: Le panobinostat (LBH 589) combiné a lirradiation inhibe la survie
clonogénique des cellules tumorales en normoxie (02 =21%).....cccoireiiieiiiieiieeieeeeeeeee. 99
Figure 29 : L’abexinostat combiné a l'irradiation inhibe la survie clonogénique des cellules
tumorales en hypoXie (02 = 0.100) oo eee e e e ee e e ee e 99
Figure 30 : modélisation linéaire quadratique des courbes de survie clonogénique en
normoxie et hypoxie pour A549 et H4B0 ............ooemeeeeieeee e 101
Figure 31 : Effet supra-additif de la combinaison irradiation et abexinostat sur les cellules
de CBNPC in vifro en conditions hypoXiques.............c.oooii i 102

Figure 32 : L'effet radio sensibilisant de I'abexinostat combiné a l'irradiation dépend de la
séquence thérapeutique : Absence d'effet radio sensibilisant de la combinaison

concomitante sur les cellules tumorales en normoxie (02 =21%) ....coeeeeeeieeeieeeieeeieeeel 103
Figure 33 : Activité HDAC inhibitrice de I'abexinostat en normoxie: augmentation du
niveau de l'histone H3 acetyle. ... ..o ottt emaeenaees 104

9



Figure 34 : L’augmentation d’'expression d’'HIF1-alpha confirme la validité de nos

conditions expérimentales hypoXiqUES ..o 104
Figure 35: Activité HDAC inhibitrice de I'abexinostat en hypoxie: augmentation du
niveau de l'histone H3 acetyle. ... ..o ottt emaeenaees 105
Figure 36 : L'abexinostat induit une augmentation concentration dépendante de la
population de H460 en sUDG ... oottt enaennssmmaennnee 106
Figure 37 : L’abexinostat induit une augmentation concentration dépendante de
'apoptose des cellules HAB0......... ...ttt emaemmsemmsenneees 108
Figure 38 : L’apoptose induite par I'abexinostat est caspase dépendante ..................... 110
Figure 39: L’apoptose induite par l'abexinostat est médiée par la dépolarisation
mitochondriale et I'activation delacaspase 3..........o e 112
Figure 40 : L’abexinostat augmente le niveau d’expression de la caspase 3 clivée ...... 112
Figure 41 : L’abexinostat majore les CDB radio-induites de maniére prolongée............ 114
Figure 42: L'abexinostat augmente I'expression de phospho-H2AX de maniére
[o]ge] o] gl 1= SO OUS USROS 115
Figure 43 : L’abexinostat diminue I'expression de MRE11, NBS1 et Rad51 de maniére
temps et dose dépendante.............o e 116
Figure 44 : L’abexinostat réduit le nombre de foci Rad51radio-induits.............cc............ 118
Figure 45 : Schéma de traitement de la combinaison abexinostat et radiothérapie........ 119
Figure 46 : Suivi du poids deS SOUNS .......ooiieiiieeeeeee ettt enaeanssmneenneens 120
Figure 47 : L’abexinostat induit un retard de croissance tumorale et majore I'effet anti
tumoral de I'irradiation ... ... e 121
Figure 48 : L'abexinostat améliore la survie des souris porteuses de tumeur A549 et
H460 traitées par radiothérapie +/- abexinostat...............cccovemiiiiii s 123
Figure 49: Schéma de traitement de la combinaison abexinostat +/- cisplatine +/-
(= Lo [To1 (1T = o 1= TSSOSO 124
Figure 50 : Suivi du poids des souris lors de la combinaison abexinostat +/- cisplatine +/-
(= Lo [To1 (1T = o 1= TSSOSO 125
Figure 51 : L'abexinostat majore l'effet anti tumoral de la combinaison irradiation et
IS PIAtING. .. e e e e e e e e ee e e e e e e e e ea e e eaaeeaaeeaaeeaaaeaaas 126
Figure 52 : Effet de la triple combinaison par abexinostat, cisplatine et irradiation sur la
survie des souris porteuses de tumeur A549............. e 127
Figure 53 : Schéma de traitement du modéle d'évaluation de la fibrose pulmonaire radio
1T T =SS 128
Figure 54 : Suivi du poids des souris lors de la combinaison abexinostat +/- radiothérapie
......................................................................................................................................... 128
Figure 55 : Effet de I'abexinostat sur les tissus sains pulmonaires 10 semaines aprés
traitement par abexinostat +/- irradiation thoracique.................ccoo L 129
Figure 56 : Effet de I'abexinostat sur les tissus sains pulmonaires 22 semaines aprés
traitement par abexinostat +/- irradiation thoracique.................ccoo L 130
Figure 57 : Schémas de traitement de I'étude de phase | de combinaison abexinostat et
(= Lo [To1 (1T = o 1= TSSOSO 132
Figure 58 : Les modifications covalentes des histones et de 'ADN sont des mécanismes
clé de la régulation épigénétique de I'expression des génes (440) ...l 148

10



LISTE DES TABLEAUX

Tableau 1 - Famille des HDAC : classification, localisation et principaux substrats (21) .26

Tableau 2 - Statut d’avancement clinique des principaux HDAC inhibiteurs (17) ............ 30
Tableau 3 - Effet immunomodulateur des HDACI (161) ..., 49
Tableau 4 - Estimation des paramétres a et B en conditions normoxique et hypoxique
PoUr AS49 et HAB0 ...ttt e —ann—enn—ann—enntennaennaann 100
Tableau 5 - Répartition du nombre de patients selon chaque schéma de traitement et
selon chaque groupe en fonction du siteirradié ... 133
Tableau 6 - Caractéristiques de la population de I'étude dans les schémas de traitement
L= USSR 134
Tableau 7 - Statut de complétude de I'étude par schéma de traitement ........................ 135
Tableau 8 - Meilleure réponse globale et locorégionale par schéma de traitement ....... 136
Tableau 9 - Meilleure réponse globale et locorégionale par groupe de traitement (sus ou
soUS diaphragmatiqUe) ...... ... e 137
Tableau 10 - DLT en fonction des niveaux de dose et des groupes de radiothérapie (sus
ou sous diaphragmatiqUe)..... ... 138
Tableau 11 - Apercu des effets secondaires fréquents (> 10 %) et de grade = 3 chez plus
AUN PALIENT ... e e e e e e e ee e e ee e e ee e ee e e ea e eeaaeeaaeeaaas 139

11



12



DEFINITION DES ACRONYMES

17-AAG 17-allyl-aminodemethoxy geldanamycine

53BP1 P53-binding protein 1

AACR American Association for Cancer Research

AE Effet secondaire (Adverse Event)

a-GalCer a-galactosylceramide (agent inducteur de I'lFNy)

AGPI Acides gras polyinsaturés

AIF Facteur inductible d’apoptose (Apoptosis inducible factor)

AML Leucémies myéloides aigues

ADN Acide désoxyribo nucléique

ANSM Agence nationale de sécurité du médicament et des produits de santé

Apaf1 Apoptotic protease activating factor 1

APC Cellule présentatrice d’antigéne (antigen-presenting cells)

APL leucémie aiglie promyelocytaire (acute promyelocytic leukaemia)

ATM Ataxia telangiectasia mutated

ATP Adenosine triphosphate

ATR Rad3-related protein

ATRA Acide trans-rétinoique

BAD Bcl2-associated agonist of death

Bax Bcl2-like protein

BER Systéme de réparation par excision de bases (base excision repair)

BET Protéines constituées de 2 bromodomaines et d'un domaine extra-terminal

BID BH3-interacting domain

BRCA Breast Related Cancer gene

CARD Domaines de reconnaissance des caspases (Caspase recognition
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CBNPC Cancer bronchique non a petites cellules
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CPP
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CTCAE
CTL

DAMP
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DISC
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DLT
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Gy
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Cassures double brin

CSK-homologous kinase 2

Comité pour la protection des patients
Réponse compléte

Common Toxicity Criteria for Adverse Events
cytotoxic T lymphocytes

Molécules particuliéres associées aux dommages (damage-associated

molecular patterns)
Cellules dendritiques

Complexe de signalisation inducteur de mort (Death-inducing signaling

complex)

3.3’ dihexyloxacarbocyanine iodide

Toxicités doses-limitantes

Double-strand break repair

Early Breast Cancer Trialists' Collaborative Group

Domaines de mort associés a Fas (Fas-associated death domain)
Focal adhesion kinase

Fms-like tyrosine kinase 3

Gamma glutamyl transférases

Maladie aigie du greffon contre I'héte (acute graft-versus-host disease)
Gray

Histone désacétylase

Histone désacétylase inhibiteur

Facteur inductible en hypoxie (Hypoxia Inducible Factor)

Cancer colorectal non polyposique héréditaire (heredetary non polyposis

colorectal cancer)
Protéine Heat shock 90
Inhibiteur d'apoptose

Protéine kinase B IkB
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IFNy

LAM
LMC
MGMT
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MICB
MMR

MRN

MTD
NF-kB

NHEJ

NK
NKG2D
NO
NOS

P
PIPE
PKC
PLCy
PML
PR

PUMA
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Interleukine 1

Interleukine 12

Interferon-y

Intrapéritonéale

Leucémies aigués myéloblastiques
Leucémie myéloide chronique
O6-methylguanine DNA methyltransférase
Complexe majeur d’histocompatibilité (Major histocompatibility complexe)
MHC class | polypeptide-related sequence A
MHC class | polypeptide-related sequence B
Missmatch repair

Complexe formé de la nucléase Mre11, 'ATPase RAD50 et la protéine
NBS1

dose maximum tolérée
Facteur nucléaire kB (nuclear factor-kB)

Systéme de réparation par suture non homologue (non homologous end-

joining)

Natural Killer

Protéine du groupe 2D a la surface des cellules « natural killer »
Monoxyde d'azote

Oxyde nitrique synthase

lodure de propidium (propidium iodide)

Product of Independent beta Probabilities dose Escalation
Protéine kinase de type C

Phospholipase C gamma

Géne de la leucémie promyélocytaire

Réponse partielle

Modulateurs de l'apoptose régulé positivement par p53 (p53 upregulated

modulator of apoptosis)


https://fr.wikipedia.org/wiki/Prot%C3%A9ine_kinase
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RAR-alpha Récepteur alpha de I'acide rétinoique (RAR-a)

RECIST Revised Response Evaluation Criteria in Solid Tumors

RH Recombinaison homologue

ROS Dérivés réactifs de I'oxygéne (Reactive oxygen species)

RTOG Radiation Therapy Oncology Group

SAE Effet indésirable grave (Serious adverse events)

SDSA Synthesis-dependent strand annealing

SER Sensitization enhancement ratio

SF6 Fraction survivante a 6 Gy

SMAC Second mitochondria-derived activator of caspases

STAT1 Géne codant pour la protéine transductrice du signal et activatrice de la

transcription 1 (Signal transducer and activator of transcription 1)

STAT3 Géne codant pour la protéine transductrice du signal et activatrice de la

transcription 1 (Signal transducer and activator of transcription 3)

TAA Tumor associated antigen

TAM Tumor associated macrophage

TLR Récepteur Toll-like

TNF-a Facteur a de nécrose tumorale (Tumor necrosis factor alpha)

TNK Lymphocyte T « Natural Killer »

TRAIL ligand inducteur d’apoptose liée au TNF (TNF-related apoptosis-inducing
ligand)

Tregs Lymphocytes T régulateurs

XIAP Protéine inhibitrice d’apoptose liée a X (X-linked inhibitor of apoptosis
protein)

XRCC4 X-ray cross complementing 4
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1 —INTRODUCTION
1.1 PREAMBULE : LE CONCEPT D’EPIGENETIQUE

La génétique a elle seule ne permet pas d'expliquer toute la diversité des phénotypes au
sein d'une population. Elle ne permet pas non plus d'expliquer comment, avec des séquences
d'ADN identiques, des jumeaux monozygotes peuvent avoir des phénotypes différents ou des
susceptibilités différentes aux maladies et en particulier aux cancers. Le concept d’épigénétique
apporte une explication partielle de ces phénomeénes. Les modifications épigénétiques font partie
des phénoménes de modulation de I'expression génique les plus étudiés. En effet, ces
modifications n’altérent pas la composition de '’ADN mais uniquement la régulation de I'expression
et sont, par nature, des phénoménes réversibles sans altération inscrite dans le code génétique.
Leur caractére réversible en fait des cibles thérapeutiques de choix. De plus, ces mécanismes sont
fréquemment dérégulés dans différents types tumoraux. Les mécanismes de régulation
épigénétique les plus étudiés sont I'acétylation, la méthylation, la phosphorylation, I'ubiquitination
et la sumoylation. Ces mécanismes conduisent a une modification de la structure des
nucléosomes qui impacte la condensation de la chromatine, la conformation de 'ADN et la
transcription. En effet, la structure de la chromatine est un facteur déterminant pour I'expression
des génes. L'ensemble du génome humain est comme empaqueté dans la chromatine qui est un
complexe macromoléculaire dynamique qui comporte I’ADN, les histones et les protéines non-
histones. Les nucléosomes sont les unités de base de la chromatine et sont constitués d’ADN
enroulée autour d'octaméres d’histones formés par 4 histones partenaires : un tétrameére
d’histones H3-H4 et deux diméres d’histones H2A-H2B. L’histone H1 lie et stabilise I'ensemble. La
structure dynamique du nucléosome définie ainsi différent niveau d’organisation de la chromatine
et par conséquent différents niveaux d'expression et d’activité des génes codés par 'ADN au sein
de ces nucléosomes (1). La chromatine existe sous forme d’hétérochromatine qui est intensément
compactée et transcriptionnellement inactive ou sous forme d’euchromatine ot les nucléosomes
sont moins compacts et arrangés de maniére plus linéaire, ce qui lui confére une structure plus

ouverte et accessible a la transcription.
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a Closed chromatin: transcriptional repression b Open chromatin: transcriptional activation

HDAC HDAC

Figure 1: Régulation de l'activité transcriptionnelle par la structure conformationnelle de la
chromatine (1)

L’ADN est représenté par la ligne noire. Les octaméres d’histones sont représentés par les
cylindres mauves. Les modifications post traductionnelles sont représentées par Me pour la
meéthylation, P pour la phosphorylation et Ac pour 'acétylation sur les queues des histones (lignes
bleues). Les régulateurs ATP dépendants de la structure du nucléosome sont représentés par un
cylindre avec 2 ATP associés. Les histones acétyl tansférases (HAT) et les histones désacétylase
(HDAC) sont représentées respectivement en bleu et gris. Les protéines se liant aux groupes
méthyl comme la « Méthyl-CpG binding protein » (MECP2) cible 'ADN meéthylé et recrute les
HDACs. La méthylation de 'ADN et la désacétylation des histones induisent une conformation
compactée et une répression de la transcription (Figure 1 a). A l'inverse, 'acétylation des histones
el la déméthylation de 'ADN permettent une relaxation de 'ADN, avec une conformation plus

reldchée qui permet 'activation de la transcription (Figure 1 b).

