N
N

N

HAL

open science

Etude des histones déacétylases (HDACs) de classes I et
IIT du parasite plathelminthe Schistosoma mansoni

Florence Dubois

» To cite this version:

Florence Dubois. Etude des histones déacétylases (HDACs) de classes I et III du parasite plathelminthe
Schistosoma mansoni. Biochimie [q-bio.BM]. Université du Droit et de la Santé - Lille II, 2009.

Francais. NNT: . tel-00451179

HAL Id: tel-00451179
https://theses.hal.science/tel-00451179
Submitted on 29 Jan 2010

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

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


https://theses.hal.science/tel-00451179
https://hal.archives-ouvertes.fr

Universite Lille 2
Université du Droit et de la Santé
Ecole Doctorale Biologie-Santé
Faculté des Sciences Pharmaceutiques et Biologiques de Lille
N°d’'Ordre :

These pour obtenir le titre de
DOCTEUR DE L'UNIVERSITE LILLE 2

Discipline Biologie Moléculaire et Parasitologie

Présentée et soutenue publiquement par
FLORENCE DuBOIS
le 17 Décembre 2009

ETUDE DES HISTONES DEACETYLASES (HDACS) DE CLASSES |

ET lll DU PARASITE PLATHELMINTHE SCHISTOSOMA MANSONI

Devant le Jury composé de :

Président du Jury : Professeur Monique CAPRON

Rapporteurs : Professeur Guillaume MITTA
Docteur Jean-Paul RENAUD
Examinateurs : Docteur Christoph GRUNAU

Docteur Dominique LEPRINCE
Docteur Raymond J. PIERCE

Inserm U547
« Schistosomiase, Paludisme et Inflammation »
Université Lille 2

Institut Pasteur de Lille




RESUME

La schistosomiase est la deuxieme endémie parasitaire mondiale apres le paludisme;
200 millions d’individus sont infectés a travers le monde et la morbidité reste élevée (environ
200 000 morts par an) malgré I'utilisation du praziguantel, seul médicament disponible. Cing
espéces de schistosomes infectent 'lHomme dont celle que nous étudions, Schistosoma
mansoni. Ce parasite possede un cycle de vie complexe, comportant 4 stades de
développement morphologiquement distincts et 2 hbtes successifs, un hote intermédiaire, le
mollusque Biomphalaria glabrata et un hoéte définitif, 'Homme. Afin de déterminer les
mécanismes mis en jeu dans le contrble du développement du schistosome et de
caractériser des cibles potentielles de nouveaux agents chimiothérapeutiques, nous nous
intéressons a certains acteurs impliqués dans la régulation génique, et plus particulierement,
les histones désacétylases, ou HDACs.

Les HDACs sont des enzymes bien conservées dans le réegne du vivant. Elles
contrblent I'expression de 5 a 10% des genes, majoritairement en réprimant la transcription
via la désacétylation des histones. Elles sont réparties en 3 classes, les classes | et Il sont
composées d’enzymes dont le site catalytique comporte un ion zinc ; tandis que la classe Il
est composée des sirtuines, dépendantes du NAD+. Chez le parasite, une partie de nos
études porte sur les 3 enzymes de classe | que nous avons identifiées et caractérisées au
niveau moléculaire, SMHDAC1, 3 et 8. Ensuite nous avons réalisé une étude fonctionnelle
de SmHDACL1 et mis en évidence sa capacité de répression de la transcription en systéeme
hétérologue. Puis nous nous sommes intéressés a l'inhibition de I'activit¢ HDAC chez le
parasite, grace a l'utilisation de différents inhibiteurs des classes 1 et 2 des HDACs. Nous
avons montré que des parasites cultivés en présence de trichostatine A (TSA) mouraient de
maniere dose-dépendante. Nous avons approfondi notre étude au niveau moléculaire et
avons étudié la variation de I'acétylation des histones des parasites en présence de TSA et
d’acide valproique. Nous avons montré une augmentation de 'acétylation de maniére dose-
dépendante de I'histone H4. Le traitement par la TSA entraine la mort de nombreux types
cellulaires par apoptose et provoque une surexpression de certains géenes impliqués dans ce
processus. Nous avons démontré que ce traitement induit 'apoptose chez des larves
maintenues en culture, ainsi qu’une activation des Caspases 3/7. Ensuite, la caractérisation
des ADNCc des Caspases 3 et 7 nous a permis de montrer par RT-PCR en temps réel que les
transcrits correspondants sont surproduits apres traitement par la TSA, tandis que celle-ci
n'a aucun effet sur la transcription de SmMHDACL1 et 3. Par la suite, nous avons corrélé cette
augmentation avec le taux d'acétylation de H4 sur le promoteur de caspase7. Cette étude
sera poursuivie a I'avenir par l'investigation de la relation structure/fonction des HDACs afin
de développer des inhibiteurs spécifiques.

En paralléle, nous étudions une HDAC de classe Ill, SmSirtl, que nous avons
identifiée et caractérisée. La présence d’'une grande insertion dans son domaine catalytique
présage des fonctions modifiées par rapport a ses orthologues chez d’autres espéces. Nous
souhaitons nous focaliser sur les conséquences de cette insertion spécifique chez S.
mansoni. En effet, elle semble étre la cible de modifications post-traductionnelles potentielles
(site de phosphorylation par PKB/Akt), que nous voulons mettre en évidence. De plus, l'une
des fonctions de Sirtl est l'interaction avec le facteur de transcription FoxO et la régulation
de la voie de signalisation insuline-dépendante (impliquant PKB/Akt). Par ce biais FoxO et
Sirtl contrélent le métabolisme, certains mécanismes de survie cellulaire et la longévité. Une
modification de la fonction de SmSirtl pourrait étre a la base de la durée de vie
anormalement longue de S. mansoni. Nous avons donc également réalisé la caractérisation
moléculaire de SmFoxO, afin de mettre en évidence son interaction avec Sirtl ainsi que
limplication de cette interaction dans le contr6le de la transcription de génes cibles. Par la
suite nous étudierons le r6le de Sirtl et FoxO dans la régulation de la signalisation insuline
dépendante sur des parasites en culture.



SUMMARY

Schistosomes are platyhelminth parasites that infect 200 million people and cause the
death of 200,000 people each year throughout the world. Currently one drug, praziquantel, is
used against all species of schistosomes, but resistant strains have been isolated in
endemic areas as well as in laboratory studies. The need to find new drugs and new
therapies is therefore urgent. Enzymes involved in gene regulation are promising targets for
new drugs because of their essential role in the cell. We have targeted the enzymes
responsible for histone deacetylation, the histone deacetylases (HDACS) that are generally
involved in repressing transcription. These enzymes are already studied as potential
therapeutic targets in cancer and parasitic diseases such as paludism. They form a family
highly conserved throughout evolution that is composed of four classes. Classes I, Il and IV
are HDACs that require an active site zinc ion, whereas the third class is made up of the
sirtuins that are NAD*-dependent.

The first part of the work was focused on class | HDACs. To investigate the
conservation of these enzymes in Schistosoma mansoni, we cloned and characterized three
class | HDACs, orthologues of mammalian HDAC1, 3 and 8, and confirmed their identities by
phylogenetic analysis. The identification of an HDAC8 orthologue shows that it is not
vertebrate-specific as previously thought and insertions in its catalytic domain suggest
specific enzymatic properties. SmMHDAC1, 3, and 8 mRNAs are expressed at all schistosome
life-cycle stages. SmMHDAC1 represses transcriptional activity in a mammalian cell line and
this activity is dependent on its catalytic activity since transcription is partially restored by
treatment with an HDAC inhibitor (HDACI) trichostatin A (TSA) and a catalytic site mutant
fails to repress transcription. In order to determine the extent and importance of histone
acetylation in S. mansoni, we tested the effects of three HDACi on both larval and adult
worms in culture. TSA, valproic acid (VPA) and suberoylanilide hydroxamic acid (SAHA)
inhibited global HDAC activity at all life-cycle stages. TSA and VPA, but not SAHA, cause
mortality of schistosomula and adults, with TSA showing the most rapid effect. Moreover,
TSA causes an increase in apoptosis in schistosomula shown by the TUNEL assay and an
increase in caspase 3/7 activity. Both TSA and VPA are shown to cause an increase in
general levels of protein acetylation in schistosomes ; more particularly of histone 4 whereas
histone 3 acetylation is less affected. In the case of TSA treatment this histone
hyperacetylation is correlated with the increased expression of caspases 3 and 7 transcripts.
Finally, quantitative chromatin immunoprecipitation shows that the proximal promoter region
of the S. mansoni caspase 7 gene is hyperacetylated on histone H4 after TSA treatment

The second part of the work focussed on class Il HDACSs, sirtuins. The first of these
enzymes, Sir2, was discovered in yeast and 7 orthologs, Sirtl to 7, have been described in
humans. We cloned and characterized a Sirtl ortholog from S. mansoni that contains an
insertion in its catalytic domain that may modify its activity and exhibits a potential
phosphorylation site for PKB/Akt kinases. Sir2 and its orthologs have a very important role in
lifespan regulation. Indeed, in the yeast as well as in other organisms such as C. elegans or
the mouse, they interact with the transcription factor “Forkhead-Box Others” (FoxO) to extend
lifespan in response to caloric restriction and are implicated in the regulation of the insulin
receptor-dependent pathway, which involves PKB/Akt, FoxO and Sirtl and controls cell
metabolism, survival mechanisms and lifespan. Some of S. mansoni particularities are a long
lifespan (more than 30 years in human), high calorie consumption and extreme fertility (more
than 300 eggs laid each day by S. mansoni female worms). Taken together these
characteristics are paradoxical since, in other organisms, calorie restriction increases
lifespan and reduces reproduction. In order to dissect the mechanisms involved in this
dysregulation, we have also characterized SmFoxO. Transcripts of SmSirtl and SmFoxO
are differentially expressed in the various S. mansoni life-cycle stages, but the corresponding
proteins interact positively to drive transcription in transfected mammalian cell lines. Future
work will focus on the role of the insulin pathway on SmSirtl/SmFoxO dependent gene
transcription in vivo.
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Introduction

INTRODUCTION

1. LES SCHISTOSOMES

1.1. GENERALITES

C’est en Egypte, vers 1852, que le Docteur Théodor Bilharz met en évidence pour la
premiere fois la présence de vers au niveau des veines mésentériques et la relie aux ceufs
prélevés dans les urines de patients. C'est alors que ft mise en évidence la bilharziose, ou
schistosomiase. Mais au travers de documents bien plus anciens (Papyrus de Kahum, 1900
avant JC), on reléve déja des descriptions de la maladie.

Cette pathologie est causée par linfestation de I'héte définitif vertébré par un ver
schistosome dont la derniére classification zoologique basée sur des criteres
morphologiques et zoologiques place les schistosomes a la position suivante :

» Embranchement des plathelminthes : vers plat non métamérisés segmentés

» Classe des trématodes : présence de 2 ventouses (orales et ab-orales)

» Sous-classe des digénes : 2 hétes successifs au cours du cycle de vie

* Super-ordre des protostomiens: la bouche se forme avant l'anus lors du

développement embryonnaire

» Ordre des distomes : ventouses rapprochées, court tractus digestif

* Sous-ordre des Schistosomatidae : présence de sexes séparés

» Famille des segmentés : présence d’'un stade larvaire libre

* Genre Schistosoma
Les schistosomes sont a la base de I'arbre phylogénétique et sont donc des organismes
primitifs selon cette classification. Cependant des études phylogéniques prenant en compte
les données moléculaires et notamment 'ARN ribosomal 18S [Aguinaldo et al, 1997] ou
encore les génes homéotiques [de Rosa et al, 1999 ; Balavoine et al, 2002], ont remis en
cause cette organisation et ont permis de réorganiser les bilatéraliens et le super-ordre des
protostomiens. En effet 2 groupes sont nés de cette classification [Adoutte et al, 2000] : les
ecdysozoaires (phase(s) de mue durant leur développement) et les lophotrochozoaires
(développement continu). Dans cette classification, les schistosomes appartiennent aux
lophotrochozoaires, ce qui ne fait plus d'eux des organismes ancestraux. Au sein du genre
Schistosoma, il existe 19 espéces de schistosomes, classées selon différents critéres
morphologiques, parasitologiques, phylogénétiques et pathologiques. Parmi les différentes
espéces de schistosomes infestant de nombreux hétes vertébrés, seules 5 especes
contaminent 'Homme (Figure 1) :

e Schistosoma haematobium
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* Schistosoma intercalatum
* Schistosoma japonicum
* Schistosoma mekongi
* Schistosoma mansoni
Les différentes especes ne sont pas réparties dans les mémes zones géographiques

(Figure 2), c’est la spécificité de I'hdte intermédiaire qui régit cette distribution (Figure 1).

i Figure 1: Parasites
Espéce de Photographie de Qenre d,e !‘h_éte Photc]gggfehle de sc%istosomes humains, ceufs
schistosome I'oeuf intermédiaire intermédiaire et leurs hotes intermédiaires.
D’aprés Gryseels et al, 2006 ;
Schistosma = . Ohmae H. et a.l, 2004 X
Bulinus

Jourdane J. et al, 2001;
Wellcome trust, 1998.

Eufs :

S. haematobium : 150X60 pm,
ovoide éperon terminal réduit.
S. mansoni: 140X60 pum,

haematobium

Schistosoma

X Biomphalaria
mansoni

éperon latéral.

S. japonicum: 70X50 pum,
ovalaire éperon latéral peu
visible.

Schistosoma

Jjaponicum Oncomelania

S.mekongi : 60X40um, ovalaire

Schistosoma ol éperon latéral peu visible.
mekongi S. intercalatum : 200X65 pm,
allongé éperon terminal.
Schistosoma )
Bulinus

intercalatum

Les schistosomes sont répartis sur 3 continents : Asie, Afrique et Amérique du sud ; et
répandus a travers 74 pays différents. S. haematobium est endémique en Afrique et au
Moyen Orient. S. mansoni est présent dans 46 pays a travers I'Afrique sub-saharienne, le
Moyen Orient, 'Amérique du sud et les Caraibes. S. intercalatum touche le Zaire, le Gabon
et le Cameroun ; S. japonicum est principalement retrouvé en Asie du sud-est (Chine) et
dans certaines régions du Pacifique Ouest (Philippines, Indonésie). L’aire de distribution de
'espéce S. mekongi est particulierement restreinte car elle n’est retrouvée que dans la vallée

du Mékong (Laos, Cambodge).
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S mansoni
S haematobium
M Sintercalatum
S japonicum
W S mekongi
Mixed § hadematobium(S mansoni
[ Great rivers and lakes

Figure 2 : Répartition mondiale des schistosomiases humaines , Gryseels et al, 2006.

S. mansoni : Afrique sub-saharienne, nord-est du Brésil, Surinam, Venezuela, les Caraibes, Egypte et
péninsule ibérique.

S. haematobium : Afrique sub-saharienne, vallée du Nil en Egypte et au Soudan, Maghreb et la
péninsule arabique.

S. japonicum : Lacs centraux et riviere Yangtze en Chine, Mindanao, Leyte et d’autres iles des
Philippines, Indonésie.

S. mekongi : bassin du Mékong au Laos et au Cambodge.

S. intercalatum : Afrique centrale et de I'ouest.

Cette répartition géographique entraine donc I'exposition & la maladie de 600 millions
d’individus. Environ un tiers de la population est touchée par la maladie, dont 85% en Afrique
subsaharienne. De plus, elle provoque environ 200 000 morts annuellement dans cette
derniére région [Chitsulo et al, 2000]. Enfin I'impact de la maladie (morbidité) sur les
populations affectées (anémie, retard de croissance et scolaire des enfants) a été fortement
sous-estimé par le passé [van der Werf et al, 2003]. L'ensemble de ces données fait de la
bilharziose un probléme majeur de santé publique, a I'heure actuelle la deuxiéme endémie
parasitaire mondiale, apres le paludisme [Chitsulo et al, 2000].

S. haematobium est responsable de la schistosomiase urinaire, la plus fréquente. Le
parasite se loge dans le systéme urogénital, ou les ceufs se déposent. lls causent des
fibroses, allant jusqu’a la calcification du tractus urinaire et entrainant une possible
prédisposition aux cancers de la vessie [Vennervald & Dunne, 2004]. Les 4 autres espéces
citées précédemment sont responsables de la bilharziose intestinale et provoquent des
diarrhées (possibilité de sang dans les selles), des hépato-splénomégalies, des granulomes
vasculaires et inflammatoires, des fibroses périportales, de I'hypertension portale et des

varices oesophagiennes. La forme générale des ceufs, qui est différente selon les especes
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de schistosomes, est trés utile en diagnostic, car la taille et la position de I'éperon sont les

principaux caracteres recherchés pour caractériser la maladie.
1.2. CYCLE DE VIE
Les schistosomes possédent un cycle de vie complexe (Figure 3). En effet, ils

présentent quatre stades morphologiquement distincts et 2 hétes successifs : un mollusque

d’eau douce, hote intermédiaire et un mammifére, héte définitif (Figure 1).

Figure 3 : Cycle de vie des
schistosomes , Gryseels et al, 2006.

A : Vers adultes accouplés au niveau des
veines mésentériques ou de la vessie de
I'h6te définitif.

B : CEufs, différentiables entre les espéces
de schistosome selon la position de
I'éperon.

C: Miracidium, larve ciliée nageuse qui
infeste I'héte intermédiaire mollusque.

D : Hoéte intermédiaire mollusque, au sein
duquel se multiplient de maniére intensive
les sporocystes.

E: Furcocercaire, larve  nageuse,
échappée du mollusque, qui va pénétrer a
travers la peau de I'héte définitif.

L'infestation de I'héte vertébré définitif, se fait par la larve nageuse, la furcocercaire (ou
cercaire, Figure 3E). Cette larve est constituée d'une téte et d'une queue bifide qui est
perdue lors de la pénétration a travers la peau de sa cible. La cercaire libére son arsenal
enzymatique qui lui permet de traverser de maniére active et tres rapide (en quelques
minutes) la peau de I'héte. Les tétes de cercaires se transforment en schistosomules et
gagnent I'appareil circulatoire. Aprés quelques jours, les parasites migrent vers les poumons
du mammifére puis vers le systéme hépatique et les veines mésentériques (pour le cas de
Schistosoma mansoni) (Figure 3A) ou ils se transforment en vers adultes. lls atteignent leur

maturité sexuelle, ce qui permet I'accouplement entre les méles et les femelles au niveau du
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foie. En effet les schistosomes ont la particularité de ne pas étre hermaphrodites, mais
gonochoriques, ce qui est unique au sein des plathelminthes. Cette configuration permet,
d’'une part, aux adultes d’étre en accouplement permanent et, d’autre part, a la femelle de
pondre quotidiennement une quantité considérable d’ceufs, environ 300 ceufs par jours pour
S. mansoni, S. haematobium et S. intercalatum, plusieurs milliers pour S. japonicum et S.
mekongi (Figure 3B ). La ponte débute environ 4 & 6 semaines suivant l'infection par la
furcocercaire, les ceufs de schistosomes présentent une morphologie différente selon
I'espéce a laquelle ils appartiennent (Figure 1). Les ceufs pondus dans la lumiere des veines
mésentériques, suivent le flux sanguin. Grace a leur éperon, aux substances sécrétées et a
la réponse granulomateuse de I'h6te [Doenhoff et al, 1986], ils s'infiltrent et traversent les
tissus de I'héte. Une partie de ces ceufs va étre piégée au niveau des tissus et est a la base
des complications de la maladie. Mais la majorité des ceufs gagnent le systeme digestif et
est éliminée avec les féces (S. mansoni, S. intercalatum, S. mekongi, S. japonicum) ou dans
'urine (S. haematobium). Les ceufs expulsés éclosent au contact de I'eau, ce qui donne
naissance a des miracidia (Figure 3C), larves ciliées nageuses, qui a leur tour infestent
'héte intermédiaire (Figure 3D). Ce dernier est spécifique de chaque espéce de
schistosome. Au sein du mollusque, le miracidium donne naissance a un sporocyste primaire
qui, par reproduction asexuée, engendre des sporocystes secondaires ou filles. Apres 3
semaines au sein de I'héte intermédiaire, des milliers de sporocystes sont produits, a partir
d’un seul miracidium, et leur expulsion, sous forme de furcocercaires, permet la pérennité du

cycle.

1.3. MALADIE, TRAITEMENT ET VACCIN

Les vers adultes ne sont pas par eux-mémes les principaux responsables des
pathologies lors de la schistosomiase. En effet, ce sont plutdt les centaines voir milliers
d’'ceufs libérés quotidiennement par les femelles (Figure 1). Les vers adultes situés au
niveau des veines mésentériques se nourrissent des hématies de I'héte définitif, ce qui va
créer une anémie. Cependant, les oeufs libérés lors de la ponte et piégés dans les tissus
vont engendrer une réponse inflammatoire de la part de I'h6te définitif. Il y a formation de
granulomes bilharziens. Suite aux infections successives, la multiplication des granulomes
va engendrer une fibrose hépatique. Celle-ci va entrainer une occlusion vasculaire, au
niveau hépatique pour S. mansoni, qui va créer une hypertension portale, une hépato-
splénomégalie ainsi que la formation d’ascites accompagnée d'une circulation collatérale.
L'apparition de varices oesophagiennes peut engendrer des hémorragies mortelles.

Afin de lutter contre la maladie et le parasite, il n'existe qu'un seul médicament

efficace et majoritairement utilisée contre les 5 espéces de schistosomes touchant 'lhomme,
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le praziquantel. Ce médicament a pour cible les vers adultes mais pas les ceufs ni les vers
immatures. Une heure apres l'ingestion du médicament par I’homme, le parasite est paralysé
suite a un violent influx calcique et son tégument est endommageé [Gryseels et al, 2006] au
niveau des canaux calciques. Le parasite se détache de la paroi des vaisseaux sanguins, la
membrane parasitaire est déstructurée, ce qui permet d’exposer, a la surface, les antigenes
qui seront reconnus par le systtme immunitaire de I'homme. Le praziquantel possede
cependant des fallles, en effet il ne prévient pas de la réinfection (qui survient généralement
6 a 8 mois aprés le traitement). Toutefois, le mécanisme exact de l'action du praziquantel
reste controversé. Bien qu'il interagisse avec un canal calcique voltage-dépendant
[Greenberg, 2005], la corrélation entre cette interaction et la mort parasitaire n'est pas établie
[Pica-Mattoccia et al, 2008].

L'utilisation massive du praziquantel a permis de réduire considérablement la morbidité
associée a S. mansoni, en Egypte par exemple [Fenwick et al 2003]. Cependant cet usage
en masse du praziquantel en monothérapie pose de nouveaux problemes. Il y a, en effet,
émergence de souches parasitaires résistantes au médicament, dont les premiéres traces
ont été repérées au Sénégal et en Egypte [Stelma et al, 1995 ; Ismail et al, 1996]. Les
travaux de Doenhoff ont montré qu'une résistance au praziquantel est sélectionnable au
laboratoire, mais également que c’est un caractere qui est conservé puisque des parasites
cultivés en absence de médicament conserve la résistance acquise lorsque du praziquantel
est rajouté dans le milieu [Fallon & Doenhoff, 1994]. L’étude de Liang et al en 2003 montre,
in vitro, que la résistance au praziquantel répond aux lois de génétique mendélienne, et
donc que le caractere de résistance au médicament de certaines souches est di a un géne
ou groupe de géenes dominants. De plus, I'étude de Pica-Mattocia et al, en 2009, montre que
la transmission de la baisse de sensibilité au praziquantel ne semble pas étre due a un
changement drastique de la cible du médicament, mais plutét de modifications dans le
métabolisme du médicament. L'ensemble de ces études révele la faiblesse de ce
médicament et de par son inefficacité sur les formes immatures, nous pousse a trouver de
nouvelles thérapies car dans tous les cas il semble que la résistance ou baisse de sensibilité
au médicament soit un caractére sujet a la sélection, qui a tendance a étre conservé et qui
n'est pas perdu en absence de traitement des parasites par le médicament.

C’est pourquoi il est important, a ce jour, d'identifier de nouvelles cibles thérapeutiques, de
trouver de nouveaux médicaments, qui permettraient de continuer la lutte anti-schistosome.
En parallele a lidentification de nouvelles cibles et de nouveaux traitements, certaines
études ont pour but de développer des vaccins anti-schistosome, qui pourraient étre une
bonne alternative aux méthodes de traitement actuel. Parmi différents candidats vaccinaux
testés, au laboratoire, la gluthation S-transferase 28 de S. haematobium (28-GST couplée a

I'alun, sous le nom de Bilhvax) était le plus prometteur [Capron et al 2005]. En effet, Bilhvax
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diminue de maniere significative la fécondité du ver adulte femelle ainsi que la viabilité des
ceufs dans divers modéles animaux. A ce jour le vaccin est en phase Il d’essai clinique et
c’est le seul candidat vaccinal. Toutefois, l'utilisation de ce candidat vaccin peut étre
concomitant & un traitement par le praziquantel et n'‘élimine pas le besoin de nouveaux

agents chimiothérapeutiques contre la schistosomiase.

1.4. L’APPROCHE DE L'EQUIPE POUR LA CARACTERISATION DE NOUVELLES CIBLES

THERAPEUTIQUES

L’apparition de plus en plus fréquente de souches de schistosomes résistantes au
praziquantel, prouve l'intérét grandissant de continuer a chercher et a identifier de potentiels
médicaments anti-parasitaires. Dans cet esprit, depuis de nombreuses années au
laboratoire, la recherche se focalise sur les mécanismes impliqués dans la régulation de
'expression génique qui est un mécanisme cellulaire essentiel. A travers les espéces il
existe un grand nombre de protéines dont les fonctions biologiques ainsi que les structures
sont particulierement bien conservées. Cependant, au fil de I'évolution, de fins réseaux de
régulation de I'expression des génes ainsi qu’'une diversification de ces mécanismes sont
mis en place, ce qui permettrait d'expliquer la variation de I'expression génique au cours de
I'évolution [Levine & Tjian, 2003]. En effet, 'analyse des génomes de métazoaires, et celui
de S. mansoni [Berriman et al, 2009] ne faisant pas exception, montre que la complexité des
organismes n'est pas corrélée avec une augmentation du nombre de génes, mais plutt par
un accroissement des réseaux génétiques, accompagné par une régulation plus complexe
de I'expression des génes [Levine & Tjian, 2003]. Donc, la régulation de la transcription est
un mécanisme central de la génération de la diversité et de la complexité animale. De ce
fait, les acteurs centraux de cette régulation, les facteurs de transcription et leurs cofacteurs,
sont les cibles de choix pour développer de nouvelles stratégies thérapeutiques contre les

schistosomes.

Apres avoir étudié les récepteurs nucléaires [Bertin et al, 2004 ; Bertin et al, 2005 ;
Oger et al, 2006], I'équipe du Dr Raymond Pierce s’est ensuite intéressée a leurs cofacteurs
et en particulier ceux impliqués dans la modification des histones, dans un premier temps
avec I'étude d'une famille de histone acétyltransférases (HAT), SmCBP/p300 [Bertin et al,
2006], puis avec I'étude des histones déactylases (HDACs). Mes travaux de thése ont
contribué a la caractérisation des HDACs de Schistosoma mansoni et a étudier leurs roles.
Afin de mieux comprendre les différents acteurs de mes travaux de thése, je décrirai dans un
premier temps les mécanismes généraux de la transcription et de sa régulation complexe et

dans un deuxieme temps, je détaillerai plus précisément les mécanismes d’acétylation et de
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désacétylation des histones, mécanismes auxquels je me suis intéressée au cours de mes

trois années.

2. EPIGENETIQUE

Afin de transmettre a la descendance des caractéres particuliers, la chromatine peut étre
modifiée, mutée. Cependant, il n’existe pas que les substitutions, délétions ou insertions au
niveau de 'ADN, mais la chromatine fait 'objet de modifications au niveau du brin d’ADN
ainsi que des protéines interagissant avec lui, appelées modifications épigénétiques,
lesquelles vont engendrer des changements, qui seront conserveés et transmis a travers la
division cellulaire, et de facon transgénérationnelle (transfert & la génération suivante via les
gametes) [Youngson & Whitelaw, 2008]. Ces changements impliquent la méthylation de
'ADN, la substitution des histones au sein des nucléosomes, le remodelage des
nucléosomes et leur localisation, ainsi que la modification des histones via l'ajout ou

'enlevement de groupements (acétyle-, méthyle-,...) sur les histones mémes.

