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Introduction

I. Introduction

I.1. Les modifications post-traductionnelles des protéines

Les modifications post-traductionnelles des protéines sont des modifications
chimiques covalentes qui sont ajoutées sur des acides aminés particuliers pendant
et/ou aprés leur syntheése. Ces modifications régulent la fonction, la localisation
cellulaire, l'interaction avec d'autres protéines ou la demi-vie des protéines ciblées. De
nombreuses modifications post-traductionnelles ont été caractérisées dont les mieux
décrites sont la phosphorylation, l'acétylation, la méthylation, l'ubiquitination,
I'hydroxylation et la glycosylation. Les rdles cellulaires de ces modifications sont
présentés dans le Tableau 1 (Mann et al., 2003).

La phosphorylation des protéines est réalisée par des kinases spécifiques qui
catalysent l'ajout d'un groupement phosphate provenant de I'ATP sur les résidus
sérine, thréonine ou tyrosine, et les phosphatases catalysent la réaction inverse. La
phosphorylation touche environ 30% du protéome et induit une modification de la
charge des protéines qui peut conduire a un changement conformationnel, une
modification de l'interaction avec d'autres protéines ou leur ligand, un changement de
leur localisation cellulaire et une activation ou une inhibition de leur activité
enzymatique. Par exemple, une augmentation du taux d’AMPc en réponse a la
stimulation d'un récepteur active la protéine kinase A (PKA) cytoplasmique dont le
domaine catalytique va se relocaliser dans le noyau. Dans le noyau, la PKA peut alors
phosphoryler CREB (c-AMP response element-binding protein) qui, ainsi activé, peut
jouer son role de régulateur de la transcription de geénes en réponse a 'AMPc. Le
récepteur a activité tyrosine kinase, activé par la fixation de son ligand, va s'auto-
phosphoryler sur plusieurs résidus tyrosine. En fonction du résidu tyrosine, la
phosphorylation va augmenter I’activité kinase du récepteur ou elle servira de site de
recrutement d’autres protéines. En effet, des protéines possédant des domaines SH2
(Src homology) ou PTB (phosphotyrosine-binding) reconnaitront les résidus phospho-
tyrosine et seront recrutées par le récepteur. Certaines de ses protéines seront a leur
tour phosphorylées par le récepteur créant ainsi de nouveaux sites d’ancrage pour des

partenaires supplémentaires (Roach, 1991; Posada et al., 1992).
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Tableau 1: Exemples de modifications post-traductionnelles des protéines.

Les acides aminés sont désignés par leur code mono-lettre: A: alanine, D: acide aspartique, E:
acide glutamique, K: lysine, H: histidine, M: méthionine, P: proline, R: arginine, S: sérine, T:

thréonine, Y: tyrosine, W: tryptophane. Adapté de (Mann et al., 2003).

Modification

Acides
aminés

Roles

Références

Acétylation

K

Stabilité des protéines

Interactions protéine-ADN, protéine-
protéine

Localisation cellulaire

Régulation de l'activité

Métabolisme

Expression des génes, remodelage de
la chromatine

Réparation de I'ADN

Maturation des ARN

Organisation du cytosquelette

(Spange et
al., 2009)

Glycosylation

Excrétion des protéines
Reconnaissance cellule-cellule
Voies de signalisation
Régulation de la structure des
protéines

Réponse immunitaire

(Moremen et
al.,2012)

Hydroxylation

Stabilité du collagéne
Stabilité des protéines

(Ke et al.,
2006; Gorres
etal., 2010)

Meéthylation

T >
-

<
=

Interactions protéine-protéine
Communication intercellulaire
Localisation cellulaire
Transduction du signal
Expression des genes
Réparation de I'ADN

(Passos et
al., 2006)

Phosphorylation

S, T,Y

Régulation de I'activité enzymatique
Modulation des interactions
moléculaires

Voies de signalisation

Métabolisme

Réplication et transcription de I'ADN
Epissage et traduction des ARN
Division cellulaire

Apoptose

Organisation du cytosquelette
Activation des récepteurs
membranaires et des canaux

(Hunter,
2000)

Ubiquitination

Signalisation

Dégradation protéique
Endocytose-internalisation des
récepteurs membranaires

Trafic intracellulaire des protéines
Remodelage de la chromatine

(Marino-
Ramirez et
al., 2005;
Mukhopadhy
ay et al.,
2007)
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Le statut de phosphorylation des protéines régule aussi la localisation cellulaire de
nombreuses protéines telles que NF-kB (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of
activated B cells), STAT (signal transducer and activator of transcription), f-caténine,
SMAD (mothers against decapentaplegic homolog) ou Notch. Le facteur NF-«kB est
séquestré dans le cytoplasme par la protéine inhibitrice IkB (inhibitor of kappa B) qui
masque le signal de localisation nucléaire (nuclear localization signal, NLS) de NF-
kB, I'empéchant ainsi d'étre transporté dans le noyau. La phosphorylation de IkB est
un signal pour sa dégradation par le protéasome, libérant ainsi NF-kB qui peut se
localiser dans le noyau et activer la transcription des génes cibles. Les kinases CDK
(cyclin dependent kinase) sont des protéines-clé de la régulation du cycle cellulaire.
Leur activité est régulée par leur interaction avec les cyclines mais aussi par
phosphorylation. La phosphorylation de la thréonine 160 de la CDK2 par la CAK
(Cdk-activating kinase), par exemple, augmente son activité alors que Ila
phosphorylation des thréonines 14 et 15 de cette méme CDK inhibe son activité. La
kinase Wee a été caractérisée comme une enzyme inhibant 'activité de la CDK ciblée.
Par ailleurs, les phosphatases telles que celles de la famille CDC25 (cell division
cycle 25 homolog) peuvent contrebalancer ce controle (Hunter, 2000; Lodish et al.,
2003).

La méthylation des protéines est impliquée notamment dans la communication
intercellulaire, les interactions protéine-protéine, la localisation cellulaire, la
transduction du signal, la régulation de l'expression des geénes ou la réparation de
I'ADN. Par exemple, la méthylation de p300 par CARMI (coactivator-associated
arginine methyltransferase 1) ou des histones H3 et H4 par cette méme enzyme induit
la transcription des geénes, la méthylation de la protéine hnRNPQ (heterogeneous
nuclear ribonucleoprotein) est importante pour sa localisation cellulaire et son role
dans la maturation des ARN. Les méthyl-transférases catalysent la réaction de
transfert d'un groupement méthyle de la S-adénosyl-L-méthionine a la protéine cible
(Passos et al., 2006; Lee et al., 2011).

L'ubiquitine est un polypeptide de 76 résidus dont 7 résidus lysines permettent
aux ubiquitines de se conjuguer entre-elles pour former des chaines. Selon les lysines
mises en jeu dans ces interactions, la chaine de polyubiquitine sera différente et aura
une fonction différente. La formation d'une chaine polyubiquitine par la lysine 63 est

impliquée dans la signalisation cellulaire alors que la polyubiquitination d'une
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protéine par la lysine 48 constitue un marqueur pour sa dégradation protéasomale. La
dégradation par le protéasome permet de réguler la durée de vie des protéines mais
¢galement d'éliminer de la cellule les protéines mal repliées dont I'accumulation est
toxique. L'ubiquitination des protéines peut également réguler des mécanismes
comme l'endocytose, l'internalisation des récepteurs membranaires, le trafic des
protéines et le remodelage de la chromatine (Hicke et al., 2005; Mukhopadhyay et al.,
2007).

L'hydroxylation des prolines et des lysines est catalysée par des prolyl- ou
lysyl-hydroxylases. L'hydroxylation de prolines du collagéne joue un rdle important
dans sa stabilisation a la température physiologique (Gorres ef al., 2010). Le facteur
induit par I'hypoxie HIF (hypoxia inducible factor)-la est également soumis a une
régulation par hydroxylation de deux prolines et une asparagine. Dans des conditions
de normoxie, ces acides aminés sont hydroxylés permettant ainsi la reconnaissance
par la protéine VHL (von Hippel-Lindau) ce qui conduit a la dégradation de HIF-1a.
En hypoxie, les hydrolases sont moins actives, HIF-1a n'est plus dégradé et migre
dans le noyau pour activer l'expression des genes impliqués dans de nombreuses
fonctions telles que l'angiogenése, le métabolisme du glucose, l'apoptose ou la
prolifération cellulaire [e.g. vascular endothelial growth factor (VEGF), lactate
déshydrogénase, Nip3-like protein X, transforming growth factor (TGF)-a, (Ke et al.,
2006; Semenza, 2007)].

La glycosylation est réalisée sur les résidus asparagine, sérine et thréonine. Il
existe différents types et mécanismes de glycosylation qui jouent notamment un rdle
dans la régulation de la structure des protéines, la transduction du signal, les
interactions cellule-cellule ainsi que la réponse immunitaire (Moremen et al., 2012).

Comme la phosphorylation, l'acétylation joue un role majeur dans la
régulation de nombreux processus cellulaires. L'acétylation touche les résidus lysine,
et sera décrite plus en détails dans les parties suivantes (1.2., .3.).

Tous les processus cellulaires sont régulés par les modifications post-
traductionnelles des protéines grace a leur diversité et au grand nombre de protéines
modifiées. Ainsi, une perturbation de ces modifications peut avoir un impact
important sur 'homéostasie cellulaire et tissulaire pouvant participer de ce fait au

développement et a l'agressivité tumorale (Kolch et al., 2010).
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I.2. Les histones et la régulation de la structure

chromatinienne

Les histones sont des protéines subissant de nombreuses modifications post-
traductionnelles. Ces protéines sont associées a I'ADN permettant la condensation de
l'information génétique en une structure organisée: la chromatine. L’unité
fondamentale de la chromatine est appelée nucléosome. Le nucléosome est formé
d’un complexe de huit histones (deux hétéro-tétrameres de H2A, H2B, H3 et H4 ;
« core histones ») et de 146 paires de bases d’ADN enroulées autour de ce coeur
protéique. Chaque nucléosome est séparé de 10 a 60 paires de bases d'ADN. Cet
assemblage est le premier état de compaction de I’ADN. Cette structure, d'un
diametre de 10 nm, est aussi appelée structure en « collier de perles ». Afin de
maintenir 'ADN enroulé, deux histones H1 (linker histone) se lient a ' ADN au niveau
du nucléosome. La liaison de Il'histone H1 entre deux nucléosomes permet
d’augmenter la compaction en une fibre de 30 nm. Enfin, une compaction
supplémentaire, grace a la participation des complexes protéiques et des mécanismes
supplémentaires encore mal caractérisés, aboutit a I’hétérochromatine qui correspond
a un état inactif, ou a 1’euchromatine, moins dense, qui est associée aux genes
activement transcrits (Figure 1).

La compaction chromatinienne est un mécanisme dynamique régulé
principalement par les modifications post-traductionnelles de 1'extrémité N-terminale
des histones, la méthylation de 'ADN et les complexes protéiques qui interagissent
avec ces modifications (par exemple les complexes Polycomb ou les complexes de
remodelage de la chromatine). Les modifications d’histones et la méthylation de
I'"ADN font partie des mécanismes épigénétiques de la régulation de I'expression des
geénes ; c’est-a-dire la modification de ’expression génique, héritable, sans altération
de la séquence nucléotidique. Les mécanismes épigénétiques contrdlent, entre autres,
la condensation de la chromatine et, de ce fait, limitent ou autorisent l'accessibilité de
I'ADN a différents facteurs. Ainsi, plusieurs mécanismes tels que la transcription,
I'épissage des pré-ARN messagers, la réparation et la réplication de 'ADN sont

régulés (Lodish et al., 2003).
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Figure 1: Le compactage de I'information génétique.

La double hélice d’ADN est enroulée autour d’hétéro-octameéres d’histones (H2A, H2B, H3 et
H4), formant ainsi les nucléosomes et aboutissant a une structure dite en « collier de perles ».
Une étape de compaction supplémentaire forme la fibre de 30 nm grace a I’intervention de
I’histone H1 [Adapté de (Lodish ez al., 2003)].

L'ensemble des modifications post-traductionnelles des histones agit de
maniére séquentielle ou en combinaison pour former le code des histones, qui peut
étre lu par d'autres protéines pour réguler la condensation de la chromatine et
l'expression génique. Depuis la premicére fois que cette hypothése a été émise, de
grands efforts ont été portés sur le déchiffrage et la compréhension de ce code et sur
les événements qu'il controle. Les histones subissent un nombre important de
modifications post-traductionnelles telles que 1’ubiquitination, I’ ADP-ribosylation, la
citrullination, la phosphorylation, la méthylation et I’acétylation (Figure 2). Parmi ces
modifications, la méthylation et 1'acétylation sont les modifications les mieux décrites
a ce jour (Minucci et al., 2006; Choudhary et al., 2009). Ces modifications sont
essentiellement localisées sur la région N-terminale des histones, appelée « histone
tail », bien qu'un nombre important d’acides aminés situ¢s dans le domaine central

des histones subissent également des modifications.
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Figure 2: Les modifications post-traductionnelles des histones.

Des lysines (K), sérines (S), thréonines (T) et arginines (R) en différentes positions sur les
histones sont les cibles de modifications post-traductionnelles. La position de chaque acide
aminé ciblé est indiquée par les nombres. L'association de ces différentes modifications forme
le code des histones qui participe au recrutement de facteurs modulant la structure et donc
I’état transcriptionnel de la chromatine.

L'hyperacétylation des histones est généralement associée a une chromatine
moins condensée (euchromatine) et par conséquent a une activation de la transcription
(acétylation de H4K8, H4K16, H3K14...). Cependant, 1'acétylation des histones est
aussi impliquée dans la déposition des histones au cours de la réplication, le
recrutement des histones au niveau de nouveaux nucléosomes (acétylation de H3K9
ou H4K12), ou la réparation de I'ADN ainsi que la perturbation de la formation de la
fibre de 30 nm (acétylation de H4K16, H3K14, H3KI18). La combinaison de
l'acétylation de lysines avec d'autres modifications post-traductionnelles, telles que la
méthylation ou la phosphorylation, est associée a des fonctions biologiques

particulicres (Tableau 2).
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Tableau 2: Implication des modifications d'histones dans les processus cellulaires.

Les histones sont désignées par leur abréviation H2A, H2B, H3 et H4 et les acides aminés par
leur code mono-lettre (K: lysine, R: arginine, S: sérine, T: thréonine). Adapté de (Mann et al.,

2003).
Processus Modifications
cellulaires Acétylation Méthylation Phosphorylation  Ubiquitination
Activation dela  H2AKS H3K4, R17 H3S10
transcription H2BKS, K12, H4R3
K15, K20
H3K4, K9, K14,
K18, K23, K27
H4K5, K8, K12,
K16
Apoptose H2BS14
Déposition des H3K9
histones H4KS5, K12
Elongation de la H3K4, K36,
transcription K79
Empreinte H3K9
parentale
Inactivation du H3K27
chromosome X
Mitose H2ASI
H3T3, S10, T11,
S28
H4S1
Réparation de H3K14, K18, H3K36 H2AS1
I'ADN K23
H4KS5, K8, K12,
K16
Réplication de H3K18
I'ADN
Silence H4K12, K16 H3K4
télomérique
Silence H3K9, K27
transcriptionnel H4K20
Spermatogenése H2BK120
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Par exemple, la combinaison de H4KS8 et H3K14 acétylées avec H3S10
phosphorylée est associée a l'activation transcriptionnelle. Certaines modifications
vont promouvoir ou inhiber les modifications sur d'autres sites de la méme histone. La
méthylation de la lysine H3K9 inhibe l'acétylation de H3K 14, H3K 18 et H3K23 alors
que la méthylation de H3K4, ou la méthylation de H4R3 stimule l'acétylation de
H4KS8 et H4K12. De plus, les lysines peuvent étre mono-, di- ou tri-méthylées et les
arginines peuvent étre mono- ou di-méthylées induisant des effets différents. La di-
méthylation de H3K4 peut étre associée a des régions actives et inactives alors que sa
tri-méthylation est toujours associée a des régions de transcription active (Fischle et
al., 2003). La tri-méthylation de H3K9 est corrélée a la répression transcriptionnelle
alors que sa mono- et di-méthylation est associée a 1'euchromatine (Fischle et al.,
2003). Enfin, certaines modifications sont mutuellement exclusives, c'est le cas
notamment de la méthylation de H4K20 et de 'acétylation de H4K16 (Nishioka et al.,
2002).

La modification des histones est également régulée par la modification
d’autres histones présentes dans le méme nucléosome, c'est 1'effet en cis, ou dans un
nucléosome voisin, c'est l'effet en trans. En effet, ’'H3K4 méthylée entraine
l'acétylation des histones H3 et H4 dans le méme nucléosome. Par contre, si H3K9 est
méthylée, l'acétylation des histones H3 et H4 de ce nucléosome sera inhibée. Afin de
répandre 1'état d'hétérochromatine le long du chromosome, I'apposition de la
méthylation de H3K9 par des méthyl-transférases des histones (HMT), comme
SUV39H, dites "writer", est lue par des complexes ("reader") tels que les protéines
d'hétérochromatine 1 (HP1), contenant un chromodomaine pour la reconnaissance de
H3K9 méthylée et un domaine méthylase pour l'apposition de la marque sur le
nucléosome voisin (Wang et al., 2001; Fischle et al., 2003; Wang et al., 2007a; Al-
Sady et al., 2013).

La structure et les fonctions de la chromatine sont aussi régulées par la
présence de variants d'histones. C'est le cas notamment du variant H3.3 qui remplace
I'histone H3 canonique au cours de la transcription induisant ainsi la propagation de
I'état actif de la chromatine (Chow et al., 2005). Le variant H2A.Z est associé¢ aux
¢léments isolateurs (insulating elements) qui démarquent les domaines
chromosomiques régulant de cette maniére la propagation des marques
d'hétérochromatine (Meneghini et al., 2003). Le variant macro-H2A joue un role dans

l'inactivation du chromosome X. Le variant CENP-A (centromere protein A) de
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I'histone H3, spécifique des centromeres, est essentiel pour I'assemblage des
kinétochores pendant la mitose (Jansen et al., 2007).

Par ailleurs, I'histone H3 est la seule a posséder une cystéine C110 impliquée
dans la formation d'un pont disulfure entre deux histones H3 au sein du nucléosome.
La formation de ce pont rigidifie la conformation du nucléosome, le maintenant ainsi
dans une forme fermée associée a la répression transcriptionnelle. La forme réduite
permet une conformation du nucléosome plus relachée associée a des régions de
transcription active (Prior ef al., 1983; Peterson et al., 2004).

Contrairement au code génétique pour lequel il est établi que chaque
combinaison de paires de bases est associé¢e a un signal spécifique indépendamment
de sa localisation sur le génome, le code des histones est moins rigide. En effet, une
modification particuliere peut étre interprétée différemment par les facteurs cellulaires
et par conséquent associée a une conséquence biologique différente suivant sa
localisation génomique ou le contexte cellulaire (Peterson ef al., 2004).

Le code des histones est lu par de nombreux facteurs cellulaires tels que des
protéines impliquées dans le remodelage de la chromatine ou des protéines Polycomb,
qui peuvent reconnaitre la modification d'un site spécifique. La régulation locale, par
exemple sur un promoteur particulier, de la structure de la chromatine et par
conséquent de l'expression génique s'effectue par le recrutement des enzymes
impliquées dans les modifications post-traductionnelles des histones ainsi que des
complexes impliqués dans la structure de la chromatine. Par exemple, des facteurs de
transcription peuvent recruter des HMT ou des acétyl-transférases des histones (HAT)
sur des sites spécifiques afin d'induire respectivement la méthylation ou I'acétylation
des histones. La régulation de la structure chromatinienne peut s'effectuer sur certains
domaines du génome, comme les centromeres, ou la condensation de I'ADN est
confinée grace a la présence d'éléments isolateurs qui préviennent la diffusion des
marques répressives au-delda du domaine. Enfin, l'exemple le mieux décrit d'une
régulation globale de la structure de la chromatine est celui du chromosome X. Le
recouvrement du chromosome X par le long ARN non codant Xist ainsi que la
méthylation de H3K9 permettent la condensation de la chromatine. Cet état inactif est
maintenu par d'autres marques répressives telles que I'hypoacétylation des histones et

l'incorporation du variant macro-H2A (Fischle et al., 2003).
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I.3. L'acétylation des protéines
L’acétylation de I’azote & des résidus lysines tant des protéines nucléaires
(dont les histones) que des protéines cytoplasmiques est catalysée par les HAT. Leur

désacétylation est catalysée par les désacétylases d'histones (HDAC, Figure 3).
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Figure 3: La réaction d’acétylation / désacétylation des lysines.

La réaction d’acétylation est catalysée par les acétyl-transférases des histones (HAT), utilisant
I’acétyl-coenzyme A (acétyl-CoA) comme donneur de groupement acétyle, au niveau de
I’azote € des lysines. La réaction inverse est catalysée par les désacétylases d'histones
(HDAC).

1.3.1. Les acétyl-transférases des histones

Chez les mammiferes, les HAT sont classées en deux groupes selon leur
localisation cellulaire: le groupe de type A est principalement nucléaire alors que le
groupe de type B est essentiellement cytoplasmique. Une classification selon la
similarité de séquence est compromise par le peu de similarité entre ces enzymes.
Néanmoins, certaines enzymes ont été regroupées, selon leur similarité de séquence et
leur fonction, dans les familles GNAT [GcenS5 related N-acetyltransferases), p300/CBP
(CREB binding protein), MYST (MOZ, Ybf2/Sas3, Sas2, TIP60), TAFII250 [TBP
(TATA box binding protein)-associated factor 250 kDa] et SRC (steroid receptor
cofactor, (Marmorstein et al., 2001; Roth et al., 2001)]. Certains substrats des HAT

sont présentés dans le Tableau 3.
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Tableau 3: Exemples de protéines acétylées et des enzymes responsables de leur

modification.
Enzymes
Fonctions référen
cellulaires Substrats rea
HDAC HAT
Facteurs de B—caténine HDAC6 PCAF
transcription (Li et al., 2008b) (Ge et al., 2009)
E2F-1,-2,-3 HDACI1 PCAF, p300/CBP
(Marzio et al., 2000) (Martinez-Balbas et al.,
2000)
HIF-1a HDACI1, 7 ARDI1
(Yoo et al., 2006) (Jeong et al., 2002)
p53 HDACI, 3, SIRT1, 2, 3,7 p300/CBP, TIP60,
(Luo et al., 2001) familles PCAF et GCNS5
(Liu et al., 1999; Barlev
etal.,2001; Tang et al.,
2006)
RA HDACI, SIRT1 CBP/p300, TIP60
(Gaughan et al., 2002) (Fu et al., 2000;
Gaughan et al., 2002)
Métabolisme Complexe I, acétyl- SIRT3 GCNSL1
mitochondrial CoA synthétase 2 (Schwer et al., 2006; Ahn et (Scott et al., 2012)
al., 2008)
Cytochrome ¢ SIRTS ND
(Nakagawa et al., 2009)
Glutamate SIRT4 ND
déshydrogénase (Haigis et al., 2006)
Migration et Aurora B HDAC3 ND
division (Fadri-Moskwik et al., 2012)
cellulaire Cortactine HDACS6, SIRT1 p300
(Zhang et al., 2009; Kaluza (Zhang et al., 2009)
etal.,2011)
HDAC6 ND p300
(Han et al., 2009)
Tubuline-a HDACS®6, SIRT2 ELP3, ARDI1, NATI10,
(Hubbert et al., 2002) Gcen5, MEC17
(Perdiz et al., 2011)
Réparation de ATM SIRT1 TIP60
I'ADN (Dobbin et al., 2013) (Sun et al., 2005)
Ku70 SIRT1, 3, HDAC6 CBP, PCAF
(Subramanian et al., 2011) (Cohen et al., 2004)
Signalisation 14-3-3 SIRT2 ND
cellulaire (Andersen et al., 2011)
SMAD7 HDACI, 2,3,5,6 p300
(Simonsson et al., 2005) (Gronroos et al., 2002)
TNF-a SIRT6 ND
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(Kelly, 2010)

Stabilité des GRP78 HDAC6 ND
protéines (Rao et al., 2010)
HSP70 HDACS, 8 p300
(Rao et al., 2008) (Yang et al., 2013b)
HSP90 HDAC3, 6 ND
(Bali et al., 2005)
TRIMS50 HDAC6 p300, PCAF
(Fusco et al., 2014) (Fusco et al., 2014)
Structure DNMT1 HDACI, SIRT1 TIP60
chromatinienne (Peng et al., 2011) (Duetal., 2010)
HDACI1 SIRTI p300
(Dobbin et al., 2013) (Qiu et al., 2006)
HDAC2 HDACS CBP
(Eom et al., 2014) (Eom et al., 2014)
Histones HDACI1,2,3,4,5,7,8,9, GcenS, PCAF, TIP60,
SIRTI, 2, 6 MOZ, MORF, TAF250,
(Tong, 2002) CBP/p300, HATI,
ATF-2, TRAM-1
(Peterson et al., 2004)
p300 SIRTI, 2 p300
(Black et al., 2008) (Black et al., 2008)
Transcription/ ARN polymérase I ~ SIRT7 CBP
maturation des (Chen et al., 2013b) (Chen et al., 2013b)
ARN ARN polymérase I ND p300
(Schroder et al., 2013)
CFIm-25 SIRTI, 2, HDACI, 3, 10 CBP
(Shimazu et al., 2007) (Shimazu et al., 2007)
PAP HDACI, 3, 10, SIRT1, 2 CBP
(Shimazu et al., 2007) (Shimazu et al., 2007)
Protéine SRSF2 HDAC6 TIP60
(Heyd et al., 2011) (Heyd et al., 2011)
Transport Importine-o. ND p300, CBP
nucléo- (Bannister et al., 2000)
cytoplasmique

ATF-2: activating transcription factor 2, ATM: Ataxia-telangiectasia-mutated, CBP: CREB

binding protein, CoA: Co-enzyme A, CFIm:

cleavage factor Im, DNMTI:

ADN

méthyltransférase 1, Elp3: elongator complex protein 3, GenS: general control non-

derepressible, HAT: acétyl-transférase des histones, HDAC: désacétylase d'histone, HIF:
hypoxia-inducible factor, HSP: heat shock protein, NAT10: N-acétyl-transférase 10, ND: non

déterminé, PAP: poly(A) polymérase, RA: récepteur aux androgenes, SIRT: Sirtuine, SMAD:
mothers against decapentaplegic homolog, SR: serine/arginine-rich, TIP60: type 1 interacting

protein, TRAM-1: translocation associated membrane protein 1. Adapté de (Singh et al.,

2010).
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La famille GNAT contient KAT2A (GCNS, general control non-
derepressible), KAT2B (PCAF, p300/CBP-associated factor), KAT1 (HATI, histone
acetyltransferase 1), Elp3 (elongator complex protein 3), ESCOL1 et 2 (establishment
of cohesion N-acetyltransferase), CDY1, 2A, 2B (chromodomain protein, Y-linked),
CDYL et L2 (chromodomain protein Y-like), NAT10 (N-acétyl-transférase 10) ainsi
que TFIIIC (transcription factor IIIC). Ces enzymes sont impliquées dans la
déposition des histones sur les chaines d'’ADN naissants au cours de la réplication
grace a l'acétylation ainsi que l'import nucléaire des histones nouvellement
synthétisées (Burgess et al., 2010). Cette classe d'enzyme est également impliquée
dans la réparation de 'ADN par recombinaison homologue (Yang et al, 2013a).
PCAF possede, en plus de son activité acétyl-transférase, une activité E3 ubiquitine-
ligase impliquée indirectement dans la stabilit¢ de la protéine p53 (Linares et al.,
2007). Les enzymes Elp3 et HAT1 sont impliquées respectivement dans I'élongation
de la transcription et la déposition des histones (Hawkes et al., 2002; Campos et al.,
2010). NAT10 ou ARDI stimule la transcription de hTERT (human telomerase
reverse transcriptase) ce qui engendre une augmentation de l'activité télomérase. Elle
participe aussi a la reformation de 1'enveloppe nucléaire a la fin de la mitose et acétyle
des protéines non-histoniques telles que la tubuline-a et HIF-1a (Lv ef al., 2003).

La famille p300/CBP contient deux membres, p300 et CBP qui possédent un
bromodomaine. p300 posséde €¢galement une activité E4 ubiquitine-ligase (Kimura et
al., 2005).

Les membres de la famille MYST: Esal, TIP60 (type 1 interacting protein),
TAF250, sont impliqués dans des complexes tels que HBO1 (human acetylase
binding to ORC1) et MOZ/MORF [monocytic leukemia zinc finger protein/MOZ-
related factors, (Lee et al., 2007)].

La famille SRC comprend les enzymes SRC-1, TRAM-1 (translocation
associated membrane protein 1)/ACTR (activator of thyroid and retinoic acid
receptor)/AIB1 (amplified in breast 1)/pCIP (p300/CBP co-integrator-associated
protein)/RAC3 (Ras-related C3 botulinum toxin substrate), SRC-3, TIF-2
(transcriptional mediators/intermediary factor 2), GRIP1 (glutamate recpetor-
interacting protein 1) et ATF-2 (activating transcription factor 2).

D'autres enzymes ne sont pas classifiées dans une famille telle que ATATI
(alpha tubulin acetyltransferase 1) responsable de I'acétylation de la tubuline-a

(Friedmann et al., 2012).
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I.3.2. Les classes de désacétylases d'histones
Chez les mammiferes, les HDAC sont au nombre de 18 et sont divisées en
quatre classes selon leur identité de séquence et leur activité catalytique (Tableau 4).
En effet, les classes I, II et IV sont des enzymes possédant au fond de leur poche
catalytique un ion zinc indispensable a la réaction de désacétylation, alors que les
enzymes de la classe III ne possédent pas cet ion mais leur activit¢ dépend du

cofacteur nicotinamide adénine dinucléotide (NAD").

Tableau 4: Présentation des différents isoenzymes de HDAC.
Adapté de (Singh et al., 2010).

HDAC L. . Localisation
Localisation cellulaire .

Classe Membre chromosomique

I HDACI1 Noyau 1p34
HDAC2 Noyau 6921
HDAC3 Noyau 5q31
HDACS Principalement dans le noyau Xql3

Ila HDAC4 Trafic nucléo-cytoplasmique 2q37.3
HDACS Trafic nucléo-cytoplasmique 17921
HDAC7 Trafic nucléo-cytoplasmique 12q13.1
HDACY Noyau 7p21.1

ITb HDAC6 Principalement dans le cytoplasme Xpll.23
HDAC10 Noyau et cytoplasme 22ql13.31

I SIRT1 Principalement dans le noyau 10g21.3
SIRT2 Noyau et cytoplasme 19q13
SIRT3** Mitochondrie I1pl5.5
SIRT4* Mitochondrie 12q
SIRTS Mitochondrie 6p23
SIRT6** Noyau 19p13.3
SIRT7 Principalement dans le noyau 17925

v HDAC11 Noyau 3p25.1

*SIRT4 est une ADP-ribosyl-transférase et ne posséde pas 'activité de désacétylase. **SIRT3
et 6 posseédent en plus de leur activité de désacétylase, l'activité de ADP-ribosyl-transférase.

La classe I comprend les HDACI, 2, 3 et 8 qui sont localisées principalement
dans le noyau (de Ruijter et al., 2003). HDAC3 forme une exception a cette classe car
elle posséde, en plus du NLS présent dans toutes les HDAC de cette classe, un signal
d’export nucléaire (nuclear export signal, NES) suggérant une possible localisation
cytoplasmique. L’activité de ces enzymes est maximale lorsqu’elles sont en complexe

avec la chromatine et des protéines modulant leur activité, comme les protéines Sin3
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(switch intensive 3), NuRD (nucleosome remodelling and deacetylating) et Co-REST
[co-repressor of RE1-silencing transcription factor, (Zhang et al., 1999)].

La classe II est divisée en deux sous-classes: la sous-classe Ila comprenant les
HDAC4, 5, 7 et 9, et la sous-classe IIb constituée de HDAC6 et 10. HDAC9 est
exclusivement localisée dans le noyau alors que les HDAC4, 5 et 7 possédent un NLS
ainsi qu'un NES. Ces trois dernicres sont ainsi localisées tant dans le noyau que dans
le cytoplasme. L’activité catalytique de la sous-classe Ila est treés faible et n’est
quasiment pas détectable in vitro. De plus, ces enzymes sont souvent en complexe
avec d’autres HDAC, suggérant un rdle différent de celui de désacétylase (Lahm et
al., 2007). Par exemple, HDAC4 permet le recrutement du complexe SMRT/N-CoR-
HDAC3 (silencing mediator for retinoic acid receptor and thyroid-hormone
receptor/nuclear hormone receptor co-repressor) sur des promoteurs spécifiques
induisant ainsi leur répression transcriptionnelle (Fischle et al., 2002). HDAC6 est
principalement localisée dans le cytoplasme ou elle est impliquée dans la
désacétylation de la tubuline-a et de la protéine chaperonne HSP90a (heat shock
protein) lui permettant de lier et de stabiliser ses protéines clientes (Bali et al., 2005).
Cette HDAC possede deux domaines catalytiques fonctionnels arrangés en tandem et
un domaine HUB (HDAC6-, USP3- and Brap2-related zinc finger motif) non présent
dans les autres HDAC. Ce domaine est localisé¢ en C-terminal et permet & I'enzyme de
lier 1'ubiquitine ainsi que les protéines ubiquitinées. HDAC10 possede, comme les
HDAC de la sous-classe IIa, un NLS et un NES. Le domaine catalytique est localisé
en N-terminal mais un second domaine putatif est présent en C-terminal. De plus,
deux domaines putatifs de liaisons de la protéine du rétinoblastome (pRb) sont
présents, expliquant I’implication de cette enzyme dans la régulation du cycle
cellulaire. HDACI10 interagit avec six des autres HDAC (HDACI, 2, 3, 4, 5 et 7)
évoquant un role plutdt de recruteur que de désacétylase (Tong et al., 2002).

La classe IV est uniquement composée de HDACI1 qui est localisée
préférentiellement dans le noyau et posseéde un domaine catalytique en N-terminal.
Cette enzyme ressemble structuralement aux HDACS3 et 8 de la classe I mais posse¢de
¢galement des similarités avec la classe II. Pour ces raisons, cette nouvelle classe
d’enzyme a été créée (Gao et al., 2002).

La classe III, aussi appelée sirtuine (SIRT) pour 1’analogie a la protéine SIR2
(silent information regulator 2) chez la levure, contient sept membres, SIRT1 a 7. Les

SIRTI, 6 et 7 sont localisées dans le noyau ou elles sont impliquées dans ’activation
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de facteurs de transcription [e.g. NF-kB, p53 et FOXO (forkhead box)], la
désacétylation des histones, la réparation de I’ADN et la transcription des ARN
ribosomiques. SIRT2 est principalement localisée dans le cytoplasme et participe a la
désacétylation de la tubuline-a. Les SIRT3, 4 et 5 sont des protéines mitochondriales.
SIRT3 désacétyle 1’acétyl-CoA synthétase 2, modulant ainsi son activité, et le
complexe I de la chaine respiratoire, régulant de ce fait, 'homéostasie énergétique.
SIRT4 ne posséde pas d’activité désacétylase mais une activit¢ ADP-ribosyl-
transférase inactivant ainsi la glutamate déshydrogénase ce qui résulte en I’inhibition
de la sécrétion d’insuline. Enfin, SIRTS désacétyle la carbamoyl phosphate synthétase
1 impliquée dans le métabolisme de I'ammoniac (de Ruijter et al., 2003; Argmann et

al., 2006; Schwer et al., 2006; Nakagawa et al., 2009).

1.3.3. Les mécanismes catalytiques de désacétylation

Les enzymes des classes I, II et IV possédent un mécanisme de désacétylation
des lysines dépendent d'un ion zinc. Des études de cristallographie ont montrées que
la poche catalytique N- ou C-terminale est tubulaire et 1'ion se trouve au fond de celle-
ci ou il est stabilisé par deux résidus aspartates et un résidu histidine (Figure 4A). De
plus, I'ion zinc forme des liaisons électrostatiques avec une molécule d'eau catalytique
et 'oxygene de la fonction acétyle du substrat. Grace a un transfert d'électron entre les
résidus aspartates et histidine, la molécule d'eau est activée, permettant ainsi l'attaque
nucléophile sur le carbone de la fonction acétyle. Cette réaction conduit a un
intermédiaire oxyanion tétraédrique stabilisé par un résidu tyrosine du site catalytique.
Puis, 1'azote du substrat, impliqué dans la liaison avec l'acétate, accepte un proton du
relai aspartate-histidine. En conséquence, la liaison carbone-azote est rompue et le
substrat désacétylé ainsi que l'acétate sont libérés (Hildmann et al, 2007;

Hodawadekar et al., 2007).

26



Introduction

Protéine

Y /
Protéine —NH, + H,.c—-C_

Légende a la suite de la figure.

/
///
Asp
3 H
7 His
\C/00 1111 Zn2 \\\\
— - ) n +
) ,i I111Asp
- //
- 7/
Asp
Tyr
OH
NO

27



Introduction

B
s
O _NH,
= | \,NHz
ADP 3 N x : =
TN PN
| SR
OH OH | \
N | o~
0% ! OH OH SCE N —_ Protéine
> C—N —_ Protéine ! H;C H
H,C H
Asn |
= H.C
*0 o 3O
ADE Q ; A0k P /C: N*— Protéine
"o 07 Ty R
S C— N*— Protéine
He” W
OH OH 3 OH OH
— His
ADP O =
o. <
\/C— N — Protéine
H,C H
OH O'—/
His
l ‘AbP O
Protéine —NH, < Nicotinamide + 2-O’-acétyle-ADP-ribose o)
OH O 7,
C
CH,

Figure 4: Les mécanismes de désacétylation des lysines catalysée par les HDAC.

(A) Les isoenzymes des classes I, II et IV ont un mécanisme catalytique dépendant d'un ion
zinc, (B) alors que le mécanisme des sirtuines, ou classe III, nécessite le cofacteur NAD"
(nicotinamide adénine dinucléotide). Adapté de (Hildmann et al., 2007; Hodawadekar et al.,
2007).
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Les isoenzymes de la classe III utilisent, quant a eux, un mécanisme
dépendant du NAD" (Figure 4B). D’aprés les données cristallographiques, deux
mécanismes alternatifs ont été suggérés. Dans le premier modele, le groupement
nicotinamide est hydrolysé, permettant l'attaque nucléophile de l'oxygeéne du
groupement acétate sur le carbone 1' du ribose. Dans le second modéle, 1'attaque
nucléophile de I'oxygéne de l'acétate sur le carbone 1' du ribose du NAD" conduit a la
libération du nicotinamide. Dans les deux cas, une fois que le groupement acétyle est
1i¢ au carbone 1' du ribose, il y a un transfert de proton, facilité par un résidu histidine
du site catalytique, qui rend l'oxygeéne 2’ nucléophile. Cet oxygene va alors attaquer le
carbone de l'acétate, et de cette réaction résulte un intermédiaire cyclique. L'azote de
la lysine du substrat accepte un proton du résidu histidine. Ce transfert conduit a la
rupture de la liaison entre 1'acétate et la lysine. Les produits de la réaction sont le
nicotinamide, la protéine désacétylée et le 2-O’-acétyl-ADP-ribose. Ce dernier sera
recyclé suite a l'addition d'un nicotinamide et au retrait du groupement acétyle

(Hildmann et al., 2007; Hodawadekar et al., 2007).

1.3.4. Les cibles cellulaires des désacétylases d'histones

Les HDAC sont des enzymes ubiquitaires, initialement identifiées comme
¢tant responsables de la désacétylation des histones, mais elles sont également
capables de prendre en charge de nombreuses protéines non-histoniques comme
substrats (de Ruijter et al.,, 2003). En effet, Choudhary et a/ ont identifi¢ 1750
protéines pouvant étre acétylées in cellulo (Choudhary et al., 2009). Le Tableau 3
regroupe quelques exemples de ces protéines ainsi que les enzymes responsables de la
régulation de leur statut d'acétylation. Ainsi, un grand nombre de processus cellulaires
se trouvent affectés par ’activité de ces enzymes (Figure 5).

L’expression génique est notamment modulée par le statut d’acétylation de
facteurs de transcription qui affecte leur localisation cellulaire ou leur activité de
transactivation. Par exemple, le transport vers le noyau de NF-xB, STAT1 et STAT3
est facilité par I’acétylation de certains résidus lysine, et I'activation de la transcription
par les facteurs de transcription p53 ou FOXO, est régulée par leur acétylation.
L’activité de la pRb, impliquée dans le cycle cellulaire, est modulée par la présence

de groupement acétyle.
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Figure 5: L’acétylome.

L’acétylation touche de nombreux processus cellulaires dans le noyau (A), le cytoplasme (B)
et la mitochondrie (C): ’expression génique via ’acétylation des facteurs de transcription
(FT), des histones et des protéines impliquées dans la transcription et maturation des ARN et
dans la réparation de 'ADN ; la mobilité cellulaire avec I’intervention de la tubuline-a et de la
cortactine acétylée ; la dégradation protéasomale suite a l’acétylation de la protéine
chaperonne HSP90 ; ou encore le métabolisme mitochondrial au travers de 'acétylation de
protéines impliquées dans la production d'énergie, d'urée et d'ATP. Les étoiles jaunes
indiquent les protéines ciblées par l'acétylation. ATM: ataxia telangiectasia mutated, CFIm:
cleavage factor Im, Cyt c¢; cytochrome ¢, DNA-PK.: DNA-dependent protein kinase catalytic
subunit, HSP: heat shock protein, MRN: Mrel1-Rad50-Nbs1, NHEJ: non-homologous end-
joining, PAP: poly-(A)-polymérase, Pol II: ARN polymérase II, SR: serine/arginine-rich
proteins.
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Le métabolisme mitochondrial est régulé par des SIRT non mitochondriales.
Par exemple, SIRT1 désacétyle et module l'activit¢ de PGC-la (peroxisome
proliferator-activated receptor y coactivator 1) qui est un régulateur important de la
biogenese des mitochondries (Nemoto et al., 2005; Higashida et al., 2013). En effet,
PGC-1la interagit avec des facteurs de transcription et des HAT afin d'induire
l'expression de génes mitochondriaux (Handschin et al., 2006). SIRT2 désacétyle le
facteur de transcription FOXO1 qui est alors localis¢ dans le noyau et active la
transcription de PPARy (peroxisome proliferator-activated receptor y) impliqué dans
le métabolisme du glucose (Yu et al., 2009).

De plus, ’acétylation de facteurs participant a la maturation, la stabilité et la
traduction des ARNm peut avoir un impact sur leur fonction. Ainsi, I’acétylation des
protéines hnRNPA1 (heterogeneous nuclear ribonucleoprotein), PAP (poly-(A)-
polymérase), CFIm (cleavage factor Im) et de la protéine SRSF2 modifie leurs
interactions avec le pré-ARNm. L'épissage alternatif peut étre modulé par l'activité
HDAC au travers de la dynamique de 'ARN polymérase II. La cinétique de couplage
entre la synthése de I'ARN et l'interaction des facteurs d'épissage est régulée
notamment par la processivit¢é de la polymérase, elle-méme régulée par les
modifications d'histones. Ainsi, l'interaction des facteurs d'épissage avec des
séquences activatrices ou inhibitrices sera modifiée ce qui engendre un choix des
exons différents (Hnilicova et al., 2011).

La réparation de I'ADN est aussi régulée par 1'acétylation de protéines telles
que Ku70 impliquée dans la ligature des extrémités non homologues de ’ADN
(NHEJ, non-homologous end-joining) et la kinase ATM (ataxia-telangiectasia-
mutated) impliquée la signalisation de la réparation des dommages de I’ADN (Chen
et al., 2007; Sun et al., 2007). Le maintient d'un état désacétylé de Ku70 par SIRT1
permet d'augmenter son affinité pour I'ADN conduisant a la réparation de I'ADN et la
survie cellulaire. Au contraire, c'est l'acétylation de ATM qui est indispensable a
l'activation de son activité kinase.

La stabilité protéique est également modifiée par la présence de groupement
acétyle. De cette manicre, I’acétylation des protéines p53, p73, SMAD7, c-myc
empéche leur ubiquitination et, par conséquent, leur dégradation. Au contraire,
I’acétylation de HIF-1a facilite son interaction avec une E3 ubiquitine-ligase et son

adressage au protéasome. De plus, le statut d'acétylation des protéines chaperonnes
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comme HSP90 et HSP70 régule leur interaction avec leurs protéines clientes et ainsi
la dégradation protéasomale de ces dernicres (Rao et al., 2008).

Enfin, la mobilité et l'intégrité cellulaire sont modulées au travers de la
dynamique des microtubules et des filaments d'actine dépendante du statut
d’acétylation de la tubuline-a et de la cortactine (Figure 6). En effet, la tubuline-o est
acétylée sur la lysine 40 par des enzymes portant l'activité¢ aTAT (tubuline acétyl-
transférase) telles que ELP3, ARD1, NAT10 ou GcnS5, alors que la cortactine est
acétylée par l'acétyl-transférase PCAF. Ces deux protéines sont désacétylées par
HDAC6. De plus, SIRT1 désacétyle la cortactine et SIRT2 la tubuline-a. La
désacétylation de la tubuline-a conduit a un assemblage dynamique des microtubules
permettant une mobilité cellulaire plus importante ainsi que l'adressage des protéines
mal repliées vers les aggrésomes pour leur élimination par autophagie (Hubbert ef al.,
2002; Lee et al., 2010a; Ouyang et al., 2012). D'autre part, la cortactine désacétylée
interagit avec l'actine-F ce qui méne a une polymérisation plus importante associée a
une augmentation de la migration des cellules ainsi qu'une régulation de la fusion des
autophagosomes avec les lysosomes dans les mécanismes d'autophagie (Zhang et al.,

2007; Lee et al., 2010a).
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Figure 6: Réle du statut d'acétylation de la cortactine et de la tubuline-a.

La cortactine est acétylée par PCAF et p300 et la tubuline-a par des enzymes portant une
activité aTAT fonctionnelle. Ces deux protéines sont désacétylées par HDACO6, la cortactine
est aussi désacétylée par SIRT1 et la tubuline-a par SIRT2. La désacétylation de la cortactine
conduit a son association avec l'actine-F et celle de la tubuline-a induit une augmentation de
la dynamique des microtubules, permettant ainsi une mobilité et une division cellulaire. Ac:
acétyle, ARD1: arrest-defective-1 protein, ELP3: elongator protein 3, GenS: general control
non-derepressible, NAT10: N-acétyl-transférase 10, PCAF: P300/CBP-associated factor,
oTAT: tubuline acétyl-transférase.
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1.3.5. L'isoenzyme HDAC6
HDACS6 est la seule isoenzyme de la famille des HDAC a posséder deux sites
actifs fonctionnels (Figure 7). Cette enzyme posséde du N- au C-terminal un NLS,
séquence riche en arginine et lysine, un NES, riche en leucine, deux sites catalytiques
1 et 2, un signal de rétention cytoplasmique appelé ici domaine SE14, séquence
répétée de huit tetradécapeptides Ser-Glu consécutifs et un domaine de liaison a

'ubiquitine (BUZ), motif en doigts de zinc.
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Figure 7: Structure protéique des isoformes humaines de HDACG6.

L'isoforme canonique de HDAC6 posseéde 1215 acides aminés et peut subir différentes
modifications post-traductionnelles sur des lysines (K), thréonines (T), sérines (S) ou
tyrosines (Y). Cette isoforme est constituée d'une séquence de localisation nucléaire (NLS),
d'une séquence d'export nucléaire (NES), de deux domaines catalytiques, d'une séquence
répétée SE14 pour la rétention cytoplasmique et d'un domaine en doigts de zinc pour la
liaison a l'ubiquitine (BUZ). Un épissage alternatif de HDAC6 peut aboutir a une forme
tronquée en N-terminal.

HDACS6 est régulée par des modifications post-traductionnelles telles que la
phosphorylation de thréonines (T30 et T868), de sérines (S22, S458, S846, S847 et
S1062) et de la tyrosine Y570, l'acétylation, 'ubiquitination ou la sumoylation au
niveau de lysines [K36, K37, K116, K849, K853 et K854, (Hook et al., 2002; Kirsh et
al., 2002; Pugacheva et al., 2007; Liu et al., 2012)]. L'expression de HDAC6 est
¢galement régulée par un épissage alternatif résultant en une forme tronquée en N-
terminal ou se situent les séquences NLS et NES. Cette forme tronquée possede la
méme activité de désacétylation de la tubuline-a que la forme enti¢re mais serait
requis pour certaines fonctions, notamment dans l'activation de I'expression des geénes
par TGF-B1 (Zhuang et al., 2010).

Le géne codant HDAC6 est localisé sur le chromosome Xp11.22-23 et couvre
21923 paires de bases. Son promoteur ne contient ni de boite TATA ni de boite

CCAAT mais un ilot CpG de 1 kb. La transcription de ce gene résulte en un ARNm
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de 3648 paires de bases contenant 28 exons. L'expression de HDAC6 peut dépendre
de la méthylation de son promoteur. L'hypométhylation de son promoteur est corrélée
a l'expression de la protéine chez des patients atteints de maladies pulmonaires par
rapport a des patients controles (Voelter-Mahlknecht et al., 2003; Lam et al., 2013).

L'activit¢ de HDACG6 est également régulée par des micro-ARN (miR) tels que
les miR-548, miR-22 et miR-433 (Simon et al., 2010; Huang et al., 2012; Lwin et al.,
2013).

HDAC6 est principalement localisée dans le noyau des cellules non
différenciées telles que les cellules souches embryonnaires et les cellules souches
neuronales ainsi que dans certaines lignées cancéreuses. Dans le noyau, HDAC6 joue
un role dans la régulation de TIP60-p400, et se localise dans le cytoplasme au cours
de la différenciation (Chen et al., 2013a). La séquence NES participe a la localisation
cytoplasmique de HDAC6 de manic¢re dépendante de CRM1 (chromosome region
maintenance), un arrét de la prolifération ou une inhibition de CRM1 entraine une
relocalisation nucléaire d'une fraction de HDAC6 (Verdel et al., 2000). De plus, la
rétention cytoplasmique de HDAC6 est permise par le domaine répété SE14 dont le
mécanisme n'a pas encore ¢té élucidé (Bertos et al., 2004). Enfin, 'acétylation de
HDAC6 par p300 au niveau de son NLS inhibe l'interaction de HDAC6 avec
l'importine-o résultant en sa rétention cytoplasmique (Liu ef al., 2012).

La présence et la rétention de HDAC6 dans le cytoplasme permettent le
maintien de la forme et la polarité des cellules mais aussi le transport intracellulaire,
la division, la migration et le mouvement directionnel des cellules ainsi que
'angiogenese (Figure 8). Tous ces mécanismes sont principalement régis par le
cytosquelette et son dynamisme qui est composé¢ de microtubules (polyméres de
tubuline-a et f3), de filaments intermédiaires (constitués de protéines fibrillaires) et de
filaments d'actine [ou actine-F, qui sont des polymeéres d'actine globulaire ou actine-
G, (Lodish et al., 2003)]. HDAC6 désacétyle la tubuline-a associée aux microtubules
dépolymérisées, mais aussi la cortactine qui est une protéine associée a l'actine-F
promouvant ainsi la polymérisation et les branchements de l'actine [Figure 8A,
(Aldana-Masangkay et al., 2011)]. De plus, les microtubules sont importants pour
l'adressage des protéines mal repliées au centre d'organisation des microtubules
(MTOC) pour une dégradation indépendante du protéasome [Figure 8B, (Aldana-
Masangkay et al., 2011; Ouyang et al., 2012)]. HDAC6 est impliquée dans ce
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mécanisme indépendamment de son activité désacétylase. En effet, suite a une
inhibition du protéasome, la cellule doit se protéger d'une accumulation de protéines
mal repliées. Pour ce faire, HDAC6 interagit, grice a son domaine de liaison a
l'ubiquitine, avec les protéines polyubiquitinées ainsi que la protéine motrice dynéine
(Aldana-Masangkay et al., 2011). Un transport rétrograde de ce complexe sera alors
possible jusqu'au MTOC ou les aggrésomes sont formés autour des protéines mal
repliées. Les aggrésomes fusionnent avec des autophagosomes puis des lysosomes
afin de dégrader les protéines grace notamment a l'activité de désacétylation de la
cortactine par HDAC6 (Lee et al., 2010a). De plus, la formation et 1'élimination des
aggrésomes est régulée par la phosphorylation de la sérine 458 de HDACG6 par la
protéine kinase caséine CK2 qui augmente son activité¢ désacétylase (Watabe et al.,

2011).
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Figure 8: Réles cellulaires de HDAC6.

(A) HDACS6 intervient dans la division et migration des cellules via l'acétylation de la
tubuline-a et de la cortactine. (B) Cette enzyme est impliquée dans la dégradation des
protéines de facon indépendante du protéasome grace a la formation d'aggrésomes mais aussi
de facon dépendante du protéasome en régulant le statut d'acétylation de la protéine
chaperonne HSP90. (C) HDACS6 a aussi une activité anti-apoptotique en désacétylant Ku70,
qui séquestre et donc inactive BAX. (D) Enfin, HDAC6 peut également étre impliquée dans
les voies de signalisation ou (E) participer a la désacétylation des histones en interagissant
avec des complexes co-répresseur. ERK: extracellular signal-regulated kinase, MAPK:
mitogen-activated protein kinase, N-CoR: nuclear hormone receptor co-repressor, PI3K:
phosphoinositide 3-kinase, SMRT: silencing mediator for retinoic acid receptor and thyroid-
hormone receptor.

Par ailleurs, HDACG6 est également impliquée dans la dégradation protéique
par le protéasome (Aldana-Masangkay ef al., 2011). En effet, elle a pour substrat la
protéine chaperonne HSP90a. Cette protéine prend en charge de nombreuses
protéines clientes apres désacétylation y compris Ber-Abl (breakpoint cluster region-
Abelson murine leukemia viral oncogene), les récepteurs aux glucocorticoides ou le
récepteur aux androgénes (RA). HSP90a maintient ces protéines dans une
conformation favorable a leur activité. L'acétylation de HSP90a induit une perte de
son activité chaperonne et donc une dégradation de ses protéines clientes. La protéine
de fusion Bcer-Abl résulte de la translocation chromosomique entre les chromosomes 9
et 22, et caractérise les leucémies myéloides chroniques (LMC). Cette protéine

acquiert une activité constitutive de tyrosine kinase ayant pour conséquence une
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induction de la croissance cellulaire et une résistance a l'apoptose (Cilloni et al.,
2012). Le RA est activé suite a la liaison de son ligand, la testostérone ou la
dihydrotestostérone, induisant ainsi sa translocation dans le noyau ou il joue le role de
facteur de transcription. Les genes régulés par le RA sont notamment impliqués dans
le maintien d'un phénotype male ainsi que dans la survie et la croissance cellulaire.
L'expression du RA est marqueur du cancer de la prostate ou la thérapie consistant en
la déplétion des androgenes est utilisée. Cependant, le développement tumoral est
caractérisé par le passage des cellules cancéreuses de la dépendance a l'indépendance
aux androgenes (Suzuki et al., 2003).

D'autre part, HSP90a interagit également avec le facteur de choc thermique 1
(HSF1) dans un complexe comprenant HDAC6 et la chaperonne VCP/p97 (valosin-
containing protein/ATPase) et le maintient sous forme inactive (Boyault et al., 2006).
Une accumulation de protéines mal repliées provoque une dissociation du complexe
induisant la libération de HSF1 qui va activer la transcription des HSP, ainsi que la
libération de HDAC6 qui va se lier aux protéines polyubiquitinées. De plus, la
capacit¢ de HDAC6 de lier l'ubiquitine est impliquée dans I'élimination des
mitochondries endommagées et polyubiquitinées. HDAC6 avec p62 forment alors des
mitoaggrésomes qui seront ¢liminés par mitophagie (Lee et al., 2010b).

De plus, HDACG6 participe a la régulation des vésicules d'endocytose et
d'exocytose. Par exemple, le récepteur du facteur de croissance épidermique (EGFR),
lié a son ligand, interagit avec HDACG6 et l'inactive par phosphorylation ce qui induit
une hyperacétylation des microtubules et engendre une internalisation du récepteur
(Deribe et al., 2009). HDAC6 est également impliquée dans la formation et
l'internalisation de macropinosomes, dans le remodelage de l'actine ainsi que la
formation de plis (ruffles) dans la membrane. Cependant, 1'induction de ces processus
ainsi que de la mobilité cellulaire nécessite l'activité de HDAC6 mais également de
HSP90a et de Racl. En effet, suite a la stimulation des cellules par des facteurs de
croissance, ces trois protéines co-localisent au niveau des plis de la membrane ou leur
activité est indispensable (Gao et al., 2007).