Les modifications épigénétiques comme la méthylation de 'ADN ou l'acétylation des
histones sont connues pour leur impact sur I'expression des génes. Il existe d’autres formes de
régulation de la structure du nucléosome par phosphorylation, sumoylation et ubiquitination des
queues d’histones. De plus, la structure de la chromatine peut également étre régulée par des
complexes protéiques qui utilisent 'hydrolyse de I’ATP pour repositionner les nucléosomes en les
faisant « glisser » le long de I'ADN. Il existe des régulateurs de la chromatine ATP dépendants,
initialement identifiéss comme des facteurs provoquant I'activation de génes. Actuellement, il est
établi que ces régulateurs peuvent coopérer avec les histones acétyl transférases (HAT) ou les
histones désacétylases (HDAC) et donc avoir un réle contributif dans I'expression ou la répression
de la transcription de génes. La chromatine peut donc étre remodelée par l'activité propre
d'enzymes modifiant les queues des histones, ainsi que par des facteurs régulateurs du
remodelage ATP dépendants. Les liens fonctionnels et biochimiques entre les facteurs régulateurs
ATP dépendants et les HAT, les facteurs répresseurs et les HDAC, la méthylation et les HDAC

indiquent que différents signaux de régulation peuvent cibler des voies moléculaires communes
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pour induire ou réprimer I'expression de génes. Il est aujourd’hui clairement démontré (2, 3) que
ces modifications peuvent induire une répression de I'expression (« silencing ») de certains génes
ou, au contraire, une surexpression d’autres génes. Bien que certaines régions du génome aient
été identifiees comme sujettes aux modifications épigénétiques responsables de ces variations
d'expression, les mécanismes déclencheurs de ces modifications épigénétiques demeurent
inconnus. Toutefois, la position et la conformation de la chromatine dans le noyau semble avoir

une importance clé (2).

1.1.1 Méthylation de I’ADN et des histones :

La méthylation de I'ADN est un processus épigénétique trés étudié par lequel un groupe
méthyl est ajouté sur I'ADN, ce qui provoque des modifications fonctionnelles. Lorsque la
méthylation a lieu sur la région promotrice d’'un géne, elle induit le plus souvent une répression de
la transcription de ce géne, le rendant « silencieux ». Chez les eucaryotes, 'ADN ne peut étre
méthylé que sur des cytosines. L'ADN peut étre méthylé sur la position C5 d'une cytosine
principalement au sein de dinucléotides cystosine-phosphate-guanine (CpG) ou d'ilots de CpG
(CGI) par les ADN méthyl transférases DNMT1, DNMT3A et DNMT3B (1, 4). De plus, ces
enzymes peuvent recruter directement des histones désacétylases (HDAC) entrainant une
désacétylation qui contribue également a une répression transcriptionnelle. Les CGI méthylés sont
fixés par les « methyl-CpG binding proteins » comme MECP2, MBD1, MBD2 et MBD3, qui peuvent
recruter des HDAC et des facteurs régulateurs du remodelage de la chromatine dépendants de
'ATP pour donner une structure compacte (Figure 1 a). Lorsque la méthylation se fait au niveau
d'une région promotrice d’'un géne, elle agit principalement comme un répresseur de transcription
de ce géne. Dans le développement humain, la méthylation de CGI est par exemple requise pour
I'inactivation du chromosome X mais, comme nous le verrons ultérieurement, ce mécanisme ou sa
dérégulation sont également impliqués dans de nombreuses pathologies et en particulier en
cancérologie (5). La réalisation récente d’'une cartographie des sites de méthylation du génome
entier a montré que les régions régulatrices pauvres en CG ont généralement un taux bas de
méthylation, lorsque ces sites sont occupés par des facteurs de transcription. Ces niveaux
variables de méthylation refletent les changements de niveau d’expression des génes. Par
conséquent, les données du méthylome sont une importante source d'information sur I'activité des
génes. Les profils de méthylation de 'ADN pourraient ainsi servir de marqueurs biologiques car un
biomarqueur est défini par sa capacité a prédire I'évolution d’'une pathologie ou la réponse au
traitement, indépendamment du fait que le paramétre mesuré ait un lien de causalité ou non.
L’étude des niveaux de méthylation ne nécessite pas de cellule vivante, elle requiert des quantités
d'’ADN faibles et peut étre réalisée dans tous les laboratoires de séquencage du génome, ce qui en
fait une technique particulierement accessible. Toutefois I'hétérogénéité cellulaire au sein d'un
prélévement tissulaire reste un facteur confondant limitant. Mais dans certains types tumoraux
comme le médulloblastome, I'analyse des niveaux de méthylation dans les régions régulatrices a

partir de prélévements histologiques a tout de méme permis l'identification de modifications
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spécifiques de certains sous types tumoraux (6, 7). Il semble donc que la méthylation de 'ADN
chez les mammiféres refléte la régulation cellulaire intrinséque en rapport avec la densité de CG
sur 'ADN et les motifs de fixation de facteurs de transcription. Mais I'effet de la répression de CGl
par méthylation pourrait bien étre I'exception plutét que la régle car les phénoménes d’inactivation
et d'activation se produisent également a d'autres endroits du génome. Une meilleure
compréhension des mécanismes de régulation de ce phénoméne est nécessaire pour comprendre

les conséquences et I'impact des dérégulations de ces mécanismes en pathologie humaine.

Tumor Suppressor Gene Promoters CpG Poor Regions, Imprinted Genes,
with CpG Islands Repetitive Elements, Transposons

Normal

Tumorigenesis

Cancer

Figure 2: Modifications épigénétiques par méthylation de PADN et conséquences en
cancérologie (8)

Dans les cellules normales, les ilots de CpG au sein des promoteurs sont en général
déméthylés. Lorsque ces promoteurs sont actifs comme dans le cas des genes suppresseurs de
tumeur, ils sont associés a des formes actives d’histones, comme l'acétylation des histones, et
H3K4 méthylés (cercles verts portant le numéro 4), qui permettent une structure ouverte de la
chromatine transcriptionnellement active. Toutefois, les cellules normales comportent également
des régions d’ADN inter géniques pauvres en CpG, des éléments répétitifs, des transposons, ainsi
que des génes soumis a empreinte parentale dont, en général, I'une des 2 copies est totalement
éleinte du fait d’'une intense méthylation, alors que l'autre est active. Sur les promoteurs des génes
ainsi réprimés, on retrouve des histones sous forme « répressive » comme [histone H3K9
meéthylée (cercles rouges portant le numéro 9), qui conférent un état silencieux a la chromatine.
Pendant la cancérogénése, les promoteurs des genes suppresseurs de fumeur comportant des
ilots de CpG sont méthylés, ce qui confere une structure silencieuse a la chromatine et donc une
répression aberrante (indiquée par la fleche rouge). Contrairement a cela, les régions d’ADN inter

géniques pauvres en CpG, les éléments répétitifs, les transposons, ainsi que les génes soumis a
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empreinte sont hypométhylés, ce qui aboutit a une activation aberrante (indiquée par une fléche

verte).

1.1.2 Sumoylation :

La sumoylation est une modification post-traductionnelle aboutissant a la liaison covalente
d'une ou plusieurs protéines SUMO (« small ubiquitin-related modifier ») sur un résidu lysine d'une
protéine cible. A ce jour, quatre protéines SUMO ont été caractérisées (SUMO-1, -2, -3 et -4). Le
processus de sumoylation est trés proche biochimiquement de celui de I'ubiquitination, notamment
en impliquant une cascade similaire d'enzymes. En revanche, alors que l'ubiquitination entraine
principalement la dégradation de la protéine ciblée par le protéasome, la sumoylation semble plutét
réguler les propriétés biochimiques des protéines cibles (trafic intracellulaire, interaction
protéique, interaction ADN-protéine, activité transcriptionnelle...). De plus, quelques exemples

démontrent que la sumoylation de certaines protéines inhibe leur ubiquitination (9, 10).

Chromatin Recruitment of an
remodelling / \ inhibitory complex

@«1

Dl

Figure 3 : Un faible niveau de sumoylation de facteurs de transcription peut entrainer une

répression de I'expression des génes cibles de ces facteurs (10)
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a/ La sumoylation d’un facteur de transcription (TF en vert) peut permettre le recrutement
d’effecteurs répresseurs sous-jacents, qui agissent enzymatiquement sur I'état de la chromatine
(comme par exemple des facteurs régulateurs du remodelage de la chromatine). Apres
désumoylation par des peptidases spécifiques de SUMO (« sentric-specific proteases : SENPs),
des modifications de la chromatine induisant une répression de l'expression peuvent persister

comme par exemple une désacétylation.

b/ La sumoylation d’un facteur de transcription peut initier le recrutement de facteurs
inhibiteurs sur le promoteur. Aprés la formation d’un complexe répresseur stable, SUMO peut étre

retiré par SENP, sans affecter le complexe.

Le processus de sumoylation met en jeu une série de trois étapes enzymatiques.

La premiére étape, nommée maturation, correspond au clivage de la partie C-terminale de
la protéine SUMO. Elle est assurée par des enzymes carboxy-hydrolases et engendre 'exposition

du dipeptide de glycines (GG) de SUMO pour I'enzyme d'activation E1.

La deuxiéme étape est dite d'activation et consiste en la création d'un lien thioester de
haute énergie (étape ATP-dépendante) entre SUMO-GG et la cystéine catalytique de I'enzyme E1
activatrice (hétérodimére SAE1/SAE2).

La troisieme étape est la conjugaison du SUMO «activé» (SUMO-GG), qui est transféré de
'enzyme E1 a la cystéine catalytique de I'enzyme de conjugaison E2 (Ubc9). Ici encore, il existe
une différence majeure avec l'ubiquitination puisque, a ce jour, Ubc9 est la seule enzyme de
conjugaison E2 caractérisée pour la sumoylation, alors qu’il existe de multiples E2 pour

l'ubiquitination.

Contrairement a l'ubiquitination qui nécessite l'intervention d'enzymes de type E3 ligases in
vitro, Ubc9 est capable d'interagir et de modifier directement les substrats protéiques ciblés. Ainsi,
Ubc9 peut aussi jouer le réle de ligase. Néanmoins, de nombreuses enzymes du type E3 ligases
ont été récemment caractérisées pour SUMO. Celles-ci semblent favoriser le processus de
sumoylation, en stabilisant la formation du complexe UBC9/substrat. A ce titre, les SUMO-E3

ligases sembleraient particuliérement déterminer une certaine spécificité de substrat in vivo.