2.1. GENERALITES

a. Structure de la Chromatine

L’information génétique est enfermée au sein d'une structure particuliérement

complexe et dynamique mais parfaitement organisée, qui va permettre de varier I'expression
des génes.
Dans le noyau d’'une cellule eucaryote, 'ADN n’est pas nu mais associé a des protéines,
pour former un ensemble appelé chromatine, qui sera remodelé, condensé ou décondensé
afin de réprimer ou d’activer la transcription et I'expression des génes. L'unité de base de la
chromatine est le nucléosome. Il est composé d'une séquence d’ADN d’environ 150pb
entourant un octameére de petites protéines basiques, histones, le tout organisé en une
structure en collier de perles. La double hélice d’ADN s’enroule 1,6 fois autour de cet
octamére protéique composé de 2 copies de chacune des histones H2A, H2B, H3 et H4
(Figure 4) [Khorasanizadeh, 2004].
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Figure 4 : Structure du noyau du
nucléosome obtenu par diffraction
aux rayons X, a une résolution de
2,8A Luger et al, 1997.

146pb d’ADN (marron et turquoise)
enroulées autour des 8 histones, qui
sont maintenus en place grace aux
liaisons hydrogénes et aux interactions
électrostatiques.

H3: bleu; H4: vert; H2A: jaune;
H2B : rouge.

Un empaquetage de I'ADN de 6 fois est ainsi obtenu. La longueur de la région d'ADN
internucléosomale varie selon l'espéce et le type cellulaire. C'est au niveau de cette région
gue les histones H1, sont incorporées. Les niveaux supérieurs de condensation de la
chromatine résultent de contacts rapprochés entre les nucléosomes qui s’empilent pour
former des fibres de 11 nm (diametre du nucléosome), de 30 nm (ADN compacté environ 50
fois)... jusqu’a former, lors de la mitose, les structures extrémement compactes que sont les
chromosomes (la compaction d’environ 10.000 fois) (Figure 5).

Short region of

DNA double helix Figure 5 : Organisation de I'ADN et

structure de la chromatine
Felsenfeld & Groudine, 2003.

"Beads on a string”
form of chromatin

Le plus petit niveau d’organisation est
le nucléosome, au sein duquel 2 super-
enroulements d’ADN (environ 150pb)
sont liés & un octamére d’histones.

Les nucléosomes sont reliés entre eux
grace a de courtes séquences d’ADN
allant de 10 a 80pb.

Au niveau supérieur d'organisation, les
colliers de perles sont repliés pour
former une molécule de 30nm de
diameétre, et ces fibres sont ensuite
super-enroulées pour former des
structures plus complexes menant
jusqu’au chromosome.

30-nm chromatin
fibre of packed
nuclecsomes

Section of
chromosome in an
extended form

Condensed section
of chromosome

A Y

Entire mitotic M
L

1}
L
chromosome
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Les histones constituant le cceur du nucléosome (H2A, H2B, H3 et H4) possedent
une organisation globale conservée. En effet le domaine central, composé du motif « histone
fold » comprend dans tous les cas trois hélices, séparées par deux boucles (Figure 6 @). En
revanche les extrémités N-terminales de ces protéines sont plus variables bien que toutes
fortement riches en lysines. Elles sont dépourvues de structures secondaires mais font
'objet de nombreuses modifications post-traductionnelles et permettent entre autre le
rapprochement des nucléosomes entre eux (Luger et al, 1997 ; Wolffe & Hayes, 1999). Le
tétramére d’histones H3 et H4 est le premier & s’assembler & 'ADN encore nu, puis
s'ajoutent les deux dimeres d’histones H2A et H2B (Figure 6 6).

HiA
v “ Figure 6: Histones et
e N [ B—{B-__T=¢ nucléosomes , Alberts et al,
o T - - 2002, ,
' o © Organisation conservée
W n——— I — - - des histones composant le
N-tarminal tail histane fold coeur du nucléosome,

composée de 3 domaines.
La région centrale, histone
fold, permet la dimérisation
des histones.

® Assemblage des histones
pour former le cceur du
nucléosome.

HA3-Hd lutramor Y

L’histone internucléosomale, H1, n'est pas essentielle a la cellule mais permet la
stabilisation du nucléosome [Shen et al, 1995]. Elle est moins conservée a travers les
espéces que les histones du nucléosome. Cependant elle est composée de trois domaines

avec chacun des propriétés bien définies. Le domaine central globulaire est essentiel pour
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les interactions avec I’ADN. Quant aux deux extrémités amino- et carboxy-terminales, elles
sont hautement basiques, soumises aux modifications post-traductionnelles et permettent le
repliement de la chromatine en structures plus complexes grace a la neutralisation des
charges du squelette d’ADN [Wolffe, 1997 ; Wolffe & Hayes, 1999]. Ces histones permettent
de créer des interactions entre les nucléosomes adjacents.

Cette structure chromatinienne est ensuite plus ou moins condensée afin de

permettre ou non la transcription des génes.

b. Etats de condensation de la chromatine et son remodelage

Deux états principaux de condensation chromatinienne sont connus :

- L’euchromatine (compaction de 1000 fois) ou se situent essentiellement les
genes activement transcrits.

- L’hétérochromatine (compaction de 10 000 fois) constitutive et facultative.
L'hétérochromatine constitutive renferme des séquences d’ADN non-
codantes incluant les séquences satellites, répétées, qui sont souvent
localisées au niveau des centromeres et des téloméres et qui restent
invariablement silencieuses. En revanche, I'hétérochromatine facultative est
constituée de régions d'euchromatine qui ont été converties en
hétérochromatine, pour réprimer temporairement I'expression de certains
genes.

Dans les cellules eucaryotes, la chromatine présente une organisation majoritairement
compacte dans laquelle les séquences d’ADN sont inaccessibles, ce qui les rend
fonctionnellement inactives. L'état chromatinien détermine et contréle I'accessibilité de I’'ADN
a divers facteurs nucléaires comme les facteurs de transcription [Felsenfeld & Groudine,
2003].

Afin de permettre le changement d’état de condensation de la chromatine, différents
acteurs jouent un role & plusieurs niveaux. Nous répertorions trois grandes catégories de
modifications entrainant un changement dans la structure et I'état de condensation de la
chromatine, regroupées sous le terme d’ « épigénétique » (Figure 7).

Il existe tout d'abord les composants de la chromatine, tels que I'histone H1 ou 'histone H2A
gui peuvent se décrocher ou se modifier (macro H2A).

Il'y a également des facteurs qui remodélent la chromatine.

Et finalement des modifications de la chromatine, au niveau des histones ou des acides

nucléiques.

- L’Epigénétique
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L'épigénétique est définie comme un ensemble de caracteres ou de changements
héréditaires qui font varier I'expression d'un gene sans en modifier la séquence. Ces
changements ont la particularité d’étre réversibles, ce ne sont donc ni des délétions ni des
substitutions de bases nucléotidiques, mais des modifications de la structure de I'ADN et des
protéines I'entourant. Cependant ils sont héréditaires, donc transmis d’une cellule mére a sa
cellule fille. Ceci permet la régulation de mécanismes fondamentaux lors du développement.
Différents états de la chromatine sont ainsi obtenus correspondant soit & une chromatine
décondensée et transcriptionnellement active soit a une chromatine condensée et
transcriptionnellement inactive.

Le contrble épigénétique permet entre autres choses de moduler I'accessibilité de ’ADN aux
divers processus biologiques nucléaires, comme la transcription de genes spécifiques et de
maintenir cet état d’activité (soit actif soit silencieux) d’'une génération cellulaire a l'autre. Ce
contrble peut étre modulé au cours du développement (empreinte génétique, inactivation du
chromosome X chez les mammiféeres femelles), de la différenciation cellulaire, du temps
(vieillissement) et en réponse a des stimuli extérieurs [Jaenisch & Bird, 2003]. Le contrble
épigénétiqgue permet également de maintenir le patrimoine génétique, par exemple en le
protégeant d'attaques virales suite a I'inactivation des genes viraux intégrés dans le génome.
Les maodifications épigénétiques peuvent avoir lieu a plusieurs niveaux : Il'ajout ou
I'enlevement de modifications covalentes des histones et I'ajout de groupements méthyles
sur 'ADN lui-méme. Une dérégulation de ces modifications peut entrainer des maladies
telles que des cancers [Jones & Baylin, 2002]. Des lésions épigénétiques, qui sont par
exemple des changements dans la localisation ou dans la densité globale de 'ADN méthylé,
un défaut dans une modification d’histone, induisent des défauts d’expression des genes

cibles, ce qui peut alors aboutir au développement de maladies [Feinberg, 2007].

- Variants d’histones

Les histones, qui sont parmi les protéines les plus conservées chez les eucaryotes,
permettent le contréle des mécanismes impliqués dans I'expression génique. Cependant,
des protéines ressemblant plus ou moins fortement aux histones ont été identifiées au sein
des nucléosomes, a la place des histones. Ces « variants d’histones », connus depuis 1969,
entrainent des changements dans des régions bien définies des chromosomes, ce qui

modifie notamment I'expression génique [Pusarla & Bhargava, 2005]. lls ont été regroupés
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Figure 7: Les trois voies de
modification du nucléosome
Perche et al, 2003.

© Substitution d'une histone
conventionnelle par un variant.

® Déplacement en cis ou en
trans des nucléosomes par un
complexe de remodelage.
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ubiquitinylation...

Variants de H2A : H2AL, H2A2,
H2A-Bbd, H2A.X, H2A.Z, macroH2A

des histones.

en deux classes, les variants homéomorphes et les hétéromorphes. La premiére catégorie

est composée de variants dont la séquence ne difféere que de quelques acides aminés, sans

conséquence sur leur mobilité électrophorétique. La seconde catégorie, au contraire, est

composée des variants ayant une extrémité carboxy-terminale qui varie tant en séquence

gu’en taille et qui modifie son profil électrophorétique [Perche et al, 2003].

Parmi les substitutions des histones, celles des histones H3 et H2A sont les plus fréquentes.

En effet & elles seules pas moins de 9 variants ont été identifiés (Figure 8). Pour les

histones H2B et H1l quelques variants sont répertoriés, ils interviennent lors de la

spermatogenése. En revanche, pour H4 aucun variant n’est connu, on suppose que cela est

dd a son réle important dans le maintien du nucléosome [Pusarla & Bhargava, 2005].

Variants
Histone | Mammifére Levure Drosophile | Localisations ou fonctions associées
H3 H3.1 Phase S
H3.2 Phase S
H3.3 i H33 H3.3 Régions transcriptionellement actives
Cenp-A Csed Cid Nucléosomes centromériques
H2A H2A.Z Htz1 H2Av Maintenance de I'hétérochromatine au niveau
des centromeres et télomeéres, activation
transcriptionelle et viabilité
H2A W H2A H2Av Points de cassure de 'ADN, condensation et
: silencing du chromosome sexuel méle
MacroH2A Inactivation du chromosome X, intervient avec
: les facteurs de transcription et de remodellage
comme SWI/SNF
H2ABbd Faible espacement entre les nucléosomes

Figure 8: Tableau
récapitulatif des
principaux variants
d’histones , d'aprés
Pusarla & Bhargava,
2005.
Selon le contexte,
différents  variants
peuvent remplacer
une ou plusieurs
histones du noyau
du nucléosome.
Chaque variant est
impligué dans une
fonction différente et
peut entrainer une
modification de
I'organisation
chromatinienne.
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La raison pour laguelle les histones H2A et H3 possedent le plus de variants réside dans le

fait que ces protéines soient facilement accessibles au sein du nucléosome et peuvent donc

étre aisément substituées, a l'inverse de H4. Contrairement aux histones « classiques », les

variants sont synthétisés tout au long du cycle cellulaire (au lieu de la phase S uniquement)

et s'insérent dans le nucléosome indépendamment de la phase de réplication.

L’histone H3 posséde 4 variants (Figure 8) :

CENP-A (Centromere protein A) : qui est essentiel pour la structure et la
fonction du centromére. Il difféere de H3 au niveau de la région amino-
terminale [Ahmad & Henikoff, 2001].

H3.3: entraine l'activation immédiate des genes qui sont habituellement
silencieux en présence de H3 méthylée [Ahmad & Henikoff, 2002].

H3.1 et H3.2 : sont impliqués lors de la phase S du cycle cellulaire [Pusarla
& Bhargava, 2005]

L’histone H2A posséde quant a elle 5 variants (Figure 8):

H2A.Z : est important dans la régulation du silencing de certains géenes. Sa
présence et sa fonction sont dépendantes de I'état transcriptionnel du
promoteur sur lequel il est présent. Par exemple, il est nécessaire pour la
réactivation de Inol suite & une bréve répression, en retenant Inol en
périphérie du noyau. Donc H2A.Z pourrait servir a identifier au niveau
moléculaire les promoteurs de génes récemment réprimés et permettre ainsi
leur rapide réactivation [Brickner et al, 2007]. De plus il differe fortement de
H2, notamment au niveau de la région permettant l'interaction entre les 2
histones H2A ou H2A.Z, a tel point que H2A ne peut interagir avec H2A.Z.
Donc si un histone H2A du nucléosome est substitué par un variant H2A.Z,
le second est a son tour rapidement remplacé par un H2A.Z [Suto et al,
2000 ].

H2A.X : voit sa fonction varier selon le niveau de phosphorylation de son
extension carboxy-terminale (yH2A.X). Par exemple, sa phosphorylation par
une Phosphatidylinositol-3-OH Kinase-related Kinase (PIKK) activée lors de
la voie de signalisation du récepteur au GABA, permet son activation, ce qui
régule la prolifération cellulaire des cellules souches [Andang et al, 2008]. Il
est généralement impliqué dans la réparation des cassures des doubles
brins de 'ADN mais également dans sa réplication [Rogakou et al, 1998 ;
Perche et al., 2003].

MacroH2A.1 et macroH2A.2 : remplacent I'histone H2A au niveau du

chromosome X inactif chez les femelles mammiféres. Ces histones
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possédent en région carboxy-terminale un domaine de 25kDa non-histone,
d'ou leur préfixe « macro» [Constanzi & Pehrson, 1998 ; Chadwick &
Willard, 2001].

- H2ABbd (bar body deficient) : est présent dans les régions de forte activité
transcriptionnelle car souvent associé a H4 acétylée [Chadwick & Willard,
2001].

- Les facteurs de remodelage

Parallélement aux remplacements des histones par leurs variants, de nombreux
complexes protéiques ATP-dépendants ont pour réle de déstabiliser la chromatine, afin d’en
modifier sa structure, dans un but final d’activer la transcription de genes. En effet, I'activité
ATPase des complexes modifie la structure nucléosomale grace a I'énergie libérée par
I'hydrolyse d’'une molécule d’ATP. Elle va entrainer des modifications dans le degré de
torsion de la molécule d’ADN, et donc un changement dans les contacts ADN- histones. Ces
facteurs entrainent un espacement des nucléosomes lors de I'assemblage de la chromatine,
car ils peuvent soit faire glisser (action en cis) soit transférer (action en trans) les
nucléosomes sur ’ADN. lIs jouent un réle important au cours de la réplication de 'ADN ou de
sa réparation, mais également dans le contrdle de l'accessibilité de 'ADN aux facteurs de
transcription.
Cing complexes multiprotéiques ont été jusqu’alors identifiés :

- La Famille SWI/SNF (mating-type switching/ sucrose non fermenting) a été
caractérisée pour la premiére fois chez la levure. Les complexes possédent
une sous-unité ATPase conservée et au moins sept autres sous-unités
(Figure 9), ce qui définit cette famille de complexes [Saha et al, 2006]. De
maniére générale, ils ont la capacité d’activer la transcription, bien que
certaines observations inverses aient été notées [Sudarsanam & Winston,
2000]. Les régions carboxy-terminales a multiples bromodomaines des sous-
unités ATPase du complexe possédent la capacité de se lier aux queues des
histones acétylées, ce qui entraine le recrutement de la machinerie
transcriptionnelle. Cette famille tend a désorganiser, rapprocher ou éloigner,
les nucléosomes parfaitement alignés sur la chromatine. Elle conduit soit au
remodelage direct des nucléosomes, soit au coulissement ou au transfert
des histones sur un autre ADN (Figure 10). Ces changements permettent
alors un recrutement des facteurs de transcription [Sudarsanam & Winston,
2000].
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a SWI/SNF family b ISWI family SANT  SLIDE

ATPase domain Bromodomain ATPase domain domain domain
1 1

-

O Catalytic ATPase O Actin related O Organism specific
D Core conserved D Additional bromodomain (D Unique ISWl-associated subunits

Figure 9 : Les «remodeleurs » de la chromatine de |  a famille SWI/SNF et ISWI , Saha et al, 2006.
Les «remodeleurs» SWI/SNF et ISWI partagent la méme sous-unité ATPase mais associés a d'autres
protéines, laquelle contient un domaine catalytique apparenté aux hélicases DEAD/H box.

(a) Les membres de la famille SWI/SNF contiennent entre 8 et 15 sous-unités qui peuvent varier a
I'exception des sous-unités dites « noyau » et des sous-unités liées a I'actine. La sous-unité ATPase
contient un bromodomaine.

(b) La sous-unité ATPase des membres de la famille ISWI contient des domaines carboxy-terminaux
SANT et SLIDE, qui permettent probablement la liaison aux queues des histones et a 'ADN. Les
«remodeleurs» ISWI contiennent entre 2 et 4 sous-unités supplémentaires afin de spécialiser le
complexe dans sa fonction.

- La Famille ISWI partage également une sous-unité ATPase commune entre
les différents membres de la famille et qui est la méme que ceux de la famille
SWI/SNF. En revanche, chaque complexe de la famille est constitué de
plusieurs copies d'une sous-unité identique, mais propre a chaque
complexe. Il reconnait les queues des histones, ce qui permet son
interaction avec I’ADN, notamment grace a deux domaines (SANT et SLIDE)
qui lui conferent une activité hélicase. Le domaine SANT permet également
I'interaction avec les histones deacetylases. lls réorganisent alors les
nucléosomes en les ordonnant et les espacant tout le long du brin d’ADN
[Saha et al, 2006]. A l'inverse de la famille SWI/SNF, la famille ISWI tend a
réprimer la transcription dans la plupart des situations (de méme, des

observations contraires ont été mises en évidence, [Morillon et al, 2003]).

21




Introduction : Epigénétique et généralités

(a) @ Figure 10 : Les trois activités

UAS : UAS biochimiques de Ila famille SWI/SNF

(7T gere | (17H eene |- Sudarsanam & Winston, 2000.

> (a) Remodelage du nucléosome.
(b) Glissement du nucléosome.
(b) @ (c) Transfert de I'octamére d’histones sur une

UAS : UAS autre molécule d’ADN.

([ gene | = L/ | gene | Rectangle jaune a bords pleins : nucléosome
qui empéche [linteraction de I'ADN avec
d'autres protéines (types facteurs de

(c) @ transcription).
UAS . UAS Rectangle jaune a bords hachurés:
([ gene | : [eene |- nucléosome  remodelé, qui  permet
_@_ l'interaction ADN- protéines nécessaire a la

Acceptor DNA transcription.

- La Famille Mi2/CHD/NuRD (nucleosome remodeling and deacetylation)
entraine une condensation de la chromatine, ce qui tend a réprimer la
transcription [Brehm et al, 2000]. Composés de nombreuses sous-unités
également, ces complexes possedent entre autre une sous-unité a activité
histone désacétylase et une sous-unité a activité ATPase, essentielle & leur
bon fonctionnement (Figure 11). La majorité des sous-unités des complexes
servent a cibler les sites d’action sur la chromatine et a réguler I'activité. lls
se fixent préférentiellement sur de 'ADN méthylé ou via un facteur de
transcription accroché a 'ADN, ils ne s’accrochent pas via les nucléosomes
comme la majorité des complexes de remodelage [Kunert et al, 2009].

Composant du complexe NuRD Fonction Fi,gu,re 11: Composition
- — générale des complexes

HDAC1, HDAC2 Histone déacétylases «remodeleurs» de la chromatine
RbAp46, RbAp48 Protéines se liant aux histones de la famille NuRD ainsi que

Mi-2a (CHD3), Mi-2p (CHD4) Protéines remodelant les

leurs fonctions biochimiques
d’aprés Ahringer, 2000.

nucléosomes, ATP-dépendantes

MTA1, MTAZ2 Meéconnu
MBD3 Maintien?
p66 Méconnu

La Famille INO80 possede une grande similarité avec la famille SWI/SNF,
cependant leur domaine ATPase est coupé en deux (Figure 12a). Les
membres de cette famille ont une activité dépendante de I'ADN et des
nucléosomes en plus de leur activité de remodelage de la chromatine. llIs
possédent tant un effet activateur gu’inhibiteur [Bao & Shen, 2007].

La Famille SWR1 est également une famille de complexes trés proche de la
famille SWI/SNF (Figure 12b). Leur réle principal est le remplacement de

I'histone H2A par son variant H2A.Z et I'implique donc dans la répression de
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la transcription. Cependant elle intervient également dans la réparation des
cassures de 'ADN [Bao & Shen, 2007].

les1

Figure 12 : Modéle des sous-unités

(A) . a ot =  Floure
& . = @ z oy interagissant dans les complexes
" . % INO80 et SWR1, Bao & Shen, 2007.
. 9 % \Lx_ T 1 Le domaine ATPase des 2 sous-unités
H >
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(B)
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C. Différentes modifications de la chromatine

Les deux composants de la chromatine, 'ADN et les histones, peuvent subir des
modifications épigénétiques. Cependant ils ne sont pas exposés aux mémes protéines et ne
vont donc pas étre touchés de la méme fagon. En effet, au niveau de I'’ADN une seule
modification a été mise en évidence, c’est la méthylation. En revanche les histones, elles,
sont la cible de nombreuses enzymes de modifications, et peuvent étre simultanément ou
successivement méthylées, acétylées, phosphorylées, ubiquitinylées ou sumoylées (Figure
130). Les modifications post-traductionnelles touchent majoritairement les queues amino-
terminales protubérantes des histones (Figure 13 ®). Chacune de ces modifications a des
conséquences sur la structure de la chromatine de la région touchée, ce qui va notamment
modifier l'accessibilité a 'ADN dans ces régions. L'ensemble de ces changements va
composer le « code des histones » [Jenuwein & Allis, 2001]. D'aprés ce principe, chaque
combinaison de modifications conduit a une réponse biologique spécifique qui est traduite
par un état de la chromatine particulier. Etant donné la grande diversité des modifications, le
nombre de changements possibles sur chaque octamére d’histones est extrémement élevé.
De plus chaque marquage peut étre temporaire ou au contraire a long terme, il sert d’identité
a la cellule et peut ainsi étre transmis de fagon héréditaire aux générations cellulaires
futures. De plus il existe une transmission possible a la descendance, par exemple, le cas
des paramutations, mises en évidence a l'origine chez les plantes [Chandler & Stam, 2004]
puis chez la souris [Rassoulzadegan et al, 2006]. Ce sont en fait des changements
épigénétiqgues qui sont stables au cours du développement de l'organisme et qui est

transmis a sa descendance. L'existence de plusieurs modifications sur une méme histone
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apporte une dimension supplémentaire au code des histones. En effet, une modification sur
un site peut influencer la capacité d’un autre site & étre modifi€, de maniere synergique ou
au contraire antagoniste (Figure 13 ©).

Ces modifications de la chromatine sont des événements extrémement importants
dans une cellule, a tel point que le moindre déréglement peut avoir des conséquences
graves dans la cellule et son environnement. Dans la majorité des cas, un défaut de
modifications post-traductionnelles va occasionner des problemes dans I'expression génique

et va conduire a des cancers.
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La méthylation de I'ADN n’est pas un mécanisme répandu chez tous les organismes,
par exemple elle est absente chez S. cerevisiae, C. elegans [Colot & Rossignol, 1999]. En
revanche, lorsqu’elle est présente, chez les plantes, de nombreux vertébrés, certains
champignons, ..., la méthylation de I'ADN est un phénoméne extrémement répandu a
travers tout le génome. Elle permet de maintenir constamment silencieuses des régions
chromosomiques entieres ou simplement un géne, notamment dans les séquences
génomiques répétées comme les ADN satellites, certains éléments transposables ou les
rétrovirus endogenes. Chez les mammiferes, la méthylation touche également les exons et
est localisée aussi bien dans les génes qu'a l'extérieur de ceux-ci, en raison de la
colonisation des introns par les éléments répétés. Chez les plantes, a l'inverse, la distribution
de ces éléments - et donc des méthylcytosines - est essentiellement intergénique [Prouteau
& Colot, 2005]. D'un point de vue fonctionnel, la méthylation de 'ADN se fait au niveau du
carbone 5 de la cytosine issue de dinucléotides CpG. Cette modification entraine la
répression de I'expression du gene touché car elle permet d’empécher la fixation de facteurs
activant la transcription ou au contraire de recruter des protéines de type Methyl CpG
Binding Protein (MBP) [Klose et al, 2006]. Cependant certaines régions ne sont pas
touchées par la méthylation, elles portent le nom d’llots CpG. Ce sont des régions d’ADN
riche en guanines et cytosines, qui sont généralement situées dans les régions promotrices
de génes constitutivement actifs ou ayant un profil d’expression tissu spécifique [lllingworth &
Bird, 2009]. Cinq enzymes ont été identifiees comme méthylant 'ADN, ce sont des DNA
methyltranferases (DNMT). DNMT1 permet de maintenir la méthylation au cours des
divisions cellulaires successives, elle méthyle 'ADN nouvellement synthétisé. Aucune
activité méthyltransférase n'a pu étre mesurée pour DNMT2, bien qu’elle contienne le
domaine conférant [lactivité¢ [Zheng et al, 2008]. Cependant une activitt RNA
methyltransferase a été mise en évidence [Goll et al, 2006]. Il en est de méme pour
DNMT3L, qui ne posséde pas non plus d’activitc DNA méthyltranferase, ceci par le fait
gu’elle est délétée du domaine catalytique portant cette activité [Zheng et al, 2008]. Les
DNMT3A et 3B, quant a elles, méthylent 'ADN de novo, c’'est-a-dire qu’elles touchent des
zones non méthylées. En effet au cours du développement embryonnaire, lorsque les
gametes males et femelles fusionnent, chaque cellule haploide apporte son ADN méthylé.
Afin de permettre un brassage chromosomique, tout 'ADN (maternel et paternel) est
déméthylé puis sera re-méthylé progressivement au cours du développement. De plus ces
trois enzymes peuvent également méthyler au cours de la vie cellulaire des ilots CpG qui

resteront alors définitivement inactifs [Jaenisch & Bird, 2003].
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Récemment et contre toute attente [Fantappié et al, 2001], la présence de cytosines
méthylées a été mise en évidence chez S. mansoni, par I'équipe du Pr Hoffmann
[Communication personnelle]. Grace a [l'utilisation de plusieurs enzymes de restriction
sensibles ou non a la méthylation, ils ont montré I'obtention de profils différents, reflétant la
méthylation . Au cours de leurs travaux ils ont montré que la méthylation a lieu tout au long

du cycle parasitaire, aussi bien au cours des stades libres que parasites.

N

Parallelement a I'ADN, les histones peuvent également étre méthylées. Cette
modification est spécifique de certains résidus arginine et lysine des histones H3 et H4. De
plus ces acides aminés peuvent étre mono-, di- ou tri-méthylés. Selon le résidu méthylé
(Figure 14) et le niveau de méthylation, les conséquences sur la chromatine et son

fonctionnement seront différentes (Figure 13 ©).
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lysine lysine lysine arginine arginine arginine, symmetric

Figure 14 : Méthylation des histones , Khorasanizadeh, 2004.

Les lysines et arginines des histones H3 et H4 peuvent étre mono-, di- ou trimléthylées.

La diméthylation des arginines peut étre symétrique ou non, c’est-a-dire portée par deux atomes de
carbone différents ou par le méme.

En effet, la méthylation des histones va avoir des conséquences sur la régulation de la
transcription, le gene silencing au niveau des téloméres des chromosomes, la réparation de
'ADN,... Il existe deux catégories d’enzymes capables de méthyler les lysines, ce sont les
lysines specific histone methyltransferases (HMTs), qui vont ou non contenir un domaine
SET. Chaque enzyme de ces deux familles est substrat spécifique. Pour la méthylation des
arginines, ce sont des arginine methyltransferases (PRMTs) qui vont agir (Figure 15)
[Shilatifard, 2006]. La méthylation est une modification épigénétique extrémement stable,
d'ailleurs on a longtemps pensé qu’il n'existait pas de déméthylases, afin d'6ter les
méthylations. Cependant, en 2004 Shi a mis en évidence LSD1 (Lysine specific
demethylasel) qui a pour particularité d’enlever les résidus méthyls sur les lysines mono- ou
di-méthylées mais pas sur celles qui sont tri-méthylées. Par la suite de nombreuses autres

enzymes démeéthylases des lysines ont été mises en évidence, elles ont été répertoriées en
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deux groupes, les protéines a domaine LSD1 et les protéines a domaine JmjC (jumonji —
cruciform en japonais) [Kouzarides, 2007]. Pour la déméthylation des arginines, leur
mécanisme est particulier, la protéine PAD14 (peptidyl arginine deiminase 4) a la capacité de
convertir l'arginine en citrulline, en enlevant la méthylation avec le groupement imine de
l'arginine [Bannister & Kouzarides, 2005]. Elle agit sur les mono-méthylations et non sur les
di-méthylations. C’est le seul mécanisme mis en évidence a I'heure actuelle, parfois appelé
citrullination (Figure 13 @)

Les effets des marquages des histones par la méthylation peuvent avoir des
conséquences sans aucune synergie. En effet, la triméthylation de la lysine 4 de I'histone H3
(H3K4me3) est impliquée dans le recrutement du complexe Trithorax associé aux genes
actifs. En revanche, la triméthylation de la lysine 27 de I'histone H3 (H3K27me3) permet le
recrutement du complexe Polycomb répresseur de transcription (les protéines Polycomb
conduisent a la formation de structures condensées et inactives, alors que les protéines
trithorax ouvrent la chromatine et permettent a 'ADN d'exprimer son information génétique
pour obtenir les ARNs et protéines cellulaires). Ce qui est plus surprenant, c’est que ces
deux marques sont retrouvées simultanément sur les mémes promoteurs chez la souris ou
dans les cellules embryonnaires humaines. Ces observations montrent donc que des
marques activatrices et répressives coexistent, ce qui sous-entend que ce mode d’action est
bivalent [Herz et al, 2009].