HDACS6 participe également a la régulation de I'apoptose. En effet, le statut
d'acétylation de la protéine Ku70 dans le cytoplasme est controlé par HDACG6 et régit
son interaction avec la protéine pro-apoptotique BAX ainsi que la protéine anti-
apoptotique FLIP (Figure 8C). Lorsque Ku70 est acétylée, elle n'interagit plus avec

BAX qui peut alors activer l'apoptose. Au contraire, la désacétylation de Ku70 par
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HDAC6 provoque la séquestration de BAX et par conséquent l'inhibition de
l'apoptose par cette voie (Subramanian ef al., 2011; Kerr ef al., 2012). HDAC6 est
aussi impliquée dans les voies de signalisation PI3K/AKT (phosphoinositide 3-
kinase) et MAPK/ERK (mitogen-activated protein kinase / extracellular signal-
regulated kinase) mais aucun lien direct n'a encore été établi (Lee et al., 2008).

Enfin, les peroxirédoxines 1 et 2 (Prx) sont des substrats de HDAC6. Une
inhibition de HDAC®6 induit une augmentation de I'acétylation de ces Prx associée a
une augmentation de leur activité de réduction pouvant ainsi induire une résistance
des cellules cancéreuses aux traitements de chimiothérapie (Parmigiani et al., 2008).

Comme cité ci-dessus, HDAC6 peut étre localisée dans le noyau ou elle
participe a la désacétylation des histones et par conséquent a la répression
transcriptionnelle grace a l'interaction avec différents co-répresseurs tels que RUNX2
(Runt-related transcription factor), LCoR (ligand-dependent nuclear receptor
corepressor), p300 sumoylée ou HDAC11 (Gao et al., 2002; Westendorf et al., 2002;
Girdwood et al., 2003; Palijan et al., 2009).

1.4.Role des désacétylases d'histones au cours de la

cancérogenese

1.4.1. Epigénétique et cancer

Les processus de cancérisation ne sont pas uniquement la conséquence de
mutations de la séquence nucléotidique mais mettent en jeu également des
mécanismes ¢épigénétiques ainsi que la régulation des modifications post-
traductionnelles. En effet, une diminution de ’acétylation des histones des cellules
cancéreuses aboutit a une inhibition de I’expression des génes suppresseurs de
tumeurs. La diminution de l'acétylation de protéines non-histoniques affecte la
régulation des processus de prolifération, de migration et de mort cellulaire. La
modification du statut d'acétylation des protéines résulte d'une perturbation de la
balance des activités enzymatiques des HAT et HDAC contribuant a la transformation
d’une cellule saine en cellule cancéreuse. La surexpression de plusieurs isoenzymes
de HDAC peut mener a une hypoacétylation de la chromatine (Bradbury et al., 2005),
c'est le cas notamment des isoenzymes HDACI1 et 3 qui sont surexprimées dans des

cancers ovariens ou des HDACS et 9 surexprimées dans certains médulloblastomes
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[Tableau 5, (Bradbury et al., 2005; Ozdag et al, 2006; Khabele et al., 2007,
Clocchiatti et al., 2011)]. D'autre part, des mutations de la séquence codante des
HDAC ont été décrites dans différents cancers conduisant a une perte de la fonction
de l'isoenzyme mutée ou une modulation de sa localisation cellulaire (Clocchiatti et
al., 2011). Enfin, le recrutement aberrant de HDAC par des protéines de fusion telles
que PLZF-RAR (promyelocytic leukaemia zinc finger-retinoic acid receptor-a) ou
PML (promyelocytic leukeamia)-RAR peut étre responsable d'une dérégulation de
l'expression de certains genes. En effet, le récepteur de I’acide rétinoique est li¢ a
I’ADN en association avec des complexes contenant des HDAC en absence de ligand
et inhibe ainsi la transcription des geénes qu'il controle. La présence d’acide rétinoique
dissocie ces complexes inhibiteurs au profit de complexes activateurs de la
transcription qui contiennent des HAT. Les protéines de fusion PLZFR-RAR et PML-
RAR ne permettent plus la dissociation des complexes inhibiteurs par des doses
physiologiques d'acide rétinoique, recrutent d’autres enzymes de modification de la
structure de la chromatine et induisent une inhibition plus importante de la
transcription. Cette inhibition entraine un arrét de la différenciation des cellules
hématopoictiques et leur cancérisation (Minucci et al., 2006; Florean et al., 2011).

La surexpression de HDACG6 dans les cellules cancéreuses peut participer au
développement tumoral au travers de la modification du statut d'acétylation des
protéines. En effet, la surexpression de HDACG6 est corrélée a un stade plus avancé de
la tumeur, a une agressivité accrue des tumeurs et par conséquent a un taux de survie
plus faible dans les carcinomes épidermoides oraux, les leucémies myéloides aigués
(LMA), les cancers de l'ovaire ou les carcinomes hépatocellulaires (Bradbury et al.,
2005; Sakuma et al., 2006; Bazzaro et al., 2008; Kanno et al., 2012). Dans le cancer
de l'ovaire, Bazzaro et al. ont montré que le «stress du systéme ubiquitine-
protéasome » (UPS) est palli¢ grace a HDAC6 qui permet la dégradation des
protéines par les voies lysosomales, induisant de cette manieére une résistance des
cellules cancéreuses a la mort (Bazzaro et al., 2008). Une surexpression de HDAC6
dans les cellules de carcinomes hépatocellulaires contribue a accélérer les
phénomenes de migration et d'invasion des cellules tumorales (Kanno et al., 2012).
De plus, dans les cellules du cancer de l'ovaire et du sein la surexpression de HDAC6
peut étre régulée par 1'oncogéne Ras et cette surexpression mene a la transformation

oncogénique (Lee et al., 2008).
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Tableau 5: Surexpression des isoenzymes de HDAC dans le cancer.

ClassesHDl?/[Smbres Cancer Références
I HDAC1 Prostate, gastrique, colorectal, (Khabele et al., 2007; Miremadi
pancréas, cesophage, carcinome et al.,2007; Witt et al., 2009;
hépatocellulaire, ovarien, sein Gabrielli et al., 2012; Robert et
al.,2012; Ververis et al., 2012)
HDAC2 LMA, colorectal, gastrique, (Bradbury et al., 2005; Khabele
dysplasie cervicale, carcinome etal.,2007; Witt et al., 2009,
invasif, prostate, LLA, ovarien, Florean et al., 2011; Gabrielli et
sein al.,2012; Robert et al., 2012;
Ververis et al., 2012)
HDAC3 Poumon, prostate, colon, (Khabele et al., 2007; Witt et al.,
gastrique, colorectal, LLA, 2009; Florean et al., 2011;
ovarien, sein Gabrielli et al., 2012; Robert et
al.,2012; Ververis et al., 2012)
HDACS Neuroblastome pédiatrique, LLA, (Witt et al., 2009; Florean ef al.,
sein 2011; Robert et al., 2012;
Ververis et al., 2012)
IIa HDAC4 Sein, prostate (Miremadi et al., 2007; Witt et
al., 2009; Robert et al., 2012)
HDACS Colorectal, médulloblastome (Witt et al., 2009; Clocchiatti et
al.,2011)
HDAC7 Colorectal, colon (Miremadi et al., 2007; Witt et
al., 2009; Robert et al., 2012)
HDAC9 Médulloblastome, astrocytome (Clocchiatti et al., 2011; Robert
etal., 2012)
IIb HDAC6 LLA, LMA, ovarien, (Bradbury et al., 2005; Witt et
¢pidermoide oral, sein al., 2009; Florean et al., 2011;
Robert et al., 2012)
HDAC10 Carcinome hépatocellulaire (Robert et al., 2012)
11I SIRT1 Colorectal, sein, prostate, LMA, (Bradbury et al., 2005; Miremadi
colon, peau, LLC-B, LLA et al.,2007; Florean et al., 2011;
Robert et al., 2012)
SIRT4 Sein (Robert et al., 2012)
SIRTS Pancréas, sein (Robert et al., 2012)
SIRT6 Colon, sein (Robert et al., 2012)
SIRT7 Sein (Robert et al., 2012)
v HDAC11 Sein (Robert et al., 2012)

LMA: leucémie myéloide aigué€, LLA: leucémie lymphoblastique aigué, LLC-B: leucémie
lymphoide chronique B.

En revanche, de maniére surprenante, HDAC6 peut également jouer un role de
suppresseur de tumeurs. C'est le cas notamment dans des leucémies lymphoides
chroniques (LLC), lymphomes cutanés a cellules T (LCT), -carcinomes
hépatocellulaires ou carcinomes bronchiques non a petites cellules (CBNPC). En
effet, une forte expression de HDAC6 dans des LLC ou des LCT est corrélée a une
survie plus longue sans traitement et un meilleur pronostic vital (Osada et al., 2004;
Marquard et al., 2008; Jung et al., 2012; Van Damme et al., 2012). De plus, Jung KH
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et al. ont observé une diminution de l'expression de HDAC6 dans des carcinomes
hépatocellulaires associé a un faible pronostic. La perte de l'activit¢ HDAC6 diminue
les mécanismes d'autophagie et une expression ectopique de cette enzyme rétablit une
mort cellulaire via 'activation de ces mécanismes (Jung et al., 2012).

Dans les cancers du sein, l'expression de HDAC6 est régulée par les
récepteurs des cestrogeénes (RE). Une forte expression de HDAC6 dans le cancer du
sein est corrélée a un meilleur pronostic et une meilleure réponse aux traitements
endocriniens. Par exemple, une surexpression de HDAC6 peut étre associée a une
plus petite taille des tumeurs, un faible développement cancéreux du point de vue
histologique et une meilleure réponse au traitement avec le tamoxifen dans le cas des
cancers positifs aux RE augmentant ainsi la survie des patientes (Zhang et al., 2004;
Saji et al., 2005). Par ailleurs, une surexpression de HDAC6 dans des cellules
positives aux RE mais ne répondant pas a la thérapie endocrinienne est associée a un
faible pronostic. De surcroit, 1'association de la surexpression de HDAC6 avec une
autre cible des RE, le facteur de croissance IGFBP4 (insulin-like growth factor-
binding protein 4), diminue davantage le pronostic vital. Les auteurs suggerent alors
d'étudier le taux d'expression des genes cibles des RE afin de créer des stratifications
cliniques chez les patientes atteintes de cancers du sein positifs aux RE (Yoshida et
al., 2004).

D'autres études ont montré qu'une surexpression de HDAC6 est corrélée a une
augmentation de la mobilité, de la migration et des propriétés invasives des cellules
tumorales. L'étude comparative des lignées cellulaires de cancer du sein MDA-MB-
231 et MCF-7 a montrée que HDACG6 joue un role important dans l'invasion. En effet,
les cellules MDA-MB-231 ont un pouvoir invasif plus important que les cellules
MCF-7 et elles expriment plus fortement HDACG6 ainsi que la métalloprotéinase
matricielle (MMP)9 (Park ef al., 2011).

En conclusion, le taux d'expression de HDAC6 pourrait étre utilisé comme un
nouveau biomarqueur dans le diagnostique des cancers ainsi que dans le pronostic du
stade de développement tumoral. Suivant le type cellulaire atteint, une médecine
personnalisée permettrait d'utiliser des traitements plus appropriés a la pathologie

spécifique de I’individu.
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1.4.2. Les inhibiteurs des désacétylases d'histones pour la

thérapie anti-cancéreuse

1.4.2.1. La dérégulation cellulaire dans le cancer

La progression du cycle cellulaire est permise par la phosphorylation des
cibles des complexes cycline-CDK dont [Iactivit¢ est régulée par
phosphorylation/déphosphorylation (Lodish ef al., 2003). D’autre part, I'inhibition de
la progression du cycle cellulaire est également régulée par des protéines inhibitrices
des CDK (CDKi) appartenant aux familles Cip/Kip (CDK interacting protein/Kinase
inhibitory protein) et Ink4 (inhibitor kinase 4) telles que p21 ou p27, qui inhibent les
complexes cycline-CDK en se liant a ces derniers ou encore par une protéolyse
cyclique des cyclines (Figure 9). De plus, des points de controle de I’intégrité
cellulaire existent a différentes phases du cycle. De cette manicre, la compétence de la
cellule a entrer dans le cycle ainsi que I’intégrité de son ADN sont des points décisifs
pour I’entrée en phase G1. Ainsi, au cours de la phase G1, les complexes cycline D1-
CDK4/6 et cycline E-CDK2 permettent 1I’hyperphosphorylation de pRb, libérant les
facteurs de transcription de la famille E2F. Ces derniers peuvent alors induire la
transcription des genes impliqués dans la progression du cycle. La phase S est la
phase de synthése de I’ADN, sa poursuite est permise par le complexe cycline A-
CDK2. Un point de contrdle en début de phase G2 permet de vérifier la bonne
réplication et compaction de I’ADN, la progression est alors permise par le complexe
cycline A-CDK1. Enfin, si les conditions environnantes sont favorables, les cellules
entrent en phase M, qui est la phase de mitose, grace au complexe cycline B-CDKI.
La phase de mitose est constituée de quatre sous-phases: la prophase, la métaphase,
'anaphase et la télophase. Au cours de la prophase, la chromatine se condense pour
former les chromosomes et les centrosomes migrent aux poles opposés de la cellule.
Puis la membrane nucléaire disparait, le fuseau mitotique se localise dans la région
nucléaire et les kinétochores capturent les chromosomes et les stabilisent au centre.
Les chromosomes sont alors alignés sur le plan équatorial et la cellule entre en
métaphase. L'anaphase est caractérisée par la séparation des centromeres des
chromatides sceurs grace au raccourcissement des fibres du fuseau et a la séparation
des poles. Enfin, au cours de la télophase, le fuseau est dissocié¢ et les chromosomes
se décondensent suivit de la reconstitution de 1'enveloppe nucléaire. Cette phase se

termine par le phénoméne de cytokinese qui consiste en une séparation identique du
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cytoplasme et la constriction de la membrane cytoplasmique pour aboutir a deux

cellules filles identiques (Lodish et al., 2003).

Différenciation
Sénescence

p16INK4A
p18INK4C
p19INK4D

p21 Cip1
p27Kip1
p57Kip2

T~ CDK2
, PR
AAAAA @ |
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Figure 9: Le cycle cellulaire.

Le cycle cellulaire est I'ensemble des phases successives pendant lesquelles la cellule grossit,
duplique son matériel génétique et se divise pour donner deux cellules filles. La progression a
travers les différentes phases du cycle est controlée par différentes cyclines-CDK dont
I’activité est régulée par les inhibiteurs des familles Cip/Kip et Ink4 qui les inhibent (fleches
rouges) ou les activent (fleches vertes). La pRb séquestre des membres de la famille E2F
jusqu’a la fin de la phase G1, les empéchant ainsi d’activer la transcription des genes
impliqués dans la progression du cycle. La pRb est hyperphosphorylée par les CDK4/6 et 2
(fleche violette). Différents points de contrdles sont indispensables pendant le cycle cellulaire
afin d’éviter une prolifération anarchique de la cellule. CDK: cycline-dependent kinase, CIP:
CDK interacting protein, INK4: inhibitor kinase 4, KIP: Kinase inhibitory protein, pc: points
de contrbles, pRb: protéine du rétinoblastome.
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Dans le cas ou la cellule détecte une anomalie a un des points de contrdle,
I’apoptose ou la mort cellulaire programmée est déclenchée (Figure 10). Deux voies
apoptotiques sont possibles, la voie intrinséque induite, entre autre, par des dommages
a 'ADN, et la voie extrinséque via l'activation des récepteurs de la mort par un ligand
extracellulaire (Taylor et al., 2008).

L’activation de la voie intrinséque est induite par la libération du cytochrome
c des mitochondries vers le cytoplasme grace, entre autre, a la formation de pores
dans la membrane mitochondriale externe. Les pores sont formés suite a 1’hétéro-
dimérisation des protéines BAX (BCL-2-associated X protein) et BAK (BCL-2
homologous antagonist/killer) et a I’inhibition de la protéine anti-apoptotique BCL-2
(B-cell lymphoma 2). La libération du cytochrome c dans le cytoplasme va engendrer
I’activation de 1’apoptosome composé du cytochrome c, de la procaspase 9 et de
APAFI1 (apoptotic peptidase activating factor 1). L'apoptosome permet I’activation de
la caspase initiatrice 9, responsable du clivage des caspases effectrices 3, 6 et 7. La
caspase initiatrice 2 est activée quand a elle par des dommages a 'ADN. Enfin, la
dégradation de la protéine inhibitrice iCAD (inhibitor of caspase activated DNase) par
les caspases permet l'activation et la translocation nucléaire de la nucléase CAD qui
va induire la fragmentation de I’ADN. La voie extrinséque peut activer les caspases
effectrices indépendamment de la libération du cytochrome c suite a l'activation des
caspases initiatrices 8 et 10 par les récepteurs de la mort et & la formation du
complexe DISC (death inducing signaling complex). Cependant, la voie extrinseque
peut aussi activer la voie intrinséque, notamment par clivage de la protéine pro-
apoptotique BID (BH3 interacting domain death agonist) par la caspase 8 (Taylor et
al., 2008). La forme tronquée t-BID est requise pour la multimérisation de BAK et
BAX.

Parmi les protéines intervenant dans la régulation des mécanismes d'apoptose,
deux grandes familles ont été caractérisées. La premicre est la famille BCL-2 qui est
divisées en trois classes: les protéines anti-apoptotiques (BCL-2, BCL-x;, BCL-w,
MCL-1, DIVA...), les protéines pro-apoptotiques dites multi-domaines (BAX, BAK,
BOK...) et les protéines pro-apoptotiques dites BH3-only (BID, BAD, BIK, BIM,
NOXA, PUMA...). La seconde famille est celle des IAP (inhibitor of apoptosis)

contenant des protéines telles que XIAP, cIAP ou la survivine (Taylor ef al., 2008).
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Figure 10: L’apoptose.

La mort cellulaire programmeée, ou apoptose, est déclenchée par une activation des récepteurs
de la mort (voie extrinséque) ou par un signal intracellulaire comme des dommages a I’ADN
suite a D’action d’agents anti-cancéreux ou des UV (voie intrinseque). L’activation des
caspases et la formation de pores dans la membrane mitochondriale (par les protéines pro-
apoptotiques BAX et BAK) induisent une libération du cytochrome ¢ dans le cytoplasme. Il y
a, ensuite, une activation en cascade des caspases qui aboutit au clivage de nombreux
substrats, dont la poly-ADP ribose polymérase (PARP). La fragmentation de ’ADN est
réalisée suite a l'activation et la translocation nucléaire de la nucléase CAD [Adapté de
(Taylor et al., 2008)]. APAF1: Apoptotic protease activating factor 1, iCAD: inhibitor of
caspase activated DNase, casp: caspase, FADD: Fas-associated protein with death domain.
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Les cellules cancéreuses présentent des perturbations du cycle cellulaire. En
effet, une activation d’oncogénes, comme Ras, ou [D’inactivation de geénes
suppresseurs de tumeurs, comme p53, peuvent modifier ’expression de geénes
empéchant D’arrét du cycle cellulaire et la réparation de séquences ADN
endommagées. Les points de contrdle ne sont plus activés provoquant une instabilité
génomique. Les cellules cancéreuses proliférent a I’infini et acquierent des propriétés
de résistance a I’apoptose. Les HDAC interviennent directement ou indirectement
dans la régulation du cycle cellulaire et l'induction de I'apoptose en modifiant le statut
d'acétylation de protéines impliquées dans ces mécanismes. L'acétylation de facteurs
de transcription est controlée par les HDAC, ainsi p53 peut activer la transcription de
p21 ou NF-xB peut réguler I’expression de protéines anti- et pro-apoptotiques
(Minucci et al., 2006). L'activation des protéines impliquées dans les mécanismes de
modulation du cycle cellulaire et de l'apoptose peut également étre régulée par
l'activitt HDAC. Par exemple, l'activation de la protéine pro-apoptotique BAX
dépend de son interaction avec Ku70 dont l'acétylation permet la libération de BAX
qui peut alors se multimériser au niveau de la membrane externe de la mitochondrie

(Subramanian et al., 2011).

1.4.2.2. Les inhibiteurs des désacétylases d'histones

Contrairement aux modifications génétiques, les modifications épigénétiques
sont potentiellement réversibles. Les enzymes impliquées dans ces modifications
représentent donc des cibles de choix dans le cadre de la thérapie anti-cancéreuse. En
particulier, un intérét considérable s’est porté sur le développement d’inhibiteurs des
HDAC (HDACI), au regard de leur implication dans la modulation de 1’expression
génique ainsi que dans la régulation de l'activité et des fonctions de nombreuses
protéines non-histoniques.

Dans les cellules saines, les promoteurs des génes suppresseurs de tumeurs ne
sont généralement pas méthylés et présentent un enrichissement des marques actives
d'histones comme l'acétylation et la méthylation (H3K4, H3K79, H3R17), qui sont,
respectivement, activement maintenues par les HAT et HMT. Les marques d'histones
répressives (H3K9 et H3K27) sont maintenues non-méthylées par des HDM
(déméthylases d'histones) spécifiques. Ces marques chromatiniennes favorisent le

recrutement des complexes co-activateurs comme les complexes de remodelage de la
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chromatine (SWI/SNF, switch/sucrose non-fermentable), les facteurs de transcription
et I'ARN polymérase II, qui peut ainsi activer la transcription (Figure 11). Dans les
cellules cancéreuses, certains genes suppresseurs de tumeurs sont activement
maintenus silencieux du a une hyperméthylation de leur promoteur établie et
maintenue par les ADN méthyltransférases (DNMT). Cette hyperméthylation permet
le recrutement des MBD (methyl binding domain protein) qui lient les CpG méthylés
et favorisent le recrutement des complexes répresseurs (mSin3A ou SMRT/N-CoR)
contenant des HDAC conduisant a 1'hypoacétylation des histones. De plus, les
méthylations dites "actives" (H3K4, H3K79) des histones sont €liminées par des
HDM spécifiques et remplacées par des méthylations dites "répressives" (H3KO,
H3K27, H3R2) par des HMT spécifiques. Ces modifications favorisent la
condensation de la chromatine et bloquent le recrutement des facteurs de transcription
et du complexe de I'ARN polymérase II.

Certains HDACi peuvent conduire a la réexpression des génes suppresseurs de
tumeurs silencieux dans les tumeurs (Figure 11). De plus, par modulation de
l'expression génique ainsi que de l'activité de protéines non-histoniques, l'inhibition
de l'activit¢ HDAC module la dégradation des protéines, induit la différenciation et
l'apoptose, et inhibe 1'expression de la télomérase et la progression du cycle cellulaire
(Figure 11). De nombreuses structures chimiques ont déja été identifiées en tant que
HDACI. Ces molécules sont groupées selon leur structure chimique dans les cing
classes suivantes: les acides gras a chaine courte, les benzamides, les depsipeptides,
les hydroxamates et les peptides cycliques. Néanmoins, de nombreuses nouvelles
molécules ont ¢été¢ identifiées récemment et possédent des structures chimiques
différentes de celles des classes précédemment citées. Les HDACi les mieux
caractérisés sont présentés dans le Tableau 6 et la Figure 12, et une liste plus compléte
est exposée dans 1'Annexe Al (Khan et al., 2008).

Les HDACI sont utilisés en thérapie anti-cancéreuse pour leurs propriétés
antiprolifératives et pro-apoptotiques mais également pour leur capacité a induire la
différenciation des cellules cancéreuses. Certains inhibiteurs possédent aussi des

propriétés anti-inflammatoires participant ainsi a 'effet anti-cancéreux.
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Complexe
co-activateur

Génes suppresseurs de tumeurs
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Figure 11: Effet des inhibiteurs de HDAC sur les cellules cancéreuses.

L'inhibition des HDAC permet de rétablir 1'expression des génes suppresseurs de tumeurs,
induire la différenciation, l'apoptose, un arrét de la prolifération, inhiber l'activité télomérase
ainsi que moduler la dégradation protéasomale de protéines spécifiques dans les cellules
cancéreuses. DNMT: ADN méthyltransférase, FT: facteur de transcription, HAT: acétyl-
transférase des histones, HDAC: désacétylase d'histone, HDACi: inhibiteur de HDAC, HDM:
déméthylase d'histone, HMT: méthyl-transférase des histones, MBD: methyl binding domain

protein, Pol II: ARN polymérase II.
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Figure 12: Structures d'inhibiteurs de HDAC.

Les structures chimiques d'inhibiteurs qui ciblent toutes les HDAC (A), d'inhibiteurs affectant
plusieurs isoenzymes (B), d'inhibiteurs spécifiques d'une classe (C) ou d'une isoenzyme (D)
sont présentées.
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La trichostatine A (TSA) est un puissant inhibiteur qui ciblent plusieurs
HDAC, de la classe des hydroxamates il provient de I’actinomycete Streptomyces
hygroscopius (Figure 12A). Cette molécule posséde une activité antiproliférative,
induit 'entrée des cellules en apoptose et réduit 1’activité de la télomérase (Woo et
al., 2007). L'induction de l'apoptose des cellules leucémiques U-937 est associée a
une augmentation de l'expression de la protéine pro-apoptotique BAX, une
diminution des protéines anti-apoptotiques BCL-2 et BCL-xp et un clivage des
caspases et de PARP. La TSA inhibe l'activité de la télomérase via la diminution de
l'expression de hTERT. La TSA induit également 'apoptose de cellules cancéreuses
du sein (MCF-7 et MDA-MB-231) sans affecter la viabilit¢ des cellules non
cancéreuses MCF-10A (Sun et al., 2014). L'induction de I'apoptose survient apres
l'arrét des cellules en phase G2/M et la production de dérivés réactifs de I'oxygene
(DRO) suite a la réduction de l'activité de la chaine respiratoire des mitochondries.

L'acide suberoylanilide hydroxamique (SAHA, Vorinostat) est un dérivé
synthétique de la TSA (Figure 12A). Différentes études ont montré que le traitement
avec le SAHA induit l'acétylation des histones dans divers modeles cellulaires,
notamment au niveau du promoteur du geéne codant p21 (Gui et al., 2004; Gillenwater
et al., 2007). Cette hyperacétylation induit l'expression de p21 associée a un
ralentissement de la croissance des cellules cancéreuses (Kumagai et al., 2007). Le
traitement des cellules cancéreuses pancréatiques par 5 uM de SAHA induit leur
différenciation dés 48 heures de traitement (Kumagai et al., 2007). De plus, le SAHA
peut induire I’apoptose des cellules cancéreuses pancréatiques, de cancer du foie
(HepG2 et Huh6), de carcinomes de la téte et du cou (HNSCC) ou encore de cellules
HeLa a des concentrations comprises entre 2,5 et 10 uM (Shao et al., 2004; Emanuele
et al., 2007; Gillenwater et al., 2007; Kumagai et al., 2007). Cependant, le traitement
peut induire une mort cellulaire par autophagie dans le cas ou les cellules ont une voie
apoptotique défectueuse (Shao et al., 2004). De plus, une autre équipe a montré que
l'induction de l'apoptose par le SAHA est améliorée lorsque les mécanismes
d'autophagie sont inhibés dans des cellules cancéreuses de colon (Carew et al., 2010).
Enfin, le traitement d'un cancer du foie par le SAHA en combinaison avec un
inhibiteur du protéasome a un effet synergique sur l'induction de l'apoptose de ces
cellules (Emanuele et al., 2007). Le SAHA a été approuvé par la FDA (Food and
Drug Administration) en 2006 dans le cadre de traitement de LCT (Bradner et al.,

2010). En effet, 24% des patients traités avec le SAHA ont une réponse partielle et
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58% montrent une amélioration clinique (Duvic ef al., 2007). De plus, le SAHA est
utilisé en phase clinique III pour le traitement de cancer du poumon et en phase II
pour le traitement des LMA, du cancer du sein, du poumon, de l'ovaire et de la
thyroide. Les résultats montrent une réponse partielle ou une stabilisation de la
maladie, sauf pour les cancers de la thyroide ou aucune réponse n'a été observée.
Cependant, des effets secondaires 1égers tels que la fatigue ou des nausées mais aussi
graves comme un accident vasculaire cérébral, une embolie pulmonaire ou une
neutropénie ont été observés suite au traitement (Luu et al., 2008; Traynor et al.,
2009; Woyach et al., 2009).

Le butyrate de sodium est un acide gras a chaine courte produit par la
fermentation des fibres alimentaires par une bactérie ananérobie (Figure 12A). Le
traitement par ce composé a comme conséquence l'arrét de croissance des cellules
leucémiques et leur entrée en apoptose suite a une induction de la dégradation de la
protéine anti-apoptotique BCL-2 via I’inhibition des HDAC des classes I, Ila et IV
(Davie, 2003). De plus, le butyrate de sodium peut induire 'hyperacétylation des
histones H3 et H4 au niveau du site Spl du promoteur de p18. Cette augmentation de
l'acétylation induit le liaison de Spl au site et 1'expression de p18, responsable d'un
arrét des cellules en phase GO/G1 et une différenciation des cellules K-562 vers la
voie érythroide (Li ef al., 2008a). Cependant, en raison de la faible stabilité¢ de ce
composé, son utilisation est limitée aux études in vitro.

Le MS-275 (Entionostat) est un benzamide synthétique qui inhibe les
isoenzymes HDACI, 2, 3 et 11 (Figure 12B). Le traitement de cellules leucémiques
ou de lymphomes avec de faibles doses de MS-275 induit un arrét de la prolifération
avec une augmentation de l'expression de p21, I'hyperphosphorylation de pRb et la
diminution de I’expression de la cycline D1. A faible concentration, le MS-275 induit
la différenciation des cellules d'un lymphome histiocytaire U-937 avec l'induction de
l'expression du marqueur de différenciation CD11b. Un traitement a plus forte dose
induit une mort des cellules par apoptose avec une génération des DRO accompagnée
de l'activation des caspases et de la dégradation des protéines PARP, p21, p27, BCL-2
et pRb et la diminution de l'expression de la cycline D1 et des protéines anti-
apoptotiques MCL-1 et XIAP (Rosato ef al., 2003). Le MS-275 est test¢ en essais
cliniques de phase II seul ou en combinaison pour des patients atteints de cancer du
poumon, de leucémie, du sein ou de mélanome. Le MS-275 est bien toléré par les

patients avec un mélanome métastatique et induit une stabilisation de la maladie chez
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25% des patients. La combinaison de cette molécule avec un inhibiteur d'aromatase,
l'exemestane, chez des patientes atteintes d'un cancer du sein positif au RE induit
l'acétylation des protéines et augmente la survie des patientes d'environ 20 mois
comparé a l'exemestane seul (Yardley et al., 2013). La poursuite des études cliniques
du MS-275 seul ou en combinaison avec d'autres agents thérapeutiques est alors
nécessaire.

Le depsipeptide FK228 (Romidepsin) est une pro-drogue naturelle produite
par Chromobacterium violaceum (Figure 12C). Cette molécule a un pont disulfure
intramoléculaire qui est réduit dans les cellules. La forme réduite du depsipeptide
interagirait avec l'ion zinc catalytique des isoenzymes de la classe I préférentiellement
(Furumai et al., 2002). In cellulo, le FK228 induit 1'hyperacétylation de I'histone H3
associée a l'inhibition de la croissance cellulaire, l'induction de 1’apoptose et de la
différenciation de cellules de sarcomes (Liu et al., 2008). De plus, il inhibe la fonction
chaperonne de HSP90 de maniere indirecte, contrairement aux inhibiteurs qui ciblent
plusieurs HDAC tel que le SAHA. HSP70 est impliquée dans l'assemblage des
complexes HSP90-protéine cliente. Le FK228 induit I'hyperacétylation de HSP70
dans les cellules leucémique K-562, ce qui entraine une inhibition de l'activité
chaperonne de HSP90 et la dégradation de ses protéines clientes par le protéasome
(Wang et al., 2007b). Le FK228 a été approuvé par la FDA en 2009 pour le traitement
des LCT (Bradner et al., 2010). En effet, le traitement des patients par le FK228
donne un taux de réponse d'environ 35% entre 11 et 15 mois. De plus, cette molécule
induit une toxicité faible et réversible et des effets secondaires 1égers (Piekarz et al.,
2009). Le FK228 est aussi test¢ en phase clinique II chez des patients atteints de
néoplasme métastatique, de cancer de la prostate, du sein, du poumon, de la thyroide,
de la téte et du cou, de myélome multiple et de LMA.

Le peptide cyclique naturel FR235222 induit 1'expression de p21 et inhibe la
cycline E, responsables de I’accumulation des cellules en phase Gl [Figure 12C,
(Petrella et al., 2008)]. La structure cyclique de cette molécule sert de base pour la
synthése de dérivés ayant conservés les liaisons peptidiques (Singh et al., 2008).
Aucune étude clinique n'est actuellement en cours avec cette molécule.

L'hydroxamate synthétique LAQS824 (Dacinostat) inhibe les isoenzymes des
classes I et II et inhibe la croissance de diverses cellules cancéreuses telles que les
cellules cancéreuses de colon (H-1299 et HCT-116), de sein (MDA-435), de prostate

(PC-3 et Du-145) et de poumon (A-549, Figure 12C). Cette molécule induit un arrét
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du cycle cellulaire via l'induction de génes inhibiteurs de la progression du cycle
comme p21 et p27 ainsi que la dégradation protéasomale de la protéine de fusion Ber-
Abl suite a I'augmentation de l'acétylation de sa chaperonne HSP90 dans des LMC
(Nimmanapalli et al., 2003). Dans des cellules de myélome multiple, LAQS824 induit
un arrét de la croissance cellulaire accompagné d'une augmentation de 1'expression de
p21 (Catley et al., 2003). Une mort par apoptose avec une activation des caspases et
un clivage de PARP sont observés dans des cellules résistantes a différents agents
chimiothérapeutiques classiques. Ce composé inhibe aussi le protéasome et augmente
donc l'accumulation de protéines polyubiquitinées. LAQ824 est test¢ en phase
clinique I chez des patients atteint de cancers solides ou hématologiques. Le
traitement induit I'acétylation de 1'histone H3 et de HSP90 ainsi qu'une stabilisation de
la maladie (de Bono et al., 2008).

La tubacine est un hydroxamate synthétique spécifique de HDAC6 (Figure
12D). L'inhibition catalytique de HDAC6 par cette molécule induit une
hyperacétylation de la tubuline-o engendrant une diminution de la vitesse de
croissance et de la dynamique des microtubules ainsi qu'un blocage de la mobilité
cellulaire (Tran et al., 2007; Zilberman et al., 2009). De plus, HDAC6 désacétyle la
protéine Ku70 qui interagit avec la protéine pro-apoptotique BAX et la protéine anti-
apoptotique FLIP. Le traitement des cellules par la tubacine induit I'acétylation de
Ku70 qui perd son interaction avec ces deux protéines. BAX ainsi libéré induit une
mort cellulaire par apoptose et FLIP est polyubiquitinée puis dégradée par le
protéasome (Subramanian et al., 2011; Kerr et al., 2012). L'induction de l'apoptose
par la tubacine dans des cellules de myélome multiple est médiée par une perte de
l'interaction de HDACG6 avec la dynéine provocant une accumulation des protéines
ubiquitinées. Cette voie est potentialisée quand la tubacine est combinée a un
inhibiteur du protéasome, le bortezomib (Hideshima et al., 2005). Le co-traitement de
la tubacine avec le bortezomib potentialise I'induction de 1'apoptose aussi dans des
cellules de lymphome de Burkitt positives pour le virus Epstein-Barr (Kawada et al.,
2009). La combinaison de la tubacine avec un inhibiteur de HSP90, le 17-AAG,
potentialise l'induction de la mort des cellules leucémiques K-562 (Rao et al., 2008).
De la méme mani¢re, la tubacine potentialise les effets d'inhibiteurs de la
topoisomérase II, I'é¢toposide et la doxorubicine, dans des cellules cancéreuses de
prostate LNCaP et de sein MCF-7 (Namdar ef al., 2010). Aucune étude clinique n'est

actuellement en cours avec cette molécule.
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D’un point de vue thérapeutique, il serait intéressant de découvrir des
activateurs la classe des sirtuines (classe III). Par exemple, le resveratrol (polyphénol)
du raisin, induit SIRT1, responsable de la désacétylation de la survivine, déclenchant
ainsi ’apoptose (Wang et al., 2008). Cependant, I’inhibition de SIRT1 et 2 semblerait
avoir aussi un effet positif contre le cancer. En effet, la dihydrocoumarine
(polyphenol) isolé de Melitous officinalis, inhibe ces enzymes, induit 1’acétylation de
p53 et ’entrée en apoptose (Olaharski et al., 2005). De plus, la diminution de
l'expression de SIRTI par le salermide induit une augmentation de 1'acétylation de
p53 associée a l'induction de I’apoptose des cellules de cancer du sein MCF-7
(Dastjerdi et al., 2013). De méme, dans des carcinomes hepatocellulaires, 1'inhibition
de SIRT1 par le cambinol inhibe la prolifération et induit 1'expression de marqueurs
de différenciation (Portmann et al., 2013). Les inhibiteurs de sirtuines cambinol et
EX527 induisent la mort des cellules leucémiques et la combinaison de ces inhibiteurs
avec des inhibiteurs des isoenzymes de HDAC des classes I, II et IV potentialise
l'effet sur la mort cellulaire avec une activation des caspases 3 et 7 (Cea et al., 2011).

Les résultats obtenus au cours des essais cliniques montrent que le traitement
par des HDACi induit divers effets secondaires tels que des désordres gastro-
intestinaux, de la fatigue, une diminution des plaquettes et des globules blancs
sanguins mais aussi cardiaque et métabolique (Subramanian et al., 2010). Il semble
alors nécessaire de poursuivre la recherche et le développement de nouvelles
molécules afin de diminuer la toxicité des molécules vis-a-vis des cellules saines et de

réduire les effets secondaires potentiellement engendrés par le traitement.

1.4.2.3. Les acides 4-hydroxybenzoiques

Un criblage in vitro nous a permis d'identifier une classe de composés
synthétiques, des acides 4-hydroxybenzoiques. La structure chimique de ces
molécules dérive des burkinabines (Figure 13).

Les burkinabines ont initialement été isolées a partir de la racine de la plante
africaine Fagara zanthoxyloides connue pour ses effets sur les maladies sanguines
(anémie falciforme, érythrocytes drépanocytaires). Les acides 4-hydroxybenzoiques
proviennent du laboratoire du Prof Robert Kiss (Institut de Pharmacie, Université
Libre de Bruxelles (ULB), Belgique). Le composé 7b est une molécule synthétisée

suite a I’alkylation de ’acide benzoique substitué. Le composé 6e a été synthétisé par
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benzylation, alkylation et déprotection de l'acide benzoique substitué. Les acides 4-
hydroxybenzoiques 13a, 13b et 13c ont été synthétisés grace a 1’ajout de groupements

fluor, chlore ou O-méthyl (Lamoral-Theys et al., 2010).

13c

Figure 13: Structures chimiques d'acides 4-hydroxybenzoiques.

(A) La racine de Fagara zanthoxyloides Lam. (http://www.westafricaplants.senckenberg.de) a
permis l'extraction de burkinabines. (B) Parmi ces burkinabines, l'isomére B a servi de
modéle a la synthése d'acides 4-hydroxybenzoiques. (C) Les structures des acides 4-
hydroxybenzoiques utilisés dans cette étude sont présentées.

58



Objectifs

I1. Objectifs de I’étude

La famille des HDAC représente une cible de choix dans le cadre de la
thérapie anti-cancéreuse du fait de leur implication dans la cancérogenese. Par
conséquent, de nombreux inhibiteurs de HDAC ont déja était identifiés et testés pour
leurs effets anti-cancéreux (Khan et al, 2008). Cependant, uniquement deux
molécules ont été approuvées par la FDA due notamment a une faible réponse des

patients au traitement ou l'apparition d'effets secondaires (Subramanian et al., 2010).

L'hypothése générale de travail est qu'il existe dans la nature de nombreuses
molécules ayant comme cible des mécanismes de régulation épigénétique et dont leur
structure novatrice peut servir de base pour l'amélioration de leur potentiel anti-
cancéreux. Ainsi, l'objectif principal de cette étude consiste en la recherche de
nouveaux inhibiteurs de plusieurs HDAC ou spécifiques d'une isoenzyme, telle que
HDACS6, possédant un potentiel anti-cancéreux avec une faible toxicité vis-a-vis des

cellules saines.

Les données préliminaires d'un criblage in vitro ont permis l'identification
d'une famille de molécules, les acides 4-hydroxybenzoiques, comme inhibiteurs de
HDAC. Afin d'étudier si les acides 4-hydroxybenzoiques sont une famille de
composés pouvant étre des inhibiteurs de HDAC avec des propriétés anti-cancéreuses

intéressantes, nous ¢tudierons les points suivants:

1. Le profil d'inhibition des acides 4-hydroxybenzoiques sera analysé¢ sur l'activité in
vitro de différentes isoenzymes de HDAC en utilisant un test fluorimétrique. La suite
de I'¢tude sera réalisée sur les molécules identifiées comme inhibiteurs de plusieurs
isoenzymes dans une premicre partie et comme inhibiteurs spécifiques de HDAC6

dans une seconde partie.

2. Les molécules capables d'inhiber l'activit¢ HDAC de plusieurs isoenzymes seront
¢tudiées en premier lieu. La détermination de l'inhibition potentielle de plusieurs
HDAC in cellulo par ces molécules et leur potentiel anti-cancéreux sera étudié. Afin

de répondre a cet objectif, I'inhibition in cellulo des HDAC sera étudiée par 'analyse
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par Western Blot du statut d'acétylation des protéines cibles des HDAC. L'étude du
potentiel anti-cancéreux des molécules sera réalisée au travers de l'analyse de la
prolifération et de la viabilité des cellules K-562 par un test d'exclusion du bleu de
Trypan. Puis, la progression dans cycle cellulaire des K-562 sera évaluée par
cytométrie en flux. De plus, I'expression des facteurs impliqués dans le cycle sera
¢tudiée par PCR en temps réel et Western Blot. L'analyse d'un lien entre l'inhibition
des HDAC et la modulation de 'expression de p21, un inhibiteur du cycle cellulaire,
sera réalisée a travers 1'¢tude du statut d'acétylation du promoteur de ce géne par
ChIP. L'effet cytotoxique des molécules sera étudié plus en détail grace a la
détermination du type de mort cellulaire induit par un marquage au Hoechst et iodure
de propidium ainsi qu'au travers de l'analyse par Western Blot du clivage des caspases
et de l'expression des protéines pro- et anti-apoptotiques. Enfin la comparaison de
l'effet des molécules sur la prolifération et la viabilit¢ d'autres modeéles cancéreux
avec des modeles sains ou non cancéreux sera étudiée par un test d'exclusion du bleu
de Trypan, un marquage au Hoechst et iodure de propidium ainsi que par cytométrie

en flux.

3. En second lieu seront étudiées les molécules spécifiques in vitro de 1'isoenzyme
HDACS6. L'étude de l'effet des inhibiteurs spécifiques de HDAC6 sera réalisée dans
trois mode¢les cellulaires cancéreux, les cellules K-562, PC-3 et LNCaP. Ainsi, l'effet
des composés sur la viabilité et la prolifération des lignées cancéreuses et non
cancéreuses sera analysé par un test d'exclusion du bleu de Trypan. Dans le but
d'étudier 1'inhibition de HDACG in cellulo, le statut d'acétylation de la tubuline-a sera
¢valu¢ par Western Blot. Puis, I'évaluation de la structure du cytosquelette des
cellules adhérentes par immunomarquage sera réalisée. L'analyse du cycle cellulaire
par cytométrie en flux et du type de mort cellulaire induit par marquage au Hoechst et
iodure de propidium, immunomarquage et Western Blot permettra d'émettre des
hypothése mécanistiques du lien entre l'inhibition de HDACG6 et la mort cellulaire
induite. Enfin, l'effet des composés sur une autre protéine cible de HDACS6, la

chaperonne HSP90q, ainsi que sur les effets en aval sera étudiée par Western Blot.
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ITII. Matériel et méthodes

II1.1. Lignées et culture cellulaire

La description des lignées cellulaires cancéreuses (American Type Culture
Collection, ATCC, USA) utilisées dans cette étude est présentée dans le Tableau 7.

La lignée MCF-10A est une lignée épithéliale non cancéreuse établie a partir
de cellules adhérentes de glande mammaire. Ces cellules expriment les antigenes
spécifiques du sein et ne présentent pas de signes de différenciation terminale et de
sénescence.

Les cellules périphériques mononuclées sanguines (PBMC) ont été isolées
grace a une séparation en fonction de la densité a partir de couche leucocytaire issue
de sang total frais provenant de donneurs sains humains avec le consentement et le
respect de 1'anonymat du patient (Croix Rouge, Luxembourg). Le sang est dilué trois
fois dans du PBS Ix (phosphate buffered saline pH7, NaCl 8% ; KCl 0,2% ;
Na,HPO4, 7TH,0 1,15% ; KH2PO4 0,2%). Le sang dilué est ajouté doucement a 30%
Ficoll-Paque™ Premium (GE Healthcare) avant une centrifugation de 30 min & 400 g
afin de créer un gradient de densité. Les leucocytes sont récupérés, lavés, comptés
puis ensemencés a 5.10° cellules / mL.

Les cellules en suspension sont centrifugées a 350 g pendant 7 minutes tous
les trois jours et ensemencées a 2.10° cellules / mL pour les cellules K-562, JURKAT,
RAJI et U-937 et 4 4.10° cellules / mL pour les cellules TF-1. Les cellules adhérentes
sont détachées de leur support par ajout de trypsine-EDTA (BioWhittaker®, Lonza) et
sont ensemencées a 2.10* cellules / cm®. Les lignées cellulaires sont maintenues a
37°C sous atmosphére humide et équilibrée a 5% de CO,.

Les cellules cancéreuses sont cultivées dans du milieu RPMI 1640
(BioWhittaker®, Lonza) supplémenté de 10% (v/v) de sérum de veau feetal
décomplémenté (BioWhittaker®, Lonza) et de 1% (v/v) de solution d’antibiotiques
(Streptomycine et Pénicilline) et d’antimycotique (BioWhittaker®, Lonza). La lignée
TF-1 nécessite également 1’ajout de 5 ng/mL de GM-CSF (granulocyte macrophage
colony-stimulating factor). La lignée MCF-7 est maintenue dans du milieu RPMI
1640 sans rouge de phénol. La lignée MCF-10A est maintenue dans du milieu

Dulbecco's Modified Eagle/F-12 (BioWhittaker®, Lonza) supplémenté de 5% (v/v)
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de sérum de cheval décomplémenté (BioWhittaker®, Lonza), de 100 ng/mL de toxine

de choléra (Sigma), de 0,5 mg/mL d'hydrocortisone (Sigma), de 10 mg/mL d'insuline

(Sigma) et de 20 ng/mL de facteur de croissance épidermique humain recombinant

(Sigma).

Tableau 7: Caractéristiques des lignées cellulaires cancéreuses utilisées.

Cancer ngnee. Or’g?ne de Caractéristiques cellulaires
cellulaire prélevement
- Potentiel métastatique faible
Epanchement - Caractéristiques de cellules
MCF-7 P différenciées de 1’épithélium
pleural .
mammaire
Cancer du sein - Sensibilité aux cestrogénes
Epanchement - Potentiel métastatique élevé
MDA-MB-231 pancaeme - Expression des facteurs EGF et
pleural
TGFa
Métastase du - Potentiel métastatique faible
LNCaP ganglion sus- - Bien différenciées
Carcinome de claviculaire gauche - Expression des PSA et RA
la prostate
, - Potentiel métastatique élevé
PC-3 Metastase 0SSeUSe _ piblement différenciées
Translocation entre les chromosomes 9
K-562 . \ -
(LMC) Moelle osseuse et 22 aboutissant a la protéine de
fusion Ber-Abl
Leucémie JURKAT Sane périvhérique Expression du récepteur a I'antigéne
(LLA) & penpheriq des cellules T
TF-1 Moelle osseuse Culture dépendante de la cytokine
(LMA) 4 GM-CSF
RAJI - Infection par le virus d'Epstein-Barr
(Lymphome de Maxillaire gauche - Expression a la surface de FcR, CR1
Burkitt) et CR2
Lymphome
U-937 - Propriétés de phagocytose
(Lymphome Effusion pleurale - Ex pression dup rfto-z)]nco ¢ne c-myc
histiocytaire) p p & Y
Neuroblastome SK-N-AS Meétastase de la Expression du facteur IGF-I

moelle osseuse

Ber-Abl: breakpoint cluster region-Abelson murine leukemia viral oncogene, CR1 et 2:

C3b/C4b receptors, EGF: epidermal growth factor, FcR: Fc receptor, GM-CSF: granulocyte
macrophage colony-stimulating factor, IGF-I: insulin-like growth factor, LMA: leucémie

my¢éloide aigué, LMC: leucémie myéloide chronique, LLA: leucémie lymphoblastique aigué,

PSA: prostate-specific antigen, RA: récepteur aux androgenes, TGFa: transforming growth

factor o.
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111.2. Traitement des cellules

Les solutions stocks de SAHA (Cayman Chemical Compagny), de la tubacine
(Sigma) et de [I'¢toposide (VP16, Sigma) sont préparées dans du DMSO
(diméthylsulfoxyde). Le paclitaxel (Hospira), la vinblastine (Teva® Pharma) et le
cisplatine (ONCO-TAIN®, Hospira) sont en solution injectable au patient. L'hémine
(Sigma) est préparée dans une solution contenant 2,5% d'éthanol absolu, 5 mM KOH
dans du PBS 1x puis filtrée avec des filtres de 0,22 um. Les cellules sont traitées en

phase exponentielle de croissance.

I1.3. Test de viabilité et de prolifération cellulaire
Le nombre de cellules viables est déterminé suite a un test d'exclusion au bleu
de Trypan (BioWhittaker®, Lonza). En effet, les cellules vivantes sont capables de
rejeter activement le colorant dans le milieu extracellulaire, elles apparaissent alors
blanches au microscope. Au contraire, les cellules mortes, ne possédant plus la
capacité d’expulsion, apparaissent bleues. Les cellules sont comptées de manicre
semi-automatique grace au compteur Cedex XS (Innovatis, Roche) qui fournit la

concentration cellulaire ainsi que la viabilité.

111.4. Evaluation de ’apoptose par microscopie

L’étude microscopique des cellules est réalisée apreés le marquage de un
million de cellules au Hoechst 33342 (Invitrogen™™) a 1 pg/mL pendant 15 minutes a
37°C puis dans une solution d’iodure de propidium (IP, Sigma, 1 pg/mL). Le Hoechst
33342 pénetre et colore les noyaux en bleu permettant, ainsi, d’observer la
morphologie nucléaire. L'IP se lie aux bases des acides nucléiques mais ne pénétre
que dans les cellules qui ont perdu I'intégrité de leur membrane, dénotant d’un état
nécrotique ou apoptotique tardif. Ainsi, la numération des cellules apoptotiques,

nécrotiques et vivantes peut étre réalisée.
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LS. Evaluation de la différenciation érythroide par le

test a la benzidine

La différenciation des cellules K-562 vers la voie érythroide est associée a une
production d'hémoglobine. L'hémoglobine permet la transformation du peroxyde
d'hydrogéne en oxygene moléculaire. Ce dernier oxyde la benzidine qui devient bleue
et colore ainsi les cellules différenciées. Le test est réalisé avec de 3.10° cellules qui
sont centrifugées 7 minutes a 350 g puis lavées avec du PBS 1x. Ensuite, les cellules
sont incubées a 'obscurité avec 100 pL de solution de chlorure de sodium 0,9% et 50
pL du mélange benzidine (0,2% dans 0,5 M d'acide acétique, Sigma) et peroxyde
d'hydrogéne (110 volumes, Sigma). Aprés 20 minutes d'incubation, le mélange est
dilué avec 300 puL de chlorure de sodium 0,9% et les cellules positives a la benzidine

sont comptées sur lame de Malassez.

I11.6. Etude du cycle cellulaire par cytométrie en flux

Un million de cellules est lavé au PBS 1x puis fixé a I’éthanol 70%. Aprés une
incubation de 20 minutes a 1’obscurit¢ dans une solution dTP (1 pg/mL) et de
ARNase (0,1 pg/mL, Roche), les échantillons sont analysés par cytométrie en flux
grace a ’appareil FACS Calibur (BD) piloté par le logiciel Cell Quest Pro (BD) qui
intégre les paramétres de taille, de granulosité et de fluorescence de chaque cellule. La
détection du signal est basée sur la fluoresce de I'IP qui est fonction de la quantité
d’ADN.

L’analyse des résultats est réalisée grace au logiciel FlowJo. Les doublets sont
¢liminés de la population grace a la fonction de FL2A (correspondant a la
fluorescence émise par I'IP en tenant compte de la surface de la cellule). La méthode
Dean-Jet-Fox permet de définir les différentes phases du cycle cellulaire et d'obtenir

le pourcentage de cellules dans chacune des phases.

II1.7. Analyse des phases mitotiques
Les cellules sont colorées grace au kit Diff-Quik (Medion Diagnostics) qui
suit le méme principe que la coloration au May-Griinwald-Giemsa. Ce kit permet de
mettre en évidence les éléments cellulaires acides tel que I'ADN et basiques comme le

cytoplasme. Ainsi, une solution de 100 pL de PBS Ix contenant 2.10° cellules est
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projetée sur une lame de verre par cytocentrifugation (Cytofuge®2 de STAT Spin)
pendant 4 minutes a 700 tpm. Les lames obtenues sont trempées pendant 30 secondes
dans des bains successifs contenant les solutions fixative, colorante I et colorante II
puis rincées avec de l'eau neutre [1 L d'eau distillée additionné d'une pastille pour
ajuster le pH a 6,8 (Buffer tablets, MERCK)]. Les lames sont ensuite séchées a l'air
libre puis les cellules sont analysées par microscopie. Basé sur la morphologie du
noyau et la coloration cellulaire, les cellules des différentes phases de la mitose ou en

interphase sont comptées.

IIL.8. Mesure de P’activité enzymatique désacétylase

L’activité de désacétylation des protéines est mesurée grice a un substrat
synthétique possédant des groupements acétyles, un fluorophore et un « quencher ».
Une solution de « développeur » permet le clivage du substrat uniquement si il a été
désacétylé libérant ainsi le groupement fluorescent et induisant I'émission de
fluorescence (Figure 14).

Afin de tester I’effet des composés sur I’activité enzymatique de différentes
isoenzymes de HDAC, les protéines recombinantes (Enzo) sont incubées avec un
substrat (Enzo) et un tampon spécifique a l'isoenzyme. Le temps d’incubation a 37°C
dépend également de 1'isoenzyme testée. Les conditions optimisées sont présentées
dans le Tableau 8. Aprés incubation du substrat avec la source enzymatique, la
réaction est arrétée par ajout d’une solution de « développeur » additionnée de SAHA
(inhibiteur des HDAC des classes I, Il et IV ; 1 uM) ou de nicotinamide (inhibiteur
des HDAC de la classe III ; 1 mM). Apres 10 minutes d’incubation a température
ambiante, la fluorescence est mesurée grace a I’appareil Spectra MAX Gemini
(Molecular Devices) piloté par le logiciel Soft Max Pro avec une longueur d’onde
d’excitation a 360 nm et d’émission a 460 nm. La fluorescence basale émise par le
substrat est soustraite de chaque échantillon, un contréle du solvant, de 1’activité

HDAC et de I’inhibition de I’activité par le SAHA étant réalis¢ a chaque essai.
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Figure 14: Principe de la mesure de ’activité HDAC in vitro.

Le substrat conjugué a un fluorophore (Fluo) est incubé en présence de protéines totales ou de
protéines recombinantes purifiées possédant une activité de désacétylase (HDAC). La
réaction est ensuite arrétée par la solution de « développeur » contenant du SAHA. Le
« développeur » clive le substrat uniquement s’il est désacétylé, libérant ainsi le fluorophore.
La fluorescence émise est alors mesurée.

Tableau 8: Conditions utilisées pour la détection de Dactivité enzymatique des
isoenzymes des HDAC in vitro.

Le tampon d’incubation des isoenzymes HDACI, 2, 3, 6, 10 et 11 ainsi que les SIRT1, 2 et 3
est composé de Tris-HCl pH8 50 mM ; NaCl 137 mM ; KCI1 2,7 mM ; MgCl, ImM et ASB
1 mg/mL. Le méme tampon d’incubation est utilisé pour l'isoenzyme 8 mais additionné de
10% polyéthyleéne glycol.

Quantité Cofacteur Temps
Enzyme  d’enzyme Substrat (concentration) . d’incubation

. (concentration) .

(U/puits) (min)
HDAC1 05 Fluor de lys-SIRT1 (10 uM) NA 60
HDAC2 0,5 Fluor de lys-SIRT1 (20 uM) NA 30
HDAC3 0,5 Fluor de lys-SIRT1 (10 uM) NA 30
HDAC6 0,5 Fluor de lys-SIRT1 (10 uM) NA 60
HDACS 1 Fluor de lys-HDACS (50 uM) NA 15
HDAC10 0,5 Fluor de lys-SIRT1 (20 uM) NA 30
HDACI11 1 Fluor de lys-SIRT1 (10 uM) NA 30
SIRT1 1 Fluor de lys-SIRT1 (50 uM) NAD" (250 uM) 30
SIRT2 5 Fluor de lys-SIRT2 (50 uM) NAD" (250 uM) 30
SIRT3 5 Fluor de lys-SIRT2 (25 uM) NAD" (1000 uM) 30

NA: non applicable.
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I11.9. Extractions protéiques

I11.9.1. Extraction des protéines totales
Des culots cellulaires de cinq millions de cellules sont suspendus avec une
solution de MPER®™ (Thermo), d’inhibiteurs de protéases (Complete EDTA-free,
Roche) et de SAHA (10 uM). Les échantillons sont placés sous agitation douce
pendant 10 minutes a température ambiante puis centrifugés 15 minutes a 14000 g a
4°C. Les protéines totales se trouvant dans le surnageant sont dosées par la méthode

de Bradford avant d’étre conservées a -80°C.