1.1.3 Ubiquitination :

L'ubiquitination est un processus de modification post traductionnelle multi-étapes, qui
aboutit a la fixation covalente d’'une ou plusieurs protéines ubiquitine sur un ou plusieurs résidus

lysine de la protéine ubiquitinée. Ce phénoméne, rapide et dynamique, modifie la fonction et le
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devenir de la protéine substrat. En effet, 'ubiquitination a pour principale conséquence d’entrainer
la dégradation par le protéasome de la protéine ubiquitinée. Le systéme Ubiquitination-protéasome
(UPS) est essentiel a la régulation de nombreuses voies de signalisation et de nombreux
mécanismes biologiques comme la réparation de I'ADN, I'endocytose, l'autophagie, Ila
transcription, la réponse immunitaire et l'inflammation (11, 12). La spécificité des signaux induits
par I'ubiquitination est due a la capacité de I'ubiquitine a former des monomeéres et différents types
de polyméres (chaines d’ubiquitines), capables d’interagir avec les protéines récepteurs de
l'ubiquitine (« ubiquitin-binding proteins : UBP »), qui décodent le signal présenté par les protéines
ubiquitinées et induisent le déclanchement de cascades biochimiques dans la cellule. Ainsi,
l'ubiquitine peut former 8 différents types de chaines d'ubiquitines, liées sur leurs résidus lysine (K)
(K6, K11, K27, K29, K33, K48, et K63) ou sur leur partie N-terminale. Un niveau supplémentaire de
complexité est obtenu par la possibilité de former des chaines de polyubiquitines utilisant des
liaisons identiques (homotypiques) ou mixtes (hétérotypiques). Chaque type de chaine de
polyubiquitine induit des signaux intracellulaires différents, devant étre identifiés spécifiquement et
décodés par des protéines récepteurs « UBP », pour permettre l'activation des différents

mécanismes intracellulaires qui lui sont propres (13).

L'exemple le plus classique du réle de l'ubiquitination est celui de la dégradation par le
protéasome des protéines liées a des chaines de polyubiquitines-K48, alors que les protéines liées
aux chaines de polyubiquitines-K63 sont impliquées dans des voies biologiques ne faisant pas
intervenir le protéasome, comme par exemple la réparation de 'ADN ou le systéme endosome-
lysosome. La dégradation des protéines intracellulaires solubles est principalement médiée par le
protéasome 26S. Le protéasome est un complexe protéique de 2.5MDa qui comprend une
chambre cylindrique 20S, ol a lieu la protéolyse, et un complexe régulateur 19S, qui se lie aux
protéines polyubiquitinées et régule leur entrée dans la chambre catalytique 20S. Grace a ses
6 sous-unités ATPase, le complexe 19S catalyse I'ouverture de la chambre 20S, le déploiement de
la protéine ubiquitinée et sa translocation a lintérieur de la chambre protéolytique 20S. Les
substrats polyubiquitinés sont alors reconnus, étroitement liés et efficacement dégradés par le
protéasome 26S, selon un processus multi-étapes intégré. L’étape initiale est ATP dépendante et
est facilement réversible. Il s'agit d'une étape de liaison de la protéine ubiquitinée qui se fait grace
a la forte affinité des sites récepteurs d'ubiquitine du complexe 19S (sous unités Rpn10 (S5a) et
Rpn13) (14). Puis certaines chaines sont liées plus fortement que d’'autres et sont protéolysées par
un processus nécessitant le déploiement d’'un domaine de la protéine ubiquitinée et I'hydrolyse
d'ATP. Les protéines sont désubiquitinées par une ou plusieurs enzymes de désubiquitination
(DUB), associées au complexe 26S comme Usp14, Uch37, ou Rpn11 (15). Enfin, la protéine est

déployée et transférée dans la chambre 20S qui a été ouverte.

Les chaines de polyubiquitine K-48 sont reconnues comme le signal canonique pour la
dégradation par le protéasome mais certaines études récentes suggérent une capacité du
protéasome a se fixer également aux protéines monoubiquitinées ou a d'autres types de chaines

polyubiquitinées.
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Figure 4 : - Schéma du protéasome 268 (13)

Ce schéma illustre la position du récepteur intrinséque a l'ubiquitine sur le complexe 19S,
en périphérie. Rpn10 et Rpn13 sont les principaux sites de haute affinité sur lesquels se fixent les

protéines ubiquitinées.

1.1.4 Acétylation et désacétylation des histones :

L'acétylation et la désacétylation sont les mécanismes par lesquels un groupement acétyl
est ajouté ou retiré aux résidus lysine de la queue N-terminale des histones. Ces mécanismes sont
des éléments clés de la régulation de I'expression génique. Ces mécanismes sont catalysés par
des enzymes aux activités « pro acétylante » : les histones acétyl transférases (HAT), ou

« désacétylante » : les histones désacétylases (HDAC).

L'acétylation des histones est un processus actif régulé a la fois par la quantité relative et
la localisation des HAT et des HDAC nucléaires (16). L'acétylation est une modification post-
traductionnelle ; c’est un phénoméne dynamique dont la demi-vie est inférieure a 15 minutes, ce
qui nécessite un contréle continu. L’acétylation des protéines induit une neutralisation de la charge
des queues de lysine des histones. Les queues des histones se séparent alors du squelette de
phosphodiester de I'ADN, du fait de sa charge négative. Ceci réduit 'encombrement stérique au
niveau de I'ADN et permet l'accés de facteurs de transcription, ce qui crée un état de

« transcription permissive » et favorise I'expression génique d'un locus spécifique (16).

La majorité des HAT identifiés chez 'homme fonctionne comme des co-activateurs de la
transcription et sont recrutés sur la chromatine, par interaction avec des protéines capables de se
lier a des séquences spécifiques de 'ADN. De nombreuses protéines de la famille p300/CBP
(« p300/cyclic-AMPresponse-element binding protein ») peuvent jouer ce réle. Les HAT sont

classés en différentes familles, selon leurs similitudes de séquence et leurs substrats. Outre leur
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activité d’acétylation des queues d’histone, les HAT ont également une fonction d’acétylation de
facteurs transcriptionnels cellulaires, qui augmente généralement l'activité transcriptionnelle
(Figure 1) (1).

Les HDAC fonctionnent de maniére opposée aux HAT, en désacétylant les résidus lysine
de la queue des histones et en induisant une répression de la transcription, associée a une
condensation de la chromatine (Figure 1) (1). Par ailleurs, certains HDACs fonctionnent comme
des lecteurs du code des histones. A ce jour, 18 protéines HDAC ont été identifiees chez 'homme.
Elles peuvent étre groupées en 4 classes, selon leur homologie de séquences avec les levures
(17).

La classe | comporte les HDAC 1-2-3 et 8. Ces HDAC ont une homologie de séquence
avec la levure Rpd3 et se localisent dans le noyau. Les HDAC de classe | comportent un seul

domaine désacétylase a leur partie N terminale.

Les HDAC de classe Il peuvent étre subdivisés en 2 sous-classes : la sous classe lia,
comportant les HDAC 4-5-7 et 9, localisées dans le noyau et le cytoplasme, et la sous classe llb,
comportant les HDAC 6 et 10. L'HDACG6 est principalement localisée dans le cytoplasme et
comporte 2 domaines catalytiques, alors que I'HDAC10 comporte un domaine fonctionnel N-

terminal et un domaine C-terminal incomplet.

Les HDACs de classe Il sont également nommeées sirtuines (SIRT1-SIRT7). Elles sont les
homologues de SIRT2, un facteur de répression de la transcription chez la levure, et différent
structurellement des autres classes. Elles nécessitent le NAD+ comme cofacteur. Ces protéines
n’ont pas encore été extensivement étudiées chez les mammiféres mais il a été réecemment décrit
que SIRT2 peut désacétyler p53 a son extrémité carboxy-terminale et inhiber I'apoptose et

I'activation transcriptionnelle médiée par p53 (18, 19).

La classe IV contient un seul HDAC, 'THDAC11, avec un domaine catalytique partagé avec
les HDAC de classe | et II.

Les HDAC de classe |, Il et IV exercent leurs fonctions en faisant partie de larges
complexes macromoléculaires, en association avec d’autres facteurs. Les HDAC1 et HDAC2 font
partie des complexes mSin3A (complexe multi protéique de répression de la transcription), NURD
(complexe multi protéique de remodelage du nucléosome) et Co-REST complexes, et 'THDAC3 est
associé a N-CoR (corépresseur de récepteurs nucléaires) et SMRT (médiateur pour la répression
des récepteurs aux hormones thyroidiennes et rétinoides), alors que plusieurs protéines
impliguées dans la voie de l'ubiquitine sont associées a 'HDACG6E (20). Il existe 11 HDAC zinc

dépendants, qui font partie des classes |, Il et IV.

Bien que les HDAC de classe | et Il puissent désacétyler les queues des histones, il
semble que d'autres protéines cellulaires puissent étre la cible de différents HDAC. Par exemple,
HDAC7, exprimé dans le cytoplasme, se lie au récepteur de I'endothéline-A, ce qui souligne la

spécificité de substrat de différents HDAC, possiblement dépendante de leur localisation
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subcellulaire. Le tableau suivant résume la classification de la famille des HDAC, leur localisation

et leurs principaux substrats.

Tableau 1 - Famille des HDAC : classification, localisation et principaux substrats (21)

HDAC Location Substrates Biological functions Main HDAC
T —— inhibitor
Class Member
I HDACI Nucleus Histones, MEF2, GATA, YY1, NF-kB, Cell survival and proliferation  Valproic acid,
DNMTI-SHP., ATM. MyoD, p53. AR. vorinostat, TSA,
BRCAL. MECP2. pRb RGFPI-36
HDAC2 Nucleus Histones. HOP, NF-xB. GATA2, Insulin resistance: cell (HDACS3)
BRCAL pRb. MECP IRS-1 proliferation
HDAC3 Nucleus Histones, HDAC4, 5, 7-9, SHP, Cell survival and
GATAL, NF-xB. pRb proliferation
HDACE Nucleus HSP70 Cell proliferation
Ila HDAC4 Nucleocytoplasmic Histones. SRF. Runx2. p53. p21. GATA. Regulation of skeletogenesis ~ TSA. vorinostat.
traffic FOXO, HIF-1z, SUV39HI1, HP1, HDAC3, and gluconeogenesis phenylbutyrate
MEF2, CaM, 14-3-3
HDACS Nucleocytoplasmic Histones, HDAC3, YY1, MEF2, Cardiovascular growth and
traffic Runx2, CaM, 14-3-3 function; cardiac myocytes
and endothelial cell function;
gluconeogenesis
HDACT Nucleocytoplasmic Histones, HDAC3, MEF2, PML, Thymocyte differentiation=
traffic Runx2, CaM, 14-3-3, HIF-1a endothelial function=
gluconeogenesis
HDACY9 Nucleus Histones. HDAC3, MEF2, CaM. Thymocyte differentiation:
1433 cardiovascular growth and
function
IIb HDAC6 Cytoplasm a-tubulin, Cortactin, HSP90, HDACI1, Cell motility=control of Vorinostat,
SHP, PP1, Runx2. LcoR cytoskeletal dynamics TSA. tubacin
HDACI0 Nucleocytoplasmic LeoR. PP1 Homologous recombination (HDACS6)
traffic
1 SIRTI Nucleus Histones. p33. p73. p300, NF-xB-FOXO0, Aging: redox control-cell Nicotinamide
PTEN, NICD, MEF2, HIFs, SREBP-lc, - survival=autoimmune system (SIRTI),
catenin, PGCla, Bmal, NF-xB, Per2, Ku70, regulation suramin (SIRTI1
XPA, SMAD7, Cortactin, Ku70, IRS-2, and SIRT2)

APEL, PCAF, TIP60, p300, AceCSl,
PPARy, ER-z, AR, LXR

SIRT2 Nucleus Histones, a-tubulin Cell survival=cell migration
and invasion

SIRT3 Mitochondria Histones, Ku70, IDH2, HMGCS2, GDH., Redox control

AceCS, SdhA, SOD2, LCAD

SIRT4 Mitochondria GDH Enegry metabolism

SIRTS Mitochondria Cytochrome ¢, CPSI Urea cycle

SIRT6  Nucleus Histone H3, TNF-x Metabolic regulation

SIRT7  Nucleus p33 Apoptosis

IV HDACII Nucleus Histones. HDACS6, Cdrtl Immunomodulators=DNA Sodium

replication butyrate, TSA,

vorinostat

AceCS, Acetylcoenzyme A synthetase; AR. Androgen receptor; ATM. Ataxia-telangiectasia-mutated; APE. Apurinicfapyrimidinic
endonuclease-1: BRCA, Breast cancer: Bmal, Brain and muscle aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator (ARNT)-like: CaM,
Calmodulin: CPS1, Carbamoyl phosphate synthetase 1; DNMT. DNA methyltransferase; ER-2. estrogen receptor-a; FOXO, Forkhead
box O: GATA. GATA binding protein: GDH. Glutamate dehydrogenase; HP1, Heterochromatin protein 1: HMGCS, Hydroxymethyl-
glutaryl-CoA synthase; HOP, Homeodomain only protein; HIF, Hypoxia-inducible factor; HSP, Heat shock protein; IDH, Isocitrate
dehydrogenase; IRS, Insulin receptor substrate; LCAD, Long chain acyl coenzyme A dehydrog LecoR, ligand-dependent receptor
co-repressor; LXR, Liver X receptor; MECP, Methyl-CpG-binding domain protein; MEF, myocyte enhancer factor: NICD, Notchl
intracellular domain; NF-xB, Nuclear transcription factor-kappa B: PCAF, p300/CBP-associated factor; Per-2, Period circadian protein
homolog-2: PTEN, Phosphatase and tensin homolog: PGC. Peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator; PP1. Protein
phosphatase; PPAR, Peroxisome proliferator-activated receptor; pRb, Retinoblastoma protein; PML, Promyelocytic leukaemia protein;
Runx, Runt-related transcription factor; SdhA, Succinate dehydrogenase complex subunit A; SHP, Src homology region 2-domain-
containing phosphatase; SOD, Superoxide dismutase; SUV39HI1, Histone-lysine N-methyltransferase; SREBP, Sterol regulatory element-
binding protein: TNF, tumor necrosis factor.
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1.2 EP!GENETIQUE ET CANCER :