T Ve A e N | 1 S Figure 15:  Histone
Histone methyltransferases (HMTs) methyltransferases,
SET domain lysine HMTs d'aprés Ris-Vicari K,
SET7/9 SeSett® SET1A & 18 HK4 Sp Cird H3K9 2007.
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melanogaster).

Cette modification, au niveau des lysines des histones du noyau du nucléosome, est
réversible et trés dynamique. Les histones acétyl-transférases (HAT) vont ajouter un

groupement acétyle aux acides aminés et les histones désacétylases vont les enlever. Tout
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comme la majorité des modifications post-traductionnelles citées précédemment, les
acétylations vont avoir des conséquences sur la structure chromatinienne. Le groupement
aceétyle ajouté neutralise la charge positive des queues des histones, ce qui permet un
relachement des interactions ADN-histones et inter-nucléosomes. Ceci va rendre une
chromatine plus flexible qui sera plus accessible aux facteurs de transcription. De maniére
générale, l'acétylation entraine une décondensation de la chromatine ce qui permet
l'activation de la transcription. En revanche la désacétylation est plutdt répresseur de la
transcription, car elle lui permet de se refermer sur elle-méme. L'acétylation des histones a
un réle dans la progression cellulaire, la recombinaison, la réparation de I’ADN et I'apoptose
[Carrozza et al, 2003]. De plus elle interagit également avec les autres modifications des
histones. Par exemple, la phosphorylation de la tyrosine 119 de I'histone H2 est essentielle
pour maintenir I'acétylation des lysines 14 de I'histone H3 et 5 de I'histone H4 [Latham &
Dent, 2007].

L'acétylation de la lysine 16 de I'histone H4 (H4K16) est importante pour la structure
de la chromatine. En effet & elle seule elle limite sa compaction et diminue I'interaction entre
les fibres nucléolaires. Son niveau d’'acétylation régule son association avec différents
facteurs, par exemple H4K16 non acétylée interagit avec SIR3 [Suka et al, 2002] en
revanche lorsqu’elle est acétylée linteraction se fait avec TAF1 [Jacobson et al, 2000] ou
encore GCN5 [Dhalluin et al, 1999] et elle régule l'activité de plusieurs protéines [Makowski
et al, 2001 ; Corona et al, 2002 ; Shogren-Knaak, 2006]. Globalement H4K16 ne dicte pas
systématiqguement la méme série d’événements moléculaires selon son niveau d’acétylation,

et peut méme aboutir a des effets opposés.

- La phosphorylation des histones se fait sur deux acides aminés au niveau de la
gueue de la protéine cible. Ce sont les sérines et les thréonines (Figure 13). Ces
modifications sont impliquées dans la régulation de la transcription, la réparation et la
condensation de la chromatine [Kouzarides, 2007]. La phosphorylation la plus étudiée est
celle de la sérine 10 de I'histone H3 (H3S10). C'est une modification extrémement
dynamique au cours du cycle cellulaire. En effet en fin de phase G2 H3S10 est phosphorylée
au niveau de la chromatine péricentromérique, puis au cours de la prophase elle s’étend sur
tout le chromosome, pour finalement étre perdue en anaphase. Il existe donc une corrélation
spatio-temporelle entre la condensation de la chromatine et la phosphorylation de la sérine
10 de I'histone H3. Cette modification semblerait étre essentielle pour l'activation de la

transcription des «immediate early genes » (les génes activés rapidement suite a un

stimulus cellulaire) [Berger, 2002]. L’histone H1, externe au cceur du nucléosome, peut
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également étre phosphorylée, ce qui affaiblit sa liaison a 'ADN [Wolffe & Hayes, 1999]. La
déphosphorylation est un mécanisme tres répandu, la famille de protéine phosphatases 1
(PP1) va enlever les phosphates sur les acides aminés des histones [Khorasanizadeh,
2004].

- L'ubiquitinylation est une modification qui touche spécifiguement les lysines des
histones. Ce changement post-traductionnel module la transcription soit en entrainant la
dégradation des facteurs de transcription par le protéasome (les histones eux ne sont pas
dégradés par le protéasome), soit en recrutant des complexes modifiant la chromatine. De
maniére générale, cette modification permet d’activer ou de maintenir la transcription, car
elle garde la chromatine ouverte [Zhang, 2003]. Elle peut également servir pour la réparation
de I'ADN [Kouzarides, 2007 ; Khorasanizadeh, 2004]. Il a été observé que l'ubiquitinylation
interagit avec beaucoup d’'autres modifications des histones. En effet, cette modification peut
soit entrainer la modification d’autres résidus d’'une méme histone (en cis) ou d'autres
histones (en trans), soit étre la conséquence de modifications d’histones en cis ou en trans.
Par exemple, l'ubiquitinylation de la lysine 123 de l'histone H2B est nécessaire pour la
méthylation des lysines 4 et 79 de I'histone H3 pendant la transcription [Sun & Allis, 2002].

- Les small ubiquitin-related modifiers (SUMO) sont des modifications post-
traductionnelles apparentées aux ubiquitinylations, elles ont lieu sur les quatre histones du
nucléosome. Elles ont un rdéle antagoniste vis-a-vis de I'acétylation et de 'ubiquitinylation, car
elles touchent les mémes résidus, les lysines [Kouzarides, 2007]. La sumoylation des lysines
6 et 7 de I'histone H2B empéche l'ubiquitinylation de la lysine 123 de I'histone H2B. Ce qui
est remarquable c’est que ce phénoméne est bidirectionnel [Latham & Dent, 2007].
Contrairement a l'ubiquitinylation, la sumoylation a tendance a réprimer la transcription [Shiio
& Eisenman, 2003, Latham & Dent, 2007].

- L’ADP ribosylation touche les résidus arginine et glutamate. Actuellement, seule
l'arginine 1 de I'histone H2B a été identifiée comme cible, cependant on sait que d’autres
sites existent [Kouzarides, 2007]. Elle permet d’ouvrir la chromatine et de la rendre active en
modifiant les interactions ADN-histones, mais également les interactions entre nucléosomes
[Hassa et al, 2006]. La réaction se fait selon deux catégories d’enzymes, les mono-ADP-
ribosyl-tranferases (MARTS), qui ajoute un ribose par acide aminég, ou les poly-ADP-ribose-
polymerases (PARPS), qui poly-ribosylent les résidus [Kouzarides, 2007].

- L’isomérisation des prolines : Les résidus proline des peptides peuvent adopter
deux conformations, en cis et en trans. Ces états tridimensionnels modifient fortement la
structure secondaire des polypeptides [Kouzarides, 2007]. Ce changement de conformation
modifie la structure de la chromatine en régulant les interactions ADN-histone [Nelson et al,
2006].
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- La biotinylation touche les lysines des histones H2A, H3 et H4 (H2AK9, K13,
K125, K127 et K129, H3K4, K9 et K18, H4K3, K8 et K12) [Hassan et al, 2006]. Sur le plan
fonctionnel, ces modifications interviendraient dans la formation de I'hétérochromatine, la
condensation des chromosomes lors de la mitose, la régulation de I'expression génique et

dans la réponse aux traitements dénaturants de 'ADN [Hassan et al, 2006].

2.2. ACETYLATION/ DESACETYLATION

Nous avons vu a travers la premiére partie de lintroduction que de nombreux
mécanismes sont impliqués dans la régulation génique. La molécule d’ADN ne se suffit pas
elle-méme, de nombreux facteurs extérieurs interviennent et ont leur importance. C’est donc
la mise en place d'une fine régulation qui permet a tout cet ensemble de fonctionner, et un
dysfonctionnement dans cette machinerie aboutit, bien souvent, & un cancer.

Au cours de cette deuxiéme partie d’introduction, nous allons nous concentrer sur
l'acétylation des lysines. Ce changement a lieu sur les histones mais également de
nombreuses autres protéines cellulaires. Les Histones acetyltransferases (HATS) ajoutent un
groupement acétyle aux lysines des histones et les Histones Deacetylases (HDACS) les
enlévent. Ces deux familles de protéines agissent sous forme de complexes, qui déterminent
la spécificité de substrat des enzymes ainsi que leurs interactions avec d’autres protéines,
ADN ou nucléosomes. L'acétylation de différents résidus est coordonnée, elle peut étre
spécifique ou non mais dans tous les cas va entrainer des modifications de la structure

chromatinienne [Shahbazian & Grunstein, 2007].

a. Les Histones AcetylTransferases (HATS)

En 1964, les travaux d’Allfrey et de ses collaborateurs ont permis de montrer que
l'acétylation est associée a la synthése d’ARN et que celle-ci est plus efficace lors de
l'acétylation [Allfrey et al, 1964]. En fait les HATs sont des enzymes qui utilisent l'acétyl
coenzyme-A (AcCoA) comme donneur et qui acétylent I'e-amine des résidus lysines
[Berndsen & Denu, 2008]. Ce changement neutralise la charge positive des lysines, ce qui
altére l'interaction entre protéines mais également les interactions protéines/ADN. Les HATs
remodélent la chromatine au niveau des régions promotrices des génes afin de faciliter le
recrutement des facteurs de transcription et autres complexes impliqués dans la régulation
transcriptionnelle. Le profil d’acétylation de différents génes refletent donc les enzymes
recrutées aux différentes étapes de la transcription, ce qui pourrait contribuer a la complexité
du « code des histones » . Les HATs ont comme substrat les histones, mais également des

régulateurs de la transcription (facteurs de transcription ou protéines de la machinerie
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transcriptionnelle : p53, E2F1, EKLF, TCF, HNF4, TFIB, TFIIF, ...), des protéines de
structure (tubuline et polyamine) et des protéines impliquées dans l'importation nucléaire
(importine a) [Marmorstein & Roth, 2001]. L’activité acétylase par les HATs sur les protéines
autres que les histones porte le nom de Factor AcetylTransferase (FAT). Il existe deux types
de HATs [Marmorstein & Trievel, 2009] :
- HATs de type A dites nucléaires : qui sont regroupées en plusieurs familles
et basées sur une séquence conservée et un domaine HAT.
- HATs de type B dites cytoplasmiques : impliguées dans le dépdt des
histones et I'acétylation d’autres protéines.
Les différentes familles de HATs nucléaires ont des substrats différents et agissent dans
différents contextes. C’est I'association d’autres protéines avec une HAT, pour former des
complexes (Figure 16), qui régit la spécificité du substrat ainsi que leur fonction dans la
transcription. Par ailleurs les HATs peuvent agir de facon plus globale et acétyler les
nucléosomes a travers tout le génome, pas seulement au niveau d’'un gene spécifique. Par
exemple, Gen5 et Esal acétylent les histones des nucléosomes adjacents a de larges
domaines contenant des séquences codantes et intergéniques [Shahbazian & Grunstein,
2007].

HAT Substrate Figure 16: Substrat des HATs et de
certains complexes , Marmorstein, 2001.
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GCN35/Ada H3 (14, 18). H2B (nucleosomes)
GCNS/SAGA H3 (9, 14, 18), H2B (nucleosomes)
PCAF/complex H3, H4 (nucleosomes)
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Sas3 H3, H4, H2A
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CBP/p300 H2A (5). H2ZB (12. 15). H3 (14, 18).
H4 (5, 8), p53 (373, 382). HMG [(Y)
(65), TFIIF
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La premiere enzyme de cette famille identifiée est la HAT A de Tetrahymena, elle est
'orthologue de GCN5 (General Control Nonderepressible 5) de levure. Par la suite
I'orthologue de GCN5 a été identifié chez de nombreux organismes, dont I'Homme ou deux
isoformes dues a un épissage alternatif et nommées: GCN5 et PCAF (p300/CBP-

Associated Factor) [Timmermann et al, 2001]. Chez Schistosoma mansoni également,
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GCNS5 a été identifiée [de Moraes Maciel et al, 2004] et son activité sur H3K14 ainsi que des
facteurs de transcription démontrée [de Moraes Maciel et al, 2008]. Les GCN5 sont des
coactivateurs pour un grand nombre d’activateurs de la transcription [Marmostein, 2001]. A
travers les membres de cette famille, nous observons un ou plusieurs motifs conserveés, avec
cependant une homologie de séquence limitée (Figure 17 ). Il existe un domaine HAT de 160
acides aminés environ en région amino-terminale et un bromodomaine en région carboxy-
terminale qui permet le ciblage du motif lysine acétylée. De plus il existe une séquence avec
des homologies composée de quatre segments de 15 a 33 acides aminés, nommés de A a
D [Marmostein, 2001 ; Marmorstein & Roth, 2001]. Ces motifs forment un domaine dont la
structure est conservée qui contient trois feuillets B anti-paralleles et une hélice. Les
protéines de la famille GNAT possedent également une région conservée boucle-feuillets 8
juste en aval des motifs A-D et qui forme le domaine central conservé. Ce domaine conservé
joue un rble dans la catalyse et permet l'interaction avec le Coenzyme A [Marmorstein &
Roth, 2001]. La protéine PCAF a la capacité de s'auto-acétyler au niveau du signal de
localisation nucléaire, cette modification sert pour augmenter son activit¢ HAT. Il semble
donc que certaines HATs possedent un mécanisme analogue aux kinases et a leur systeme
d’autophosphorylation puis de phosphorylations en cascade pour leur régulation [Santos-
Rosa et al, 2003].

Figure 17 : Structure des

{GCN5/PCAF) L | [Bromer] |43 différentes familles de
HATs, Marmorstein & Roth
yESA1 , ,
MYST) [ [chromo[ ] [ Ja4s 2001.
Représentation d'un
hCBP
(CBPp3oo) L ICMH-1] [TBiomoH|C/H-2 o3 [2441|  embre de chaque famille
hSRC-1 | | "D de HAT. HAT: histone
(SRC) bHLH-PAS RIDs _|1440 acetyltransferase domain ;
Bromo : bromodomain ;
hTAFI1250 - _— - '
(TAFII250) [ Kinase || [[Bromo [ Brome | [[1875| Chromo: chromodomain; zn:
zinc-binding domain; C/H:
ATF-2 Act bZip 505 Cys/His-rich regions (1, 2 and

3); bHLH-PAS: basic helix-
loop-helix PAS A and PAS B domains ; RIDs : LXXLL receptor interacting motifs ; Act : transcriptional activation
domain ; bZip : basic zipper DNA-binding domain.

Chez 'Homme GCN5 et PCAF interagissent avec une HAT d'une autre famille,
CBP/p300. Ensemble, elles participent & des complexes HATs similaires dans la cellule et
sont impliquées dans la régulation de la transcription et le contréle du cycle cellulaire. La
surexpression de PCAF entraine un arrét du cycle cellulaire a cause d'un défaut dans la
balance d’interaction avec deux régulateurs du cycle cellulaire, E2F et p53. L'acétylation de
E2F par PCAF se fait dans la région qui permet sa liaison avec I'ADN, ce qui permet
d’augmenter l'activité transcriptionnelle de E2F et qui permet sa stabilisation. Au contraire
p53 est un géne supresseur de tumeur qui réprime la progression du cycle cellulaire et

'entrée en phase de synthese (phase S). L’'acétylation de p53 par PCAF augmente sa
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capacité de liaison a I'ADN. Donc PCAF est acteur de deux scénarios Opposeés, soit
I'activation du cycle cellulaire lors de I'acétylation de E2F ou au contraire sa répression lors
de l'acétylation de p53. De maniere générale, une mutation dans la région contrblant
l'activité HAT des protéines de la famille GNAT a des effets sur la prolifération cellulaire et la
formation de tumeurs. Une souris KO pour PCAF est viable et fertile, en revanche une souris

KO pour Gen5 meurt au cours du développement embryonnaire [Timmermann et al, 2001].

Cette famille est constituée de deux protéines fortement homologues de grande taille
(environ 300kDa). Ce sont des coactivateurs globaux de la transcription dont I'expression est
ubiquitaire, qui interagissent avec diverses protéines telles que des facteurs de la machinerie
basale de la transcription, des récepteurs nucléaires... lls jouent un réle critique dans la
croissance cellulaire, la différenciation, I'apoptose et la transformation [Timmermann et al,
2001].

CBP (CREB- Binding Protein) est un coactivateur du facteur de transcription CREB
(cAMP Response Element Binding Protein) et est impligué dans le développement du
systéme hématopoiétique, dans la prévention des défauts hématologiques. CBP est la cible
de plusieurs cas de translocations chromosomiques responsables de leucémies chez
’Homme, comme, par exemple, les fusions CBP-MOZ et CBP-MLL. De plus une mutation
dans le géne codant CBP provoque le syndrome Rubinstein-Taybi qui se manifeste par un
retard mental et des défauts crano-faciaux [Timmermann et al, 2001]. Chez le schistosome,
deux orthologues ont été identifies SmMCBP1 et SmMCBP2 [Bertin et al, 2006].

p300 est une cible de la protéine adénovirale E1A et posséde un rdle supresseur de
tumeur. L'apparition de mutation dans le géne provoque le développement de cancers chez
'Homme. Son expression semble étre ubiquitaire. L’interruption du géne p300 chez la souris
entraine la mort au cours du développement embryonnaire, due a des défauts de
prolifération cellulaire et un mauvais développement des tissus cardiaques foetaux
[Timmermann et al, 2001].

Cette famille de HATs possede des homologies de domaine avec la famille GNAT
(Figure 17 et Figure 18). CBP et p300 possedent un large domaine HAT d’environ 500
acides aminés, un bromodomaine, un domaine KIX et un domaine d’homologie avec la
protéine Ada2. De plus trois régions riches en résidus histidines et cystéines sont répartis sur
toute la protéine, ils portent respectivement les noms de TAZ, PHD et ZZ et ont une structure
en doigts de zinc. Les domaines nommés TAZ (ou CH1), ZZ (ou CH3) et KIX, sont impliqués
dans les interactions entre les protéines (p53, E2F1, CREB, JUN, E1A, Antigene T de SV40,

pCAF, MyoD, FOS, p73,...). Le bromodomaine permet linteraction avec les lysines
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acétylées. Les régions amino- et carboxy-terminales des deux protéines, quant a elles,
servent & activer la transcription [Chan & La Thangue, 2001]. Les substrats reconnus par
CBP et p300 possédent systématiquement trois ou quatre acides aminés basiques de
chaque co6té de la lysine cible [Marmostein & Trievel, 2009]. Pour ces deux protéines, il
existe un inhibiteur compétitif commun, qui est la lysine coenzyme A (LysCoA), ce qui

complique la discrimination fonctionnelle des deux protéines [Lau et al, 2000].

Figure 18: Organisation des

SmcBP1 ‘ domaines fonctionnels de p300 de la

SmCBPZ‘ famille de HAT CBP/p300 , Chan & La
Thangue, 2001.
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Contrairement aux familles de HATs GNAT et CBP/p300, aucune autre famille de HAT
n'a été identifiée chez le schistosome.

- MYST est la plus grande famille de HAT recensée. Les membres (MOZ, YBF-
2/SAS3, SAS2 et TIP60) possédent des réles dans de nombreuses fonctions biologiques,
telles que le gene silencing, l'apoptose, le cycle cellulaire, I'homéostasie des cellules
souches et dans le X chromosome dosage compensation chez la drosophile. Chez les
mammiféres cing protéines ont été identifiées comme appartenant a cette famille et peuvent
étre regroupées en trois sous-familles : (1) MOZ (monocytic leukemia zinc finger protein) et
QKF (Querkopf), (2) MOF (MOZ-related Factors) et TIP60 (HIV Tat-interacting protein of 60
kDa), et (3) HBO1 (HAT Bound to Original Recognition Complex). L’existence de paires de
coactivateurs extrémement similaires est fréquente chez les protéines impliquées dans la
régulation transcriptionnelle chez les mammiféres (par exemple CBP et p300) [Thomas &
Voss, 2007]. Les protéines de la famille MYST sont définies par un domaine HAT fortement
conservé d'environ 250 acides aminés, appelé domaine MYST (Figure 19). Il contient un
domaine en doigts de zinc atypique (C2HC) ainsi que le site d'interaction avec I'AcCoA.
Selon la sous-famille de protéine, le chromodomaine lorsqu’il est présent, se situe dans la
région amino-terminale et est impliqué dans l'interaction avec les facteurs de remodelage de
la chromatine et avec 'ARN. Le domaine PHD permet l'interaction avec d’autres protéines,
tout comme le domaine Ser ; le domaine riche en méthionines interagit avec les peptides
signaux d’autres protéines et permet leur exclusion nucléaire et les doigts de zinc sont

impliqués dans l'interaction avec I'’ADN [Thomas & Voss, 2007].
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Figure 19 : Schéma
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- RTT109 n'est présente que chez les champignons comme un budding yeast
regulator of Tyl transposition et comme étant impliquée dans la réponse aux dommages de
I’ADN dus aux agents génotoxiques. Plus récemment il a été montré que RTT109 favorise la
stabilité génomique. Elle a la capacité d'acétyler directement la lysine 56 de I'histone H3
durant la phase S [Marmorstein & Trievel, 2009]. RTT109 n’a pas d’homologie de séquence
avec les autres HATSs, cependant elle a une trés grande similarité de structure avec p300,
car elle contient au centre sept feuillets B isolés entourés par des hélices. Tout comme p300,
RTT109 a la capacité de s’auto-acétyler pour s’activer, mais cette acétylation n'est pas
essentielle pour I'acétylation de H3K56 mais pour I'acétylation d’autres substrats [Thompson
et al, 2004]. RTT109 interagit avec deux protéines histones chaperones, Asfl et Vps75. ;
Cette interaction est essentielle pour que RTT109 interagisse avec d’autres protéines, car
elle ne contient pas de domaine permettant de telles interactions [Marmorstein & Trievel,
20009].

- TAFIl 250 (TATA binding protein Associated factor 1ID)) est une sous-unité de
TFIID, impliquée dans la premiere étape de [l'initiation de la transcription ARN polymérase Il
dépendante. Cette HAT acétyle les histones H2A, H3 et H4 grace a son domaine central, qui
permet également la liaison a I'Acétyl-CoA grace au motif Gly-X-Gly (Figure 17). Ce
domaine n’est que trés peu conservé par rapport aux autres HATs connues, ce qui fait de
TAFIl 250 la seule composante de la famille [Sterner & Berger, 2000]. Elle posséde un
domaine kinase qui lui permet de s’autophosphoryler mais également de phosphoryler la
grande sous-unité du facteur de transcription TFIIF. Dans la région carboxy-terminale elle
posséde un double bromodomaine non essentiel pour I'activité enzymatique [O’Brien & Tjian,
2000].

- La famille SRC (Steroid Receptor Coactivator) est constituée de coactivateurs de
récepteurs nucléaires qui interagissent avec les récepteurs nucléaires hormonaux. SRC-1
(également nommée pl160) qui interagit avec de nombreux récepteurs aux hormones, tels

que le récepteur a la progestérone (PR), aux glucocorticoides (GR), aux oestrogenes (ER),
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aux hormones thyroidiennes (TR) et a l'acide rétinoique (RAR). SRC1 acétyle les histones
H3 et H4 grace a son domaine HAT situé en région carboxy-terminale (Figure 20). SRC-1
interagit avec CBP/p300 et PCAF, ce qui indique que plusieurs HATs sont nécessaires pour
la régulation de la transcription induite par les hormones. De plus SRC-1 est acétylée par
CBP [Sterner & Berger, 2000].

Figure 20 : Structure des HATs
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- ATF-2 est une DNA-binding protein qui se lie aux cCAMP-response elements (CRES)
pour former un hétérodimére avec c-Jun, grace a un motif Leucine-Zip en région carboxy-
terminale (Figure 17). Ceci permet la stimulation de l'expression de la transcription
dépendant de Cre [Kawasaki et al, 2000 (1)]. ATF-2 est la seule HAT qui a la capacité de
reconnaitre spécifiguement une séquence nucléique et de s’y fixer. L’activité désacétylase

d’ATF-2 est contrblée par la phosphorylation [Kawasaki et al, 2000 (2)].

Les complexes contenant les protéines a activitt HAT se lient a 'ADN par
lintermédiaire d'activateurs transcriptionnels, au niveau d'éléments UAS (Upstream
Activating Sequence). De plus, parallelement a ces facteurs, certaines modifications
épigénétiques des histones, autres que l'acétylation, sont parfois nécessaires pour le
recrutement des complexes HATs. Par exemple, la sous-unité Chdl appartenant aux
complexes SAGA et SILK reconnait H3K4 méthylée grace a son chromodomaine [Pray-
Grant et al, 2005]. Une fois fixée au niveau d’'un gene actif, une HAT est maintenue en place
seule ou grace aux recrutements d'autres HATs, qui contiennent un bromodomaine
permettant de lier les lysines acétylées. Cette fixation maintient un certain niveau
d’'acétylation. Par exemple, Gen5 lie H4K16 acétylée, ce qui permet de recruter le complexe
SAGA [Owen et al, 2000].

La régulation sélective existant grace aux HATs est déterminée par les différents
sites ou sont recrutées les enzymes, par la nature de la chromatine et par I'état des

modifications des histones.

b. HDACs

Afin de contre balancer l'activité des HATs, des HDACs désacétylent les lysines

acétylées. Elles établissent et maintiennent la répression génique, de facon gene-spécifique,
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mais également plus globalement & travers le génome. La machinerie
acétylation/désacétylation est un mécanisme hautement dynamique, qui définit le taux de
transcription. En effet, un niveau élevé d'acétylation ne définit en lui méme un taux de
transcription important, mais c’est plutét un haut niveau d’acétylation couplé a une
désacétylation rapide. Au niveau des régions transcriptionnellement actives, un fort turnover
acétylation/désacétylation est observé alors que dans les régions plus faiblement transcrites,
la désacétylation se fait plus lentement aprés l'acétylation. L’acétylation est globalement
élevée au niveau des genes actifs, I'activité HAT étant plus importante que I'activité HDAC,
la balance penche donc pour un état acétylé des genes fortement exprimés [Shahbazian &
Grunstein, 2007]. La désacétylation, en elle méme, permet d'établir et de maintenir une
répression génique, puisqu’elle entraine une condensation de la chromatine, ce qui la rend

moins accessible aux facteurs de transcription et aux machineries transcriptionnelles.

