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Inhiber HDACS : un outil pour
couper court a limmortalité
des cellules cancéreuses

Catherine Polese, Denis Mottet

Les télomeéres

Chez ’homme, les télomeres sont des
séquences répétées d’ADN (5’-TTAGGG-3’)
présentes a I'extrémité des chromo-
somes. Ces télomeres sont couverts d’un
complexe de protéines (shelterin com-
plex) qui assure une protection des ter-
minaisons chromosomiques et évite que
I’extrémité du chromosome ne soit consi-
dérée comme une rupture du double brin
d’ADN ; ceci pourrait en effet conduire a
des soudures de chromosomes par fusion
de leurs télomeres respectifs et une perte
de Pintégrité du matériel génétique [1]
(Figure la).

A chaque duplication d’un chromo-
some lors de la division cellulaire, ’ADN
polymérase est incapable de recopier
complétement Pextrémité des télo-
meres. Ces télomeres raccourcissent
donc progressivement et, lorsque leur
taille devient critique, la cellule stoppe
irréversiblement sa croissance. On dit
que la cellule entre en sénescence : elle
«vieillit ». Les télomeres constituent
donc des « horloges biologiques » [2].
Pour proliférer indéfiniment et déjouer la
barriere imposée par le raccourcissement
des télomeres, la plupart des cellules
cancéreuses expriment une enzyme, bap-
tisée télomérase, dont I'activité permet
de recopier les extrémités télomériques,
permettant ainsi de maintenir la longueur
des téloméres constante au cours des
divisions cellulaires [2, 11, 12].

Régulation de la chromatine
télomérique : role des histones
déacétylases ?

Le maintien de la longueur des télo-
meéres n'est pas simplement assuré par
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IPactivité de la télomérase, il dépend
également de I’état de compaction
de la chromatine. La chromatine est
constituée d’acide désoxyribonucléique
(ADN) et d’un octamére de 4 protéines
appelées les histones (H2A, H2B, H3 et
H4). Les histones H3 et H4 présentes au
niveau de la chromatine télomérique
présentent un faible niveau d’acétyla-
tion [3].

U'état d’acétylation des histones dépend
de deux groupes d’enzymes aux activités
opposées : les histone acétyltransfé-
rases (HAT) et les histone déacétylases
(HDAC), qui ajoutent et enlévent res-
pectivement un groupement acétyle sur
les lysines conservées des histones ;
I’absence de ce groupement favo-
rise la condensation de la chromatine
(Figure 1b). Le statut hypoacétylé de la
chromatine télomérique renforce donc
I’intérét de mieux comprendre le role des
HDAC dans le maintien des télomeres.

A ce jour, 18 HDAC humaines ont été
identifiées. €Elles sont répertoriées en
quatre classes (classe |: HDACI, 2, 3
et 8 ; classe Il subdivisée en classe lla:
HDAC4, 5, 7 et 9 et classe Ilb: HDAC6
et 10 ; classe Il : sirtuines (SIRT) 1-7;
classe IV : HDAC11) [4] (Figure Ic).

Une inhibition spécifique des HDAC de
classe Il telles que SIRTL et SIRTé a
permis de mettre en évidence un réle de
ces enzymes dans la régulation des télo-
meres. Par exemple, SIRT6 assure la déa-
cétylation de I’histone H3 sur les lysines
9 et 56, et sa présence est essentielle
au maintien de Iintégrité télomérique
[5-7] (Figure 1d).

L'utilisation de molécules pharmaco-
logiques capables d’inhiber de maniére
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non sélective les HDAC de classe I, Il
et IV sans affecter la classe Il a per-
mis de démontrer que de telles molé-
cules inhibent I'activité de la télomé-
rase et induisent la mort cellulaire par
apoptose des cellules cancéreuses [8].
Néanmoins, peu d’études démontrent
I'impact de ces inhibiteurs sur la struc-
ture des téloméres. D’autre part, le rdle
précis des différents membres des HDAC
dans la biologie des téloméres reste a ce
jour peu exploré.