La répression ou l'activation inappropriée de I'expression de certains génes par des
mécanismes génétiques ou épigénétiques est un phénoméne fréquent dans linitiation et la
progression de la cancérogénése. En cancérologie, 'un des mécanismes épigénétiques les plus
étudiés est la méthylation de I'ADN, en particulier au niveau des CpG comme nous l'avons vu
précédemment (Figure 2). Ces régulateurs épigénétiques agissent de concert pour bloquer la
transcription ou interférer avec les régions responsables du maintien de la conformation de la
chromatine. L’équilibre entre la méthylation de I'ADN, les modifications des histones et la
compaction des nucléosomes détermine si la transcription d’'un géne particulier ou d’'un groupe de
génes, situés dans une méme région, est activée ou réprimée (22). Il existe de nhombreux liens
entre méthylation de 'ADN et modifications post-transcriptionnelles des histones. Les histones
désacétylases sont fréquemment surexprimées dans les cellules cancéreuses conduisant a une
hypo acétylation des histones et a une compaction de 'ADN, réprimant I'expression de génes a
proximité (1). Ces modifications épigénétiques peuvent conduire a la répression de génes
suppresseurs de tumeurs, indépendamment ou concomitamment de mutations ou de délétions
génétiques. Ces modifications épigénétiques peuvent alors constituer le deuxiéme événement
déclencheur, selon le modéle du « two hit » proposé par Knudson ef al. ou étre considéré comme

un déclencheur de |étalité synthétique (8, 23).

éme

La létalité synthétique est un concept décrit au début du 207 siécle par les généticiens
américain Calvin Bridges et Theodore Dobzhansky, a partir d'observations chez la mouche
drosophile, ou certains génes non alléliques sont [étaux uniquement en combinaison, bien que les
parents homozygotes soient parfaitement viables (24). Le terme synthétique est ici utilisé pour son
sens en grec ancien, qui signifie la combinaison de deux entités pour former quelque chose de
nouveau. La létalité synthétique est donc définie comme un type d’interaction génétique, ou la
cooccurrence de deux événements génétiques aboutit a la mort cellulaire et/ou a la mort de
l'organisme héte (25, 26). La |étalité synthétique est un phénomeéne bien connu en cas de perte de
fonction par mutation, mais elle peut aussi résulter de la combinaison d’autres altérations comme
la surexpression de génes, I'action d’'un agent chimique ou un changement environnemental (27-

30).
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Figure 5 : Représentation schématique du concept de létalité synthétique (31)

Deux genes sont considérés comme synthétiquement létaux seulement lorsque leur
inactivation simultanée conduit @ la mort cellulaire ou a la mort de l'organisme auquel ils
appartiennent. Dans 'exemple schématisé ici, la délétion soit du gene A soit du géne B n’affecte

pas la viabilité alors que l'inactivation des deux génes en méme temps est létale.

De plus, ces modifications épigénétiques peuvent aussi activer la cancérogénése par
activation d’oncogénes. Les mécanismes initiant ces phénomeénes épigénétiques restent mal
connus mais le dysfonctionnement de la régulation épigénétique fait partie des caractéristiques
distinctives des cellules cancéreuses. La répression aberrante de génes suppresseurs de tumeur
ou de génes régulant la prolifération cellulaire, par une combinaison d’hypo acétylation et d’hyper
méthylation sur des régions promotrices, est responsable d’'une perte des fonctions normales de
contréle cellulaire. Ainsi, I'état d’acétylation des histones est un déterminant crucial dans la

régulation de la transcription de génes clés de la prolifération cellulaire.

La cartographie compléte du génome humain a permis d’identifier les modifications de la
chromatine lors de la cancérogénése. Ces études ont révélé une perte globale d'acétylation de
lysines 16 et 20 des histones H4 (H4K16ac et H4K20me3) dans les cellules cancéreuses, a la
différence des cellules non tumorales, faisant considérer cette perte d'acétylation comme une
marque distinctive et caractéristique des cellules tumorales (32). Cette perte d’acétylation, médiée
par les HDAC, provoque la répression des génes concernés. Les HDAC sont fréquemment
surexprimés dans différents types de cancers et, par conséquent, constituent une cible
thérapeutique de choix (33, 34). Les HAT, qui travaillent de concert avec les HDAC pour maintenir
le niveau d'acétylation, peuvent aussi étre altérés en cancérologie. La formation aberrante de
protéines de fusion par translocation de HAT et de génes reliés aux HAT (comme MOZ, MORF,
CBP et p300) est retrouvé dans certaines leucémies (35). Ces protéines de fusion délétéres

contribuent a l'altération globale du profil d’acétylation des histones.

En plus de ces altérations d’acétylation des histones, les cellules cancéreuses présentent
une large variété de modifications des profils de méthylation des histones. Les altérations de
méthylation en H3K9 et H3K27 sont associées a des répressions aberrantes de génes dans
différentes types de cancers (36, 37). La dérégulation des histones méthyl transférases est

également responsable de répression aberrante de génes suppresseurs de tumeur dans différents
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types de cancers. Par exemple, EZH2, qui est I'histone méthyl transférase de H3K27, est
surexprimée dans certains cancers du sein et de la prostate (37). Un niveau élevé d'expression de
G9a, qui est l'histone acétyl transférase de H3K9, est retrouvé dans les cancers du foie et est
impligué dans le maintien du phénotype tumoral, possiblement par modulation de la structure de la
chromatine (38, 39). Les événements conduisant a ces modifications épigénétiques restent encore
mal compris mais comme ces anomalies sont mitotiquement héritables, elles sont fréquemment

retrouvées dans les cellules tumorales a forte prolifération.

De plus, les déméthylases lysine-spécifiques, qui travaillent de concert avec les histones
méthyl transférases pour maintenir le profil global de méthylation, sont également impliquées dans
la progression des cancers (40). LSD1, la premiére lysine déméthylase identifiée, est capable de
supprimer a la fois des signaux activateurs et répresseurs comme H3K4 et H3K9, selon le
partenaire auquel elle se lie (41, 42). Ces partenaires agissent alors comme un co-répresseur ou
un co-activateur. Aprés LSD1, plusieurs autres lysines déméthylases ont été identifiées, comme
les protéines Jumoniji. Plusieurs de ces histones déméthylases sont hyperactivées dans le cancer
de la prostate, ce qui en fait une cible thérapeutique potentielle (43). Puisque les histones
déméthylases, comme LSD1, peuvent a la fois avoir des fonctions activatrices et répressives, il est
essentiel de comprendre leurs réles, eux-mémes dépendant du contexte, avant d’envisager leur
inhibition a visée thérapeutique en cancérologie. En dépit de ces challenges, cibler les histones
déméthylases est une option prometteuse, comme I'ont montré des études récentes d’inhibition de
LSD1 dans le neuroblastome, en réduisant la prolifération in vitro et la croissante tumorale de
xenogreffes in vivo (44). De méme, les HDAC peuvent étre des cibles thérapeutiques de choix, du
fait de leur potentiel de réactivation de I'expression de génes qui serait réprimée de maniére
aberrante dans certains types tumoraux. Le développement d’'HDAC inhibiteur (HDACI) a donc
ouvert la voie a de nombreux travaux, explorant la place des HDACi comme agents thérapeutiques

antinéoplasiques.

1.3 HDACIEN CANCEROLOGIE :

Les HDACIi développés ces derniéres années ont prouvé leur capacité a inhiber les
fonctions des HDAC, en induisant une hyper acétylation des histones, mais également de
protéines non histones. Ainsi les HDACI sont capables de provoquer une induction d’apoptose, un
arrét de la croissance cellulaire, la senescence, la différentiation cellulaire, 'immunogénicité et

l'inhibition de I'angiogenése dans différents types de tumeurs (1, 45).

29



1.3.1 Développement et classification des HDACi :

Un nombre important et croissant d'HDACI, de structures variées, d'origine naturelle ou
synthétique, ont été purifiés et développés, au moins 20 étant passés en développement clinique

seul ou en combinaison a d’autres agents thérapeutiques (voir tableau ci-dessous).

Tableau 2 - Statut d’avancement clinique des principaux HDAC inhibiteurs (17)

Compounds Target Class Highest phase trial
Panobinestat (LBH-589) Pan-HDAC inhibitor Hydroxamic acids Approved in 2015 for multiple myeloma
Belinostat (PXD101) Pan-HDAC inhibitor Hydroxamic acids Approvedin 2014 for PTCL
Romidepsin (desipeptide-FK228) Pan-HDAC inhibitor Cyelic tetrapeptides  Approvedin 2009 for CTCL
SAHA(Vorinistat, Zolinza) Pan-HDAC inhibitor Hydroxamic acids Approved in 2006 for CTCL
Valproic acid Pan-HDAC mhibitor Short-chain fatty acids Phase 111

Tacedinaline (CI994) Subclass -selective inhibitor (HDACs 1. 2and 3) Benzamides Phase III

Givinostat (ITF2337) Pan-HDAC inhibitor Hydroxamic acids Phase IT

Fesminostat (45C201) Pan-HDAC inhibitor Hydroxamic acids Phase I

Abexmostat (PCI24781) Pan-HDAC inhibitor Hydroxamic acids Phase IT

Focilmostat (ACY1213) Selective class ITHDAC inhibitor Hydroxamic acids Phase I

Quisinostat (TNT-26481585) Pan-HDAC inhibitor Hydroxamir acids Phase II

Practinostat (SB939) Inlubit class I ITand IV HDACs Hydroxamic acids Phaze 11

Mocetinestat (MGCD0103) Specific azainst class [ and IVHDACs Benzamides Phase I

Entinostat (MS275-SNDX-275)  Class IHDAC inhibitor Benzamides Phase IT

Sodium phenylbutyrate Inhibit class T and ITHDACs Short-chain fatty acids Phase I

AR42 Pan-HDAC inhibitor Hydroxamic acids Phase I

45C202 Selective class I HDAC inhibitor Benzamides Phase 1

Pyroxamide (NSCAO6085) Inhibitor of affinitv-purified HDACT Hydroxamic acids Phase 1

CHR-3996 Selective class I HDAC inhibitor Hydroxamic acids Phasel

CHR-2845 Hydroxamic acids Phase I

Abbreviations: CTCL=cutaneous T-cell Ivmphoma: HDAC=histone dzacetylase: PTCL=peripheral T-cell Iymphoma.

Adapted from Valente and Mai (2014), http:/wrwrw.fda gov/default htm

Historiquement, le butyrate a initialement été proposé comme agent anti néoplasique, du
fait de sa capacité a induire la différenciation cellulaire (46). Il a ensuite été montré que le butyrate
est capable d'induire I'hyper acétylation des histones (47). Mais a cette époque, dans les années
1970, les HDAC n’étaient pas encore considérés comme la cible moléculaire du butyrate. C'est
dans les années 1990, que le lien entre inhibition de la croissance cellulaire tumorale (ou survie

des cellules tumorales) et inhibition de I'activité des HDAC a été établi (48, 49).

Les HDACI peuvent étre classés en 6 groupes selon leur structure chimique et ils ont une
capacité d’inhibition enzymatique variable selon les agents considérés (45). La difficulté a produire
des HDAC recombinants purifiés fonctionnellement actifs a limité 'identification de spécificité des
HDACI. Toutefois, des études utilisant des HDAC recombinants partiellement purifies et
catalytiqguement actifs ont été réalisées (50-52). Par exemple, il a été rapporté qu'un HDACI
comme le depsipeptide a une activité d’inhibition d’'HDAC1 et HDAC2 (qui sont des HDAC de
classe |) supérieure a son activité d’inhibition des HDAC4 et HDACG6 (qui sont des HDAC classe II)
(53). En revanche, un autre HDACI, le MS-275 inhibe préférentiellement THDAC1, est moins actif
sur 'HDACS3 et induit une inhibition marginale seulement de 'HDACS (qui sont pourtant tous les 3

des HDAC de classe 1) (51). D'autres études suggérent une inhibition sélective des HDAC par
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certains HDACI en évaluant I'hyper acétylation des histones H3 ou H4 et de ['a-tubuline (qui agit
comme un témoin de l'activité ’HDACG6 (54-57). La tubacine, un inhibiteur spécifique de HDACS,
induit une hyper acétylation de I'a-tubuline et n’a pas d'effet sur I'acétylation des histones (55). Les
autres HDACI contenant de I'hydroxamate, a I'exception de l'oxamflatine, induisent une hyper
acétylation des histones H3 et H4 ainsi que de I'a-tubuline, alors que la plupart des autres classes
d’'HDACI n'ont pas d’effet sur l'acétylation de I'a-tubuline. Des HDACI d’iso formes spécifiques ont
été développés mais leurs profils de toxicité et d’activité anticancéreuse ne se sont pas montrés, a

ce jour, globalement supérieurs a ceux des autres HDACI de plus large spectre.