Les HDACSs sont des enzymes anciennes, extrémement bien conservées a travers le
régne du vivant puisqu’elles sont retrouvées chez les eucaryotes comme les procaryotes.
Ces sont des enzymes plus anciennes que leur substrat préférentiel, les histones. En effet,
elles ont été mises en évidence chez les bactéries qui ne possédent pourtant pas d’histone
(mais des protéines basiques, appelées histone-like). En 1996, Taunton et al ont purifié la
premiere HDAC, HDAC1, a partir d'un extrait protéique bovin et d’'une colonne d’affinité
couplée a un inhibiteur de HDACSs, la trapoxine. C’est I'orthologue de Rpd3 de levure. Des
études précédentes sur Rpd3 ont montré son implication dans la régulation génique globale
[Vidal & Gaber, 1991], I'importante similarité de séquence entre les deux protéines a permis
de faire le lien entre l'acétylation des histones et la régulation génique. Par la suite de
nombreuses autres HDACs ont été identifiées et grace aux données structurales et aux
homologies avec les protéines de levure, une classification est établie (Figure 21). Il existe
deux grandes catégories de HDACSs, définies par le cofacteur essentiel a leur activité. Un
groupe de HDACs voit son activité dépendante d'un ion zinc. On retrouve dans cette
catégorie trois classes d’enzymes, la classe | (ou Rpd3-like (Reduced Potassium
Dependency —3)), la classe Il (ou Hdal-like (Histone Deacetylase 1)) [de Ruijter et al, 2003]
et la classe IV qui ne comporte qu'un seul membre HDAC11 [Gao et al, 2002]. L'autre
groupe des HDACs est dépendant du nicotinamide adénine dinucléotide, ou NAD+. Cette
catégorie d’enzyme définie a elle seule la classe Il (ou Sir2-like) des HDACs [Braunstein et
al, 1993]. L'importante conservation des HDACs au cours de I'évolution confirme leur réle
essentiel dans des mécanismes cellulaires ancestraux (Figure 21 ). Cependant la duplication

importante de genes codants des HDACs chez 'Homme ; 11 genes distincts pour les
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classes | et Il, a probablement contribué a l'acquisition de nouvelles fonctions ou des

spécificités de fonction.
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Figure 21: Arbre phylogénétique
basé sur les séquences des HDACs
eucaryotes , Gregoretti et al, 2004.
Arabidopsis thaliana : At

Caenorhabditis elegans : Ce

Danio rerio (Poisson zébre) : Dr
Drosophila melanogaster : Dm

Homo sapiens :Hs

Mus musculus : Mm

Saccharomyces cerevisiae :Sc
Schizosaccharomyces pombe : Sp
Aquifex aeolicus : AquiAe

Bacillus subtilis : BaciSu

Caulobacter crescentus : CaulCr
Desulfovibrio desulfuricans : SulfoSo
Mesorhizobium loti : MesoLo

Neisseria meningitidis : NostSp
Synechocystis sp : SyneSp2
Synechococcus sp : SuneSp4
Aeropyrum pernix : AeroPe
Methanothermobacter jannaschii : MethJa

- Mode d’action

Conservé parmi les différentes espéces, le domaine catalytique des HDACs est formé

d’environ 390 acides aminés. Le site actif est constitué d’'une poche tubulaire courbée [Finnin

et al, 1999]. Le retrait du groupement acétyle s’opére via un systéme de transfert de charge

constitué de deux histidines adjacentes, deux acides aspartiques et d’une tyrosine [Buggy et

al, 2000 ; Finnin et al, 1999]. Le composant essentiel du systéme de transfert de charge est

la présence d’un ion zinc (Zn*"). Le site de fixation de cet ion se trouve au bout de la poche

catalytique. Les travaux de Finnin en 1999 ont proposé le mécanisme d’action a la suite de

la cristallisation du domaine catalytique et d'un homolgue d'une HDAC chez la bactérie

thermophile Aquifex aeolicus avec des inhibiteurs comme la trichostatine A (TSA) ou l'acide

hydroxamique suberoylanilide (SAHA).

Par ailleurs, l'activité enzymatique des enzymes HDACs produites sous forme de

protéines recombinantes est souvent trés faible voire nulle, indiquant que d'autres

partenaires cellulaires sont requis pour une conformation et une efficacité enzymatique.

Cette observation est confirmée par l'analyse des structures cristallographiques des

enzymes bactériennes qui suggere que l'environnement du site catalytique pourrait
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constituer autant de surfaces d'interaction protéine/protéine différentes, a I'exception
d’'HDACS.

Parmi la famille de HDACs dites « classiques », I'organisation en trois familles de

toutes les enzymes s’est faite sur des criteres d'identité de séquences (Figure 22 ). En outre

cette classification a révélé que les protéines d'une méme classe pouvaient partager

davantage que des homologies de séquence, telles que des ressemblances au niveau de

leur fonction ou de leur localisation.

22).
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" HDACL1 et 2 sont deux protéines extrémement proches, car elles possédent une
identité de séquence avoisinant les 82%. Leur activité enzymatique est maximale lorsqu’elles
font partie de complexes, tels que Sin3, NuRD et Co-REST. Elles peuvent également lier
directement des protéines de liaison a I'ADN telles que YY1 (Yin and Yang 1) [Yao et al,
2001], ou la protéine du rétinoblastome Rb [Magnaghi-Jaulin et al, 1998]. HDAC1 a la
capacité de former des homodimeres ainsi qu'un hétérodimere avec HDAC2, grace a leurs
domaines coiled-coil en région amino-terminale [Gregoretti et al, 2004]. Toutes deux sont la
cible de modifications post-traductionnelles qui régulent fortement leur activité. En effet, une
hyperphosphorylation par la kinase CK-2 (Casein Kinase-2) au niveau de leur extension
carboxy-terminale aboutit & une augmentation de I'activité désacétylase. In vivo, HDACL1 et 2
sont phosphorylées a un faible niveau, mais c’est essentiel a leur activité et notamment a la
formation des complexes dans lesquels elles sont impliquées [de Ruijter et al, 2003].

" HDAC3 differe légerement de HDACL et 2 car elle ne posséde qu’un seul site de
phosphorylation par CK2 [Zhang et al, 2005] (Figure 23). Elle est également phosphorylée
par la protéine a activité tyrosine kinase SRC lors de leur interaction, ce qui pourrait
constituer un mode de régulation original parmi les HDACs [Longworth et al, 2006]. HDAC1,
2 et 3 fonctionnent globalement de la méme fagon, car HDAC2 est elle aussi active
uniqguement lorsqu’elle est impliguée dans un complexe (SMRT (Silencing Mediator for
Retinoic Acid ant Thyroid Hormone Receptors) et N-CoR (Nuclear Receptor Co-Repressor)).
De plus HDAC3 possede la capacité de s’homodimériser ainsi que de former des
hétérodimeres avec HDAC4 [de Ruijter et al, 2003].

. HDACS est la derniere HDAC de classe | identifiee [Buggy et al, 2000]. Elle est la
plus similaire a HDAC3 (34% d'identité), cependant elle a une structure légérement
différente car elle n’est constituée quasiment que du domaine catalytique (Figure 23). De
plus, contrairement aux autres HDACs de classe |, Il et IV, HDACS8 peut lier indifféremment
le Zn** et le Fe** [Gantt et al, 2006]. A I'inverse des autres HDACs, HDACS peut fonctionner
seule [de Ruijter et al, 2003] et sa phosphorylation (par la protéine kinase A et non plus CK-
2) réprime son activité désacétylase [Yang & Seto, 2008].

Toutes les HDACs de classe | montrent une activité désacétylase qui cible
principalement les protéines nucléaires, ce qui correle avec leur localisation et le domaine
NLS qu'elles possédent. En effet HDAC1 et 2 sont exclusivement nucléaires, quant a
HDACS3 elle posséde un NLS (Nuclear Localization Sequence) et un NES (Nuclear Export
Sequence), ce qui suppose une translocation possible vers le cytoplasme bien gqu’elle soit
principalement nucléaire. L'étude de la localisation d’'HDACS8 est rendue difficile par son
faible taux d’expression, cependant sa surexpression démontre également une localisation

nucléaire [Van den Wyngaert et al, 2000].
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- Classe I

Les protéines les plus fortement homologues a Hdal de levure sont regroupées dans
la classe Il de HDACSs, qui est elle-méme divisée en deux sous-classes : lla et IIb (Figure
23). L'organisation structurale de cette classe de protéines est constituée d’'un large domaine
catalytique et d'une longue extension dont la fonction est inconnue. La particularité des
membres de la sous-classe Ilb est qulils posseédent plus d'un domaine HDAC. Leur
expression est plus restreinte que celle des membres de la classe |, suggérant des réles plus
spécifigues dans les phénoménes de différenciation et de développement [Buggy et al, 2000
; Galasinski et al, 2002].

= Sous-classe lla: HDAC4, 5, 7 et 9 . Ce sont des protéines dont la fonction n’est
pas ubiquitaire, elles interviennent a différents stades au cours de la différenciation de la
cellule musculaire. Le domaine catalytique est situé du cété carboxy-terminal, un domaine
NLS est situé dans la région amino-terminale ainsi que de nombreux domaines d’interactions
avec d'autres protéines (Figure 23). Par exemple, HDACA4, 5 et 7 interagissent avec la HAT
CBP, avec MEF2 (Mycocyte Enhancer Factor 2) et 14-3-3. HDAC9 est Iégérement différente
des autres HDACs de classe Il car elle porte le domaine catalytique du c6té amino-terminal,
comme les HDACs de classe I. Il existe trois variants de HDAC9 répertoriés, HDAC9a,
HDAC9b et HDRP/HDAC9c (qui est déficient pour l'activité désacétylase). HDAC4, 5, 7 et
HDACOc s’associent & HDAC3 afin de recruter le complexe SMRT/N-CoR dans le noyau.
Ces protéines peuvent avoir dans certains cas une localisation cytoplasmique et ne sont
donc pas strictement nucléaires. HDAC4 et HDAC5 notamment semblent capables de se
déplacer entre le cytoplasme et le noyau grace a leur domaine NES au cours des processus
de prolifération et différenciation musculaires d’'une part [Miska et al, 1999], et en réponse a
l'activité synaptique des neurones d’autre part [Chawla et al, 2003]. HDAC7, bien que ne
possédant pas de NES, migre du cytoplasme vers le noyau durant la différenciation des
cellules musculaires. Sa localisation semblerait étre dépendante de I'expression des
protéines CaMK et 14-3-3 [de Ruijter et al, 2003]. HDAC 4, 5 et 7 sont capables de réprimer
l'activité du facteur de transcription MEF-2, blogquant ainsi la différenciation musculaire. Ce
blocage peut étre levé par la phosphorylation des HDACs par I'activité CamK [McKinsey et
al, 2000]. La localisation sub-cellulaire de ces trois HDACs differe au cours de la
différenciation musculaire, suggérant un mécanisme particulier de régulation de I'expression
des génes durant ce processus [Kao et al, 2001 ; Wu et al, 2001]. HDAC 9 est également
capable d'interagir avec MEF-2 et, dans le muscle adulte, permettrait le maintien d'un
programme génétique de myotubes différenciés en réponse a la stimulation électrique

exercée par les motoneurones [Mejat et al, 2005].
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. Sous-classe b : HDAC6 et 10 . HDAC6 posséde une répétition en tandem du
domaine catalytique du c6té amino-terminal de la protéine (Figure 23). HDAC10, quant a
elle, posséde un domaine catalytique complet et un vestige d’'une deuxieme copie du
domaine. Il semblerait que HDAC10 serait issue de I'évolution d’une protéine HDACG6-like
[Guardiola & Yao, 2002 ]. L’évolution entre les branches HDAC6 et HDAC10 a été rapide, ce
qui suggere une divergence fonctionnelle entre les deux protéines [Gregoretti et al, 2004]. En
effet HDACG6 est localisée principalement dans le cytoplasme et interagit avec HDAC11, elle
contrble la mobilité cellulaire dépendante des microtubules [Hubbert et al, 2002]. En
revanche HDAC10 est nucléaire et interagit avec HDACL, 2, 3, 4, 5 et 7, SMRT, comme la
majorité des HDACs de classe Il, mais également Rb, ce qui suggére son implication dans la

régulation du cycle cellulaire [de Ruijter et al, 2003].

- Classe IV

HDAC11 est 'unique membre de la classe IV, elle présente des similarités relatives avec les
classe | et Il. Son domaine catalytique est situé en région amino-terminale (Figure 23) et ne
semble étre impliqué dans aucun complexe protéique, ce qui distinguerait HDAC11, sur le
plan biochimique, des autres HDACs. Sa localisation est exclusivement nucléaire, et son
production est restreinte a certains tissus (rein, coeur, cerveau, muscle squelettique et
testicule) chez 'Homme [Gao et al, 2002]. On la retrouve aussi chez C. elegans, D.

melanogaster, les bactéries et les plantes [Yang & Seto, 2008].

Les HDACs n’ont pas la capacité de se fixer directement sur les régions promotrices
de I'ADN ou elles doivent intervenir et réprimer la transcription. Pour cela, I'implication
d’autres protéines ou complexes est essentielle. Les HDACs peuvent directement interagir
avec des protéines se liant a I’'ADN, telle que YY1 et HDAC1 ou encore MEF2 et HDACA4, 5,
7 et 9. Les HDACs peuvent également étre prises en charge par des complexes
multiprotéiques, lesquels sont souvent essentiels a l'activité désacétylase des HDACs
(Figure 24). Le complexe Sin3 est composé des protéines Sin3A/B qui permettent de
recruter les autres acteurs du complexe tels que HDAC1 et 2, RbAp48 (qui se lie aux
histones) ainsi que SAP18 et 30 (qui stabilisent 'ensemble). Il interagit avec les facteurs de
transcription, ce qui permet de cibler I'activité désacétylase des HDACs [Cunliffe, 2008]. Le
complexe de remodelage NURD est également constitué des HDACL1 et 2. Les sous-unités
RbAp46/48 sont également retrouvées au sein du complexe, ainsi que MBD3 et les
protéines a domaine SANT MTAL et 2 [Cunliffe, 2008]. COREST est recruté par la protéine a
doigts de zinc REST au niveau des promoteurs de genes neuronaux, via la protéine REL.

Les complexes contenant NCoR et SMRT sont composés de nombreuses sous-unités
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protéiques variables, dont les HDACs de classe | et Il. Chez les mammiféres et la drosophile
ils régulent le recrutement et la différenciation des progéniteurs neuraux [Cunliffe, 2008]. Ces
deux complexes jouent des rodles fondamentaux au cours du développement, de la
différenciation et de la tumorigénese, grace a la capacité qu'’ils ont a activer la répression de

la transcription suite au recrutement de différents facteurs [Li et al, 2000].
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- Cancer et développement d'inhibiteurs

Les HDACSs ont un réle extrémement important dans la régulation de I'expression au
sein des cellules eucaryotes, dans différents processus cellulaires, comme I'angiogéneése,
I'arrét du cycle cellulaire, I'apoptose, la différenciation cellulaire... Le recrutement inapproprié
des HDACs contribue au développement de cancers. C’'est pourquoi I'étude des inhibiteurs
de HDACs (HDACI) propose des perspectives prometteuses quant au développement de
futurs agents anti-tumoraux et traitements contre le cancer [Kim et al, 2006 ; Riester et al,
2007].

Actuellement un grand nombre d’inhibiteurs de HDACs a déja été mis en évidence,

tant naturels que synthétiques. lls peuvent étre a large spectre, c’est-a-dire cibler toutes les
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HDACs Zn**-dépendantes, ou spécifiques d’une classe ou d’'une HDAC [Balasubramanian et
al, 2009]. Leur mode d’action est similaire pour la majorité des inhibiteurs connus
actuellement, ils se lient au niveau du site actif de I'enzyme. Dans cette poche, leur
association avec le zinc est essentielle pour les échanges de charges et leur activité
inhibitrice [Finnin et al, 1999]. C’est vraisemblablement une des raisons pour lesquelles la
plupart des HDACI inhibent les HDAC de classes | et Il Zn2+-dépendantes et sont inefficaces
sur les enzymes de classe Il NAD'-dépendantes. En terme de thérapeutique, les HDACI a
large spectre soulévent le probleme des effets secondaires et indésirables. Outre le fait qu’ils
peuvent réprimer une HDAC impliqguée dans le développement du cancer, la répression des
autres enzymes peut engendrer de nombreux effets toxiques, lesquels pourront
potentiellement diminuer voir disparaitre avec le développement et I'utilisation d’inhibiteurs
spécifigues de la HDAC a l'origine de la maladie [Balasubramanian et al, 2009]. C'est
pourquoi il est important d’approfondir les connaissances actuelles sur la biologie et la
structure des différents isoformes.

Les HDACi naturels, comme la trichostatine A (TSA), l'acide suberoylanilide
hydroxamique (SAHA), le butyrate de sodium ou le phénylbutyrate, présentent une activité in
vivo mais leur développement est limité par leur instabilité et leur faible rétention. C’est pour
cette raison que des analogues ont été synthétisés et découverts a partir de nouvelles
banques. L'oxamflatine et le scriptaide, qui ont des structures proches de celles de la TSA et
du SAHA, ont ainsi été développés. De la est née une seconde génération d’HDACI avec le
LAQ824 ou encore le PDX101 dont le développement est actuellement en phase d’essais
clinigues [Balasubramanian et al, 2009]. Des nouveaux dérivés benzamides ont été
simultanément synthétisés et deux d’entre eux sont avancés dans les essais cliniques, le
MS-275 et le CI-994. Les HDACI étudiés a I'heure actuelle ont une structure biochimique
fortement hétérogéne, c’est pourquoi ils sont classés en plusieurs groupes.

= Les dérivés d'acide aliphatique : tels que I'acide valproique (VPA) et le butyrate de
sodium, ont un faible potentiel car la courte taille de leur chaine limite les contacts avec la
poche catalytique des HDACSs. lIs inhibent les HDACs de classe | et lla. Le VPA est a
I'origine utilisé contre les convulsions, il inhibe l'activité désacétylase des HDACs et induit
spécifiguement la dégradation de HDAC2 [Kim et al, 2006].

= Les acides hydroxamiques : sont les inhibiteurs de HDACSs les plus communs, ils
sont efficaces sur les classes | et Il de HDACSs. La trichostatine A (TSA) , un antibiotique
antifongique a l'origine, est l'inhibiteur de HDACs de référence. Bien qu’il n'ait jamais
progressé comme candidat clinique, il a été un outil majeur dans la validation des HDACs
comme des cibles anticancéreuses. Sa toxicité et sa faible biodisponibilité ont poussé la
découverte de nouvelles molécules, telles que LAQ824 ou PXD101 qui font I'objet d’essais

cliniques [Kim et al, 2006]. Le SAHA (ou vorinostat) est l'inhibiteur le plus prometteur a
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I'heure actuelle. C’est un inhibiteur de croissance de nhombreux types cellulaires transformés
in vitro a des niveaux de dosage ou la toxicité est minimale. Alors que le SAHA montre un
potentiel de répression moyen, d’autres inhibiteurs avec un potentiel répresseur plus
important montrent une toxicité plus élevée [Marks & Breslow, 2007].

» Les peptides cycliques : La trapoxine et la dépudécine inhibent les HDACs en se
liant de maniére irréversible au niveau du site de liaison du Zn?*. L’apicidine est un
métabolite d’origine fongique qui a montré des capacités anti-tumorales grace a l'induction
de p21 et du géne supresseur de tumeur gelsolin (qui encode une protéine se liant a
l'actine). Le depsipeptide dérivé de Chromobacterium a également prouvé son efficacité anti-
tumorale, il est efficace contre HDACL1 et 2 [Kim et al, 2006].

= Les dérivés de la benzamide : tels que CI-994 et MS-275 (carbamate pyridyl
synthétique), sont en général moins actifs que les acides hydroxamiques ou les peptides
cycliques, et répriment les HDACs a des concentrations de l'ordre du micromolaire.
Cependant lI'avantage de ces composés est gqu’ils ont de meilleures propriétés physico-
chimiques que la TSA. MS-275 entraine une expression favorisant I'arrét de la croissance et
la différenciation, en activant significativement des genes anti-prolifératifs tels que p21. CI-
994 n’inhibe pas l'activité HDAC directement mais a prouvé son efficacité dans les tumeurs
chez la souris, contrairement a la majorité des inhibiteurs étudiés jusqu’a présent [Kim et al,
2006].

L’efficacité des HDACI a cibler les cellules cancéreuses est un atout treés important
pour la mise au point de nouvelles chimiothérapies. En effet les HDACi ont la capacité
d’induire I'apoptose au sein des cellules cancéreuses et non au sein des cellules saines.
Lors du développement d’'une tumeur, les HDACs répriment les voies de signalisation
impliquées dans la croissance et la différenciation cellulaire, ainsi que I'action des protéines
codées par les génes suppresseurs de tumeurs. En présence de HDACI, ces voies sont
réactivées et ce qui met en place une réponse anti-tumorale dépendante du facteur induisant
la mort cellulaire TRAIL (TNF-related apoptosis inducing ligand) [Nebbioso et al, 2005]. En
parallele les travaux de Ungerstedt montrent que les HDACI induisent une augmentation du
taux de thioredoxine réduite dans les cellules non cancéreuses, ce qui permet I'élimination
des radicaux libres. Dans les cellules cancéreuses, les HDACI induisent la liaison de la
thioredoxine & la protéine TBP2 (Thioredoxine Binding Protein) , son activation et I'induction
de la mort cellulaire [Ungerstedt et al, 2005]. Ces deux voies de mise en place de I'apoptose
spécifigues des cellules cancéreuses confirment l'efficacité des HDACi comme thérapie

potentielle.
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De plus l'utilisation combinée de HDACI avec d’autres médicaments est également
trées prometteuse. Celle-ci permet de traiter les patients avec les concentrations minimales

de médicaments, ce qui permet de limiter les effets secondaires indésirables.

La classe lll des HDACs regroupe les homologues de la protéine de levure Sir2
(Silent Information Regulator 2). Les membres de cette classe, les sirtuines, sont retrouvés
chez les eucaryotes, mais également chez les procaryotes et les archées. Selon les
organismes, un nombre variable de sirtuines peut étre identifié, lesquelles ont été organisées
en cing sous-classes, nommées de | a IV et la sous-classe U (composée uniquement de

protéines issues de bactéries gram positif) [North & Verdin, 2004] (Figure 25).
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difficile ; C. ele, Caenorhabditis elegans ;
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Drosophila melanogaster ; D. rad,
Deinococcus radiodurans ; E. col,
Escherichia coli ; E. fae, Enterococcus
faecalis ; H. sap, Homo sapiens ; H. pyl,
Helicobacter pylori ; L. maj, Leishmania
major ; M. avi, Mycobacterium avium ; M.
tub, Mycobacterium tuberculosis ; O. sat,
Oryza sativa ; P. aby, Pyrococcus abyssi;
P. fal, Plasmodium falciparum ; P. hor, Pyrococcus horikoshii ; S. aur, Staphylococcus aureus ; S. coe,
Streptomyces coelicolor ; S. pom, Schizosaccharomyces pombe , S. typ, Salmonella typhimurium ; S. cer,
Saccharomyces cerevisiae ; T. bru, Trypanosoma brucei ; T. mar, Thermotoga maritima ; Y. pes, Yersinia pestis.

Chez S. cerevisiae, cing sirtuines sont connues: Sir2 et Hstl a 4 ; chez la drosophile
également alors que chez 'Homme sept membres sont répertoriés (Sirtl a 7) [Blander &
Guarente, 2004]. Ces enzymes requiérent un cofacteur, le NAD", et sont insensibles a la
trichostatine A [Yoshida et al, 1990]. Elles peuvent étre considérées comme des senseurs
métaboliques du taux de NAD*/NADH présent dans la cellule, ce qui leur permet de moduler
alors I'expression de genes selon I'état métabolique de la cellule [Canto & Auwerx, 2009].
Elles ont une structure bilobée, avec deux domaines globulaires, un grand et un petit. Le
grand domaine est impliqué dans l'interaction avec le cofacteur, alors que le petit domaine

semblerait étre davantage important pour la reconnaissance du substrat. La poche
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permettant la liaison avec le NAD" au sein du grand domaine est divisible en trois sites. Un
premier, site A, ou se lie 'adénine ribose du NAD". Le site B ou se lie le nicotinamide ribose
et le site C dans le fond de la poche. Les sites B et C sont impliqués dans la catalyse. En
présence d’une lysine acétylée, le NAD" se lie au niveau du site B, ce qui entraine un
changement de conformation et le cofacteur se rapproche alors du site C ou il est clivé, ce
qui entraine la libération d’ADP ribose et de nicotinamide. Lorsque la concentration en
nicotinamide est trop importante, ou celui-ci se met au niveau du site C, ce qui bloque le
changement de conformation et empéche la réaction [North & Verdin, 2004]. Bien que les
sirtuines possédent une activit¢ HDAC, elles ont initialement été identifiées comme des
ADP-ribosyltranférases chez la bactérie Salmonella typhimurium [Tsang & Escalante-
Semerena, 1996]. Les sirtuines ont pour substrat une histone ou autre protéine acétylée, la
réaction se fait en présence de NAD"® et génére trois produits, I'acétyl-ADP ribose, le
nicotinamide et la protéine désacétylée (Figure 26 ).

e Figure 26 : Réactions de désacétylation et d’ADP-
ADPribosylation  TiDOSYlation par les sirtuines , Haigis & Guarente,
2007.
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Les sirtuines ne possedent pas une expression ubiquitaire et voient leur localisation
sub-cellulaire varier selon le type de sirtuine, et sont donc impliquées dans la régulation de
différents mécanismes. Chez la levure, Sir2 a un rbéle dans de nombreux processus : la
répression de la transcription au niveau des téloméres, le silencing au niveau des génes de
mating-type et de ’ADN ribosomal, la réparation des cassures de 'ADN, la progression du
cycle cellulaire, la stabilité chromosomique et des mécanismes moléculaires impliqués dans
la longévité [North & Verdin, 2004]. Cette protéine est nucléaire, tout comme son orthologue
Sirtl chez 'Homme. Cette derniere est retrouvée complexée avec la HAT PCAF et le facteur
de transcription MyoD et elle désacétyle les deux protéines. Sirtl est impliquée dans la
réparation de I’ADN gréace a son action sur p53, laquelle régule le cycle cellulaire, la mort
cellulaire et la réparation de 'ADN suite a différents stress. La protéine p53 est acétylée sur

deux résidus lysine, K320 et K382, par p300. En revanche, sa désacétylation se fait grace a
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HDAC1 ou Sirtl, ce qui inhibe I'induction de I'apoptose et augmente la survie cellulaire. Afin
de confirmer le r6le essentiel de Sirtl et de ses orthologues, des mutants catalytiques de son
orthologue SIR2a ont été réalisés chez la souris [Mc Burney et al, 2003]. Au cours du
développement, les embryons mutants homozygotes sont plus petits que les sauvages,
environ la moitié meurt au cours du développement. Les mutants hétérozygotes ont des
défauts dans la mise en place des yeux, des poumons et du pancréas. Une étude
simultanée confirme ces résultats, de plus elle montre que les souris qui survivent a I'age
adulte, sont stériles, les femelles n'ovulent pas et les méles ont des problemes de
spermatogenése [Cheng et al, 2003]. Ces études confirment I'importance de Sirtl au cours
de I'embryogenése. Etant donné le role de « senseur » métabolique joué par les sirtuines
ainsi que leur capacité a moduler I'expression des génes selon I'état de la cellule, de
nombreuses études ont été réalisées concernant la capacité de réponse de Sirtl suite a un
stress métabolique tel que la restriction calorique (réduction modérée, de 20 a 40%, dans la
prise de calories par rapport a une prise ad libitum, et qui ne compromet pas le maintien de
tous les nutriments essentiels [Canto & Auwerx, 2009]). Les premiéres observations
réalisées ont été faites chez la levure, ou une diminution de la concentration de glucose (de
2% a 0,5%) dans le milieu de croissance augmente leur durée de vie de facon Sir2-
dépendante et fait basculer la stratégie métabolique de la fermentation vers la respiration
[Lin et al, 2002]. Ce changement métabolique régule I'activité de Sir2 par une augmentation
du rapport NAD/NADH [Lin et al, 2004]. Lors d'une mutation de Sir2 dans les mémes
conditions de culture, il n'y a pas daugmentation de la durée de vie observée. Le
mécanisme mis en jeu touche le silencing de 'ADN ribosomal. Chez la levure, plus le
nombre de cycles de sporulation est élevé, plus il y a apparition de cercles d’ADN ribosomal
dd a des recombinaisons homologues. L’'accumulation des ces cercles est signe de
vieillesse. Lorsque Sir2 est surexprimée ou stimulée lors d’une restriction calorique, le taux
de recombinaison diminue car Sir2 la réprime, ce qui augmente la durée de vie [Guarente,
2005]. Cette augmentation de la longévité, qui peut aller jusqu’a 50%, a été observée en plus
de la levure, chez les rotiféres, les araignées, les vers, les mouches, les poissons, les souris
et les rats. Des études sont en cours chez le singe, mais les résultats préliminaires laissent
penser que la complexité et le nombre des mécanismes touchés par une restriction calorique
rend les résultats difficilement interprétables. En effet, les singes sous restriction calorique
sont protégés de nombreux changements physiopathologiques associés a I'age, comme le
développement de résistance a linsuline et de diabéte de type 2, d'athérosclérose, de
sénescence du systéme immunitaire,... [Canto & Auwerx, 2009]. Il existe donc un
mécanisme conserve a travers les espéces et I'évolution qui relie 'augmentation de la durée
de vie lors d'une restriction calorique et qui implique Sir2 ou ses orthologues. Sirtl est

impliquée dans nombreuses voies métaboliques et de résistances aux stress (Figure 27 ), en
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agissant directement sur des facteurs de transcription, tels que p53 [Langley et al, 2002;
Vaziri et al, 2001], FoxO (facteur de transcription de type Forkhead Box) [Brunet et al, 2004]
ou encore NF-kB [Yeung et al, 2004]. Chez C. elegans, des études génétiques montrent que

'augmentation de la durée de vie en réponse a une restriction calorique dépend de
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Figure 27 : Voies de signalisation, Sirtl-dépendant es, mises en jeu lors d'une restriction
calorique ou d’un traitement par le resvératrol  , Morris, 2005.

Cox-1, cyclooxygenase-1; IGF-I, insulin-like growth factor-I; NcoR, nuclear receptor co-repressor;
SMRT, silencing mediator of retinoid and thyroid hormone receptors; FoxO, forkhead/winged helix
box gene, group O; SOD, superoxide dismutase; PPAR, peroxisome proliferator-activated receptor.