I11.9.2. Extraction acide des protéines

Des culots cellulaires de cinq millions de cellules sont lysés aprés ajout de
1 mL de tampon de lyse (Tris-HCI pH8 10 mM ; KCl 1 mM ; MgCl, 1,5 mM ; DTT
1 mM ; inhibiteurs de protéases 1x) sous une agitation douce pendant 30 minutes a
4°C. Les noyaux sont collectés par centrifugation pendant 10 minutes a 10000 g a 4°C
puis lysés dans 400 pL d’acide sulfurique 0,4 N sous agitation douce pendant
30 minutes a 4°C. Apres une centrifugation de 10 minutes a 13000 g, les surnageants
sont transférés dans des nouveaux tubes auxquels est ajouté, goutte-a-goutte, de
I’acide trichloracétique jusqu'a une concentration finale de 25%. Apres 30 minutes
d’incubation a 4°C, les protéines sont centrifugées 10 minutes a 13000 g a 4°C. Les
culots enrichis en histones sont lavés deux fois avec 500 uL d’acétone froid puis sont
suspendus dans 100 pL d’eau. Les protéines sont ensuite dosées par la méthode de

Bradford avant d’étre conservées a -80°C.

I11.9.3. Extraction des protéines cytoplasmiques et nucléaires

Des culots cellulaires de cinq millions de cellules sont suspendus dans une
solution de lyse des membranes cytoplasmiques (Hepes pH7,9 10 mM ; KCI 10 mM ;
EDTA 0,1 mM ; EGTA 0,1 mM ; DTT 1 mM ; inhibiteur de protéases 1x ; SAHA
10 pM). Les échantillons sont incubés 15 minutes sur la glace, puis 25 uL d'Igepal®
10% sont ajoutés. Aprés une agitation vigoureuse pendant 10 secondes suivie d'une
centrifugation pendant 30 secondes a 13000 g a 4°C, les surnageants contenant la
fraction cytoplasmique sont collectés. Les culots sont suspendus dans une solution de

lyse des noyaux (Hepes pH7,9 20 mM ; NaCl 400 mM ; EDTA 1 mM ; EGTA
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I mM ; glycérol 20% ; DTT 1 mM ; inhibiteur de protéases 1x ; SAHA 10 uM).
Aprées une agitation vigoureuse a 4°C pendant 15 minutes, les surnageants contenant
la fraction nucléaire sont récupérés apres 15 minutes de centrifugation a 4°C a
13000 g. Les protéines de chaque fraction sont dosées par la méthode de Bradford

puis conservées a -80°C.

I11.9.4. Isolation des fractions solubles et insolubles

Des culots cellulaires de cinq millions de cellules sont incubés pendant
5 minutes sur la glace dans 1 mL d'une solution de lyse (PIPES pH6,9 0,1 M ;
glycérol 2 M ; MgCl, 5 mM ; EGTA 2 mM ; Triton X-100 0,5% ; inhibiteurs de
protéases 1x ; paclitaxel 4 uM). Apres une centrifugation de 45 minutes a 16000 g a
4°C, le surnageant contenant la fraction soluble est récupéré et dosé par la méthode de
Bradford. Le culot contenant la fraction insoluble est suspendue dans 100 pL d'une
solution d'urée (Tris-HCI pH6,8 62,5 mM ; l'urée 6 M ; SDS 2% ; glycérol 10%; bleu
de bromophénol 0,00125%) et lysés pendant 2 minutes par 4 cycles de sonication a
4°C dans un bain a ultrasons (Bioruptor®, Diagenode) a la puissance maximale. Les

échantillons sont conservés a -80°C.

I11.9.5. Dosage des protéines par la méthode de Bradford
A 160 pL d'une dilution appropriée de chaque échantillon sont additionnés
40 uL de réactif de Bradford (Biorad). Aprés une incubation de 5 minutes a
température ambiante, 1’absorbance est lue a 590 nm grace a I’appareil
SpectraCountTM (Canberra Packard) piloté par le logiciel Plate-reader. L’équation de
droite de la gamme standard d'albumine de sérum bovin (ASB, de 1 a 20 pg / mL)

permet de déterminer la concentration protéique des échantillons.

II1.10.  Western Blot
Les protéines, additionnées de tampon Laemmli (Tris-HCI pH6,8 0,125 M ;
glycérol 20% ; SDS 4% ; 2-B-mercapto-éthanol 5% ; bleu de bromophénol 0,005%),
sont dénaturées puis chargées sur un gel de polyacrylamide constitué d’un gel de
concentration 4% (Tris-HCI pH6,8 125 mM ; SDS 0,1% ; ammonium persulfate
0,1% ; TEMED 0,1 % v/v; acryl/bisacry 37,5:1 4%,) et d’un gel de séparation dont le
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pourcentage est ajusté selon la taille de la protéine d’intérét (Tris-HCI pHS,8
373 mM ; SDS 0,1% ; ammonium persulfate 0,1% ; TEMED 0,1 % v/v ; acryl/bisacry
37,5:1). Aprés migration, les membranes PVDF (polyvinylidene fluoride) sont
activées pendant 10 secondes dans du méthanol et incubées, ainsi que les gels,
10 minutes dans du tampon de transfert. Le transfert est réalis¢ lh a 100 Volts
constants a froid. Les membranes sont ensuite incubées avec 1’agent bloquant,
I’anticorps primaire puis secondaire dans les conditions optimisées présentées dans le

Tableau 9.

Tableau 9: Conditions d’utilisation des anticorps pour les Western Blots.

La dénaturation des échantillons est réalisée pendant 5 minutes a 100°C, hormis pour la
détection de PARP (poly-ADP ribose polymérase) et de sa forme clivée ou la dénaturation est
faite a 80°C pendant 5 minutes. La saturation des membranes est réalisée 1 heure a
température ambiante dans du PBS-Tween contenant 5% d'agent bloquant. Les anticorps
primaires sont incubés toute la nuit a 4°C dans du PBS-Tween contenant 5% d'agent
bloquant ; et les anticorps secondaires (Santa Cruz) sont incubés 1 heure a température
ambiante dans du PBS-Tween contenant 5% de lait.

Cible Anticorps primaire Anticorps secondaire
Nom Taille  Fournisseur Saturation Agent Héte Dilution de
(kDa) (Référence) de la bloquant, I'anticorps
membrane dilution de
I'anticorps
Acti 42 Sigma Lait Latt, Souri 1/10000
ctine-f (A5441) 1/20000 ourts
Calbiochem . Lait, Souris (BD
BCL-2 25 (OP60) Lait 1/2000 Pharmingen) 1/5000
BD Biosciences . Lait, )
BCL-xL 32 (610212) Lait 1/1000 Lapin 1/4000
210 et Santa Cruz (sc- . . .
Ber-Abl 120 131) Lait Lait, 1/250  Lapin 1/2500
12, 15 Cell Signalling . ASB, .
BIM ot 23 (2819) Lait 1/1000 Lapin 1/4000
17/19  Cell Signalling . Lait, .
Caspase 3 ot 35 (9668) Lait 1/1000 Souris 1/4000
20, 30 Cell Signalling . Lait, .
Caspase 7 ot 35 (9494) Lait 1/1000 Souris 1/2000
18, 43, Cell Signalling . ASB, .
Caspase 8 57 (9746) Lait 1/1000 Souris 1/4000
10, 35 Cell Signalling . Lait, .
Caspase 9 ot 47 (9502) Lait 1/1000 Lapin 1/10000
Santa Cruz (sc- . Lait, .
Cdk2 34 163) Lait 12000 Lapin 1/5000
Cdk2 Santa Cruz (sc- ASB, .
phosphorylé 34 101656) ASB 1/2000 Lapin 1/5000
. Cell Signalling . Lait, .
Cycline A 55 (4656S) Lait 1/2000 Souris 1/5000
Cycline B1 58 Upstate (5373) Lait Lait, Souris 1/5000
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1/2000

Cycline D1 36 éﬁ;?;gnamng Lait ‘{*E?o’ . Souris 1/5000
Cycline E ‘5‘2 et (Cﬁég)igna”mg Lait ﬁgéo Souris 1/5000
GRP78 78 (Ssint&gg‘g; Lait Iffﬁié’oo Lapin 1/4000
HDACG6 160 (Ssitialgzrg; Lait If/Elzig’OO Lapin 1/1000
Histone H4 14 ?g;llg%‘g)e ASB Il*/azig’o oo Lapin 1/5000
e WK Ml e om
fc‘::;’l‘:; He 4 Upstate (31992)  ASB Il“ /asigo o Lapin 1/5000
T s NS P
fcl::;)llzz PRI g 1(\111612?;(;266) Lait %/aliz)’ooo Lapin 1/5000
HSP900. 90 (Sstrrfzs_ggf‘%) Lait it o Rat 1/5000
Ku70 70 gbb‘;zrfso) Lait %/351300 Lapin 1/10000
Lamine B 65 gg‘fg‘) Cruz (se-p gi¢ s Chévre 1/5000
Lysine acétylée ?fgfg’g) ASB ‘{*/?35 0 Lapin 1/5000
MCL-1 40 gﬂ;ggnamng ASB ﬁgéo Lapin 1/4000
p21 21 gi“;;a Cruz(se- ot Iff‘fé’o . Souris 1/4000
PARP 5:‘11869 (C;;lélus)ignahng Lait If/ElliE;OO Lapin 1/4000
PCNA 34 Sggtj‘)cmz (e [ ait If/&;iz)’ooo Lapin 1/30000
Tubuline-o 55 (C(;l%ig)chem Lait %/asigoo Souris 1/5000
Egz’t‘;'ligee"‘ 5 e3050) Lait et . Souris 1/5000
XIAP 57 ?g;ﬁ;"fdences Lait %/?E)’oo Souris 1/5000

L’actine-f} et la lamine B ont été utilisées comme contrdles de chargement des gels sauf pour
les gels utilisés pour I’analyse des histones et de leur acétylation. Ces derniers ont été colorés

avec une solution de bleu de Coomassie (bleu de Coomassie 0,05% p/v ; méthanol 50% ;

acide acétique 10%) afin de révéler I'histone H1. La décoloration est réalisée avec un mélange
de méthanol (20%) et d’acide acétique (10%) et les gels sont photographiés grace a ’appareil

Molecular Imager® Gel Dox™ XR (BioRad) piloté par le logiciel Quantity One®. Le signal de
chimio-luminescence est révélé grace au kit ECL Plus Western Blotting Detection System et

I’acquisition est réalisée avec le systeme ImageQuant LAS 4000 mini (GE Healthcare).
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La quantification des blots est réalisée grace au logiciel ImageQuant TL en
utilisant la méthode de soustraction du bruit de fond Rolling Ball. Les rapports
d'intensités entre la protéine d'intérét et la protéine de référence sont rapportés par

rapport au contrdle solvant et sont présentés sous forme d'histogramme sous les blots.

III.11.  Marquage intracellulaire

Les cellules en suspension ou adhérentes (5 millions) sont cultivées dans des
chambres de culture sur lame (Millicell® EZ slide, Millipore), lavées avec du PBS 1x
puis fixées pendant 15 minutes a température ambiante dans l'obscurité avec 2% de
paraformaldéhyde-PBS 1x. Les membranes cellulaires sont perméabilisées suite a une
incubation de 8 minutes a température ambiante avec 0,1% de Triton X-PBS 1x. Les
cellules sont ensuite incubées séquentiellement avec les anticorps primaires et
secondaires aux concentrations indiquées dans le Tableau 10 pendant 1 heure a
température ambiante. Ensuite, les échantillons sont incubés 10 minutes a température

ambiante avec 1 pg/mL de Hoechst 33342 et analysés par microscopie a fluorescence.

Tableau 10: Conditions d'utilisation des anticorps pour le marquage intracellulaire.
Les anticorps secondaires sont dilués au 1/100 et proviennent de Invitrogen'" .

Dilution des

Anticorps primaire Follrrnisseur anticorns brimaires Antic0r’p§ secondaire
(référence) ps p (référence)
BAX 6A7 (Ssin%gsrgf 1/50 Souris (A11031)
HDAC6 (Ssitftlalfégi 1/100 Lapin (A11036)
Tubuline-a (C(;l%ig)chem 1/100 Souris (A11029)

III.12.  Analyse de I’expression génique

ITL.12.1. Extraction des ARN
L’extraction des ARN est réalisée a partir d’un million de cellules, grace au kit
NucleoSpin® RNA II (Macherey-Nagel). Suite a la lyse cellulaire et 1’¢limination des
débris, les acides nucléiques sont retenus sur une colonne de silice. L’ADN est ensuite
dégradé par une incubation avec de 'ADNase, et les ARN sont lavés et élués. La
concentration des ARN est calculée a partir de I'absorbance des échantillons a 260 nm

(NanoDrop) et ces derniers sont conservés a -80°C.
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I11.12.2. Transcription inverse

Un mélange de un pg d’ARN et de 0,5 ng d’oligo-dT est incubé a 70°C
pendant 10 minutes afin de dénaturer I’ARN, suivie d’une incubation de 5 minutes a
4°C. A ce mélange, sont ajoutés, du tampon de transcriptase inverse 1x (Tris-HCI
pHS8,3 50 mM ; KC1 40 mM ; DTT 10 mM ; MgCl, 7 mM), 0,5 mM de chaque dNTP,
10 mM DTT, 40 unités d’inhibiteur de ARNase et 50 unités de transcriptase inverse
SuperScript II (Invitrogen™). La réaction de transcription inverse est réalisée a 42°C
pendant 1h30 puis I’enzyme est inactivée pendant 15 minutes a 70°C. Enfin, les ARN
sont digérés par 1,5 unités de ARNase H a 37°C pendant 20 minutes, et les ADNc

sont conserveés a -20°C.

IT1.12.3. Amplification par PCR en temps réel

L’amplification de 8 ng d’ADNc est réalisée en présence de Power SYBR™
Green PCR Master Mix 1x (Applied Biosystem) additionné de 0,1 uM d’amorces
sens et anti-sens spécifiques des génes d'intéréts (Tableau 11). L’amplification et la
détection de la fluorescence des produits de PCR sont réalisées dans un appareil a
PCR en temps réel (7300 Real Time PCR System, Applied Biosystems) piloté par le
logiciel 7300 System software suivant le programme: 40 cycles composés d'une étape
de dénaturation a 95°C pendant 15 secondes et d'une étape d'hybridation et
d'amplification a 60°C pendant 60 secondes. Une courbe de dissociation est réalisée
afin de s’assurer que lors de la réaction d'amplification, il n'y a pas eu d'amplification
de produits aspécifiques, ni de formation de diméres d'amorces. Les données sont
obtenues sous formes de Ct (cycle threshold) qui correspondent au nombre de cycles
nécessaire a la détection des produits de PCR. Les résultats sont analysés grace
I’équation suivante: 274" = (Cteenecible-Clatnempportewn) 10 gane rapporteur utilisé dans

cette étude étant 1’actine-f3.

I11.12.4. Immunoprécipitation de la chromatine
Dix millions de cellules a une concentration de 5.10° cellules / mL sont
incubées pendant 8 minutes a température ambiante avec 0,8% de formaldéhyde (MP
Biomedical) sous agitation afin de créer des liaisons covalentes entre les molécules
d'ADN et protéiques. L’action du formaldéhyde est stoppée par I’ajout de 0,125 M de

glycine. Aprés 10 minutes d’incubation a température ambiante sous agitation, les
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cellules sont lavées deux fois avec du PBS 1x a 4°C. Les cellules sont lysées avec
I mL de tampon de lyse cellulaire (Tableau 12) pendant 15 minutes a 4°C sous
agitation douce puis centrifugées 5 minutes a 2500 g a 4°C. Les noyaux sont
suspendus dans 300 pL de tampon de lyse nucléaire et incubés 10 minutes sur la
glace. La chromatine est ensuite fragmentée pendant 4 minutes par 8 cycles de
sonication (alternance 30 secondes ON, 30 secondes OFF) a 4°C dans un bain a
ultrasons (Bioruptor®) a la puissance maximale. Les débris sont éliminés par
centrifugation 10 minutes a 14000 g a 4°C, et la chromatine fragmentée est transférée
dans de nouveaux tubes. Afin de diminuer le bruit de fond de 1'immunoprécipitation,
35 uL de suspension de protéine A agarose conjuguée (Millipore) sont ajoutées aux
échantillons qui sont incubés 30 minutes a 4°C sous agitation douce puis centrifugés
5 minutes a 350 g a 4°C. La chromatine est diluée 10 fois dans du tampon de dilution
et un volume correspondant environ a 2 millions de cellules est utilis¢ par
immunoprécipitation. Les anticorps primaires pour l'immunoprécipitation sont ajoutés
aux dilutions indiquées dans le Tableau 13 et les échantillons sont incubés toute la
nuit a 4°C sous agitation douce.

En parallele, 10% de la chromatine diluée est conservée a 4°C et servira
d'input. Aprés l'incubation, 25 pl. de suspension de protéine A agarose conjuguée
sont ajoutés aux échantillons qui sont incubés 2 heures a 4°C sous agitation douce
puis centrifugés 3 minutes a 350 g a 4°C. Cette étape permet de précipiter les
complexes anticorps-antigénes qui seront lavés successivement par les tampons de
lavage 1, 2, 3, le tampon Tris-EDTA (TE) additionné d'inhibiteurs de protéases puis
par le tampon TE sans inhibiteurs de protéases. Afin de défaire les interactions entre
les anticorps, les billes et les protéines, 60 puL. de tampon d'élution sont ajoutés et les
¢échantillons sont vigoureusement agités pendant 10 minutes a température ambiante
puis centrifugés 3 minutes a 350 g a 4°C. Les surnageants sont transférés dans de
nouveaux tubes. Pour inverser les liaisons covalentes, le volume des inputs est
réajusté a 120 uL et dans tous les échantillons sont ajoutés 200 mM de NaCl et
125 pg/mL d'ARNase qui sont incubés 5 heures au bain-marie a 67°C. Les protéines
sont digérées 1 heures a 45°C suite a 1'ajout de 10 mM d'EDTA pHS, 40 mM de Tris-
HCI pH®6,5 et 300 pg/mL de protéinase K. L'ADN est purifié grace au kit QIAquick
PCR purification (QIAGEN) avec un volume d’¢lution de 85 pL et analysé par PCR
en temps réel (voir I11.12.3) grace aux amorces présentées dans le Tableau 14. Les

données sont obtenues sous forme de Ct et sont analysées afin d'exprimer les résultats
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sous forme d'enrichissement spécifique au promoteur. Cet enrichissement correspond
a la fraction totale / input de la protéine d'intérét auquel la fraction totale / input de

1'[gG a été soustraite.

Tableau 11: Séquences des oligo-nucléotides utilisés pour les expériences d'amplification
par PCR en temps réel.
Le nom des génes cibles, les séquences sens (s) et les séquences anti-sens (as) sont indiqués.

Gene cible Séquence

s: 5’-CTCTTCCAGCCTTCCTTCCT-3’

Actine-fs as: 5’-AGCACTGTGTTGGCGTACAG-3’
BAx s: 5"-GGGGACGAACTGGACAGTAA-3’
as: 5-CAGTTGAAGTTGCCGTCAGA-3’
J— s: 5"-CAACACAAACCCCAAGTCCT-3’
as: S-TCTTGGGCGATCCATATCTC-3’
s: 5"-AGATCCCCGCTTTTCATCTT-3’
BIM LEL as: S-TACCCACTGGAGGATCGAGA-3’
BIM SLEL s: 5"-AATTACCAAGCAGCCGAAGA-3’

as: 5’-CAATGCATTCTCCACACCAG-3’

s: 5’-GACTCTCAGGGTCGAAAACG-¥’
as: 5’-GGATTAGGGCTTCCTCTTGG-3’

s: 5’-AATAAGGAAGCGACCTGCAA-3’

CDKNIA (p21)

CDKNIB (p27) as: 5-GGGGAACCGTCTGAAACATT-3’
s: 5"-AGAGATCAGCGCCTGAGAAG-3’
CDKNIC (p57) as: 5"-TGGGCTCTAAATTGGCTCAC-3’
s: 5" TGCACAAAATGGATTTGGAA-3’
CDKN2C (p18) as: 5"-CGAAACCAGTTCGGTCTTTC-3’
5 5°-CCGTGGGGTTATGTATCAG-3’
CDKN2D (p19) as: 5"-AAGCCACAAACTGTGCTCCT-3’
PeNA s: 5-GGCGTGAACCTCACCAGTAT-3’
as: 5-AGGTATCCGCGTTATCTTCG-3’
1873 73 s: 5-CCCACCACTTTGAGGTCACT-3

as: 5’-TTCTTCAAGAGCGGGGAGTA-3’
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Tableau 12: Solutions pour I'immunoprécipitation de la chromatine.

Toutes les solutions, sauf celle utilisée pour 1'élution, contiennent un cocktail d'inhibiteurs de
protéases (Complete EDTA-free).

Solutions Composition Concentrations finales
Lyse cellulaire PIPES 5 mM
KCl 85 mM
Igepal® 0,5%
Lyse nucléaire Tris-HCI pHS8.1 50 mM
EDTA 10 mM
SDS 1%
Dilution SDS 0,01%
Triton X-100 1,1%
EDTA 1,2 mM
Tris-HCI pHS8.1 16,7 mM
NaCl 167 mM
Complete EDTA-free 1x
Lavage 1 SDS 0,1%
Triton X-100 1%
EDTA 2 mM
Tris-HCI pHS8.1 20 mM
NaCl 150 mM
Complete EDTA-free 1x
Lavage 2 SDS 0,1%
Triton X-100 1%
EDTA 2 mM
Tris-HCI pHS8.1 20 mM
NaCl 500 mM
Complete EDTA-free 1x
Lavage 3 EDTA I mM
Tris-HCI pHS8.1 10 mM
LiCl 250 mM
Igepal® 1%
Deoxycholic acid 1%
Complete EDTA-free 1x
Tris-EDTA (TE) EDTA 1 mM
Tris-HCI pHS8.1 20 mM
Complete EDTA-free 1x
Elution NaHCO; 50 mM
SDS 1%

75



Matériel et méthodes

Tableau 13: Conditions d'utilisation des anticorps pour l'immunoprécipitation de la

chromatine.

Anticorps
Cible
Fournisseur (Référence) Dilution
ARN Polymérase 11 Upstate (31992) 1/300
Histone H4 acétylée Upstate (31992) 1/600
IgG souris normal Santa Cruz (sc-2025) 1/600

Tableau 14: Séquences des oligo-nucléotides utilisés pour les expériences
d'immunoprécipitation de la chromatine.
Les séquences sens (s) et les séquences anti-sens (as) sont indiquées.

Localisation par rapport

Promoteur ciblé au site d'initiation de la Séquence
transcription
BIM 0.2 kb s: 5>-GGAGGCTAGGGTACACTTCG-3’
o as: 5’-GGCGTGTTTACCGGAGTAAC-3’
’1 1 kb s: 5>-CCGAAGTCAGTTCCTTGTGG-3’
P as: 5’-CGCTCTCTCACCTCCTCTGA-3’

III.13.  Analyses statistiques
Les variations entre les différents échantillons ont été évaluées a 1’aide du test
de Student pour des échantillons indépendants. Le seuil de significativité utilisé est de

p <0,05.
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IV. Résultats

L’objectif principal de cette étude est de caractériser le potentiel anti-
cancéreux d’acides 4-hydroxybenzoiques et d'analyser l'implication éventuelle de
leurs propriétés inhibitrices des HDAC. Nous analyserons d’abord la sélectivité des
molécules par rapport aux différentes isoenzymes de HDAC. Ensuite, nous

¢valuerons les effets moléculaires et cellulaires de ces composés.

IV.1. Inhibition in vitro de activité désacétylase
d'isoenzymes de HDAC par les acides 4-
hydroxybenzoiques

Les acides 4-hydroxybenzoiques 3b, Sb, 6d, 6e, 7b, 8b, 9d, 12a, 13a, 13b,
13c et 17b inhibent I’activité HDAC totale. Ces composés ont ensuite été testés afin
d’évaluer leur potentiel inhibiteur de I’activit¢é de désacétylation de différentes
isoenzymes de HDAC. Les résultats montrent que les composés 3b, Sb, 6d, 8b et 12a
sont inactifs. L'inhibition observée sur l'activit¢ HDAC totale peut étre expliquée par
une faible inhibition de plusieurs isoenzymes. Les résultats observés avec les
composés 7b et 13a montrent une inhibition spécifique de HDAC6 avec des Clsy
respectives de 20 et 0,2 uM (Tableau 15). Le composé 6e inhibe les HDACI, 2, §, 6
et 10 avec des Clso respectives de 11, 61, 14, 69 et 100 uM. Le composé 9d inhibe les
HDACI et 11 avec des Clsg respectives de 82 et 100 uM. Le composé 13b inhibe les
HDACI, 2, 3 et 11 avec une Clsy comprise entre 4 et 75 uM. Le composé 13¢ inhibe
les HDACI, 2, 6 et 11 avec des Clso comprises entre 0,6 et 14 uM. Enfin, le composé
17b n'inhibe que l'isoenzyme HDACS avec une Clso de 77 uM. L’effet des composés
6e, 7b, 9d, 13a, 13b, 13¢ and 17b a aussi été testé in vitro sur I’activité¢ HDAC des
sirtuines 1, 2 et 3. Les résultats montrent que le composé 13b inhibe I’activité de ces
trois enzymes avec des Clsp comprises entre 12 et 96 uM. Le composé 13¢ quant a lui
n'inhibe que P’activité de la sirtuine 1 avec une Clsy de 29 uM, alors que les composés

6e, 7b et 13a ne ciblent pas cette classe de HDAC.
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Tableau 15: Effet des acides 4-hydroxybenzoiques sur I’activité d’isoenzymes de HDAC.
Clso: concentration inhibitrice de 50% de l'activité enzymatique, inactif signifie Clsp >
100 uM.

HDAC Clsp (nM)
Classe Membre 6e 7b 9d 13a 13b 13¢ 17b
I HDAC1 11 Inactif 82 Inactif 5 12 Inactif
HDAC2 61 Inactif Inactif Inactif 40 8 Inactif
HDAC3 Inactif  Inactif Inactif Inactif 75 Inactif  Inactif
HDACS 14 Inactif Inactif Inactif Inactif Inactif 77
IIb HDAC6 69 0,2 Inactif 20 Inactif 14 Inactif
HDAC10 100 Inactif Inactif Inactif Inactif Inactif Inactif
111 SIRT1 Inactif  Inactif ND Inactif 12 29 ND
SIRT?2 Inactif  Inactif ND Inactif 56 Inactif ND
SIRT3 Inactif  Inactif ND Inactif 96 Inactif ND
v HDAC11 Inactif  Inactif 100 Inactif 4 0,6 Inactif

ND: non déterminé.

Au regard des résultats obtenus in vitro, la suite de I'étude est réalisée sur les
composés inhibiteurs qui ciblent plusieurs HDAC 13b, 13c¢ et 6e (premicre partie), et
sur les composés spécifiques de HDACG6 13a et 7b (seconde partie).

In vitro, les composés 13b, 13¢ et 6e sont des inhibiteurs de plusieurs HDAC alors

que les composés 13a et 7b inhibent spécifiquement I’isoenzyme HDAC6.

IvV.2. Etude in cellulo des acides 4-hydroxybenzoiques
qui inhibent plusieurs HDAC

IV.2.1. Effet des composés 13b, 13c¢ et 6e sur I’acétylation de cibles
protéiques des HDAC

Afin de tester si les composés 13b, 13¢ et 6e sont capables d’inhiber des
activités d’HDAC in cellulo, le statut d’acétylation de protéines-cibles des HDAC a
été étudié. Les isoenzymes des classes I, II et IV ciblent l'acétylation des histones et le
substrat principal de HDAC6 est la tubuline-a. Une faible augmentation de
I’acétylation de I’histone H4 a été observée apres 24 heures de traitement des cellules
K-562 avec 100 uM de composé (Figure 15A).

L’examen de I’acétylation de la tubuline-o montre une induction modérée
avec les composés (Figure 15B). L’inhibition de I’acétylation des HDAC par le
SAHA, utilis¢ en tant que controle positif, induit 1’acétylation de 1'histone H4 et de la

tubuline-a, en accord avec la littérature.
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Figure 15: Effet d'acides 4-hydroxybenzoiques sur I’acétylation de I’histone H4 et de la
tubuline-a.

Les cellules K-562 ont ét¢ traitées avec une concentration croissante de composés pendant
24 heures et ’acétylation de I’histone H4 (A) et de la tubuline-a (B) a été étudiée par Western
Blot. La coloration au bleu de Coomassie et 1’actine-p sont utilisées en tant que contrdles de
chargement. Le DMSO (D) est utilis¢ comme controle solvant et le SAHA (S, 2 uM) est
utilisé comme inhibiteur de HDAC de référence. Le ratio d'intensité de la protéine d'intérét
sur le contrdle de charge est présenté sous les blots.

Afin d'étudier l'effet des acides 4-hydroxybenzoiques sur l'acétylation des
cibles des HDAC en fonction du temps, les cellules K-562 ont été traitées avec 50 uM
des composés 13b, 13c et 6e. Les résultats de Western Blots montrent une
augmentation du taux d’acétylation de 1’histone H4 et de la tubuline-a entre 12 et 24
heures de traitement avec le composé 13c alors que les composés 13b et 6e
n'induisent pas l'acétylation de ces protéines aux temps de traitement testés (Figure
16).

De plus, l'effet des composés sur l'acétylation de lysines spécifiques des
histones H3 et H4 a été¢ étudié. Le composé 13b induit l'acétylation de H4KS
d'environ 5 fois, de H3K9 et de H3K 14 d'environ 1,5 fois apres 6 heures de traitement
et de H4K16 de 1,8 fois apres 24 heures de traitement (Figure 16). Le composé 13¢
n'a pas d'effet sur H4K16 mais induit 1'acétylation de H4KS8 de 2 a 3,6 fois et H3K9
de 2 fois apreés 6 a 24 heures de traitement et de H3K 14 apres 24 heures de 1,7 fois.
Le composé 6e induit uniquement une augmentation de l'acétylation de H3K 14 de 1,4

a 1,7 fois entre 12 et 24 heures de traitement.
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Figure 16: Effet des acides 4-hydroxybenzoiques sur I’acétylation de la tubuline-a ainsi
que des histones H3 et H4.

Les cellules K-562 ont été traitées avec 50 uM des acides 4-hydroxybenzoiques ou 2 pM de
SAHA (S) aux temps indiqués. L’acétylation de la tubuline-a, de 1’histone H4 ainsi que des
lysines 8 et 16 de 1'histone H4 (H4K8 et H4K16) et des lysines 9 et 14 de 1'histone H3 (H3K9
et H3K14) a été évaluée par Western Blot. La coloration au bleu de Coomassie et 1’actine-f3
sont utilisées comme controles de chargement. Le DMSO (D) est utilis¢ comme contrdle
solvant. Les images sont représentatives de trois expériences indépendantes. La quantification
des blots est présentée sous forme d'histogramme sous les blots. Le test de Student a été
réalisé par rapport au controle solvant DMSO, avec * p<0,05 ; ** p<0,01 ; *** p<0,005.
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Les composés 13b, 13c et 6e induisent I’hyperacétylation des protéines cibles des
HDAC dans les cellules K-562, en adéquation avec I'inhibition de I'activité des

isoenzymes in vitro.

IV.2.2. Les composés 13b, 13c et 6e diminuent la prolifération
cellulaires des K-562
Dans le but d’étudier le potentiel anti-cancéreux des composés 13b, 13c et 6e,
la concentration des cellules K-562 a été déterminée a différents temps de traitement
(Figure 17). Le traitement des cellules avec 100 uM de chaque composé inhibe la
prolifération cellulaire de 55 a 75% deés 24 heures de traitement. Une diminution de la
croissance d'environ 50% est observée apres traitement avec 10 uM de composés 6e a

partir de 48h.
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Figure 17: Effet des composés 13b, 13c¢ et 6e sur la prolifération cellulaire.

Les cellules K-562 ont été traitées avec une concentration croissante de composés pendant 24,
48 et 72 heures, puis les cellules négatives au bleu de Trypan ont été comptées. Les résultats
correspondent & la moyenne + 1’écart type de trois expériences indépendantes et le test de
Student a été réalisé par rapport au contréle solvant DMSO, avec * p<0,05 ; *** p<0,005.
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De nombreuses études ont montré que l'inhibition des HDAC pouvait
entrainer la différenciation des cellules cancéreuses (Rosato et al., 2003; Kumagai et
al., 2007). De plus, la différenciation des cellules K-562 peut étre principalement
induite vers la voie érythroide par de nombreux composés. Ainsi, nous avons testé si
l'inhibition de croissance observée (Figure 17) suite au traitement des cellules K-562
par les différents composés entraine la différenciation de ces cellules vers la voie
érythroide. Aprés 72 heures de traitement a 10 pM, le test a la benzidine révéele une
trés faible augmentation de 1'hémoglobinisation suite au traitement avec les composés
13b (5%) et 13c (8%, Figure 18). Le composé 6e n'a pas d'effet sur cette voie de
différenciation. L'hémine, utilisée comme inducteur de la voie érythroide de

référence, induit la différenciation de 60% de la population cellulaire.
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Figure 18: Effet des composés 13b, 13c et 6e sur la différenciation érythroide des cellules
K-562.

Les cellules ont été traitées 72 heures avec 10 uM d'acides 4-hydroxybenzoiques ou 30 pM
d'hémine, utilisée comme inducteur de référence de la voie érythroide. La différenciation vers
la voie érythroide a été évaluée par le test a la benzidine. Les résultats correspondent a la
moyenne + I’écart type de trois expériences indépendantes et le test de Student a été réalisé
par rapport au contréle solvant DMSO, avec * p<0,05 ; *** p<0,005.

IV.2.3. Les acides 4-hydroxybenzoiques modulent le cycle cellulaire

des cellules K-562
Des inhibiteurs d’HDAC peuvent réguler le cycle cellulaire. Par conséquent,
'observation de I’inhibition de prolifération observée précédemment (IV.2.2.) nous a
conduit a étudier I’influence des acides 4-hydroxybenzoiques sur le cycle cellulaire.
L’¢étude des différentes phases du cycle cellulaire a été réalisée par cytométrie en flux
apres différents temps de traitement avec 50 uM de composés. Les résultats présentés

dans la Figure 19 montrent que le traitement des cellules par 2 uM de SAHA pendant
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24 et 48 heures induit, comme report¢ dans la littérature, une accumulation des
cellules dans la phase GO/G1 d'environ 30% de la population cellulaire. Le traitement
des cellules K-562 par le composé 13b induit un arrét des cellules en phase GO/G1 a
48 heures de traitement (10%). Le composé 13c¢ entraine une diminution de la
population cellulaire dans les phases GO/G1 et G2/M et une augmentation de 15%
dans la phase S a 48 heures de traitement. Enfin, le traitement des cellules K-562 par
50 uM du composé 6e induit une accumulation des cellules dés 6 heures de traitement

en phase GO/G1 jusqu'a 24 heures (10 a 25%) puis en phase S apres 48 heures (15%).
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Figure 19: Effet des acides 4-hydroxybenzoiques sur le cycle cellulaire des K-562.

Les cellules K-562 ont été traitées avec 50 uM des composés indiqués pendant 6, 12, 24 et
48 heures, et la distribution des cellules dans les phases du cycle cellulaire est obtenue apres
marquage a l'iodure de propidium et analyse par cytométrie de flux. Le SAHA (2 uM) est
utilis€ comme inhibiteur de HDAC de référence. Les résultats correspondent & la moyenne +
I’écart type de trois expériences indépendantes et le test de Student a été réalisé par rapport au
contrdle 0, avec * p<0,05 ; ** p<0,01 ; *** p<0,005.
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L’expression du gene CDKNIA, qui code la protéine p21 impliquée dans la
régulation du cycle cellulaire, peut étre induite par des inhibiteurs d’HDAC (Druesne
et al., 2004; Nian et al., 2008). Afin de comprendre les mécanismes impliqués dans la
modulation du cycle cellulaire par les acides 4-hydroxybenzoiques, l'expression du
gene CDKNIA a été étudiée par PCR en temps réel (Figure 20A). Ces expériences
révelent que le composé 6e induit fortement l'expression du géne CDKNIA (22%
aprés 12 heures) alors que les composés 13b et 13¢ n'ont pas d'effet sur 1'expression
de ce gene. Le traitement avec le SAHA augmente de 16% I'ARNm de p21, comme
reporté dans la littérature.

Dans le but d'analyser si cette induction est due a une régulation
transcriptionnelle du géne CDKNIA, 'analyse des marques actives de la transcription
a été réalisée au niveau du site d'initiation de la transcription du promoteur de ce géne.
L'é¢tude de l'enrichissement de I'histone H4 acétylée et de I'ARN polymérase II par
ChIP révele une augmentation de ces marques suite au traitement avec le composé 6e
et le SAHA, en accord avec le niveau d’expression de I’ARNm de CDKNIA. Les
composés 13b et 13¢ n'ont pas d'effet sur 'enrichissement du promoteur de CDKN1A4
en marques actives (Figure 20B).

Afin d’approfondir I’analyse de 1’effet des acides 4-hydroxybenzoiques sur la
prolifération cellulaire, I'expression d'autres protéines régulatrices du cycle cellulaire
a ¢été analysée (Figure 20C). Le composé 13b n'affecte pas l'expression des geénes
CDKN2C (p18), CDKN2D (pl19), CDKNIC (p57), TP73 (p73) et PCNA. Le composé
13c diminue l'expression des génes TP73 (p73) et PCNA alors que le composé 6e
induit l'expression des génes CDKN2D (pl19) et CDKNIB (p27). Le SAHA induit
l'expression des genes CDKN2D (pl19) et CDKNIC (p57) et diminue celle des genes
CDKN2C (p18), TP73 (p73) et PCNA. L'analyse par Western Blot de PCNA montre
que les trois molécules induisent une diminution de cette protéine entre 12 et 48
heures de traitement. L'étude du taux d'expression des cyclines impliquées dans la
progression du cycle cellulaire par Western Blot montre que seuls les composés 13b
et 6e induisent une diminution de la cycline B1 apres 24 heures traitement (Figure
20D). Les trois molécules diminuent les cyclines A et E avec le temps de traitement.
Une diminution drastique de la cycline D est observée dés 6 heures de traitement avec
les composés 13c et 6e. Le traitement des cellules par le SAHA augmente le taux de
cycline D1 alors qu'il diminue celui des cyclines A et Bl et n'affecte pas le taux de

cycline E.
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Figure 20: Effet des composés 13b, 13c et 6e sur I’expression des génes impliqués dans la
progression du cycle cellulaire.

Les cellules K-562 ont été traitées avec 50 uM des différents composés ou 2 uM de SAHA
utilisé comme composé de référence. (A) L'expression du géne CDKNIA codant la protéine
p21 a été étudiée par PCR en temps réel apres 6 et 12 heures de traitement. (B) Apres 8
heures de traitement, l'enrichissement de la région autour du site d'initiation de la
transcription du promoteur du géne codant p21 en histone H4 acétylée et polymérase II a été
¢tudié par ChIP. (C) L'expression de génes impliqués dans la régulation du cycle cellulaire a
été étudiée par PCR en temps réel apres 6 et 12 heures de traitement, panneau supérieur, et
par Western Blot apres 6 a 48 heures de traitement, panneau inférieur. (D) L’expression des
cyclines régulatrices du cycle cellulaire a été étudiée par Western Blot, apres 6 a 48 heures.
La quantification des blots est présentée sous forme d'histogramme sous les blots. Les
histogrammes correspondent a la moyenne + ’écart type de trois expériences indépendantes.
Le test de Student a été réalisé par rapport au contrdle solvant DMSO (D) avec * p<0,05 ; **
p<0,01 ; *** p<0,005.
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Suite a l'observation de la modulation du cycle cellulaire par les acides 4-
hydroxybenzoiques, une étude des cellules dans les différentes phases de la mitose a
ét¢ réalisée (Figure 21). La numération des cellules en mitose, toutes phases
comprises, montre que le composé 13b induit une diminution du nombre de cellules
en mitose en fonction du temps de traitement pour atteindre prés de 40% de la
population, alors que les composés 13¢ et 6e diminuent, respectivement, 45 et 65% de
cellules en mitose dés 6 heures de traitement.
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Figure 21: Etude des cellules en mitose.

Les cellules dans les différentes phases de la mitose ont été étudiées suite au traitement des
cellules K-562 par 50 uM de composés aux temps indiqués. Les photographies ont été prises
24 heures aprés traitement et sont représentatives de trois expériences indépendantes
(panneau supérieur). La quantification des cellules en mitose a été réalisée et la moyenne +
I’écart-type de trois expériences indépendantes est représentée sur l'histogramme (panneau
inférieur). Le test de Student a été réalis€¢ par rapport au controle DMSO du temps
correspondant, avec * p<0,05 ; ** p<0,01 ; *** p<0,005.

Les acides 4-hydroxybenzoiques induisent un arrét des cellules dans différentes
phases du cycle cellulaire suite a la modulation de l'expression des génes
impliqués dans la régulation de la progression du cycle sans affecter les

mécanismes de différenciation érythroide.
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IV.2.4. Effet cytotoxique des composés 13b, 13¢ et 6e

IV.2.4.1. Les acides 4-hydroxybenzoiques induisent la mort
cellulaire des cellules K-562
L’effet des composés sur la viabilité cellulaire a également été évalué apres
une coloration au bleu de Trypan des cellules traitées avec les acides 4-
hydroxybenzoiques. Les composés 13b, 13c et 6e induisent une augmentation du
pourcentage de cellules positives au bleu de Trypan en fonction du temps de

traitement atteignant, respectivement, environ 35, 70 et 50% a 72 heures (Figure 22).

EDMSO H13b E13c D6e EBSAHA

100

Cellules positives au
bleu Trypan (%)

Heures

Figure 22: Effet du traitement avec les composés 13b, 13c et 6e sur la viabilité des
cellules K-562.

Les cellules K-562 ont été traitées avec 50 uM des acides 4-hydroxybenzoiques aux temps
indiqués et les cellules positives au bleu de Trypan ont été comptées afin de déterminer la
viabilité. Le SAHA (2 uM) est utilis¢ comme inhibiteur de HDAC de référence et le DMSO
représente le controle solvant des expériences. Les résultats correspondent a la moyenne +
I’écart type de trois expériences indépendantes et le test de Student a été réalisé par rapport au
contrdle solvant DMSO, avec * p<0,05 ; *** p<0,005.

IV.2.4.2. Caractérisation du type de mort cellulaire induit par

les acides 4-hydroxybenzoiques
La diminution de la viabilité observée (Figure 22) lors du traitement des
cellules avec les différents acides 4-hydroxybenzoiques nous a mené a étudier le type
de mort cellulaire induit. L'analyse de la morphologie nucléaire montre une faible
induction des cellules apoptotiques et nécrotiques avec les contréles DMSO et SAHA
jusqu'a 72 heures, confirmant ainsi les résultats obtenus avec la coloration au bleu de

Trypan (Figure 23).
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Figure 23: Le traitement des cellules K-562 avec les acides 4-hydroxybenzoiques induit
P’apoptose.

L’¢étude de la morphologie nucléaire des cellules K-562 est réalisée par microscopie a
fluorescence apreés marquage au Hoechst et a 1’iodure de propidium suite au traitement avec
50 uM des acides 4-hydroxybenzoiques aux temps indiqués. Le SAHA (2 uM) est utilisé
comme inhibiteur d’HDAC de référence et le DMSO représente le controle solvant des
expériences. Les photographies résultent d’une superposition d’une photographie des cellules
marquées au Hoechst (bleu) et d’une photographie des cellules marquées a 1’iodure de
propidium (rouge). Les photographies sont prises aprés 72 heures de traitement et sont
représentatives de trois expériences indépendantes (panneau supérieur). La quantification des
cellules vivantes, apoptotiques et nécrotiques a été réalisée et les résultats présentés sur
I'histogramme correspondent a la moyenne + I’écart type de trois expériences indépendantes
(panneau inférieur). Le test de Student a été réalisé par rapport au contréle solvant DMSO du
temps correspondant, avec * p<0,05 ; ** p<0,01 ; *** p<0,005.
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La numération des cellules montre une forte induction de 1’apoptose suite au
traitement avec les composés 13¢ et 6e dés 24 heures de traitement pour atteindre,
respectivement, 88 et 78% de cellules aprés 72 heures. Le composé 13b induit
I’apoptose de manicre plus modérée mais croissante avec le temps de traitement pour
atteindre 34% de la population apres 72 heures de traitement.

Afin de confirmer I’induction de 1’apoptose et de caractériser la voie
apoptotique induite suite au traitement des cellules par les différents composés,
’activation des caspases a été étudiée. Ainsi des Western Blots ont été réalisés grace a
l'utilisation d'anticorps dirigés contre les caspases 9, 7, 3 et 8 et contre PARP et leurs
isoformes clivées. Le traitement avec les acides 4-hydroxybenzoiques induit un
clivage des caspases 9, 7, 3 et 8 ainsi que de PARP dés 24 heures de traitement
(Figure 24A). L'étoposide est utilisé en tant qu'inducteur d'apoptose et d'activateur des
caspases dans les cellules U-937.

De plus, I’expression des protéines anti-apoptotiques BCL-2, BCL-x;, MCL-
1, XIAP et survivine a été étudiée par Western Blot aprés 6 a 48 heures de traitement
(Figure 24B). Une diminution de 1’expression de ces protéines est observée apres des
temps de traitement longs dénotant de 'absence d'implication de ces protéines dans
l'induction de I'apoptose par les acides 4-hydroxybenzoiques. La forme clivée de la
protéine pro-apoptotique BID a également été analysée par Western Blot et les
résultats montrent que le traitement des cellules par les composés n'induit pas
d'activation de cette protéine (Figure 24C).

Par ailleurs, 1'effet des composés sur une autre protéine pro-apoptotique, BIM,
a été étudié par Western Blot grace a l'utilisation d'un anticorps reconnaissant trois
isoformes de BIM issus d'un épissage alternatif, appelés EL, L et S. Un temps court
de traitement (6 a 12 heures) des cellules K-562 par 50 uM des composés 13b, 13c¢ et
6e induit une augmentation de l'isoforme L suivi par une diminution des trois
isoformes aprés des temps de traitement plus longs (Figure 25A). L'analyse de
I'expression des ARNm des isoformes ainsi que des marques actives de la
transcription sur le promoteur du géne codant BIM montrent que la modification du
taux protéique est indépendante de la modulation transcriptionnelle (Figure 25B et C).
L’ensemble de ces résultats montre que les cellules entrent en apoptose aprés
traitement avec les différents composés. Ces résultats sont en accord avec ceux
obtenus précédemment avec la coloration des cellules au bleu de Trypan (Figure 22)

ou une augmentation des cellules positives a été observée.
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Figure 24: L'apoptose induite par les acides 4-hydroxybenzoiques dépend des caspases
9,7,3 et 8 et de PARP.

Les cellules K-562 ont été traitées avec 50 uM des acides 4-hydroxybenzoiques aux temps
indiqués. (A) Les formes entiéres et clivées des caspases 9, 7, 3 et 8§ et de PARP (poly-ADP
ribose polymérase), (B) les protéines anti-apoptotiques BCL-2, BCL-x;, MCL-1, XIAP et
survivine et (C) le clivage de la protéine pro-apoptotique BID en tBID ont été étudiés par
Western Blot. Les blots présentés sont représentatifs de trois expériences indépendantes pour
(A) et deux expériences indépendantes pour (B) et (C). La quantification des blots est
présentée sous forme d'histogramme sous les blots. Le VP16 (cellules U-937 traitées avec 100
uM d'étoposide) est utilis¢ comme contrdle d'induction de 'apoptose.
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Figure 25: Le traitement des cellules K-562 par les acides 4-hydroxybenzoiques induit la
protéine pro-apoptotique BIM.

Les cellules K-562 ont été traitées avec 50 uM des acides 4-hydroxybenzoiques. (A) Le taux
protéique de trois isoformes de la protéine pro-apoptotique BIM, appelées BIM EL, BIM L et
BIM S, ont étaient analysées par Western Blot aprés 6 a 48 heures de traitement. Le VP16
(cellules U-937 traitées avec 100 uM d'étoposide) est utilis¢é comme contrdle d'induction de
l'apoptose. Les résultats sont représentatifs de trois expériences indépendantes. La
quantification des blots est présentée sous forme d'histogramme sous les blots. (B) La
quantité d'ARNm des isoformes de la protéine pro-apoptotique BIM a était analysée par PCR
en temps réel aprés 6 et 12 heures de traitement. Différents couples d’amorces ont permis
d'amplifier l'isoforme BIM EL, BIM L et EL, ou les trois isoformes BIM S, L et EL. (C)
L'enrichissement en histone H4 acétylée et polymérase II du promoteur de BIM a été étudié
par ChIP apres 8h de traitement avec 50 uM des acides 4-hydroxybenzoiques. Les résultats
correspondent a la moyenne + I’écart type de trois expériences indépendantes. Le test de
Student a été réalisé par rapport au contréle solvant DMSO, avec * p<0,05 ; ** p<0,01 ; ***
p<0,005.

Enfin, I'effet des composés 13b, 13c et 6e a été testé sur la viabilité de cellules
circulantes (PBMC) de patients sains. Ces expériences révelent que le traitement avec
des concentrations comprises entre 10 et 100 uM affecte peu la viabilit¢ des PBMC
(Figure 26A). De plus, 'acétylation de la tubuline-a et de 1'histone H4 a été analysée
aprés 8 et 24 heures de traitement (Figure 2626B). Les résultats montrent que les
composés 13b, 13c et 6e n'ont pas d'effet sur le taux d'acétylation de ces protéines
dans les PBMC. Au contraire, le SAHA induit fortement l'acétylation des deux

protéines dans ces cellules.
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Figure 26: Les composés 13b, 13c et 6e n'affectent pas la viabilité et le statut
d'acétylation dans les PBMC de donneurs sains.

Les cellules périphériques mononuclées sanguines (PBMC) ont été isolées puis traitées avec
les acides 4-hydroxybenzoiques. (A) Aprés 24 heures de traitement avec des concentrations
croissantes, un test d'exclusion au bleu Trypan a été réalisé. L'histogramme représente la
moyenne + I'écart type de trois expériences indépendantes avec le pourcentage de cellules
viables rapporté au contrle solvant DMSO. (B) L'acétylation de la tubuline-a et de 'histone
H4 a été étudiée par Western Blot aprés différents temps de traitement avec 50 pM de
composé. La coloration au bleu de Coomassie et I’actine-f sont utilisées comme contrdles de
chargement. Les résultats sont représentatifs de trois expériences indépendantes. La
quantification des blots est présentée sous forme d'histogramme sous les blots. (C) L’étude de
la morphologie nucléaire est réalisée aprés marquage au Hoechst et & 1’iodure de propidium
suite au traitement avec les acides 4-hydroxybenzoiques. Le SAHA (2 uM) est utilisé comme
inhibiteur de HDAC de référence. L'histogramme correspond a la moyenne =+ 1’écart type de
trois expériences indépendantes. Le test de Student a été réalisé par rapport au contrdle
solvant DMSO, avec * p<0,05 ; ** p<0,01 ; *** p<0,005.
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De plus, l'effet des acides 4-hydroxybenzoiques sur la morphologie nucléaire
des PBMC confirme 1'absence d'induction de la mortalité de ces cellules. De maniére
intéressante, le SAHA induit une mort par apoptose des PBMC d'environ 15% apres

24 heures de traitement et 30% apres 48 heures de traitement (Figure 26C).

Les composés 13b, 13c et 6e induisent la mort des cellules K-562 par apoptose
qui est indépendante des protéines anti-apoptotiques testées. Par contre, les

acides 4-hydroxybenzoiques n'affectent pas la viabilité des PBMC.

IV.2.5. Les composés 13b, 13c et 6e diminuent la prolifération et la
viabilité de différentes lignées cellulaires

Afin de valider nos résultats, d'autres modeéles cellulaires ont été utilisés. Le
nombre de cellules totales et la viabilité ont été déterminés aprés 24 a 72 heures de
traitement. Nous avons utilis¢é une gamme de concentration sur les lignées
cancéreuses PC-3, TF-1, RAJI, SK-N-AS et MCF-7 ainsi que sur des cellules non
cancéreuses MCF-10A (Figure 27). Les trois composés diminuent la concentration
ainsi que la viabilité¢ cellulaire principalement a 50 et 100 uM dans les lignées
cancéreuses. Les molécules diminuent la prolifération et la viabilité des cellules non
cancéreuses MCF-10A de maniére moins importante que les lignées cancéreuses.

L'é¢tude de l'effet des composés 13b, 13c et 6e a été étendue a la lignée
cellulaire MCF-7 (Figure 27). Les composés affectent la viabilit¢ de ces cellules
uniquement a 100 uM, mais inhibent la prolifération de ces cellules deés 50 uM. Par
conséquent, une analyse du cycle cellulaire a été réalisée. Le traitement des cellules
avec 50 pM de composé pendant 6 a 48 heures n'affecte pas la distribution des
cellules dans les différentes phases du cycle cellulaire (Figure 28A). Enfin, le statut
d'acétylation de I'histone H4 ainsi que celui de la tubuline-a a été analysé par Western
Blot (Figure 28B). Apres 8 et 24 heures de traitement des cellules MCF-7 avec 50 uM
des composés 13b et 6e et apreés 24 heures de traitement avec le composé 13¢, une
augmentation de l'acétylation de la tubuline-a est observée alors que seul le composé

13b induit 'acétylation de 1'histone H4.
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Figure 27: Effet des acides 4-hydroxybenzoiques sur la prolifération et la viabilité de
différentes lignées cellulaires.

Les lignées cancéreuses PC-3 (A), TF-1 (B), RAJI (C), SK-N-AS (D) et MCF-7 (E) ainsi que
la lignée non cancéreuses MCF-10A (F) ont été traitées avec une gamme de concentration des
acides 4-hydroxybenzoiques indiqués. Apres 24, 48 et 72 heures, le nombre de cellules totales
ainsi que la viabilité ont été évalués. Les résultats présentés sont la moyenne + 1’écart type de
trois expériences indépendantes. Le test de Student a été réalisé par rapport au contrdle
solvant DMSO, avec * p<0,05 ; ** p<0,01 ; *** p<0.005.
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Figure 28: Effet des acides 4-hydroxybenzoiques sur les cellules MCF-7.

Les cellules MCF-7 ont été traitées avec 50 uM de composé aux temps indiqués. (A) La
distribution des cellules dans les phases du cycle cellulaire est analysée par cytométrie de flux

apreés marquage a l'iodure de propidium. (B) L'acétylation de I'histone H4 et de la tubuline-a a

été analysée par Western Blot. La coloration au bleu de Coomassie et I’actine-f sont utilisées
en tant que contrdles de chargement. Le SAHA (2 uM) est utilis¢é comme inhibiteur de
HDAC de référence. La quantification des blots est présentée sous forme d'histogramme sous
les blots. Les histogrammes présentés sont la moyenne + 1’écart type de trois expériences

indépendantes. Le test de Student a été réalis¢ par rapport au contrdle solvant DMSO, avec
* p<0,05 ; *** p<0,005.

Les composés 13b, 13¢ et 6e diminuent préférentiellement la prolifération et la

viabilité des

cancéreuses.

cellules cancéreuses comparées aux cellules saines et non
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IV.3. Effet des composés inhibiteurs spécifiques de

HDAC6

Le criblage in vitro avait permis d'identifier les composés 13a et 7b comme

inhibiteurs spécifiques de HDAC6 avec des Clsg respectives de 20 et 0,2 pM.

IV.3.1. Effet des composés 13a et 7b sur la viabilité et la
prolifération

L'activité in cellulo des composés 13a et 7b a été testée sur la prolifération et
la viabilit¢é de huit modeles de tumeurs solides et non solides: les lignées K-562,
RAIJIL, U-937, JURKAT, PC-3, LNCaP, MDA-MB231 et MCF-7. Apr¢es 72 heures de
traitement avec une gamme de concentration, le test d'exclusion au bleu de Trypan a
permis d'observer une diminution importante de la concentration cellulaire dés 10 puM
ainsi qu'une diminution de la viabilité a partir de 25 uM de facon dépendante de la
concentration (Figure 29). Afin d'analyser une potentielle cytotoxicité différentielle
vis-a-vis de cellules saines et non cancéreuses, les cellules périphériques mononuclées
sanguines (PBMC) et les cellules MCF-10A ont été traitées. La Figure 30A montre
qu'apreés 48 heures de traitement, la viabilité des PBMC est faiblement affectée avec
100 uM de 7b. Le composé 13a diminue la prolifération des cellules MCF-10A dés
10 uM et la viabilit¢ a partir de 50 puM, alors que le composé 7b induit une
diminution de la prolifération et de la viabilité, respectivement, a partir de 25 et 100

uM (Figure 30B).