1.3.2 Effets biologiques des HDACI :

Comme nous venons de le voir, les effets biologiques de HDACI sont multiples. Parmi ces
effets, il a été montré que certains HDACI peuvent étre inducteurs d’apoptose (45). Tout comme
une large majorité des drogues anti-cancéreuses, les HDACI peuvent induire une mort cellulaire,
qui s’accompagne de toutes les caractéristiques biochimiques et morphologiques de I'apoptose. Le
potentiel thérapeutique des HDACI vient de leur capacité a induire sélectivement I'apoptose des
cellules tumorales. Les preuves de cette sélectivité anti-tumorale viennent d’essais cliniques et
d'expérimentations animales précliniques, in vitro et in vivo (58-60). Les études in vitro montrant
que les cellules transformées peuvent étre jusqu'a 10 fois plus sensibles aux HDACi que les
cellules normales constituent des éléments de preuve en faveur de la spécificité anti-tumorale des
HDAC:I (58).

Ces études démontrent également que les HDACI ont une puissante activité anti-
cancéreuse a des concentrations pour lesquelles la toxicité et les effets secondaires observés
chez I'héte sont minimes. Les toxicités dose-limitantes rapportées comprennent en premier lieu les
thrombocytopénies, puis les nausées et la fatigue. Pour le depsipeptide, I'arythmie cardiaque a
également été rapportée comme toxicité dose-limitante (61). Dans la majorité des cas, les effets
secondaires rapportés sont tout a fait gérables cliniquement. Toutefois, il a été peut étre un peu
optimiste de croire que les traitements par HDACI n’auraient pas d'effets secondaires. Bien que la
capacité des HDACI a tuer des cellules cancéreuses soit irréfutable, les mécanismes et les voies
moléculaires sous-jacents restent incomplétement élucidés. De plus, comme la durée d’exposition
a la drogue pour les expériences d’apoptose in vifro varie considérablement de celle utilisable in
vivo, il n'a pas encore été démontré que l'activité thérapeutique des HDACI est directement reliée a
leur capacité d’induction de mort cellulaire. Du fait de I'effet biologique pléiotropique des HDACI il
est fort peu probable qu'une seule voie moléculaire conduisant a la mort cellulaire des cellules
tumorales puisse étre identifiée pour tous les HDACi dans tous les types cellulaires tumoraux. Il est
beaucoup plus probable que les effets des HDACI soient dépendants du type cellulaire et il existe
de plus en plus de preuves suggérant que des HDACIi de structure différente ont des effets
biologiques différents dans un méme type cellulaire. Ceci est peut étre lié aux profils de spécificité

des difféerents HDACI, avec certains composés comme ['acide suberoylanilide hydroxamique
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(SAHA) qui ont une activité biologique plus large que d’autres, comme la tubacine qui sont

beaucoup plus sélectifs.

1.3.2.1 HDACI et apoptose :

Plusieurs études ont montré que les HDACi peuvent induire une apoptose, impliquant les

voies extrinséque (impliquant les récepteurs de mort) et/ou intrinséque (mitochondriale).

La voie «intrinséque » (voie mitochondriale) est la voie principale de I'apoptose.
L’exposition a un stress cellulaire (irradiation, hypoxie profonde, chaleur, privation en nutriments,
etc.) entraine la phosphorylation de p53 par ATM. La protéine p53 activée induit la transcription
des protéines a domaine BH3 PUMA (p53 tub modulator of apoptosis) et NOXA. Ces protéines
interagissent au niveau de la mitochondrie avec les protéines anti apoptotiques de la famille Bel2.
Dans la mitochondrie, il existe un équilibre entre Bcl2, qui empéche l'ouverture des pores, et la
protéine pro apoptotique Bax, qui active au contraire cette ouverture. L'interaction entre les
protéines a domaine BH3 et les protéines de la famille Bel2 entraine I'ouverture des pores de
transition de la membrane mitochondriale et le relargage de protéines activatrices (AIF : apoptosis
inducible factor), en particulier la libération cytoplasmique de cytochrome C. Le cytochrome C
entraine des modifications conformationnelles de la protéine Apaf1 (Apoptotic protease activating
factor 1) qui permettent, en présence d’ATP, la formation irréversible d’'un complexe heptamérique,
'apoptosome. Dans I'apoptosome, Apafl et la procaspase 9 interagissent par leurs domaines
CARD (Caspase recognition domains). La procaspase 9 est activée en caspase 9, puis la
procaspase 3 est activée en caspase 3 effectrice. De nombreux régulateurs interviennent dans
cette cascade. Parmi les acteurs anti apoptotiques, hsp-27 inhibe la libération cytoplasmique de
cytochrome C, hsp-70 inhibe Ila formation de I'apoptosome, et hsp-90 inhibe I'activation de la

caspase 9 (62).

La voie extrinséque de I'apoptose est plus marginale. Elle fait intervenir I'activation de
récepteurs de mort de type FAS a la surface des cellules par des ligands de type FAS-ligand, qui
sont des membres de la famille des TNF. L’interaction de FAS et FAS-ligand entraine la
trimérisation de FAS et la formation du complexe de signalisation d'induction de mort cellulaire
DISC (death-inducing signaling complex), qui recrute la caspase 8 et active 'apoptose (63). La
protéine p53 est également impliquée dans la voie extrinséque car l'activation de p53 entraine la
transcription de génes codant pour les récepteurs de mort FAS, DR4 et DR5 (death receptor).
L’activation de ces récepteurs de la famille du TNF par la fixation du ligand TRAIL (TNF-related
apoptosis inducing ligand) génére une apoptose dépendante de I'activation en aval de la caspase
8 (64). L'activation de la caspase 8 active la caspase effectrice 3. Outre le réle de p53 dans les
deux voies de I'apoptose, il existe des convergences entre les voies de I'apoptose intrinséque et
de l'apoptose extrinséque et la caspase 8 peut également activer la protéine BID (BH3-interacting
domain), qui va activer I'apoptose intrinséque en agissant sur I'ouverture des pores mitochondriaux
(65).
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Figure 6 : Voies extrinséque et intrinséque de I'apoptose (66)

Les signaux extrinseques et intrinséques régulant 'apoptose sont aujourd’hui bien décrits ;
ont été intégrés les éléments mécanistiques comme la mort médiée par les récepteurs de mort
(appelés « Death receptors » en anglais, DRs), qui correspond a la voie extrinséque, et la mort
médiée par des phénoménes mitochondriaux, qui correspond a la voie intrinséque (67, 68). Ces
voies entrainent l'activation de différentes caspases apicales (les caspases 8 et 10 pour la voie
extrinséque et la caspase 9 pour la voie intrinseque), qui activent des caspases effectrices
communes (les caspases 3 et 7), conduisant au clivage d’'un nombre encore inconnu de protéines

pour exprimer le phénotype apopfotique.

Concernant la voie extrinséque, il a été montré que des membres de la superfamille des
récepteurs du TNF et leurs ligands sont transcriptionnellement activés, aprés traitement par
HDACI, et que l'apoptose induite par les HDACI est corrélée a l'induction d’'un ou plusieurs
récepteurs de mort et/ou de leurs ligands (45) (1, 61). Toutefois, la nécessité d'une activation de la
signalisation par la voie des récepteurs de mort pour déclencher I'apoptose induite par les HDACI
reste controversée. La majorité des études d'activation de la voie des récepteurs de mort par les
HDACi a été réalisée in vitro avec des lignées tumorales humaines. Des modéles murins
précliniques ainsi que des données cliniques d'essais thérapeutiques, utilisant des HDACi chez
'homme, pourraient permettre d'étudier de maniére plus pertinente la nécessité d'activation de
cette voie. Pour essayer de répondre a cette question, Insinga et al ont réalisé une étude in vivo
utilisant des souris transgéniques PML-RAR qui développent des leucémies myéloides aiglies
(69). Le traitement de ces souris par I'acide valproic (VPA) induit 'expression de TRAIL et Fas.

TRAIL est une protéine transmembranaire, qui posséde un domaine commun a la famille du TNF
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portant la fonction cytokinique a l'extérieur de la cellule. TRAIL est capable de se lier aux
récepteurs de mort et induit ainsi une mort de type apoptotique dans diverse cellules cancéreuses.
Fas est également une protéine de la famille du TNF, capable d’induire la mort par apoptose de
diverses cellules cancéreuses. L'expression de TRAIL et Fas induite par les HDACi dans les
cellules de leucémie aigiie myéloide peut étre bloquée par [l'utilisation in vivo de petits ARN
interférents (siRNA) spécifiques de TRAIL et Fas, conduisant a une réduction de 50% de
'apoptose induite par le traitement de ces souris par le VPA. Dans ce modéle, il n’a toutefois pas
été montré que la réduction d’apoptose médiée par TRAIL ou Fas supprime l'effet thérapeutique
du VPA. La question de I'importance du réle de I'apoptose induite par la voie des récepteurs de

mort dans I'effet thérapeutique des HDACI reste ouverte.

Concernant la voie intrinséque, de nombreuses études indépendantes sont en faveur du
réle de la voie mitochondriale de I'apoptose dans la mort cellulaire induite par les HDACI. Plusieurs
équipes ont montré que la surexpression de BCL2 ou BCL-XL, qui bloque la voie intrinséque de
'apoptose, inhibe 'apoptose induite par les HDACI indépendamment du type cellulaire étudié. Bien
qu’il s’agisse majoritairement d’études in vifro, certaines données préliminaires in vivo suggérent
que les cellules primaires de lymphome B surexprimant Bcl2 sont complétement résistantes aux
HDACIi comme le SAHA et le LBH589 (45). Ceci indique que l'activation de la voie intrinséque de
'apoptose est requise pour I'effet thérapeutique des HDACI, au moins dans ce modéle syngénique
de souris développant des lymphomes de Burkitt. Il reste encore a comprendre comment les
HDACI déclenchent l'activation de la voie intrinséque de I'apoptose. Une des possibilités étudiées
est celle de I'induction globale de modifications de I'expression de génes par les HDACI, perturbant
I'équilibre entre I'expression de génes pro et anti apoptotique qui basculerait en faveur d’'une
réponse biologique pro apoptotique (Figure 7). Il est également possible que le déclenchement de
l'activation de la voie intrinséque de I'apoptose par les HDACI corresponde a un processus plus
spécifique, médié par I'activation d’une protéine ou d’'une voie moléculaire située en amont de la
mitochondrie. Ces deux hypothéses ont été étudiées par différentes équipes. L'une des
hypothéses proposées comme processus plus spécifique d’activation de la voie intrinséque de

'apoptose est I'activation ou l'induction de protéines pro apoptotiques a domaine BH3 exclusif.

Les membres de la famille de protéines de Bcl2 ont en commun un a quatre domaines
d’homologie caractéristiques de cette famille, que l'on appelle les domaines BH et qui sont
numeérotés de 1 a 4. Ces domaines BH ont un réle fonctionnel crucial. En effet, la délétion de ces
domaines affecte la balance survie/apoptose des cellules. Les protéines anti apoptotiques de la
famille Bel2 comme Bcl2 et Bel-xL conserve les 4 domaines d’homologie (BH1, BH2, BH3 et BH4).
Les domaines BH permettent également de subdiviser les protéines pro apoptotiques de la famille
Bcl2 en 2 catégories : celle des protéines pro apoptotiques avec plusieurs domaines BH, comme
Bax et Bak, et celle des protéines qui n'ont que le domaine BH3 (protéine a domaine BH3 exclusif),
comme Bim, Bid et Bad, que I'on appelle en anglais des « BH3-only proteins ». Le domaine BH3
est retrouvé dans toutes les protéines pro apoptotiques de la famille de Bcl2 et ce domaine est

nécessaire pour la dimérisation avec d’autres protéines de la famille et leur activité apoptotique.
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Figure 7 : Effet pro apoptotique des HDACI sur les cellules cancéreuses (45)