'orthologue de FoxO, DAF-16, un facteur de transcription clé dans la voie de signalisation
IGF-like [Tissenbaum & Guarente, 2001], indiquant une fonction pour Sir2/Sirt1 dans la voie
de signalisation insuline/IGF. Pour cela, Sir2.1 interagit avec la protéine 14-3-3 afin d’activer
DAF-16. De plus FoxO est une cible de CBP et est désacétylé par Sirtl, ce qui permet son
maintien au niveau des promoteurs des génes cibles, lesquels codent pour diverses
protéines, comme le récepteur a l'insuline ou a I'GF [Van Der Heide et al, 2004], des
facteurs impliqués dans la néoglucogenése, tels que la glucose-6-phosphatase et la
phosphoénolpyruvate carboxykinase [Greer & Brunet, 2005]. La voie de signalisation
dépendante des récepteurs a l'insuline (IR, Insulin Receptor) et au facteur de croissance
Insulin-like  (IGF-1) est centrale aux mécanismes déterminant la longévité.
Schématiquement, la stimulation de cette voie entraine une diminution de la durée de vie
tandis qu’une inhibition 'augmente, grace aux deux facteurs clés, FoxO et Sir2/Sirtuine 1
(Sirtl) [Morris, 2005 ; Nemoto et al., 2004]. De plus Sirtl peut augmenter le relargage de
l'insuline et modifier la sensibilité a I'insuline d’une cellule [Bordone et al, 2006 ; Moynihan et
al, 2005 ; Sun et al, 2007].

Sirt2, orthologue de Hst2 de levure, est une protéine cytoplasmique, qui a pour
substrat principal la tubuline (désacétylation de K40). Son expression augmente avant la

mitose et est phosphorylée au moment de la transition en les phases G2 et M, ce qui laisse
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supposer qu ‘elle jouerait un rdle dans la régulation du cycle cellulaire. On la retrouve
fortement exprimée au niveau du cceur, du cerveau, des testicules et des muscles
squelettiques [North & Verdin, 2004 ; Blander & Guarente, 2004].

Sirt3 est le plus proche paralogue de Sirt2, est exprimé dans les mémes tissus avec
en plus le rein et le foie [Blander & Guarente, 2004]. Elle posséde une structure un peu
différente (a I'exception de Sirt3 de souris, Sir2L3) des autres sirtuines car elle porte une
extension d'une centaine d'acides aminés du c6té amino-terminal, dont le clivage
protéolytique par la MPP (Mitochondrial-Matrix Processing Peptidase) est essentiel pour étre
enzymatiquement active. Elle est localisée dans la matrice mitochondriale et donc son
substrat préférentiel n’est pas les histones [North & Verdin, 2004]. Elle est importante pour la
régulation des fonctions mitochondriales, sa surexpression augmente la respiration et
diminue la production d’espéces réactives de I'oxygene (ROS) [Haigis & Guarente, 2009].

Sirtd ne posséde aucune activité histone désacétylase mais posséde une activité
ADP-ribosyltransférase importante [Ahuja et al, 2007]. Elle est également mitochondriale et
joue un role important dans la sécrétion d’insuline, stimulée par des acides aminés au niveau
des cellules B du pancréas, et inhibe la glutamate dehydrogenase (GDH). La GDH convertit
le glutamate en a-kétoglutarate. Sirt4 permet également de faire le lien de la sécrétion
d’insuline lors d’une restriction calorique [Haigis & Guarente, 2009].

Sirt5 est tres distante de Sir2 dans l'arbre phylogénétique. Elle est présente dans la
matrice mitochondriale de nombreux tissus. Une faible activité désacétylase a été montrée et
aucune activité ribosyltransférase. Aucune donnée concernant son substrat physiologique
ainsi que son réle dans les cellules mammiféres ne sont connues actuellement [Blander &
Guarente, 2004 ; Haigis & Guarente, 2009].

Sirt6 est nucléaire, exprimée dans nombreux tissus. Il a été démontré qu’elle posseéde
une faible activité désacétylase, in vitro, cependant son activité ADP-ribosyltransférase est
plus importante [Liszt et al, 2005]. Les souris KO pour Sirt6 posséde de nombreuses
déficiences (densité osseuse diminuée, perte de la graisse sous-cutanée, défaut dans la
réparation de 'ADN par excision de base, hypoglycémie,...), ce qui entraine leur mort dans
les quatre semaines aprés leur naissance [Haigis & Guarente, 2009].

Sirt7 est également nucléaire et son expression corréle avec la croissance cellulaire
puisqu’elle est abondante dans les tissus fortement prolifératifs (foie, rate et testicules) et
absente ou faiblement exprimé dans les tissus non prolifératifs (coeur, cerveau et muscles)
[Ford et al, 2006]. Elle régule également le métabolisme et est associée avec I'ADN
ribosomal et 'ARN Polymérase |. Sa surexpression augmente la transcription de I'ARN

ribosomal et sa sous-expression réprime la transcription [Haigis & Guarente, 2009].
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L'activité désacétylase des sirtuines peut étre activée ou réprimée par diverses
molécules. Le domaine catalytique, ot ont lieu le clivage du NAD" pour la désacétylation et
l'inhibition du nicotinamide, joue un réle important dans la régulation des sirtuines par divers
régulateurs physiologiques, mais également pour le développement de régulateurs
synthétiques. Le nicotinamide est un produit de dégradation et également un inhibiteur non-
compétitif de cette famille de protéines. Des levures cultivées en présence de nicotinamide
présentent une réduction importante de « gene silencing », une augmentation dans le taux
de recombinaison de I'ADNr et une espérance de vie diminuée. Chez 'Homme, lors de
cancers, les inhibiteurs de sirtuines empéchent la désacétylation de p53 et induisent
'apoptose. Le sirtinol est le premier inhibiteur identifié grace a un criblage de banque de
mille six cents molécules, c’est un dérivé du 2-hydroxy-1-napthaldéhyde. Il est efficace
puisque la valeur d’'IC50 est de 68uM et 38uM contre Sir2 de levure et Sirt2 humaine
[Grozinger et al, 2001]. De nombreuses autres molécules (splitomycine, cambinol,
surfactine,...) ont été identifiées grace aux criblages comme potentiels inhibiteurs de
sirtuines, elles sont plus ou moins efficaces et spécifiques selon les sirtuines, mais elles sont
le point de départ pour une optimisation des molécules obtenues afin de mettre en place
d’éventuelles applications thérapeutiques [Sanders et al, 2009].

L'activateur de sirtuines le plus répandu est le resvératrol. C'est un produit présent
naturellement dans le vin rouge, qui active Sirtl. C'est un activateur allostérique, qui permet
d’augmenter l'affinité de Sirtl pour le NAD+ et le substrat acétylé, grace a un changement
conformationnel [Jiang, 2008 ; Grubisha et al, 2005]. Il a été démontré qu'’il permet alors une
augmentation de la durée de vie chez de nombreux de organismes modéles. Cependant il
n'y a pas d’augmentation de la durée de vie chez des levures cultivées sous restriction
calorique, ce qui suppose que la méme voie est cible de ces deux « conditions » [Blander &
Guarente, 2004].
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OBJECTIFS DE L'ETUDE

Actuellement, plusieurs études ont été réalisées et ont été consacrées a
I'épigénétique du schistosome, et plus particulierement les enzymes impliquées dans les
modifications post-traductionnelles. A noter que chez ce parasite, aucune enzyme capable
de méthyler 'ADN n’a été identifiée, cette modification a pourtant récemment été mise en
évidence. Nous allons nous focaliser sur I'autre modification la plus répandue qui touche les
histones, la balance acétylation/ désacétylation.

La premiere partie de ma thése porte sur les HDACs de classe |. Dans un premier
temps, nous avons identifié et caractérisé plusieurs membres de cette famille de protéines.
Puis dans un second temps nous nous sommes intéressés aux effets d'inhibiteurs de
HDACSs sur les enzymes caractérisées ainsi que sur le parasite et sur sa survie.

La deuxiéme partie de ma thése se focalise sur une HDAC de classe lll, Sirtl. Suite &
sa mise en évidence et sa caractérisation, nous portons notre intérét sur son implication
dans la longévité, notamment sur son interaction avec FoxO, partenaire que nous avons
également identifié. En effet, nous savons que chez les organismes modeéles, une restriction
calorique va de pair avec une augmentation de la durée de vie et une baisse de la fécondité.
Or, chez S.mansoni, il existe un paradoxe puisque le ver adulte est situé au niveau des
veines mésentériques chez I'Homme, ou il ne subit aucune restriction calorique, car le milieu
est tres riche en glucose. Cependant, les vers adultes peuvent vivre trés longtemps au sein
de leur héte définitif en ayant une fécondité toujours importante, puisque la femelle pond
environ trois cents ceufs par jour. Nous tentons de mettre en évidence, si chez S. mansoni,
Sirtl et FoxO possedent les fonctions conservées comme chez les organismes modeles.
Mais également si la voie de signalisation dépendante du récepteur a l'insuline aboutit a
Sirtl et FoxO, comme chez les autres organismes ou est-ce que cela permettrait d'expliquer

le « paradoxe du schistosome » décrit précédemment.
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LES ENZYMES SmHDACs : CARACTERISATION DE TROIS
SmHDACs DE CLASSE | CHEZ SCHISTOSOMA MANSONI ET
LEURS IMPLICATIONS DANS LA SURVIE PARASITAIRE

Présentation

La régulation de I'expression de génes est un mécanisme complexe au cours duquel
de nombreux acteurs interviennent. Malgré la conservation importante de la plupart des
facteurs de transcription, la variation a ce niveau serait I'un des moteurs principaux de
I'évolution des espéces. Notamment, il a été démontré que les modifications épigénétiques
et les enzymes responsables sont fortement impliquées dans ces changements [Strahl &
Allis, 2000].

Chez le schistosome peu de choses sont connues quant aux meécanismes
épigénétiques existants, cependant plusieurs études se sont focalisées sur I'acétylation des
histones via les HATs. Grace a deux équipes, deux orthologues de CPB/p300 ont été mis en
évidence, SmMCBP1 et SmCBP2 [Bertin et al, 2006], mais également un orthologue de
GCN5, SmMGCNS5 [de Moraes Maciel et al, 2004]. Suite aux travaux antérieurs de I'équipe du
Dr Pierce, il est apparu essentiel et logique de poursuivre ces travaux et donc de s’intéresser
a la réaction inverse, la désacétylation. Ce choix a été également déterminé par le fait que,
malgré leur conservation au cours de I'évolution, les histones désacétylases (HDACs) font
'objet d’études comme cibles thérapeutiques potentielles contre les cancers [Bolden et al,
2006] et contre certaines parasitoses [Ouaissi & Ouaissi, 2006]. Plusieurs inhibiteurs ont un
avenir prometteur pour le traitement de ces maladies.

La premiére partie du travail sur les HDACs a tout d’abord consisté en leur mise en
évidence et leur caractérisation chez S. mansoni. Le criblage des banques de données nous
a permis d'identifier trois orthologues potentiels de HDACs chez le parasite. Suite a leur
clonage et caractérisation, nous avons identifié les orthologues des HDACs de mammiféres
de classe | HDAC1, 3 et 8 ; HDAC2 étant absente chez les invertébrés. La mise en évidence
de HDACS8 chez S. mansoni a permis de montrer que cette protéine n’est pas spécifique des
vertébrés. De plus les insertions dans son domaine catalytique laissent présager des
propriétés enzymatiques spécifiques. Les transcrits des trois génes sont retrouvés a tous les
stades du cycle parasitaire, ce qui se justifie par les roles essentiels de ces protéines pour
les mécanismes de régulation de la transcription. Puis I'intérét porté a SmHDACL1 a permis
de montrer la conservation de sa capacité de répression de la transcription, grace a des

transfections transitoires en systeme hétérologue.

54



Résultats : Les enzymes SmHDACs : Caractérisation de trois SmMHDACSs de classe | chez Schistosoma mansoni et leurs implications dans la survie parasitaire

Dans la deuxieme partie des travaux sur les HDACs, nous avons voulu en connaitre
davantage sur la conservation ou au contraire la divergence de mécanismes régulant la
transcription chez S. mansoni. Pour cela nous avons porté nos investigations sur
limportance de l'acétylation au cours des deux stades parasitaires touchant 'Homme, le
schistosomule et le ver adulte, grace a [lutilisation de trois inhibiteurs spécifiques des
HDACs, la trichostatine A (TSA), l'acide valproique (VPA) et l'acide hydroxamique
subéroylanilide (SAHA). Ces trois drogues inhibent la désacétylation globale des HDACs a
tous les stades du cycle. De plus la TSA et le VPA induisent la mort des parasites en culture
de maniere dose-dépendante, la TSA ayant un effet plus rapide. Nous avons montré par
ailleurs, qu’en présence de TSA, cette mort est due a la mise en place de I'apoptose chez le
schistosomule. Afin d’observer les conséquences moléculaires des drogues chez le parasite,
nous avons évalué le taux d’acétylation des protéines et notamment des histones H3 et H4
au cours de deux stades. Nous montrons alors que la TSA et le VPA augmentent le taux
d’'acétylation notamment de I'histone H4 qui est plus fortement acétylée que I'histone H3, ou
aucun impact significatif n'a été mesuré. De plus le traitement par la TSA lors de
I'hyperacétylation des histones est a corréler avec I'expression des transcrits de certains
genes cibles des HDACs, comme Caspase 3 et Caspase 7, impliqués dans l'apoptose.
Finalement nous mettons en évidence une hyperacétylation de I'histone H4 au niveau des

régions promotrices du gene cible Caspase 7 suite au traitement par la TSA.
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Histone deacetylases (HDAC) form a conserved enzyme family that control gene expression via the
remaoval of acetyl residues from histones and other proteins and are under increasing investigation as ther

apeutic targets, notably in cancer and parasitic diseases. To investigate the conservation of these enzymes
in the platvhelminth parasite Schistosoma mansoni, we cloned and characterized three class | HDACs,
orthologues of mammalian HDACI, 3 and 8, and confirmed their identities by phylogenetic analysis.
The identification of an HDACE orthologue showed that it is not vertebrate-specific as previously thought
and insertions in its catalytic domain suggest specific enzymatic properties. SmHDACL, 3, and 8 mRNAs
are expressed at all schistosome life-cycle stages. SmHDAC] repressed transcriptional activity in a mam

malian cell line and this activity was dependent on its catalytic activity since transcription was partially
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restored by treatment with trichostatin A and a catalvtic site mutant failed to repress transcription.

© 2008 Elsevier Inc. All rights reserved.

Among the epigenetic mechanisms that contribute to the con-
trol of gene expression, the post-transtational modification of the
amino-terminal domains of histones by acetylation/deacetylation
directly affects chromatin structure and is a key component of
the histone code [ 1]. The enzymes involved, histone acetyltransfer-
ases {HAT) and histone deacetylases (HDAC), have been exten-
sively studied in model organisms, and the latter are actively
targeted for drug development in various pathologies, particulardy
cancer [2] and parasitic diseases [3].

Schistosomes are platyhelminth parasites that infect 200 mil-
lion people and cause about 200,000 deaths annually [4]. Schisto-
somiasis therefore remains a major health problem, particulady
in sub-Saharan Africa and although the only available drug, Prazi-
quantel, is effective and safe, concerns about the development of
resistance, particularly by Schistosoma mansoni [5], mean that
new treatments are needed to treat and control this discase.
Enzymes involved in histone modification in S. mansoni are poten-
tial novel drug targets. We and others have previously described
the molecular and functional characterization of two types of
histone acetyltransferase (HAT), SmCBP{p300 (6] and SmGCNS
[7] but nothing is currently known about the reverse reaction
catalysed by histone deacetylase enzymes {HDAC) in the parasite.

* Corresponding author. Fax: +33 320877888,
E-mail address: Raymond. Pierce@pasteur-lille.fr (R). Perce).
U Present address: UMR CNRS 6026, SPARTE, Université de Rennes |, IFR 140 GFAS,
Campus de Beaulieu, 35042 Rennes Cedex, France.

OO0G-291X/% - see front matter @ 2008 Elsevier Inc. All rights reserved.
don: 101016 bbr e 2008.1 0,090

HDACs are zinc metallo-enzymes that catalyse the deacetyla-
tion of lysine in various proteins. In the case of histone amino-ter-
minal tails the resulting compaction of the chromatin structure
reduces the accessibility of promoters for transcription factors
and inhibits transcription. HDACs have been divided into three
main classes on the basis of their protein sequence homologies
with yeast deacetylase enzymes [8] Briefly, class [ HDACs,
composed of HDAC 1, 2, 3 and 8, are closely related o yeast
Rpd3 {reduced potassium dependency 3) transcriptional regulator.
Class [T HDAGs, including HDAC 4, 5, 6, 7, 9 and 10, share domains
with similarity to yeast Hdal {histone deacetylase 1) All these
HDACs have a conserved catalytic domain. HDACGs are therefore
ancestral enzymes that play a crucial role in the regulation of gene
expression in eukaryotes.

In order to understand the epigenetic control of transcription
associated with the acetylation/deacetylation balance in 5. mansoni
and to determine whether S, mansoni HDAGs {SmHDAC) are poten-
tial therapeutic targets against schistosomiasis, we initiated the
first study of these enzymes in this parasite. We have identified
and characterised the three class T enzymes, SmHDACT, 3 and 8
the catalytic domains of which are phylogenetically well con-
served, although that of SmHDACS contains insertions. Moreover,
SmHDACS is the first HDACS enzyme characterized in an inverte-
brate organism. We also show that SmHDACT can repress tran-
scription, indicating that the catalytic mechanism, involving
interactions with other co-repressor proteins, is conserved in S
mansoni.
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Materials and methods

Parasites. A Puerto-Rican strain of 5. mansoni was maintained in
Biomphalaria glabrata snails and golden hamsters (Mesocricetus
auratus). Cercariae were released from infected snails, harvesred
as described previously [6] and schistosomula were obrained
in vitro [9] Adult worms were obtained by whole-body perfusion
of 6-week infected hamsters [ 10]. Eggs were obtained from the liv-
ers of infected hamsters and hatched out under light to obtain
miracidia |11}, Primary sporocysts were obtained after overnight
axenic culture of miracidia as described [11). Parasite nucleic acids
were extracted from the free-living cercariae using standard meth-
ods [12]

Molecular cloning of 5. mansoni HDAGs. Schistosoma mansoni EST
sequences encoding peptides with significant identity to class |
HDACs were detected by tblastn screening of the EST database
{http://compbio.dfci.harvard.edu fegifcgi-bin/tgi gireportpl?gudb=
s_mansoni jusing the human HDACT pepride sequence { NP_004955)
as a probe. These sequences were used ro screen the genomic se-
quence assembly 3 at the Wellcome Trust Sanger Institute (hrep:/{
www.sanger.ac.uk/ cei-binfblast/ submitblast/s_mansoni). Sequence
alignments and analysis were carried out using the DNAStar Laser-
gene programme package. Complete cDNA sequences of S. mansoni
HDACs were abtained by 5’ and 3’ RACE amplification { SMART RACE
cDMA Amplification kit, Clontech) according to the manufacturer’s
instructions. All oligonucleotide primers usedin this study are listed
inTable 1 insupplementary material online. Fragments encompass-
ing the complete coding sequence of each HDAC were obtained by
PCR on adult worm cDMNA, cloned and sequenced as previously
described | G].

Phylogenetic analysis. Accession numbers of the sequences in-
cluded in the data set are listed in the legend to Fig. 2, Amino acid
sequences were aligned with the use of the BioEdit v7.0.1 package
(hep:/fwww.mbio.ncswedu/BioEdit/bioedithtml) and  phyloge-
netic inference was restricted to sites that could be unambiguously
aligned {338 shared sites, corresponding to the catalytic domain,
were analysed ). Phylogenetic analysis of the data set was carried
out using two different methods. Bayesian analysis (MrBAYES
v3.1.2 [13]) was performed as previously described [14]. A second
analysis of the same data was carried out using PhyMI [15] using
the same model. Bootstrap analysis was done on 500 repetitions,

Quantitative RT-PCR. Real-time quantitative PCR was carried out
exactly as previously described [16]. Primers (Table 1 in supple-
mentary material online) were designed by the Primer Express
Program (Applied Biosystems) and used for amplification in tripli-
cate assays. Determination of PCR efficiency and calculations of the
relative expression were also as previously | 16] according to the
2-A4M merhod [17].

Plasmid constructions, cell culture and transfection. The pTLI-Gald
vector and pFRLuc reporter plasmid were as previously described
[18]. The vector pCMV-BD-NF-xB expressing the Gald- NF-kB fusion
protein was a kind gift from Pr. G, Salbert {CNRS, University of
Rennes, France ). In the case of the SmHDAC1-VS construct, the cod-
ing sequence was cloned into the Bam Hi-Not [ restriction sites of the
pcDNA3.1/V5-His Cvector { Invitrogen) in frame with the C-terminal
V5 tag Co-transfection assays using HEK-293T cells were performed
as previously described [16]. Each experiment represents at least
three sets of independent triplicates and staristical significance
was determined using the Mann-Whitney test. The expression of
SmHDAC1-V5 or Gald proteins in transfected cells was verified by
Western blotting as previously described [19]. Anti-sera used were
Gal4 DBD mouse monoclonal IgG2a (Santa Cruz Biotechnology)
and anti-¥5 antibody ( Invitrogen ).

Site-directed mutagenesis. The SmHDACT catalytic mutant was
generated by modifying two His residues (H176/1774A) involved

in coordinating the active site Zn®" ion using the QuikChange®
Site-directed Mutagenesis Kit {Stratagene™), according to the man-
ufacturer's instructions using oligonucleotides HD1H17G6-177A3
and HD1H176-177A5 {Table 1 in supplementary materials online ).
Following sequence verification, positive clones were used directly
in transfection assays.

Results and discussion
Molecular cloning and characterization of 5. mansoni dass | HDACs

The dass I HDACs of 5. mansoni were identified by screening the
available EST and genomic databases with the peptide sequence of
human HDACT using thlastn. This screen identified 8 ESTs or con-
tigs of interest, listed in Table 2 in supplementary material online,
of which 2 potentially corresponded to HDACT, 4 to HDAC3S and 2
to HDACS. Screening of the genomic assembly suggested that only
one copy of each HDAC gene was present. Mo other class | HDACs
were detected in these or subsequent screens. Complete cDNA
sequences were compiled using 5 and 3' RACE and the coding
sequences were amplified from cDNA. These sequences were sub-
mitted to GenBank with the Accession Nos. EF077626, EFO77627
and EFD77628. In common with Drosophila melanogaster,
5. mansoni has only one representative of the HDACT (2 subfamily.
Both HDACT and HDAC2 are present in vertebrates, and Caenorhab-
ditis elegans also shows an independent duplication of its HDAC1
[20]. The absence of such duplication in the 5. mansoni genome is
surprising in view of the propensity of this parasite for gene
duplicarion that includes transcription factors {such as the Frz-F1
nuclear receptors |21.22]) and cofactors {such as CBP{p300 [B]).

The alignment of the catalytic domains of the 5. mansoni class [
HDACs with those of HDACs from the mouse and D. melanogaster
(Tribolium casteneum in the case of HDACS) shows that the essen-
tial residues for HDAC catalytic activity are conserved in all three 5.
mansoni HDACs, including the residues binding the Zn®' ion
{Fig. 1) Moreover, the residues making contact with the inhibitor
trichostatin A (TSA) in Aguifex eeolicus HDLP [23] are also con-
served, indicating that 5. imansoni HDACs could be inhibited by
TSA in common with all other class | HDACs,

Although SmHDACS displays the general level of conservation
of its catalytic domain indicated abowve, its alignment with other
HDACs (Fig. 1) shows that it contains six insertions of between 4
and 17 aa not present in any other HDACS family member. The
catalytic domain of human HDACS comprises 11 «-helices and 8
f-strands around seven loops forming the catalytic pocket [24].
The positions of the insertions compared to these structural motifs
(Fig. 1 }shows that the two largest (10 and 17 aa) are present with-
in loops 4 and G of the catalytic pocket. HDACE has a larger and
deeper pocket than HDLF and thisis thought to indicate differences
in substrate specificities in the HDACS subfamily [24]. The addi-
tional structural changes in SmHDACS possibly point to further dif-
ferences in specificity that could be exploited for the development
of schistosome-specific inhibitors. However, modelling of the cata-
lytic domain to that of human HDACS (Fig. 1 in supplementary
material online) shows that the residues involved in the active site
are highly conserved and that the insertions within the catalytic
domain sequence form structures on the surface of SmHDACS
and do not affect the catalytic pocket itself. These structures could
be involved in specific interactions with other protein partners.

Molecular phylogeny of 5. mansoni HDACs
In order to define the identity of the three 5. mansoni class |

HDACs, phylogenetic analysis of the conserved catalytic domain
was carried out using two methodologies (FHYML and MrBAYES)
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with similar results. The phylogenetic tree (Fig. 2, generated using
MrBAYES with the class I mouse HDACY as the outgroup, supports
all the main branch points by high BPP values and groups the class
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Fig. 1. Alignment of SmHDAC aatalytic domains with mammalian and inseqt orthologues. The calalytic domains were aligned according to [24] Sequences used in the
alignment in addition to SmHDACT, 3 and 8 are Mus musculus HDACT (MmHDAC T, Accession Noo NP 997 108) HDACS (MmHDACS; NP_034541 ) and HDACE (MmHDACS;
NP_(081658), Drosophile melanogaster Rpd3 (DmRpd3; NP_647918) and HDACS (DmHDACS; AACS3649) and Tribolium cestaneum HDACS {(TeHDACS: XP_AT1085)
structures are represented according to [24] above the alignment as oylinders {x-helices ), arrows (R-pleated sheets) and thick lines Joops). Conserved residues indicated
below the alignment are involved in coordinaling the zing ion (Lriangles ) coordinating potassium ions {open stars, site 1; filled stars, site 2} residues lining the internal cavity
{circles) and residues contacting T5A {arrows )

Sevondary

I HDACs into two main families. The first comprises HDACs 1 and 3
from vertebrates, insects, other invertebrates including 5. mansoni,
as well as protozoa and plants, although the latter are on separate
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MmHDACS Strongylocentrotus purpuratus, identified for the first time in our
- SmHDACS analysis, shows that HDACS diverged from the other class T HDACs
SPHDACE before the deuterostome/protostome split.
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Fig. 2. Phylogenetic analysis of S mansoni class | HDACS. Analysis of class | HDAC
catalytic domains was carried out by Bayesian inference restrided to sites that
could be unambiguously aligned (338 shared sites). Numbers at branch points are
Bayesian Posterior Probabilities (BPP) Sequences used were a3 in Fig. 1, with the
addition of Danip rerio HDACT {(IDrHDACY: AAHBS37S), HDACS (DrHDAC3:
AAH44543) and HDACE [DrHDACE: NP_998596), Strongylboentrotus purpureius
HOACT (SpHDACT; NP_999711) and HDACE (SpHDACR; XP_79115), Anopheles
gambioe HDACYT (AgHDACY; EAATISZE2) and HDACY (AgHDACSE EAADT0SE),
Coenorhabdit  elegony Rpd3 {CeRpd3: NM_O78299) and HDAC2 (CeHDAC2:
NP_495G78) Dictvostelium discoideun HDACT {DAHDACT: XP_G47498) and HDACS
(DAHDACE; XP_B46719), Arabidopsis thelania HDT (ALHDY: NP_195526), Zea Mays
HD10T (ZmHDI0T; AAKGT 142}, Toxoplasma gondii HDACS (TgHDACS; AAYS3803),
Theileria parva HDAC (TpHDAC, XP_764608), Schizosaccharomyees pombe HDACT
(SpoHDACT; CAATSD16), Saccharomyces cerevisioe RTLY (SeRTLY; CAADGH06 ), Homo
supiens HDACSE (HsHDACE; CAB90213), Audeys egyptiil HDACS (AcHDACS; EAT44179)
and Mus musculus HDACH as the outgroup (MmHDACS; NP_H9T108)

branches from the main HDACT and 3 subfamilies. SmHDACT and 3
are positioned similarly in their respective branches and their posi-
tions in the tree clearly support their identity as orthologues of
HDACs 1 and 3.

The second grouping comprises the HDACS subfamily, including
SmHDACS. The discovery of a schistosome orthologue of HDACS
was surprising since it has been suggested [20] that HDACS is re-
stricted to vertebrates, These authors did allow that the deep
divergence of the HDACS branch they observed may indicate that
it is an ancient protein lost from the invertebrate organisms they
analysed. However, their preferred explanation was that the
branch was mispositioned due to the rapid divergence of the
HDACS subfamily. The unequivocal positioning of SmHDACS with-
in the HDACS branch on our tree (Fig 2) refutes this hypothesis.
Moreover, the presence of HDACS family genes in the genomes
of T castaneum and Aedes egyptii as well as in the echinoderm

Schistosoma mansoni class | HDAGs are expressed at all life-cycle
stages

Quantitative real-time RT-PCR was carried out to determine the
levels of expression of each of the S. mansoni class I HDAC mRNAs
during the parasitelife-cycle{Fig. 3). All three HDACs showed similar
profiles of expression {Fig. 3A) with the highest levels being present
in miracidia {free-living larvae that infect the snail intermediate
host) and relatively low levels in schistosomula {farvae present in
the vertebrate host) in the case of SmHDAC3 and 8. Elevated quanti-
ties of mRNAs encoding a variety of S. mansoni proteins have been
found in miracidia including the transcriptional co-activators
SmCBP1, SmCBP2 and SmGCN5 [6,7], the co-repressor SmFIP-1
and the nuclear receptor SmFrz-F1 [16), possibly due to stocking of
mRNA that is translated upon invasion of the snail host.