HDACS, un acteur clé dans la
maintenance des longs téloméres

Nos travaux antérieurs ont démontré
I'importance d’HDACS dans le maintien
de la structure de I’hétérochromatine,
une zone de chromatine hyperconden-
sée [9]. €tant donné que les télomeres
sont des zones d’hétérochromatine, nos
recherches se sont alors intéressées au
role d’HDACS dans la biologie des télo-
meres.

Par des expériences d’immunofluores-
cence-FISH (fluorescent in situ hybri-
dization), la localisation télomérique
d’HDACS a été évaluée dans différents
types cellulaires dont les télomeres
étaient soit assez courts (HT1080, une
lignée de fibrosarcome et HUVEC, human
umbilical vein endothelial cells), soit
plus longs (U20S, une lignée d’ostéo-
sarcome et HT1080-ST, super telome-
rase, en raison d’une activité télomé-
rase élevée). Les résultats ont démontré
qu’HDACS colocalise préférentiellement
avec les régions télomériques relative-
ment longues (Figure 2a).

Par conséquent, une inhibition sélec-
tive de Iexpression d’HDACS par siRNA



Chromosome Slomes
( Télomere Classe | HDACI, 2, 3,8
o Classe lla HDAC4, 5, 7,9
~roop Classe 11
@ Famille HDAC S—— —
P1POT.
e TR e ——— Classe IV HDAC11
Complexe Shelterin B ; Classe Il SIR.I:51,’62,,13’ 4,
O Chromosome
d’histones Télome
Groupement clomere
H2A H2B ~acétyle \
H3 H4 ‘
[ AT e
—_— ADN @
— /
B Chromatine condensée Chromatine décondensée D e

Figure 1. Extrémités télomériques et régulation de la condensation de la chromatine. A. extrémité d’un chromosome baptisée télomeére (en rose)

est une séquence d’ADN répétée (TTAGGG) qui est protégée par un complexe multiprotéique nommé shelterin complex. Ce complexe se compose
principalement des protéines TRF1, TRF2 (liaison de ’ADN télomérique double brin), TIN2, TPP1, RAP1 (lien entre TRF1, TRF2 et POT1), POT1 (liaison

de ’ADN télomérique simple brin). Il évite que I’extrémité du chromosome ne soit considérée comme une rupture du double brin d’ADN, ce qui pour-

rait conduire a des soudures de chromosomes par fusion de leurs télomeres respectifs. B. ttat de condensation de la chromatine. La chromatine

est constituée d’ADN enroulé autour d’un octameére de quatre protéines appelées les histones (H4, H3, H2A et H2B). Ces histones sont globalement

chargés positivement et peuvent donc interagir avec le squelette de ’ADN chargé négativement. Ces interactions de charge sont a la base de la

compaction de "ADN, la chromatine est dite « condensée ». 'état d’acétylation des histones dépend de deux groupes d’enzymes aux activités

opposées : les histones acétyltransférases (HAT) et les histones déacétylases (HDAC), qui ajoutent et enlévent, respectivement, un groupement

acétyle. €n présence de ces groupements acétyles, les charges positives portées par les histones sont annulées, ce qui réduit la compaction de la

chromatine, qui est dite « décondensée ». Au niveau des régions télomériques, la chromatine est hypoacétylée et par conséquent hypercondensée.

C. Classification de la famille des histones déacétylases. Les HDAC sont répertoriées en quatre classes (classe | : HDACI, 2, 3 et 8 ; classe Il subdi-
visée en classe Ila: HDAC4, 5, 7 et 9 et classe IIb : HDAC6 et 10 ; classe Il : sirtuins 1-7 ; classe IV : HDAC11) D. Rdle de SIRT6 dans le maintien de

I’intégrité des télomeres et le vieillissement cellulaire. absence de SIRTé induit une hyperacétylation des résidus lysines 9 et 56 des histones de la

chromatine télomérique et induit un vieillissement prématuré des cellules humaines (fibroblastes).

a permis d’observer un raccourcisse-
ment significatif des télomeres des
cellules cancéreuses aux télomeéres
longs, démontrant un role prépondérant
d’HDACS dans le maintien de la taille
des télomeres (Figure 2B).