Au cours de leur transformation, les cellules cancéreuses atteignent un état d’homéostasie
apoptotique dans lequel l'activation de protéines pro apoptotiques est contrebalancée par une
expression et une activation importante de protéines anti apoptotiques. Cet état d'équilibre assure
la survie des cellules tumorales. Les profils d’expression génique de cellules tumorales traitées par
HDACI montrent que les génes pro apoptotiques impliqués dans la voie des récepteurs de mort
(comme par exemple TRAIL et DR5) et/ou la voie mitochondriale (comme par exemple Bax, Bak,
et APAF1) sont généralement régulés positivement. Inversement, les génes favorisant la survie
cellulaire (comme BCL2 et XIA) sont généralement régulés négativement, ce qui aboutit a un
abaissement du seuil apoptotique se traduisant par un effet pro apoptotique du traitement par
HDACI. APAF1, apoptotic peptidase-activating factor (facteur activateur dapoptose); BCL,
lymphome a cellules B; DR5, death receptor (récepteur de mort) 5; MCL, myeloid cell leukaemia
(cellules de leucémie myeloide); TRAIL, tumour-necrosis factor-related apoptosis-inducing ligand
(ligand inducteur d’apoptose relié au facteur de nécrose tumorale); XIAP, X-linked inhibitor of

apoptosis (inhibiteur d’apoptose X-lié).
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Les protéines a domaine BH3 exclusif régulent l'activation de la voie intrinséque de
lapoptose par interaction directe avec les protéines pro apoptotiques (Bax et Bak) ou anti
apoptotiques (Bcl2, Bel-xL, Mcl1, Bel-w et A1) (70). L’activité des protéines a domaine BH3 exclusif
peut étre régulée non seulement au niveau transcriptionnel mais aussi en post traductionnel, par
des modifications comme le clivage protéolytique de Bid ou la phosphorylation de Bad et Bim (70).
L’activation et/ou I'induction transcriptionnelle de protéines a domaine BH3 exclusif en réponse aux
HDACi comme mécanisme activateur de la voie intrinséque de I'apoptose a été étudié. Bid est
clivée et activée en réponse a différents HDACi mais les protéases responsables du clivage de Bid
médié par les HDACI et les mécanismes d'initiation de ce processus restent a étudier (71-73).
D’autres protéines a domaine BH3 exclusif comme Bim et Bmf ont également été impliquées
comme acteur direct de [l'apoptose induite par les HDACIi. Ces deux protéines sont
transcriptionnellement actives en réponse aux traitements par HDACI. L'induction de Bmf résulte
probablement de I'hyper acétylation des histones du promoteur de BMF, alors que les HDACI
semblent induire [l'activation de Bim via [l'activation du facteur de transcription E2F1 et
'augmentation de fixation d’'E2F1 sur le promoteur de Bim (74, 75). L'ensemble de ces études
soulignent le réle des différentes protéines a domaine BH3 exclusif dans l'initiation de la voie
intrinséque de l'apoptose lors des traitements par HDACI et illustrent I'existence de différents

mécanismes d’activation en réponse a ces drogues.

D’autres hypothéses moins spécifiques ont également été étudiées pour expliquer les
mécanismes d’activation de la voie intrinséque de I'apoptose et, en particulier, la régulation de la
production et/ou de l'activité des dérivés réactifs de I'oxygéne. Les dérivés réactifs de l'oxygéne
(DRO, en anglais : reactive oxygen species, ROS) sont des espéces chimiques oxygénées telles
que des radicaux libres, des ions oxygénés et des peroxydes, rendus chimiquement trés réactifs
par la présence d'électrons de valence non appariés. Il peut s'agir par exemple de I'anion super
oxyde O2-, de l'oxygéne singulet O2*, du peroxyde d'hydrogéne H202, ou encore de I'ozone O3.
Les DRO peuvent étre d'origine exogéne — produits par des rayonnements ionisants par exemple
— ou bien endogéne, apparaissant comme sous-produits du métabolisme normal de 'oxygéne et
jouant alors un réle important dans la communication entre les cellules. Leur concentration peut
cependant croitre significativement en période de stress — sous l'effet de la chaleur ou de
'exposition aux ultraviolets par exemple — et endommager les structures cellulaires en
provoquant, en particulier, des cassures au niveau des brins d’ADN, ce qu'on appelle le stress
oxydant. Aprés traitement par HDACI, des taux élevés de DRO sont détectés et les traitements
capables de piéger les DRO (en anglais free-radical scavengers) peuvent supprimer l'activité pro
apoptotique des HDACI. De plus, 'augmentation du niveau des DRO précéde les changements de
potentiel membranaire mitochondriaux et il a été proposé que la régulation des DRO puisse étre un
élément expliquant la sélectivité d'activité des HDACI a I'égard des cellules tumorales (58, 76). Les
mécanismes déclenchants 'augmentation des DRO en réponse aux HDACI restent inconnus. I
reste également a déterminer s'il s’agit d'un processus actif d’augmentation de production de DRO
ou d’'une augmentation des DRO liée a une altération d’expression de protéines régulatrices des

DRO, comme TBP2 et la thioredoxine. |l est également intéressant de noter que la production de
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DRO peut conduire a linduction transcriptionnelle et l'activation de Bim (77). Ceci souléve
lintrigante possibilité d'un lien entre les traitements par HDACI, l'augmentation des DRO,
'activation des protéines a domaine BH3 exclusif et le déclenchement de I'activation de la voie
intrinséque de I'apoptose. Enfin, 'augmentation des DRO lors du traitement par les HDACI et leur
effet différentiel anti-tumoral est un élément intéressant comme rationnel en faveur d'une
combinaison thérapeutique associant les HDACi a dautres agents pro apoptotiques ou

producteurs de DRO comme certaines drogues ou la radiothérapie.

1.3.2.2 HDACI et arrét du cycle cellulaire :

Le cycle cellulaire comprend quatre phases successives : la phase de croissance (G1), la
phase de synthése (S), la phase pré mitotique (G2), et la phase de mitose (M). Le démarrage de
chaque phase dépend de I'accomplissement de |la phase précédente. La progression dans le cycle
cellulaire s'effectue sous la dépendance des cyclines, protéines qui s’accumulent et sont
dégradées a différents temps et différentes phases du cycle cellulaire. Ces derniéres sont
nécessaires a I'activation de sérines/thréonines kinases, appelées kinases dépendant des cyclines
(CDK : cycline dependent kinases), qui régulent la phosphorylation de protéines impliquées dans la
progression du cycle cellulaire. Les cyclines ne présentent pas d’activité catalytique propre. Mais
elles forment ,avec la sous-unité catalytique des CDK, un complexe qui contréle les étapes clés du

cycle cellulaire (78).

La cycline D est produite en phase G1 sous le contrdle de signaux mitogéniques. Elle
forme un complexe avec les kinases CDK4 ou CDK6. Ces complexes cyclines D/CDK
phosphorylent la protéine suppresseur de tumeur du rétinoblastome Rb, entrainant sa dissociation
du complexe E2F/DP1/Rb. L'activation du facteur de transcription E2F a pour conséquence la
transcription de nombreux génes, codant pour des enzymes nécessaires a la synthése de 'ADN
(ADN polymérase, thymidine kinase), mais également pour la cycline E, qui forme avec CDK2 un
complexe de pré-réplication nécessaire a la transition G1/S (79). Puis CDK2 se dissocie de la
cycline E et forme un complexe avec la cycline A, durant les stades tardifs de la réplication, pour
permettre linitiation de la synthése d’ADN. En phase S tardive, la cycline A s’associe a CDK1,
jusqu’'a la fin de la phase G2. Lorsque l'enveloppe nucléaire commence a se désintégrer au
moment de la mitose, les cyclines A sont dégradées, permettant la formation du complexe cycline
B1/CDK1 (également appelé MPF en anglais: Mitosis Promoting Factor). Ce complexe est inactive
par la kinase Wee1 et activé par la phosphatase cdc25c (en anglais : Cell division control protein).
Le complexe MPF subit une translocation du cytoplasme vers ce qui était le noyau de la cellule. |l
effectue plusieurs phosphorylations, activatrices de protéines mitotiques impliquées dans la
condensation de la chromatine, les remaniements membranaires et la réorganisation des
microtubules permettant I'entrée de la cellule en phase M (80). La destruction de CDK1 par le

cyclosome permet le passage en anaphase (81).
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Figure 8: cycle cellulaire des cellules de mammifére normale et comparaison avec les
cellules cancéreuses (78)

Dans le modéele classiquement accepté, basé sur les données biochimiques, chacun des
principaux évenements qui ont lieu pendant l'interphase (G1, S, G2) est régulé par une cycline
dépendante de kinase (CDK) unique, qui se lie a une cycline spécifique (« classical » model sur la
figure ci-dessus). Il a été montré que CDK1 est suffisante pour réguler la prolifération de tous les
types cellulaire jusqu’a mi- gestation et pour la régénération hépatique chez l'adulte (82). CDK1 est
donc considérée comme essentielle pour le cycle cellulaire. Les cycles cellulaires dits spécialisés
sont basés sur la notion de nécessité de types cellulaires spécialisés pour certaines CDK
spécifiques. La prolifération cellulaire anarchique des cellules tumorales nécessite des signaux
mitogéniques aberrants, qui sont régulés soit par des signaux exogenes excessifs (comme par
exemple des facteurs de croissance surexprimés) ou des mutations oncogéniques endogénes.
D’autres mutations affectant les freins mitogéniques (comme les génes suppresseurs de fumeurs),
qui réduisent le seuil des signaux mitogéniques, contribuent également a la prolifération
anarchique. L’activation du cycle cellulaire induite par les oncogénes provoque un stress réplicatif
au niveau de I'’ADN, qui est détecté par les points de contréles de réplication de 'ADN. L’échec de
ces mécanismes de contréle aboutit a une augmentation du taux de mutation et peut conduire a
une instabilité génomique. Pendant la mitose, les anomalies du point de contréle de I'assemblage
du fuseau mitotique induisent une dérégulation de lactivité de CDK1 qui peut aboutir & une
mauvaise ségrégation chromosomique. Toutes ces anomalies aboutissent a une dérégulation de

l'activité des CDK qui peuvent conduire au développement de tumeurs.

Il existe des points de contréle du cycle cellulaire, ou checkpoints, qui permettent a la
cellule de se protéger lorsque des anomalies surviennent au cours des étapes précédemment
décrites, ce qui peut étre le cas lors d'exposition a des agents génotoxiques comme les

rayonnements ultraviolets, les rayonnements ionisants ou différentes drogues. Ainsi, la
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reconnaissance de lésions de 'ADN active des voies signalisation qui conduisent a l'inhibition des
CDK et I'arrét du cycle cellulaire (83). Il existe trois points de contréle du cycle cellulaire pour

I'exposition a un stress génotoxique :

- le point de contréle (ou de restriction) G1 intervient juste avant I'entrée en phase S
(transition G1/S). Ce point de restriction est typiquement activé lorsque la cellule est exposée a un
stress qui induit des dommages sur 'ADN et empéche la cellule de se diviser. En présence de
cassures double brins, l'activation de la protéine Chk2 (checkpoint kinase 2) par ATM (Ataxia
telangectasia mutated) et dans une moindre mesure par ATR (Ataxia-Telangiectasia Related,
une kinase qui se lie a I'ADN et qui inhibe le complexe Cdk1-CyclineB par l'intermédiaire de Chk1)
entraine l'inactivation de cdc25A et l'inactivation du complexe cycline E/CDK2, ce qui empéche la
transition G1/S.

Chk2 est une sérine thréonine kinase qui stabilise p53 et inhibe le complexe cycline
D/CDK4 ou CDK6 (84, 85). L'activation de p53 par ATM en présence de lésions de 'ADN radio-
induites provoque donc un arrét du cycle cellulaire en G1/S. En effet, p53 active la transcription de
p21, qui bloque l'activité des complexes cyclines E/CDK2 et empéche le déroulement de la phase
S, régulant la défense contre le stress oxydatif, permettant la réparation des cassures de 'ADN ou
'adaptation métabolique de la cellule & son environnement énergétique, ce qui lui vaut le surnom
de « gardien du génome ». Mais I'inactivation de la fonction de p53 est une caractéristique presque
universelle des cellules cancéreuses humaines. La perte de la fonction « suppresseur de tumeur »
du géne p53 est souvent due a une mutation somatique. Environ 50 % des tumeurs sont mutées
pour p53 (86-88). La fréquence des mutations inactivatrices de p53 dans les tumeurs humaines
explique qu’il soit relativement rare d’observer en pratique des arréts des cellules cancéreuses en
G1/S. Le point de restriction G1 est également sous le contréle de la protéine p16, qui inhibe les
kinases CDK4 et CDKG6 et ce qui empéche la formation du complexe avec la cycline D. Le point de
restriction G1/S peut étre franchi en situation d’exposition a un signal oncogénique : I'expression
de la cycline D augmente, sa fixation aux CDK4 et 6 est rendue possible et le complexe cycline
D/CDK4-6 peut phosphoryler la protéine Rb (89).

- le second point de contrdle, dit « intra-S », se manifeste au cours du cycle cellulaire
comme une diminution transitoire de la synthése de I'ADN, lors de l'exposition a un stress
génotoxique. Contrairement au point de restriction G1, ce point ne dépend pas de p53 ou de p21.
Cependant, il semble faire intervenir I'axe de signalisation ATM/Chk1/Cdc25A/CDK2 : I'activation
de Chk1 entraine l'inactivation de cdc25A et donc des complexes cycline A/CDK2 et cycline
E/CDK2 (89).