Although expression levels calculated relative to those of adult
male worms show a similar pattern for each class [ SmHDAC, this is
not true when levels of expression of each SmHDAC at a given life-
cycle stage are compared (Fig. 3B). This shows that, apart from the
schistosomulum larval stage, SmHDACS is the most abundant class |
transcript. SmMHDAC3 is substantially less expressed than SmHDACT
at all tife-cyde stages and than SmHDACS (3-6-fold) at all stages
except schistosomula. In human tissues HDAC3 is much more highly
expressed than HDACS, which shows the lowestexpression of the four
classTHDACs [25].and this isalso true of cancer cell lines. The surpris-
ingly high level of expression of SmHDACS further suggests that it has
evolved specific and vital functions in the parasite.

SmHDACT represses transcription in transient co-transfection assays

In order to test whether S. mansoni HDACs were capable of
repressing transcription in a similar manner to their mammalian
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Fig. 3. Quantification of transcripts of SmHDACY, 3 and 8 at different 5. mansoni
life-cyde stages. (A} SmHDACT, 3 and 8 mRNA was measured in male and female
adult worms, miracidia, sporocysts, cercariae and schistosomula by quantitative
real-time PCR. S, mamsoni «-tubulin was used as a reference gene [16]. Results are
expressed as the 273 ratip compared to the expression in male worms taken
arbitrarily as the base line. (B} Relative expression of SmHDACS compared
respectively o SmHDACT (Black bars} and SmHDACS (grey bars L
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orthologues, we carried out co-transfection assays in mammalian
cell lines using vectors expressing either the transcription factor
Gald alone or as a fusion protein with NF-xB, a reporter vector
{PFRLuc) and another vector expressing SmHDACT on its own. In
these assays SmHDACT consistently repressed Gald or Gal4-NF-
kB dependent luciferase expression in a dose-dependent manner.
Fig. 4A shows results of a typical experiment carried out using
the Gald-dependent expression system in HEK-293T cells and the
accompanying western blot {Fig. 4B) shows the dose-dependent
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Fig. 4. Repression of transcription by SmHDACT is dependent on its histone
deacetylase adivity. (A} Repression of Gald-dependent transcription by SmHDACT
is dose-dependent. Increasing amounts of pcONAZ 1-SmHDACH VS vector were co-
transfected with the pTLI-Gald wector and the pFRLuc reporter vector {see
Methods). Results are expressed as fold difference compared 1o the luciferase
expression obtained in the presence of emply pc2RA 3.0VE-His O veclor, Resulls
shown are from a representalive experiment carvied out in triplicate, The repression
abtained with 3« and 5« amounts of the SmHDACTVS expressing veclor was
significant (" p=<001) (B} Western Mot of the dose-dependent expression of
native or mutant SmHEBACT in transfected cells (upper panel} compared to the
expression of the Gald protein (lower panell Separate western blols were carried
oul using the same extracts ol w-transfected cells. (C) Role of HDAC adivily in
SmHDACT mediated repression. Transcriptional activation was tested using the
veclor expressing the NF-xB-Gald fusion protein alone (black bar), in the presence
of native (black bars) or mutant (H176/177A; light grey bars) SmHDACTVS al
different doses or of native SmHRACTIVE with 1 pM T5A (dark grey bars) Results
are the means of five inde pendent experiments crried out in riphcate, Transcrip-
tional repression was significant {"p = <0.05) at all doses of the SmHDACTIVS
expressing vector.

“

expression of SmHDACT in these cells, as well as the constant level
of expression of the Gald fusion protein.

Using the vector expressing Gald-NF-kB we next demonstrated
the dependence of this repressive activity on the histone deacetyl-
ase activity of SmHDACT. First, the addition of 1 uM TSA to cells
expressing the Gald-NF-xB fusion protein in the absence of SmH-
DACT showed an approximate 4.5-fold increase in reporter gene
expression, showing that the lacter is partially repressed by endog-
enous factors {Fig. 4C). Additon of TSA to cells expressing both
Gal4-NF-kB and SmHDACH, increased transcriptional activity
about 2-fold over the baseline obtained in the absence of TSA or
SmHDACT, whatever the amount of the latter used in the co-trans-
fection. The observed repression by SmHDACT was therefore
clearly due to histone deacetylase activity, but the possible recruit-
ment of endogenous class I HDACs by SmHDACT and the contribu-
tion of the former to the overall transcriptional repression
obtained, could not be ruled out.

We next produced a catalytic mutant form of SmHDACT by
modifying two His residues {H176/177A) in the active site that
are involved in coordinating the Zo®' jon. A similar mutation was
shown to abolish completely the histone deacetylase activity of
mouse HDACT [26]. This mutant {SmHDACTmut) failed to repress
Gal4-NF-kB dependent transcriptional activity in co-transfection
experiments (Fig. 4C) and increasing doses of this protein led to
an increase in expression compared to cells transfected with the
Gald-NF-kB expression plasmid alone. This may indicate that
SmHDACTmur can act as a dominant negative element by recruit-
ing endogenous repression complexes and preventing their action
on Gal4-NF-kB dependent ranscription.

Taken together, our results show that SmHDACT can act as a
transcriptional repressor and that this activity is dependent on
its histone deacetylase activity. Overall, we have shown that S
mansoni possesses conserved class 1 HDAGs that, in common with
other schistosome transcription factors and cofactors [6,16,18],
probably have both conserved and schistosome-specific functions.
Moreover, we have demonstrated that HDACS is not a vertebrate-
specific enzyme and that the structural divergence of SmHDACS
and the abundance of its transcript, make it a promising target
for drug development.
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Human HDACE SmHDACE

Supplementary Fig. 1A. Molecular modelling of the a ctive site and catalytic domain of
SmHDACS.

SmHDAC8 modelling was performed using the automated comparative protein modelling server
SWISS-MODEL (http://swissmodel.expasy.org/) [S1] using human HDAC8 (PDB 1t64) as template.
Molecular graphics images were produced using the UCSF Chimera package (University of California,
San Francisco; http://www.cgl.ucsf.edu/chimera/) [S2]. Amino acid composition and positioning was
compared between SmMHDAC8 and hHDACS catalytic sites occupied by HDACi SAHA (Fig. 2A). zZn*
is indicated (red ball). Amine functions are in blue and carboxylic functions in red.

Supplementary Fig. 1B. Surface of SmMHDACS active si  te model was compared to the surface of
the crystallized hHDACS active site (PDB 1t64 ) [26].

The catalytic site, occupied by the HDAC inhibitor SAHA, is indicated and major differences between
surface structures are boxed.

K. Arnold, L. Bordoli, J. Kopp, T. Schwede, The SWISS-MODEL Workspace: A web-based
environment for protein structure homology modelling, Bioinformatics 22 (2006) 195-201.

E.F. Pettersen, T.D. Goddard, C.C. Huang, G.S. Couch, D.M. Greenblatt, E.C. Meng, T.E. Ferrin,
“UCSF Chimera — A Visualization System for Exploratory Research and Analysis.” J. Comput. Chem.
25 (2004) 1605-1612.
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Supplementary Table 1 : Oligonucleotide primers used in the study

Gene Primer Use Sequence (5'-3")

SmHDAC1 | 5 RACE PCR primer - CTgoggTggTggCCTCCATCATQC
SmHDAC1GSP5'1
5" RACE PCR nested primer - | gAggCATCAQgATTCTgCTACATCAAT
SmHDAC1GSP5'2
3' RACE PCR primer - CTTgTggAAACTAACggTCATCACTCTATC
SmHDAC1GSP3'1
3' RACE PCR nested primer | CACCATCACCATgATgAATATCAATATCCA
- SMHDAC1GSP3'2
? Full-length transcript 5’
primer
Full-length transcript 3’
primer
Quantitative Rt-PCR forward | gCgAgTATTTTCCCggAACTg
Quantitative Rt-PCR reverse CgCgACCTgCACCAATATCT
Site directed mutagenesis — CAACACCATCACCAQCAQCAATATCAATATCCAC
HD1H176-177A5
Site directed mutagenesis — OTggATATTQATATTgCTgCTggTgATggTgT Tg
HD1H176-177A3

SmHDAC3 | 5 RACE PCR primer — gAgCCAAAQCTgggAAATACTACgC
SmHDAC3GSP5'1
5" RACE PCR nested primer gAAggCATTgATgACgATATOTATTTC
— SmHDAC3GSP5'2
3’ RACE PCR primer — CACAgCCAAgCgAATCAQCgCCAC
SmHDAC3GSP3'1
3’ RACE PCR nested primer | gTTgTTggTCgATAAAATgCAACTACY
— SmHDAC3GSP3'2
Quantitative Rt-PCR forward | TTTTACgATCCAgQATTgTgggA
Quantitative Rt-PCR reverse CATgggATgATTCggTCCATA

SmHDACS8 | 5’ RACE PCR primer — gTgATggAgTAgAAgAAgCTTTCTgg
SmHDAC8GSP5'1
5" RACE PCR nested primer gTAgTTACQTTCTCTTgTACATCATQC
— SmHDAC8GSP5'2
3’ RACE PCR primer — CTTCTTCTAgTggCAAATTgAATgCCg
SmHDAC8GSP3'1
3’ RACE PCR nested primer | CJACCAgCgCCATTTAggAAAATCg
— SmHDAC8GSP3'2
Quantitative Rt-PCR forward | ggCATCAATgATTTggACTgg
Quantitative Rt-PCR reverse TCggCTCCgCATTgAACTAC

a-tubulin Quantitative Rt-PCR forward | AQCAgTTAAgCgTTgCAgAAATCA

Quantitative Rt-PCR reverse

TgACgAgggTCACATTTCACCAT

% Restriction enzyme sites are in bold, start or stop codons are underlined.
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Supplementary Table 2

. ESTs and genomic contigs encoding S. mansoni HDACSs.

SmHDAC EST (size EST SmHDAC Genomic Number of | Gene size
cDNA (size | in bp) alignment alignment contig (Size in exons (bp)
in bp) bp)
SmHDAC1 | CD147439 | 1-455 298-753 Contig_001821 | 7 8183
(1761) (455) (25118)

TC7650 31-706 1094-1769

(876)
SmHDAC3 | AI977521 8-445 156-593 Contig_0030172 | 7 (1-7) >14526
(1732) (445) (25039)

TC19640 288-113 362-537 Contig_0030174 | 5 (8-12)

(288) (8799)

BG930604 | 264-8 629-885

(275)

TC11029 32-878 923-1769

(878)
SmHDACS8 | TC1871 33-1625 1-1473 Contig_0029620 | 5 (1-5) 6085
(1473) (1625) (23841)

TC9126 2-353 972-1323

(468)
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1. Intreduction

ABSTRACT

[norder toexplore the conservation/divergence of transcripticnal regulation in the platyhelminth parasite
Schistosoma mansoni, we are studying the structures and functions of transcriptional mediators and in
particular histene-modifying enzymes. Reversible histene acetylation changes chromatin structure and
modulates gene transcription. The removal of acetyl residues from histones and other proteins is catalyzed
by histone deacetylases (HDACs ) that are under increasing study as therapeutic targets, both in cancer and
parasitic diseases. In erder to determine the extent and importance of histone acetylation in 5 mansoni,
wie tested the effects of three histone deacetylase inhibitors (HDACGH on both larval and adult worms in
culture. Trichostatin A (TSA), valproic acid (VPA 1 and suberoylanilide hydrexamic acid (SAHA) inhibited
global HDAC activity at all life-cycle stages. TSA and VPA, but not SAHA, caused mortality of schistosomula
and adults, with TSA showing the most rapid effect. Moreover, TSA caused an increase in apoptosis in
schistosomula shown by the TUNEL assay and an increase in caspase 3/7 activity. Both TSA and VPA were
shown to cause an increase in general levels of protein acetylation in schistosomes; more particularly
of histone 4 whereas histone 2 acetylation was less affected. In the case of TSA treatment this histone
hyperacetylation was correlated with the increased expression of caspases 2 and 7 transcripes. Finally,
quantitative chromatin immunoprecipitation showed that the proximal promoter region ofthe 5. mansoni
caspase 7 gene was hyperacetylated on histone H4 after TSA treatment.

© 2009 Elsevier BV, All rights reserved.

fications modulating the binding of multiprotein complexes that
regulate transcription [1]. Itis also an over-simplification to suggest

The post-translational modification of histone amino-terminal
tails generates a complex regulatory system, the histone code [1]
that determines the active or repressed state of chromartin. Acety-
lation or deacetylation of conserved lysine residues in histone tails
represents acrucial element of this chromatin-based mechanism of
transcriptional regulation. Broadly, acetylation, via histone acetyl-
transferases (HAT) annuls the positive charge of the lysine and
reduces chromatin compaction, favouring transcription, whereas
deacetylation, via histone deacetylases (HDACs) has the opposite
effect [2]. However, acetylation is also one of the histone modi-

* Corresponding author at: Inserm U 547, Institut Pasteur de Lille, 1 rue du Pro-
fessor A, Calmmette, 59019 Lille, France. Tel.: +33 320877783 fax: +33 320877888
E-mall address: Raymond. Pierced pasteur-lille fr (R ]. Pierce).
! These authors contributed equally to the work.
2 Present address: UMR CHNRS 6026, Equipe SPARTE, Université de Rennes 1, IFR
140 CFAS, Campus de Beaulieu, 35042 Rennes Cedex, France.

0166-6851/% ~ see front matter £ 2009 Elsevier BV, All rights reserved.
doi:10.1016{j.molbiopara.2009.06.001

that histone deacetylases are always associated with transcriptional
repression [3]. The enzymes involved in these processes also have
roles in the deacetylation of other proteins, actors in transcriptional
complexes or in some cases, cytosolic proteins such as tubulin ([4]
for review ).

Histone deacetylases in eukaryotes have traditionally been
divided into three classes [, Il and [, with classes [ and Il including
enzymes that share similar catalytic domains and a Zn?*-dependent
catalytic mechanism. Class [l comprises the enzymes related to
yeast Sir2 (sirtuins ) that are NAD+-dependent and phylogenetically
unrelated to classes Tand 1. Recently, a separate class (IV) compris-
ing only HDAC 11 in mammals was described [4]. In a preliminary
study, we cloned and characterized three class [ HDACs present
in the S. mansoni genome, orthologues of mammalian HDACs 1, 3
and 8, and confirmed their identities by phylogenetic analysis [5].
Several class 1l HDAGCs have also been detected in the S. mansoni
genome by homology searches, including potential orthologues of
mammalian HDACs 4, 5, 6/10 and 9 (RP, unpublished).
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[nhibitors of class I and class I HDAGs {(HDACI) can be classed
in four families according to their structure: short-chain fatty
acids such as butyric acid derivatives including valproic acid (VPA),
hydroxamic acid derivatives including trichostatin A (TSA) and
suberoylanilide hydroxamic acid {SAHA), benzamides and cyclic
tetrapeptides [6 for review]. Representatives of each of these fam-
ilies are currently in clinical trials against diverse cancers and 1Cgp
values for these inhibitors are generally in the pM or nM range.
In cancer therapy HDACI have proved to have potent activities at
concentrations that are minimally toxic to the host, although they
do have side-effects [6]. The effects of HDACH are cell-type depen-
dent and the molecular pathways engaged to mediate their effects
are not fully elucidated. However, they are capable of inducing
apoptosis via several pathways including death receptors {extrin-
sic pathway) [7]. the mitochondrial pathway {intrinsic pathway)
[8]. selective activation of BH3-only proteins [9], or via the regula-
tion of the production of reactive oxygen species [10]. Many HDAG
can induce cell-cycle arrest at G1/S and they inhibit cancer vascu-
larisation, possibly via the down-regulation of the expression of the
chemokine receptor CXCR4 [11]. Finally, HDACI can enhance anti-
tumour immunity, either by rendering malignant cells more visible
to the immune system, or by altering immune cell activity and/or
cytokine production [12].

Parasites, and particularly those that proliferate within the
human hest, can be likened to tumours in that they undergo intense
metabolic activity that is outside the contrel of the host. Even par-
asites that do not proliferate within the host, such as schistosomes,
have in common this intense metabelic activity and a high level of
proliferation of the vitelline cells. HDACH and sirtuin inhibitors have
therefore been tested for their activity against a variety of parasites.

The use of HDAC against malaria parasites started with the
demonstration of the activity of apicidin {(a cyclic tetrapeptide
HDACI) in inhibiting growth of Plasmodium falciparum in vitro [13].
Subsequent work showed that trichostatin A (TSA) was also active
in vitro and that suberic acid bisdimethylamide had a cytostatic
effect on the murine malaria parasite Plasmodium berghei in vivo
[13]. More recently, new compounds derived from L-cysteine or
2-aminosuberic acid were designed to inhibit B falciparum HDAC-
1 (PfHDAC-1) based on homology modeling with human class [
and class 11 HDAC enzymes [14]. These compounds showed a high
antiproliferative activity in the nM range and some were much more
toxic toward the parasites than toward mammalian cells. This work
underlines the possibility of designing inhibitors with increased
specificity toward HDACs of parasites.

Similarly, a variety of hydroxamic acid class HDACH including
TSA and SAHA at nM concentrations were capable of inhibiting
proliferation of the apicomplexan parasite Toxoplasma gondii in
vitro and completely protected monolayers of HS68 cells against
infection [15]. Moreover, in the case of the kinetoplastid parasite
Trypanosoma brucei, an apicidin analogue has been shown to have
potent and selective antiproliferative effects [16].

Here we describe preliminary studies aimed at determining the
effect of HDACH on schistosomes and the potential of such com-
pounds as schistosomicidal drugs. In particular, we have shown that
the inhibitor of class 1 and class 1l HDACs, TSA, induces parasite
mortality, apoptosis, hyperacetylation of histones and increased
expression of selected genes.

2. Materials and methods

2.1. Parasites

A Puerto-Rican strain of 5. mansoni was maintained in Biom-
phalaria glabrata snails and golden hamsters (Mesocricetus auratus).
Cercariae were released from infected snails and harvested on ice.
They were then washed three times by resuspension in 30 ml of

Hank's Balanced Salt Solution (Invitrogen) in a corex tube (Corn-
ing) and centrifugation for 10 min at 1500 x g. Schistosomula were
obtained invitro[17] and were maintained in culture for up to 8 days
under the conditions described below. Adult worms were obtained
by whole-body perfusion of 6-week infected hamsters [18] and
male and female worms separated manually. Eggs were obtained
from the livers of infected hamsters and hatched out under light
to obtain miracidia [19]. Primary sporocysts were obtained after
avernight axenic culture of miracidia as described [19]. Parasite
DNA was extracted from the free-living cercariac using standard
methods [20]. Total RNA was extracted from all life-cycle stages
using the guanidine thiocyanate/caesium chloride method [21].

2.2. Assay of HDAC activity in parasite extracts

Each life-cycle stage {100,000 miracidia, sporocysts, cercariae
or schistosomula) or adult male worms (1000 ) were resuspended
in 500l of cold lysis buffer (Tris=HCI 20mM, pH 74, SOmM
NaCl, 5 mM EDTA, 1% Triton X-100 supplemented with a protease
inhibitor cockrail (Sigma™) and 1mM PMSF) vigorously mixed
by vortexing and homogenised in a Dounce homogeniser. Sam-
ples were centrifuged ( 14,000 x g, 20 min 4 °C) and the supernatant
of each sample was removed and protein concentration measured
using the BCA kit (Promega™). These extracts were conserved at
—80°C.

A fixed quantity of extract from each life-cycle stage was used
to estimate the HDAC activity using the HDAC Colorimetric Assay
Kit{ Alexis Biochemicals). It should, however, be noted that extracts
of female worms were found to give a high background level in
this calorimetric test due to the presence of pigment and were thus
eliminated from the analysis. These tests were performed according
to the conditions recommended by the supplier in 96-well micro-
plates using 75 pg of each soluble protein extract diluted to 85 L.
The volume was completed to 95 pl with HDAC assay buffer and
5l of the colorimetric substrate were added to a final velume of
100 L. The reaction was incubated at 37 °Cduring 2 h. At the end of
this incubation, 10 jul of Lysine Developer were added and the solu-
tions were again incubated 30 min at 37°C. The sample was read
in an ELISA plate reader (Labsystems Multiscan MS) at 405 nm. The
positive control was performed using a HEK 293 cell extract pre-
pared as for the parasite extracts. Under the same experimental
conditions, the HDACI trichostatin A(TSA), suberoylanilide hydrox-
amic acid {SAHA) and valproic acid (VPA) (Sigma), were added to
final concentrations of, respectively, 20 pM, 20 pM and 20 mM.

2.3. Treatment of schistosomula and adult worms with HDAC

[n two separate 24-well plates, schistosomula {approximately
2000 perwell)and adult worms (10 pairs per well ywere maintained
in Tml of M199 medium ([ovitrogen) supplemented with 10%
foetal calf serum { PAA Laboratories, GmbH), non-essential amino-
acids(Gibco), penicillin/streptomycin, amphotericin and rifampicin
(60 wg/ml) (Sigma) at 37°C and 5% COy. Stock solutions of TSA,
SAHA and VPA (Sigma) were prepared according the supplier's
recommendations and respectively dissolved in absolute ethanol,
DMSO and sterile water. Every 24 h, schistesomula and adult worms
were treated with two different doses of these HDACI to final con-
centrations of 1 and 2 pM for TSA, 2 and 10 M for SAHA and 1
and 5 mM for VPA. Briefly, 800 ] of culture medium were remaved
from each well and 700 .l of fresh complete culture medium were
added. The volume was completed to 1 ml with 100 pl of TSA or
VPA solutions, prepared at 10x concentration in complete M199
medium, to the desired final concentration. The negative controls
correspond to schistosomula and adult worms treated with equiva-
lent amounts of absolute ethanol for the TSA control, DMSO for the
SAHA control and wich sterile water for the VPA control.
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For ChIP and measurement of transcript levels of target genes
20,000 schistosomula were incubated in wells of a 6-well culture
plate containing 2 ml of complete M199 medium (as above) con-
raining 2 pM TSA or selvent (ethanol) alone as above. After 12, 24
or 48 h parasites were recovered by centrifugation. washed once
in PBS and subjected either to RNA extraction using the Ribopure
kit {Ambien) or to the ChlIP protocal (see below). Extracted total
RNA was treated with Turbo DNA-free { Ambien)and an aliquot {one
rwentieth of the sample) reverse transcribed using Superscript [l
reverse ranscriptase (Invitrogen ) using olige-dT as primer.

2.4, Estimation of worm viability

The viability of schistosomula was visually estimated on a
daily basis using an optical microscope (Leica DMIL) following
the distinct morphological differences between dead and viable
schistosomula. Lass of mability, obvious tegumental deformation
and a granular appearance were the main criteria. For each condi-
tion, an aliquot of approximately 150 larvae was abserved and the
non-viable larvae were counted. Three counts were independently
performed for each experiment.

2.5, Measurement of caspase activity

Caspase 2/7 activity was measured using the Caspase-Clo 3/7
assay kit (Promega) according to the manufacturer’s instructions.
Briefly, schistosomula {20,000} were treated or not with TSA (sol-
vent control, 2 or 10 M) as previously and plates (6-well) allowed
to equilibrate to roem temperature for 5 min before proceeding.
Culture medium was removed and the schistosomula were cen-
trifuged {1000 x g. 5 min) washed once in PBS and resuspended
in 100 p.l of reporter lysis buffer {1x, Promega) in a 1.5ml eppen-
dorf tube. Parasites were mixed briefly {vortex) and centrifuged
(14,000 x g, 10min, 4°C). Caspase-Glo reagent (100 1) was then
added to the supernatant, the selutions mixed briefly by vortexing
and incubated at room temperature in the dark with agitation for
3 h. A negative control was performed vsing 100 pul of lysis buffer
alone. [t was not found necessary to disrupt the schistosomula fur-
ther by sonication before carrying out the assay. Luminescence was
measured in a white-walled 96-well plate in a Wallac Victor? 1420
multilabel counter ( PerkinElmer™®).

2.6. TUNEL assay

Detection of DNA strand breaks in TSA-treated schistosomula
was done using the Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP
nick end labelling (TUNEL) method using the n Situ Cell Death
Detection Kit (Roche). The method designed for cell suspensions
was followed as described in the manufacturer’s instructions with
modifications. Briefly, batches of 2000 schistosomula, were treated
or not for 48h with 2 or 10 uM TSA, or for 24 h with 5 or 50 pM
staurosporine {Sigma), in a 6-well micro-plate in 2 ml of M199
medium as previously. Culture medium was removed and the schis-
tosomula were centrifuged (1000 x g, 5 min) washed three times
in PBS; 100wl of fixation solution (paraformaldehyde, 2% final)
was added to the parasite pellet and incubated at room temper-
ature for 60 min. The liquid was then removed, the schistosomula
washed once in PBS (500 1) and permeabilization solution (Triton
X-100 0.1%, sodium citrate 0.1%) added for 10 min on ice. Labelling
was then carried out exactly as described in the manufacturer's
instructions. Positively labelled schistosomula were counted man-
ually under fluorescence microscopy.

2.7. Western blot analysis

Schistesomula (approximately 2000) and adult worms (10
worm pairs) were washed twice in cold PBS 1X. For the schis-

tosomula, the pellet was directly resuspended in 100 ] protein
loading buffer{62.5 mM Tris/HCl pH 6.8; 3% SDS; 10% sucrose; 0.2 M
DTT), sonicated six times for 15 s, boiled and centrifuged (5 min;
14,000 = g; 4°C). Adult worms were resuspended in 200 pl of lysis
buffer (PBS containing 0.5% Triton X-100, 2 mM PMSE, 0.02% NaN3
and sonicated six times for 15s. The samples were centrifuged
{10 min; 14,000 x g;: 4=C), the supernatants removed and the pel-
lets (containing the nuclear material ) were resuspended in 100l
protein loading buffer then subjected to the same preparation as
described for schistosomula. For schistosomula and adult worms,
20l of sample were loaded on 15% SDS-polyacrylamide gels.
After protein separation, the transfer to a nitrocellulose membrane
iInterchim) and western blot analysis were performed accord-
ing to antibody supplier's recommendations. Acetylation levels
of histones H? and H4 were visualized using polyclonal rabbit
anti-acetyl-H2 and anti-acetyl-H4 antibodies (ChIP grade, Upstate ).
Briefly, membranes were blocked with Tris-buffered saline (TBS)
containing 0.1% Tween 20 and 5% skimmed milk (TBST/5% milk)
and then probed overnight with primary antibedies (1:2000 anti-
aceryl-H2 or 1:10,000 anti-acetyl-H4 in TBST/ 5% BSA). Membranes
were then washed three times with TBST and incubated for 1hin
TBST/ 5% milk containing the corresponding peroxidase-conjugated
secondary antibody (1:10,000 . After washing in TBST, ECL ( Amer-
sham Biosciences) was used to visualize the bands.

Each western blot analysis was calibrated by silver-staining a
15% SDS-polyacrylamide gel loaded with the same samples using
the SilverCuest kit Invitrogen).

2.8. Molecular cloning of S. mansoni caspases 3 and 7

Screening (tblastn) of the S. mansoni gene index database
{htep://compbio.dfci.harvard.edu/tgi/cgi-bin/tgi/Blast/index.cgi)
using mouse caspase 3 (NP_033940) and caspase 7 (NP_031637)
peptide sequences yielded two contigs and one individual EST
that represented potential orthologues (TC38656, TC43170,
CD81649). We carried out 5 and 3’ RACE (GeneRacer kit, Invit-
rogen) using oligonucleotides based on these sequences {Table
1 in Supplementary Online Material) and generated full-length
cDNA sequences, the integrity of which was verified by per-
forming PCR wicth oligonucleotides encompassing the coding
sequence. Sequence alignments and analysis were carried out
using the DNAStar Lasergene programme package and the BioEdit
v7.0.1 package (http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html).
The predicted peptide sequences were further compared to
putative 5. mansoni proteins identified on the S. mansoni
GeneDB (http:/Jwww.genedb.org/genedb/smansoni/ ). The
structure of the corresponding genes and localisation of prox-
imal promoter sequences was done by alignment to genomic
contig and scaffold sequences (assembly 3.1) at the Sanger
Institute S. mansoni Blast server (htp://www.sanger.ac.uk/cgi-
bin/blast/submitblast/s_mansoni).