Les composés 13a et 7b diminuent la prolifération et la viabilité de différentes
lignées cancéreuses mais ont un effet modéré sur la viabilité des cellules saines et

non cancéreuses.
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Figure 29: Les composés 13a et 7b diminuent la prolifération et la viabilité de différentes
lignées cancéreuses.
Les cellules en suspension K-562, RAJI, U-937 et JURKAT et les cellules adhérentes PC-3,
LNCaP, MDA-MB231 et MCF-7 ont été traitées avec les composés 13a et 7b aux
concentrations indiquées. Apres 72 heures de traitement la prolifération (panneau de gauche)

et la viabilité (panneau de droite) ont été évaluées. Les histogrammes représentent la moyenne
+ |'écart type de trois expériences indépendantes. Le test de Student a été réalisé par rapport
au contrdle 0, avec * p<0,05 ; ** p<0,01 ; *** p<0,005.
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Figure 30: Effet des composés 13a et 7b sur la viabilité de cellules saines et non
cancéreuses.

Les PBMC de patients sains (A) et les cellules non cancéreuses MCF-10A (B) ont été traitées
pendant 48 heures aux concentrations indiquées. Un test d'exclusion au bleu de Trypan a été
réalisé et les histogrammes représentent la moyenne + I'écart type de trois expériences
indépendantes. Le test de Student a été réalisé par rapport au contrdle 0, avec * p<0,05 ; ***
p<0,005.
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IV.3.2. Etude de la localisation cellulaire de HDAC6 dans
différents modeles cancéreux

Apres avoir étudié 'effet des composés 13a et 7b sur la prolifération et la
viabilité des cellules cancéreuses, nous avons choisi les cellules PC-3, LNCaP et K-
562. Le niveau basal de HDAC6, de la tubuline-o acétylée et totale ainsi que la
localisation cellulaire de HDAC6 ont été caractérisés dans ces modeles. L'analyse par
Western Blot montre une expression basale plus importante de HDAC6 dans les
cellules LNCaP comparée aux cellules K-562 et PC-3 dont le taux protéique de
HDAC6 est comparable (Figure 31A). Le taux basal de tubuline-o totale est
comparable dans les trois lignées. Par contre, le niveau basal de tubuline-a acétylée
n'est pas corrélé au taux de HDAC6. En effet, un taux supérieur est observé dans les
cellules LNCaP comparé aux cellules K-562 et PC-3, alors que ce sont les cellules qui
expriment le plus HDACG6. Il est décrit dans la littérature que HDAC6 peut étre
localisée dans le cytoplasme mais aussi dans le noyau, ces résultats peuvent alors étre
expliqués par une localisation cellulaire différente de HDAC6. Afin de vérifier la
localisation de HDAC6, une étude par immunomarquage a été réalisée (Figure 31B).
Les résultats montrent que HDACG6 est principalement cytoplasmique dans les trois
lignées cellulaires. De plus, I'étude par Western Blot de la proportion de HDAC6 dans
le noyau et le cytoplasme confirme ceux obtenus par microscopie a fluorescence

(Figure 31C).

HDAC6 est principalement localisée dans le cytoplasme des cellules PC-3,
LNCaP et K-562.
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Figure 31: Etude du niveau d’expression basal des protéines HDAC6, tubuline-a
acétylée et totale ainsi que de la localisation cellulaire de HDAC6 dans différentes
lignées cancéreuses.

(A) Dans les cellules K-562, PC-3 et LNCaP, le taux de HDAC®6, tubuline-a acétylée et totale
a été étudié par Western Blot. (B) Les cellules ont été marquées par le Hoechst (bleu) et avec
des anticorps dirigés contre la tubuline-a (vert) et HDAC6 (rouge). Les photographies sont
représentatives de trois expériences indépendantes. (C) La proportion de HDAC6 dans les
fractions nucléaires (N) et cytoplasmiques (C) a été analysée sur 5% de chaque fraction.
L’actine-f, la lamine B et la tubuline-a sont utilisées en tant que contrdles de chargement. Les
blots sont représentatifs de trois expériences indépendantes.

IV.3.3. Les composés 13a et 7b induisent 1'acétylation de la
tubuline-a

L'analyse in cellulo de 1'inhibition de HDACG6 par les composés 13a et 7b a été
réalisée par 1’étude du statut d'acétylation de la tubuline-o. Les résultats obtenus avec
les cellules PC-3, LNCaP et K-562 montrent une forte induction de l'acétylation de la
tubuline-a apres traitement dés 50 uM de 13a et 100 uM de 7b sans affecter le taux
de tubuline-a totale (Figure 32A). La suite de 1'é¢tude est alors réalisée avec les
concentrations de 50 uM de composé 13a et de 100 pM de composé 7b.

L'acétylation/désacétylation de la tubuline-o est un mécanisme rapide, la
cinétique d'induction de 1'hyperacétylation de cette protéine a alors été étudiée apres
traitement des cellules avec les composés 13a et 7b. Le composé 13a induit
l'acétylation des 3 heures de traitement dans les cellules PC-3 et K-562 et dés 9 heures
de traitement dans les cellules LNCaP pour atteindre un maximum entre 12 et 15
heures de traitement (Figure 32B, panneau de gauche). Le composé 7b augmente
fortement l'acétylation de la tubuline-a dés 2 heures de traitement dans les cellules
adhérentes et dés 30 minutes de traitement dans les cellules K-562 pour atteindre un
maximum autour de 9 heures de traitement (Figure 32B, panneau de droite). Les taux
de tubuline-a totale ainsi que de HDACG6 ne sont pas affectés par le traitement avec

ces deux molécules.
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Figure 32: Les composés 13a et 7b induisent I'acétylation de la tubuline-a.

(A) Le taux de tubuline-a acétylée et totale a été analysé¢ par Western Blot apres 24 heures de
traitement des cellules PC-3, LNCaP et K-562 avec une gamme de concentration des
composés 13a et 7b. (B) Le taux de tubuline-a acétylée et totale ainsi que de HDACG6 a été
¢tudié apres différents temps de traitement avec 50 uM de composé 13a et 100 uM de 7b. (C)
Les cellules ont été traitées avec 50 pM de composé 13a et 100 uM de composé 7b aux temps
indiqués et le taux d'acétylation de I'histone H4 ainsi que I'histone H4 totale a été étudiée par
Western Blot. Le DMSO (D) est utilis¢ comme contréle solvant, la tubacine (T, 2 puM) est
utilis¢ en tant qu'inhibiteur de HDAC6 de référence et le SAHA (S, 2 uM) est utilisé comme
inhibiteur de HDAC de référence. La coloration au bleu de Coomassie et 1’actine-p sont
utilisées en tant que contrdles de chargement. Les blots sont représentatifs de trois
expériences indépendantes. La quantification des blots est présentée sous forme
d'histogramme sous les blots. Le test de Student a été réalisé par rapport au contrdle solvant
DMSO, avec * p<0,05 ; ** p<0,01 ; *** p<0,005.
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Comme montré précédemment, HDAC6 est principalement localisée dans le
cytoplasme dans ces modeles cellulaires, par conséquent, l'analyse de l'effet des
composés sur l'acétylation des histones précise l'inhibition spécifique de HDACG6 in
cellulo. Les résultats montrent que les composés 13a et 7b n'ont pas d'effet sur

l'acétylation de 1'histone H4 dans les trois lignées cellulaires (Figure 32C).

Les composés 13a et 7b inhibent spécifiquement HDACG6 in vitro et induisent une

forte hyperacétylation de la tubuline-a dans les cellules PC-3, LNCaP et K-562.

1V.3.4. Effet du composé 13a sur l'architecture des microtubules

Le statut d'acétylation de la tubuline-a joue un réle dans le dynamisme des
microtubules, c'est-a-dire sur le taux de tubuline polymérisée et non polymérisée
(Matsuyama et al., 2002). Par conséquent, suite a I'observation de I'augmentation de
l'acétylation de la tubuline-o apres traitement avec le composé 13a (Figure32),
l'architecture des microtubules a été étudiée. Les cellules PC-3 (Figure 3333A) et
LNCaP (Figure 33B) ont été traitées avec 50 uM de composé¢ 13a aux temps de
traitement induisant un maximum d'acétylation de la tubuline-a, soient 6 et 12 heures.
Grace au marquage intracellulaire de la tubuline-a, une modification générale de la
forme des cellules, les cellules LNCaP sont plus rondes, ainsi qu'un réseau de
tubuline-o. plus polymérisé sont observés aprés traitement en comparaison aux
cellules contrdles DMSO. Ces changements se rapprochent de ceux observés dans les
cellules traitées au paclitaxel, qui est un inhibiteur de la dépolymérisation de la
tubuline. La vinblastine, utilisée comme inhibiteur de la polymérisation de la tubuline,
montre un marquage plus diffus dans le cytoplasme que les cellules contrdles. De
plus, dans les cellules LNCaP aprés 6 heures de traitement avec le composé 13a,
environ 50% des cellules possédent des extensions cytoplasmiques. Ces résultats
concordent avec l'inhibition de HDACG6 et I'induction de 'acétylation de la tubuline-a

observée (Figure 32) par Western Blot.

Le composé 13a modifie la polymérisation de la tubuline-a dans les cellules PC-3

et LNCaP.
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Figure 33: Le composé 13a modifie I'architecture des microtubules.

Les cellules PC-3 (A) et LNCaP (B) ont été traitées aux temps indiqués avec 50 uM de
composé¢ 13a. Le marquage intracellulaire de la tubuline-a par un anticorps spécifique (vert) a
permis de mettre en évidence les microtubules. Les noyaux ont ét¢ marqués au Hoechst
(bleu). Le paclitaxel (10 nM, 24 heures) et la vinblastine (10 nM, 24 heures) ont été utilisés
comme contrdles respectifs de I'inhibition de la dépolymérisation et de la polymérisation de la
tubuline-a. Les photographies montrent des cellules représentatives des populations
considérées et sont représentatives de trois expériences indépendantes. Le pourcentage de
cellules avec de la tubuline-a hyperpolymérisée ainsi que le pourcentage de cellules LNCaP
avec des extensions cytoplasmiques sont représentés sur les histogrammes qui correspondent
a la moyenne =+ I’écart type de la quantification de trois expériences indépendantes. Le test de
Student a été réalisé par rapport au contrdle solvant DMSO des temps correspondants, avec
*#%* p<0,005.
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I1V.3.5. Effet du composé 13a sur la progression du cycle cellulaire
Les résultats précédents montrent que le composé 13a induit fortement
l'acétylation de la tubuline-o (Figure 32), module l'architecture des microtubules
(Figure 33) et diminue la prolifération des cellules (Figure 29). Ainsi, l'effet de cette
molécule sur la progression du cycle cellulaire des cellules PC-3, LNCaP et K-562 a
été étudié. Le composé 13a induit une accumulation des cellules PC-3 en phase G2/M
des 12 heures de traitement, alors que la distribution des cellules LNCaP et K-562

dans les différentes phases du cycle n'est pas affectée (Figure 34).
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Figure 34: Effet du composé 13a sur le cycle cellulaire.

Les cellules PC-3, LNCaP et K-562 ont été traitées pendant 6 a 48 heures par 50 uM de
composé¢ 13a et la distribution des cellules dans les différentes phases du cycle cellulaire a été
analysée par cytométrie en flux. Les histogrammes représentent la moyenne + I'écart type de
trois expériences indépendantes. Le test de Student a été réalisé par rapport au contrdle
solvant DMSO des temps correspondants, avec * p<0,05 ; ** p<0,01 ; *** p<0,005.

1V.3.6. Effet du composé 13a sur la mort cellulaire
L'évaluation du nombre de cellules positives au bleu de Trypan apres
traitement avec le composé 13a révéele une augmentation du taux de cellules mortes
en fonction du temps pour atteindre entre 60 et 70% apres 72 heures de traitement
pour les trois lignées cellulaires (Figure 35A). Ces résultats ont été confirmés dans les
cellules K-562 par l'augmentation du nombre de cellules en phase subGl (Figure

35B).
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Figure 35: Le composé 13a induit la mort cellulaire.

(A) Les cellules PC-3, LNCaP et K-562 ont été traitées avec 50 pM de composé 13a aux
temps indiqués et le test d'exclusion au bleu de Trypan a permis de déterminer le nombre de
cellules positives. (B) Le pourcentage de cellules K-562 en phase subGl1 est quantifi¢ apres
analyse de la population cellulaire ayant une taille et une émission d'IP faible. Les
histogrammes correspondent a la moyenne + l'écart type de trois expériences indépendantes.
Le test de Student a été réalisé par rapport au controle solvant DMSO des temps
correspondants, avec * p<0,05 ; ** p<0,01 ; *** p<0,005.

Afin de déterminer le type de mort cellulaire induit par le traitement des
cellules PC-3, LNCaP et K-562 avec le composé 13a, une analyse de la morphologie
nucléaire a été réalisée apres marquage des cellules au Hoechst et a l'iodure de
propidium. La Figure 36 montre que le composé 13a induit I’apoptose des cellules K-
562 en fonction du temps de traitement atteignant 85% aprés 72 heures de traitement.
Le composé augmente de mani¢re modérée le nombre de cellules PC-3 positives a
l'iodure de propidium et de manieére importante le nombre de cellules LNCaP
positives a l'iodure de propidium pour atteindre prés de 90% apres 48 heures de
traitement. Comme attendu, le traitement des trois lignées cellulaires par le cisplatine

induit une mort par apoptose.
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Figure 36: Le composé 13a affecte la viabilité des cellules PC-3, LNCaP et K-562.

Les cellules PC-3, LNCaP et K-562 ont été

traitées avec 50 pM du composé 13a et la

morphologie nucléaire a été analysée aprés marquage au Hoechst (bleu) et a l'iodure de
propidium (IP, rouge). Les photographies, représentatives de trois expériences indépendantes,
résultent de la superposition de photographies des cellules marquées au Hoechst et a 1'IP.
Elles ont été prises aprés 72 heures de traitement avec le composé 13a et 24 heures par le
cisplatine (50 pM), utilis¢ comme inducteur de l'apoptose de référence. Les histogrammes
correspondent a la moyenne =+ 1'écart type des quantifications des cellules positives a I'IP,
apoptotiques et vivantes issues de trois expériences indépendantes. Le test de Student a été
réalisé par rapport au contrdle solvant DMSO des temps correspondants, avec * p<0,05 ; **

p<0,01 ; *** p<0,005.
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L'apoptose des cellules K-562 est accompagnée d'un clivage de la caspase
initiatrice 9, des caspases effectrices 3 et 7 ainsi que de l'un des substrats des
caspases, PARP, apres 24 et 48 heures de traitement avec le composé 13a (Figure 37).
Le traitement avec le composé 13a n'induit pas de clivage de la caspase initiatrice 8
indiquant une induction de la voie intrinséque.

De plus, il est connu que l'activité pro-apoptotique de BAX peut étre régulée
indirectement par HDAC6. En effet, BAX est séquestré dans le cytoplasme par la
protéine Ku70, I'empéchant ainsi d'étre localis¢ a la mitochondrie. Subramanian et al.
ont montré que le statut d'acétylation de Ku70 est important pour son interaction avec
BAX et dépend de l'activité de HDAC6 (Subramanian et al., 2011). Ainsi l'inhibition
de HDACG6 induit l'acétylation de Ku70 qui libére BAX et qui peut étre activé pour
s’associer a la membrane externe de la mitochondrie. Afin d'étudier si cette voie est
activée suite au traitement avec le composé 13a pour induire l'apoptose des cellules
K-562, l'activation de BAX a été analysée par microscopie a fluorescence grace a un
anticorps qui reconnait spécifiquement la forme activée de BAX (BAX 6A7). Le
cisplatine et la tubacine induisent l'activation de BAX aprées, respectivement, 24 et 48
heures de traitement (Figure 38A). Le composé 13a induit aussi 'activation de BAX
dans les cellules K-562 apres 24 et 48 heures de traitement. De plus, le composé 13a

n'a pas d'effet sur I'expression de BAX (Figure 38B).

Le composé 13a induit la voie intrinséque de 1'apoptose dans les cellules K-562,

tout en activant la protéine pro-apoptotique BAX.
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Figure 37: Le composé 13a induit la voie intrinséque de 1'apoptose dans les cellules K-

562.

Les cellules K-562 ont été traitées pendant 24 et 48 heures par 50 uM de composé 13a.

L'évaluation du clivage des caspases 9, 8, 7 et 3 ainsi que de leur substrat PARP est réalisée

par Western Blot grace a l'utilisation d'anticorps dirigés contre leur forme enti¢re et clivée.
L’actine-B est utilisée en tant que contréle de chargement. Les blots présentés sont

représentatifs de trois expériences indépendantes. Le cisplatine (C, 50 uM, 24 heures) et le
VP16 (cellules U-937 traitées avec 100 pM d'étoposide) sont utilisés comme inducteurs de

l'apoptose de référence.
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Figure 38: Le traitement avec le composé 13a induit I'activation de BAX.

(A) L'activation de BAX est analysée apres traitement des cellules K-562 avec 50 uM de
compos¢ 13a et immunomarquage des cellules grace a un anticorps qui reconnait
spécifiquement BAX activé (BAX 6A7, rouge) et au Hoechst (bleu). La tubacine (T, 10 pM,
48 heures) et le cisplatine (C, 50 puM, 15 heures) sont utilisés comme inducteurs de
l'activation de BAX de référence. Les photographies sont représentatives de trois expériences
indépendantes. La quantification des cellules positives pour BAX 6A7 est représentée dans
I'histogramme qui correspond a la moyenne + I'écart type de trois expériences indépendantes.
Le test de Student a été réalis¢ par rapport au contréle solvant DMSO (D) des temps
correspondants, avec ** p<0,01 ; *** p<0,005. (B) Aprés 6 et 12 heures de traitement,
'expression de BAX a été analysée par PCR en temps réel.

I1V.3.7. Effet du composé 13a sur la fonction chaperonne de
HSP90a

Les cellules K-562 expriment la protéine de fusion Ber-Abl et les cellules
LNCaP expriment le récepteur aux androgenes (RA). Ces deux protéines sont des
protéines clientes de HSP90a. Comme l'activité chaperonne de HSP90a dépendent de
son statut d'acétylation qui est régi par HDACS6, 1'analyse de 'effet du composé 13a
sur la fonction chaperonne de HSP90a a été réalisée par 1'évaluation du taux protéique
de Ber-Abl et du RA. Apres 3 a 15 heures de traitement, le composé 13a induit une
diminution de I’expression des deux protéines aboutissant & moins de 10% de protéine
résiduelle aprés 12 et 15 heures de traitement (Figure 39A). Afin d'analyser si
I’inhibition de Ber-Abl et du RA est une conséquence de la modification de
l'expression ou de l'activité¢ de HSP90a, le taux protéique de cette chaperonne a été
évalué au méme temps de traitement que précédemment dans les deux lignées
cellulaires. Nos résultats montrent que le taux d’expression de HSP90a n'est pas

affecté par ce traitement (Figure 39B).
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Figure 39: Le composé 13a diminue le taux protéique de Ber-Abl et du RA.

L'analyse par Western Blot de Ber-Abl (A, panneau de gauche), du RA (A, panneau de droite)
et de HSP90a (B) est réalisée apres traitement des cellules K-562 (panneau de gauche) et
LNCaP (panneau de droite) avec 50 uM de composé 13a aux temps indiqués. Le DMSO (D)
est le contrdle solvant et la tubacine (T, 2 pM) est utilisée comme inhibiteur de référence de
HDACG6. Les blots présentés sont représentatifs de trois expériences indépendantes. La
quantification des blots est présentée sous forme d'histogramme sous les blots. Le test de
Student a été réalisé par rapport au contrdle solvant DMSO, avec * p<0,05 ; ** p<0,01 ; ***
p<0,005.

Le composé 13a affecte la fonction chaperonne de HSP90a dans les cellules K-
562 et LNCaP sans, cependant, affecter le taux d’expression de cette protéine

chaperonne.

124




Résultats

IV.3.8. Le composé 7b module I'architecture des microtubules
Le composé 7b induit fortement 'acétylation de la tubuline-a (Figure 32). Par
conséquent, l'architecture des microtubules a été analysée par microscopie a
immunofluorescence des cellules PC-3 et LNCaP. Nos résultats montrent que le
compos¢ 7b induit une condensation des microtubules dés 3 heures de traitement des
cellules PC-3 (Figure 40A). De maniére similaire, le composé 7b induit une

hyperpolymérisation de la tubuline-a dans les cellules LNCaP (Figure 40B).
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Figure 40: Le composé 7b induit une hyperpolymérisation de la tubuline-a dans les
cellules PC-3 et LNCaP.

Les cellules PC-3 (A) et LNCaP (B) ont été traitées aux temps indiqués avec 100 pM de
compos¢ 7b. L'analyse de la polymérisation de la tubuline est réalisée par microscopie a
fluorescence suite au marquage de la tubuline-a (vert) et des noyaux au Hoechst (bleu). Le
paclitaxel (10 nM, 24 heures) et la vinblastine (10 nM, 24 heures) ont été utilisés comme
controles respectifs de l'inhibition de la dépolymérisation et de Il'inhibition de la
polymérisation de la tubuline-a. Les photographies montrent des cellules représentatives des
populations considérées et sont représentatives de trois expériences indépendantes. Le
pourcentage de cellules avec de la tubuline-a hyperpolymérisée est représenté sur les
histogrammes qui correspondent a la moyenne + 1’écart type de la quantification de trois
expériences indépendantes. Le test de Student a été réalisé par rapport au controle solvant
DMSO des temps correspondants, avec *** p<0,005.

Le composé 7b module 'architecture des microtubules dans les cellules PC-3 et

LNCaP.
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Afin d'évaluer la quantité relative de tubuline-o polymérisée par rapport au
contrdle solvant, le fractionnement de la tubuline-o. en fonction de son état de
polymérisation est suivi d'un Western Blot. Les résultats montrent que le traitement
des deux lignées cellulaires par le composé 7b induit une augmentation de la tubuline-
o polymérisée de maniére importante tout comme le paclitaxel utilis¢é comme

contrdle, alors que la vinblastine induit l'effet inverse (Figure 41).
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Figure 41: Le composé 7b induit une augmentation de la tubuline-a polymérisée.

Apres traitement des cellules PC-3 et LNCaP, les fractions soluble (contenant la tubuline non
polymérisée) et insoluble (contenant la tubuline polymérisée) ont été isolées et analysées par
Western Blot. La tubacine (T, 2 pM) est utilisée comme inhibiteur de HDAC6 de référence.
Le paclitaxel (P, 10 nM) et la vinblastine (V, 10 nM) sont utilisés comme inhibiteurs
respectifs de la dépolymérisation et de la polymérisation de la tubuline. Les blots sont
représentatifs de trois expériences indépendantes. La quantification des blots est présentée
sous forme d'histogramme sous les blots. Le test de Student a été réalisé par rapport au
contrdle solvant DMSO, avec * p<0,05 ; ** p<0,01 ; *** p<0,005.
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IV.3.9. Le composé 7b affecte la prolifération et la viabilité des
cellules K-562
La diminution de la prolifération des cellules K-562 suite au traitement avec le
composé 7b observée précédemment (Figure 29) pourrait étre la conséquence d'une
accumulation des cellules dans une phase particuliere du cycle cellulaire. L'analyse de
la distribution des cellules dans les différentes phases du cycle révéle un effet modéré

du composé 7b sur la progression du cycle des cellules K-562 (Figure 42).
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Figure 42: Effet du composé 7b sur le cycle cellulaire de la lignée K-562.

La distribution des cellules dans les différentes phases du cycle cellulaire a été analysée apres
traitement des cellules K-562 avec 100 uM de composé 7b aux temps indiqués. Les
histogrammes représentent la moyenne + 1'écart type de trois expériences indépendantes. Le
test de Student a été réalisé par rapport au contrdle solvant DMSO des temps correspondants,
avec * p<0,05 ; ** p<0,01 ; *** p<0,005.

Par ailleurs, le traitement avec le composé 7b induit un nombre croissant de
cellules positives au bleu de Trypan en fonction du temps de traitement pour atteindre
environ 40% aprés 72 heures (Figure 43A). Ces résultats ont été confirmés par

'augmentation du nombre de cellules en phase subG1 (Figure 43B).
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Figure 43: Le composé 7b induit la mort des cellules K-562.

Les cellules K-562 ont été traitées avec 100 uM de composé 7b aux temps indiqués. Les
pourcentages de cellules positives au bleu de Trypan (A) ainsi que celui des cellules en phase
subG1 (B) sont présentés sur les histogrammes qui correspondent a la moyenne + 1'écart type
de trois expériences indépendantes. Le test de Student a été réalisé par rapport au contrdle
solvant DMSO des temps correspondants, avec *** p<0,005.

Afin de déterminer le type de mort cellulaire induit par le composé 7b, les
cellules K-562 ont ét¢é marquées au Hoechst et a l'iodure de propidium et la
morphologie nucléaire a été analysée. Le traitement des cellules K-562 avec le
compos¢ 7b induit une mort cellulaire par apoptose dépendante du temps de
traitement (Figure 4444A). La Figure 44B montre un clivage de la caspase initiatrice
9, des caspases effectrices 3 et 7 ainsi que de 1'un des substrats des caspases, PARP,
mais pas de la caspase 8, dénotant de I'induction de la voie intrinséque de l'apoptose.
Enfin, l'expression de la protéine pro-apoptotique BAX n'est pas affectée par le

compos¢ 7b (Figure 44C).

Le composé 7b induit la voie intrinséque de I'apoptose des cellules K-562.
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Figure 44: Le composé 7b induit la voie intrinséque de 1'apoptose dans les cellules K-
562.

Les cellules K-562 ont été traitées jusqu’a 72 heures avec 100 uM de composé 7b. (A)
L'analyse de la morphologie nucléaire est réalisée suite au marquage par le Hoechst (bleu) et
l'iodure de propidium (IP, rouge). Les photographies, prises aprés 72 heures de traitement,
résultent d'une superposition d'une photographie des cellules marquées au Hoechst et d'une
photographie des cellules marquées a I'P. La quantification des cellules vivantes,
apoptotiques et nécrotiques est représentée dans 1'histogramme qui correspond a la moyenne +
'écart type de trois expériences indépendantes. Le test de Student a été réalisé par rapport au
contrdle solvant DMSO des temps correspondants, avec *** p<0,005. (B) L'évaluation du
clivage des caspases 9, 8, 7 et 3 ainsi que de leur substrat PARP est réalisée par Western Blot
grace a l'utilisation d'anticorps dirigés contre leur forme entiére et clivée. (C) L'expression de
I'ARNm de BAX est analysée par PCR en temps réel apres 6 et 12 heures de traitement.
L'histogramme correspond a la moyenne + 1'écart type de trois expériences indépendantes. Le
cisplatine (50 uM, 24 heures) est utilis¢é comme inducteur de I'apoptose de référence.
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1V.3.10. Effet du composé 7b sur les protéines clientes de
HSP90a
Le taux protéique des protéines clientes de HSP90a, Ber-Abl et le RA, a été
évalué apres traitement avec le composé 7b. De maniére surprenante, les résultats de
Western Blot montrent que le traitement avec le composé 7b n'affecte pas le taux de
Bcer-Abl mais diminue de maniére importante le RA, 70% dés 2 heures de traitement
pour atteindre une quantité¢ résiduelle d'environ 5% apreés 6 heures de traitement
(Figure 45A). De plus, dans les deux lignées cellulaires le taux protéique de HSP90a

n'est pas affecté suggérant plutot la modulation de son activité (Figure 45B).
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Figure 45: Effet du composé 7b sur les protéines clientes de HSP90a.

L'analyse par Western Blot de Ber-Abl (A) dans les cellules K-562 (panneau de droite), du
RA (A) dans les cellules LNCaP (panneau de gauche) et de HSP90a. (B) est réalisée aprés
traitement avec 100 uM de composé 7b aux temps indiqués. Les blots sont représentatifs de
trois expériences indépendantes. La tubacine (T, 2 puM) est utilisée comme inhibiteur de
référence de HDAC6. Les blots présentés sont représentatifs de trois expériences
indépendantes. La quantification des blots est présentée sous forme d'histogramme sous les
blots. Le test de Student a été réalisé par rapport au contrdle solvant DMSO (D), avec *
p<0,05 ; ** p<0,01 ; *** p<0,005.
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V.Discussion

V.1. L'épigénétique ciblée pour la thérapie anti-
cancéreuse

Il est maintenant bien établi que les altérations épigénétiques régulent la
cancérogenese. En effet, dans de nombreux cancers, l'activité des enzymes impliquées
dans la régulation des mécanismes €épigénétiques peut étre dérégulée. La perturbation
de la balance de I’activité entre HAT et HDAC aboutit a un statut aberrant
d'acétylation des protéines associé¢ a une modulation pathologique de leur fonction
(Bradbury et al., 2005). Contrairement aux mutations génétiques, les modifications
épigénétiques sont réversibles. Le ciblage des enzymes impliquées dans la régulation
des mécanismes épigénétiques présente alors un grand intérét pour la thérapie anti-
cancéreuse. Ainsi de nombreuses molécules avec des structures chimiques variées ont
¢été identifiées comme inhibiteurs de HDAC.

L'identification de nouvelles molécules capables d'inhiber l'activit¢ HDAC est
réalisée par la synthése de composés basée sur les connaissances du mécanisme
catalytique et de la structure des HDAC. Cependant, la plupart des structures
cristallines des sites actifs des HDAC ne sont pas disponibles. Des études ont, par
ailleurs, été réalisées sur HDACS, dont la structure a ét¢ élucidée lorsque le SAHA est
lié¢ dans son site actif (Vannini ef al., 2004). Par conséquent, la structure cristalline de
HDACS sert de modele prédictif dans lequel les acides aminés de HDACS sont
remplacés par ceux de HDAC6, par exemple, afin de créer une structure par
homologie (Butler et al., 2010). La recherche de nouvelles molécules naturelles a
permis de mettre en évidence de nombreux inhibiteurs de HDAC originaires de
plantes ou de microorganismes terrestres. Il y a actuellement une émergence pour les
molécules d’origine marine, c'est le cas notamment du puissant HDACi Largazole
(Delage et al., 2008; Schnekenburger et al., 2014).

La caractérisation des HDACi a montré que certaines molécules inhibent de
manicre non-spécifique toutes les isoenzymes dépendantes du zinc (i.e. les HDAC
non-sirtuines), tels que le SAHA ou le butyrate de sodium, alors que d'autres sont

spécifiques d'une classe, comme le FK228 ou le FR235222, ou d'une isoenzyme
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particuliere, comme la tubacine ou le PCI-34051 (Khan et al., 2008). Les inhibiteurs
spécifiques présentent notamment un intérét thérapeutique chez les patients ayant une
surexpression d'une isoenzyme particuliere, tels que HDAC1 et SIRTI,
respectivement, dans les cancers de I'cesophage et de la peau.

Généralement les HDACIi possedent des effets anti-cancéreux intéressants via
leur capacité a inhiber l'activit¢ HDAC (Dokmanovic ef al., 2007). Les HDACi ont
pour effet une hyperacétylation des protéines, notamment des histones dans le cas
d'inhibiteurs qui ciblent plusieurs HDAC ou de protéines spécifiques comme la
tubuline-o dans le cas d'un inhibiteur spécifique de HDAC6. L'hyperacétylation des
histones est souvent associée a une induction de l'expression du gene codant p21,
impliqué dans la régulation du cycle cellulaire. En effet, un grand nombre de HDACi
inhibe la prolifération des cellules cancéreuses et méne a une accumulation dans une
phase particuliére du cycle cellulaire. De plus, certains HDACi peuvent induire la
mort des cellules cancéreuses par apoptose mais également en activant des voies
autophagiques. La différenciation cellulaire a également été observée avec certaines
molécules selon le type cellulaire utilisé. De manicre intéressante, le traitement des
patients par des inhibiteurs d’HDAC est généralement bien supporté par ces derniers.
De plus, les résultats des essais cliniques d’HDACI, seuls ou en combinaison,
montrent une hyperacétylation des protéines ainsi qu'une amélioration clinique et une
augmentation de la survie des patients. L'acide hydroxamique SAHA et le
depsipeptide FK228 ont été approuvés par la FDA pour le traitement des LCT et le
traitement des patients montre une réponse partielle et une amélioration clinique
prometteuse (Duvic et al., 2007; Piekarz et al., 2009). Ces molécules sont ¢galement
en essai clinique pour d'autres types de cancers tels que les LMA ou les cancers du
sein, du poumon ou de la thyroide. De maniére intéressante, la combinaison d’HDACi
avec des agents déméthylants telle que la décitabine (5-aza-2'-deoxycytidine) induit
une stabilisation de la maladie de cancers solides et de lymphomes ainsi qu'une
amélioration clinique chez des patients atteints de leucémie (Garcia-Manero ef al.,
2006; Stathis et al., 2011). L'effet synergique de ces deux types d'agents est amélioré
lorsqu'ils sont administrés de manicre séquentielle. En effet, il semblerait plus
prometteur d'administrer 1'agent déméthylant avant ’'HDACI (Stintzing et al., 2011).
La combinaison des HDACi avec d'autres agents thérapeutiques induit également une
amélioration du taux de réponse des patients et un effet synergique in cellulo. Par

exemple, le SAHA est testé cliniquement en combinaison avec un inhibiteur du
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protéasome, le marizomib, et sur des lignées cancéreuses avec le bortezomib
(Emanuele et al., 2007),(Millward et al., 2012).

Cependant, de nombreux effets secondaires sont toujours a déplorer suite au
traitement avec les HDACI, seuls ou en combinaison, ainsi qu'un taux de réponse
insuffisant (Subramanian et al., 2010).

Par conséquent, la recherche de nouveaux HDACi permettrait d'identifier de
nouvelles molécules qui pourraient potentiellement diminuer les effets secondaires et
augmenter la réponse au traitement.

Ainsi, la recherche de HDACi nous a permis d'identifier différentes familles
de molécules: les acides 4-hydroxybenzoiques, les polyketides [Annexe A2, (El
Amrani et al., 2014)] et les 3-alkenoylcoumarines [Annexe A2, (Seidel et al., In
press)]. Parmi les acides 4-hydroxybenzoiques, cinq molécules possédent des activités
inhibitrices prometteuses de l'activité enzymatique des HDAC, trois inhibiteurs qui
ciblent plusieurs HDAC: 13b, 13c et 6e, et deux inhibiteurs spécifiques de HDAC6:
13a et 7b.

V.2, Les inhibiteurs qui ciblent plusieurs HDAC

V.2.1. Effet des acides 4-hydroxybenzoiques sur 1'acétylation des
protéines

Le composé 13b posseéde un profil d’inhibition de HDAC (HDACI, 2,3 et 11)
comparable a d’autres HDACi décrits comme les benzamides synthétiques
MGCDO0103 et MS-275. De plus le composé 13b inhibe aussi les sirtuines 1, 2 et 3
comme le sirtinol (Saito et al., 1999; Fournel et al., 2008; Cen, 2010). Le profil
d'inhibition du composé 13b qui cible a la fois des isoenzymes dépendantes du zinc et
des isoenzymes de la classe III, est particulicrement intéressant. En effet, la
combinaison d'inhibiteurs de sirtuines avec des inhibiteurs des classes I, II et IV
potentialiserait I'induction de la mort cellulaire (Cea ef al., 2011). Une induction de
I’acétylation de I’histone H4, substrat des HDAC des classes I, II, IV et de la sirtuine
1 (Tong, 2002), a été observée en fonction du temps par le composé 13b. Ce composé
induit 1'acétylation de H3K9, en corrélation avec l'inhibition de HDAC3 in vitro
(Bhaskara et al., 2011). L'induction de l'acétylation de H4KS8 et de H3K 14, associée a
l'expression génique, est corrélée a l'inhibition des HDACI, 2, 11 et de SIRT1 (Strahl
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et al., 2000). Cependant, une faible augmentation de ’acétylation de la tubuline-a est
observée aprés 24 heures de traitement. Ce résultat pourrait étre expliqué par
l'inhibition de la sirtuine 2 mais pas de HDAC®6 par le composé 13b et est comparable
a l'effet du MGCDO0103 dans les cellules HeLa et du MS-275 dans les cellules U-937
(Rosato et al., 2003; Chia et al., 2010). En effet, SIRT2 est présente principalement
dans le cytoplasme ou elle désacétyle la tubuline-a (North ef al., 2003).

Le composé 13¢ inhibe in vitro les HDACI, 2, 6, 11 et SIRTI. De la méme
fagon que le depsipeptide FK228, qui inhibe également ces isoenzymes, le composé
13c¢ induit 1’acétylation de I’histone H4 dans les cellules K-562, probablement par
inhibition des HDACI, 2, de SIRT1 ainsi que de la tubuline-a suite a I’inhibition de
HDAC6 (Furumai et al., 2002; Wang et al., 2007b). Le composé 13¢ induit
l'acétylation de H4K8, H3K9 et H3K 14, comme le composé 13b.

Enfin, le composé 6e inhibe les isoenzymes HDACI, 2, 8, 6 et 10 et induit
l'acétylation de 1'histone H4, de méme que la molécule synthétique menadione dans
les cellules HL-60 (Lin ef al., 2005), ainsi que celle de H3K14. Il n'est pas exclu que
ce compos¢ induise d'une manieére plus prononcée l'acétylation d'autres lysines
spécifiques des histones H3 et H4. Cependant, le statut d'acétylation de la tubuline-a
est faiblement affecté par le traitement des cellules. Ce résultat pourrait étre expliqué
par l'absence d'inhibition de SIRT2 in vitro et une Clsy plus haute pour HDACG6 (69
uM) par rapport aux autres isoenzymes (11 et 14 uM respectivement pour HDACI et
8). Dans notre mod¢le cellulaire, le SAHA induit I'acétylation des lysines des histones

H3 et H4, comme reporté dans la littérature (Gui et al., 2004).

V.2.2. Effet des acides 4-hydroxybenzoiques sur la prolifération
des cellules cancéreuses

Nos acides 4-hydroxybenzoiques diminuent la prolifération et induisent
l'apoptose des cellules K-562. L'effet des composés sur la prolifération et la viabilité
cellulaire est comparable a l'effet de la plupart des HDACi sur les cellules
canceéreuses.

Le composé 13b induit une diminution de I’expression protéique des cyclines
D, E, A et B ainsi qu'un arrét du cycle cellulaire en phase G2/M aprés un temps de
traitement court, puis en phase GO/G1 a des temps de traitement plus longs. De

manicre comparable, l'inhibiteur MGCDO0103 induit fortement l'accumulation des
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cellules HeLa en phase G2/M. Cependant, cette molécule n'affecte pas le niveau
protéique des cyclines E et A. Le MGCDO0103, comme le composé¢ 13b, n'induit pas
l'expression de la protéine p21 dans les cellules HeLa, impliquée dans I'inhibition du
cycle cellulaire (Chia et al., 2010). Le traitement des cellules U-937 par le benzamide
MS-275 induit une accumulation des cellules en phase G2/M ainsi qu'une diminution
de la cycline D1, tout comme le composé 13b (Rosato ef al., 2003).

Le composé 13¢ induit un arrét du cycle cellulaire en phase S aprés 48 heures
de traitement. Cet effet peut étre expliqué par la diminution du taux des protéines
composant le complexe cycline A-cdk2-PCNA indispensable a la progression dans
cette phase (Lodish et al., 2003). Contrairement au composé 13¢, le depsipeptide
FK228 induit un arrét du cycle cellulaire en phase G1 accompagné d'une diminution
de la cycline D et d’une augmentation de la cycline E et de p21 (Sandor et al., 2000).
La différence observée dans la progression du cycle cellulaire entre le composé 13c et
le FK228 pourrait étre due a 'inhibition de SIRT1 et de HDACI11 par le composé 13¢
et non par le FK228.

Enfin, le composé 6e induit un arrét du cycle cellulaire en phase G0/G1 aux
temps de traitement courts qui pourrait étre la conséquence de l'augmentation de
l'expression des protéines inhibitrices du cycle p19, p21 et p27 accompagnée d'une
diminution des cyclines D et E ne permettant plus la poursuite du cycle cellulaire vers
la phase S. Le composé 6e induit un arrét en phase S aux temps de traitement plus
longs accompagné d'une diminution de I’expression des cyclines A et B impliquées
dans le passage de la phase S a G2/M et dans la progression en phase G2/M (Lodish
et al., 2003). De plus, I'induction de l'expression de p21 par le composé 6e s'exerce au
niveau transcriptionnel. En effet, le composé induit un enrichissement des marques
actives au niveau du promoteur de ce géne. Le largazole, qui inhibe
préférentiellement les HDACT et 2 induit un arrét des cellules en phase G2/M ainsi
qu'une augmentation de I'expression de la protéine p21 (Liu et al., 2010).

Le traitement des cellules par le SAHA, utilis¢é comme inhibiteur d’HDAC de
référence, montre des similitudes avec les résultats obtenus avec le composé 6e. En
effet, le SAHA induit un arrét des cellules en phase GO/G1 ainsi que 'expression de
p21 de manicre transcriptionnelle associée a une hyperacétylation des histones au
niveau de son promoteur (Gui et al., 2004; Zhou et al., 2011). Le traitement des
cellules K-562 par le SAHA induit également l'expression du géne CDKN2D, comme

le composé 6e. Une augmentation du le géne CDKNIC a aussi été observée. Le
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SAHA n'a pas d'effet sur I'expression du geéne codant p27, comme attendu (Gui et al.,
2004). De maniere surprenante, le traitement avec le SAHA ne conduit pas a une
diminution du niveau protéique de la cycline D1 comme observée dans la littérature.
Ce résultat pourrait étre expliqué par la concentration utilisée de 2 puM, qui est
inférieure a celle utilisée dans les publications observant une diminution de la cycline
D1 (Kawamata et al., 2007). Cependant, le SAHA diminue les cyclines A et B1 de

maniere similaire aux composés 13b, 13c et 6e.

V.2.3. Effet des acides 4-hydroxybenzoiques sur la viabilité des
cellules cancéreuses

Nos données montrent que l'induction de I'apoptose observée suite au
traitement des cellules K-562 avec les composés 13b, 13c et 6e mene a l'activation
des caspases initiatrices 8 et 9 ainsi que de celle des caspases effectrices 3 et 7, de
facon comparable a de nombreux HDACi. De plus, les acides 4-hydroxybenzoiques
n'ont pas d'effet sur la viabilité¢ des cellules circulantes de donneurs sains (PBMC),
contrairement au SAHA qui induit I'apoptose de ces cellules. L'induction de la mort
cellulaire des PBMC par le SAHA concorde avec des données observées dans la
littérature (Santo et al., 2012).

La voie apoptotique induite ne peut pas étre déterminée sur la seule base du
clivage des caspases. En effet, les composés induisent le clivage de la caspase 8,
témoignant d’une activation de la voie extrinséque. Cependant, cette cascade peut
¢galement étre activée suite a une activation de la voie intrinseque. Il est aussi
possible que les deux voies soient induites, comme observé dans des cellules
cancéreuses de la téte et du cou traitées avec le SAHA (Gillenwater et al., 2007).

La mort cellulaire induite est indépendante de I’inhibition de I’expression des
protéines anti-apoptotiques observée tardivement aprés traitement ainsi que de
l'activation des protéines pro-apoptotiques BID et BAX. Ces résultats sont similaires a
ceux observés dans les cellules U-937 traitées avec le benzamide MS-275 ou les
cellules K-562 traitées avec le FK228 ou le SAHA. Ces molécules conduisent a une
diminution tardive (entre 24 et 48 heures) des protéines anti-apoptotiques MCL-1,
XIAP et surivine (Rosato ef al., 2003; Wang et al., 2007b). Cependant, les acides 4-
hydroxybenzoiques augmentent 1’expression de la protéine pro-apoptotique BIM

apres des temps de traitement courts. Cette induction de BIM par les composés 13b,
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13c et 6e ne résulte pas d'une activation transcriptionnelle contrairement a ce qui est
observé suite a un traitement avec le SAHA dans des cellules de lymphomes (Xargay-
Torrent et al., 2011). En effet, les acides 4-hydroxybenzoiques n'induisent pas la
transcription d’ARNm de BIM ni l'enrichissement de son promoteur par des marques
actives de la transcription. L'augmentation du taux protéique de BIM suite au
traitement pourrait étre la conséquence d'une stabilisation suite a sa phosphorylation
(Hubner et al., 2008).

Les acides 4-hydroxybenzoiques diminuent la prolifération et de la viabilité
d'autres modeles cancéreux comprenant les cellules PC-3, TF-1, RAJI, SK-N-AS et
MCEF-7. De plus, la comparaison de l'effet des composés montre que les composés
diminuent plus rapidement et a plus faible dose la prolifération et la viabilité¢ des
cellules en suspension comparée aux cellules adhérentes. Plusieurs HDACH, tels que
le SAHA, le PXD-101 ou le LBH589 générent également une meilleure réponse
clinique dans le cas des lymphomes ou leucémies (Pecuchet ef al., 2010). Néanmoins,
les mécanismes sous-jacents qui expliquent cette différence de potentialité restent
inconnus.

De plus, les données de viabilité cellulaire obtenues montrent une cytotoxicité
différentielle intéressante de nos composés entre les cellules cancéreuses et non-
cancéreuses (les cellules non cancéreuses MCF-10A et cellules circulantes provenant
de donneurs sains PBMC). La faible toxicité des composés vis-a-vis des cellules
saines par rapport aux cellules cancéreuses a également été observée pour de
nombreux autres HDACIi d’origine naturelle tels que 1'acide valproique, le butyrate de
sodium ou le sulforaphane (Cea et al., 2011; Clarke et al., 2011).

Les cellules MCF-7 ont également été utilisées afin de généraliser 1'effet
inhibiteur d’HDAC au-dela de nos lignées leucémiques utilisées principalement. En
effet, suite au traitement avec les composés 13b, 13c et 6e, une augmentation de
l'acétylation de deux cibles des HDAC a été observée. De plus, comme les composés
inhibent la prolifération des cellules MCF-7, 1'étude du cycle cellulaire a été réalisée ;
cependant, les composés ne semblent pas modifier la distribution des cellules dans les

différentes phases du cycle cellulaire.
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V.2.4. Influence de la structure chimique sur le potentiel
d'inhibition des HDAC

La comparaison des structures chimiques des acides 4-hydroxybenzoiques
testés et leur activité inhibitrice des activités HDAC non-sirtuines montre une
importance de la longueur de la chaine de la molécule. En effet, les molécules
possédant une longueur de quatre carbones ne sont pas actifs alors que ceux en
possédant trois ou cinq inhibent l'activit¢ HDAC in vitro. De plus, la molécule 6e
posséde six carbones dans sa chaine et la molécule 7e en posseéde sept, alors que ces
deux molécules portent les mémes groupements chimiques, le composé 6e inhibe
l'activit¢ HDAC contrairement au composé 7e. Cette observation est également vraie
pour les composés 8b, 9b, 10b et 11b qui ne différent que par la longueur de la chaine
mais parmi lesquels seul le composé 8b posséde une activité inhibitrice. L'importance
de la longueur de la chaine carbonée pourrait étre due a la structure tubulaire des sites
actifs des HDAC, une certaine longueur serait requise pour le positionnement des
groupements chimiques par rapport aux acides aminés indispensables a la réaction
catalytique.

La nature des groupements chimiques ainsi que leur position sont également
mises en jeu dans l'inhibition des HDAC. Parmi les composés ayant six carbones dans
leur chaine, seul le composé 6e portant trois groupements hydroxyles inhibe les
HDAC, comparé au composé 6d qui n'en porte que deux, au composé 6a qui porte
deux groupements méthoxy ou aux composés 6b et 6¢ qui portent un groupement
hydroxyle et un méthoxy. La nature du groupement chimique est impliquée aussi dans
la sélectivité des molécules vis-a-vis des isoenzymes de HDAC. Le compos¢ 13b
posséde trois fluores et inhibe les HDACI, 2, 3, 11 et les SIRT1, 2, 3. Le composé
13c porte trois groupements chlorure et inhibe les HDACI, 2, 6, 11 et la SIRTI. Le
composé 13a, quant a lui, porte trois groupements méthoxy et inhibe spécifiquement
HDACS6. Par ailleurs, la position des groupements chimiques joue un role dans le
potentiel inhibiteur des molécules. Par exemple, les composés 7b et 7c¢ possedent un
groupement hydroxyle et un méthoxy mais a une position différente et seul le
composé 7b est actif.

Les inhibiteurs de HDAC utilisés dans cette étude ne présentent pas une
structure « classique » d'inhibiteur. Néanmoins, d'autres polyphénols, tel que la
dihydrocoumarine (Olaharski et al, 2005), sont capables d'induire des effets

biologiques similaires a ceux observés dans cette étude. Parmi les trois molécules
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inhibitrices de plusieurs HDAC, le composé 6e géncre les effets cellulaires les plus

comparables aux HDAC:i classiques tels que le SAHA.

V.3. Les inhibiteurs spécifiques de HDAC6

Les inhibiteurs spécifiques de HDAC6, 13a et 7b, ont été utilisés dans un
modele en suspension (cellules K-562) ainsi que deux modeles adhérents (cellules
PC-3 et LNCaP). L'analyse de l'expression de HDACG6, de la tubuline-a acétylée et
totale dans ces modeles révele une expression de HDAC6 plus importante dans les
cellules LNCaP que dans les cellules PC-3 et K-562. Cependant, 1'expression
différentielle de cette protéine n'est pas corrélée au statut d'acétylation de la tubuline-
a. En effet, les cellules LNCaP ont un taux plus important de tubuline-a acétylée
comparé aux deux autres lignées cellulaires. Cette absence de corrélation pourrait étre
due a une régulation post-traductionnelle différente de HDAC6 dans ces lignées telles
que sa phosphorylation ou son acétylation (Han et al., 2009; Williams et al., 2013),
une expression moindre de SIRT2 dans les cellules LNCaP, impliquée également
dans la désacétylation de la tubuline-a, ou la combinaison de ces mécanismes. De
plus, la localisation cellulaire de HDAC6 peut jouer un rdle important dans son
activit¢ de désacétylation de la tubuline-o. Cette isoenzyme est principalement
localisée dans le cytoplasme mais peut également migrer vers le noyau suivant le type
cellulaire ou au cours de la différenciation (Liu et al., 2012; Chen et al., 2013a).
L'étude de la localisation cellulaire de HDAC6 dans nos modéles a montré que cette
protéine est principalement localisée dans le cytoplasme dans les trois lignées
étudiées.

La tubuline-a est le substrat le mieux décrit de HDAC6 (Hubbert et al., 2002).
L'acétylation de cette protéine a alors ¢été analysée suite au traitement avec les
composés 13a et 7b afin de confirmer 1'inhibition de HDAC6 in cellulo. Les deux
composés induisent une augmentation rapide et importante de 1’acétylation de la
tubuline-a dans les cellules K-562, PC-3 et LNCaP. De maniére similaire, la tubacine,
un inhibiteur spécifique de HDAC®6, induit une hyperacétylation importante de la
tubuline-a. De plus, les composés n'ont pas d'effet sur l'acétylation d'une protéine
nucléaire, 1'histone H4, témoignant de l'inhibition de HDAC6 dans le cytoplasme. De
manicre surprenante, la tubacine induit 'acétylation de I'histone H4 dans les trois

modeéles cellulaires utilisés. Cette observation est en contradiction avec les données de
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la littérature et pourrait étre expliquée par l'utilisation de cette molécule a des
concentrations différentes (Haggarty et al., 2003; Namdar et al., 2010). De plus, le
taux protéique de HDAC6 apres traitement avec les composés 13a et 7b n'est pas
affecté, indiquant que son inhibition fait appel & un mécanisme catalytique et non une

diminution de I'expression de la protéine.

V.3.1. Effet des inhibiteurs de HDACG6 sur la prolifération et la
viabilité des cellules cancéreuses

Plusieurs lignées cellulaires cancéreuses en suspension (K-562, RAJI, U-937,
JURKAT) ont été utilisées pour tester 1'effet des composés 13a et 7b sur leur
prolifération et la viabilité. Les composés inhibent la prolifération entre 5 et 10 uM et
diminuent de maniére importante la viabilité de ces cellules cancéreuses a partir de
25 uM. Les composés présentent une cytotoxicité différentielle intéressante envers les
cellules circulantes issues de donneurs sains (PBMC). La sélectivité des composés
13a et 7b vis-a-vis des cellules cancéreuses est comparable a celle observée avec
l'inhibiteur de HDAC6 ACY-1215 (Santo et al., 2012).

Les composés 13a et 7b ont également été testés sur différentes lignées
cancéreuses adhérentes (PC-3, LNCaP, MDA-MB231, MCF-7). Une diminution
importante de la prolifération (dés 10 uM) et de la viabilité (a partir de 25 uM) des
cellules est observée suite au traitement avec les deux molécules. De plus, I'analyse de
l'effet de ces molécules sur les cellules non cancéreuses MCF-10A révele une
diminution de la prolifération a partir de 25 uM et de la viabilité¢ a partir de 50 pM
pour le composé 13a et de 100 uM pour le composé 7b. Ces résultats montrent que
les composés posseédent une cytotoxicité différentielle également dans les modeles
cellulaires adhérents. Contrairement aux acides 4-hydroxybenzoiques qui inhibent
plusieurs HDAC, les composés 13a et 7b affectent la prolifération et la viabilité des

cellules cancéreuses en suspension et adhérentes de mani¢re comparable.

V.3.2. Effet des inhibiteurs de HDACG6 sur la distribution des
cellules dans les différentes phases du cycle cellulaire
L'évaluation de 1'effet du composé 13a sur la distribution des cellules K-562,

PC-3 et LNCaP dans les différentes phases du cycle cellulaire montre une
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accumulation modérée des cellules PC-3 uniquement en phase G2/M a partir de
12 heures de traitement. Le composé 13a n'induit pas d'accumulation des cellules K-
562 et LNCaP dans une phase spécifique du cycle cellulaire, l'inhibition de la
prolifération ne serait alors pas la conséquence d'un arrét du cycle cellulaire. Ces
résultats sont similaires a ceux observés dans les cellules A549 traitées avec la
tubacine ou les cellules cancéreuses de pancréas traitées avec la tubastatine A
(Haggarty et al., 2003; Wang et al., 2012). Cependant, 'inhibiteur de HDAC LBH589
induit un arrét du cycle cellulaire en phase G2/M des cellules PC-3 et LNCaP de
maniére dépendante de l'inhibition de HDAC6 (Chuang ef al., 2013). L'arrét du cycle
cellulaire dans les cellules LNCaP dépend de I'activation de la voie ERK, qui, dans le

cas du composé 13a n'est peut étre pas affectée.

V.3.3. Effet des inhibiteurs de HDACG6 sur la mort cellulaire

Les expériences d’exclusion au bleu Trypan ont montré une induction
importante de la mort cellulaire des 24 heures de traitement avec le composé 13a et de
maniére plus modérée avec le composé 7b. L'é¢tude de la morphologie nucléaire
montre une forte induction de l'apoptose des cellules K-562 par les deux composés et
une forte augmentation du nombre de cellules LNCaP positives a l'iodure de
propidium par le composé 13a. Concernant les cellules PC-3, une faible augmentation
du nombre de cellules mortes est observée méme aprés 72 heures de traitement avec
le composé¢ 13a. L'induction de l'apoptose par les composés 13a et 7b dans les
cellules K-562 est confirmée par le clivage de la caspase initiatrice 9 impliquée dans
la voie intrinseque. La caspase 8 activée au cours de la voie extrinséque n'est pas
clivée suite au traitement. De plus, les caspases effectrices 3 et 7 ainsi que leur
substrat PARP sont clivés. La tubacine induit également 1'apoptose des cellules
lymphoblastoides accompagnée du clivage de la caspase 3 et de PARP (Kawada et
al., 2009).

Par ailleurs, 1'induction de I'apoptose suite a 1'inhibition de HDAC6 pourrait
étre la conséquence de l'activation de la protéine pro-apoptotique BAX. L'activité de
cette protéine dépend de son association avec la protéine inhibitrice Ku70, dont le
statut d'acétylation est régulé par HDAC6. Ainsi, l'inhibition de HDAC6 induit une
hyperacétylation de Ku70 permettant la dissociation de BAX qui pourra étre localisé a

la mitochondrie (Cohen et al., 2004). L'analyse de l'activation de BAX suite au
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traitement avec le composé 13a montre une activation apres 24 heures de traitement.
Cette induction n'est pas due a une augmentation de l'expression de BAX, le composé
13a n'ayant pas d'effet sur son taux d'ARNm. Ces résultats ont été observés dans des
cellules de neuroblastome traitées avec la tubacine ou le traitement induit une perte de
l'interaction entre Ku70 et BAX (Subramanian et al., 2011). De plus, Ku70 interagit
également avec la protéine anti-apoptotique FLIP, la protégeant ainsi de la
dégradation. L'induction de l'apoptose par le composé 13a pourrait aussi survenir en

conséquence de la dégradation protéasomale de FLIP (Kerr et al., 2012).