- le troisi@éme point de contrdle se situe en phase G2 tardive (point G2/M). La phosphatase
cdc25¢ active le complexe cycline B/CDK1. En présence de lésions de '’ADN, I'activation de Chk1
par ATR (dans une moindre mesure par ATM) entraine l'inactivation de cdc25A et de cdc25C (qui
inhibe le complexe cycline B/CDK1). En paralléle, Chk1 active Wee1, inhibiteur de CDK1.
L’activation de Chk1 a donc pour effet d'empécher I'entrée en mitose, en inhibant le complexe
cycline B1/CDK1 (90).
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Les HDACI ont initialement été développés pour leur capacité a induire la différentiation
cellulaire et cette propriété est intimement liée a l'arrét du cycle cellulaire en G1/S médié par la
protéine du rétinoblastome (pRb) et les protéines associées. Il a été montré que la majorité des
HDACI étudiés a ce jour peuvent induire un arrét du cycle cellulaire en G1/S (1, 55, 91-94) (Figure
10). Cet arrét en G1/S semble le plus souvent associé a une induction (indépendante de p53) du
géne CDKN1A, qui code pour la protéine p21WAF1/CIP1 qui promeut I'hypo phosphorylation de
pRb (95, 96). L'induction de CDKN1A pourrait ne pas étre le seul élément responsable de cet arrét
en G1. En effet, les HDACI peuvent réprimer I'expression des génes de la cycline D et de la cycline
A qui, comme I'ensemble des cyclines, sont des protéines de contrdle du cycle cellulaire. Les
cyclines contrdlent en particulier le passage de la phase G1 a la phase S du cycle par activation
enzymatique de leurs partenaires les kinases dépendantes des cyclines (CDK) et en particulier
CDK2 et CDK4. La répression des génes des cyclines D et A médiée par les HDACi contribue
probablement aussi a la perte de I'activité kinase des CDK2 et CDK4 et a I'hypo phosphorylation
de pRb (97-99).

Par ailleurs, il a été montré que certains génes impliqués dans la synthése d’ADN sont
réprimés par les HDACI. C’est le cas du géne de la cytosine triphosphate (CTP) synthase, dont la
protéine est une enzyme impliquée dans la synthése des bases pyrimidiques, qui convertit un
uracile triphosphate (UTP) en CTP, et de la thymidylate synthase, dont |la protéine est une enzyme
impliguée dans la voie de biosynthése de la thymidine (100). La perte d'expression de ces
enzymes aurait le méme effet qu’'un traitement anti métabolite, qui bloque la progression du cycle
lors de I'entrée en phase S, contribuant ainsi a un arrét en G1/S. D’autres mécanismes inhibiteurs
de croissance cellulaire ont été évoqués, par exemple l'induction d’autres génes régulateurs du
cycle cellulaire comme GADD45 a et GADD45 B (en anglais : Growth arrest and DNA-damage-
inducible protein), qui codent pour des protéines d'arrét du cycle cellulaire également inductibles
par les dommages de 'ADN, ou comme la régulation positive de la voie de signalisation du
récepteur du TGF, qui conduit a la répression de c-MYC et a I'arrét du cycle cellulaire (101, 102).
En effet, c-MYC (ou MYC) est un proto-oncogéne, qui est surexprimé dans certains cancers
humains. Quand il est soumis a des mutations ou a une surexpression, il stimule la prolifération
des cellules et se conduit comme un oncogéne. Le géne MYC produit un facteur de transcription
qui régule I'expression de tous les génes de 15 %, en se liant aux séquences « Enhancer Box » et
en recrutant des enzymes HAT, capables d’acétyler les acides aminés lysine des histones. Dans
ces mécanismes, l'arrét du cycle médié par les HDACI se produit possiblement via un effet direct
sur I'architecture de la chromatine, au niveau de loci spécifiques conduisant a des maodifications
d'expression génique. Certains HDACI peuvent également induire un arrét en G2/M, par activation
du point de contréle de la phase G2, mais ce phénoméne semble beaucoup plus rare que
l'induction de I'arrét en G1 par les HDACI (98, 103). Dans certaines circonstances, la perte du point
de contrdle de la phase G2 peut déterminer I'effet des HDACI sur la modulation de I'apoptose. La
majorité des cellules cancéreuses ont un point de contréle de la phase G2 déficient et les cellules
traitées par HDACI peuvent initialement s’accumuler dans le cycle cellulaire en G2/M puis passer

ce checkpoint déficient et s’orienter vers l'apoptose (71, 73). En revanche, les cellules qui
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conservent un checkpoint fonctionnel sont résistantes aux effets des HDACI. Qiu et al ont montré
que les lignées cellulaires sensibles a l'acide azelaique bishydroxamique (ABHA), qui est un
HDACI, sont déficientes pour le checkpoint de la phase G2 et que la réintroduction d'un arrét en
G2 les protége de I'apoptose induite par les HDACi (98). Contrairement a l'arrét en G1 médié par
les HDACI, pour lequel il existe une activation transcriptionnelle de CDKN1A, les mécanismes
responsables de l'arrét en G2 médié par les HDACi sont encore peu compris. L'une des
hypothéses explicatives proposées est que le checkpoint en G2 médié par les HDACI serait lié a
une hyper acétylation de I'hétérochromatine péri centrique et que la perte de ce checkpoint pourrait

conduire a une ségrégation chromosomique anormale et a une fragmentation nucléaire (104).

Les HDACI acétylent les histones des cellules normales et tumorales de la méme maniére.
Les cellules normales passent le checkpoint en G2 et survivent au traitement alors que les cellules
tumorales peuvent répliquer leur ADN et étre ensuite arrétées et orientées vers I'apoptose. L'arrét
des cellules en G1 inhibe l'apoptose et est associé avec la différenciation. La protéine anti-
apoptotique BCL2 peut inhiber I'apoptose induite par les HDACi mais n’affecte pas la régulation du
cycle cellulaire ou la différenciation. L'induction de génes codants pour les molécules du complexe
majeur d’histocompatibilité (MHC) de classe | et Il, des molécules d'activation (CD40), des
molécules d’adhésion intercellulaire (ICAM1) majore I'immunogénicité des cellules tumorales.
L’angiogenése peut étre inhibée par la répression du facteur de croissance vasculaire endothélial
(VEGF).

1.3.2.3 HDACI et angiogenése tumorale :

L'angiogenése tumorale ou néo angiogenése est une étape critique de la croissance
tumorale locale et de sa propagation a distance, elle assure la néo vascularisation de la tumeur.
Celle-ci est indispensable a la croissance tumorale dés que le volume tumoral dépasse quelques
mm?>. Le « Switch » angiogénique est alors nécessaire et I'obstruction physique des vaisseaux
tumoraux peut entrainer une disparition compléte de la tumeur elle-méme (105, 106). Une étape
précoce de la néo angiogenése consiste en la sécrétion par les cellules tumorales de métallo
protéases et de l'urokinase activatrice qui entrainent une protéolyse de la membrane basale
vasculaire permettant la migration de cellules endothéliales. Les cellules endothéliales s’organisent
en une néo angiogenése anarchique sous le contréle d’adhésines. En raison de nhombreux shunts
et d'anomalies de la couverture péricytaire, une hyperpression interstitielle s’installe dans
'environnement tumoral, ce qui entraine une hypoxie secondaire et stimule I'activation de la néo

angiogenése (106).
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Figure 9 : Angiogenése tumorale (107)
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(a) Les petites tumeurs de moins de 1 mm™ avec un niveau élevé d’apoptose ne peuvent

plus se développer d’avantage sans apport sanguin.

(b) L’environnement hypoxique et linstabilité génétique permet l'évolution de clones
tumoraux ayant perdu la fonction de p53. Ces cellules ont un taux d’apoptose plus bas
el produisent des facteurs angiogéniques qui induisent la formation de néo vaisseaux.
Il existe également une inhibition fréquente des facteurs anti angiogéniques au sein

des tumeurs.

(c) La vascularisation tumorale est anormale. Les néo vaisseaux sont plus perméables et
laissent passer le fibrinogéne. Dans ces conditions les facteurs tissulaires exprimés a
la surface de I'endothélium tumoral permettent la production de dépdts de fibrine. Les
récepteurs au facteur de croissance vasculaire endothélial (VEGF) et les intégrines
avB3 et avB5 des récepteurs a l'urokinase sont surexprimés. La fuite de plasminogéne

génere des niveaux élevés de plasmine et favorise la protéolyse.

(d) Ces processus favorisent l'invasion et la formation de métastases et surviennent a

différents endroits permettant ainsi la dissémination métastatique.

Le ciblage de l'angiogenése tumorale pourrait permettre d'éviter le phénoméne de
résistance tumorale acquise aux drogues antinéoplasiques puisque les cellules endothéliales
présentent davantage de stabilité génétique que les cellules tumorales et qu'elles constituent une
population cellulaire relativement homogéne (106-108). Deux classes d’agents pharmacologiques
ont été évalués : les agents anti angiogéniques et les agents anti vasculaires (VDA = vascular
disrupting agents). Ces agents différent principalement par trois aspects : leur cible physiologique,
le stade auquel la maladie cancéreuse est susceptible de répondre a I'agent et la séquence
d'administration (109). Pourtant, la distinction entre ces deux classes n'est pas forcément claire,
puisque plusieurs agents présentent a la fois des propriétés anti angiogéniques et anti vasculaires
(110).
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Les HDACI ont un effet anti-angiogénique in vitro et in vivo qui peut contribuer a l'inhibition
du développement et de la progression tumorale. L’effet anti-angiogéniques des HDACI a été
corrélé a une réduction d’expression de génes pro-angiogéniques sous HDACI. La majorité des
HDACI peuvent réguler négativement le facteur de croissance vasculaire endothélial (VEGF), le
facteur de croissance basique des fibroblastes (bFGF), le facteur 1a inductible en hypoxie (HIF1
a), 'angiopoietine, la kinase 2 de l'intima endothélial (TIE2) et I'oxide nitrique synthase endothéliale
(eNOS) et ceci dans un ordre de grandeur compatible avec un effet inhibiteur sur la néo-
angiogenése in vitro et in vivo (56, 111-115). De plus, il a été montré que les HDACi peuvent
induire une répression de 'expression des chimiokines au motif C-X-C du récepteur 4 (CXCR4) qui
sont importantes pour l'adressage des progéniteurs de la moelle osseuse et des cellules
endothéliales circulantes vers les sites d’angiogenése a la fois dans les cellules endothéliales
normales et tumorales (56, 116). Enfin, les HDACI peuvent réprimer la différenciation de cellules
progénitrices endothéliales (56). Tous ces éléments sont donc en faveur d’'un réle des HDACI dans
l'inhibition de la néo vascularisation par altération de I'expression de génes directement impliqués
dans l'angiogenése. Cet effet anti-angiogénique pourrait d'une part réduire I'apport de nutriments a

la tumeur primitive et d’autre part inhiber la propagation métastatique de la tumeur.

1.3.2.4 HDACI, capacités invasives et métastases:

Ce possible effet anti-métastatique des HDACI pourrait étre renforcé par l'inhibition des
métallo protéinases de la matrice extracellulaire (MMP). Cette inhibition pourrait étre obtenue soit
par répression transcriptionnelle des MMP clés comme MMP2 et MMP9 ou par surexpression de
TIMP1 et TIMP2 qui sont 2 membres de la famille des inhibiteurs tissulaires des métallo
protéinases (glycoprotéines impliquées dans la dégradation de la matrice extracellulaire) et/ou par
induction d'expression de RECK qui est une glycoprotéine membranaire qui régule négativement
l'activité de MMP2 (117-119). A ce jour les preuves de l'effet anti-métastatique des HDACI restent
limitées. On peut toutefois noter un exemple in vivo d’étude portant sur le butyrate de sodium qui
montre une inhibition significative des métastases de carcinome hépatocellulaire (120).
Cependant, il existe des résultats divergents voir opposés. En effet, Lin et al ont testé un total de
30 lignées cellulaire humaines de cancer comportant 12 lignées de cancer du foie, 10 lignées de
cancer du poumon, 5 lignées de cancer gastrique et 3 lignées de cancer du sein traitées par un
HDACI le TSA. lls ont montré que de maniére trés surprenante, le traitement par TSA augmente de
maniére statistiquement significative la capacité de migration cellulaire jusqu’a plusieurs centaines
de fois et ceci de maniére dose dépendante dans 13 des 30 lignées humaines de cancer étudiées
soit 43 %. Il est intéressant de noter que cette augmentation de la migration cellulaire est observée
pour de faibles doses non cytotoxiques d’HDACIi comme le MS-275, I'acide valproique ou le SAHA.
Ces résultats suggéreraient que I'augmentation de la migration cellulaire puisse étre liée a des
activations épigénétiques de génes favorisant la progression tumorale dans les cellules traitées par
HDACI plutét qu’'a une sélection de cellules survivantes/résistantes au traitement par HDACI (121).

In vivo, cette équipe a montré des résultats contradictoires en utilisant deux modéles
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métastatiques différents. Les expériences utilisant un modéle d'injection de cellules cancéreuses
humaines dans la veine caudale des souris ont montré une majoration de la formation de
métastases sous traitement par HDACI alors le modéle orthotopique de formation de métastases
spontanées aprés injection intra-splénique de cellules cancéreuses humaines a montré une
diminution de la tumorigénése et de la formation des métastases (121). Toutefois le modeéle
d'injection caudale directement dans la circulation sanguine est probablement moins relevant de la
réalité chez 'homme dans la mesure ou il n'évalue pas les étapes précoces du processus de
formation des métastases et refléte directement la capacité des cellules tumorales a former des
métastases une fois dans la circulation sanguine (122). A linverse, le modéle d'injection intra-
splénique semble plus proche de la réalité chez 'homme et plus pertinent car il reflete mieux la

complexité des mécanismes de formation de métastases spontanées.