2.9. Quanritative RT-PCR

Total RNA {one twenticth of the RNA extracted from 20,000
schistosomula; see Section 2.3) was reverse transcribed using the
Superscript Il reverse transcriptase (Invitrogen). cDNA were used
as templates for PCR amplification using the SYBR Green Master
Mix and the ABI PRISM 7000 sequence detection system (Applied
Biosystems). Primers {(Table 1 in Supplementary Material Online)
specific for S mansoni a-tubulin (Genbank accession number
M80214; [22]), SmHDACT, SmHDAC3, Smcaspase 3 and Smcaspase
7. were designed by the Primer Express Program (Applied Biosys-
tems) and used for amplification in triplicate assays. In order to
determine the efficiency of the PCR reactions with each primer
pair, Ct values were obtained for cercarial cDNA in amounts rang-
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ing from 40 pg to 100 ng. The standard curves obtained ( not shown)
showed high linearity (Pearson correlation coefficient r> 0.99). The
real-time PCR efficiency (E) of one cycle in the exponential phase
was calculated according to the equation: E=10[-1s1re] [23], The
investigated transcripts all showed very high and comparable effi-
ciency rates; SmHDACT, 2.03; SmHDAC3, 2.00; Smcaspase 3, 2.04;
Smcaspase 7, 1.99; and 5. mansoni a-tubulin, 2.00. For graphical
representation of quantitative PCR data, ACt values were obtained
by deducting the raw cycle threshold (Ct values) obtained for o-
tubulin mRNA, the internal standard, from the Ct values obtained
for SmHDACT, SmHDAC3, Smcaspase 3 and Smcaspase 7 in schis-
tosomula treated or not with TSA. The efficiency rates of the PCR
reactions allow the ratios of expression to be calculated using the
2-8ACE rarip [24).

2.10. Quantitative chromatin immunoprecipitation (Q-ChIP) and
ChlIP-5eq

The method used for Q-ChIP was recently described in detail
[25]. Briefly, parasites treated or not with TSA were fixed in 1%
formaldehyde and sonicated to fragment the chromatin. Immuno-
precipitation was carried out using rabbit anti-acetyl histone H4
serum {ChIP grade, Upstate), with non-immunised rabbit serum
or rabbit antiserum against human lactoferrin (Sigma) as controls.
(-PCR was carried out as described [25] on immunoprecipitated
DNA or input using oligonucleotide primers shown in Table 1
in Supplementary Material Online and results expressed as the
fold increase in the percentage of input immunoprecipitated from
DNA derived from schistosomula treated with TSA compared to
untreated larvae.

ChIP-5eq was performed as described in [26] with antibodies
against acetylated H3K9 [ Upstate, Cat#31388, LomDAM1394804).
To correct for potential artifacts during data processing for peak
finding, DNA was treated by micrococcal nuclease to obtain
mononucleosomes, and this DNA that corresponds to the input
was extracted, sequenced and processed as for ChlP-5eq (alignment
with ELAND (Illumina) and peak finding with FindPeaks 3.1 [27]).
Profiles were visualized in GBrowse [28] and compared by visual
inspection.

2.11. Statistical analysis

The statistical significance of the data in all experiments was
measured using the Mann-Whitney U-test for nonparametric data
or Student's f-test using the programme StatView (Abacus Con-
cepts).

2. Results and discussion

3.1. Schistosome histone deacetylases are inhibited by TSA, VPA
and SAHA

We initially tested three commonly used histone deacetylase
inhibitors (HDACH) for their capacity to inhibit global HDAC activ-
ity in schistosomes (Fig. 1). Overall HDAC activity is very uniform
throughout the schistosome life-cycle, although slightly increased
in adult male worms (Fig. 1A) and is 2-3-fold lower than that of
homogenates of HEK 293 cells. This activity is strongly inhibited
by 20 .M TSA at all life-cycle stages. Lower doses of TSA were also
effective (not shown); 10 nM TSA inhibited adult male worm HDAC
activity by 70% in the same assay conditions. We next compared
the inhibition of adult male worm and schistosomula HDAC activ-
ity by TSA, VPA and SAHA (Fig. 1B). All three agents inhibited the
HDAC activity strongly (70-90%), but not completely in HEK 293
cells, schistosomula and adult male worm extract.
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Fig. 1. Class I and class I1 histone deacetylase activity of 5. mansoni life-cycle stages
and inhibition by TSA, VPA and SAHA. (A)HDAC activity at different life-cycle stages.
Activity was measured (see Section 2) on the different extracts (75 g of protein)
in the presence or absence of TSA (20 M), An HEK 293 cell extract was included
as a positive control and results are the means (+£5.0.) of triplicate assays and are
expressed as activity relative to that of adult male worm extract. (B) Inhibition of
HDAC activity by TSA, VPA and SAHA. Activity was measured as before in the presence
orabsence of TSA (20 M), SAHA (20 M )or VPA{ 20 mM ) in adult male worm extract
and HEK 293 cell extract. Results are expressed as the mean (£5.0., triplicate assay)
% inhibition obtained.

The incomplete inhibition of HDAC activity in schistosome
extracts by the inhibitors used may be explained by their differ-
ential efficacy against HDAC classes [ and II, or against individual
HDACs. Although TSA has been shown to be an effective inhibitor
of both class [ and class [1 HDACs [29] it is significantly less potent
against HDACS [class I) than against all other HDACs. This may be
linked to recent findings indicating that, in contrast to all otherclass
[ and class [l HDACs, the divalent cation present in the catalytic
centre of HDACS may be Fe(Il} and not Zn2* [20]. Interestingly, we
have shown that SmHDACS transcripts are highly expressed at all
life-cycle stages and always expressed at higher levels than those
of another class [ HDAC, SmHDAC3 and at similar levels to SmH-
DACT [3]. Moreover, SmHDACS possesses insertions in its catalytic
domain that may alter both its substrate specificity and inhibition
profile. Valproic acid has also been shown to be a less effective
inhibitor of class Il than of class | HDACs [31]. Finally, we cannot
rule out residual sirtuin{ HDAC class 1) activity in the extracts, cat-
alyzed by endogenous NAD* and that would not be inhibited by the
HDACI we used.

3.2, Histone deacetylase inhibitors induce mortality and
apoptosis in schistosomula

We next tested the HDACI for their capacity to affect schistosome
larvae maintained in culture. A recent study [32] has shown that
TSA is able to block the development of 5. mansoni miracidia into
sparocysts in vitro, and that this effect was completely reversible
up to 4 h of incubation. We therefore determined to test the longer
term effects of HDACH in culture with an emphasis on the viability of
worms. Both TSA and VPA were toxic for schistosomula and Fig. ZA
shows the phenotype obtained {opaque and immaobile larvae) with
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Fig. 2. Viability of schistosomula cultured in vitre in the presence of HDACL (A) Appearance of schistosomula incubated in the presence of increasing concentrations of TSA
for 48 h. Dead and dying larvae are dark and opaque. (B) Viability of schistosomula maintained in culture in the presence or absence of 1 or SmM VPR or (<) 1 or 2 pl
TSA. Mortality was assessed as above and dead larvae were counted manually in cultures maintained up to 7 days. Results are expressed as mean % surviving larvae (£5.0,
triplicate assay. Significant mortality compared to controls (Student's t-test) was induced by both doses of TSA from day 3 onwards and by 5 mM VPA from day 6.

increasing doses of TSA. The cumulative effect on larval survival
over time is shown in Fig. 2B and C with schistosomula maintained
in culture for 7 days and a daily renewal of the medium and the
inhibitor. TSA (Fig. 2C), at the doses used was clearly more potent
than VPA (Fig. 2B), killing all the larvae after 7 days. Up to 48 h after
the start of the experiment, no effect on mortality was seen using
1 or 2 pM TSA. Significant mortality compared to untreated con-
trols was induced by both doses after 3 days (p=0.003 for 1 pM
TSA and p=0.049 for 2 pM TSA). In the case of VPA, significant
mortality was only induced after 6 and 7 days at the 5 mM dose
(p=0.027 and p=0.001, respectively). The time-frame of 48 h was
chosen for subsequent experiments on the effects of TSA and VPA.
In contrast, SAHA was ineffective against cultured schistosomula
up to a concentration of 10 .M (not shown). This may be due to
the failure of the drug to penetrate the double membrane of the
larvae or to a lower efficacy of SAHA compared to TSA for example,
as is the case for their relative cytotoxicity for cancer cell lines [e.g.

33]. However, the doses of TSA necessary to induce mortality were
greater than those routinely used (100-300nM) with cancer cell
lines [33] also indicating a reduced bicavailability in schistosomula.
The doses of VPA employed here are similar to those that induce
cytotoxicity in cancer cells [e.g. 34] but are, again, less effective on
schistosomula.

One of the principal effects of HDACH on cultured cancer cells is
the induction of apoptotic cell death. In order to determine whether
the mortality we observed was due to this mechanism, we used
two methods that assayed different stages of the apoptotic process,
caspase 3/7 activity and DNA fragmentation. Caspases 3 and 7 are
“executioner” caspases that are cleaved and activated by caspases
8 and 9, the "initiator” caspases that are activated by both extrinsic
and intrinsic death pathways [35]. Both caspases 3 and 7 are con-
served in 5. mansoni (see below). Caspase 3/7 activity showed no
significant increase after 24 h of incubation with TSA (not shown),
butwas significantly increased after 48 h ofincubation of schistoso-
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Fig. 2. TSA induces apoptosis in schistosomula in vitro. {A) Caspase 37 activity in
schistosomula maintained in vitro in the presence of TSA. Schistosomula (20,000)
were maintained in the presence of 2 or 10 pM TSA or with the same volume of
the solvent ethanol (EtOH) added to the medium for48 h. Caspase 3{7 activity was
then measured (see Section 2). Results are the mean {£5.D.) of three independent
experiments and are expressed as activity relative to the solvent control. (B) DNA
fragmentation measured using the TUNEL method. Schistosomula were incubated
as above and TUNEL labelling carried out as described in Section 2. Fluorescently
labelled larvae were counted manually and results expressed as a percentage of
total larvae. Results are the mean {£5.00) of four independent experiments. Far the
caspase and TUMEL assays the statistical significance (Mann and Whitney rest) is
given as n.s. (nat significant) or *p<0.05,

mulaithree independent experiments) with either 2 pM (p= 0.019)
or 10 pM TSA (p=0.0065) in a dose-dependent manner (Fig. 3A).

Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labelling
{TUNEL) was used to identify schistosomula containing cells in
the last phase of apoptosis and positively stained larvae were
counted manually. In four independent experiments significant
{p=0.019) labelling was only seen after 48 h when 10 pM TSA was
used (Fig. 3B). However, labelling was seen in some schistosomula
treated with 2 M TSA. Although the number of labelled parasites
treated with 2 M TSA was not significantly different from controls,
the apparent intensity of labelling was increased, and increased
further at the higher dose of TSA (Supplementary Fig. 1A). Control
experiments carried out using 50 uM staurosporine showed that all
schistosomula gave positive TUNEL staining after 24 hof incubation
{Supplementary Fig. 1B).

Taken together, our results show that HDACH are capable of
inducing parasite mortality via an apoptotic mechanism. At the dose
of 2 pM TSA did not induce mortality or a significant increase in
TUNEL positive parasites after 48 h, but the caspase 3/7 activity was
significantly increased at this point, indicating that the apoptotic
process had started.

3.3. TSA rreatment of schistosomula induces hyperacetylation of
histone H4

The induction of apoptosis in cancer cells by HDACH including
TSA is accompanied by an increase in the acetylation of histones
[e.g. 36]. This hyperacetrylation occurs on all the nucleosome his-
tone subunits and most of the resulting acetylated lysine residues
can be associated with increased gene transcription [37]. However,
the acetylation of the histone H4 tail plays the most prominent
role in determining the ability of chromarin to fold into higher
order structures and in particular, the acetylation of lysine 16 of

not incubated with the HDACH, H3 acetylation was more intense
than that of H4, and increased slightly after 24 h of incubation with
TSA or VPA. Acetylated H4 was present in untreated schistosomula
after 24 h, but diminished after 72 h, even in worms treated with
VPA. In adults, H4 acetylation was diminished substantially (not
visible on blots exposed to visualize acetylated H4 in TSA-treated
worms) after 24 and 72 h in untreated or VPA-treated worms. The
relative diminution of H4 acetylation in untreated schistosomula
after 3 days in culture (this was also the case after only 2 days,
not shown) is most likely due to epigenetic changes involved in
the maturation and development of schistosomula in in vitro cul-
ture, but the results shown do not imply its total absence and it
remains to be determined whether similar changes accur in vivo.
The most striking effect of TSA treatment was a sustained increase
in H4 acerylation after 24 and 72 h of treatment, both in larvae and
adult worms. This hyperacetylation was also sustained in worms
after 5 days of incubation { not shown), in spite of the toxic effects
of 2 uM TSA manifest at this time point (Fig. 2B).

3.4, TSAincreases the expression of HDAC target genes and H4
acetylation of a target gene promoter

Increased acetylation of chromatin induced by HDACI is often
accompanied by the increase in transcription levels of genes
normally repressed by HDACs. For instance, TSA treatment of
embryonic stem cells up-regulates the expression of HDACT and of
its target genes (JunB, p21, etc.) [3]. However, it has also been shown
that butyrate and TSA can mediate a decrease in histone acetyla-
tion at certain proximal promoters and in particular around the
transcription start sites, and a corresponding down-regulation of
associated genes [39]. We therefore decided to study the effects of
TSA on the expression of selected genes and the correlation of these
effects with the level of acetylation of their proximal promoters.

We looked for S. mansoni genes, orthologues of genes of which
transcription has been shown to be modified by treatment with
HDACH These include genes that promote apoptosis such as APAF1
[40], or inhibit it such as JunB [413]. However, clear ortho-
logues of these genes proved difficult to identify in the S. mansoni
genome. Since we had shown that caspase 3/7 enzyme activity was
increased after TSA treatment of schistosomula, and since caspase 3
transcripts were up-regulated in HCT116 cells expressing the tran-
scription factor E2F1 during apoptosis promoted by SAHA [40] and
in LNCaP prostate cancer cells after treatment with VPA [42], we
investigated the possible regulation of caspases 3 and 7 transcrip-
tion after TSA treatment. Initially we identified 5. mansoni ESTs
showing significant sequence identity to mouse caspases 3 and 7
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Fig. 4. HDAC inhibitars induce hyperacetylation of histone H4 in schistosomula and adult worms, Western blots of extracts of (A schistosomula ar (B) adult worms incubared
for 1 or 3 days in the presence of different doses of TSA (0, 1 or 2 pM) or VPA (0, 1 or 3 mM) were carried out using antibodies to acetylated histone H3 or acetylated histone
H4 (see Section 2. Silver-stained gels of the same extracts are shown as a control of input. The putative positions of the different histones are shown on the right of the panel.

Muolecular sizes indicared are in lkDa.

(see Section 2) and completed the cDNA sequences using 5 and 3
RACE. These sequences have been submitted to GenBank with the
accession numbers F]905905 and F[905906. The alignments of the
respective catalytic domains of Smcaspases 3 and 7 to orthologues
are shown in Supplementary Fig. 2.

The analysis of transcription levels of these caspases showed
that they were both up-regulated at 24h in response to TSA
treatment of schistosomula (Fig. 5A). In an initial study of the
time-course of this activation of transcription, increased Smcaspase
3 transcription was transient, being manifest only after 24 h and
returning to the level of controls after 48 h. In contrast, Smcaspase
7 transcription was already significantly increased after 12h and
continued to increase after 24 and 48 h of TSA treatment.

We next compared the expression of SmHDACT {potentially
up-regulated [3]) in schistosomula treated with TSA for 24 h in
comparison to that of SmHDAC3 [5] and the caspases (Fig. 5B).
Importantly. average Ct values obtained for the o-tubulin refer-
ence gene were unchanged after 24 h of TSAtreatment (not shown).
After 24 h of incubation, in three independent experiments, SmH-
DACT transcripts were found to be slightly down-regulated in
treated parasites, although the overall change, compiling the three
experiments, was not significant (p=0.09). SmHDAC3 transcript
levels were unchanged (p=0.86). In three separate experiments
Smcaspase 3 transcripts were up-regulated about 2-fold (p=0.002),
whereas Smcaspase 7 transcripts were up-regulated 4-6-fold
(p=0.0003). The induction of apoptosis via the caspase-dependent
pathway is not dependent on increased transcription of the cor-
responding genes, but rather on the activation through cleavage
of pre-existing pro-caspase enzymes [35]. However, our study
and others show that when transcription levels of caspase genes
are measured [4042], they are found to be modulated by HDAC
inhibitors.

The overall increase in histone acetylation observed after TSA
treatment in our study and others [36] may not reflect a corre-
sponding increase at the proximal promoter. Indeed, the opposite
has also been observed [39]. We therefore used quantitative chro-

matin immunoprecipitation (QChIP) that we previously optimized
foruse withwhole schistosomes [25] in order to investigate levels of
H4 acetylation around the transcription start sites (T55) of the most
markedly up-regulated gene encoding Smcaspase 7, and of SmH-
DACT, the transcription of which was unaffected by TSA treatment.
In order to define the corresponding gene promoter regions, we
mappedthe full-length cDNAsequences defined here for the 5. man-
soni caspase ¥ gene, and previously for SmHDACT [4] to the genomic
contigs and scaffolds available at http://www.sangerac.uk/cgi-
bin/blast/submitblast/s_mansoni. This analysis ([25] and Tables 2
and 3 in Supplementary Material Online) allowed us to define
oligonucleotides amplifying the regions from —50 to —1 for Simcas-
pase 7 and from +49 to +133 for SmHDACT (spanning exen 1 and
the first intron) for use in quantitative real-time PCR following the
ChIP procedure. [t should be noted that the choice of these oligonu-
cleotides was constrained by the presence of repetitive sequences,
particularly for SmHDACIT, upstream of the transcription start site.
Qur results (Fig. 5C) show that, whilst the level of H4 acetylation at
the SmHDACT gene was unaffected by TSA treatment (in agreement
with the lack of an effect on transcription), that of the Smcaspase 7
promoter was increased 2-4-fold (p=0.002) in three independent
experiments. However, in terms of the percentage of input recov-
ered after immunoprecipitation with antibodies to acetylated H4,
the levels of acetylation at the SmHDACT gene were much higher
(21.1%) thanthose of the Smcaspase 7 promoter( 1.7%) without treat-
ment, and remained unchanged (20.5%, p=0.63) after treatment,
possibly because the promoter is already maximally acetylated in
untreated schistosomula. In support of this hypothesis, data from
ChlIP-5eq experiments carried out on material immunoprecipitated
by an antibody against acetylated H3K9 [26] (Supplementary Fig.
3) indicates a large peak of H3K9 acetylation at the promoter of
SmHDACT in untreated cercariae, miracidia and adult worms. In
contrast, H3K9 acetylation levels at the Smicaspase 7 promoter were
much lower in untreated parasites. This is also in agreement with
the high constitutive level of expression of SmHDACT we observed
throughout the 5. mansoni life-cycle [5].
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Fig. 5. TSA treatment increases transcription of S. mansoni caspases 3 and 7 genes
and acetylation of H4 atthe promoter of Smcaspase 7.{A) Time-course of the increass
inexpression of Smcaspases 3 and 7 transcripts following treatment with TSA, Schis-
tosornula (25,000 were incubated for 24h in the presence or absence of 2 M
TSA. RNA extraction, reverse transcription and quantitative real-time PCR were as
described in Section 2. Oligonucleotides were as shown in Table 1 in Supplementary
Online Material. Results are expressed as fold difference of transcript levels in TSA-
treated compared to untreated schistosomula measured by the 244 ratio using
a-tubulin as the reference gene. (B} Relative expression levels of SmHDACT, SmH-
DAC3, Smcaspase 3 and Smeaspase 7 transcripts in schistosomula treated with TSA
for 24 h, Experiments were carried out exactly as in {A) {C) Relative levels of his-
tone H4 acetylation at the promoters of SmHDACT and Smcaspase 7 after treatment
of schistosomula with TSA for 24 h. Schistosomula were incubated with or without
2 M TSA for 24 b as above and Q-ChIP carried out as described in [25] and Sec-
tion 2. Results are expressed as the percentage of input DHNA immunoprecipitated
by anti-acetylated H4 antibodies from TSA-treated schistosomula and from controls.
{n all experiments in this figure the results shown are of three independent experi-
ments. The statistical significance (Mann and Whitney test) is given as: “p« 001 or
*p< 0001,

Taken together, our results show thar TSA treatment increases
histone acerylation, increases the expression of selected genes and
that this increased expression can be correlated to an increase in
the acetylation of H4 at the proximal promoter. These methods and
data provide a template for the further investigation of the effects
of HDAC inhibitors on the parasite, with the aim of developing
schistosome-specific inhibitors as novel drug candidates. However,
the methods developed in this study will also enable us to further
investigate the epigenetic control of gene expression during the
parasite life-cycle and in response to inhibitors/agonists of other
histone-modifying enzymes. This complex life-cycle includes radi-
cal morphological moedifications, sexual differentiation, two forms

of reproduction, and numerous genes are subject to strict control
of their expression, being switched on or off at different stages (e.g.
[43]). These parameters argue for a central role for epigenetic mech-
anisms of gene expressionand make . mansoni an interesting, novel
and, now, an accessible model for their study.
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Supplementary Fig. 1. TUNEL labelling of parasites exposed to TSA or staurosporine. (A)
Appearance of TUNEL labelling of schistosomula incu bated or not for 48 h with TSA.

Incubations were as above and larvae were stained using the TUNEL method (see Section 2) and
DAPI. Both merged and unmerged images are shown. Positively labelled schistosomula are green.
The intensity of labelling, as well as the number of positively labelled larvae, increased with the dose
of TSA used. (B) DAPI and TUNEL labelling of schistosomula exposed for 24 h to 5 uM (3, 4) or
50 uM (5, 6) staurosporine or controls (1, 2). At the 50 uM dose of staurosporine, all schistosomula
were positively labelled by the TUNEL method.
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Supplementary Fig. 2. Alignment of the catalytic do  mains of S. mansoni caspases 3
(Smcaspase3; accession number FJ905905) and 7 (Smca spase7; FJ905906) with orthologues
from other species.

Sequence alignments with mouse caspase 3 (Mmcaspase3; NP_033940) mouse caspase 7
(Mmcaspase7; NP_031637) Drosophila melanogaster drICE (DmdriCE; CAA72937) and
Caenorhabditis elegans CED3 (CeCED3; P42573) were done using the MegAlign programme
(DNAStar Inc.) and the BioEdit v7.0.1 package (http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html).
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Supplementary Fig. 3. Schematic representation of e  xon location (top) and H3K9 acetylation
(bottom) for SmHDAC1 (A) and Smcaspase7 (B).

The H3K9 acetylation profiles were generated by ChlIP-Seq, x-axis is in kilo-basepairs (kb), y-axis in
arbitrary acetylation units. After immunoprecipitation with an antibody against acetylated H3K9, DNA
was sequenced and unigque sequences were mapped to the genome. Profiles were generated by an
automatic peak-finding algorithm (findpeaks v 3.1). Dispersed repeats are excluded from this analysis
since their genomic origin cannot be determined. The peak-finding algorithm also produces some
artifacts. Therefore, the profiles were compared to profiles generated with input DNA alone (before
ChIP). In the profiles, full black zones correspond to automatic peak finding, superposed grey zones
were reconstructed and corrected for presence of repeats and peak-finding artifacts by visual
inspection. The light purple zone corresponds to regions where presence of acetylated H4 was
determined by ChIP and gqPCR.
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Supplementary Table 1 : Oligonucleotide primers used in the study

Gene Primer Use Sequence (5'-3")

SmHDAC1 Quantitative Rt-PCR forward | gCgAgTATTTTCCCggAACTg

Quantitative Rt-PCR reverse | CgCgACCTgCACCAATATCT

Q-ChlIP forward TCAgCAACTAACAAAAAQQTCTgC

Q-ChlIP reverse CAAAQgACCCAAATACATAACTTCAC

SmHDAC3 Quantitative Rt-PCR forward | TTTTACgATCCAgATTgTgggA

Quantitative Rt-PCR reverse | CATgggATgATTCggTCCATA

Smcaspase3 | 5 RACE PCR primer AQTTATCCAQTAQTTAQTCCCAATCGTTCT
5" RACE PCR nested primer | TTTTTCgTggTgATCggTgTCCT
3’ RACE PCR primer TgAAQgAQgAgT TACgCCAAQCAAAAA

3’ RACE PCR nested primer | AAATCTTCACCTgCATCTgTTACCATAQT

Quantitative Rt-PCR forward | TTTgCggTCAATgAAgAAATAAAC

Quantitative Rt-PCR reverse | AAGQAgCgAAACACAATCgTgC

Smcaspase7 | 5 RACE PCR primer ATTCgTCTTATTgTTgTCgCAgCATCC
5' RACE PCR nested primer | TQCgTATATCAATCCACCCTCATCAC
3’ RACE PCR primer AgggATTAgCTgCAgTgACTCgTATTC

3’ RACE PCR nested primer | TAAAgGCCCgTATgAACCAAgAACC

Quantitative Rt-PCR forward | CgTgJACCATgATTgTTTCgC

Quantitative Rt-PCR reverse | gCAATgATACgATCCACggg

Q-ChlIP forward TggAAAATggTTTTAATAATTCgAgA
Q-ChlIP reverse gACCgATTCgACAgCAATg
a-tubulin Quantitative Rt-PCR forward | AQCAgTTAAgCgTTgCAgAAATCA

Quantitative Rt-PCR reverse | TQACgAgggTCACATTTCACCAT

% Restriction enzyme sites are in bold, start or stop codons are underlined.

Supplementary Table 2 : Smcaspase7 gene organization *

Contig Exon Exon Intron cDNA Coding Peptide
sequence size size sequence | sequence sequence
limits limits

Smp_contig025678° 24075-24119 | 45 1-45 -

26494-26540 | 47 2375 46-92 63-92 1-9
26573-26952 | 380 33 93-472 93-472 10-136

Smp_contig025681° 1-168 304-472
877-1056 179 709 473-651 | 473-651 137-196

Smp_contig025682 1539-1680 142 >1889 652-793 | 652-793 197-243

Smp_contig025683 4616-5196 581 >4987 794-1374 | 794-1050 244-329

! pata from S. mansoni genome  assembly version 3.1  (http://www.sanger.ac.uk/cgi-

bin/blast/submitblast/s_mansoni).

2 Smp_contig025678 (23880-26855) is identical to Smp_contig025680 (1-2976) but the rest of the sequences diverge,
truncating exon 3 in Smp_contig025680.

3 Smp_contig025678 and Smp_contig025681are contiguous. Smp_contig025681land Smp_contig025680 align
only in exon 3.
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Supplementary Table 3 :

SmHDACL1 gene organization

1

Contig Exon Exon size | Intron size | cDNA Coding Peptide
sequence sequence sequence sequence
limits limits

Smp_contig001596 | 7618-7713 96 1-96 54-96 1-14
9952-10454 | 503 2239 97-599 97-599 15-182
10487- 189 33 600-788 600-788 183-245
10675
10709- 157 34 789-945 789-945 246-297
10865
11170- 249 305 946-1194 946-1194 298-380
11418
14431- 317 3013 1195-1511 | 1195-1511 | 381-486
14747
15552- 250 805 1512-1761 | 1512-1604 | 487-517
15801

! pata from S. mansoni genome  assembly version 3.1  (http://www.sanger.ac.uk/cgi-

bin/blast/submitblast/s_mansoni).
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Discussion

Nos travaux sur les histones désacétylases de classe | du parasite S. mansoni ont
permis de montrer une conservation relative de ces enzymes. Trois membres de cette
famille ont été mis en évidence alors que quatre sont généralement retrouvés chez les
mammiferes. SmMHDAC1 et 3 sont fortement conservées. L'absence d’'une HDAC2, résultant
d’'une duplication de HDAC1 chez les vertébrés [Gregoretti et al, 2004], n'a rien de
surprenant lorsqu’on consideére la présence d’un unigue membre de la sous-famille HDAC1/2
chez D. melanogaster [Gregoretti et al, 2004]. En revanche, ceci peut étre plus surprenant
puisqu’il est connu que de nombreuses duplications de génes sont retrouvées chez les
schistosomes, par exemple SmCBP1 et SmCBP2 [Bertin et al, 2006].

Le criblage des banques de données a, par ailleurs, permis de mettre en évidence la
présence de HDACs de classe Il chez S. mansoni. En effet, chez les mammiféres six
membres composent cette famille, HDAC4, 5, 6, 7, 9 et 10 [Gregoretti et al, 2004]. Chez le
parasite, SMHDACA4 et 5 ont été identifiées et nous avons également procédé au clonage de
leurs ADNc complets (résultats non-montrés). Deux orthologues de HDACs proches de
HDACG6/10 ont été retrouves, I'obtention des ADNc est en cours. En revanche, aucun
orthologue de HDACY et 9 n'a été identifié dans les banques de données chez S. mansoni, il
en est de méme pour HDAC11 de classe IV qui est considérée comme spécifique des

mammiféres.