V.3.4. Effet des inhibiteurs de HDACG6 sur le dynamisme des
microtubules

Il est maintenant bien défini que le statut d'acétylation de la tubuline-a joue un
réle important dans la dynamique des microtubules. L'inhibition de HDAC6 induit
une hyperacétylation de la tubuline-o conduisant a une perte de la mobilité des
cellules (Zilberman et al., 2009). L'é¢tude de l'influence du composé¢ 13a sur la
structure des microtubules est réalisée dans les modéles cellulaires adhérents, PC-3 et
LNCaP. Des expériences de microscopie a fluorescence ont montré un réseau plus
structuré, confirmant de ce fait que l'inhibition de HDAC6 par le composé 13a,
menant a une hyperacétylation de la tubuline-a, module la structure des microtubules
ainsi que la morphologie cellulaire. Le traitement avec le composé 7b induit
rapidement une condensation de la tubuline-a dans les cellules PC-3 et LNCaP
confirmant l'implication de I'hyperacétylation de cette protéine. De plus, la
quantification des fractions contenant la tubuline polymérisée et non polymérisée
appuie les données obtenues avec le composé¢ 7b. Suite au traitement, le taux de
tubuline-o. contenue dans la fraction contenant la tubuline polymérisée est trés
largement augmenté. De maniére similaire, la tubacine affecte la polymérisation des
microtubules et par conséquent leur vitesse de croissance via l'inhibition d’HDAC6

(Matsuyama et al., 2002; Zilberman et al., 2009).
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V.3.5. Effet des inhibiteurs de HDACG6 sur la fonction chaperonne
de HSP90a

Un autre substrat bien caractéris¢ de HDAC6 est la chaperonne HSP90a
(Scroggins et al., 2007). Cette chaperonne interagit avec ses protéines clientes, leur
permettant ainsi de conserver un repliement fonctionnel. Le statut d'acétylation de
HSP90a est contrdlé par HDACG et est impliqué dans l'interaction avec les protéines
clientes (e.g. Ber-Abl, récepteur aux androgénes) et la liaison de 'ATP. L'évaluation
du taux protéique des protéines clientes Ber-Abl et le récepteur aux androgénes (RA)
montre une diminution importante de ces derni€res suite au traitement avec le
composé 13a. De manicre intéressante, le composé 7b semble moduler l'activité
chaperonne de HSP90a de fagon dépendante de la lignée cellulaire. En effet, le
traitement avec le composé 7b n'a pas d'effet sur le taux protéique de Ber-Abl dans les
cellules K-562, alors qu'il diminue fortement le RA dans les cellules LNCaP dés
2 heures de traitement. Le niveau protéique de HSP90a n'étant pas affecté par le
traitement avec ces deux molécules, les résultats suggérent que le traitement induit
une perte de l'activité chaperonne de HSP90a. Les cellules K-562 traitées avec le
LAQS824 présentent également une diminution de la protéine Ber-Abl qui est dégradée
par le protéasome (Bali ef al., 2005). De la méme maniére, le traitement des cellules
LNCaP par la TSA diminue la quantité protéique du RA (Ai et al., 2009). Considérant
son role dans le maintien d’un repliement protéique correct et dans la prévention des
agrégats protéiques, l'inhibition de la fonction chaperonne de HSP90a pourrait

participer a l'induction de la mort cellulaire.

V.3.6. Influence de la structure chimique dans la sélectivité des
molécules pour l'inhibition spécifique de HDAC6
Les composés 13a et 7b ont une structure chimique relativement différente du
fait notamment de la présence d'un troisieme cycle dans le compos¢ 13a. Cependant,
ces deux molécules portent un groupement hydroxyle et un méthoxy sur chaque cycle.
La combinaison de ces deux groupements chimiques ainsi que la longueur de chaine
pourrait correspondre a des conditions spécifiques pour inhiber HDAC6. Ces
structures sont particuliérement intéressantes, car parmi les inhibiteurs de HDAC6, la
plupart des molécules possédent un groupement hydroxamique mais ne présentent pas

la combinaison des groupements hydroxyle et méthoxy sur un cycle aromatique.
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VI. Conclusions - Perspectives

Les acides 4-hydroxybenzoiques 13b, 13c¢ et 6e possédent des propriétés
inhibitrices de plusieurs HDAC et les composés 13a et 7b inhibent spécifiquement
HDACS6. Les cinq molécules induisent un ralentissement de la croissance et une
diminution de la viabilit¢ de différentes lignées cancéreuses et ont une cytotoxicité
différentielle intéressante vis-a-vis de cellules de donneurs sains ou de cellules non
cancéreuses. Ces observations cellulaires ont été corrélées avec les mécanismes
moléculaires mettant en jeu l'inhibition des HDAC. Les molécules inhibitrices de
plusieurs HDAC induisent un arrét du cycle cellulaire via la modulation de
l'expression des génes impliqués dans la progression, ainsi qu'une mort par apoptose
probablement par la modulation de I'activité de la protéine pro-apoptotique BIM. Les
molécules spécifiques de HDACG6 induisent fortement I'acétylation de la tubuline-a,
induction mise en corrélation avec la modulation de la structure des microtubules. De
plus, le composé 13a induit l'activation de la protéine pro-apoptotique BAX qui

pourrait participer a I'induction de la mort cellulaire.

VI.1. Perspectives avec les inhibiteurs qui ciblent
plusieurs HDAC

Les inhibiteurs qui ciblent plusieurs HDAC sont capables de diminuer la
prolifération dans différents modeles de lignées cancéreuses et une mort cellulaire par
apoptose dans les cellules leucémiques K-562. Les mécanismes et hypothéses
d'actions des différents composés dans les cellules K-562 utilisés pour cette étude sont
résumés dans la Figure 46A.

Afin de compléter I'étude des effets des acides 4-hydroxybenzoiques sur
l'acétylation des protéines, et d'expliquer les différences entre les observations in vitro
et in cellulo, il serait intéressant d'évaluer l'effet de ces composés sur : (i) le statut
d'acétylation d'autres cibles non-histoniques (e.g. p53, NF-«kB) ; (ii) l'activité¢ des HAT
et (iii) I'expression des isoenzymes de HDAC et de HAT.

Des ¢études de "docking" des acides 4-hydroxybenzoiques dans les sites actifs

des isoenzymes inhibées permettraient d'analyser le mécanisme d'inhibition de ces
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molécules. De plus, il serait intéressant d'analyser le type d'inhibition des enzymes,
compétitive ou non compétitive, grace a I'équation de Michaelis-Menten faisant appel
a la vitesse maximale et a la constante de Michaelis.

La synthese de nouveaux dérivés de ces molécules sur la base des données in
vitro ainsi que sur les observations in cellulo permettrait d'augmenter I'efficacité des
molécules dans les cellules.

Enfin, la combinaison thérapeutique des acides 4-hydroxybenzoiques avec des
agents anti-cancéreux conventionnels (e.g. idarubicine, cisplatine) ou des
médicaments épigénétiques (e.g. inhibiteurs de DNMT) serait intéressante pour

¢tudier les effets potentiellement synergiques entre ces composés.

VI.2. Perspectives avec les inhibiteurs spécifiques de
HDAC®6

Les inhibiteurs spécifiques de HDAC6 induisent une diminution de la
prolifération et de la viabilité dans différents modeles de lignées cancéreuses et
modulent la structure du cytosquelette. Les mécanismes et hypothéses d'actions de ces
deux composés in cellulo sont résumés dans la Figure 46B.

Afin d'analyser si l'activation de BAX par le composé¢ 13a est une
conséquence d'une hyperacétylation de sa protéine inhibitrice Ku70, le statut
d'acétylation de cette derniere pourrait étre analysé.

De méme, l'acétylation de la chaperonne HSP90a devrait étre étudiée afin de
déterminer s’il existe un lien entre l'inhibition de HDACG6 et la diminution des
protéines clientes Bcr-Abl et le récepteur aux androgénes. De plus, l'analyse des
genes-cibles du RA ainsi que de la phosphorylation des protéines ciblées par Ber-Abl
pourrait établir un lien entre la diminution du taux de ces protéines et I'induction de la
mort cellulaire.

Concernant 1'effet des inhibiteurs spécifiques de HDACG6 sur le cytosquelette,
il serait intéressant d'étudier l'effet des composés 13a et 7b, de maniére similaire a la
tubuline-a, sur les filaments d'actine. En effet, la polymérisation du réseau d'actine
dépend du statut d'acétylation de la cortactine, un autre substrat de HDACS6.

De plus, il serait intéressant de tester la combinaison entre des inhibiteurs
spécifiques de HDAC6 avec d'autres agents anti-cancéreux conventionnels
(doxorubicine, étoposide) ou médicaments épigénétiques (comme la 5-aza-2’-
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deoxycytidine) afin d'évaluer la potentialisation de leurs effets sur la viabilité des
cellules tumorales. La combinaison des composés 13a et 7b avec des inhibiteurs de
HSP90 tel que le 17-AAG serait particulicrement intéressante. La fonction
chaperonne de cette protéine semble déja étre treés affectée par le traitement avec les
inhibiteurs de HDAC®6, la combinaison de ces molécules pourrait avoir un effet
synergique sur la mort cellulaire.

La modélisation moléculaire des interactions enzymes-substrats en présence
de l'inhibiteur sera étudiée dans le but d'élucider le mécanisme d'inhibition de
l'activité enzymatique de HDACG6 par les composés. De plus, 'utilisation de mutants
catalytiques de HDAC6 dans chacun des sites ainsi que le double mutant pourrait
nous renseigner sur la préférence potentielle des composés pour 1'un des sites actifs.
Une étude de la relation structure-activité pourrait étre réalisée par une modulation
des groupements chimiques pour potentialiser 1'effet des molécules.

Enfin, les composés pourraient étre testé in vivo sur des xénogreffes de souris
afin d'évaluer leur effet sur le développement tumoral ainsi que d'analyser le profil

d'acétylation des protéines dans les tissus cancéreux.
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Figure 46: Mécanismes d'action des acides 4-hydroxybenzoiques dans les cellules
cancéreuses.

Les fléches rouges signifient qu'il y a désacétylation de la protéine ciblée, les traits en
pointillés représentent les mécanismes hypothétiques d'action qu'il reste a analyser en (A)
pour les inhibiteurs qui ciblent plusieurs HDAC et en (B) pour les inhibiteurs spécifiques de
HDACEG.
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VIII. Annexes
Annexe Al: Liste des inhibiteurs de HDAC

Ce tableau vient en complément du Tableau 6. Les noms alternatifs des composés sont

indiqués entre parentheses. http://clinicaltrials.gov/, http://cancer.gov/clinicaltrials.

Classe chimique | Inhibiteurs Origine Cibles Commentaires Réf.
Acides gras a 4-phenylbutyrate de | Synthétique ND Phase clinique 11 (Warrell et al.,
chaine courte sodium (Tumeur du 1998)
cerveau)
Acide valproique Synthétique Classes I | Phase clinique I (Gurvich et al.,
(VPA) et [la (tumeur solide) 2004)
AN-1 Synthétique ND Phase pré-clinique | (Entin-Meer et
(butyroyloxymethyl al., 2005)
butyrate)
AN-7 Synthétique ND Phase pré-clinique | (Tarasenko et
(Butyroyloxy- al.,2012)
methyl
diethylphosphate)
AN-9 (Pivanex, Synthétique Classes I, | Phase clinique II (Entin-Meer et
pivaloyloxymethyl MaetIV | (CLL, mélanome) | al.,2005)
butyrate)
AR-42 (S-HDAC- Synthétique ND Phase pré-clinique | (Kulp et al.,
42) 2006)
Butyrate de sodium | Fermentation Classes I, | Phase pré-clinique | (Davie, 2003)
des fibres MaetIV
alimentaires
OSU-HDAC-44 Synthétique Classes I, | Phase pré-clinique | (Tang et al.,
Ila et IV 2010)
Benzamides 2-anilinobenzamide | Synthétiques SIRT2 Phase pré-clinique | (Suzuki et al.,
analogues 32a et 2012)
33i
Chidamide Synthétique HDACI, | Phase pré-clinique | (Ning et al.,
2,3et10 2012)
CI-99%4 Synthétique HDACI1 Phase clinique 11 (Kraker et al.,
(Tacedinaline, N- et2 (My¢élome) 2003)
acetyldinaline)
HTPB (N-Hydroxy- | Synthétique HDACI, | Phase pré-clinique | (Shieh et al.,
4-(4-phenylbutyryl- 4,6,8, 2012)
amino) benzamide) 11
M344 Synthétique ND Phase pré-clinique | (Takai et al.,
2006)
MGCDO0103 Synthétique HDACI, | II (Lymphome, (Fournel et al.,
(Mocetinostat) 2,3,11 leucémie, tumeur | 2008)
solide)
MS-275 Synthétique HDACI, | II (Mélanome (Saito et al.,
(Entinostat, SNDX- 2,3 et 11 | métastatique) 1999)
275)
PABAs class Synthétique ND Phase pré-cliniqu | (Varghese et al.,
2008)
Sirtinol Synthétique SIRTI1, 2 | Phase pré-clinique | (Grozinger et
et3 al., 2001)
Depsipeptides Dérivés de 4- Synthétique HDAC6 | Phase pré-clinique | (Blackburn et
(aminomethyl)-N- al.,2013)
hydroxybenzamide
FK228 Chromobacteriu | HDAC1, | FDA en 2009 (Furumai et al.,
(Romidepsin, m violaceum 2,4et6 (CTCL) 2002)
FR901228)
Largazole Symploca sp. Classe I | pré-clinique (Ying et al.,
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2008)
Spiruchostatins A a | Pseudomonas Classe I | pré-clinique (Crabb et al.,
D 2008)
Thailandepsin A et | Burkholderia Classe 1 Phase pré-clinique | (Wilson et al.,
B thailandensis 2012)
Hydroxamates A-161906 Synthétique ND Phase pré-clinique | (Glaser et al.,
2002)
AAHA Synthétique ND Phase pré-clinique | (Qiu et al.,
1999)
ABHA Synthétique ND Phase pré-clinique | (Qiu et al.,
1999)
Amamistatin Nocardia ND Phase pré-clinique | (Fennell ef al.,
asteroides 2007)
Acides Synthétique HDAC6 | Phase pré-clinique | (Kalin ef al.,
hydroxamiques 2013)
biarryl
Acides Synthétique HDAC6 | Phase pré-clinique | (Kalin ef al.,
hydroxamiques 2013)
isoxazole
ACY-738 Synthétique HDAC6 | Phase pré-clinique | (Jochems et al.,
2013)
ACY-775 Synthétique HDAC6 | Phase pré-clinique | (Jochems et al.,
2013)
ACY-1215 Synthétique HDAC6 | Phase pré-clinique | (Santo et al.,
(Rocilinostat) 2012)
Azaindolyl- Synthétique HDAC6 | Phase pré-clinique | (Lee et al.,
sulfonamides 2014)
CAY10398 Synthétique ND Phase pré-clinique | (Huber et al.,
2011)
CBHA (M- Synthétique ND Phase pré-clinique | (Richon et al.,
carboxycinnamic 1998)
acid
bishydroxamide)
CHAPs 1, 14, 17- Synthétique ND Phase pré-clinique | (Komatsu et al.,
19, 27, 30, 31, 38, 2001)
39, 42-45, 49, 50,
56-57, 58 (cyl-1),
77 (cyl-2), 80, 88,
131, 132
CHR-3996 Synthétique Classe [ Phase clinique | (Moffat et al.,
(tumeurs solides) | 2010)
CG0006 Synthétique Classe I, | Phase pré-clinique | (Kim et al.,
etV 2011)
CG-1521 Synthétique ND Phase pré-clinique | (Roy et al.,
2005)
CR2408 Synthétique Classes I. | Phase pré-clinique | (Baumann ef al.,
etV 2012)
CRA-026440 Synthétique ND Phase pré-clinique | (Cao et al.,
20006)
Dérivés de Synthétiques HDAC6 | Phase pré-clinique | (Blackburn et
4-(Aminomethyl)-N- al.,2013)
hydroxybenzamide
Dérivés 3,4- Synthétique HDAC6 | Phase pré-clinique | (Kalin ef al.,
dihydroquinoxalin- 2013)
1(2H)-one
Dérivés quinazolin- | Synthétiques HDAC6 | Phase pré-clinique | (Yuetal., 2013)
4-one
Dérivés de Synthétique HDAC6 | Phase pré-clinique | (Kalin ef al.,
tétrahydrocarboline 2013)
dPAHAS class Synthétique Classe Phase pré-clinique | (Tessier et al.,
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Droxinostat
HPOB

12
IN-2001

ITF2357

(Givinostat)

INJ-16241199
(R306465)
JNJ-26481585
KBH-A42
LBH-589
(Panobinostat)
MPTOE028
MHY218

MPT0G009

Nexturastat A

NVP-LAQS824
(Dacinostat)

Oxamflatin
PAHAs class
PCI-24781 (CRA-
024781,
Abexinostat)
PCI-34051
Phényalanine et
pyridylalanine
substitués
PXD101
(Belinostat)
Pyroxamide
SB207

SB639

SB939

Scriptaid

Synthétique
Synthétique

Synthétique
Synthétique

Synthétique

Synthétique
Synthétique
Synthétique
Synthétique
Synthétique
Synthétique

Synthétique

Synthétique

Synthétique

Synthétique
Synthétique

Synthétique

Synthétique

Synthétique

Synthétique

Synthétique

Synthétique

Synthétique

Synthétique

Synthétique

169

Ila
HDAC3,
6et8
HDAC6

HDACS6
ND

Classes 1
et II

Classe 1
Classe 1

Classes I
et II
Classes I,
IHetlV
Classes I
et IIb
ND

HDACI,
2,3,6et
8

HDACS6

Classes 1
et II

Classes I,
HetlV
ND

Classes I
et IIb

HDACS

HDACS6

Classes I,
HetlV

ND

Classes I
et II
Classes I,
HetlV
Classes I,
etV

Classes I,
HetlV

Phase pré-clinique
Phase pré-clinique

Phase pré-clinique
Phase pré-clinique

IT (néoplasmes
chronique,
myélome
multiple)

I (cancers solides)

I (cancers solides
et lymphomes)
Phase pré-clinique
I (CTCL, CML)
Phase pré-clinique

Phase pré-clinique

Phase pré-clinique

Phase pré-clinique

I (tumeurs solides
et
hématologiques)
Phase pré-clinique

Phase pré-clinique

Phase clinique |
(tumeurs solides
et
hématologiques)
Phase pré-clinique

Phase pré-clinique
II (mésothéliome
pleural malin,
myéloide
multiple, AML)
Phase pré-clinique
Phase pré-clinique

Phase pré-clinique

Phase clinique |
(tumeur solide)

Phase pré-clinique

2009)
(Wood et al.,
2010)
(Lee et al.,
2013)

(Min et al.,
2012)
(Leoni et al.,
2005)

(Arts et al.,
2007)

(Tong et al.,
2010)

(Kang et al.,
2009)

(Qian et al.,
20006)
(Huang et al.,
2012a)
(Park et al.,
2012)
(Hsieh et al.,
2014)

(Bergman et al.,
2012)

(Catley et al.,
2003)

(Kim et al.,
1999)
(Varghese et al.,
2008)

(Buggy et al.,
20006)

(Balasubramani
an et al., 2008)
(Kalin et al.,
2013)

(Plumb et al.,
2003)

(Butler et al.,
2001)

(Wang et al.,
2010)

(Wang et al.,
2009)
(Novotny-
Diermayr et al.,
2010)

(Lee et al.,
2008)
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SK7031 Synthétique Classe [ Phase pré-clinique | (Park ef al.,
2004)

SK7041 Synthétique Classe [ Phase pré-clinique | (Park ef al.,
2004)

SK7045 Synthétique Classe [ Phase pré-clinique | (Park et al.,
2004)

SK7068 Synthétique Classe [ Phase pré-clinique | (Park ef al.,
2004)

SK7080 Synthétique Classe [ Phase pré-clinique | (Park ef al.,
2004)

ST80 Synthétique HDACG6 | Phase pré-clinique

Suberic Synthétique ND Phase pré-clinique | (Richon et al.,

bishydroxamate 1998)

(SBHA)

Suberoylanilide Dérivé Classes I, | FDA en 2006 (Richon et al.,

hydroxanic acid synthétique de MetIV (CTCL) 1998)

(SAHA, Vorinostat) | la TSA

1,2,3-Triazoles Synthétique HDAC6 | Phase pré-clinique | (Kalin ef al.,
2013)

Tubacine Synthétique HDAC6 | Phase pré-clinique | (Namdar et al.,
2010)

Tubastatine A Synthétique HDAC6 | Phase pré-clinique | (Butler et al.,

et8 2010)

Vorinostat substitué | Synthétique HDAC6 | Phase pré-clinique | (Kalin ef al.,

en C-3 2013)

Peptides Apicidine D Fusarium spp. Classes I | Phase pré-clinique | (Han et al.,

cycliques etll 2000)
Azumamides A A E | Mycale izuensis | Classe I | Phase pré-clinique | (Maulucci ef al.,

2007; Villadsen
etal.,2013)
Chlamydocin Diheterospora Classe [ Phase pré-clinique | (De Schepper et
chlamydosporia al., 2003)
Diheteropeptin Diheterospora ND Phase pré-clinique | (Masuoka et al.,
chlamydosporia 2000)
FR235222 Acremonium sp. | Classe ] Phase pré-clinique | (Petrella et al.,
2008)
Retrohydroxamates | Synthétiques ND Phase pré-clinique | (Nishino et al.,
10a - 101 2004)
Trapoxin A et B Corollospora Classe [ Phase pré-clinique | (Furumai et al.,
intermedia 2001)
WEF-3161 Petriella ND Phase pré-clinique | (Umehara et al.,
guttulata 1983)

Divers 2-trifluoroacetyl Synthétique Classe II | Phase pré-clinique | (Muraglia ef al.,
thiophene 2008)
1,3,4-oxadiazole
derivatives
AGK2 Synthétique SIRT1, 2 | Phase pré-clinique | (Outeiro et al.,

et3 2007)
a-ketoamides 5 et 6 | Synthétique ND Phase pré-clinique | (Glaser et al.,
2004)
Allyl mercaptan Allium sativum ND Phase pré-clinique | (Nian ef al.,
(AM) 2008)
APHAS class Synthétique Classes I | Phase pré-clinique | (Mai et al.,
et1l 2009)
Arsenic trioxide Synthétique ND Phase pré-clinique | (Qu et al., 2012)
Aurothioglucose Synthétique Classes I | Phase pré-clinique | (Inks et al.,
etIla 2012)
bis (4- Renouée des Classe [ Phase pré-clinique | (Son et al.,
hydroxybenzyl) oiseaux 2007b)
sulfide
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Bispyridinium
Dienes 10a et 10b
BML-210
Cafféine
Cambinol
Chalcone 12
Chalcone 17
Composés portant
un groupement
cétone
trifluorométhyl
Composés portant
un groupement
cycohephyl et thiol
CUDC-101
Cyclostelletamines
Dérivés d'isoxazole
Diallyl disulfide
(DADS)
Dihydrocoumarine
DW2a

Ebselen

EX-527

Flavone

Genistein

GNTI
ditrifluoroacetate
GW5074

Histacin
Indole-3-carbinol
KD5150

KD5170

MC 1293

MC 2141 et dérivés
MCP30
Menadione

(Vitamine K3)
NBM-HD1

Synthétique
Synthétique
Coffea arabica
et autres plantes
Synthétique
Fruits, 1égumes,
épices et noix

Synthétique

Synthétique

Synthétique

Synthétique
Haliclona
Synthétique
Ail
Melitous
officinalis
Synthétique
Synthétique
Synthétique
Feijoa
sellowiana
Flemingia
vestita
Synthétique
Synthétique
Synthétique
Choux-fleurs et
brocolis
Synthétique
Synthétique
Synthétique
Synthétique
Bitter melon
seeds
Synthétique
Tree buds and
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ND

ND
HDACS
SIRTI et
2

ND
SIRT1

HDACS6

HDAC6

ND
Classe [
HDACS6
ND

SIRTI et
2
HDACI1
et2
Classes 1
et [la
SIRTI, 2
et3
HDACI1

ND
HDACS5
SIRT1,2
et3

ND
Classe 1
Classes I,
IHetlV
ND

ND

ND
Classe 1
HDAC6

et
ND

Phase pré-clinique
Phase pré-clinique
Phase pré-clinique
Phase pré-clinique
Phase pré-clinique
Phase pré-clinique

Phase pré-clinique

Phase pré-clinique

Phase clinique |
(tumeurs solides)
Phase pré-clinique
Phase pré-clinique
Phase pré-clinique
Phase pré-clinique
Phase pré-clinique
Phase pré-clinique
Phase pré-clinique
Phase clinique 11
III (cancer de la
prostate)

Phase pré-clinique
Phase pré-clinique
Phase pré-clinique
111

Phase pré-clinique
Phase pré-clinique
Phase pré-clinique
Phase pré-clinique
Phase pré-clinique
Phase pré-clinique

Phase pré-clinique

(Perez-Balado et
al., 2007)
(Savickiene et
al., 2006)
(Mukwevho et
al., 2008)
(Heltweg et al.,
2006)
(Orlikova et al.,
2012)

(Kahyo et al.,
2008)

(Kalin et al.,
2013)

(Kalin et al.,
2013)

(Lai et al.,
2010)

(Oku et al.,
2004)

(Kalin et al.,
2013)
(Druesne et al.,
2004)
(Olaharski et
al., 2005)
(Kral et al.,
2014)

(Inks et al.,
2012)
(Solomon et al.,
20006)
(Bontempo et
al.,2007)
(Basak et al.,
2008)

(Inks et al.,
2012)

(Trapp et al.,
20006)
(Haggarty et al.,
2003)
(Bhatnagar et
al., 2009)
(Wash et al.,
2008)

(Payne et al.,
2008)

Mai et al.,
2002)

(Rotili et al.,
2011)

(Xiong et al.,
2009)

(Inks et al.,
2012)
(Huang et al.,
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Nicotinamide
NQN-1
NQN-2

NSC-95397

Osajin
Pentafluoroethyl
ketone 2
Phenethyl
isothiocyanate
Pimelic
diphenylamide 4b
Pomiférine
Psammapline A
Quercetine™
Resveratrol
Ro31-8220
Salermide

SelSA

Splitomicins et
analogues

Sulforaphane
cystéine
Suramine

Tanikolide dimers
Tenovins
Thiol-based SAHA
analogs
Toxoflavin
Trifluoromethyl
ketone 1-3
Tryptamides
U-73122

w2

sap flows
Endogéne

Synthétique
Synthétique
Synthétique
Maclura
pomifera
Synthétique
Légumes
Synthétique
Maclura
pomifera
Aplysinella rhax
Agrumes et
sarrasin
Raisin
Synthétique
Synthétique

Synthétique

Synthétiques

Légumes
Synthétique
Lyngbya
majuscula
Synthétique
Synthétique
Bactérie
Synthétique
Synthétique

Synthétique

SIRTI et
2
HDACS6

HDACS6

HDAC6
et classe
IIa

Classe 1

ND
Classe 1

HDACI,
2,3
Classe 1

Classe 1
SIRT1
SIRT1

SIRT1 et
2

SIRTI1, 2
et3

ND

SIRTI et
2

Classes 1
et II
SIRTI, 2
ets
SIRTI et
2

SIRTI et
2

ND

SIRTI et
2
ND

SIRTI et
2
HDAC3

HDAC6

Phase pré-clinique
Phase pré-clinique
Phase pré-clinique

Phase pré-clinique

Phase pré-clinique
Phase pré-clinique
I (cancer du
poumon)

Phase pré-clinique
Phase pré-clinique
Phase pré-clinique
Phase pré-clinique
I

Phase pré-clinique
Phase pré-clinique
Phase pré-clinique

Phase pré-clinique

Phase pré-clinique
III (cancer de la
prostate)

Phase pré-clinique
Phase pré-clinique
Phase pré-clinique
Phase pré-clinique
Phase pré-clinique
Phase pré-clinique

Phase pré-clinique

2012b)
(Tervo et al.,
2004)

(Inks et al.,
2012)

(Inks et al.,
2012)

(Inks et al.,
2012)

(Son et al.,
2007a)

(Jose et al.,
2004)

(Wang et al.,
2008)

(Beconi et al.,
2012)

(Son et al.,
2007a)

(Kim et al.,
2007)

(Link et al.,
2010)
(Venturelli et
al.,2013)
(Trapp et al.,
2006)

(Lara et al.,
2009)

(Desai et al.,
2010)
(Neugebauer et
al.,
2008),(Freitag
etal.,?2011)
(Myzak et al.,
2004)
(Schuetz et al.,
2007)
(Gutierrez et al.,
2009)

(Lain et al.,
2008)

(Suzuki et al.,
2004)

(Choi et al.,
2013)

(Suzuki et al.,
2004)
(Kiviranta et al.,
2007)

(Inks et al.,
2012)
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Annexe A2: Molécules issues du criblage in vitro ayant une activité

inhibitrice de ’activité HDAC totale

Le criblage in vitro de 1’activité totale de HDAC (classes I, II et IV) a été réalisé grace a une
incubation de 45 minutes a 37°C de 10 pg d'extrait protéique des cellules K-562 en présence
des différents composés et du substrat (HDAC Assay Kit Fluorescent, Active Motif®). La
réaction est arrétée par ajout d’une solution de « développeur » additionnée de TSA. Les

molécules proviennent du laboratoire du Dr Robert Kiss (RK ; Université Libre de Bruxelles,
Belgique), du Pr Peter Proksch (PP ; Université de Diisseldorf, Allemagne), du Pr Gilbert
Kirsch (GK ; Université de Lorraine, Metz, France ), du Pr Claus Jacob (CJ ; Université de
Saarbriicken, Allemagne), Arthur Silva (AS ; Université de Aveiro, Portugal) et David Ross

(DR ; Université du Colorado, Denver, Etats-Unis).

Clso: concentration inhibitrice a 50%, dans les cas ou I'Clsp n'a pas pu étre calculée le

pourcentage d'inhibition a 100 uM est indiqué.

Classe Molécule Origine Clso (uM) % d'inhibition 2  Provenance

chimique 100 pnM

Polyphénol 3b Synthétique 127 RK
Sb Synthétique 152 RK
6d Synthétique 20% RK
6e Synthétique 20% RK
7b Synthétique 20% RK
8b Synthétique 40% RK
9d Synthétique 30% RK
12a Synthétique 114 RK
13a Synthétique 25% RK
13b Synthétique 20% RK
13¢ Synthétique 200 RK
17b Synthétique 30% RK
Alterporriol Champignon Stemphylium PP
A&B 65
F 39
G&H 74
Altersolanol A Champignon Stemphylium 112 PP
Macrosporin Champignon Stemphylium 149 PP
Skirin Champignon 33 PP

Divers Ltl 57 Champignon 92 PP
Ltl 58 Champignon 76 PP
Ltl 60 Champignon 73 PP
Ltl 62 Champignon 102 PP
Ltl 63 Champignon 97 PP
Polyketides Champignon Epicoccum PP
1 nigrum 9.8
10 14.2
FA5734 Synthétique 97 AS
FA-AS3 Synthétique 92 AS
SV55 Synthétique 100 GK
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Annexe A3: Molécules issues du criblage in vitro ne possédant pas

d'activité d'inhibition des HDAC

Classe Molécule Origine Provenance

chimique

Dérivé Aerophobin 2 Eponge marine Aplysina PP

bromé Aerothionin Eponge marine Aplysina PP
Agelanesin A Eponge marine Agelas PP
Dibromophakellin Eponge marine Phakellia PP
Dienone Eponge marine Pseudoceratina PP
Hymenidin Eponge marine Agelas PP
Mauritamide B Eponge marine Agelas PP
Midpacamide Eponge marine Agelas PP
N-methyl-4,5-dibromopyrrole- Eponge marine Agelas PP
2-carboxylic acid

Dérivé Alterporriol D Champignon Stemphylium PP

chloré

Dérivé Agelasidine C Eponge marine Agelas PP

soufré Agelasidine D Eponge marine Agelas PP
DBTTS Synthétique CJ
DPSTTS Synthétique CJ
DPSEETTS Synthétique CJ
DEETTS Synthétique CJ
DPhTTS Synthétique CJ
BnTTSPs Synthétique CJ
PrTTSPs Synthétique CJ

Peptide Enniatin B1 Champignon Fusarium PP

cyclique Theonellapeptolide Ie Eponge marine Okinawan PP
777Da Champignon Talaromyces PP
EEKristall Champignon Embellisia PP

Polyphénol 1b Synthétique RK
4b Synthétique RK
4f Synthétique RK
4g Synthétique RK
6a Synthétique RK
6b Synthétique RK
6¢ Synthétique RK
6d Synthétique RK
Ta Synthétique RK
Tc Synthétique RK
Te Synthétique RK
8d Synthétique RK
9b Synthétique RK
10b Synthétique RK
11b Synthétique RK
22a Synthétique RK
3,5-Dicaffeoylquinic acid Plante Solanum PP
(Isochlorogenic acid A)
(-)-Matairesinol Cedres deodar PP
Alceresin A Plante Alce PP
Alcesin Plante Alce PP
Alternariol Champignon Alternaria PP
Alterporriol E Champignon Stemphylium PP
Atromentin Champignon Hydnellum PP
Avarol Eponge marine Dysidea PP
Broussochalcone Mirier d'Espagne Broussonetia PP
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Curcuphenol Eponge marine Porifera PP
Dehydrocurvularin Champignon Nectria PP
Feralolide Plante Alce PP
Isobavachalcone Plante Erythrina PP
Orsellinic acid Champignon PP
Pinoresinol Huile d’olive extra-vierge PP
Scorzodihydrostilbene A (1) Plante Scorzonera PP
Scorzodihydrostilbene B (2) Plante Scorzonera PP
Divers 3,5-dicaffeoylquinic acid (3,5-  Patate douce PP
DCQA)
5-pentadecyl-1H-pyrrole-2- Eponge marine PP
carbaldehyde
7-O-Methylalceresin A Plante Commiphora PP
8-OH-Manzamin A Eponge marine PP
18-dehydroxycytochalasin Fermentation du champignon PP
Hypoxylon
8LS 80-5-1 Champignon PP
AM2b 2 Champignon Aspergillus PP
AM2b 5.4.1 Champignon Aspergillus PP
AM2b 5.4.5.1 Champignon Aspergillus PP
AM2b 5.5 Champignon Aspergillus PP
AM2b 6.7.1 Champignon Aspergillus PP
AM4 5.7 Champignon Aspergillus PP
AM7b5.3.7.2 Champignon Aspergillus PP
AM7b 5.3.7.5 Champignon Aspergillus PP
AM7b 5.3.7.6 Champignon Aspergillus PP
AMS6 3 Champignon Aspergillus PP
AM7b 6.6.2.2 Champignon Aspergillus PP
AM7b 6.7.3.2 Champignon Aspergillus PP
AM7b 6.7.5.1 Champignon Aspergillus PP
AM7b 7.8.3.2 Champignon Aspergillus PP
AM7b 7.8.3.3 Champignon Aspergillus PP
AM7b 7.8.3.4 Champignon Aspergillus PP
AM7b 7.8.5.1 Champignon Aspergillus PP
AM7b 7.8.5.2 Champignon Aspergillus PP
AM7b 7.8.7.4 Champignon Aspergillus PP
AM7b 7.8.10.2 Champignon Aspergillus PP
AAV14S8semi Champignon Aspergillus PP
Chetomine Champignon Chaetomiun PP
Citreoviridin Champignon Penicillium PP
Cochliodinol Champignon dans la culture duriz PP
Dammarenolic acid Résine dammar PP
Debromosceptrin Eponge marine Agelas PP
Demethylencecalin Fleure Helianthella PP
Indol-3-carboxylic acid Bactérie Chromobacterium PP
Kojic acid Champignon Aspergillus PP
Ltl 54 Champignon PP
Ltl 55 Champignon PP
Ltl 56 Champignon PP
Ltl 59 Champignon PP
Ltl 61 Champignon PP
MAC 730 Synthétique DR
MAC 681 Synthétique DR
MD 299 Synthétique DR
Meleagrin Dindon sauvage PP
OT1 Synthétique AS
0oT2 Synthétique AS
OT3 Synthétique AS

185



Annexes

OT4

OT6

OoT7
OT12
OT13
OT19
0T22
OT25
OT27
Piceoside
Precocen 11
RB60-2-3
RB60-5-1
RB80-3-2
RB80-7
SVé6
SV13
SV16
SV33
SV38
SV48
SV49
SV52
SV53
SV54
SV56
FA-AS1
FA-AS2
FA-AS4

Synthétique

Synthétique

Synthétique

Synthétique

Synthétique

Synthétique

Synthétique

Synthétique

Synthétique

Arbuste Arctostaphylos
Pesticide

Champignon Rhizoctonia
Champignon Rhizoctonia
Champignon Rhizoctonia
Champignon Rhizoctonia
Synthétique

Synthétique

Synthétique

Synthétique

Synthétique

Synthétique

Synthétique

Synthétique

Synthétique

Synthétique

Synthétique

Synthétique

Synthétique

Synthétique

AS
AS
AS
AS
AS
AS
AS
AS
AS
PP
PP
PP
PP
PP
PP
GK
GK
GK
GK
GK
GK
GK
GK
GK
GK
GK
AS
AS
AS
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Annexe A4: Communications - Publications

Communications

Présentations orales

A novel series of polyvanillic acid-based inhibitors of histone deacetylases dispaying
anti-cancer activities

Life Sciences PhD days - Luxembourg (Luxembourg, 2012)

Etude précliniique d'acides 4-hydroxybenzoiques en tant qu'inhibiteurs spécifiques de
'histone désacétylase 6

Journée des doctorants - Nancy (France, 2014)

Posters

Polyvanillic polyphenol derivatives as a new family of class- and isoform-
selective HDAC inhibitors with anticancer properties

Annual mini-symposium - Namur (Belgique, 2011)

A novel series of polyvanillic acid-based inhibitors of histone deacetylases

Clinical Epigenetics International Meetings 2012 - Homburg (Allemagne, 2012)

Antiproliferative and proapoptotic activities of a novel series of polyvanillic acid-
based inhibitors of histone deacetylases

Annual Télévie day - Liege (Belgique, 2012)

Clinical Epigenetics International Meetings 2013 - Soligen (Allemagne, 2013)
Annual Télévie day - Brussels (Belgique, 2013)

Effect of polysulfane-based derivatives of naturally occurring garlic compounds
on the acetylaiton of histones and a-tubulin in human leukemia cells

Luxembourgish Nutrition Conference - Luxembourg (Luxembourg, 2013)
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ABSTRACT: A chemical investigation of the endophytic fungus Epicoccum nigrum isolated from leaves of Mentha suaveolens
collected in Morocco resulted in the isolation of five new polyketides, epicocconigrones A and B (1 and 2), 3-methoxyepicoccone
B (3), 3-methoxyepicoccone (4), and 2,3,4-trihydroxy-6-(methoxymethyl)-S-methylbenzaldehyde (5), together with five known
compounds (6—10). The structures of the new compounds were unambiguously determined by extensive analysis of the 1D and
2D NMR and mass spectroscopic data. Compounds 1 and 10 showed potent inhibition of at least 15 protein kinases with ICs,
values ranging from 0.07 to 9.00 uM. Moreover, compounds 1 and 10 inhibited histone deacetylase (HDAC) activities with ICy,
values of 9.8 and 14.2 uM, respectively. A preliminary structure—activity relationship is discussed. Interestingly, compounds 1
and 10 exert mainly cytostatic effects in human lymphoma RAJI and U-937 cell lines.

E ndophytic fungi that reside in plants are promising sources of a
variety of bioactive substances."* These compounds are usually
structurally novel and display important biological or pharmaceut-
ical properties, such as antimicrobial or cytotoxic activities."”

In this study, the endophytic fungus Epicoccum nigrum Link
was isolated from leaves of Mentha suaveolens Ehr. collected in
Morocco. M. suaveolens is a common wild plant and traditionally
used as an antiemetic, antidiarrheal, antihemorrhoidal, and analgesic
agent in folk medicine of Morocco.” The essential oil of this plant
was reported to have antibacterial and antifungal activity.®

E. nigrum is distributed worldvmde, has been frequently isolated
as an endophyte of plants,*™¢ and has been found to live in
association with other organisms.”™® Previous chemical inves-
tigations of E. nigrum have yielded several bioactive secondary
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metabolites, including flavipin,'® epicorazines A—C,"'™" epi-

cocconone,” epicolactone,* diketopiperazines,””® and orevac-
taene.’ Herein, we report the isolation, structure elucidation, and
biological activities of new polyketide derivatives that show
moderate to potent inhibition of protein kinases and histone
deacetylases (HDAC) in vitro.

B RESULTS AND DISCUSSION

E. nigrum (internal strain No. BSLIW) isolated from leaves of
M. suaveolens Ehr. was fermented on solid rice medium for four
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weeks and then extracted with EtOAc. The obtained EtOAc
extract was separated by repeated column chromatography over
silica gel, Sephadex LH-20, and C 4 to yield five new polyketides
(1-5) and five known compounds (6—10).

Ry R, Rj

3: OH CH; OCH;
4: CH3 OH OCHs3
6: CH; OH H
7: OH CHj H
"9
HOs 7a1 HO
2 O
(0]
HO™ ; ~ RO
OH
5 8:R=H
9:R=CHj

Compound 1 was isolated as a brown, amorphous solid. Its
molecular formula was established as C,;H;,0Oy by HRESIMS
(m/z 375.0707 [M + H]"), implying 12 degrees of unsaturation.
The "H NMR spectrum exhibited five signals assignable to two
methyls, Me-19 (§y 225, s) and Me-17 (5y 231, s), two
oxymethine protons, H-2 (6 6.35, s) and H-10 (5 6.80, s), one
aldehyde proton, H-18 (8y; 10.35, s), and five D,0-exchangeable
protons (S 10.13 brs, 9.85 brs, 11.15 s, 8.92 brs, 9.42 brs).
The “C NMR spectrum showed a total of 18 carbon signals
(Table 1), which include two carbonyls (5 191.2 and 196.9),
two oxygenated sp>-hybridized carbons (5¢ 68.7 and ¢ 90.0),
two methyls (5c 10.1 and 11.8), and 12 sp’-hybridized
quaternary carbons that were assigned to two persubstituted
benzene rings. These functionalities, i.e., two benzene rings and
two carbonyls, account for 10 degrees of unsaturation, thus
indicating two more rings being present in 1 to satisfy the two
remaining degrees of unsaturation. The HMBC correlations
from Me-17 to C-12, C-13, and C-14, from the aldehyde proton
(H-18) to C-12, C-13, and C-11, and from H-10 to C-11, C-12,
and C-16, as well as the ROESY interactions between H-10, H-
18, and Me-17, suggested vicinal relationships of Me-17, H-18,
and H-10 (ring A, Figure 1). The HMBC correlations from
Me-19 to C-3, C-4, and C-5 and from H-2 to C-4 and C-§,
together with the ROESY correlation between H-2 and Me-19,
established their neighboring position in the D ring. The
remaining correlations from H-2 to C-10 and C-16, as well as
from H-10 to C-2 in the HMBC spectrum, suggested the
presence of two oxygen bridges between C-16/C-2 and C-2/C-
10 in ring B, which could rationalize the downfield shifted signals
for CH-2 (y 6.3S, 8¢ 90.0). The carbonyl group (C9) has to be
incorporated into ring C to complete the whole structure as
indicated by the HMBC correlations from H-10 to C-9 and C-8
and from 7-OH to C-6, C-7, and C-8. In addition, a sharp singlet
for OH-7, in contrast to the broad singlets detected for the
other hydroxyl groups, was observed in the 'H NMR spectrum.
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Table 1. 'H and *C NMR Data of 1 and HMBC and ROESY
Correlations (DMSO-dg)”

position 8¢, type Sy, mult. HMBC (H—C) ROESY
2 90.0, CH 635, s 4,8,10, 16 19, 10
3 126.6, C

4 1154, C

S 153.0, C

6 132.5,C

7 148.6, C

8 104.0, C

9 196.9, C

10 68.7, CH 6.80, s 2, 8w, 9,11, 12w, 16 2,18
11 1129, C

12 121.6,C

13 121.6, C

14 1442, C

15 1384, C

16 135.8, C

17 118,CH, 231, 12,13, 14 18

18 1912, CH 10.35, s 11w, 12, 13, 14w 10,17
19 10.1, CH; 2.25,s 3,45 2
5-OH 10.13 brs 4

6-OH 9.85 brs”

7-OH 11.15's 67,8

14-OH 8.92 brs 13

15-OH 9.42 brs®

“Recorded at 300 and 600 MHz for 'H and 75 MHz for BC. *“w”
denotes weak correlation. “Tentative assignments may be interchanged
within the same column.

Figure 1. HMBC (left) and ROESY (right) correlations of 1.

This could only be explained by an intramolecular hydrogen
bond formed between OH-7 and the neighboring carbonyl (C-9)
group. The ROESY correlation between H-2 and H-10 was
indicative of their cis relationship (Figure 1). The specific
rotation of 1 is close to 0, thus suggesting that it was a racemate.
Therefore, compound 1 was identified as a highly oxygenated
polyketide and named epicocconigrone A.

During the preparation of this paper, we found that a closely
related analogue, epicoccolide A, was recently reported from
another endophytic fungus Epicoccum sp."* isolated from
Theobroma cacao. Epicocconigrone A (1) and epicoccolide A
differ only in the D ring, in which the positions of Me-19 and
7-OH of the former are opposite of those of the latter. The
condensation of two molecules of flavipin, which was previously
isolated from E. nigrum,'® can easily explain the formation of
compound 1 and epicoccolide A."*

Compound 2 was isolated as a yellow-brown, amorphous
solid. The HRESIMS of 2 established its molecular formula as
Cy7H,;304 (9 degrees of unsaturation). The "H NMR spectrum
(CD,0D) displayed four singlets at &y 1.29 (Me-16), 2.08
(Me-17), 1.52 (Me-14), and 1.97 (Me-15) that were attributable
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to four methyl groups, and two doublets at 83 2.42 (J = 15.5 Hz)
and at 8y 3.43 (J = 15.5 Hz) assignable to two geminal protons
(CH,-S). Analysis of the *C NMR spectrum confirmed the
presence of four primary carbons (5¢ 22.5, 12.2, 12.1, and 8.2),
one secondary carbon (8¢ 29.5), and 12 quaternary carbons,
which include two keto groups (8¢ 197.2 and 204.7), eight sp*
hybridized carbons, and two sp*-hybridized carbons (Table 2).

Table 2. 'H and 3C NMR Data and HMBC Correlations of 2

Oy, mult. Oy, mult. HMBC
position 8¢, type” (J in Hz)® (J in Hz)* (H-C)
1 2047, C
2 136.0, C
3 1799, C
4 489, C°
s 205, CH, 232,d(156) 243,d(156) 164,13, 11,
6,7,3
3.334 3.44,d (15.6)
6 1215, C
7 140.8, C*
8 1406, C°
9 143.9, C
10 1192, C
11 1233, C
12 1972, C
13 89.2, C
14 82,CH, 1445 152, 21,3
15 122,CHY 1885 197, 3, 4,2, 1(weak)
16 225, CH, 1175 128, s 4,53, 13
17 12.1, CHY 196, s 2.08, s 10,11, 9, 12
(weak)
13-OH 5.66, brs
7,89-OH 9.11, 8.54,
8.34
each 1H, brs

“Recorded in CD;OD at 500 MHz for 'H and 125 MHz for “*C.
PRecorded in DMSO-dy at 300 MHz. “Signal overlapped with the
solvent peak and deduced from HMBC. dSignal overlapped with the
water peak. E‘fAssignments may be interchanged within the same

column.

Among these eight sp® carbons, six of them were incorporated
into a benzene ring. In the HMBC spectrum, Me-17 (8 2.08)
showed correlations to C-9, C-10, and C-11 and long-range
correlation to the keto group (C-12, §c 197.2), while H,-S
showed interactions with C-11, C-6, and C-7 (5. 140.8),
suggesting that Me-17, CO-12, and CH,-S5 resided at C-10, C-11,
and C-6 of the benzene ring, respectively. The HMBC
correlations from Me-14 to the other keto group (C-1, ¢
204.7) and from both Me-14 and Me-1S to the remaining two
olefinic carbons (6¢., 136.0, 55 179.9) were consistent with the
presence of an a,f-unsaturated keto group. Moreover, the
HMBC correlations from Me-16 to C-5, C-4, C-3, and C-13 and
from H,-S to C-3 (8¢ 179.9), C-4, and C-13 established the
connection between CH,-S, C-4, C-3, and C-13 (Figure 2). In
consideration of the chemical shifts of C-13, C-12, and C-1, as
well as the 9 degrees of unsaturation required by the molecular
formula, C-12 and C-1 were then connected via C-13 to
complete the structure of 2. This was supported by NMR
experiments using DMSO-ds as solvent. In the 'H NMR
spectrum (DMSO-d), four D,0-exchangeable protons attrib-
utable to three aromatic hydroxyls (5y 9.11, 8.54, 8.34) and
one further hydroxyl (6 5.66) assigned to 13-OH were clearly
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—> HMBC

Figure 2. Selected HMBC correlations of 2.

discerned. In order to determine the relative configuration, 1D
NOE experiments were performed. No enhancement of 13-OH
was observed when Me-16 was irradiated, and vice versa. Thus,
these two groups are trans oriented. The specific optical rotation
measurement indicated this compound to be a racemate.
Compound 2 was then identified as a new polyketide and
named epicocconigrone B. It shares a common structural unit
with flavipin, and it seems possible that the latter (or its
derivatives) is a starting unit to biosynthesize 2 through a yet
unknown mechanism.

Compound 3 was isolated as a yellow, amorphous solid.
Its molecular formula was established as C,yH;,O4 based on
HRESIMS, corresponding to 6 degrees of unsaturation. 'HNMR
spectrum showed three signals attributed to a methyl group at
Sy 2.03 (4-Me), a methoxy group at &y 3.37 (3-OMe), and an
oxymethine proton at 5y 6.29 (H-3). Analysis of the °C and
DEPT spectra revealed the presence of seven sp*-hybridized
carbons, including a carbonyl group at dc 167.3, and six
quaternary carbons that were assigned to a fully substituted
benzene ring, in addition to one oxygenated methine (5 101.0),
one methoxyl (8¢ 54.6), and one methyl group (5c 10.6).
The NMR data of 3 (Table 3) are similar to those of epicoccone
B (7)," except for chemical shifts for a methoxyl and an
oxymethine of the former replacing the oxymethylene of the
latter. The methoxy group was found to show HMBC correlation
to C-3; hence it was substituted at C-3. Compound 3 was then
identified as 3-methoxyepicoccone B. The specific optical rotation
value ([a]*°p +1.0) of 3 indicates it to be a racemate.

Compound 4 shared the same molecular formula (C;,H;(O)
as 3 by analysis of the HRESIMS data. The NMR data of 4 were
similar to those of 3 (Table 3), indicating 4 to be an isomer of 3.
However, the chemical shifts of the methyl (6y 2.40, 7-Me)
and lactone carbonyl of 4 were significantly downfield shifted
compared to those of 3. Hence, the position of the carbonyl
should be different in both compounds. Indeed, in the HMBC
spectrum of 4, 7-Me showed a long-range correlation to the
carbonyl group (C-1), thus indicating the close spatial proximity
of both functional groups. Therefore, compounds 4 and 3
differed in positions 4 and 7, in which the substituents were
exchanged in both compounds. It is worth noting that 4 is closely
related to 4,5,6-trihydroxy-7-methylphthalide (epicoccone, 6),"°
with the only difference at C-3, in which an additional methoxy
group is present in 4. Compound 4 was thus determined as
3-methoxyepicoccone. The specific optical rotation value (close
to 0) suggests 4 is a racemate.

The molecular formula of compound § was deduced as
C,oH,,05 by HRESIMS measurements. The *C NMR spectrum
showed 10 carbon signals including an aldehyde carbon at
Sc 196.4, a methyl at §; 10.9 (4-Me), a methoxyl at 5 58.2
(3-OCH;), a methylene at §c 67.0 (CH,-3), and six sp’-
hybridized carbons. The NMR data of § (Table 3) were similar to
those of 3 except that the chemical shifts for the aldehyde group
of § replaced the lactone group of 3, and the methylene of the
former replaced the methine of the latter. Thus, compound § was
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Table 3. 'H and 3C NMR Data of 3—5

3a 4b sc

position d¢, type Sy, mult. O, type Oy, mult. O, type Oy mult.
1 1673, C 1719, C 196.4, CH 10.10, s
3 101.0, CH 629, s 1022, CH 626, s 67.0, CH, 470, s
3a 1348, C 1248, C 1319, C

1122, C 140.1, C 119.0, C
s 1512, C 1416, C 152.8, C
6 143.0, C 147.8, C 132.8, C
7 1345, C 1188, C 152.1, C
7a 1039, C 1158, C 1136, C
3-OCH, 54.6, CH, 337, $5.6, CH, 3.47,s $8.2, CH, 341,
4/7-CH, 106, CH, 2.03, s 100, CH, 240, s 11.0, CH, 221,s

“Recorded in DMSO-dy at 300 MHz for 'H and 75 MHz for '*C. "Recorded in CD,0D at 600 MHz for 'H and 150 MHz for '*C. “Recorded in

CD;OD at 500 MHz for 'H and 125 MHz for *C.

Table 4. Protein Kinase Inhibition Activities (ICs,, gM)“

protein kinase

compound AKT1 ALK ARKS Aurora-B AXL FAK IGF1-R MEK1 wt
1 2.15 0.18 2.51 2.51 0.16 0.42 0.07 >30
3 >30 9.76 29.8 22.6 6.39 16.3 2.04 >30
S >30 9.33 >30 20.6 11.0 20.6 3.50 >30
7 232 5.02 10.0 8.69 2.46 7.52 0.56 >100
10 4.07 0.25 3.77 7.29 0.22 0.80 0.15 >30
staurosporineb 0.03 0.03 0.008 0.008 0.04 0.08 0.19 0.30
quercetinb 5.39 3.32 5.09 091 0.96 1.20 0.30 >10

protein kinase

compound MET wt NEK2 NEK6 PIM1 PLK1 PRK1 SRC VEGF-R2
1 0.58 1.83 0.52 3.10 3.18 4.48 0.37 0.32
3 9.65 11.8 >30 >30 >30 >30 12.6 26.4
S >30 >30 >30 >30 >30 >30 20.0 >30
7 8.63 6.55 13.6 213 11.8 18.6 3.56 5.96
10 1.12 3.78 1.85 4.44 6.31 9.00 0.49 0.39
staurosporineb 0.94 4.79 >10 0.11 0.54 0.001 0.04 0.01
quercetinb 0.58 5.73 423 0.50 S.75 5.80 0.12 0.28

“ICs, values were calculated from the inhibitory dose—response curves using the solvent control DMSO set to 100% activity and the negative control
without enzyme set to 0% activity. “Staurosporine and quercetin were used as positive controls.

determined as 2,3,4-trihydroxy-6-(methoxymethyl)-S-methyl-
benzaldehyde.

The known compounds were identified by comparison of their
spectroscopic data with the literature and include epicoccone
(6),"® epicoccone B (7)," 4,5,6-trihydroxy-7-methyl-1,3-dihy-
droisobenzofuran (8),"” 4,6-dihydroxy-5-methoxy-7-methyl-1,3-
dihydroisobenzofuran (9),'® and epicoccolide B (10).'*"*

In order to prove whether compounds that bear a methoxyl
group, such as 3, 4, and 9, could be artifacts generated during
extraction and/or isolation with methanol, the postulated parent
compounds, i.e., 6—8, were incubated in methanol for more than
two weeks. No methoxylated products were detected by HPLC
and LC-MS.

All compounds are probably biosynthetically related to flavipin
(3,4,5-trihydroxy-6-methylphthalaldehyde). Compounds 3—8
could be derived from one molecule of flavipin by reduction
of the aldehyde function followed by ring closure. The con-
densation of two molecules of flavipin, on the other hand, would
lead to the formation of 1 and 10, and perhaps of 2.

All isolated compounds were evaluated for their inhibition
against a panel of 16 protein kinases. As positive controls
staurosporine and quercetin were used, both known to inhibit a

broad panel of protein kinases.*>*' Compounds 1, 7, and 10
were active toward all tested enzymes except MEK1 wt, with ICy,
values ranging from 0.07 to 23.2 M (Table 4), while compounds
3 and $ inhibited only some kinases. The remaining compounds
were inactive (ICs, > 30 uM). Both 1 and 10 selectively inhibited
tyrosine kinases including anaplastic lymphoma kinase (ALK),
AXL receptor tyrosine kinase, focal adhesion kinase (FAK),
type 1 IGF receptor tyrosine kinase (IGF1-R), SRC nonreceptor
tyrosine kinase, and vascular endothelial growth factor receptor-2
(VEGF-R2) with ICy, values less than 0.8 M. Moreover, they
also demonstrated inhibition against MET wt (a tyrosine kinase)
and NEKG6 (a serine/threonine kinase), with ICs, values of 0.58
and 0.52 yM for 1 and of 1.12 and 1.85 uM for 10, respectively.