1.3.2.5 Immunité cellulaire

Il existe plusieurs types de cellules immunitaires dans le microenvironnement tumoral (123)

mais les cellules cancéreuses peuvent échappent au systéme immunitaire via divers mécanismes.

Au cours du processus oncogénique, I'émergence de cellules tumorales avec un potentiel
immunogéne réduit permet a la tumeur d’échapper au contréle du systéme immunitaire. Le terme
de cancer « immunoediting » s’applique a un concept biologique en trois étapes : I'élimination,
I'équilibre et I'échappement au contréle du systéme immunitaire. Les cellules tumorales sont tout
d'abord reconnues et détruites par le systéme immunitaire. Par la suite, les cellules survivantes qui
ont échappées au systéme immunitaire sont « sélectionnées » et présentent une immunogeénicité
réduite. Le systéme immunitaire perd sa capacité a détecter des cellules tumorales qui se
multiplient jusqu'a ce que la tumeur devienne cliniquement détectable (124-127). En effet, la
croissance de la tumeur nécessite le recours a une grande variété de mécanismes pour échapper
au systéme immunitaire. La tumeur peut partiellement perdre sa capacité de présentation des
antigénes tumoraux aux cellules immunitaires. Dans certains cas, les cellules tumorales perdent
I'expression du complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) de classe |, elles ne peuvent donc pas
étre reconnues par les lymphocytes T cytotoxiques (cytotoxic T lymphocytes [CTL]) (128, 129). La
plupart des tumeurs et leur microenvironnement (matrice extracellulaire, leucocytes et cellules
stromales, cellules endothéliales, macrophages, fibroblastes, etc.) ont la capacité d’inhiber la
maturation des cellules dendritiques (dendritic cells [DCs]) et leur fonction de cellules
présentatrices d'antigénes (antigen-presenting cells [APCs]) (130). Le VEGF qui est impliqué dans
langiogenése tumorale, empéche la maturation des cellules dendritiques et contribue au
recrutement de tumour-associated macrophages (TAMs) qui possédent également des fonctions

immunosuppressives (131).

Il existe deux type de réponse immunitaire celle en rapport avec I'immunité innée et celle

dite « adaptative » qui correspond a la réponse immunitaire spécifique.
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1.3.2.5.1 Immunité innée

Les TAM représentent une des composantes tumorales inflammatoires principales du
stroma. Les TAM sont en mesure d'influencer les autres composantes du tissu néoplasique. Les
lymphocytes T CD4 + helper 1 (Th1) produisent de l'interféron gamma (IFNg), l'interleukine (IL) -2,
du facteur de nécrose tumorale (TNF), ils activent les TAM-M1 et sont responsables de I'immunité
a médiation cellulaire. Les TAM-M1 sont également impliqués dans la cytotoxicité anti tumorale,
parce que les tumeurs produisent de I'ATP, signal qui déclenche la sécrétion de plusieurs
chimiokines, dont IL-1 et IL-6, impliquées dans I'attraction des cellules présentatrices d’antigénes
aux sites tumoraux. D’autre part, les lymphocyte T helper 2 (Th2) produisent diverses interleukines
qui activent les TAM-M2 et induisent une réponse humorale par une forte production d'anticorps.
Les TAM-M2 peuvent contribuer a la progression des tumeurs et aux mécanismes d’'invasion par la
sécrétion de cytokines immunosuppressives (IL-10 et de facteurs de croissance tumoraux (TGF
ou tumour growth factor en anglais) et/ou la promotion de la néo angiogenése (132, 133). Les
antigénes associés aux tumeurs (tumour-associated antigen [TAA]) sont observés a la surface des
cellules tumorales et des cellules normales. Ces antigénes permettent au systéme immunitaire de
reconnaitre des cellules tumorales par le complexe majeur d’histocompatibilité de classe |, un
autodéterminant majeur en immunologie (134). Deux types de lymphocytes sont impliqués dans
cette reconnaissance : les natural killer (NK) et les lymphocytes T cytotoxiques. Les cellules NK
sont des cellules cytotoxiques impliquées dans la réponse innée et peuvent détecter ces antigénes
sur la surface de cellules tumorales. Leur activation dépend de la perte de la reconnaissance
d'autoantigénes, tels que les molécules du complexe majeur d’histocompatibilité de classe I. Les
cellules NK sont pleinement impliquées dans I'élimination des cellules tumorales, puisque les
cellules néoplasiques perdent souvent l'expression des molécules du complexe majeur

d’histocompatibilité de classe |, permettant aux cellules NK de déclencher ainsi leur lyse (135).

1.3.2.5.2 Reéponse immunitaire spécifique (adaptative)

Les lymphocytes T cytotoxiques sont impliqués dans la réponse immunitaire adaptative.
Ces cellules nécessitent une activation par les cellules présentatrices d’antigénes, comme les
cellules dendritiques, avant de devenir cellules effectrices. Les cellules dendritiques sont attirées
sur le site tumoral par les chimiokines produites par les cellules immunitaires innées. Les cellules
dendritiques initient ensuite la phagocytose des cellules tumorales et les antigénes associés aux
tumeurs sont incorporés dans le complexe majeur d’histocompatibilité de classes | et Il (136). Les
cellules dendritiques peuvent ainsi migrer vers les ganglions lymphatiques. Ces cellules exposent
les antigénes tumoraux présentés par le complexe majeur d’histocompatibilité de classe | aux
lymphocytes T CD8+ cytotoxiques. La présentation efficace des antigénes tumoraux par les
cellules dendritiques est favorisée par I'exposition préapoptotique de la calréticuline, par la
sécrétion apoptotique de I'ATP, par la libération d’'IL-1b par les cellules dendritiques et la libération
de protéines HMGB1 (high mobility group protein B1) reconnues par les récepteurs Toll-like (TLR)

(137-139). Les Ilymphocytes T CD8+ proliférant et atteignant leur maturité, accédent au
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microenvironnement de la tumeur ou ils effectuent leurs fonctions cytotoxiques. Les cellules T-
régulatrices (Tregs) forment une sous-population particuliere des lymphocytes T (CD4+, CD25+ et
Foxp3+). Elles sont impliquées dans la régulation immunitaire et peuvent indirectement réprimer la

réponse immunitaire (140-142).

1.3.2.5.3 HDACIi et immunomodulation

Il existe un nombre croissant d'études montrant que les HDACi peuvent renforcer
limmunité anti tumorale soit en affectant directement les cellules tumorales pour les rendre plus
reconnaissables par le systéme immunitaire soit en modulant I'activité des cellules immunitaires

et/ou la production de cytokines.

Les HDACi peuvent augmenter I'immunogénicité des cellules tumorales en majorant
l'expression des protéines du MHC de classe | et Il ainsi que I'expression des molécules
d’adhésion co-stimulatrices comme CD40, CD80, CD86 et la molécule d’adhésion intercellulaire 1
(ICAM1) (143, 144). De plus, il a réecemment été montré que les HDACi peuvent induire
'expression de molécules en relation avec le MHC de classe | situées a la surface des cellules
tumorales les MICA et MICB («MHC class | polypeptide-related sequence » A et B) (145, 146).
MICA et MICB peuvent se lier au récepteur immunitaire activateur NKG2D (protéine du groupe 2D
des cellules « natural killer ») a la surface des cellules « natural killer » et des lymphocytes T CD8.
Les cellules tumorales exprimant MICA et MICB deviennent des cibles pour via les mécanismes de
cytotoxicité dépendants du NKG2D. Ainsi, Armeanu et al ont montré que les cellules de carcinome
hépatocellulaire traitées par HDACI présentent une surexpression des MICA et MICB ce qui n'est
pas le cas des hépatocytes normaux (145). De plus, les cellules de carcinome hépatocellulaire
traitées par HDACi dans ces expériences, sont efficacement lysées par les cellules « natural
killer » d’'une maniére NKG2D dépendante (145).

Les HDACi peuvent également augmenter la réponse immunitaire anti tumorale en
affectant I'activité des cellules immunitaires soit directement soit indirectement en modulant la
sécrétion de cytokines. Par exemple, le SAHA peut réduire la maladie aiglie du greffon contre
'héte (en anglais acute graft-versus-host disease : GVHD) aprés greffe allogénique de moelle
osseuse qui est un des éléments majeurs du traitement de certaines hémopathies malignes. Cette
réduction de la GVHD se fait par inhibition de cytokines pro-inflammatoires comme le facteur a de
nécrose tumorale (TNFa) l'interleukine-1 (IL-1) et l'interferon-y (IFNy) qui ont un réle central dans
la pathogenése de la GVHD (147). Toutefois on ne sait pas encore a I'heure actuelle si le
mécanisme sous-jacent est lié au fait que les HDACi provoquent directement une hyper
acétylation des histones au sein des promoteurs de génes ou des régions amplificatrices de I'ADN
(en anglais « enhancer regions ») ou si les modifications d'expression de ces cytokines sont
secondaires a d’'autres effets des HDACI. En effet, I'activité de régulateurs de génes qu’exercent
les protéines transmettrices du signal et activatrices de transcription STAT1 (signal transducer and
activator of transcription 1), STAT3 et le facteur nucléaire kB (NF-kB en anglais nuclear factor-kB)

qui sont souvent considérés comme les facteurs de transcriptions clé de la régulation immunitaire,
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est directement régulée par acétylation (148-150). Ceci suggére que les modifications de profile
d'activité des cytokines et/ou leurs effets sur la réponse des cellules immunitaires aprés traitement

par HDACI pourraient résulter d'une altération de I'acétylation de ces facteurs.

Situés dans le microenvironnement tumoral, les Tregs peuvent inhiber les lymphocytes T
et en particulier les NK et impacter a la fois la réponse immunitaire innée et la réponse immunitaire
spécifique. De nombreux HDACI peuvent moduler la génération ou les fonctions des Treg. La TSA
et le vorinostat stimulent la prolifération des Tregs de souris et renforce leur fonction suppressive in
vivo (151). L’entinostat et le vorinostat induisent, in vitro, des Tregs a partir de lymphocytes T
humain stimulés CD4+ CD25-. Les HDACI de classe | et Il comme le givinostat (ITF2357) renforce
la polarisation des lymphocytes T a I'égard des Tregs Foxp3 alors que le givinostat réprime la
polarisation des lymphocytes T pro inflammatoires Th17 (152). L'expression du géne FOXP3 est
cruciale pour l'induction des Tregs et leur fonction. La protéine Foxp3 elle-méme est un substrat
des HAT et des HDAC. L'acétylation de Foxp3 par un pan HDACi comme la TSA stabilise la
protéine et conduit a une augmentation du nombre de Tregs et a un phénotype suppresseur (151,
153-155). Il a également été montré que I'acétylation de Foxp3 peut étre régulée par la HAT p300
et ’THDAC de classe Il SIRT1 ce qui suggere que les HDAC de classe lll puissent aussi réguler la
fonction de Tregs (155). Une étude antérieure réalisée avec des Knock out de HDAC a montré que
'HDAC 6 et THDAC 9 contrélent les fonctions de suppresseur des Tregs (156, 157). Les résultats
de cette équipe indiquent que seuls les pan HDACI sont capables d’augmenter les fonctions de
suppresseur des Tregs et que les HDACI spécifiques de classe | n'ont pas d'effet sur les Tregs.
Toutefois, d’'autres équipes ont montré que I'ensemble des HDACI testés y compris des HDACI
spécifiques de classe | comme l'entinostat stimule les fonctions de suppresseur des Tregs
humains (158). Shen et al. ont évalué I'effet des HDACI sur les Tregs dans le cadre de traitements
anticancéreux (159, 160). lls ont observés des résultats différents de ceux préalablement décrits
dans des modéles de maladies auto-immunes et inflammatoires. En effet dans des modéles
murins de cancer de prostate et du rein, I'entinostat inhibe I'expression de Foxp3 et la fonction
suppresseur des Tregs de maniére dose-dépendante. Les meécanismes de régulation de

'expression de Foxp3 par I'entinostat pourraient impliquer I'acétylation de la protéine STAT3 (159).

Il a également été montré qu'un autre HDACI de classe |, le Mocetinostat (MGCDO0103 qui
inhibe aussi HDAC11) peut également réprimer I'expression de Foxp3 de maniére dose
dépendante, alors que les HDACI spécifiques de classe Il comme le MC1575 ou le MC1588
n’affectent pas le niveau de Foxp3 des Tregs. Il est intéressant de constater qu'in vifro le
panobinostat (LBH589), un pan HDACI, a faible concentration induit également une réduction
modérée du niveau de Foxp3. In vivo en fonction de la dose de panobinostat utilisée chez des
souri BALB/c effet du panobinostat sur les Tregs est retrouvé in vivo un effet d’inhibition de la
fonction suppresseur des Tregs est observé ou non