Les mécanismes de raccourcissement
des télomeres peuvent s’accompagner
d’une accumulation de télomeres cir-
culaires extrachromosomiques. Une
technique de séparation des séquences
télomériques basée sur leurs tailles et
leurs conformations (double ou simple
brin, linéaire ou circulaire) a permis
de démontrer la présence de struc-
tures télomériques simple brin dans

m/s n® 8-9, vol. 30, aolt-septembre 2014

les cellules HT1080-ST et ce, unique-
ment lorsque la quantité d’HDACS est
réduite. Au regard de nos récents tra-
vaux démontrant I'importance d’HDACS
dans la progression de la fourche de
réplication [9], ces séquences télomé-
riques simple brin pourraient résulter
de structures intermédiaires non réso-
lues, formées durant une réplication
non adéquate des longs télomeres due a
I’absence d’HDACS.

Perspectives thérapeutiques

Fort de nos constatations que I'inhi-
bition d’HDACS induit un raccourcis-
sement télomérique et au regard des

données de la littérature indiquant que
le raccourcissement des télomeres peut
augmenter la sensibilité des cellules
cancéreuses a certains agents cyto-
toxiques [10], nos expérimentations ont
finalement consisté a explorer 'effet
d’un traitement combinant la déplétion
d’HDACS et une molécule chimiothéra-
peutique, la doxorubicine, sur la mort de
cellules cancéreuses a longs télomeres.
Alors que la doxorubicine seule n’en-
traine qu’une treés faible induction de
la mort cellulaire par apoptose dans
les cellules HT1080-ST, ce méme trai-
tement chimiothérapeutique induit
plus massivement la mort des cellules
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Figure 2. Colocalisation d’HDACS et des télomeres et effet sur le maintien de la longueur télomérique. A. Immunofluorescence-FISH montrant la colo-

U20S,contrdle

U20S déplétée en HDACS

calisation d’HDAC5 (vert) et des télomeres (rouge) dans des cellules cancéreuses de type U20S caractérisées notamment par de longs télomeres.
B. Ensemble des chromosomes d’une cellule cancéreuse de type U20S. Le chromosome est marqué en bleu et les téloméres en rouge. U'intensité du
signal rouge est proportionnelle a la longueur du télomere. Lintensité des signaux rouges est plus faible dans des cellules U20S déplétées en HDACS,
suggérant donc que les télomeres sont raccourcis lorsque HDACS est absente. C. Sensibilisation des cellules cancéreuses présentant de longs télo-
meres aux effets des agents chimiothérapeutiques lorsque HDACS est absente. inhibition de I"expression d’HDACS par I’utilisation de siRNA (small

interferent RNA) diminue la longueur des télomeéres dans les cellules cancéreuses a longs téloméres et rend celles-ci plus sensibles aux traitements

chimiothérapeutiques, permettant ainsi de proposer de nouvelles stratégies combinatoires prometteuses dans I’arsenal thérapeutique des cancers.

HT1080-ST lorsque celles-ci sont préa-
lablement transfectées avec des siRNA
dirigés contre HDACS (Figure 2C).

€n conclusion, nos recherches ont per-
mis de démontrer pour la premiere fois
que HDACS joue un rdle important dans
le maintien des longs téloméres dans
les cellules cancéreuses. De plus, nos
résultats pourraient avoir un réel intérét
thérapeutique puisqu’invalider HDACS
afin de raccourcir les télomeres per-
met de sensibiliser les cellules cancé-
reuses dont les téloméres sont longs a la
chimiothérapie. ¢
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