ALK is a receptor tyrosine kinase involved in several human
tumors.”>** Recent advances in the development of inhibitors
that target ALK for the treatment of cancer have been
reviewed.”>"** AXL is a receptor tyrosine kinase that is over-
expressed in chronic myelogenous leukemia and several
carcinomas, such as colon, breast, and lung cancer. Inhibition
of AXL may enhance the sensitivity of cancer cells to cytotoxic
agents and thus be a therapeutic target for drug development.”®
FAK plays a positive role in promoting cell migration and
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Table S. Inhibitory Activities of Compounds 1 and 10 on HDAC Activities (ICsy, #M)*

class I class IIb class IV

compound total HDAC1 HDAC2 HDAC3 HDACS8 HDAC6 HDAC10 HDACI11

1 9.8 +3.0 8.6 +0.8 10.0 £ 1.2 124 + 1.0 1.6 £ 0.1 4.6 + 0.1 84+ 2.0 11.7 + 1.6

10 142 + 3.9 88+ 1.7 9.1 +0.6 6.9 + 0.0 21+£02 6.5+0.2 8.1+ 0.6 129 + 1.5
SAHA® 0.14 + 0.01 0.09 + 0.00 0.11 + 0.01 0.07 + 0.01 0.30 + 0.01 0.10 + 0.04 0.07 + 0.03 0.09 + 0.01

“ICq, values were calculated from the inhibitory dose —response curves using the negative solvent control DMSO set to 100% activity. Values are the

mean + SD of three independent experiments.

bSAHA: suberoylanilide hydroxamic acid, positive control.

invasion. It has been shown that the elevated expression of FAK
in human tumors is correlated with increased malignancy and
invasiveness.”® IGF1-R is 1mp11cated in several cancers, such as
breast and prostate cancers.”” It has been reported that the
activation of IGF1-R correlates with breast cancer progression,
and thus IGF1-R is a relevant therapeutic target in breast
cancer.”® SRC is a nonreceptor tyrosine kinase protein. An
increased SRC tyrosine kinase activity is suggested to be linked to
cancer progressmn and metastatic diseases by promoting several
signaling pathways.”” Increasing evidence has indicated that SRC
could be a promising target for the treatment of solid tumors.””
VEGEF-R2 signaling is important for tumor angiogenesis, which
is crucial for cancer development.**! Several antiangiogenic
compounds that target the VEGF-R2 signaling pathway have
been developed.”® The MET pathway plays an important role in
the development of cancer, and thus targeting the MET signaling
pathwagf appears to be a promising therapeutic approach to treat
cancer.”> ** Neké is a serine/threonine-protein kinase that plays
a pivotal role in tumorigenesis and seems to be a promising target
for the treatment of a variety of cancers.>

A preliminary structure—activity relationship is proposed
based on the results described in this study. A p-hydroxy-a,f-
unsaturated carbonyl moiety is present in all active compounds
(ie, 1,3,5,7,and 10), but absent in all inactive compounds (i.e.,
2,4, 6,8,and 9), thus suggesting that this moiety—which is liable
to form an intramolecular hydrogen bond—is necessary for the
inhibition of protein kinases. The dimeric structures (i.e., 1 and
10) displayed much better activities than the monomeric ones
(ie, 3, 5, and 7). Among the dimeric compounds, 1, which is
almost twice as active as 2, exhibited the strongest activity against
all investigated enzymes (except MEK1 wt). The lactone group
seems to be important for the inhibitory activity of the
monomeric compounds, because the ring-opened product $§
showed the least inhibitory potential compared to 3 and 7, while
the presence of an additional methoxyl group, as present in 3,
renders it less active if compared to 7

Histone deacetylase enzymes play a crucial role in various
cellular processes including gene expression, cell mobility, and
the regulation of transcription factor act1v1t1es by regulating the
level of acetylation of many proteins.*® Noteworthy, an alteration
of their activity is associated with tumor development and
aggressiveness of many cancers. Consequently, molecules able to
inhibit HDAC activity are promising for anticancer therapy.>*~*°

Owing to their strong inhibitory potential against protein
kinases, compounds 1 and 10 were further tested against HDAC.
Both compounds exhibited inhibitory activities toward total
HDAC:s in vitro in a concentration-dependent manner with ICg,
values of 9.8 uM (for 1) and 14.2 uM (for 10), respectively
(Table S). In addition, these molecules were tested for in vitro
activity of specific HDAC isoforms within classes I, IIb, and IV.
As shown in Table S, both compounds inhibited activity of
HDAC]I, 2, 3, 8, 6, 10, and 11 with IC, values between 1.6 and
12.9 uM. As a positive control, we used suberoylanilide
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hydroxamic acid (SAHA), a well-described potent pan-HDAC
inhibitor.”® SAHA possessed ICs, values in the nanomolar range
against all HDAC isoenzymes tested compared to the low
micromolar range of compounds 1 and 10. However, SAHA is
a synthetic, optimized molecule, whereas compounds 1 and 10
are unmodified compounds from natural origins presenting an
unprecedented scaffold compared to other know HDAC
inhibitors. Furthermore, compounds 1 and 10 displayed an
interesting selectivity. Indeed, they were about 7 times more
potent against HDACS (ICs, of 1.6 and 2.1 M for compounds 1
and 10, respectively) compared to HDAC1, whereas SAHA is
about 3 times less potent against HDACS than all the other
isoenzymes. Therefore, the chemical structure of these natural
compounds could be optimized in the future to increase their
potency and selectivity.

In addition, compounds 1 and 10 were tested for proliferation
and viability of Burkitt’s lymphoma RAJI and histiocytic
lymphoma U-937 cell lines (Figure 3). Compound 1 inhibited
50% of the proliferation of RAJI cells at 72 h of treatment by
S uM and induced about 30% cell death from 72 h of treatment
by 25 M. This compound had no effect on U-937 cell viability,
while it induced a growth inhibition of 32% from 5 uM after 72 h
of treatment. Compound 10 was less active than compound 1,
and it had no effect on RAJI and U-937 cell viability. However, 10
(25 uM) inhibited the growth of RAJI and U-937 cells by 55%
and 30% after 72 h of treatment, respectively. These results reveal
that 1 and 10 act mostly as cytostatic agents. Furthermore,
compounds 1 and 10 were tested after 48 h of treatment on the
viability of healthy peripheral blood mononuclear cells (PBMCs),
where they had no effect on cell viability and therefore present an
important selective toxicity for cancer cells compared to normal
cells (Figure 4).

Compound 1 was more potent than compound 10 in
inhibiting the proliferation of RAJI and U-937 cells, which was
in agreement with its better inhibitory activities against kinase
and HDAC. The dual capacity of these molecules to inhibit two
important classes of enzymes involved in proliferation and cell
survival may explain their effect on cancer cells. It was previously
reported that the HDAC inhibitor romidepsin (FK228) and its
analogues inhibit phosphatidylinositol 3 kinase activity leading to
increased effects on cancer cell death.*' Furthermore, several
kinases inhibited by these compounds interact with proteins
either associated with histone acetylation or deacetylation or
with regulators of this activity (Figure S). Indeed, SRC and AKT
interact directly with HDAC3, while PRK1 interacts with both
HDACS and HDAC6. Moreover, several of these proteins are
involved in regulation of cell proliferation, either on the kinase
side (IGF1-R, VEGF-R2, ARKS, FAK) or on the epigenetic side
(BRCAL, CTBP1, SIRT1, TPS3).

Taken together, these data show that compounds 1 and 10 are
potent inhibitors of both kinase and HDAC and may be pro-
mising leads for the development of anticancer drugs.
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Figure 3. Effect of compounds 1 and 10 on RAJI and U-937 cell
proliferation (A) and viability (B). *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.00S
versus control.
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B EXPERIMENTAL SECTION

General Experimental Procedures. UV spectra were measured in
a Perkin-Elmer Lambda 25 UV/vis spectrometer. NMR spectra were
recorded in CD;OD or DMSO-dg on Bruker Avance III-600 and/or
Bruker DRX 500 and 300 spectrometers. NMR spectra were referenced
to the residual solvent peak at 5 3.31 (CD;0D) and 2.50 (DMSO-d;)
for 'H and §¢ 49.15 (CD;0D) and 39.50 (DMSO-d,) for *C. High-
resolution mass measurements were performed on a Bruker UHR-
QTOF maXis 4G. Low-resolution ESI mass spectra were recorded on a
Thermoquest Finnigan LCQDeca connected to an Agilent 1100 Series
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LC. Analytical HPLC investigations for all compounds were performed
on a Dionex Ultimate 3000 System employing a DAD and a Knauer
VertexPlus column (125 X 4 mm, Eurospher 100-10, C,;), employing
a linear gradient of methanol and water (adjusted to pH 2.0 by addition
of phosphoric acid and a flow rate of 1 mL/min). Semipreparative
purification was accomplished on a Merck Hitachi system consisting
of an L-7400 UV detector and L-7100 pump connected with a
Kipp&Zonen flatbed recorder. The attached column was a Knauer
VertexPlus C,g column (300 X 8 mm, Eurospher 100-10).

Isolation of Endophytic Fungi. The fungal strain E. nigrum was
isolated from leaves of M. suaveolens Ehr. growing wild in Morocco.
The leaves were first washed with demineralized water, dried, and
immersed in 70% EtOH for 30 s, then dipped in sterile water to stop the
sterilization. After pressing them against a control Petri dish containing
isolation medium,* pieces of tissue were cut into small segments and
placed on other Petri dishes containing isolation medium and
chloramphenicol (0.1 g/L). All plates were incubated at 21 °C in the
dark. The purification of the fungal strains was performed by repeated
transfer of small hyphal tips onto fresh malt agar dishes.

Identification of Fungal Cultures. As previously described, the
identification was performed using the ITS region.** After amplification
and sequencing of the rDNA, GenBank comparison afforded a 99%
identity with Epicoccum nigrum (HM061316). The amplified nucleotide
sequence has been submitted to GenBank, where it was assigned the
accession number KF002489. A voucher strain is kept at one of the
authors’ laboratory (P.P.).

Fermentation. Fermentation of the fungus for the isolation of the
metabolites was carried out on solid rice medium at 21 °C under static
conditions for 4 weeks. Ten Erlenmeyer flasks (1 L) with 100 g of rice
and 110 mL of distilled water were kept overnight prior to autoclaving
and inoculation with the pure fungal isolate.

Extraction and Separation of Metabolites. The cultures were
extracted three times with EtOAc to yield 1 g of residue, which was
first partitioned by liquid—liquid fractionation between n-hexane
and 90% aqueous methanol. The latter was fractionated by vacuum
liquid chromatography on a silica gel column using a step gradient
of n-hexane/dichloromethane/methanol. The resulting fractions were
analyzed by analytic HPLC using a reversed-phase column. Promising
fractions were subjected to further chromatographic separation using
Sephadex LH-20 with methanol as solvent and semipreparative
reversed-phase HPLC to yield 1 (16 mg), 2 (16.3 mg), 3 (15 mg), 4
9 mg), 5(8.1 mg), 6 (6 mg), 7 (8 mg), 8 (200 mg), 9(9 mg), and 10
(7.8 mg).

Epicocconigrone A (1): brown, amorphous solid; UV (4,,.,, MeOH)
232.3,309.4 nm; [a]*°p = +1.0 (¢ 0.1, MeOH); 'H and *C NMR data,
see Table 1; HRESIMS m/z 375.0707 [M + H]* (calcd for C,H;O,
375.0711).

Epicocconigrone B (2): yellow-brown, amorphous solid; UV (4.,
MeOH) 238.5, 261.6, and 315.5 nm; [a]*°y = +0.2 (¢ 0.1, MeOH); 'H
and 13C NMR data, see Table 2; HRESIMS m/z 319.1175 [M + H]*
(caled for Cy,H;9O¢ 319.1176).

3-Methoxyepicoccone B (3): yellow, amorphous solid; UV (4.,
MeOH) 2264, 270.9 nm; [a]*°y = +1.0 (¢ 0.1, MeOH); 'H and C
NMR data, see Table 3; HRESIMS m/z 227.0550 [M + H]* (calcd for
C,0H,;04 227.0550), 249.0369 [M + Na]* (caled for C,oH,;,O¢Na
249.0370).

3-Methoxyepicoccone (4): yellow, amorphous solid; UV (4.,
MeOH) 221.6, 278.3 nm; [a]*°; = +0.8 (¢ 0.1, MeOH); 'H and °C
NMR data, see Table 3; HRESIMS m/z 225.04082 [M — H]~ (calcd for
C1oHy04 225.04046).

2,3,4-Trihydroxy-6-(methoxymethyl)-5-methylbenzaldehyde (5):
brown, amorphous solid; UV (4., MeOH) 234.5, 305.1 nm; 'H and
13C NMR data, see Table 3; HRESIMS m/z235.0577 [M + Na]* (caled
for C;oH;,0Na 235.0571).

Biochemical Protein Kinase Inhibition Assay. The tested
protein kinases were AKT1, ALK, ARKS, aurora B, AXL, FAK, IGF1-
R, MEKI wt, MET wt, NEK2, NEK6, PIM1, PLK1, PRK1, SRC, and
VEGF-R2. Experiments were conducted as described before.*

HDAC Inhibiting Assay. In vitro total HDAC activity (classes I, 11,
and IV) was measured using 25 g of total protein extract from K-562
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cells incubated for 45 min at 37 °C with a synthetic substrate (Fluor-de-
Lys deacetylase substrate, Enzo Life Sciences, Antwerpen, Belgium)
and a range of concentrations of compounds. Reaction was stopped by
addition of a developing solution (Fluor-de-Lys developer I concentrate,
Enzo Life Sciences) containing SAHA (2 yM). After 15 min of incuba-
tion at room temperature, fluorescence signal was measured on a fluore-
scence microplate reader (Spectra MAX Gemini, Molecular Devices,
Inc., Sunnyvale, CA, USA) using the Soft Max Pro software with an
exiting wavelength of 360 nm and emission wavelength of 460 nm.
All dilutions were prepared in a buffer containing 50 mM Tris-HC],
pH 8; 137 mM NaCl; 2.7 mM KCl; and 1 mM MgCL,

In vitro HDAC isoform activities were tested using recombinant
proteins (Enzo Life Sciences) incubated with the substrate Fluor-de-
Lys-SIRT1 (Enzo Life Sciences), except for HDACS, which needed
the substrate Fluor-de-Lys-HDACS. The quantity of enzymes per well,
concentration of substrates and cofactor, and incubation times were
used as previously described.** Reactions were stopped by adding a
developer II solution (Fluor-de-Lys developer II concentrate, Enzo Life
Sciences) containing 2 yuM SAHA for 10 min at room temperature.
The fluorescence was measured in a same manner as total HDAC
activity. Buffer used contained 50 mM Tris-HCI pH 8, 137 mM NaCl,
2.7 mM KCl, 1 mM MgCl,, and 1 mg/mL BSA, except for HDACS,
which needed in addition 10% of polyethylene glycol.

Cell Proliferation Assay. The acute myeloid leukemia U-937 cell
line and the Burkitt’s lymphoma RAJI cell line were obtained from
the American Type Culture Collection (ATCC, Manassas, VA, USA).
PBMCs were isolated as previously reported.** All cells were cultured in
RPMI 1640 (BioWhittaker, Lonza, Verviers, Belgium) supplemented
with 10% heat-inactivated fetal calf serum (BioWhittaker) and 1%
antibiotic—antimycotic (BioWhittaker) at 37 °C in a humid atmosphere
and 5% CO.,,. Cell proliferation and viability were measured as described
previously.* As negative controls, cells were treated with DMSO.

Network Analysis. To find whether kinases inhibited by
compounds 1 and 10 are linked to histone (de)acetylation activity
proteins or their regulators, we first built the interactome of these
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kinases. We retrieved interactions using the Mentha database (http:/ /
mentha.uniroma2.it). The network was built in Cytoscape,*® and
associated GO annotations were retrieved from http://www.
geneontology.org/ontology/. These annotations were used to flag
proteins as follows: (1) Proteins matching histone acetylation, histone
deacetylation, or histone deacetylase activity were flagged as histone
(de)acetylation; (2) proteins matching histone deacetylase regulator,
regulation of histone acetylation, or regulation of histone deacetylation
were flagged as (de)acetylation regulators. The network was sub-
sequently filtered to keep only kinase neighbors with either histone
(de)acetylation activity or regulator activity. Proteins associated with
cell proliferation were found by matching cell proliferation in their
associated GO biological processes.

B ASSOCIATED CONTENT
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Histone acetyltransferases (HATs) and histone deacetylases (HDACs) regulate cellular processes by mod-
ifying the acetylation status of many proteins. Pathologically altered HDAC activity contributes to cancer
development and thus characterization of novel acetylation modulators is important for future anti-can-

In this study, we identified three novel 4-hydroxybenzoic acid derivatives as pan-HDAC inhibitors that

increased protein acetylation levels, arrested cell cycle progression and triggered apoptotic cell death,
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without affecting viability of normal cells. Our data support the potential of 4-hydroxybenzoic acid deriv-
atives as pan-HDAC inhibitors with anticancer properties.

© 2013 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Lysine acetylation is a major post-translational modification
regulating function, activity, subcellular localization and protein-
protein interaction. Histone acetylation controls gene expression
together with other histone modifications and epigenetic mecha-
nisms including DNA methylation. Enzymes responsible for addi-
tion and removal of histone acetylation were identified as
histone acetyltransferases (HATs) and histone deacetylases
(HDACsS), respectively [6].

As altered acetylation profiles were associated to tumor devel-
opment, HDACs became an interesting target for anticancer ther-
apy [8,22,27]. HDAC family comprises 18 members, subdivided in
four classes (Class I: HDACs 1, 2, 3 and 8; class II: HDACs 4, 5, 6,
7,9 and 10; class IV: HDAC11; class III, also called sirtuins (SIRT):
SIRT1 to 7) based on activity, sequence similarity and cellular
localization.

To date, numerous proteins were reported as HDAC targets:
Class I HDACs maintain proliferation and survival of cancer cells
by inhibiting p53 or p21 expression [33]. HDAC5 and 9 repress
transcriptional activity of myocyte enhancer factor 2 (MEF2) and
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Yin Yang 1 (YY1) that prevent cardiac hypertrophy [4,30]. HDAC6
deacetylates a-tubulin and cortactin, which contribute to the poly-
merization of microtubule and actin filaments, thus affecting cellu-
lar mobility and division [12,35].

Inhibition of HDAC activity became an interesting therapeutic
target for patients relapsing or refractory to classical chemother-
apy [8,22,27]. HDAC inhibitors (HDACi) lead to hyper-acetylation
of histone and non-histone proteins inducing differentiation, inhi-
bition of cell cycle progression and/or apoptotic cell death. HDACi
target many cancer cell models with moderate effects on normal
cells [9,28]. HDACi inhibit aberrant cell cycle progression by induc-
ing cyclin-dependent kinase inhibitor 1A (CDKN1A, p21) and by
inhibiting cyclin E [7,11,20]. In addition, HDACi induce cell death
by inducing or inhibiting transcription of pro-apoptotic (e.g. Bim)
or anti-apoptotic (e.g. survivin) proteins [3,34].

Accordingly, over the last decades, numerous natural and syn-
thetic HDACi were identified. So far, Food and Drug Administration
approved Vorinostat (suberoylanilide hydroxamic acid, SAHA)
against zinc-dependent HDACs and Romidepsin (FK228,
FR901228) against class I HDACs for the treatment of cutaneous
T-cell lymphoma [10,21]. However, improved HDACi are required
for increased specificity and reduced side effects.

Here, we describe novel 4-hydroxybenzoic acid (4-HBA)-based
compounds with HDAC inhibitory properties. Biological activities
on proliferation, cell cycle progression and apoptotic cell death
were characterized in both normal and cancer cells.
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Table 1

In vitro screening of 4-hydroxybenzoic acid derivatives on total HDAC activity. Values
represent percentage of residual activity at 100 uM. Inactive means that 100 UM of
compounds is not enough to inhibit 10% of HDAC activity.

Compounds Residual activity at 100 pM (%)
1b 90

3b 60

4b 90

4f 85

4g Inactive
5b 65

6a Inactive
6b 85

6C 85

6d 80

6e 80

7a 85

7b 85

7c Inactive
7e Inactive
8b 80

9b 80

9d 70

10b 90

11b 80

12a 60

13a 75

13b 90

13c 65

17b 75

22a Inactive

2. Materials and methods
2.1. Compounds

Derivatives of 4-HBA: 1b, 3b, 4b, 4f, 4g, 5b, 6a, 6b, 6¢, 6d, 6e, 7a, 7b, 7c, 7e, 8b,
9b, 9d, 10b, 11b, 12a, 13a, 13b, 13c, 17b, 22a, were synthetized as previously de-
scribed [15]. 4-HBA derivatives, SAHA (Cayman, Bio-connect, Huissen, The Nether-
lands) and etoposide (VP16; Sigma, Bornem, Belgium) were dissolved in DMSO.

2.2. In vitro HDAC activity assay

In vitro total HDAC activity (classes I, Il and IV) was measured according to man-
ufacturers instructions using 25 pg of total protein extract from K-562 cells incu-
bated for 45 min at 37°C (Fluor-de-Lys®, Enzo® Life Sciences, Antwerpen,
Belgium). Reaction was stopped by addition of a developing solution (Fluor-de-
Lys® developer I concentrate, Enzo® Life Sciences) containing SAHA (2 uM). After
15 min of incubation at room temperature, fluorescence signal was measured on
a fluorescence microplate reader (Spectra MAX Gemini, Molecular devices, Inc. Sun-
nyvale, CA, USA) using the Soft Max Pro software with an exiting wavelength of
360 nm and emission wavelength of 460 nm. All dilutions were prepared in a buffer
containing 50 mM Tris-HCl, pH 8; 137 mM NaCl; 2.7 mM KCl and 1 mM MgCl,.

In vitro HDAC isoenzyme activities were tested using recombinants proteins
(Enzo® Life Sciences) incubated with the substrate Fluor-de-Lys®-SIRT1 (Enzo®
Life Sciences), except for HDACS requiring Fluor-de-Lys®-HDACS substrate. Quan-
tity of enzymes per well, concentration of substrates and cofactor, and incubation
times are presented in supplementary data (Table SI). Reactions were stopped by
adding a developer II solution (Fluor-de-Lys® developer II concentrate, Enzo® Life

Table 2
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Fig. 1. Chemical structure of the 4-hydroxybenzoic acid derivatives 13b, 13c and
6Ge.

Sciences) containing 2 pM SAHA for HDACs from classes I, Il and IV, or 1 mM nic-
otinamide for sirtuins. After 10 min of incubation at room temperature, fluores-
cence is measured as for total HDAC activity in 50 mM Tris-HCl pH 8; 137 mM
NaCl; 2.7 mM KCl; 1 mM MgCl, and 1 mg/mL BSA, except for HDAC8 requiring
in addition 10% of polyethylene glycol.

2.3. Cell culture and treatment

Chronic myelogenous leukemia K-562, histiocytic lymphoma U-937, breast can-
cer MCF-7, prostate cancer PC-3, erythroleukemia TF-1, Burkitt’s lymphoma RA]I,
neuroblastoma SK-N-AS and the non-tumorigenic mammary epithelial MCF-10A
cell lines were obtained from the American Type Culture Collection (ATCC, Manas-
sas, USA). Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) were isolated as previously
reported [23]. All cells, except MCF-10A, were cultured in RPMI 1640 (BioWhittak-
er®, Lonza, Verviers, Belgium) supplemented with 10% heat-inactivated fetal calf
serum (BioWhittaker®) and 1% antibiotic-antimycotic (BioWhittaker®) at 37 °C in
humid atmosphere and 5% CO,. MCF-10A cells were cultured in Dulbecco’s Modi-
fied Eagle Medium/F-12 supplemented with 5% heat-inactivated horse serum (Bio-
Whittaker®, 100 ng/ml cholera toxin (Sigma), 0.5 mg/ml hydrocortisone (Sigma),
10 mg/ml insulin (Sigma) and 20 ng/ml recombinant human epidermal growth fac-
tor (Sigma).

In vitro inhibition of selected HDAC isoenzymes by 4-hydroxybenzoic acid derivatives. Inactive means that 100 uM of compounds is not enough to inhibit 50% of HDAC activity.
Compounds 3b, 5b, 6d, 7b, 8b, 12a and 13a are inactive against HDAC1, 2, 3, 8, 10 and 11.

Compounds ICs0 (LM)
Class I Class IIb Class III Class IV
HDAC1 HDAC2 HDAC3 HDAC8 HDAC6 HDAC10 SIRT1 SIRT2 SIRT3 HDAC11
6e 11 61 Inactive 14 69 100 Inactive Inactive Inactive Inactive
9d 82 Inactive Inactive Inactive Inactive Inactive ND ND ND 100
13b 5 40 75 Inactive Inactive Inactive 12 56 96 4
13c 12 8 Inactive Inactive 14 Inactive 29 Inactive Inactive 0.6
17b Inactive Inactive Inactive 77 Inactive Inactive ND ND ND Inactive
SAHA 0.1 0.1 0.1 0.3 0.1 0.1 NA NA NA 0.1

ND: not determined, NA: not applicable.
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Fig. 2. 4-hydroxybenzoic acid derivatives inhibit normal and cancer cell proliferation and viability. (A) K-562 cells were treated with the indicated concentration of 4-HBA
derivatives. After 24, 48 and 72 h cell numbers were determined. Results correspond to mean + SD of three independent experiments. PC-3 (B), TF-1 (C), RAJI (D), SK-N-AS (E),
MCF-10A (F) cells were treated by a range of concentration of 4-HBA derivatives. After 24, 48 and 72 h proliferation and viability were evaluated. Results correspond to

mean + SD of three independent experiments. *,

" indicate p < 0.05, p < 0.01, p < 0.005 versus untreated cells, respectively. (G) Lymphocyte population (pink circle) was

analyzed by flow cytometry using a biparametric analysis of cell size (FSC-H) versus cell granularity (SSC-H) after 48 h of treatment with 100 M of compounds. Plots are
representative of two independent experiments. (For interpretation of the references to colour in this figure legend, the reader is referred to the web version of this article.).

2.4. Cell viability test

Cells were processed through a semi-automated image-based cell analyzer (Ce-
dex XS Innovatis, Roche, Luxembourg). Lymphocyte population was analyzed by
flow cytometry using a FACSCalibur™ system driven by Cell Quest Pro software
(BD Biosciences) based on cell size (FSC-H) and granularity (SSC-H). Data were ana-
lyzed by Flow]o software (Treestar, Ashland, OR, USA).

2.5. Erythroid differentiation analysis

Determination of erythroid differentiation was scored by the benzidine staining
method as previously described [25].

2.6. Western Blot analysis

For preparation of total proteins, cells were harvested, washed in cold 1x PBS,
and lysed in MPER® (Thermo-scientific, Erembodegem-Aalst, Belgium) supple-
mented by 1x protease inhibitor cocktail (Complete EDTA-free, Roche, Prophac,
Luxembourg, Luxembourg) according to manufacturer’s instructions. Histones
were enriched as previously described [19]. Proteins were resolved by SDS-PAGE
and transferred to PVDF membranes (GE Healthcare, Roosendaal, The Nether-
lands). Membranes were incubated sequentially with a blocking agent, a primary
antibody [form Cell Signaling, Leiden, The Netherlands: BID (200), Bim (2819),
caspase 3 (9668), caspase 7 (9494), caspase 8 (9746), caspase 9 (9502), cyclin A
(4656S), cyclin D1 (2926), cyclin E (4129), Mcl-1 (4572), poly-ADP ribose poly-
merase (PARP, 9542); from Santa Cruz Biotechnology, Tebubio, Boechout, Bel-
gium: acetylated o-tubulin (sc-23950); from Millipore, Brussels, Belgium: Bcl-2
(OP60), cyclin B1 (5373), acetylated histone H4 (31992), acetylated histones

H3K9 (1692626), H3K14 (1548623), H4K8 (1676174), H4K16 (1687546); from
R&D Systems, Abingdon, UK: Survivin (AF886); from BD Biosciences, Erembode-
gem, Belgium: Bcl-xl (610212), XIAP (61763)]; and the corresponding secondary
antibody. B-actin (A5441, Sigma) and Coomassie blue (LKB, Villeneuve-la-Garenne,
France) were used as loading controls for non-histone and histone proteins,
respectively. Chemo-luminescence signal is detected with the kit ECL Plus Wes-
tern Blotting Detection System (GE Healthcare, Roosendaal, The Netherlands)
and ImageQuant LAS 4000 mini system (GE Healthcare). Quantification of Western
Blots was performed with ImageQuant TL (GE Healthcare) using the Rolling Ball
method for background subtraction. Results are represented as histograms corre-
sponding to the mean * SD of the quantification of three different blots using sam-
ples from three independent treatments and reported to the control of each blot.

2.7. Cell cycle analysis

Cells were washed with 1x PBS then fixed at 4 °C with 70% ethanol. After 20 min
of incubation in the dark with propidium iodide (Sigma, 1 pg/mL) and RNase A
(Roche, 0.1 pg/mL), samples were analyzed by flow cytometery using a FACSCali-
bur™ system driven by Cell Quest Pro software. Data were analyzed by Dean-Jet-
Fox method in Flow]Jo software.

2.8. Gene expression analysis by Q-RT-PCR

Total RNAs were extracted with the NucleoSpin RNA I1 kit (Macherey-Nagel, Hoe-
rdt, France) following supplier’s instructions. Reverse transcription was assay with
incubation of 1 ng of RNA and 0.5 pg of oligo-dT (Promega) at 70 °C for 10 min fol-
lowed by 5 min at4 °C. Then, enzyme buffer, dNTP (0.5 mM each), DTT (0.1 M), RNase
inhibitor (40 units/pL) and 2.5 units of reverse transcriptase (Promega) were added
for 1Th30at 42 °C followed by 15 min at 70 °C. RNA were digested by 40 units of RNase
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Fig. 2 (continued)

H at 37 °C for 30 min and cDNA were storage at -20 °C. Real-time PCR was performed
with 8 ng of cDNA in presence of Power SYBR® Green PCR Master Mix (Applied Bio-
systems, Halle, Belgium) and 0.1 uM of primers (Eurogentec, Liege, Belgium, p-actin:
forward 5'-CTCTTCCAGCCTTCCTTCCT-3, reverse 5'-AGCACTGTGTTGGCGTACAG-3';
CDKN1A (p21): forward 5'-GACTCTCAGGGTCGAAAACG-3', reverse 5'-GGAT-
TAGGGCTTCCTCTTGG-3'; BimEL: forward 5'-CAACACAAACCCCAAGTCCT-3/, reverse
5'-TCTTGGGCGATCCATATCTC-3’; BimLEL: forward 5'~AGATCCCCGCTTTTCATCTT-3',
reverse 5'-TACCCACTGGAGGATCGAGA-3/, BIimSLEL: forward 5-AATTACCA
AGCAGCCGAAGA-3', reverse 5'-CAATGCATTCTCCA CACCAG-3’). Amplification and
detection were realized in 7300 Real Time PCR System (Applied Biosystem) driven
by 7300 System software. Cycle threshold (Ct) were obtained and converted in 2-2,

2.9. Mitosis analysis

Cells were stained using the kit Diff-Quik (Medion Diagnostics) following the
protocol described by the supplier. Cells in mitosis were then identified by standard
light microscopy.

2.10. Chromatin immunoprecipitation (ChIP)

ChIP was assessed as previously described [13] using the following antibodies:
RNA polymerase II (Millipore, 05-623), acetylated histone H4 (Millipore, 31992) and
normal mouse IgG (Santa Cruz, sc-2025). Primers were designed to target the basal
promoter region of CDKN1A (p21) and BCL2L11 (Bim) genes (sequences are available
on request).

2.11. Apoptosis analysis

Microscopic analyses of apoptotic cells were assessed as described previously
[5].

2.12. Statistical analysis

Variation between samples were evaluated using Student’s t-test and the signif-
icant threshold was set to p < 0.05.

3. Results
3.1. In vitro screening of 4-hydroxybenzoic acid derivatives

We screened 26 derivatives of 4-HBA in vitro to characterize no-
vel HDACi (Table 1). Compounds 4g, 6a, 7c, 7e and 22a were inac-
tive in vitro, remaining molecules inhibited 10-40% of total HDAC
activity. SAHA was used as a control (ICsg: 136 nM). Active com-
pounds were further tested on HDAC1, 2, 3, 8, 6, 10 and 11 and
SIRT1, 2 and 3 (Table 2). Compounds 6e, 9d, 13b, 13c, 17b had an
ICs0 under 100 puM on one or more HDAC isoenzymes.

3.2. 4-Hydroxybenzoic acid derivatives inhibit K-562 cell proliferation

Based on previous results, compounds 13b, 13c and 6e (Fig. 1)
were investigated on human K-562 leukemia cells. As shown in
Fig. 2A, 100 uM of these compounds inhibited cell proliferation
after 24-72 h of treatment. After 24 h of treatment, cell prolifera-
tion is reduced by treatments with 13b, 13c and 6e of 41%, 21%
and 33% compared to the control. Interestingly, compound 6e de-
creased K-562 cell proliferation at 10 uM after 48 h of treatment
by up to 46%.
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Fig. 2 (continued)

In order to generalize our initial findings, we assessed the effect
of 4-HBA derivatives on cell proliferation, viability and bioselectiv-
ity for various types of cancer cells. Additional cell models were
treated with compounds 13b, 13c and 6e for up to 72 h (Fig. 2B-
F). Although compounds decreased proliferation and viability of
PC-3, TF-1, RAJI and SK-N-AS cancer cell lines between 50 and
100 uM at 24 h of treatment, they had less effect on normal
MCF-10A cells and did not alter the distribution of the lymphocyte
population from healthy donors (Fig. 2G). These results strongly
suggest that compounds 13b, 13c and 6e display an interesting dif-
ferential toxicity against cancer cells and deserve further mecha-
nistic investigations.

3.3. Accumulation of acetylated proteins in K-562 cells treated by 4-
hydroxybenzoic acid derivatives

To assess in cellulo HDAC-inhibitory activity of compounds 13b,
13c and 6e, we analyzed acetylation status of histone and non-his-
tone proteins. Based on a preliminary evaluation of the effect of
these derivatives, we set a concentration of 50 UM to induce pro-
tein acetylation in K-562 cells. First, cells were treated for 6, 12
and 24 h and the acetylation status of total histone H4 (Ac H4), his-
tones H3K9 and K14 and histones H4K8 and K16 were analyzed by
Western Blot. K-562 cells treated with 2 M SAHA for 24 h served
as a positive control. Only compound 13c induced an increase of
total histone H4 acetylation (Fig. 3A). Compound 13b induced acet-
ylation of H4K8, H3K9 and H3K14, after 6 h of treatment and of

H4K16 after 24 h of treatment. Compound 13c induced acetylation
of H4K8, H3K9 after 6 h of treatment and of H3K14 after 24 h of
treatment. Finally, compound 6e only induced acetylation of
H3K14 after 12 h of treatment.

Analysis of a-tubulin acetylation, a cytoplasmic substrate of
HDAC, revealed that compound 13c increased a-tubulin acetyla-
tion after 24 h of treatment (Fig. 3B).

3.4. 4-Hydroxybenzoic acid derivatives affect K-562 cell cycle
distribution

We next studied the effect of 13b, 13c and 6e on cell cycle
progression. Cell cycle analysis was performed in K-562 cells trea-
ted with 50 uM of compounds for 6, 12, 24 and 48 h. Analysis of
DNA content showed that compound 13b induced G2/M arrest
after 12 h of treatment followed by GO/G1 arrest after 48 h of
treatment (Fig. 4A). Moreover, compound 13c¢ induced an accu-
mulation in S phase after 48 h and compound 6e induced GO/
G1 phase arrest after 6-24 h of treatment. In SAHA-treated cells,
we observed a pronounced accumulation in GO/G1 phase after 24
and 48 h.

Data were confirmed by quantification of cells undergoing
mitosis (Fig. 4B). Results showed that compound 13b inhibits mi-
totic index after 48 h, whereas compounds 13c and 6e strongly re-
duced mitotic index from 6 h of treatment.

In order to further investigate molecular mechanisms leading
to both HDAC and cell cycle inhibition, we analyzed the impact
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Fig. 2 (continued)

of 4-HBA derivatives on mRNA and protein expression levels of
key cell cycle regulator CDKN1A (p21) in K-562 cells treated by
50 uM of compounds for 6 and 12 h (Fig. 4C). Compound 13b
and 13c had no effect on CDKN1A (p21) gene expression, but
compound 6e strongly induced CDKNIA (p21) expression. As
HDACi such as SAHA induce p21 expression by histone
acetylation within its promoter [11], we performed ChIP assays
for acetylated histone H4 and RNA polymerase II. After 8 h of
treatment with SAHA, acetylated histone H4 and RNA
polymerase Il were enriched within the p21 promoter as ex-
pected (Fig. 4D). Among the three derivatives tested, only treat-
ment with compound 6e induced an enrichment of these active
marks at the p21 promoter in correlation with increased mRNA
levels.

In addition, we analyzed the effect of compounds on cyclin A,
B1, D1 and E protein levels by Western Blot (Fig. 4E). Compounds
13b, 13c and 6e decreased cyclin A and E protein levels in a
time-dependent manner. Cyclin D1 expression is decreased after
6 h of treatment by compounds. Cyclin B1 decreased in a time-
dependent manner after treatment by compound 13b, and in-
creased after a short period of treatment by compounds 13c and
6e. These data are in agreement with the cell cycle arrest observed
by flow cytometry.

Cell cycle arrest can be linked to an induction of differentiation
or cell death. Considering that many molecules can trigger K-562
cell differentiation towards the erythroid pathway [24-26] and
that many HDACi were reported to be able to module cell differen-
tiation [14,16], we investigated whether decreased proliferation
observed after treatment with 4-HBA derivatives might be due to
an induction of erythroid differentiation. However, compounds

failed to induce a robust level of erythroid differentiation in K-
562 cells (Supplementary data, Fig. S1).

3.5. 4-Hydroxybenzoic acid derivatives induce apoptotic cell death

Next, we investigated the effect of 4-HBA derivatives on K-562
cell viability. Compounds 13c and 6e induced a strong decrease of
cell viability from 24 h of treatment and reached 69 and 49% of
Trypan Blue-positive cells, respectively, after 72 h of treatment
(Fig. 5A). Compound 13b induced a weaker decrease of cell viabil-
ity with 24% of Trypan Blue-positive cells after 72 h of treatment.

These results were confirmed by observed nuclear condensation
after 72 h of treatment by compounds 13c and 6e (about 80% of
apoptotic cells) and to a lesser extend by compound 13b (34% of
apoptotic cells) (Fig. 5B).

Moreover, cleavage of initiator pro-caspases -9 and -8, execu-
tioner caspases-7 and -3 and of their substrate, PARP, confirmed
the induction of apoptosis (Fig. 5C). Nor Bcl-2, Bcl-XL, Mcl-1, survi-
vin or XIAP expression, nor cleavage of pro-apoptotic protein BID
were affected (Supplementary data, Fig. S2). Interestingly, analysis
of three splicing variants of pro-apoptotic Bim (BimEL, BimL and
BimS) showed an increase of BimL levels after 6 and 12 h
(Fig. 5D) indicating that increased BimL protein could contribute
to induction of apoptotic cell death.

3.6. Effect of 4-hydroxybenzoic acid derivatives on other normal and
cancer cell lines

In order to generalize and validate our findings, we investigated
the effect of compounds 6e, 13b and 13c on the viability, nuclear
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p <0.01, p<0.005 versus untreated cells, respectively.

morphology, cell cycle distribution and protein acetylation in
PBMCs isolated from healthy patients and MCF-7 breast cancer
cells. Although compounds reduced MCF-7 proliferation, they
had a moderate effect on PBMC and MCF-7 cell viability (Fig. 6A),
confirmed by an absence of apoptosis and necrosis (Fig. 6B).
Regarding cell cycle distribution, compounds had no effect on
PBMCs, which are mainly in GO/G1 phase as expected and had a
moderate effect on MCF-7 cells (Fig. 6C). Furthermore, we observed
an increased protein acetylation in MCF-7 cells (Fig. 6D) but not in
PBMCs.

4. Discussion

HDACi were initially classified into five groups based on their
chemical structure: short fatty acids, benzamide, hydroxamic
acids, cyclic peptides and depsipeptides [28]. However, many po-
tent molecules that do not belong to these classes were recently
discovered.

Lamoral-Theys et al. reported biological effects of a series of
“simple di- and trivanillates” on several cancer cell lines in com-
parison to curcumin, a divanillate-based polyphenol well known

. " indicate p <0.05,

for its anti-inflammatory and chemopreventive properties [15].
Interestingly, curcumin was already reported to balance between
HAT and HDAC activities to modulate expression of genes impli-
cated in cancer death and progression [31]. Accordingly, we inves-
tigated here HDAC inhibitory effect and anti-tumor potential of di-
and trivanillates or 4-HBA derivatives.

Fig. 7 summarizes data obtained with 4-HBA derivatives in K-
562 cells and links HDAC inhibition and observed cellular mech-
anisms. Indeed, three derivatives of 4-HBAs, 13b, 13c and 6e, are
able to inhibit in vitro and in cellulo distinct HDAC isoenzymes
localized in both nucleus and cytoplasm. These derivatives induce
cell cycle arrest characterized by increased cell cycle inhibitor
p21 expression and active transcription marks on its promoter,
as well as by decreased cyclin levels. Moreover, we demonstrated
that these compounds triggered apoptotic cell death in K-562
cells.

As we observed that several 4-HBA derivatives inhibit HDAC
isoenzymes in vitro, we analyzed their effect on protein acetyla-
tion. In vitro inhibition is correlated to increased histone acetyla-
tion regulating transcription [29]. Distinctive patterns of
isoenzyme inhibition and histone acetylation were also observed.
HDAC3 leads to H3K9 deacetylation linked to histone deposition
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., indicate p < 0.05, p < 0.01, p < 0.005 versus
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during replication. Here we observed a transient increase of H3K9 HDAC3 in vitro [2]. Furthermore, acetylation on H4KS8, H4K16
acetylation after treatment by compound 13b, which inhibits and H3K14 are associated to open chromatin structure allowing
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gene expression [29]. Compounds 13b and 13c induce a robust
increase of acetylation of H4K8 and H3K14 that correlates with
in vitro inhibition of HDACs 1, 2, 11 and SIRT1. Compound 6e
inhibits HDAC1, 2, 8 and 10 in vitro, and induces a specific in-
crease of H3K14.

Moreover, we analyzed four H3 and H4 marks but we cannot
exclude that compound 6e possess a stronger effect on acetylation
of one or several other lysine residues. In addition, compounds 13c
and 6e inhibit HDACG6 in vitro with ICso values of 14 and 69 pM,
respectively.

The acetylation status of a specific substrate of HDAC6, a-tubu-
lin, is essential for the regulation of microtubule dynamics, which
in turn controls cell division, migration and invasion. Analysis of a-
tubulin acetylation increased after 13c¢ and 6e treatment. This
mechanism could account for cell cycle arrest and apoptosis induc-
tion [17]. Furthermore, to generalize the effect of 4-HBA deriva-
tives, we show increased histone H4 and a-tubulin acetylation in
MCF-7 cells.

HDAC inhibitors including FR235222 disturb cell cycle progres-
sion [20]. As we observed an inhibition of K-562 cell proliferation,
we assessed cell cycle progression by flow cytometry and showed
that 13b induces early G2/M phase arrest correlated with de-
creased cyclin B protein levels. Moreover, a time-dependent de-
crease of mitotic cells correlates with a transition from G2/M to
GO/G1 after prolonged treatment. However, compound 13c in-

duces accumulation of cells in S phase in agreement with the ob-
served cyclin A decrease. In addition, compound 6e arrests cells
in GO/G1 phase in a time-dependent manner after 6-24 h, in agree-
ment with decreased cyclin D1 involved in G1 phase progression
and increased cyclin B1 involved in G2/M transition.

Recent studies showed an increase of p21 expression after
HDAC I treatment [7,18]. Based on these studies and on the disrup-
tion of cell cycle progression after 4-HBA treatment, we showed
that compound 6e increases CDKNIA (p21) mRNA levels and
enrichment of acetylated histone H4 and RNA polymerase Il on
the p21 promoter comparable to SAHA.

Treatment of K-562 cells by 13c and 6e induces apoptotic cell
death independent of the inhibition of anti-apoptotic proteins.
Interestingly, increased expression of the pro-apoptotic protein
Bim, that inhibits anti-apoptotic activity of Bcl-2, Bcl-xI and Mcl-
1, was observed. We hypothetize that Bim induction abrogates
antiapoptotic protein function without affecting expression [32].
HDAC inhibitor Vorinostat induces Bim transcription through in-
creased histone acetylation [1]. ChIP assays on Bim promoter
showed no induction but rather a decrease of acetylated histone
H4 and RNA polymerase II enrichment (Supplementary data,
Fig. S3A). In addition, none of our compounds induced Bim tran-
scription (Supplementary data, Fig. S3B). We hypothesize that in-
creased Bim protein levels are potentially linked to enhanced
protein stability.
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Interestingly, our compounds did not induce cell death of
PBMCs and did not affect distribution of the lymphocyte popula-
tion from healthy donors. In addition, they had less effect on
MCF7-10A than on cancer cell lines. These results are in agreement
with previously published data obtained on WI-38 and NHDF nor-
mal fibroblast cell lines for which compounds 6e, 13b and 13c dis-
played a cancer cell line selectivity with a factor of 1.6 [15].

In conclusion, our study characterized anti-tumor, antiprolifer-
ative and proapoptotic activities of new 4-HBA-derived pan-HDAC
inhibitors. These molecules are interesting candidates for further
lead optimization to develop new molecules displaying isoen-
zyme-specific HDAC inhibition potential.

Conflict of interest

None.

Acknowledgements

The authors thank Robert Kiss (Laboratoire de Toxicologie - Fa-
culté de Pharmacie - ULB) and Delphine Lamoral-Theys (Labora-
toire de Chimie Analytique, Toxicologie et Chimie Physique
Appliquée - Faculté de Pharmacie - ULB) for providing 4-HBA
derivatives. CS is recipient of a Télévie Luxembourg fellowship.
MS is supported by a “Waxweiler grant for cancer prevention re-
search” from the Action Lions “Vaincre le Cancer”. This work was
supported by the “Recherche Cancer et Sang” foundation, the
“Recherches Scientifiques Luxembourg” association, by the “Een
Héerz fir kriibskrank Kanner” association, by the Action LIONS
“Vaincre le Cancer” association and by Télévie Luxembourg. MD
is supported by the National Research Foundation (NRF) by the
MEST of Korea for Tumor Microenvironment Global Core Research
Center (GCRC) grant, [Grant number 2012-0001184]; by the Seoul
National University Research grant and by the Research Settlement
Fund for the new faculty of SNU.

Appendix A. Supplementary material

Supplementary data associated with this article can be found, in
the online version, at http://dx.doi.org/10.1016/j.canlet.2013.
09.026.

References

[1] P.S. Bachmann, R.G. Piazza, M.E. Janes, N.C. Wong, C. Davies, A. Mogavero, V.A.
Bhadri, B. Szymanska, G. Geninson, V. Magistroni, G. Cazzaniga, A. Biondi, D.
Miranda-Saavedra, B. Gottgens, R. Saffery, J.M. Craig, G.M. Marshall, C.
Gambacorti-Passerini, J.E. Pimanda, R.B. Lock, Epigenetic silencing of BIM in
glucocorticoid poor-responsive pediatric acute lymphoblastic leukemia, and
its reversal by histone deacetylase inhibition, Blood 116 (2010) 3013-3022.

[2] S. Bhaskara, S.W. Hiebert, Role for histone deacetylase 3 in maintenance of
genome stability, Cell Cycle 10 (2011) 727-728.

[3] N. Bhatnagar, X. Li, Y. Chen, X. Zhou, S.H. Garrett, B. Guo, 3,3'-
Diindolylmethane enhances the efficacy of butyrate in colon cancer
prevention through down-regulation of survivin, Cancer Prev. Res. (Phila.
Pa.) 2 (2009) 581-589.

[4] S.Chang, T.A. McKinsey, C.L. Zhang, ].A. Richardson, ].A. Hill, E.N. Olson, Histone
deacetylases 5 and 9 govern responsiveness of the heart to a subset of stress
signals and play redundant roles in heart development, Mol. Cell. Biol. 24
(2004) 8467-8476.

[5] J. Charlet, M. Schnekenburger, K\W. Brown, M. Diederich, DNA demethylation
increases sensitivity of neuroblastoma cells to chemotherapeutic drugs,
Biochem. Pharmacol. 83 (2012) 858-865.

[6] AJ. de Ruijter, A.H. van Gennip, H.N. Caron, S. Kemp, A.B. van Kuilenburg,
Histone deacetylases (HDACs): characterization of the classical HDAC family,
Biochem. J. 370 (2003) 737-749.

[7] N. Druesne, A. Pagniez, C. Mayeur, M. Thomas, C. Cherbuy, P.H. Duee, P. Martel,
C. Chaumontet, Diallyl disulfide (DADS) increases histone acetylation and
p21(wafl/cip1) expression in human colon tumor cell lines, Carcinogenesis 25
(2004) 1227-1236.

[8] C. Florean, M. Schnekenburger, C. Grandjenette, M. Dicato, M. Diederich,
Epigenomics of leukemia: from mechanisms to therapeutic applications,
Epigenomics 3 (2011) 581-609.

[9] F. Folmer, B. Orlikova, M. Schnekenburger, M. Dicato, M. Diederich, Naturally
occurring regulators of histone acetylation/deacetylation, Curr. Nutr. Food Sci.
6 (2010) 78-99.

[10] R. Furumai, A. Matsuyama, N. Kobashi, K.H. Lee, M. Nishiyama, H. Nakajima, A.
Tanaka, Y. Komatsu, N. Nishino, M. Yoshida, S. Horinouchi, FK228
(depsipeptide) as a natural prodrug that inhibits class I histone deacetylases,
Cancer Res. 62 (2002) 4916-4921.

[11] CY. Gui, L. Ngo, W.S. Xu, V.M. Richon, P.A. Marks, Histone deacetylase (HDAC)
inhibitor activation of p21WAF1 involves changes in promoter-associated
proteins, including HDAC1, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 101 (2004) 1241-1246.

[12] D. Kaluza, ]. Kroll, S. Gesierich, T.P. Yao, R.A. Boon, E. Hergenreider, M. Tjwa, L.
Rossig, E. Seto, H.G. Augustin, A.M. Zeiher, S. Dimmeler, C. Urbich, Class IIb
HDACG regulates endothelial cell migration and angiogenesis by deacetylation
of cortactin, EMBO J. 30 (2011) 4142-4156.

[13] T. Karius, M. Schnekenburger, ]J. Ghelfi, ]. Walter, M. Dicato, M. Diederich,
Reversible epigenetic fingerprint-mediated glutathione-S-transferase P1 gene
silencing in human leukemia cell lines, Biochem. Pharmacol. 81 (2011) 1329-
1342.

[14] T. Kumagai, N. Wakimoto, D. Yin, S. Gery, N. Kawamata, N. Takai, N. Komatsu,
A. Chumakov, Y. Imai, H.P. Koeffler, Histone deacetylase inhibitor,
suberoylanilide hydroxamic acid (Vorinostat, SAHA) profoundly inhibits the
growth of human pancreatic cancer cells, International Journal of Cancer.
Journal International du Cancer 121 (2007) 656-665.

[15] D. Lamoral-Theys, L. Pottier, F. Kerff, F. Dufrasne, F. Proutiere, N. Wauthoz, P.
Neven, L. Ingrassia, P.V. Antwerpen, F. Lefranc, M. Gelbcke, B. Pirotte, ].L. Kraus,
J. Neve, A. Kornienko, R. Kiss, J. Dubois, Simple di- and trivanillates exhibit
cytostatic properties toward cancer cells resistant to pro-apoptotic stimuli,
Bioorg. Med. Chem. 18 (2010) 3823-3833.

[16] S. Liu, H. Cheng, W. Kwan, ].M. Lubieniecka, T.O. Nielsen, Histone deacetylase
inhibitors induce growth arrest, apoptosis, and differentiation in clear cell
sarcoma models, Mol. Cancer Ther. 7 (2008) 1751-1761.

[17] A. Matsuyama, T. Shimazu, Y. Sumida, A. Saito, Y. Yoshimatsu, D. Seigneurin-
Berny, H. Osada, Y. Komatsu, N. Nishino, S. Khochbin, S. Horinouchi, M.
Yoshida, In vivo destabilization of dynamic microtubules by HDAC6-mediated
deacetylation, EMBO ]. 21 (2002) 6820-6831.

[18] H. Nian, B. Delage, ].T. Pinto, R.H. Dashwood, Allyl mercaptan, a garlic-derived
organosulfur compound, inhibits histone deacetylase and enhances Sp3
binding on the P21WAF1 promoter, Carcinogenesis 29 (2008) 1816-1824.

[19] MJ. Nunes, I. Milagre, M. Schnekenburger, MJ. Gama, M. Diederich, E.
Rodrigues, Sp proteins play a critical role in histone deacetylase inhibitor-
mediated derepression of CYP46A1 gene transcription, ]J. Neurochem. 113
(2010) 418-431.

[20] A. Petrella, CW. D’Acunto, M. Rodriquez, M. Festa, A. Tosco, 1. Bruno, S.
Terracciano, M. Taddei, L.G. Paloma, L. Parente, Effects of FR235222, a novel
HDAC inhibitor, in proliferation and apoptosis of human leukaemia cell lines:
role of annexin A1, Eur. J. Cancer 44 (2008) 740-749.

[21] V.M. Richon, S. Emiliani, E. Verdin, Y. Webb, R. Breslow, R.A. Rifkind, P.A.
Marks, A class of hybrid polar inducers of transformed cell differentiation
inhibits histone deacetylases, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95 (1998) 3003-3007.

[22] M. Schnekenburger, M. Diederich, Epigenetics offer new horizons for colorectal
cancer prevention, Curr. Colorec. Cancer Rep. 8 (2012) 66-81.

[23] M. Schnekenburger, C. Grandjenette, J. Ghelfi, T. Karius, B. Foliguet, M. Dicato,
M. Diederich, Sustained exposure to the DNA demethylating agent, 2’-deoxy-
5-azacytidine, leads to apoptotic cell death in chronic myeloid leukemia by
promoting differentiation, senescence, and autophagy, Biochem. Pharmacol.
81 (2011) 364-378.

[24] M. Schnekenburger, F. Morceau, A. Duvoix, S. Delhalle, C. Trentesaux, M.
Dicato, M. Diederich, Expression of glutathione S-transferase P1-1 in
differentiating K562: role of GATA-1, Biochem. Biophys. Res. Commun. 311
(2003) 815-821.

[25] M. Schnekenburger, F. Morceau, A. Duvoix, S. Delhalle, C. Trentesaux, M.
Dicato, M. Diederich, Increased glutathione S-transferase P1-1 expression by
mRNA stabilization in hemin-induced differentiation of K562 cells, Biochem.
Pharmacol. 68 (2004) 1269-1277.

[26] M. Schnekenburger, F. Morceau, E. Henry, R. Blasius, M. Dicato, C. Trentesaux,
M. Diederich, Transcriptional and post-transcriptional regulation of
glutathione S-transferase P1 expression during butyric acid-induced
differentiation of K562 cells, Leuk. Res. 30 (2006) 561-568.

[27] C. Seidel, C. Florean, M. Schnekenburger, M. Dicato, M. Diederich, Chromatin-
modifying agents in anti-cancer therapy, Biochimie 94 (2012) 2264-2279.

[28] C. Seidel, M. Schnekenburger, M. Dicato, M. Diederich, Histone deacetylase
modulators provided by Mother Nature, Gen. Nutr. 7 (2012) 357-367.

[29] B.D. Strahl, C.D. Allis, The language of covalent histone modifications, Nature
403 (2000) 41-45.

[30] C.C. Sucharov, K. Dockstader, T.A. McKinsey, YY1 protects cardiac myocytes
from pathologic hypertrophy by interacting with HDAC5, Mol. Biol. Cell 19
(2008) 4141-4153.

[31] M.H. Teiten, M. Dicato, M. Diederich, Curcumin as a regulator of epigenetic
events, Mol. Nutr. Food Res. 57 (2013) 1619-1629.

[32] S.N. Willis, J.I. Fletcher, T. Kaufmann, M.F. van Delft, L. Chen, P.E. Czabotar, H.
lerino, E.F. Lee, W.D. Fairlie, P. Bouillet, A. Strasser, R.M. Kluck, ].M. Adams, D.C.
Huang, Apoptosis initiated when BH3 ligands engage multiple Bcl-2 homologs,
not Bax or Bak, Science 315 (2007) 856-859.


http://dx.doi.org/10.1016/j.canlet.2013.09.026
http://dx.doi.org/10.1016/j.canlet.2013.09.026
http://refhub.elsevier.com/S0304-3835(13)00695-2/h0005
http://refhub.elsevier.com/S0304-3835(13)00695-2/h0005
http://refhub.elsevier.com/S0304-3835(13)00695-2/h0005
http://refhub.elsevier.com/S0304-3835(13)00695-2/h0005
http://refhub.elsevier.com/S0304-3835(13)00695-2/h0005
http://refhub.elsevier.com/S0304-3835(13)00695-2/h0005
http://refhub.elsevier.com/S0304-3835(13)00695-2/h0010
http://refhub.elsevier.com/S0304-3835(13)00695-2/h0010
http://refhub.elsevier.com/S0304-3835(13)00695-2/h0015
http://refhub.elsevier.com/S0304-3835(13)00695-2/h0015
http://refhub.elsevier.com/S0304-3835(13)00695-2/h0015
http://refhub.elsevier.com/S0304-3835(13)00695-2/h0015
http://refhub.elsevier.com/S0304-3835(13)00695-2/h0015
http://refhub.elsevier.com/S0304-3835(13)00695-2/h0020
http://refhub.elsevier.com/S0304-3835(13)00695-2/h0020
http://refhub.elsevier.com/S0304-3835(13)00695-2/h0020
http://refhub.elsevier.com/S0304-3835(13)00695-2/h0020
http://refhub.elsevier.com/S0304-3835(13)00695-2/h0025
http://refhub.elsevier.com/S0304-3835(13)00695-2/h0025
http://refhub.elsevier.com/S0304-3835(13)00695-2/h0025
http://refhub.elsevier.com/S0304-3835(13)00695-2/h0030
http://refhub.elsevier.com/S0304-3835(13)00695-2/h0030
http://refhub.elsevier.com/S0304-3835(13)00695-2/h0030
http://refhub.elsevier.com/S0304-3835(13)00695-2/h0035
http://refhub.elsevier.com/S0304-3835(13)00695-2/h0035
http://refhub.elsevier.com/S0304-3835(13)00695-2/h0035
http://refhub.elsevier.com/S0304-3835(13)00695-2/h0035
http://refhub.elsevier.com/S0304-3835(13)00695-2/h0040
http://refhub.elsevier.com/S0304-3835(13)00695-2/h0040
http://refhub.elsevier.com/S0304-3835(13)00695-2/h0040
http://refhub.elsevier.com/S0304-3835(13)00695-2/h0045
http://refhub.elsevier.com/S0304-3835(13)00695-2/h0045
http://refhub.elsevier.com/S0304-3835(13)00695-2/h0045
http://refhub.elsevier.com/S0304-3835(13)00695-2/h0050
http://refhub.elsevier.com/S0304-3835(13)00695-2/h0050
http://refhub.elsevier.com/S0304-3835(13)00695-2/h0050
http://refhub.elsevier.com/S0304-3835(13)00695-2/h0050
http://refhub.elsevier.com/S0304-3835(13)00695-2/h0055
http://refhub.elsevier.com/S0304-3835(13)00695-2/h0055
http://refhub.elsevier.com/S0304-3835(13)00695-2/h0055
http://refhub.elsevier.com/S0304-3835(13)00695-2/h0060
http://refhub.elsevier.com/S0304-3835(13)00695-2/h0060
http://refhub.elsevier.com/S0304-3835(13)00695-2/h0060
http://refhub.elsevier.com/S0304-3835(13)00695-2/h0060
http://refhub.elsevier.com/S0304-3835(13)00695-2/h0065
http://refhub.elsevier.com/S0304-3835(13)00695-2/h0065
http://refhub.elsevier.com/S0304-3835(13)00695-2/h0065
http://refhub.elsevier.com/S0304-3835(13)00695-2/h0065
http://refhub.elsevier.com/S0304-3835(13)00695-2/h0070
http://refhub.elsevier.com/S0304-3835(13)00695-2/h0070
http://refhub.elsevier.com/S0304-3835(13)00695-2/h0070
http://refhub.elsevier.com/S0304-3835(13)00695-2/h0070
http://refhub.elsevier.com/S0304-3835(13)00695-2/h0070
http://refhub.elsevier.com/S0304-3835(13)00695-2/h0075
http://refhub.elsevier.com/S0304-3835(13)00695-2/h0075
http://refhub.elsevier.com/S0304-3835(13)00695-2/h0075
http://refhub.elsevier.com/S0304-3835(13)00695-2/h0075
http://refhub.elsevier.com/S0304-3835(13)00695-2/h0075
http://refhub.elsevier.com/S0304-3835(13)00695-2/h0080
http://refhub.elsevier.com/S0304-3835(13)00695-2/h0080
http://refhub.elsevier.com/S0304-3835(13)00695-2/h0080
http://refhub.elsevier.com/S0304-3835(13)00695-2/h0085
http://refhub.elsevier.com/S0304-3835(13)00695-2/h0085
http://refhub.elsevier.com/S0304-3835(13)00695-2/h0085
http://refhub.elsevier.com/S0304-3835(13)00695-2/h0085
http://refhub.elsevier.com/S0304-3835(13)00695-2/h0090
http://refhub.elsevier.com/S0304-3835(13)00695-2/h0090
http://refhub.elsevier.com/S0304-3835(13)00695-2/h0090
http://refhub.elsevier.com/S0304-3835(13)00695-2/h0095
http://refhub.elsevier.com/S0304-3835(13)00695-2/h0095
http://refhub.elsevier.com/S0304-3835(13)00695-2/h0095
http://refhub.elsevier.com/S0304-3835(13)00695-2/h0095
http://refhub.elsevier.com/S0304-3835(13)00695-2/h0100
http://refhub.elsevier.com/S0304-3835(13)00695-2/h0100
http://refhub.elsevier.com/S0304-3835(13)00695-2/h0100
http://refhub.elsevier.com/S0304-3835(13)00695-2/h0100
http://refhub.elsevier.com/S0304-3835(13)00695-2/h0105
http://refhub.elsevier.com/S0304-3835(13)00695-2/h0105
http://refhub.elsevier.com/S0304-3835(13)00695-2/h0105
http://refhub.elsevier.com/S0304-3835(13)00695-2/h0110
http://refhub.elsevier.com/S0304-3835(13)00695-2/h0110
http://refhub.elsevier.com/S0304-3835(13)00695-2/h0115
http://refhub.elsevier.com/S0304-3835(13)00695-2/h0115
http://refhub.elsevier.com/S0304-3835(13)00695-2/h0115
http://refhub.elsevier.com/S0304-3835(13)00695-2/h0115
http://refhub.elsevier.com/S0304-3835(13)00695-2/h0115
http://refhub.elsevier.com/S0304-3835(13)00695-2/h0115
http://refhub.elsevier.com/S0304-3835(13)00695-2/h0120
http://refhub.elsevier.com/S0304-3835(13)00695-2/h0120
http://refhub.elsevier.com/S0304-3835(13)00695-2/h0120
http://refhub.elsevier.com/S0304-3835(13)00695-2/h0120
http://refhub.elsevier.com/S0304-3835(13)00695-2/h0125
http://refhub.elsevier.com/S0304-3835(13)00695-2/h0125
http://refhub.elsevier.com/S0304-3835(13)00695-2/h0125
http://refhub.elsevier.com/S0304-3835(13)00695-2/h0125
http://refhub.elsevier.com/S0304-3835(13)00695-2/h0130
http://refhub.elsevier.com/S0304-3835(13)00695-2/h0130
http://refhub.elsevier.com/S0304-3835(13)00695-2/h0130
http://refhub.elsevier.com/S0304-3835(13)00695-2/h0130
http://refhub.elsevier.com/S0304-3835(13)00695-2/h0135
http://refhub.elsevier.com/S0304-3835(13)00695-2/h0135
http://refhub.elsevier.com/S0304-3835(13)00695-2/h0140
http://refhub.elsevier.com/S0304-3835(13)00695-2/h0140
http://refhub.elsevier.com/S0304-3835(13)00695-2/h0145
http://refhub.elsevier.com/S0304-3835(13)00695-2/h0145
http://refhub.elsevier.com/S0304-3835(13)00695-2/h0150
http://refhub.elsevier.com/S0304-3835(13)00695-2/h0150
http://refhub.elsevier.com/S0304-3835(13)00695-2/h0150
http://refhub.elsevier.com/S0304-3835(13)00695-2/h0155
http://refhub.elsevier.com/S0304-3835(13)00695-2/h0155
http://refhub.elsevier.com/S0304-3835(13)00695-2/h0160
http://refhub.elsevier.com/S0304-3835(13)00695-2/h0160
http://refhub.elsevier.com/S0304-3835(13)00695-2/h0160
http://refhub.elsevier.com/S0304-3835(13)00695-2/h0160

146 C. Seidel et al./Cancer Letters 343 (2014) 134-146

[33] AJ. Wilson, D.S. Byun, N. Popova, L.B. Murray, K. L'Italien, Y. Sowa, D. Arango, A.
Velcich, L.H. Augenlicht, J.M. Mariadason, Histone deacetylase 3 (HDAC3) and
other class [ HDACs regulate colon cell maturation and p21 expression and are
deregulated in human colon cancer, J. Biol. Chem. 281 (2006) 13548-13558. [35] Y. Zhang, N. Li, C. Caron, G. Matthias, D. Hess, S. Khochbin, P. Matthias, HDAC-6

[34] S. Xargay-Torrent, M. Lopez-Guerra, I. Saborit-Villarroya, L. Rosich, E. Campo, interacts with and deacetylates tubulin and microtubules in vivo, EMBO ]. 22
G. Roue, D. Colomer, Vorinostat-induced apoptosis in mantle cell lymphoma is (2003) 1168-1179.

mediated by acetylation of proapoptotic BH3-only gene promoters, Clinical
Cancer Research: An Official Journal of the American Association for Cancer
Research 17 (2011) 3956-3968.


http://refhub.elsevier.com/S0304-3835(13)00695-2/h0165
http://refhub.elsevier.com/S0304-3835(13)00695-2/h0165
http://refhub.elsevier.com/S0304-3835(13)00695-2/h0165
http://refhub.elsevier.com/S0304-3835(13)00695-2/h0165
http://refhub.elsevier.com/S0304-3835(13)00695-2/h0170
http://refhub.elsevier.com/S0304-3835(13)00695-2/h0170
http://refhub.elsevier.com/S0304-3835(13)00695-2/h0170
http://refhub.elsevier.com/S0304-3835(13)00695-2/h0170
http://refhub.elsevier.com/S0304-3835(13)00695-2/h0170
http://refhub.elsevier.com/S0304-3835(13)00695-2/h0175
http://refhub.elsevier.com/S0304-3835(13)00695-2/h0175
http://refhub.elsevier.com/S0304-3835(13)00695-2/h0175

BMCL 21786 No. of Pages 1, Model 5G
2 July 2014

Graphical abstract

Novel inhibitors of human histone deacetylases: Design, synthesis and bioactivity of 3-alkenoylcoumarines PP XXX-XXX

Carole Seidel, Michael Schnekenburger, Clemens Zwergel, Francois Gaascht, Antonello Mai, Mario Dicato,
Gilbert Kirsch, Sergio Valente *, Marc Diederich *

o
A3
SOGA®
Ri 0 o R
Ta-g

Cancer cell
proliferation

>~

Cancer cell
viability

Normal cell
viability




Q1

20

60

BMCL 21786
2 July 2014

No. of Pages 6, Model 5G

Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters xxx (2014) XXX—-XXx

journal homepage: www.elsevier.com/locate/bmcl

Contents lists available at ScienceDirect

Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters

Bioorganic & Medicinal
Chemistry Letters

Novel inhibitors of human histone deacetylases: Design, synthesis

and bioactivity of 3-alkenoylcoumarines

Carole Seidel ?, Michael Schnekenburger?, Clemens Zwergel ®, Francois Gaascht?, Antonello Mai €,
Mario Dicato?, Gilbert KirschP, Sergio Valente ™“*, Marc Diederich ¢*

2 Laboratoire de Biologie Moléculaire et Cellulaire du Cancer, Hopital Kirchberg, L-2540 Luxembourg, Luxembourg

PUMR CNRS 7565 SRSMC, Université de Lorraine, 57070 Metz, France

¢ Dipartimento di Chimica e Tecnologie del Farmaco, Sapienza Universita di Roma, P.le Aldo Moro 5, 00185 Roma, Italy
d Department of Pharmacy, College of Pharmacy, Seoul National University, Building 20 Room 303, 1 Gwanak-ro, Gwanak-gu, Seoul 151-742, Republic of Korea

ARTICLE INFO ABSTRACT

Article history:
Received 12 May 2014
Revised 19 June 2014
Accepted 21 June 2014
Available online xxxx

Histone deacetylases (HDACs) are well-established, promising targets for anticancer therapy due to their
critical role in cancer development. Accordingly, an increasing number of HDAC inhibitors displaying
cytotoxic effects against cancer cells have been reported. Among them, a large panel of chemical struc-
tures was described including coumarin-containing molecules. In this study, we described synthesis

and biological activity of new coumarin-based derivatives as HDAC inhibitors. Among eight derivatives,

Keywords:
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Coumarin

Histone deacetylase inhibitors
Anti-proliferative activity
Cancer

three compounds showed HDAC inhibitory activities and antitumor activities against leukemia cell lines
without affecting the viability of peripheral blood mononuclear cells from healthy donors.

© 2014 Published by Elsevier Ltd.

Histone deacetylases (HDACs) are enzymes that catalyze
removal of acetyl groups from lysine residues. Beyond their origi-
nally identified histone substrates, HDACs target non-histone pro-
teins including a-tubulin, heat shock protein 90 or p53.! The HDAC
family comprises 18 members subdivided into four classes based
on sequence similarity and catalytic activity.” HDACs play a critical
role in epigenetic gene regulation and therefore control multiple
cellular processes.

Since expression and/or activity of HDACs are deregulated in
various cancer subtypes, they became an interesting target for
anticancer therapy.®® Accordingly, numerous compounds from
natural sources as well as synthetic derivatives were identified
and further developed as HDAC inhibitors (HDACi) and some of
them are already undergoing clinical trials for anticancer ther-
apy.°® Among HDACI, chalcone-based compounds (1,3-diaryl-2-
propen-1-ones) are a group of aromatic natural or synthetic unsat-
urated ketones with anti-inflammatory and anticancer activi-
ties.”'° Ease of preparation, oral administration and safety also
support the feasibility of chalcone-based compounds as therapeu-
tic agents.!!" 13

* Corresponding authors. Tel.: +39 06 49913891; fax: +39 06 491491. (S.V.); tel.:
+82 2 880 8919 (M.D.).
E-mail addresses: sergio.valente@uniromal.it (S. Valente), marcdiederich@snu.
ac.kr (M. Diederich).

http://dx.doi.org/10.1016/j.bmcl.2014.06.067
0960-894X/© 2014 Published by Elsevier Ltd.

Additionally, their simple and efficient synthesis makes them
attractive for industrial production.'*

Curcumin is a promising molecule that also modulates the acet-
ylation status of proteins.'” In vitro studies demonstrated that it
possesses potent cytotoxic and chemotherapeutic properties in dif-
ferent models.'®~?* Whilst curcumin itself has limited efficacy due
to its low bioavailability and stability in physiological media,®
analogs including N-methylpiperidone were generated.?® Natural
products bearing 2H-1-benzopyran-2-one (coumarin) possess
cytotoxic antitumor potential.?’”*® Coumarin-based compounds
were previously described as Cdc25 phosphatase and HDAC inhib-
itors'27,29732

So far only two molecules, FK228 (Romidepsin) and suberoylan-
ilide hydroxamic acid (SAHA, Vorinostat), gained Food and Drug
Administration approval for cutaneous T-cell lymphoma.? In this
context, development of novel HDACi with good anticancer proper-
ties and low toxicity remains a challenge. Here we designed novel
coumarin-containing analogs 7a-h and we assessed their HDACi
potential and effects on cell proliferation and viability in K-562
and U-937 leukemia cell lines compared to peripheral blood mono-
nuclear cells (PBMCs) of healthy donors.

The new series of coumarin-based analogues (7a-h) bearing an
o,B-(mono- or bis)-unsaturated ketone at the C3 or C4 position
(Fig. 1) were prepared carrying out aldolic condensation between
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Figure 1. Synthesis of coumarin-based compounds 7a-h.

3-acetylcoumarins (5a-b) or 4-acetyl coumarin (5c), previously
synthesized by us according to the literature®>~>> and the appropri-
ate aldehydes (6a-h) following an adapted procedure of Cechinel-
Filho et al.>® All the chemical-physical data, elemental analyses, 'H
NMR and '3C NMR of the compounds as well as all the conditions
for their biological evaluation are described in the Supporting
information.

Coumarin-based compounds were tested for their total HDAC
inhibitory potential on K-562 nuclear extracts.>’*® Compounds
7b, 7d and 7h showed a 20-50% of inhibition of total HDAC activity
at 100 uM (Table 1). In opposition to 7b, compound 7d, with a
methoxy group at R, presented increased levels of inhibition.
Noteworthy, compound 7c¢ with a hydroxyl group instead of the
methoxy group in R? was inactive against HDACs further demon-
strating the importance of the methoxy group in this position.
Compound 7d was tested against seven HDAC isoenzymes repre-
senting classes I, IIb and IV and acted as a pan-HDACi (Table 2)
with ICsps between 12 and 85 puM.

Interestingly, 7d inhibited HDAC3 with an ICso at 12 uM and
may serve as a lead for targeting this nuclear isoenzyme.

Compounds 7b and 7d showed moderate effects on prolifera-
tion and viability of chronic myeloid leukemia K-562 and histio-
cytic lymphoma U-937 cell lines (Fig. 2A). Compound 7h strongly
inhibited proliferation in both cell lines. In U-937 cells, loss of pro-
liferation was accompanied by a marked decrease of cell viability
(Fig. 2B). We noticed that compound 7d precipitated at 100 uM
in cell culture medium that could explain why this compound
was less effective at this concentration compared to 50 uM. Thus,

Table 1

Effect of compounds 7a-h on in vitro total HDAC activity. Values represent the mean
of the percentage of inhibition measured in two independent experiments. Inactive
means inhibition <10% at 100 UM

Compound Effect on HDAC activity
7a Inactive

7b 30% inhibition at 100 uM
7c Inactive

7d 50% inhibition at 100 uM
7e Inactive

7f Inactive

7g Inactive

7h 20% inhibition at 100 uM

a: R'=H, R=H, R*=H

b: R'= OMe, R?>=OMe, R*=H

c: R'= OMe, R2=0H, R3=0OMe
d: R'= OMe, R*=OMe, R*=OMe
e: R'=H, R>=H, R*=H

f: R'= OMe, R?=OMe, R*=H

g: R'= OMe, R?=OMe, R3=OMe

. Reagent and conditions: (1) Pyrrolidine, ethanol, 80 °C, 1-3 h.

Table 2

Effect of 7d on in vitro activity of HDAC isoenzymes. Values represent the mean of the
percentage of inhibition measured in two independent experiments. Inactive means
inhibition <10% at 100 pM

HDAC 1Cs0 (UM)

Class Isoenzyme

I HDAC1 59
HDAC2 33
HDAC3 12
HDAC8 28

b HDAC6 32
HDAC10 85

v HDAC11 74

we observed a close effect between compounds 7b and 7d on
leukemia cancer cell lines. Indeed, these two compounds are struc-
turally identical except a methoxy group present in compound 7d.
Interestingly, among compounds with one unsaturation (7e-g),
compound 7h, the more active compound on cell viability and pro-
liferation, was the only structure inhibiting HDAC activities and
corresponds to the C4 regioisomer of compound 7f, which was
inactive. These differential activities could result from 3D structure
variations depending on the position of the keto function. To assess
for differential toxicity, PBMCs from healthy donors>® were treated
with compounds 7b, 7d and 7h under the same conditions. Results
showed no effect on PBMC viability (Fig. 2C).

Since among newly synthesized compounds, 7d was the most
active compound on HDAC activity, we further tested whether this
hybrid compound possessed an HDAC inhibitory potential superior
to the two parent compounds, namely the 3-acetylcoumarin 5b
and the aldehyde 6d. First, 5b and 6d were tested on in vitro total
HDAC activity. Results demonstrated that 100 uM compound 5b
inhibited only 20% of total HDAC activity, whereas at the same con-
centration compound 6d enhanced total HDAC activity by 80%.
Compounds 5b and 6d were further tested on cancer as well as
on PBMCs from healthy donors. Results demonstrated that both
compounds slightly decreased proliferation only in U-937 cells
after 72 h of treatment without affecting viability of both cancer
K-562 and U-937 cell lines and healthy PBMCs (Fig. 3). All together
these results clearly demonstrated that the newly synthesized
hybrid compound 7d possesses an inhibitor potential superior to
both parent compounds 5b and 6d.
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Figure 2. Effect of 7b, 7d, 7h on cell proliferation and viability. K-562 and U-937 cells were treated with the indicated concentration of compound. (A) Cell viability and (B)
proliferation were assessed after 24, 48 and 72 h. (C) PBMCs from healthy donors were incubated with 7b, 7d, 7h and then cell viability was evaluated after 24 and 48 h of
treatment. Data are the mean + SD of three independent cultures. *p <0.05, **p <0.01, ***p <0.005 versus control.

In this study, we have described three new coumarin-based structures and biological effects, these compounds can support a
derivatives, 7b, 7d and 7h, endowed with HDAC inhibitory and new design of molecules to increase their reactivity against HDAC
antitumor properties. Regarding differences in their chemical activity and cancer cells.
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Figure 3. Effect of 5b and 6d on cell proliferation and viability. K-562 and U-937 cells were treated with the indicated concentration of compound. (A) Cell viability and (B)
proliferation were assessed after 24, 48 and 72 h. (C) The viability of PBMCs from healthy donors was evaluated after 24 and 48 h of treatment with compounds 5b and 6d.
Data are the mean + SD of three independent cultures. *p <0.05, ***p <0.005 versus control.
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Abstract Protein acetylation status results from a balance
between histone acetyltransferase and histone deacetylase
(HDAC) activities. Alteration of this balance leads to a
disruption of cellular integrity and participates in the
development of numerous diseases, including cancer.
Therefore, modulation of these activities appears to be a
promising approach for anticancer therapy. Histone
deacetylase inhibitors (HDACi) are epigenetically active
drugs that induce the hyperacetylation of lysine residues
within histone and non-histone proteins, thus affecting
gene expression and cellular processes such as protein—
protein interactions, protein stability, DNA binding and
protein sub-cellular localization. Therefore, HDACi are
promising anti-tumor agents as they may affect the cell
cycle, inhibit proliferation, stimulate differentiation and
induce apoptotic cell death. Over the last 30 years,
numerous synthetic and natural products, including a broad
range of dietary compounds, have been identified as
HDACI. This review focuses on molecules from natural
origins modulating HDAC activities and presenting
promising anticancer activities.
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Introduction

Post-translational modifications of proteins play a crucial
role in the modulation of their function by altering protein—
protein and protein—nucleic acid interactions as well as
their subcellular localization and activity. Specialized
enzymes catalyze the addition and elimination of these
modifications at specific sites. For example, kinases and
phosphatases are responsible for the addition and removal
of phosphate groups, respectively, on factors regulating
signaling pathways or the cell cycle, whereas ubiquitin
ligases are mainly involved in protein targeting to the
proteasome. Histone acetyl transferases (HATs) and his-
tone deacetylases (HDACS) regulate the balance of lysine
acetylation on histones and non-histone proteins (Fig. 1;
Spange et al. 2009). Lysine acetylation is deeply implicated
in the control of highly regulated biological functions.
Thus, alteration of the acetylation status is involved in the
development of many diseases, including tumorigenesis.
Therefore, the control of the acetylation status by modu-
lating HDAC activities is a promising approach to anti-
cancer therapy. Over the last 30 years, numerous synthetic
and natural products, including a broad range of dietary
compounds, have been identified as HDAC modulators.
This review focuses on promising modulators of HDAC
activity from natural sources and discusses their potential
for anticancer therapy.

The HDAC family: classification, roles and substrates
HDAC isoforms

HDACSs are ubiquitous enzymes, initially identified as
being responsible for the deacetylation of histones (Fig. 1),
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Fig. 1 Acetylation/
deacetylation of lysine residues.
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Table 1 Presentation of the different HDAC isoforms

HDAC Cellular localization Substrates
Class Member
I HDACI1 Nucleus Histones, DNMT1, SHP, ATM, MEF2, MyoD, p53, NF-xB, AR, BRCA1, MECP2, pRb
HDAC2 Nucleus Histones, NF-kB, GATA2, BRCAI, pRb, MECP
HDAC3 Nucleus Histones, HDAC4, 5, 7 et 9, SHP, GATAL1, NF-«xB, pRb
HDACS8 Mainly in the nucleus HSP70
Ila HDAC4 Nucleocytoplasmic traffic Histones, HDAC3, MEF2, CaM, 14-3-3
HDACS Nucleocytoplasmic traffic Histones, HDAC3, MEF2, CaM, 14-3-3
HDAC7 Nucleocytoplasmic traffic Histones, HDAC3, MEF2, CaM, 14-3-3, HIF-1o
HDAC9 Nucleus Histones, HDAC3, MEF2, CaM, 14-3-3
1Ib HDAC6 Mainly in the cytoplasm HDACI11, SHP, PP1, o-tubulin, HSP90O
HDACI10 Nucleus and cytoplasm LcoR, PP1
I SIRT1 Mainly in the nucleus FOXO, p53, p300, NF-«B, histones
SIRT2 Nucleus and cytoplasm Histone H4, o-tubulin, PPAR-y, FOXO, p53, p300
SIRT3® Mitochondria PGC-1a, FOXO, p53, Ku70, Acetyl-CoA synthetase 2, complex I
SIRT4* Mitochondria Glutamate dehydrogenase
SIRTS Mitochondria Cytochrome ¢, carbamoyl phosphate synthetase 1
SIRT6? Nucleus Histone H3, TNF-o
SIRT7 Mainly in the nucleus p53, RNA polymerase 1
v HDACI1 Nucleus HDAC6

AR androgen receptor, ATM ataxia-telangiectasia-mutated, BRCA breast cancer, CaM calmodulin, CoA co-enzyme A, DNMT DNA methyl-
transferase, FOXO forkhead box O, GATA GATA binding protein, HDAC histone deacetylase, HIF hypoxia-inducible factor, HSP heat shock
protein, LcoR ligand-dependent receptor co-repressor, MECP methyl-CpG-binding domain protein, MEF myocyte enhancer factor, NF-kB
nuclear transcription factor-kappa B, PGC peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator, PP/ protein phosphatase, PPAR
peroxisome proliferator-activated receptor, pRb retinoblastoma protein, SHP Src homology region 2-domain-containing phosphatase, SIRT
sirtuin, TNF' tumor necrosis factor

* SIRT4 is an ADP-ribosyltransferase and lacks deacetylase activity
® SIRT3 and 6 possess, in addition to their deacetylase activity, the ADP-ribosyltransferase activity (adapted from Folmer et al. 2010)

Class I includes HDACI, 2, 3 and 8, which are located
mainly in the nucleus. HDAC3 forms an exception to this
class because it possesses, in addition to the nuclear
localization signal (NLS) present in this HDAC class, a

and are capable of targeting many non-histone proteins as
substrates (Table 1). The 18 HDACSs identified in mam-
mals are divided into four classes according to both their
sequence identity and catalytic activity.
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nuclear export signal (NES), which suggests a possible
cytoplasmic localization. The activity of these enzymes is
modulated when they interact with chromatin proteins such
as Sin3 (Switch intensive 3), NuRDs (nucleosome remod-
eling and deacetylating) and Co-REST (Co-repressor of
REST; Zhang et al. 1999).

Class 1II is divided into two subclasses: subclass Ila
includes HDAC4, 5, 7 and 9 and subclass IIb consists of
HDACG6 and 10. HDACY is localized exclusively to the
nucleus, whereas HDAC4, 5 and 7 contain an NLS and
NES. These three enzymes are localized to both the
nucleus and the cytoplasm. The catalytic activity of class
IIa HDAC:S is very low and is hardly detectable in vitro
(Fischle et al. 2002). In addition, it has been shown in
cellulo that these enzymes are often complexed with other
HDACS, suggesting a role different from that of a deace-
tylase. For example, HDAC4 allows the recruitment of the
SMRT/N-CoR-HDAC3 complex to specific promoters,
leading to transcriptional repression of targeted genes
(Fischle et al. 2002). HDACS6 is mainly localized to the
cytoplasm, where it is involved in the deacetylation of
o-tubulin and consequently, regulation of microtubule-
dependent cell motility. Moreover, this enzyme is able to
target the chaperon protein HSP90, which stabilizes client
proteins (Bali et al. 2005). This HDAC has two catalytic
domains arranged in tandem and one functional HUB
(HDAC6-, USP3- and Brap2-related zinc finger motif)
domain absent in other HDACs. This domain is located in
the C-terminal region and acts as a signal for ubiquitination
of HDAC®, leading to its degradation. HDAC10 possesses,
like other class Ila HDACsSs, both NLS and NES domains.
Although the catalytic domain is located in the N-terminal
region, a second putative domain is located in the C-ter-
minal region. In addition, two putative retinoblastoma (Rb)
protein-binding domains are present, which could explain
the involvement of this enzyme in regulating the cell cycle.
HDACI10 interacts with six other HDACs (HDACI, 2, 3, 4,
5 and 7), suggesting a recruiting role rather than acting as a
deacetylase (Tong et al. 2002). Class III, also called sir-
tuins for their analogy to the protein SIR2 (Silent Infor-
mation Regulator 2) in yeast, contains seven members,
SIRTI1 to 7. SIRT1, 6 and 7 are localized to the nucleus.
SIRT1 positively regulates transcription factors such as the
nuclear factor kappa-B (NF-xB), p53 and forkhead box
(FOX) proteins and plays a role in chromatin condensation
(i.e., histone deacetylation). SIRT6 and 7 are involved in
DNA repair and ribosomal RNA transcription, respec-
tively. SIRT2 is mainly localized to the cytoplasm and
affects a-tubulin acetylation status. SIRT3, 4 and 5 are
mitochondrial proteins. SIRT3 positively regulates the
activity of the acetyl-Coenzyme A synthetase 2, leading to
the production of acetyl-coenzyme A (Hallows et al. 2006;
Schwer et al. 2006), and deacetylates complex I of the

respiratory chain involved in ATP production (Ahn et al.
2008). Thus, SIRT3 regulates energetic cell homeostasis.
SIRT4 lacks deacetylase activity; however, it has an ADP-
ribosylase activity. This ribosylation inactivates glutamate
dehydrogenase, which in turn inhibits insulin secretion in
pancreatic f-cells (Argmann and Auwerx 2006). Lastly,
SIRTS deacetylates and thus activates carbamoyl phos-
phate synthetase 1, which promotes ammonia detoxifica-
tion (Nakagawa and Guarente 2009; Nakagawa et al.
2009).

Class IV comprises only HDAC11, which is localized in
the nucleus and has a catalytic domain in the N-terminal
region. This enzyme is structurally related to HDAC3 and 8
of class I, but also has similarities with class II; for these
reasons, this new class of enzyme was created (Gao et al.
2002).

The reaction of deacetylation

Classes I, IT and IV possess a zinc-dependent mechanism of
action. Their catalytic domain in the N- or C-terminal
region forms a tubular pocket with the zinc ion at the
bottom. This ion is stabilized by two aspartate and one
histidine residue and forms electrostatic bonds with a cat-
alytic water molecule and the oxygen of the acetyl func-
tional moiety of the substrate. Due to an electron transfer
between the aspartate and histidine residues, the catalytic
water molecule is activated, allowing a nucleophilic attack
on the carbon of the acetyl moiety. This reaction leads to an
oxyanion tetrahedral intermediate stabilized by a tyrosine
residue in the catalytic site. Then, the nitrogen of the
substrate lysine involved in the bond with the acetate
accepts a proton from an aspartate-histidine relay. Hence,
the carbon—nitrogen bond is broken and both the deacety-
lated substrate and the acetate are released (Finnin et al.
1999; Hodawadekar and Marmorstein 2007).

Class III relies on a nicotinamide adenine dinucleotide
(NAD™)-dependent mechanism. However, based on crys-
tallographic studies, two alternative mechanisms have been
suggested. In the first model, the nicotinamide group is
hydrolyzed, allowing the nucleophilic attack of the ace-
tate’s oxygen to the 1’ carbon of the remaining ribose. In
the second model, the nucleophilic attack of the acetate’s
oxygen at the 1’ carbon of the NAD"-ribose leads to the
release of the nicotinamide. In both cases, once the acetyl
group is bonded to the 1’ carbon of the ribose, there is a
proton transfer facilitated by a histidine in the catalytic site,
which renders the 2’ oxygen nucleophilic. This oxygen will
then attack the carbon of the acetate, and this reaction will
result in the formation of a cyclic intermediate. The
nitrogen of the substrate’s lysine then accepts a proton
from a histidine. This transfer then breaks the connection
between the acetate and the lysine. Reaction products are
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nicotinamide, deacetylated protein and 2-O’-acetyl-ADP-
ribose. The latter will be recycled with the addition of
nicotinamide and removal of the acetyl group (Hodaw-
adekar and Marmorstein 2007; Hoff et al. 2006).

Cellular targets of acetylation

HDAC activity is involved, due to the large range of sub-
strates, in many cellular processes (Table 1). Indeed, gene
expression is modulated by the acetylation status of his-
tones and transcription factors. Acetylation of histone
lysine residues modulates histone-DNA and histone-pro-
tein interactions as well as chromatin remodeling. Thus,
hyperacetylation of histones is associated with a relaxed
state of chromatin and active gene expression (Minucci and
Pelicci 2006). Moreover, acetylation of transcription fac-
tors affects their cellular localization. Indeed, NF-kB, as
well as STAT1 (signal transducer and activator of tran-
scription 1) and STATS3, is translocated into the nucleus
following acetylation of specific lysine residues, where
they activate the transcription of target genes. Interestingly,
the transactivation function of other transcription factors,
such as p53 and FOXO proteins, is also positively regu-
lated by acetylation. In addition, the activity of the Rb
protein is modulated by the presence of acetyl groups
blocking its cyclin E-CDK (cyclin-dependent kinase)
2-dependent phosphorylation. This acetylation-dependent
hypophosphorylation leads to cell cycle arrest. Moreover,
the acetylation of factors involved in maturation, stability
and translation of messenger RNA can have an impact on
their function. Indeed, the acetylation of hnRPA1 (hetero-
geneous nuclear ribonucleoprotein Al) and PAP (poly-
[A]-polymerase) modifies the interaction between these
proteins with pre-mRNA. Protein stability can also be
affected by acetylation of proteins destined to the protea-
some. Indeed, the acetylation of p53, p73, Smad7 (mothers
against decapentaplegic homolog 7) and c-myc prevents
their ubiquitination and thus their degradation. In contrast,
acetylation of HIF-1a (hypoxia-inducible factor-1a) facil-
itates its interaction with ubiquitin-ligase E3 and transit to
the proteasome. Interestingly, cell mobility is dependent on
o-tubulin and cortactin acetylation status. Indeed, HDAC6-
and SIRT2-mediated deacetylation of «-tubulin promotes
microtubule depolymerization and therefore increases
microtubule dynamics and cell mobility (Hubbert et al.
2002). In addition, deacetylated cortactin promotes cell
motility by interacting with F-actin, leading to actin poly-
merization (Aldana-Masangkay and Sakamoto 2011).
Finally, the microtubule network is necessary for an
active clearance of cytotoxic misfolded protein through the
aggresome pathway (Johnston et al. 1998). This alternative
pathway of protein degradation via aggresome organelles
protects cells against an overloading of the ubiquitin
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proteasome-system (UPS) due to an accumulation of mis-
folded proteins in cellular stress conditions. In this system,
HDACS6 that possesses a ZnF-UBP (zinc-finger ubiquitin
binding) domain binds polyubiquitinated misfolded pro-
teins and delivers them to p150(Glued), a component of
dynein/dynactin microtubule motor complex. Misfolded
protein are then transported to the MTOC (microtubule
organizing center), where aggresomes are formed leading
to the activation of the autophagic clearance activation that
allow degradation of misfolded proteins in a proteasome-
independent manner (Aldana-Masangkay and Sakamoto
2011; Lee et al. 2010).

HDAC inhibitors in cancer therapy
Epigenetic alterations and cancer

Carcinogenesis is not exclusively due to mutations of the
nucleotide sequence but also involves epigenetic altera-
tions. Thus, according to the major role played by protein
acetylation in gene expression, a disruption in the balance
between HAT and HDAC activities may contribute to the
transformation of a normal cell to a cancerous cell
(Fig. 2). Indeed, aberrant hypoacetylation of histones and
non-histone proteins, caused by a decrease in HAT
activities, aberrant HDAC recruitment to the promoter
regions of certain genes (e.g., tumor suppressor genes
[TSGs]) and/or increase in HDAC expression leading to
excessive gene silencing, is frequently observed in many
forms of cancer. More precisely, a decrease in HAT
activities could be due to either mutations of HAT iso-
forms, such as p300, or chromosomal translocations. The
latter leads to the formation of fusion proteins such as
MLL-CBP, MLL-p300, MOZ-CBP, MOZ-p300 or MOZ-
TIF2 involved in aberrant gene expression. For example,
in a normal state, MOZ controls RUNXI expression,
which is involved in cell differentiation, whereas the
fusion protein MOZ-CBP induces the repression of this
protein, thus promoting carcinogenesis (Bug and Ottmann
2010; Florean et al. 2011). Moreover, chromatin modifi-
cations induced by alterations in histone acetylation status
of specific genes could be due to aberrant HDAC
recruitment triggered by leukemia-associated fusion pro-
teins, such as PLZF-RAR (promyelocytic leukemia zinc
finger-retinoic acid receptor-o) or PML-RAR (promyelo-
cytic leukemia-retinoic acid receptor-«) in promyelocytic
leukemia. Indeed, the RAR is able to bind DNA with
HDAC-containing complexes and repress transcription of
target genes in the absence of a ligand. The presence of
retinoic acid disrupts these inhibitory complexes to the
benefit of transcriptional activator complexes, which
contain HAT. The fusion-proteins PLZF-RAR and PML-
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RAR block this dissociation and recruit other enzymes
involved in chromatin structure modifications, promoting
a drastic inhibition of transcription (Florean et al. 2011;
Minucci and Pelicci 2006). This mechanism is responsible
for aberrant recruitment of HDACsS to specific promoters
involved in differentiation and impairs p53 functions,
which play an important role in leukemogenesis. In
addition to their involvement in the early stages of
tumorigenesis and cancer development, aberrant cooper-
ation between HATs and HDACs can influence tumor
invasion and metastasis properties (Tai et al. 2007).
Moreover, in some cancers, HDAC isoforms are either
overexpressed, as with HDACI, 2, 6, 8 and SIRTI, or

= pr
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Fig. 2 Effects of HDAC inhibitors in cancer cells. In healthy cells,
promoters of TSGs are unmethylated and present an enrichment of
active histone marks such as acetylation and methylation (e.g., H3K4,
H3K79, H3R17), which are actively maintained by HATs and HMTs,
respectively. Repressive histone marks (H3K9 and H3K27) are
maintained unmethylated by specific HDMs. These chromatin marks
promote the recruitment of co-activator complexes such as chromatin
remodeling complex (e.g., SWI/SNF), transcription factors and RNA
polymerase II, which in turn trigger transcription. In cancer cells,
TSGs are transcriptionally silenced due to DNMT-mediated DNA
hypermethylation, which allows the recruitment of MBDs that bind
methyl CpG, which in turn promote the recruitment of repressive
complexes (e.g., mSin3A or SMRT/N-CoR) and HDACs leading to
histone hypoacetylation. Additionally, active histone methylation
marks are removed by specific HDMs and replaced by repressive
methylation marks (e.g., H3K9, H3K27, H3R2) by specific HMTs.
These modifications promote chromatin condensation and block the

underexpressed, as with HDAC4, 5 and SIRT4 (Bradbury
et al. 2005). Finally, sirtuins are known to induce angi-
ogenesis, which is critical for tumor growth and metas-
tasis (Liu et al. 2009; Potente et al. 2007). In addition to
histone acetylation, other histone modifications such as
methylation are involved in chromatin structure and act
together with DNA methylation on TSG silencing (Fig. 2;
Florean et al. 2011; Hassan et al. 2007; Jones et al. 1998;
Wade et al. 1999). Altogether, these mechanisms are
implicated in apoptosis resistance, differentiation arrest,
cell cycle perturbations leading to aberrant proliferation
associated with tumorigenesis and tumor aggressiveness,
including invasiveness and metastasis.
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recruitment of TF and RNA poly II complex. Consequently, inhibition
of HDAC activities is responsible for the modulation of protein
degradation, induction of cellular differentiation and apoptosis, and
inhibition of telomerase expression and cell cycle progression. Bax
Bcl-2-associated X protein, Bcl-2 B-cell lymphoma 2, CDK cyclin-
dependent kinase, CDKN CDK inhibitor, DNMT DNA methyl
transferase, HAT histone acetyl transferase, HDAC histone deacetyl-
ase, HDACi HDAC inhibitor, HIF hypoxia-inducible factor, HDM
histone demethylase, HMT histone methyl transferase, A”TERT human
telomerase reverse transcriptase, MBD methyl binding domain
protein, Pol II RNA polymerase 1I, RUNX runt-related transcription
factor, Sin3 switch intensive 3, Smad7 mothers against decapenta-
plegic homolog 7, SMRT/N-CoR silencing mediator of retinoic acid
and thyroid hormone receptors/nuclear hormone receptor co-repres-
sor, SWI/SNF switch/sucrose non-Fermentable, TF transcription
factor, 7SG tumor suppressor gene
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Classification of HDAC inhibitors

Epigenetic mechanisms, in contrast to mutations, are
potentially reversible and are thus, interesting therapeutic
targets. With regard to the involvement of HDACs in
cancer, HDAC inhibitors (HDACi) are currently under
development for anticancer therapy. Most of these mole-
cules have a binding site for catalytic zinc, a tail (linker)
mimicking the side chain of lysine and a “cap” for
obstructing the entrance to the active site. These inhibitors
can be classified according to their structure into five cat-
egories: short-chain fatty acids, hydroxamates, cyclic
peptides, benzamides and depsipeptide (Bieliauskas and
Pflum 2008; Khan et al. 2008). Nevertheless, many mole-
cules with a potential inhibitory activity against HDAC but
with a chemical structure different than the first five have
been identified. A significant number of these molecules
were isolated from natural sources (Table 2). Among these
molecules, pan-HDAC inhibitors and isoform- or class-
specific inhibitors have been identified. Interestingly,
HDAC inhibitors are used in anti-cancer therapy for their
anti-proliferative, pro-apoptotic and anti-inflammatory
activities. Moreover, HDACi can restore differentiation
processes in cancer cells (Fig. 2).

HDAC inhibitors of natural and dietary origins

Within the chemical class of short-chain fatty acids,
sodium butyrate is present in the gastrointestinal tract as a
consequence of microbial fermentation of dietary fiber
(Fig. 3). It has been shown that butyrate inhibits HDAC
classes I, IIa and IV (Davie 2003). This compound leads to
growth arrest, differentiation of leukemic cells and induces
apoptosis following the deterioration of the anti-apoptotic
protein Bcl-2 (Rosato et al. 2003; Schnekenburger et al.
2006). In addition, another short-chain fatty acid, propio-
nate, was shown to inhibit HDAC activity (Davie 2003).
Both compounds induce autophagy with the up-regulation
of LAM-2 (lysosomal-associated membrane protein 2)
expression and LC3 conversion (Tang et al. 2011). How-
ever, considering the low stability of this compound, its use
is limited to in vitro studies.

The hydroxamic acid trichostatin A (TSA) from the
actinomycete Streptomyces hygroscopicus is a potent
pan-HDACi. This molecule presents anti-proliferative
properties, induces apoptosis through induction of both the
pro-apoptotic protein Bax and caspase 3 and reduces tel-
omerase activity by inhibiting hTERT (human telomerase
reverse transcriptase) mRNA expression (Woo et al. 2007).
Suberoyanilide hydroxamic acid (SAHA) is a synthetic
derivative of TSA, which was approved by FDA (Food and
Drug Administration) for the treatment of cutaneous T-cell
lymphoma in 2006 (Wagner et al. 2010). Interestingly,
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cells treated by these two related molecules enter in
autophagy to protect themself from the stress induced by
these drugs (Shao et al. 2004; Zou et al. 2011). Moreover,
regarding the involvement of HDACS6 in the formation of
aggresomes, tubacin, a synthetic hydroxamic acid that
inhibits specifically HDAC6, should be able to impair
autophagy (Hideshima et al. 2005). Indeed, Lee et al. 2010
shown that knock-down of HDAC6 induces a defect of
fusion of autophagosomes and lysosomes resulting in an
accumulation of ubiquitinated proteins.

Natural cyclic peptides have also been demonstrated to
act as HDAC:. This is the case of FR235222, isolated from
Acremonium sp., which induces an accumulation of cells in
G1 phase accompanied by an increase in p21 expression
and down-regulation of cyclin E in the human promyelo-
cytic leukemia U937 cell line (Petrella et al. 2008).

The depsipeptide FK228 (or Romidepsin), isolated from
Chromobacterium violaceum, which preferably inhibits
class I HDAC:, leads to cell growth inhibition and apop-
tosis induction in leukemic cells (Furumai et al. 2002;
Rosato et al. 2003). Moreover, this compound leads to
induction of the autophagy pathway with the involvement
of AIF (apoptosis inducible factor) translocation from
mitochondria to the nucleus (Watanabe et al. 2009). The
FDA approved this compound in 2009 for the treatment of
cutaneous T-cell lymphoma (Wagner et al. 2010).

Benzamides represent a chemical class wherein no
promising natural compounds have yet been identified.
However, some synthetic products belong to this class,
such as MS-275 and MGCDO103. Such compounds are
interesting due to their selectivity against class I HDACs
compared to the pan-HDACi SAHA. These molecules are
currently undergoing phase II clinical trials (Khan et al.
2008).

Other chemical classes that demonstrate interesting
anticancer properties have also been investigated.
Psammaplin A, isolated from the marine sponge Aplysi-
nella rhax, demonstrates inhibitory activities against class I
HDACS, accompanied by an increase in histone H3 acet-
ylation (Kim et al. 2007).

Organosulfur compounds isolated from garlic, such as
allyl mercaptan (AM) and diallyl disulfide (DADS), rep-
resent an interesting class of HDACi. Indeed, AM and
DADS induce, following inhibition of HDACsSs (including
HDACS), an increase in the acetylation of core histones H3
and H4 in the promoter region of the CDKNIA (CDK
inhibitor 1A) gene. Increased CDKNI1A promoter acety-
lation induces p21 overexpression, which subsequently
leads to cell cycle arrest and apoptosis in cancer cells
(Druesne et al. 2004; Link et al. 2010; Nian et al. 2008).

Isothiocyanates such as phenethyl isothiocyanate (PEI-
TC) from cruciferous vegetables (e.g., broccoli) show
inhibitory activities against HDACs and induce an increase
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Table 2 List of natural HDAC modulators

Chemical class Compound Origin Target Comments References
Cyclic peptides®  Apicidin D Fusarium spp. Class 1 Han et al. (2000)
Azumamide E Mycale izuensis Class 1 Maulucci et al. (2007)
Chlamydocin Diheterospora Class I De Schepper et al. (2003)
chlamydosporia
FR235222 Acremonium sp. Class I Petrella et al. (2008)
Trapoxin A and B Corollospora intermedia Class 1 Furumai et al. (2001)
Depsipepides® FK228 (Romidepsin)  Chromobacterium Class 1 Approved by the FDA Furumai et al. (2002)
violaceum for CTCL
Largazole Symploca sp. Class I Ying et al. (2008)
Spiruchostatin A Pseudomonas Class I Crabb et al. (2008)
Flavonoides Butein® Rhus verniciflua SIRT1 Yang et al. (2009)
Daidzein® Soybean SIRT1 Clinical phase IV Rasbach and
Schnellmann (2008)
Flavone Feijoa sellowiana HDACI Clinical phase II Bontempo et al. (2007)
Genistein Soy Clinical phase IV Basak et al. (2008)
Luteolin® Sweet pepper, celery, SIRT1 Attoub et al. (2011)
parsley
Pomiferin Maclura pomifera Class I Son et al. (2007)
Quercetin® Citrus fruits, buckwheat SIRT1 Clinical phase IV Link et al. (2010)
Silibilin* Milk thistle SIRT1 Zhou et al. (2006)
Hydroxamates® Amamistatin Nocardia asteroides Fennell and Miller
(2007)
TSA Streptomyces hygroscopius Class I, Il and Too toxic Woo et al. (2007)
1AY
Isothiocyanates PEITC Cruciferous vegetables Class 1 Clinical phase II Wang et al. (2008)
Sulforaphane Cruciferous vegetables Clinical phase 11 Myzak et al. (2004)
Organosulfures AM Garlic (Allium sativum) HDACS Nian et al. (2008)
bis (4-hydroxybenzyl) Knotweed (Pleuropterus Class I Son et al. (2007)

Short-chain fatty

acids®

Stilbenes

Others

sulfide
DADS
Sodium butyrate

Sodium propionate

Piceatannol®
Resveratrol”
Caffeine
Cyclostelletamines
Dihydrocoumarin
DIM

Depudecin
MCP30
Nicotinamide

Psammaplin A

ciliinervis)
Garlic (Allium sativum)

Fermentation of dietary
fibers

Fermentation of dietary
fibers

Blueberries

Red grapes

Coffea arabica

Marine sponges
Melilotous officinalis
Cauliflower and broccoli
Alternaria brassicicola
Bitter melon seeds
Vitamin B3 metabolite

Aplysinella rhax

Class I, IIa
and IV

ND

SIRT1
SIRT1
HDACS
Class |
SIRT1 and 2
Class 1

Class 1
SIRT1
Class I

Low stability

Clinical phase IV

Clinical phase IV

Clinical phase II

Clinical phase IV

Druesne et al. (2004)
Davie (2003)

Aoyama et al. (2010)

Wang et al. (2008)

Mukwevho et al. (2008)
Oku et al. (2004)
Olaharski et al. (2005)
Bhatnagar et al. (2009)
Kwon et al. (1998)
Xiong et al. (2009)
Zhang et al. (2011)
Kim et al. (2007)

AM allyl mercaptan, DADS diallyl disulfide, CTCL cutaneous T-cell lymphoma, DIM 3,3’'-diindolylmethane, FDA food and drug administration,

HDAC histone deacetylase, ND not determined, PEITC phenethyl isothiocyanate, SIRT sirtuin, 7SA trichostatin A

* Chemical class of compounds that have a “classical” structure of HDAC inhibitors. All molecules are HDAC inhibitors (unless otherwise
indicated, * for activators). More information about clinical trials can be found at http://clinicaltrials.gov/
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Fig. 3 Structure of HDAC modulators

in histone acetylation, particularly at promoters of genes
encoding p21 and Bax, which are involved in the cell cycle
and apoptosis, respectively (Wang et al. 2008).

Indole-3-carbinol from broccoli and cauliflower is
metabolized to 3,3'-diindolylmethane (DIM) and induces
the proteasomal degradation of class I HDACs (1, 2, 3 and
8), thereby inhibiting the anti-apoptotic protein survivin.
Moreover, it has been reported that this treatment induces
the expression of the genes encoding p21 and p27, which
are proteins involved in cell cycle arrest in G1 phase
(Bhatnagar et al. 2009; Link et al. 2010).

Regarding class III HDACsS, it seems therapeutically
interesting to find activators of sirtuins. The activators
resveratrol and quercetin are polyphenols isolated from
grapes and citrus fruits, respectively. These molecules
induce SIRT1 activity, which in turn deacetylates survivin
and subsequently triggers apoptosis (Wang et al. 2008).
However, it has been reported that inhibition of class III
HDACs might favor tumor suppression. For example,
isoflavones isolated from soybeans are capable of inhibit-
ing HDACs and activate HATs. These modulations result
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in TSG activation (CDKN1A, CDKN2A and PTEN) and
oncogene inhibition (hTERT; Link et al. 2010). Finally,
dihydrocoumarin, a molecule isolated from Melitous offi-
cinalis that is widely used as a dietary supplement, is able
to reverse heterochromatin-induced epigenetic silencing
concomitantly with induction of a senescence- and aging-
like phenotype associated with inhibition of SIRT1 activ-
ity, leading to an increase in p53 acetylation and apoptosis
rate (Olaharski et al. 2005).

Conclusion and perspectives

Alterations in the balance of HAT/HDAC activities
resulting in aberrant protein acetylation status are fre-
quently observed in many forms of cancer. In particular,
increased deacetylation is involved in epigenetically med-
iated TSG silencing associated with tumorigenesis.
Therefore, HDACs represent a promising class of anti-
cancer drug targets. Regarding HDACI, there are numerous
molecules currently undergoing clinical trials, and some
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are already approved for anticancer therapy. HDACi have
multiple biological effects (Fig. 2) that could probably be
attributed to the large number of proteins post-transcrip-
tionally modified by lysine acetylation. Consequently, it
would be more appropriate to call HATs and HDACs
lysine acetyltransferases (KATs) and lysine deac-
etyltransferases (KDACs), respectively. Furthermore,
HDACI, from a chemosensitization point of view, seem
particularly attractive when combined with either conven-
tional chemotherapeutic drugs inducing apoptosis (e.g.,
doxorubicin or etoposide) and/or with other epigenetically
active drugs, such as the DNA demethylating agent 5-aza-
2'-deoxycytidine, to restore epigenetically mediated gene
silencing (Chai et al. 2008; Schnekenburger et al. 2011;
Yoon et al. 2010). Hence, it seems that HDACi offer
promising alternatives for anticancer therapies. However,
researchers are still actively looking for new HDACi from
natural origins because they represent an almost inex-
haustible source of new chemical structures that could be
used for the design of future potent HDACi and the
development of new class- or isoform-specific HDACI.
Among natural HDACI, dietary compounds are of partic-
ular interest because of their potential for chemoprevention
purposes. Nevertheless, to fully exploit this aspect, rigor-
ous studies still need to be conducted in order to evaluate
the potential as well as the proportion of specific dietary
HDACI, compared to other dietary constituents, to reduce
the occurrence of cancer. In addition, it is necessary to take
in account the possible side effects of a diet enriched with
naturally occurring epigenetic modulators. Nonetheless,
besides technical challenges, the potential of dietary
HDAC: and, by extension, epigenetic modulators should be
considered for future cancer chemoprevention.
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Epigenetic alterations are involved in every step of carcinogenesis. The development of chromatin-
modifying agents (CMAs) has provided the ability to fight cancer by reversing these alterations.
Currently, four CMAs have been approved for cancer treatment; two DNA demethylating agents and two
deacetylase inhibitors. A number of promising CMAs are undergoing clinical trials in several cancer types.
Moreover, already approved CMAs are still under clinical investigation to improve their efficacy and to
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E t hibit

H[]’:;if:ne 1 Infubttors considered a promising strategy to improve clinical benefits and to limit side effects. The real mecha-
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information. In this review, we focus on clinical trials with CMAs, discussing the success and the pitfalls
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of this new class of anti-cancer drugs.
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1. Introduction

Epigenetics (literally meaning “what stands above genetics”)
refers to all the changes in gene expression independent of DNA
sequence alterations. DNA methylation, histone modification and
small RNA-mediated gene silencing are considered the three main
epigenetic mechanisms [1]. These mechanisms work synergisti-
cally to regulate the chromatin structure and to establish the
precise pattern of gene expression required for normal physiolog-
ical cell functions and a wide variety of biological processes. In
particular, DNA methylation and histone modification regulate the
access of the transcription machinery to their target genes,
modulating transitions from euchromatin to heterochromatin and
vice versa [2].

Together with genetic alterations, aberrant epigenetic modifi-
cations are responsible for the development of many diseases,
including cancer [3—5]. Unlike mutations and other structural
alterations of DNA, epigenetic modifications can be reversed. This

Abbreviations: AML, acute myeloid leukemia; AZA, 5-azacytidine; CMA, chro-
matin-modifying agent; CML, chronic myeloid leukemia; CMML, chronic myelo-
monocytic leukemia; CTCL, cutaneous T-cell lymphoma; DAC, 2’-deoxy-5-
azacytidine; DHAC, 5,6-dihydro-5-azacytidine; DHDAC, 2’-deoxy-5,6-di-hydro-5-
azacytidine; DNMTi, DNMT inhibitor; FDA, Food and Drug Administration; HDACi,
HDAC inhibitor; MDS, myelodysplastic syndrome; TSG, tumor suppressor gene;
VPA, valproic acid.
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important feature explains the increasing interest of scientists in
a better understanding of the epigenetic mechanisms and the
increasing role of research in the development of new drugs able to
restore normal epigenetic gene regulation. Currently, only a few
chromatin-modifying agents (CMAs) have been approved for clin-
ical use, and relatively few other molecules are undergoing clinical
trials. The preclinical development of more new compounds
provides the hope for a larger panel of therapeutic CMAs in the
future. In this review, we will describe the currently known CMAs,
with a special focus on clinical trials of these drugs either alone or
in combination, and discuss the alternative strategies of epigenetic
modulation for anti-cancer therapeutic purposes.

2. DNA demethylation as an anti-cancer strategy

DNA methylation was discovered decades ago as a covalent DNA
modification that was clearly implicated in many physiological
mechanisms. DNA methylation, together with specific histone
residue modifications, is a mark typical of heterochromatin. The
methylation of gene promoters results in the transcriptional
silencing of the targeted genes. Repetitive DNA regions and mobile
sequences (i.e., retrotransposons) are also subject to methylation;
this prevents retrotransposon activation and promotes chromo-
somal stability, acting as a guardian of the genome. Altogether, DNA
methylation is implicated in tissue-specific gene transcription both
during development and in adult life as well as in female X-chro-
mosome inactivation, parental imprinting and the maintenance of
genomic stability [6].



C. Seidel et al. / Biochimie 94 (2012) 2264—2279

DNA methyltransferases (DNMTs) are a family of enzymes
responsible for DNA methylation. This modification is carried out
on the cytosine of CpG dinucleotides. DNMTs transfer a methyl
group from the methyl donor molecule S-adenosyl-i.-methionine to
the carbon 5 of the cytosine. CpGs are prevalent in clusters of long
stretches of DNA called CpG islands, which are present in both the
promoter and the body of most human genes [6]. Four main DNMT
isoforms are present in mammalian cells. DNMTT1 is considered the
maintenance methyltransferase, with a strong affinity for hemi-
methylated DNA and responsible for the conservation of methyl
marks during DNA replication. In contrast, DNMT3A and DNMT3B
are mainly involved in de novo DNA methylation, synergizing with
the catalytically inactive isoform DNMT3L. These isoforms play an
important role in establishing the DNA methylation pattern of
differentiating stem cells during embryonic and germ cell devel-
opment [7,8]. Nevertheless, some recent data seem to argue against
this rigid classification between de novo and conservative methyl-
ating enzymes [9]. The concerted activity of DNMT isoforms is
responsible for the establishment and conservation of inheritable
DNA methylation patterns.

The functional DNA methylation pattern of cells is often dis-
rupted in tumors, with a general genomic hypomethylation and
a local hypermethylation of tumor suppressor genes (TSGs).
Hypomethylation is associated with genomic instability, including
the possible activation of oncogenes, whereas hypermethylation
leads to aberrant TSG silencing [10]. Mutations of, or the over-
expression of DNMTs are possible mechanisms leading to these
alterations [11,12], but other epigenetic regulators including
histone-modifying enzymes can also be involved in this dereg-
ulatory process [13]. As the majority of cancers exhibit hyper-
methylation at specific TSGs as an early event, the TSG methylation
pattern of coding genes as well as non-coding RNA genes has been
suggested as a biomarker for tumor transformation [4,5,11,14]. The
pharmacological inhibition of DNA methylation can lead to the re-

Sequential

------------------------

pe
MNEILL
ford

2265

expression of TSGs, which ultimately impairs cell proliferation and
causes cancer regression. These findings have encouraged
researchers to develop demethylating agents and, more specifically,
DNMT inhibitors (DNMTi) as anti-cancer therapeutics.

2.1. DNMT inhibitors

Inhibition of DNMT activity results in both global and local DNA
demethylation with the subsequent reactivation of silenced TSGs.
The reactivation of such genes forces tumor cells to exit the survival
pathway by, for example, reactivating the proapoptotic pathways or
by promoting differentiation (Fig. 1). New DNMTi are being actively
developed to provide a novel arsenal of anti-cancer drugs.

The most well-characterized and potent CMAs able to revert
methylation belong to the class of the nucleoside analogs. 5-
azacytidine (AZA, Vidaza®) and 2’-deoxy-5-azacytidine (DAC, Dec-
itabine, Dacogen®) were approved by the Food and Drug Adminis-
tration (FDA) for the treatment of myelodysplastic syndromes
(MDS) in the last decade (Fig. 2). Their mechanism of action in vivo is
still not completely understood. Both CMAs undergo intracellular
structural modification before their incorporation into nucleic
acids. The metabolites of AZA are incorporated into RNA and, to
a lesser degree, into DNA, whereas DAC is incorporated solely into
DNA during replication. Once integrated into the newly synthesized
DNA strand, these molecules form an irreversible bond with
DNMT1. Trapping of the enzyme triggers its proteasomal degrada-
tion, leading to a passive genomic DNA demethylation by prevent-
ing methylation of newly synthesized DNA [15]. Due to their
incorporation into DNA during DNA synthesis, these drugs are more
effective in actively proliferating tumor cells than in normal
differentiated cells. Treatment of cells with these agents at low
concentrations leads to a genomic and gene-specific decrease in
methylation and, later, can involve apoptosis, autophagy, senes-
cence and differentiation [16,17]. At higher doses, these drugs
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Fig. 1. The therapeutic use of chromatin-modifying drugs in anti-cancer therapy. In cancer cells, DNA hypermethylation and histone hypoacetylation in promoter regions of TSGs act
synergistically to promote chromatin condensation and gene silencing. Combinatory treatments with chromatin-modifying agents (CMAs) such as DNMT and HDAC inhibitors
(DNMTi and HDACI, respectively) reverse these epigenetic alterations, open chromatin structure and increase TSG gene expression levels. Restoration of normal TSG functions
inhibits angiogenesis, tumor cell growth and induces senescence, differentiation or apoptosis. Together, these effects are promoting anti-cancer properties of CMAs.
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Fig. 2. Chemical structures of FDA-approved DNMT and HDAC inhibitors.

induce strong and nonspecific cytotoxicity via unclear mechanisms,
which are not linked to DNA demethylation but are probably due to
their incorporation into nucleic acids.

There are some major pitfalls in using azanucleosides as DNA
demethylating agents. Indeed, their incorporation into nucleic
acids limits their specificity of action and is probably the main
cause of their hematologic toxicity and other side effects. Moreover,
their half-life in aqueous solution is very short (around 1.5 and 20 h
for AZA and DAC, respectively) [16]. Therefore, there is increasing
interest in new CMAs that are able to catalytically inhibit DNMTs, to
display more stability and less toxicity.

Within the class of nucleoside analogs, molecules have been
developed to overcome these disadvantages, especially the low
stability in aqueous solution. 5,6-dihydro-5-azacytidine (DHAC)
presents higher stability compared to AZA but has not been further
developed after initial clinical trial due to its cardiac toxicity and
low response rates [18]. 2’-deoxy-5,6-di-hydro-5-azacytidine
(DHDAC, KP-1212) has been already used in clinical trials against
HIV. This molecule is more stable than DAC, and its DNA-
demethylating activity has been confirmed in cellular models [19].

Another recently developed compound in the same class is
zebularine. This nucleoside targets both DNMTs and cytidine
deaminase, it can be administered orally because of its high
stability, and its low toxicity allows its use for long-term treatment.
Mammary tumors of mice treated with this compound were effi-
ciently reduced [20,21].

Other pyrimidine nucleosides targeting DNA methylation were
reported, including FdCyd (5-Fluoro-2’-deoxycytidine) [22] and
2’'-Deoxy-N4-[2-(4-nitrophenyl)  ethoxycarbonyl]-5-azacytidine
(NPEOC-DAC) [23]. SGI-110 [24] has recently reached the
recruiting step of a phase I clinical trial for MDS, chronic

myelomonocytic leukemia (CMML) and acute myeloid leukemia
(AML) (http://www.clinicaltrail.gov/).

Many non-nucleoside molecules inhibit DNMTs, and some of
them have shown promising effects in cellular cancer models. The
lack of incorporation into nucleic acids seems to offer a safer way to
target DNA methylation; however, the potency of these CMAs is
much lower than that of nucleoside inhibitors, and for this reason,
they have not yet been used in clinics. Nevertheless, the natural
compounds in this list indicate the possibility of their use as che-
mopreventive rather than chemotherapeutic agents [5,232].

One example within this class is (—)-epigallocatechin-3-gallate
(EGCG), the major polyphenol of green tea, which inhibits DNMT1
in vitro at low micromolar concentrations and reverses the meth-
ylation of different TSGs in various cell lines [26—28]. However, it
seems ineffective in other cell models at the epigenetic level
[29,30], and its well-recognized anti-cancer effect may be due to
its other numerous biological activities [31]. Green tea extracts
containing EGCG are currently in trials for small-cell lung cancer as
well as prostate and breast cancers. Some chemoprevention
studies are assessing the potential of green tea extracts in lowering
the risk of head and neck, breast, cervical, lung and esophageal
cancers.

Procaine and procainamide, two compounds that belong to the
classes of local anesthetic and anti-arrhythmic drugs, respectively,
also exhibited DNMT inhibitory activity. The first reversed meth-
ylation of RARB2 in breast cancer cells [32], whereas the second
reactivates GSTP1 in prostate cancer cells [33]; both actions led to
reduced cell proliferation.

Hydralazine is a molecule already used as an anti-arrhythmic
that demonstrated efficacy in demethylating cervical cancer cell
lines [34]. Controversial data were also reported for this compound;
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the cell line- and time-dependency of its effect still requires clear
definition [29,30].

RG108, a tryptophan derivative rationally designed based on the
structure of DNMT1, can demethylate different TSGs in colon cancer
cells without affecting their viability [30,35]. SGI-1027, a quinoline-
based pan-DNMT inhibitor was recently reported to decrease the
methylation of TSGs in cell lines [36]. Finally, MG98, an antisense
oligonucleotide that prevents DNMT1 translation, is the only non-
nucleotide agent to be used in clinical trials, but it has demon-
strated little clinical benefit [37—39].

In Table 1, a broader list of CMAs that act on DNMTs in vitro and/
or induce DNA demethylation is reported. Further studies are
necessary to validate the effect of these compounds in cancer
models.

2.2. DNA demethylating agents in the clinic

Clinical use of CMAs started approximately a decade ago with
the inclusion of the first demethylating agent in cancer therapy.
Presently, only two DNA demethylating molecules belonging to the
nucleoside analog drug class, AZA and DAC, are clinically used for
cancer treatment. As described above, non-nucleoside molecules
show promising results in preclinical studies but require better
characterizations and improvements in potency to be efficiently
applied to anti-cancer therapy.

AZA and DAC have both been approved by the FDA for MDS
treatment. They are currently distributed in injectable forms under
the names Vidaza® (Celgene) and Dacogen® (Eisai), respectively.
Clinical trials that supported their approval demonstrated signifi-
cant response rates. The overall survival rate of patients with this
pathology is increased by the treatment with AZA compared to
conventional care, whereas for DAC, no clear positive result has been
provided on this parameter. However, other parameters including
hematological improvement and an improvement in the quality of
life have led to the approval of a DAC regimen for MDS [40—43].
Currently, therapies using low doses of one of these hypo-
methylating agents is a common intervention for high-risk MDS.

Table 1

These two CMAs cause side effects including neutropenia,
thrombocytopenia, cytopenia-related infections, anemia, leuko-
penia, pyrexia, hyperbilirubinemia and pneumonia [41,44].
Currently, ongoing clinical trials for MDS involving these drugs aim
to find the best schedule to maximize anti-cancer effects, increase
response rates and minimize side effects to maintain good patient
compliance. Avoiding drug resistance and relapse after the cessa-
tion of the therapy is another point that requires improvement [45].

Various trials have been completed or are ongoing against other
types of blood cancer, primarily AML, chronic myeloid leukemia
(CML) and chronic myelomonocytic leukemia (CMML). For solid
tumors, these agents are mainly used as part of combined therapy
trials, to improve the poor efficacy of the single agent therapy. We
will summarize and discuss here the most recent results and the
trials in progress with these two agents in the clinic.

Investigation of the effect of AZA on elderly patients (>75 years
old) with high-risk MDS was recently reported. AZA induced higher
response rates than the conventional care regimen, increasing the
survival rate at 2 years from 15% to 55% [46]. Lubbert et al. reported
the results of a comparative study between low dose DAC and the
best supportive care in elderly MDS patients ineligible for chemo-
therapy, revealing an advantage for DAC-treated patients in terms
of quality of life but no statistically significant increase in the
overall survival of the patients [47]. The same group reported the
results of a phase II trial involving AML patients who were over 60
years old and ineligible for chemotherapy. The study had promising
results—the infusion of DAC over 72 h was well tolerated by this
group of patients [48]. Moreover, a phase III trial involving older
AML patients, the results of which were presented at the last
American Society of Clinical Oncology meeting (2011), demon-
strated an increased overall survival period (from 5 to 7.7 months)
in DAC-treated patients (trial NCT00260832, http://www.
clinicaltrial.gov/). These results suggest that DAC therapy could be
effective in elderly AML patients.

A recently concluded trial involving CMML patients with
advanced myeloproliferative or myelodysplastic features confirmed
the efficacy of DAC in this class of patients as well, with a response

DNA demethylating agents for anti-cancer therapy. Investigated molecules are listed with the corresponding stage of development for anti-cancer therapy. The website

http://www.clinicaltrial.gov/has been used as a source of data about clinical trials.

Class Compound Origin Stage of development References
Nucleoside analogs 5-aza-2'-deoxycytidine Synthetic Approved for MDS. Clinical trials for AML, CML, CMML [41]
5-Fluoro-2’-deoxycytidine Synthetic Pre-clinical [22]
Azacytidine Synthetic Approved for MDS. Clinical trials for AML, CML, MM, CMML [40]
DHDAC Synthetic Pre-clinical [19]
NPEOC-DAC Synthetic Pre-clinical [23]
SGI-110 Synthetic Clinical trials for MDS, CMML, AML [149]
Zebularine Synthetic Pre-clinical [20]
DNMT1 antisense MG98 Synthetic Clinical trials for MDS, AML, solid tumors [38,39]
Natural compounds Caffeic acid Coffea Pre-clinical [150]
Curcumin Curcuma longa Clinical trials for colon and pancreatic cancer, Cutaneous T-cell [151]
Lymphoma, MDS
Daizdein Soy Pre-clinical [150]
EGCG Green tea Clinical trials for solid tumors (in the form of green tea extract) [26,27]
Genistein Soy Clinical trials for prostate, breast, kidney, pancreas cancer and [152]
melanoma
Mahanine Murraya koenigi Pre-clinical [153]
Nanaomycin A Streptomyces 0S-3966 Pre-clinical [154]
Parthenolide Feverfew Pre-clinical [151]
Psammaplins Pseudoceratina purpurea Pre-clinical [155]
Other Disulfiram Synthetic Pre-clinical [156]
Hydralazine Synthetic Clinical trials for MDS (with magnesium valproate) [157,158]
Procainamide Synthetic Pre-clinical [159]
Procaine Synthetic Pre-clinical [32]
RG108 Synthetic Pre-clinical [35]
SGI-1027 Synthetic Pre-clinical [36]

AML: acute myeloid leukemia, CML: chronic myeloid leukemia, CMML: chronic myelomonocytic leukemia, DHDAC: 2’-deoxy-5,6-di-hydro-5-azacytidine, EGCG: (—)-epi-

gallocatechin-3-gallate, MDS: myelodysplastic syndrome, MM: multiple myeloma.
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rate of approximately 40%. Importantly, this study investigated
some outcome markers. In particular, the hypermethylation status
of the Tif-1y (transcriptional intermediary factor 1 gamma)
promoter was not predictive of the outcome, whereas the expres-
sion levels of the proto-oncogenes c-Jun and c-Myb were inversely
correlated with survival [49].

Some studies assessed the benefits of alternative dosage,
modality and timing of administration of the two nucleoside analog
drugs. A phase Il comparative study between AZA and conven-
tional care was conducted with a schedule of 75 mg/m? per day for
7 days, every 28 days [50]. The survival rate at two years of the AZA-
treated group was approximately twice as high compared to the
conventional care group. Although the 7-day schedule was
approved by the FDA, other regimens have been designed and
evaluated to avoid treatment of patients over weekends [51,52].
Oral administration with less constraints for the patients, was also
investigated: a phase I study employing oral administration of AZA
demonstrated clinical activity and demethylation in blood cells in
patients with MDS, CMML and AML [53].

The FDA-approved schedule for DAC consists of intravenous
administration of 15 mg/m? every 8 h for 3 days, every 6 weeks. A
schedule of the intravenous administration of 20 mg/m? for 5
consecutive days every 4 weeks demonstrated efficiency compa-
rable to the approved protocol [54]. A previous study also selected
a 5-day intravenous administration of 20 mg/m? as the optimal
schedule for DAC, compared to a 10-day protocol with the lower
dose and a 5-day subcutaneous administration schedule [55].

It is critical to establish the molecular features that differentiate
responding patients from non-responders and to clarify whether
the level of TSG demethylation correlates with the patient’s
survival. The molecular features of patients treated with the two
CMAs have been analyzed to achieve this aim. AZA treatment
resulted in an efficient demethylation of many hypermethylated
tumor markers in some MDS patients within a small treated group.
Genomic methylation was decreased by up to 50% in the patient’s
peripheral blood mononuclear cells, although the methylation
reappeared soon after the cessation of the treatment and even
between treatment cycles. This event could explain the occurrence
of relapses after treatment cessation. However, the degree of
demethylation in this study did not correlate with the response, so
the authors concluded that DNA demethylation was not required to
achieve clinical improvement [56].

Most studies conducted thus far with AZA and DAC concern
blood cancers. Some additional studies of the two nucleoside
analog CMAs against solid tumors are ongoing. AZA has been used
alone or in combination with other chemotherapeutics in trials
against refractory breast cancer, non-small cell lung cancer, squa-
mous cell carcinoma of the head and neck and metastatic colon
cancer. DAC has been used in a clinical trial involving patients with
advanced refractory solid tumor or lymphoma [57] and as a part of
a combination therapy administrated in trials against resistant
recurrent ovarian cancer, thyroid cancer, peritoneal cancer, mela-
noma, neuroblastoma and pulmonary and pleural malignancies
[58]. Interestingly, a recent study on a newly diagnosed 78-year-old
AML patient supports the idea of using very low dose AZA after
remission as maintenance therapy. In this case study, AZA was well
tolerated and beneficial over a period longer than 4 years [59].

No direct comparison between the two CMAs has been per-
formed in the clinic. However, according to the results of non-
clinical studies, their mechanisms of action and molecular
outcomes differ to some extent. Indeed, the incorporation of AZA
into RNA molecules causes alterations in the processing of tRNAs
and rRNAs leading to inhibition of protein synthesis, which is not
elicited by DAC. Moreover, the two drugs exert different effects on
gene expression in leukemia cell lines [60,61]. The differential

effects of these two molecules are supported by a study using DAC
after AZA failure, which resulted in a response rate of 28% [62].
However, these data were not confirmed in more recent studies.
Indeed, high-risk MDS and secondary AML patients who do not
respond properly to AZA have a very poor outcome [63,64].
Furthermore, the use of DAC in high-risk MDS patients after AZA
failure was not able to improve the prognosis [63]. The prognosis of
MDS patients after DAC failure is also poor, but no data are available
about further treatment with AZA in these patients [65,66].

Therefore, it would be important to establish how DAC and AZA,
in terms of their mechanisms of action, affect clinical outcomes and
which of the two CMAs would be better to use for each cancer
subtype, and whether patients resistant to one of the two CMAs
could be sensitive to the other.

3. Histone deacetylase inhibitors
3.1. HDAC as a promising target in anti-cancer therapy

Histone deacetylases (HDACs) are a class of enzymes responsible
for the removal of acetyl groups from the lysine residues of target
proteins. Initially, this class of enzymes was thought to target only
histones; however, a wide range of non-histone proteins including
nuclear transcription factors (e.g., NF-kB, STAT) and cytoplasmic
proteins (e.g., o-tubulin, HSP90) are also substrates of these
enzymes. Therefore, it would be more appropriate to call HDACs
lysine deacetylases (KDACs). HDACs are divided into four classes
based on sequence similarity, cellular localization and activity.
Classes I, I and IV possess a zinc-dependent catalytic mechanism,
whereas class Ill isoforms, or sirtuins, depend on the cofactor NAD ™"
for their catalytic activity [67].

Alterations of the normal acetylation pattern are known to
contribute to tumorigenesis. This disruption of the functional acet-
ylation profile can be triggered by different mechanisms. Over-
expression of HDACs, leading to a general hypoacetylation, is
generally observed in cancers. For instance, the HDAC1 and 3 iso-
forms were overexpressed in some ovarian cancers, while the
HDACS5 and 9 isoforms were overexpressed in medulloblastoma, and
HDACG6 was overexpressed in AML[68—71]. Alternatively, mutations
in the sequences encoding HDAC isoforms were observed in various
cancer subtypes leading to a loss of function of the mutated isoform
or a disruption of its cellular localization [71]. A third mechanism
involves fusion proteins frequently found in leukemia such as PML-
RAR (promyelocytic leukemia-retinoic acid receptor alpha) and
PLZF-RAR (promyelocytic leukemia zinc finger-retinoic acid
receptor alpha). These chimeric proteins are responsible for an
aberrant recruitment of HDACs to target gene promoters, promoting
tumorigenesis via an abnormal silencing of the gene and the arrest
of normal hematopoietic cell differentiation [5].

This class of enzymes represents an interesting target for anti-
cancer therapy considering the important effects of HDACs in
tumorigenesis. Moreover, as HDACs display differential expression
or activity in tumor cells compared to healthy cells, the inhibition of
selected HDACs can more specifically target cancer cells and could
have fewer side effects compared to conventional chemotherapy
[72]. Consequently, a large number of CMAs able to modulate HDAC
activities, especially Zn*-dependent HDAC inhibitors (HDACi), have
been developed in recent years for anti-cancer therapy.

3.2. HDACi in the clinic

Many HDACi have been discovered in recent decades as
a result of intense research. These CMAs are currently grouped
into five classes based on their chemical structure: benzamides,
cyclic peptides, depsipeptides, hydroxamates and short fatty
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HDACi for anti-cancer therapy. The alternative names of compounds are indicated between brackets. Clinical trial phases indicated for anti-cancer therapy were found on the
following web sites: http://clinicaltrials.gov/, http://cancer.gov/clinicaltrials. We cited only terminated or completed phases and cancer subtypes are specified between
brackets. Pre-clinical means that compounds possess an effect on cancer cell proliferation and/or cancer cell death. No clinical trials means that compounds were only tested on
HDAC activity and potential anti-tumor activity remains untested. References are related to the HDAC inhibitory activity of compounds. *Source: http://www.hdacis.com.

Chemical classes Compounds Origin Targeted HDACs Comments References
Benzamides Chidamide Synthetic HDAC1, 2,3 and 10  Pre-clinical [160]
CI-994 (Tacedinaline, Synthetic HDAC1 and 2 Clinical phase II (Myeloma) [161]
N-acetyldinaline)
M344 Synthetic ND Pre-clinical [162]
MGCDO0103 (Mocetinostat) Synthetic HDAC1, 2,3 and 11  Clinical phase I [163]
(Lymphoma, leukemia, solid tumor)
MS-275 (Entinostat, Synthetic HDAC1, 2, 3 and 9 Clinical phase II (metastatic melanoma) [164]
SNDX-275)
PABAs class Synthetic ND No clinical trials [165]
Cyclic peptides Apicidin D Fusarium spp. Class I and II Pre-clinical [166]
Azumamide E Mycale izuensis Class I No clinical trials [167]
Chlamydocin Diheterospora Class 1 Pre-clinical [168]
chlamydosporia
HC-toxin Cochliobolus ND No clinical trials [169]
carbonum
FR235222 Acremonium spsp. Class I Pre-clinical [79]
Trapoxin A and B Corollospora Class | Pre-clinical [170]
intermedia
WF-3161 Petriella guttulata ND Pre-clinical [171]
Depsipepides FK228 (Romidepsin, Chromobacterium HDAC1, 2, 4 and 6 Approved by the FDA for CTCL [172]
FR901228) violaceum
Largazole Symploca sp. Class 1 Pre-clinical [173]
Spiruchostatin A Pseudomonas Class I Pre-clinical [174]
Hydroxamates A-161906 Synthetic ND Pre-clinical [175]
AAHA Synthetic ND Pre-clinical [176]
ABHA Synthetic ND Pre-clinical [176]
Amamistatin Nocardia asteroides ND Pre-clinical [177]
CBHA Synthetic ND Pre-clinical [178]
CHAP31 Synthetic ND Pre-clinical [179]
CHR-3996 Synthetic Class I Clinical phase I (solid tumors) [180]
dPAHAs class Synthetic Class Ila No clinical trials [181]
ITF2357 (Givinostat) Synthetic Class I'and II Clinical phase II [182]
(chronic myeloproliferative neoplasms,
multiple myeloma)
JNJ-16241199 Synthetic Class 1 Clinical phase I (solid malignancies) [183]
(R306465)
KBH-A42 Synthetic Class I and 11 Pre-clinical [184]
LBH-589 (Panobinostat) Synthetic Class I, I and IV Clinical phase III (CTCL, CML) [185]
NVP-LAQ824 (Dacinostat) Synthetic Class I'and II Clinical phase | [186]
(solid and hematologic malignancies)*
Oxamflatin Synthetic Class I, I and IV Pre-clinical [77]
PAHAs class Synthetic ND No clinical trials [165]
PCI-24781 (CRA-024781) Synthetic Class I and IIb Clinical phase I (solid or hematologic tumor) [187]
PCI-34051 Synthetic HDAC8 Pre-clinical [105]
PXD101 (Belinostat) Synthetic Class I, I and IV Clinical phase II (malignant pleural [188]
mesothelioma, multiple myeloid, AML)
Pyroxamide Synthetic ND Pre-clinical [189]
SAHA (Vorinostat) Synthetic Class I, I and IV Approved by the FDA for CTCL [178]
SB207 Synthetic Class I'and II Pre-clinical [190]
SB939 Synthetic Class I, I and IV Clinical phase I (solid tumor) [191]
SBHA Synthetic ND Pre-clinical [178]
Scriptaid Synthetic Class I, I and IV Pre-clinical [192]
SK7031 Synthetic Class I No clinical trials [193]
SK7041 Synthetic Class | Pre-clinical [193]
SK7045 Synthetic Class 1 No clinical trials [193]
SK7068 Synthetic Class I Pre-clinical [193]
SK7080 Synthetic Class 1 No clinical trials [193]
TSA Streptomyces Class I and II Instability and low retention [194]
hygroscopius
Tubacin Synthetic HDAC6 Pre-clinical [104]
Tubastatin A Synthetic HDAC6 and 8 Pre-clinical [195]
Short-chain fatty acids AN-1 (butyroyloxymethyl Synthetic ND Pre-clinical [196]
butyrate)
AN-9 (Pivanex, Synthetic Class [, Ila and IV Clinical phase II (CLL, melanoma) [196]
pivaloyloxymethyl
butyrate)
AR-42 (S-HDAC-42) Synthetic ND Pre-clinical [197]
Sodium 4-phenylbutyrate Synthetic ND Clinical phase II (brain tumor) [198]
Sodium butyrate Fermentation Class I, Ila and IV Instability and low retention [199]
of dietary fibers
VPA Synthetic Class I and Ila Clinical phase I (solid tumor) [200]

(continued on next page)
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Chemical classes Compounds Origin Targeted HDACs Comments References

Other AGK2 Synthetic SIRT1, 2 and 3 Pre-clinical [201]
AM Allium sativum HDACS8 Pre-clinical [202]
APHAS class Synthetic Classes I and II Pre-clinical [203]
Aurothioglucose Synthetic Classes I and Ila No clinical trials [204]
bis (4-hydroxybenzyl) sulfide  Pleuropterus Class I Pre-clinical [205]

ciliinervis

BML-210 Synthetic ND Pre-clinical [206]
Bromoacetamide Synthetic ND No clinical trials [207]
Caffeine Coffea arabica HDAC5 Pre-clinical [208]
Cambinol Synthetic SIRT1 and 2 Pre-clinical [209]
CUDC-101 Synthetic ND Clinical phase I (solid tumors) [103]
Cyclostelletamines Haliclona Class I Pre-clinical [210]
DADS Garlic ND Pre-clinical [211]
Depudecin Alternaria brassicicola ND Instability and low retention [212]
DIM Cauliflower and broccoli  Classes I and III Clinical phase II (prostate cancer) [147]
Ebselen Synthetic Classes I and Ila No clinical trials [204]
EX-527 Synthetic SIRT1, 2 and 3 Pre-clinical [213]
Genistein Flemingia vestita ND Clinical phase III (prostate cancer) [214]
GNTI ditrifluoroacetate Synthetic HDAC5 Pre-clinical [204]
GW5074 Synthetic SIRT1, 2 and 3 No clinical trials [215]
Histacin Synthetic ND No clinical trials [216]
KD5150 Synthetic pan-HDAC Pre-clinical [217]
MCP30 Bitter melon seeds Class I Pre-clinical [218]
Menadione (Vitamin K3) Synthetic HDAC6 and HDAC8  Pre-clinical [204]
NBM-HD-1 Tree buds and sap flows ND Pre-clinical [25]
Nicotinamide Endogenous SIRT1 and 2 Pre-clinical [219]
NQN-1 Synthetic HDAC6 Pre-clinical [204]
NQN-2 Synthetic HDAC6 Pre-clinical [204]
NSC-95397 Synthetic HDACS6 and class Ila  Pre-clinical [204]
Osajin Maclura pomifera Class I Pre-clinical [220]
Pomiferin Maclura pomifera ND Pre-clinical [220]
Phenethyl isothiocyanate Cauliflower and broccoli ND Clinical phase I (lung cancer) [221]
Psammaplin A Aplysinella rhax Class I Pre-clinical [222]
R031-8220 Synthetic SIRT1 and 2 No clinical trials [215]
Salermide Synthetic SIRT1, 2 and 3 Pre-clinical [223]
SelSA Synthetic ND Pre-clinical [224]
Sirtinol Synthetic SIRT1, 2 and 3 Pre-clinical [225]
Splitomicins Synthetic SIRT1 and 2 Pre-clinical [226]
Sulforaphane Broccoli ND Pre-clinical [227]
Suramin Synthetic SIRT1, 2 and 5 Clinical phase III (prostate cancer) [228]
Tanikolide dimers Lyngbya majuscula SIRT1 and 2 No clinical trials [229]
Tenovins Synthetic SIRT1 and 2 Pre-clinical [230]
Thiol-based SAHA analogs Synthetic ND No clinical trials [207]
Trifluoromethyl ketone Synthetic ND Pre-clinical [207]
Tryptamides Synthetic SIRT1 and 2 Pre-clinical [231]
U-73122 Synthetic HDAC3 Pre-clinical [204]

ABHA: azelaic bishydroxamic acid, ALL: acute lymphocytic leukemia, AM: allyl mercaptan, AML: acute myeloid leukemia, CBHA: m-carboxycinnamic acid bishydroxamide,
APHA: aroyl-pyrrolyl-hydroxy-amides, CHAP31: cyclic hydroxamic-acid-containing peptide 31, CI-994: N-acetyl-dinaline, CML: chronic myeloid leukemia, CTCL: cutaneous T-
cell lymphoma, DADS: diallyl disulfide, DIM: 3,3’-diindolylmethane, dPAHA: diphenyl acetic hydroxamic acid, FDA: Food and Drug Administration, GNTI ditrifuoroacetate:
guanidinyl-naltrindole ditrifluoroacetate, HC-toxin: Helminthsporium carbonum, HDAC: histone deacetylase, MDS: myelodysplastic syndrome, ND: not determined, PABAs:
polyaminobenzamides, PAHAs: polyaminohydroxamic acids, SAHA: suberoylanilide hydroxamic acid, SBHA: suberic bishydroxamic acid, SelSA: selenium-containing

analogues of SAHA, SIRT: sirtuin, TSA: trichostatin A, VPA: valproic acid.

acids (Table 2). Moreover, many other compounds with different
types of chemical structure were also found to be HDAC inhibi-
tors. Among these CMAs, a considerable number were discovered
in nature; synthetic derivatives have been synthesized by
rational design or the modification of natural compounds [73,74]
(Table 2).

The prototypical pharmacophore model for an HDACi consists of
a metal-binding moiety that chelates the catalytic Zn* ion, a linker
region that mimics the substrate’s lysine chain and a cap that blocks
the access of the substrate to the active site. However, some
molecules with a different chemical organization are also able to
inhibit HDAC activity [75]. Some HDACi target all HDACs (pan-
HDAC i), whereas other CMAs are selective for one class or even for
single isoforms.

The inhibition of HDAC enzymes in cancer cells modifies the
proliferation and differentiation states of the tumor cells (Fig. 1). For
example, some HDACi modulate cell-cycle progression through an
increase in p21 expression [76,77], whereas others induce apoptotic

cell death [78,79] or modulate the commitment of cancer cells to
differentiation [80,81].

Two HDACI, SAHA and FK228, received FDA approval for the
treatment of cutaneous T-cell lymphoma (CTCL) (Fig. 2). Currently,
Celgene distributes FK228 (Istodax®) in an injectable form and
Merck distributes SAHA (Zolinza®) in an oral capsule form. More-
over, several completed clinical trials and many other ongoing trials
employ an HDACi as a single agent or in combination for anti-
cancer therapy. Here, we will present and discuss the recent clinical
trials with HDACi as single agents for the treatment of various types
of cancer.

Two benzamides, MGCDO0103 (Mocetinostat) and MS-275
(Entinostat), were evaluated in two clinical phase II trials for the
treatment of patients with refractory chronic lymphocytic leukemia
(CLL) and metastatic melanoma, respectively. MGCDO103 alone
showed a limited efficacy against CLL, stabilizing the disease
without improvement after a prolonged administration. Moreover,
several side effects were observed, including anemia or infection.
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The inhibition of HDAC activity was observed in the peripheral
white blood cells of six of nine patients, but this inhibition did not
correlate with disease improvement. MGCD0103 has a long half-
life, which allows less frequent drug administration but prevents
dose escalation or re-treatment. The authors recommend using this
CMA in combination with other agents, such as conventional
chemotherapeutic agents, to improve efficacy and limit toxicity
[82]. One advantage of MGCDO0103, beyond its long half-life, is its
oral mode of administration (http://methylgene.com/). Treatment
with MS-275 did not achieve any objective responses. However,
this HDACi was well tolerated by patients and 25% of the patients
showed disease stabilization. Therefore, MS-275 could be evaluated
as part of a combination therapy to enhance its efficacy [83].

The depsipeptide FK228 (Romidepsin) was approved in 2009 for
the treatment of CTCL. The two studies supporting its approval
were sponsored by Gloucester Pharmaceuticals Incorporated (GPI)
and the National Cancer Institute (NCI) and involved 96 and 71
patients, respectively. Both studies reported a response rate of
approximately 35%, with the response time shorter in the NCI study
(336 days compared to 454 days in the GPI study). Moreover, these
studies reported a positive effect of FK228 in terms of pruritus
relief, the number of Sézary cells, and the diameter of the lymph
nodes, pustular lesions and erythematous plaques. The duration of
the response and the low and reversible toxicity are other advan-
tages of FK228 [84,85]. Currently, FK228 is undergoing phase II
clinical trials for metastatic renal cell carcinoma, prostate cancer,
metastatic breast cancer, ovarian epithelial or peritoneal cavity
cancer and small cell lung cancer (SCLC).

Several hydroxamate-related HDACi are also being tested in
clinical trials. SAHA (Vorinostat) was approved by the FDA in 2006
for the treatment of CTCL. Its approval was mainly based on
a partial response of 24% of the patients, a clinical improvement in
58% and the complete resolution of pruritus in 9% of the patients
[86]. Moreover, in a phase II clinical trial of SAHA against AML,
breast cancer, non-small cell lung cancer, ovarian epithelial cancer,
primary peritoneal cavity cancer and thyroid cancer, it induced
a partial response or stabilized the disease [87—90].

ITF2357 (Givinostat) is undergoing a phase II evaluation for the
treatment of chronic myeloproliferative neoplasms and multiple
myeloma. ITF2357 was tested in patients with chronic myelopro-
liferative neoplasms carrying the mutation JAK2V617F, which
constitutively activates the JAK/STAT signaling pathway. This CMA
was well tolerated, and a partial or complete response along with
decreased pruritus and levels of mutated JAK2 expression was
observed after 6 months of treatment (58% of the patients had
polycythemia vera/essential thrombocythemia, and 21% of the
patients had myelofibrosis). Longer exposures as well as treatment
in combination with other agents could provide better results [91].
A phase I study of ITF2357 in patients with multiple myeloma
demonstrated a stabilization of the disease for 32% of patients after
treatment. Nevertheless, the myeloma progressed in 42% of the
patients, and several adverse events occurred, including throm-
bocytopenia, neutropenia or gastro-intestinal toxicity [92]. Addi-
tionally, a clinical phase II trial with ITF2357 against refractory
Hodgkin’s lymphoma was halted because of the drug’s low efficacy,
despite the fact that this HDACi seems to be well tolerated by
patients (http://clinicaltrials.gov/).

NVP-LAQ824 (Dacinostat) entered into phase I trials against
solid and hematologic malignancies; thus far, only stabilization of
the disease has been observed. However, this HDACi is still prom-
ising because of its long half-life, which ranges between 6 and 15 h.
Independent of the disease response, treatment of patients with
the CMA NVP-LAQ824 induces the acetylation of histone H3 and
HSP90, depletion of CRAF and expression of HSP72 [93]. Moreover,
an analog of NVP-LAQ824, LBH-589 (Panobinostat), had completed

several phase I and II clinical trials for the treatment of solid and
non-solid tumors, as well as phase IlI clinical trials against CTCL and
CML. Two phase I clinical trials showed promising results using
LBH-589 in an oral and intravenous form against CTCL [94] and
hematologic malignancies [95], respectively. In both studies,
patients presented an increase of histone acetylation in tumor cells
associated with transcriptional repression and apoptotic cell death
in CTCL and hematological malignancies, respectively. In addition,
complete and partial responses were observed, but in the case of
intravenous delivery a transient response was observed. Thus, it
seems more interesting to use this CMA in its oral form. LBH-589
completed also several phase III clinical trials against CTCL and
leukemia in its oral form and represents a promising anti-cancer
molecule for the treatment of non-solid tumors.

PXD101 (Belinostat) has undergone phase II trials for the
treatment of multiple myeloma, AML and malignant mesothelioma.
Injection of PXD101 did not lead to an improvement of malignant
mesothelioma, and the authors suggested this HDACi to be used in
combination with classical chemotherapeutic agents [96].

SB939 underwent a phase I trial for solid tumors, in which it
achieved a stabilization of the disease in 32% of the patients.
Increased histone acetylation was observed in treated patients
without a correlation to the dose used or the anti-tumor activity
achieved. Despite the absence of an objective response, SB939 is
well tolerated by patients. This CMA is orally administered, rapidly
absorbed and has a long half-life [97].

Notably, other hydroxamate-related HDACi, CHR-3996, JNJ-
16241199 and PCI-24781, are being used in phase I trials against
solid or hematologic tumors.

Within the class of short-chain fatty acids, the two most char-
acterized HDACi are sodium 4-phenylburyrate and valproic acid
(VPA). The first underwent a phase II trial for the treatment of
pediatric brain tumors, and the latter was tested in a phase I trial for
the treatment of solid tumors and central nervous system tumors.
VPA led to minor responses in children with solid tumors, where
only one patient presented a partial response associated to an
increase in histone acetylation [98].

Among compounds with a chemical structure different from
“classical” HDACi, some are under evaluation in clinical trials,
including CUDC-101 for solid tumors (phase I), phenethyl iso-
thiocyanate for lung cancer (phase I), and DIM (3,3’-diindolyl-
methane) and genistein for prostate cancer (phases II and III).
However, it is also important to mention that the anti-tumor effects
of HDACi are due to targeting not only HDAC activities, but also
through other mechanisms. For example, PTEN pathway is acti-
vated by genistein and may account for its anti-tumor properties
[99]. Similarly, in leukemia and prostate cancer cells DIM and
phenethyl isotiocyanate exhibit anti-tumor activities, respectively,
through Akt inactivation and JNK activation [100,101]. Phenethyl
isothiocyanate inhibits also the complex IIl in mitochondria leading
to ROS-mediated cell death in prostate cancer [102]. Finally, CUDC-
101 displayed potent antiproliferative and proapoptotic activities
by inhibiting synergistically HDAC activity and the receptor kinases
epidermal growth factor receptor (EGFR) and human epidermal
growth factor receptor 2 (HER2) in cancer cells [103].

As shown in Table 2, different chemical classes of HDACi of
natural or synthetic origin are potential anti-cancer agents. Indeed,
research and development of new HDACi is expanding to improve
the clinical outcomes with the use of this class of drugs. The
knowledge of the structures of the active sites and the mechanisms
of action of the HDAC enzymes allowed rational design of the
second generation of HDACi including SAHA, LAQ824 and
MGCDO0103 [75]. Moreover, the development of class- or isoform-
specific inhibitors is progressing to decrease toxicity and side
effects. Tubacin and PCI-34051, which inhibit HDAC6 and HDACS,
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respectively, are examples within this category [104,105]. Finally,
the combination of HDACi with other agents is a promising way to
improve cancer therapy and decrease toxicity and adverse events.

4. Anti-cancer therapy combining CMAs

The activity of CMAs used as single agents in clinical trials is very
valuable but limited to some type of cancers and to a relatively
small subset of responding patients. HDACi in particular have low
response rates when used alone. The combination of CMAs with
classical anti-cancer therapies including chemotherapeutic agents
(idarubicin or cisplatin), phototherapy or radiotherapy is currently
in clinical trials [106,107] (http://www.clinicaltrial.gov/). A partic-
ularly promising strategy, especially for the hematologic diseases, is
to combine CMAs that target different epigenetic mechanisms, such
as HDACi with DNA-demethylating agents. The synergy of the
epigenetic events in the modulation of gene expression has been
well established at the molecular level, even if the exact hierarchy
and timing of the modifications remain unclear [108,109]. However,
preliminary results demonstrating the sequence of events indicated
that DNMTi should be administered before HDACi to achieve
a higher degree of demethylation [110]. Such combination therapy
would allow the cumulative effect of the two types of drug on
tumor regression, possibly with lower doses of each drug. Targeting
different mechanisms would also reduce the resistance to therapy.
Reduced side effects, a broader responder population, and the
possibility of a more stable regression are the desired clinical
outcomes of such an anti-cancer strategy.

The combination of AZA and MS-275 in various phase I trials
against MDS, CML or AML resulted in a complete response in 7%,
a partial response in 13% and hematologic improvement in 23% of
the treated patients. This study reported that both responders and
non-responders exhibited reversal of the methylation of four TSGs
(CDKN2B (p15"™¥4B) CDH1, DAPK1 and SOCS1) after only one cycle of
AZA but did not exhibit an increase in their mRNA expression. The
response to AZA treatment was associated with neither the basal
level of methylation nor the degree of demethylation induced by
the drug; furthermore, the demethylation was transient, as previ-
ously reported [111].

AZA and sodium 4-phenylbutyrate were tested together in
a phase I study for metastatic solid tumors; 50% of the patients
exhibited a partial response or stabilized disease, along with a good
tolerance of the drugs and an increase in histone acetylation [112].

AZA and VPA were tested in combination in a phase I trial
involving patients with advanced cancers. The combination
induced global DNA hypomethylation and histone hyper-
acetylation. Moreover, 25% of the patients exhibited disease stabi-
lization, which was correlated with an increase in histone
acetylation, but not with DNA methylation status [113]. The same
two CMAs plus all-trans retinoic acid (ATRA) were tested in two
trials in AML and MDS patients. In the first trial, this combination
led to a complete response in 38% of the patients, whereas 6% had
partial response, 41% exhibited disease stabilization and 15%
exhibited disease progression. A study of promoter methylation
status revealed a correlation between the DNA demethylation
levels of four TSGs (FZD9, ALOX12, HPN, CALCA) and the patient
response rate [ 114]. The second trial reported a response rate of 42%
of the patients. Furthermore, a decrease in global methylation, an
increase in histone acetylation and the increased expression of
CDKN2B (p15™%4B) and CDKN1A (p21) were observed in several
treated patients; nevertheless, no correlation with the response
was established [115].

DAC was used together with VPA in a phase I/II trial against AML
and MDS as well as in phase I trials against CLL and non-Hodgkin
lymphoma. In the first study, 22% of the patients responded, with

an increase in mean survival time. Moreover, an increase in histone
acetylation and a decrease of LINE (long interspersed nuclear
element) and CDKN2B (p15™V¥4B) methylation were observed in the
absence of a relationship with the response [116]. In the second
study, the best response was the stabilization of the disease (ach-
ieved in 40% of the patients); no significant reduction of global DNA
methylation was observed [117]. For an update on the latest current
clinical trials, we recommend the reader to refer to http://www.
clinicaltrial.gov/.

Although incomplete, this list suggests that the clinical research
in the field of epigenetic drugs is progressing very rapidly, and new
results are expected soon. However, the mechanisms by which
these CMAs achieve a benefit for the patients are far from clear, as
are the reasons for a lack of response in many patients.

5. Recurrent mutations of epigenetically active proteins:
clinical implications

DNMT3A mutations are recurrent in AML and MDS, and seem to
be correlated to poorer prognosis [118]. Recent studies highlighted
that loss of DNMT3A blocks differentiation in hematopoietic stem
cells, pointing out a possible role for DNMT3A mutations in the
establishment of leukemia, through impaired differentiation and
maintenance of the stem cell program [119]. However, the exact
outcome of each DNMT3A mutations in terms of DNA methylation
has still to be established.

Interestingly, the results of a small clinical study suggest that
AML patients with low DNMT3A activity in their leukemic blast
could have stronger benefit from DAC treatment than normal
DNMT3A expressing patients [120]. Moreover, high levels of mir-
29b, which downregulates DNMT3A/B [121], resulted in favorable
prognosis in patients treated with DAC [122]. The presence of
DNMT3A mutations has been proposed as a stratification and
minimal residual disease marker, due to their high stability
throughout the disease [123].

Isocitrate dehydrogenase (IDH) mutations have been found in
70% of patients with low-grade brain tumors, and with lower
incidence in AML and other tumors. The mutated proteins lack the
original enzymatic activity of converting isocitrate into a-ketoglu-
tarate and acquire the new function of converting o-ketoglutarate
into 2-hydroxyglutarate. IDH mutations have been correlated with
a high DNA methylation phenotype in patients. Interestingly,
glioma patients bearing IDH mutations have a better prognosis
[124]. Mutated IDH1 is able to modulate the epigenome not only
causing a general increase in DNA methylation, but also altering
specific histone lysine methylation [125]. These effects are possibly
induced by inhibition of TET-mediated demethylation and impair-
ment of Jumonji-C domain histone demethylase function through
depletion of a-ketoglutarate [125—127].

Recurrent mutations occur also in the TET2 protein. Recently,
the emerging epigenetic role of TET proteins (TET1-3) has gained
the attention of the scientific community because a large amount
of data has been generated about the mechanism by which these
proteins contribute to activate the DNA demethylation processes
[128,129]. Many studies have tried to establish the relevance of
TET2 mutations in cancer prognosis, with controversial results
[130—132]. Recently, an analysis of TET2 mutations in an AML
patients cohort reveal that the presence of this genetic feature did
not affect the response to induction therapy and the overall
survival [133]. One study in a small cohort of MDS patients treated
with AZA and VPA revealed no differences in duration of response
and survival in mutated TET2 bearing patients [134]. Similarly,
Itzykson et al. reported no survival improvement and a low blast
count in MDS and AML patients with TET2 mutations, respectively
[135].
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More insight into the mechanism of the function of TET proteins
and their partners is required to predict whether their modulation
would have beneficial outcomes. Interestingly, TET2 and IDH
mutations are mutually exclusive, suggesting a common mecha-
nism of action [126]. One attractive opportunity in the activation of
TET-mediated demethylation to treat cancer could be the reversal
of TSG hypermethylation; on the other hand, a decrease in the
activity of this enzyme may be helpful in preventing a loss of global
genomic methylation to preserve genomic stability.

Besides mutations affecting proteins involved in DNA methyla-
tion, mutations in the coding sequence of various HDACs were also
reported in various cancer subtypes. These mutations have been
linked to tumor development since they induce the aberrant
transcription of key genes regulating important cellular functions
such as cell proliferation, cell-cycle regulation and apoptosis.
Somatic mutations of HDAC2 were detected in sporadic tumors
with microsatellite instability and in 21% of colon tumors form
hereditary non-polyposis colorectal carcinoma patients. Remark-
ably, these mutations are associated with the loss of HDAC2
expression conferring to tumor cell lines a resistance to the anti-
proliferative and proapoptotic effects of TSA [136,137]. HDAC4
mutations were found in breast cancer patient samples at signifi-
cant frequency using a genome-wide sequencing approach [138].
These findings suggest that the mutational status of HDAC isoforms
can predict the efficacy of HDACi and therefore may be useful for
the pharmacogenomics selection of cancer patients treated with
CMA:s.

6. Conclusions and perspectives

Epigenetic modifications, including DNA methylation and
histone deacetylation, are common in malignant diseases. CMAs
have emerged as a novel therapeutic class of molecules with anti-
cancer potential. The opportunity to reverse epigenetic marks
opened the door to an intensive investigation of epigenetic drugs in
the last decades. The CMAs currently available in the clinic
constitute the first members of an alternative class of chemother-
apeutic molecules. Drug discovery in this field is occurring at a fast
pace, producing new candidate drugs with the aim not only to
improve the existing CMAs but to also broaden the panel of avail-
able targets.

CMAs are well tolerated by patients and can be used in combi-
nation with each other or with conventional chemotherapeutic
agents to limit advert health effects and promote tumor regression.
Nevertheless, correlation between tumor response and the under-
lying molecular mechanisms are not always well established.
Consequently, more thorough studies must be performed to
elucidate their exact mode of action in order to improve the efficacy
of treatments.

In the future, the targeting of histone modifications other than
deacetylation will join the existing strategies. Indeed, histone ace-
tyltransferases (HATs), the enzymatic counterpart to HDACs, as well
as the enzymes responsible for the control of histone methylation
(i.e., histone methyltransferases (HMTs) and histone demethylases
(HDMs)) have been studied in recent years as alternative targets for
epigenetic therapy [5,67]. The data collected thus far in vitro
suggest that the specific inhibition of many members of these
families could be beneficial in cancer therapy [139,140]. Many
molecules have been brought to light in the past few years by
screening both natural compounds and synthetic derivatives.
Natural HAT inhibitors include anacardic acid, garcinol and curcu-
min. Among synthetic compounds, several isothiazolone and
quinoline derivatives, and well as the pyrazolone-furan C646 and
Coenzyme A derivatives, have demonstrated HAT inhibitory activ-
ities and some of them displayed anti-cancer properties [141,142].

Targeting histone methylation is a more complicated task, due to
the large number of enzymes catalyzing this modification. Never-
theless, many molecules have demonstrated specificity toward
different HMTs and HDMs. For instance, among HMTs, SUV39h is
inhibited by the fungal alkaloid chaetocin, and G9a is inhibited by
the diazepin-quinazolin-amine derivative BIX-01249. Moreover,
EPZ00477 as well as a group of S-adenosyl-homocysteine analogs
have been recently found as DOT1L specific inhibitors [143,144].
Inhibitors of lysine-specific demethyalse 1 (LSD1) and Jumonji-C
domain proteins have also been discovered recently. Among all
the emerging CMAs, some have been already tested on cancer cell
lines demonstrating promising anti-cancer activities
[5,143,145,146]. Combining these agents with the ones already in
use will be another promising step for epigenetic anti-cancer
therapies.

Furthermore, CMAs can be used as cancer chemoprevention
agents. Indeed, because of the differential expression of some HDAC
and DNMT isoforms in cancer cells, the inhibition of these enzymes
can prevent aberrant gene expression and the inhibition of TSGs
[147,148].

The complex world of epigenetic regulation has not been
completely unwound, and it is likely that a better understanding of
these processes will bring to light other possible therapeutic targets.

Some major open questions regarding the approved CMAs must
be addressed. For example, the poor sensitivity of certain types of
tumors (namely solid tumors) compared to other types still
requires an explanation. Moreover, to achieve a long-term remis-
sion, avoiding relapse and resistance, a deeper understanding of the
underlying molecular mechanism is necessary. To uncover these
answers, the relevance of each different epigenetic change in
determining the clinical response must be established.

Another important goal of epigenetic anti-cancer therapy is to
establish epigenetic markers that could predict and define the
clinical response to CMAs in cancer patients. The recent develop-
ment of high-throughput sequencing techniques able to decipher
the “methylome” of tumor cells is a first step toward the definition
of these markers. Extensive and instructive data are expected from
the genomic-scale analysis of the patients treated with CMAs in
past and future clinical trials. Taken as a whole, the epigenetic
interventions with current and future CMAs offer an attractive
approach to treat cancer and other diseases associated with
epigenetic alterations as an alternative as well as a support to
conventional therapy.
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Etude pré-clinique d'une série d'acides 4-hydroxybenzoiques comme inhibiteurs de
désacétylases d'histones

L'acétylation des lysines est une modification post-traductionnelle des protéines dont l’ajout et
I’élimination sont catalysés respectivement par les histones acétyltransférases (HAT) et les
désacétylases d'histones (HDAC). Cette modification joue un rdéle majeur dans la régulation de
processus cellulaires tels que l'expression génique, la mobilité cellulaire et le métabolisme. Il est
maintenant bien établi qu'une altération de l'activité des désacétylases, entrainant ainsi une dérégulation
de l'acétylome, est associée au développement tumoral. Par conséquent, les HDAC sont considérées
comme des cibles prometteuses en thérapie anti-cancéreuse ce qui a conduit au développement de
nombreux inhibiteurs de HDAC. Cependant, la recherche de nouvelles molécules avec un potentiel
anti-cancéreux accru et moins d’effets secondaires est indispensable. Nous avons identifié cinq acides
4-hydroxybenzoiques comme nouveaux inhibiteurs de HDAC, trois inhibiteurs qui ciblent plusieurs
HDAC et deux inhibiteurs spécifiques de HDAC6. Les inhibiteurs qui ciblent plusieurs HDAC
induisent l'acétylation de certaines lysines des histones H3 et H4 dans les cellules de leucémie
myéloide chronique humaine K-562. Le traitement des cellules induit un arrét de la progression du
cycle cellulaire associé a la modulation de I'expression des cyclines et I'activation de la transcription du
gene codant p21. Enfin, les trois composés qui inhibent plusieurs HDAC induisent une mort par
apoptose qui est confirmée par l'observation du clivage et de l'activation des caspases. Les inhibiteurs
spécifiques de HDAC6 induisent une hyperacétylation importante de la tubuline-o corrélée a une
condensation des microtubules dans les cellules cancéreuses adhérentes de prostate (cellules PC-3 et
LNCaP). Ces composés induisent une mort par apoptose des cellules cancéreuses en suspension K-562
accompagnée du clivage des caspases et de 'activation de la protéine pro-apoptotique BAX. Enfin, les
molécules altérent la fonction de la protéine chaperonne HSP90a observée par une forte diminution de
l'expression de ses protéines clientes: Ber-Abl et le récepteur aux androgeénes. Par ailleurs, les cing
composés n'affectent pas la viabilité des cellules saines. L'ensemble de ce travail révele que les acides
4-hydroxybenzoiques sont des molécules prometteuses pour le développement de nouveaux composés
ayant des propriétés anti-tumorales intéressantes.

Mots clés: Cancer, inhibiteurs de désacétylases d'histones, acides 4-hydroxybenzoiques, arrét du cycle
cellulaire, mort cellulaire.

Preclinical investigation of a series of 4-hydroxybenzoic acids as histone deacetylase
inhibitors

Lysine acetylation is a post-translational modification characterized by addition and removal acetyl
group by histone acetyltransferases (HATs) and histone deacetylases (HDACs), respectively. This
modification plays a crucial role in multiple cellular processes including gene expression, cell motility
and metabolism. It is now well established that disruption of deacetylase activity, leading to a
pathological acetylation profile, is associated to cancer development. Consequently, HDACs are
considered as promising targets for anticancer therapy, which led to the development of novel HDAC
inhibitors. However, discovery and synthesis of new molecules is essential to increase anticancer
potential and decrease adverse health effects of already known compounds. We identified five 4-
hydroxybenzoic acids as new HDAC inhibitors: three pan-HDAC inhibitors and two HDAC6-specific
inhibitors. Pan-HDAC inhibitors induce acetylation of selected lysines within histones H3 and H4 in
human chronic myeloid leukemia K-562 cells. Treatment of cells induces cell cycle arrest associated
with increased cyclin expression and the transcriptional activation of p21. Finally, these pan-HDAC
inhibitors induce apoptotic cell death further confirmed by the cleavage and activation of caspases.
HDACG6-specific inhibitors induce hyperacetylation of a-tubulin in correlation with microtubule
condensation in adherent prostate cancer cells (PC-3 and LNCaP cells). These compounds induce
apoptotic cell death in K-562 cells accompanied by caspase cleavage and the activation of the pro-
apoptotic protein BAX. Furthermore, these molecules alter the chaperon function of HSP90a, which is
observed through the robust decrease of the expression of its client proteins (i.e. Ber-Abl and androgen
receptor). Noteworthy, the five compounds did not affect healthy cell viability. Taken together these
results revealed that 4-hydroxybenzoic acids are attractive molecules for the development of new
compounds with promising anticancer properties.

Keywords: Cancer, histone deacetylase inhibitors, 4-hydroxybenzoic acids, cell cycle arrest, cell death.
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