Concernant l'inhibition des HDACs avec les différentes drogues, notre étude ne nous
permet pas de discriminer de réle précis pour chacune de ces enzymes puisque les
inhibiteurs utilisés ne sont pas spécifiques d’une enzyme mais répriment plusieurs classes
de HDACs. De plus les activités mesurées englobent l'activité désacétylase des quatre
classes de HDACSs, or notre intérét se porte sur la classe I. Afin de nous focaliser davantage,
il serait envisageable de réaliser des expériences similaires en intégrant des inhibiteurs
spécifigues des différentes classes, tels que l'acide azélaique pour la classe llb [Mottet &
Castronovo, 2008]. Cependant le meilleur moyen de déterminer le réle de chaque HDAC
serait d'effectuer de 'ARN interférence sur les différentes enzymes, en supposant que la
redondance fonctionnelle des différentes protéines ne soit pas un frein et qu’il n'y ait pas de
complémentarité.

Les concentrations de trichostatine A utilisées dans nos expériences sont plus élevées
gue les concentrations habituellement utilisées sur des cellules [Bolden et al, 2006]. Comme
nous savons qu'a 10uM de TSA dans le milieu de culture la mort parasitaire intervient

rapidement et qu'a 2uM l'apoptose semble se mettre en place (article 2 et Figure
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supplémentaire 1), il pourrait étre intéressant de réitérer les expériences avec des
concentrations de drogues plus faibles, de l'ordre du nanomolaire, sur des cultures
parasitaires plus longues dans le temps afin de déterminer si cela aboutirait également a la

mort des parasites.

Par ailleurs, les HDACs sont des cibles prometteuses concernant la recherche contre
le cancer avec I'élaboration et le développement d’inhibiteurs spécifiques [Bolden et al,
2006]. En effet de nombreux inhibiteurs de HDACs ont prouvé leurs effets anti-tumoraux. De
plus les HDACs sont également des cibles potentielles anti-apicomplexa [Andrews et al,
2000 ; Strobl et al, 2007]. Pourquoi ne pas les envisager comme cibles anti-schistosomes?
Dans un premier temps il est important d’identifier une enzyme suffisamment spécifique du
parasite afin d’en faire une cible potentielle. Pour cela, SmMHDACL1 et 3 sont tres fortement
conservées. En revanche, SmHDACS est la plus particuliére des enzymes caractérisées. La
mise en évidence de SmHDACS8 est originale puisque cette protéine était jusqu’alors
considérée comme spécifique des vertébrés. A la vue de I'expression élevée du géne a
travers tous les stades de vie, SmHDACS8 pourrait étre extrémement importante chez le
parasite. Toutes ces données ainsi que la présence de plusieurs insertions a travers le
domaine catalytique de cette protéine lui confere un intérét particulier, hotamment pour le
développement de molécules régulatrices spécifiqgues de SmHDACS8. C’est pourquoi une
analyse fonctionnelle approfondie de cette enzyme permettrait éventuellement de mettre a
jour des fonctionnalités originales et intéressantes. De plus comme c’est la seule HDAC de
classe | qui ne nécessite pas d'interactions avec d’autres protéines pour étre active, son
étude biochimique, sous forme native ou recombinante, présage d’étre simplifiée par rapport
aux autres HDACs de classe | dont leur implication dans un complexe protéique est
essentielle pour leur activité désacétylase [de Ruijter et al, 2003]. La modélisation de la
structure de SmHDAC8 montre que certains résidus au niveau du site catalytique sont
différents, ce qui semblerait étre prometteur pour le développement d’inhibiteurs spécifiques

(Article 1 ; Figure supplémentaire 1).

La variation dans le niveau d’acétylation de I'histone H4 consécutive aux traitements
semblerait étre due aux HDACs de classe | étant donné leur localisation. En effet les HDACs
de classe Il sont principalement cytoplasmiques et celles de classe | nucléaires. Bien qu’un
trafic soit possible, la localisation principale des HDACs de classe | est plus cohérente pour
la désacétylation des histones, également nucléaires. L'obtention d’anticorps contre chaque
SmHDAC permettrait de réaliser l'immunolocalisation nécessaire pour obtenir ces

informations supplémentaires.
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Nos travaux sur l'acétylation des histones, ainsi que ceux de Cosseau et al [2009] et
de Caby & Pierce [2009] jettent les bases de I'étude des modifications épigénétiques chez
les schistosomes. L’application des techniques de ChIP, de Q-ChIP et de ChIP-Seq, pour la
premiere fois chez un parasite métazoaire, ont permis de démontrer le role central de
l'acétylation des histones au niveau des promoteurs de génes sur la transcription.
L’augmentation de l'acétylation au niveau, notamment, du promoteur proximal du geéene
codant Caspase 7 aprés traitement des parasites par la TSA, est corrélée avec
'accroissement de la quantité du transcrit correspondant. De plus, I'étude par ChIP-Seq
(effectuée par C. Grunau et C. Cosseau de 'UMR CNRS 5244, Université de Perpignan) a
permis de corréler les résultats de Q-ChIP concernant le degré d’acétylation de I'histone H4
au niveau des promoteurs de parasites non-traités, avec le niveau d’acétylation de la lysine 9
de I'histone H3 (H3K9). Ces résultats tendent a suggérer que le degré global d’acétylation de
ces promoteurs serait en relation avec leur niveau de transcription. Toutefois, des études
complémentaires sur le niveau d’acétylation de résidus spécifiques de I'histone H4 (H4K16
notamment) et sur la méthylation d’autres résidus chez les histones H3 et H4, ainsi que des
études sur le génome entier, sont nécessaires afin de dresser un tableau complet du réle
des modifications épigénétiques dans I'expression de genes de S. mansoni. L'un des intéréts
principaux de ce genre d’étude serait de déterminer le r6le de ces modifications dans le
contrble de I'expression de génes spécifiques de stades parasitaires, tels que la famille de
génes SmPoMuc, qui codent pour des protéines mucine-like et qui sont exprimés
uniguement aux stades interagissant avec I'héte intermédiaire, le mollusque B. glabrata
[Roger et al, 2008]. En effet, I'élucidation des mécanismes impliqués dans un tel degré de
contrble de la transcription jetterait de la lumiere sur les adaptations du schistosome a son

mode de vie parasitaire.
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LA HDAC DE CLASSE Il SmSIRT1 ET LE FACTEUR DE
TRANSCRIPTION SmFoxO : INTERACTION FONCTIONNELLE CHEZ
SCHISTOSOMA MANSONI.

Présentation
Les HDACs sont des enzymes extrémement conservées dans le régne du vivant.
Suite a la caractérisation de la classe | de HDACs du parasite S. mansoni, hous avons
décidé de nous focaliser sur une enzyme de la classe des sirtuines, Sirt1.

La classe Ill des HDACs regroupe les enzymes NAD'-dépendantes et non Zn*'-
dépendantes et est constituée des homologues de Sir2 de levure. Chez 'Homme, 7
membres constituent cette famille de protéines, Sirtl & 7. Par ailleurs, grace a un criblage
dans les banques de données, 5 sirtuines ont pu étre identifiées chez S. mansoni (R. Pierce,
résultats non-publiés). A I'instar des autres classes de HDACS, les sirtuines sont des cibles
thérapeutiques potentielles et des inhibiteurs de sirtuines ont été testés dans différentes
pathologies, notamment contre des parasites protozoaires. Par exemple, chez P. falciparum,
PfSir2 est sensible au nicotinamide, mais pas a d’autres inhibiteurs tels que le sirtinol ou la
splitomicine [Merrick & Duraisingh, 2007]. Le nicotinamide et la surfactine répriment la
croissance intra-érythocytaire des parasites [Prusty et al, 2008 ; Chakrabarty et al, 2008]. De
plus, chez Leishmania infantum, le sirtinol induit un arrét de la croissance parasitaire in vivo,
et I'induction de I'apoptose [Vergnes et al, 2005].

Dans notre modeéle d’étude, Sirtl a retenu notre intérét pour son interaction avec le
facteur de transcription FoxO et leur implication dans la régulation de la longévité en réponse
aux disponibilités caloriques. En effet, chez les organismes modeles, tels que la souris, C.
elegans, S. cerevisiae,... il a été démontré a plusieurs reprises qu'une restriction calorique
entraine une augmentation de la durée de vie et une baisse de la fécondité [Bordone &
Guarente, 2005 ; Tissenbaum & Guarente, 2002]. C’est pourquoi trois particularités des
schistosomes ont retenu notre attention et nous semblent donc en contradiction avec ces
faits reconnus.

Les vers adultes schistosomes ont une durée de vie extrémement longue au sein de leur
héte définitif ’'Homme, puisque des cas de patients infectés par le parasite ont révélé que
l'infection datait de plus de trente ans [Chabasse et al, 1985]. Par ailleurs, les femelles ont
une capacité de ponte tres élevée car elles libérent chaque jour jusqu'a 300 ceufs pour S.
mansoni. De plus, les parasites adultes migrent au niveau des veines mésentériques chez
'’Homme ou la concentration en glucose est élevée, des études ont montré qu’ils ont la

capacité de consommer jusqu'a cing fois leur poids sec en glucose toutes les cinq heures
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[Bueding, 1950]. L'’ensemble des ces caractéristiques nous ont amené a étudier un rble
potentiel de SmSirtl et de SmFoxO dans la régulation de la longévité.

Chez les organismes modéeles, la voie de signalisation de I'insuline est centrale dans les
mécanismes régulant la durée de vie. Il a été démontré que l'interaction entre les deux
protéines Sirtl et FoxO est cruciale pour la régulation de cette voie [Morris, 2005 ; Nemoto et
al, 2004].

FoxO appartient a une famille de facteurs de transcription, définie par le domaine de
liaison & I'ADN d’environ 100 résidus et qui est conservé parmi tous les membres de la
famille [Hannenhalli & Kaestner, 2009]. Ce domaine, nommé forkhead box (FKH), est
composé de 3 hélices-a, 3 feuillets-f et deux régions « ailes » flanquant le troisieme feuillet
B. A cause de la structure en aile de papillon de ce domaine FKH est également nommé
« hélice ailée » (winged helix). La plupart des protéines Fox se lient a 'ADN en tant que
monomeres par la troisieme hélice, des résidus flanquants et par les deux ailes. Les
membres de la famille montrent trés peu de similarité en dehors du domaine FKH et ont des
réles tres diversifiés. Toutefois la duplication de certains génes Fox a généré des paralogues
avec des fonctions chevauchantes et, jusqu'a un certain point, redondantes. Chez les
mammiféres il y a 4 représentants de la famille FoxO (FoxO1, 3, 4 et 6) tous impliqués dans
la signalisation dépendante de l'insuline, le diabéete et la longévité.

FoxO est, entre autre, régulé par la voie de signalisation dépendante du récepteur a
l'insuline et a I'lnsulin Growth Factor (IGF), et Sirtl, en désacétylant FoxO permet de le
maintenir au niveau des éléments de réponses des promoteurs de ses genes cibles. En
effet, FOXO est exprimé de fagon pléiotropique dans les tissus et sa capacité de régulation
de la transcription des genes cibles est fortement régulée par des modifications post-
traductionnelles. Celles-ci peuvent étre la phosphorylation et la balance
acétylation/désacétylation en réponse aux variations du milieu extérieur (chaleur, stress
oxydatif, disponibilité en nutriments) [Greer & Brunet, 2005].

L’enzyme CBP/p300 (cAMP-response-element Binding Protein/p300), en plus de son
activité histone acétyltransférase (HAT), peut également acétyler FoxO. Bien que certains
résultats semblent montrer un effet stimulateur de I'acétylation sur I'activité transcriptionnelle
de FoxO et que la liaison entre CBP/p300 et FoxO soit nécessaire pour cette activité [van
der Heide & Smidt, 2005], il semble maintenant établi que l'acétylation de FoxO par
CBP/p300 entraine le détachement partiel de FoxO de son élément de réponse (Figure 28).
Dans ce cas, FoxO peut alors étre désacétylé par Sir2/Sirtl, restaurant son activité. En
revanche, lorsque l'insuline/IGF-1 se fixe sur son récepteur et active la voie de signalisation
impliquant la PI3K et FoxO, ce dernier est phosphorylé par la PKB/Akt. Cette modification

entraine le détachement du facteur de transcription de son élément de réponse et son

83



Résultats : La HDAC de classe Ill SmSirtl et le facteur de transcription SmFoxO : Intercation fonctionnelle chez Schistosoma mansoni

exclusion du noyau [Matsuzaki et al, 2005]. FoxO est alors pris en charge par la protéine 14-
3-3 afin d’étre ubiquitinilé et dégradé par le protéasome.

A linverse, lorsque la voie de signalisation dépendante de l'insuline n’est pas activée,
FoxO acétylé peut étre désacétylé par Sir2/Sirtl. Cette désacétylation est nécessaire et
suffisante pour permettre a FoxO d’exercer son activité transcriptionnelle [Daitoku et al,
2004].

Figure 28 : Régulation de MmFoxO1 grace
"*\ aux modifications post-traductionnelles
@ d’aprés Matsuzaki et al, 2005.

IRS

Comme il a été mis en évidence la présence de deux récepteurs a l'insuline chez le
schistosome [Khayath et al, 2007], ceci nous a amené a identifier et & étudier la conservation
ou non de cette voie de signalisation chez le schistosome.

A cours de mes travaux de thése, nous avons mis en évidence l|'existence d'un
orthologue pour SmSirtl mais également pour SmFoxO, et la conservation relative des ces
deux protéines. Nous nous sommes intéressés a I'expression de leurs ARN messagers au
cours du cycle parasitaire. La caractérisation fonctionnelle de SmFoxO a permis de mettre
en évidence sa capacité d'activer la transcription. Finalement, nous montrons sa fixation au

niveau de différents promoteurs de potentiels génes cibles, ainsi que celle de SmSirt1.
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Abstract

Schistosoma mansoni is a platyhelminth parasite characterized by extreme longevity within
its human host combined with remarkable fecundity. In most other organisms there is a
trade-off between lifespan and fertility and the former is governed in part by availability of
energy, dietary restriction leading to a longer lifespan. The insulin receptor-dependent
signalling pathway is central to this mechanism; stimulation of the insulin receptor and
downstream PI3K/PKB signalling pathway reduce lifespan and their inhibition increases it.
The transcription factor FoxO is a target of this pathway and is additionally regulated by the
class Il histone deacetylase Sirtl. As an initial step towards the elucidation of the apparent
uncoupling of longevity and fecundity in schistosomes, we have cloned and characterized
orthologues of both Sirtl and FoxO from S. mansoni. Both are encoded by single-copy
genes and SmSirtl is characterized by a large insertion in the catalytic domain. Although
transcripts of SmSirtl and SmFoxO are differentially expressed in the various S. mansoni
life-cycle stages, the expressed proteins interact positively to drive transcription in
transfected mammalian cell lines. Moreover, both SmFoxO and SmSirtl are bound in vivo to
FoxO response elements in the promoter regions of target genes, indicating that they interact

functionally in schistosomes.
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Introduction

Schistosomes are platyhelminth parasites that infect 200 million people and cause
about 200,000 deaths annually [1]. Schistosomiasis therefore remains a major health
problem, particularly in sub-Saharan Africa and although the only available drug,
praziquantel, is effective and safe, concerns about the development of resistance,
particularly by Schistosoma mansoni [2], mean that new drugs are needed to treat and
control this disease. In the search for novel therapeutic targets, we decided to focus on one
of the most striking characteristics of S. mansoni, its extreme longevity. Adult worms are able
to live for more than 30 years within their definitive human host [3]. At the same time their
calorie intake is very high as they consume up to 5 times their dry weight in glucose every 5
hours [4]. Finally, S. mansoni female worms lay about 300 eggs every day. In other
organisms such as yeast, the mouse, the fruit fly, Caenorhabditis elegans or humans, dietary
restriction extends lifespan and concomitantly reduces fertility [5, 6]. S. mansoni therefore
represents a paradox since although adult worms never experience dietary restriction and
have high reproductive fertility, they nevertheless have a long lifespan.

Dietary restriction (DR) regulates lifespan via the insulin/IGF receptor signalling
pathway in C. elegans, Drosophila and mammals [7 for review] that culminates with the
Forkhead box “Other” (FoxO) transcription factors. Activation of this pathway under
conditions of unrestricted access to food leads to phosphorylation of FoxO by PKB/Akt and
its inactivation via exclusion from the nucleus. Under conditions of DR FoxO is located in the
nucleus and activates the transcription of genes involved in longevity (stress resistance
genes), metabolism (gluconeogenesis and food intake), development and differentiation and
tumour suppression (apoptosis). It is now clear that this wide variety of functions is regulated,
not only by phosphorylation, but by a complex interplay between post-translational
modifications of FoxO (acetylation, mono- and polyubiquitinylation) and protein partners. It
has been suggested that FoxO post-translational modifications form a “FoxO code” that is
read by the partners and specifies the level and activity of FoxO transcription factors within
cells [8].

Sirtuin 1 (Sirtl) is a class Ill histone deacetylase with multiple functions and is a
crucial link between cellular metabolism and longevity [9 for review]. It is a major partner that
determines the transcriptional activity of FoxO by maintaining it in a deacetylated state that
prevents its phosphorylation and consequent exclusion from the nucleus [10]. In fact
acetylation of FoxO by CBP/p300 partially inhibits its binding to its response element,
facilitating its phosphorylation by PKB/Akt, subsequent binding to the (phospho-Ser/Thr
binding) 14-3-3 protein and export from the nucleus [10]. The way in which the activity of

Sirtl is itself regulated in response to dietary restriction has recently been explained [11].

87



Résultats : La HDAC de classe Ill SmSirtl et le facteur de transcription SmFoxO : Intercation fonctionnelle chez Schistosoma mansoni
Article 3 : Functional interaction of Sirtuin 1 and FoxO from Schistosoma mansoni

Sirtl activity is activated by increasing cellular NAD+ levels that are controlled under
conditions of DR by AMP-activated protein kinase (AMPK) that acts as a sensor for changes
in the intracellular AMP/ATP ratio.

In order to determine whether FoxO and Sirtl are involved in the control of longevity
in schistosomes in a similar way to other metazoan organisms, and whether the
transcriptional activity of schistosome FoxO is regulated by the insulin receptor-dependent
signalling pathway, it was first necessary to characterize FoxO and Sirtl and their functional
interaction in S. mansoni. Here we show that FoxO and Sirtl are present in the parasite.
SmSirtl has a large insertion in the catalytic domain but, like mammalian Sirtl, it is capable
of enhancing the transcriptional activity of both mouse FoxO3a and SmFoxO. Moreover, both
SmFoxO and SmSirtl were present on promoters of FoxO target genes in S. mansoni adult

worms and infective larvae.
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Materials and Methods

Parasites.

A Puerto-Rican strain of S. mansoni was maintained in Biomphalaria glabrata snails
and golden hamsters (Mesocricetus auratus). Cercariae were released from infected snails
and harvested on ice. Schistosomula were obtained in vitro [12]. Adult worms were obtained
by whole-body perfusion of 6-week infected hamsters [13] and male and female worms
separated manually. Eggs were obtained from the livers of infected hamsters and hatched
out under light to obtain miracidia [14]. Primary sporocysts were obtained after overnight
axenic culture of miracidia as described [14]. Parasite DNA was extracted from the free-living
cercariae using standard methods [15]. Total RNA was extracted from all life-cycle stages

using the guanidine thiocyanate/caesium chloride method [16].

Molecular cloning of S. mansoni Sirtl and FoxO.

S. mansoni EST sequences encoding peptides with significant identity to class Il
HDACs and FoxO were detected by tblasth screening of the EST database
(http://compbio.dfci.harvard.edul/tgi/cgi-bin/tgi/gireport.pl?gudb=s_mansoni) using the human
SIRT1 (AAH12499) and C. elegans DAF-16 (AAC47803) peptide sequences as probes.
These sequences were used to screen the genomic sequence assembly 3 at the Wellcome
Trust Sanger Institute  (http://www.sanger.ac.uk/cgi-bin/blast/submitblast/s_mansoni).
Sequence alignments and analysis were carried out using the DNAStar Lasergene
programme package. Complete cDNA sequences of S. mansoni Sirtl and FoxO were
obtained by 5" and 3' RACE amplification (SMART RACE cDNA Amplification kit, Clontech)
according to the manufacturer's instructions. All oligonucleotide primers used in this study
are listed in Tablel. Fragments encompassing the complete coding sequence of Sirtl and
FoxO were obtained by PCR on adult worm cDNA, cloned and sequenced as previously
described [17].

Phylogenetic analysis.

Accession numbers of the sequences included in the data set are listed in the
legends to Figs 1C and 2B. Amino acid sequences were aligned with the use of the BioEdit
v7.0.1 package (http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html) and phylogenetic inference
was restricted to sites that could be unambiguously aligned. (236 shared sites,
corresponding to the catalytic domain, were analysed for sirtuins and 104 shared sites,
corresponding to the forkhead box, for the FoxO transcription factors). Phylogenetic analysis
of the data set was carried out using two different methods. Bayesian analysis (MrBAYES

v3.1.2 [18]) was performed as previously described [19]. A second analysis of the same data
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was carried out using PhyMI [20] using the same model. Bootstrap analysis was done on 500

repetitions.

Quantitative RT-PCR.

Reverse transcription of total RNA from S. mansoni life-cycle stages and real-time
guantitative PCR were carried out exactly as previously described [21]. Primers (Table 1)
were designed by the Primer Express Program (Applied Biosystems) and used for
amplification in triplicate assays. Determination of PCR efficiency and calculations of the

relative expression were also as previously [21] according to the 24 method [22].

Immunolocalisation / Immunocytochemical procedures.

Rabbit antisera to SmFoxO and SmSirtl were generated against non-conserved
peptides derived from the primary sequences by Proteogenix SA (peptides sequences for
SmFoxO : ANEHKDVSSLSTIRSYPDQA and DDDCEPLELELSLELADR, and peptides
sequences for SmSirtl : ELVNDESQRNDNSEVNEK and SSSDNSSELMNKNSSNDA).
Cercariae, schistosomula and adult worm pellets were fixed in PBS pH7.4 containing 4%
paraformaldehyde during 1h at 4C. After fixation, parasites were centrifuged (1min, 800xg)
on poly-L-lysine coated slides (Cyto-Tek cenrtifuge) and immersed in a permeabilizing PBS
solution containing 0.5% Triton X-100 during 30 min. A saturation step was performed in
PBS buffer containing 1% Bovine Serum Albumin (BSA), 1% normal goat serum (NGS,
Sigma) and 0.1% NaN; (Sigma) during 1h at room temperature. Parasites were then
successively incubated with the anti-SmFOXO or anti-SmSIRT1 antibody for 1h30min at
room temperature and with Alexa Fluor 488 anti-rabbit IgG (BioSys, France) diluted 1/4000 in
PBS buffer containing 1% BSA, 1% NGS and 0.1% NaNj; for 1h at room temperature. Slides
were mounted in glycerine buffer and examined by epifluorescence using a Zeiss axioscope
2 microscope (Carl Zeiss AG) and a Leica DC350FX camera (Leica) [23]. Controls were
carried out with anti-SmFOXO or anti-SmSIRT1 antibody preabsorbed overnight at 4C with
pure peptides.

Plasmid Constructions, Cell Culture and Transfection.
The 3xIRS-MLP-Luc reporter plasmid containing 3 copies of the IGFBP1 promoter response
sequence (IRS) and a copy of the luciferase gene was used as reporter vector. In the case of
the SmSIRT1-V5 construct, the coding sequence was cloned into the Bam HI-Not | restriction
sites of the pcDNA 3.1/V5-His C vector (Invitrogen) in frame with the C-terminal V5 tag.
SmFoxO was cloned into the N-Terminal p3XFLAG-CMV-10 vector (Sigma) with the Notl-

BamHI restriction sites and mouse FoxO1, which was used as a positive control, was cloned
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into the pcDNA3-FLAG vector into the BamHI restriction sites and was a kind gift from A.
Fukamizu [24]. Co-transfection assays using HEK-293T cells were performed as previously
described [21].

Site-directed mutagenesis.
The SmSIRT1 catalytic mutant was generated by modifying an Asn residue (N247A) in the
catalytic domain using the QuikChange® Site-directed Mutagenesis Kit (Stratagene™),
according to the manufacturer's instructions using oligonucleotides shown in Table 1.

Following sequence verification, positive clones were used directly in transfection assays.

Quantitative chromatin Immunoprecipitation (ChlP).
The method used for Q-ChIP was recently described in detail [25]. Briefly, parasites were
fixed in 1% formaldehyde and sonicated to fragment the chromatin. Immunoprecipitation was
carried out using rabbit anti-FoxO or Sirtl sera or chicken anti-Sirtl serum, with non-
immunised rabbit serum or chicken serum as controls. Q-PCR was carried out on
immunoprecipitated DNA or input using oligonucleotide primers shown in Table 1 and results

expressed as the percentage of the input immunoprecipitated by anti-FoxO or anti-Sirtl sera.

Table 1. Oligonucleotides used in the study

Gene Oligonucleotide Sequence (5’ —3)
name

SmSirtl SmSirtl5'1 CTCACAATCgCTTTCggCAgACTCg
SmSirt15’'NP TCgTCATTATTAQTQTTATTATCATCTCA
SmSirtl3'1 TgTACAAQTggCTgATgCAAATgAAC
SmSirt13'NP TTTCgATTTAACTTTTQgAgATgTAT
SmSirtlFLBamHIF CAATCgCgCTTTATCCAggATCC ATggACAC
SmSirtlFLNotIR gATAAACTACTAgCggCCgC ACgTggTAAACTTg
SmSirtlgPCRF gTCCACAgQgCAATQTTTgACA
SmSirtlgPCRR AATCgAAggTgAAAACTgACCAg
SmSirtlinsertF gTTCATTTgCATCAgCCACTTg
SmSirtlinsertR TAACgATgACCCAATAACTAAAACTA
SmSirtIN247AF GCgCAACTACACCCAggCCATCgACACCCTgg
SmSIirtIN247AR CCAgggTgTCgATggCCTgggTgTAgTTgCgC

SMFOXO | SMFOXOGSP5'1 CCTgTACCTCTgTTgACAgATCACC
SmMFOXOGSP52 ggCAgCAgCAgCTCAATCTCATTQgg
SMFOXOGSP3'5 CTgTTCgCATTCTCATgACCACTATTTCC
SmMFOXOGSP3'6 CACgCCAAgAACCggAAgATgAACCgACAg
SMFOXOFLBamHIR | ggTTACTggATACggATCC ggTCCgATgAg
SMFOXOFLNotIF CTCAACTATTCgCggCCgC CATgTCCgC
SmMFOXOQgPCRF AAgCAgTgCgTCggAAQTTC
SmMFOXOgPCRR gCACgCggACgTAATAgTgAA

SmIR1 SmIR1plF AgggTTATgTgggTAgggCTCAAT
SmIR1p1R CAgACTAgAACgCACATAATggAAACAA
SmIR1p2F AgCTCTTCTQTATTCOTTTTT
SmIR1p2R CTTTTTgTTgCTTCAgTCTTA
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SmIR1p2gF

TgATCCCTgCTgTTTTCAgAAA

SmIR1p2¢gR ACAgTCATTACATATCgggCgA

SmIR2 SmIR2p1F ATCAAgQATCAAACATAAAAgAQC
SmIR2p1R ATAACTAAACTggggTgACATAA
SmIR2plgF GgTTCAgACCAgCTAAATTTggAA
SmIR2p1gR TCCTTTgAACAATCCAACTQATQT

SMPEPCK | SmMPEPCKp1F AAAAATAAAATAGAAATggAAGTTgAAgg
SmMPEPCKp1R ATgATTgTAATgCAgCQTATQgTgAg
SmMPEPCKp2F ATATACgTgTggCCATgTgAgAgCA
SmMPEPCKp2R AgAATggAAATgAAggAAAggCggAATg
SMPEPCKp3F CAggCgTTCTTTgCTTCTCT
SMPEPCKp3R ATCAACCACATTTCACTATCATTACQACTC
SMPECPKplgF TTgTTTTCACAgCATgCAATY
SMPEPCKp1gR TTTTTTCCTAAATCCTCggTTAATCTA
SmMPEPCKp3gF ACACCTCCCgCTgACAgTCT
SmMPEPCKp3gR CgCTgTACgACCATgAggg
UPM CTAATACgACTCACTATAgggC
NUP AAgCAgTggTAACAACgCAgAQT
SmTubqPCRF AgCAgTTAAgCgTTgCAgAAATCA
SmTubgPCRR TgACgAgggTCACATTTCACCAT

92



Résultats : La HDAC de classe Ill SmSirtl et le facteur de transcription SmFoxO : Intercation fonctionnelle chez Schistosoma mansoni
Article 3 : Functional interaction of Sirtuin 1 and FoxO from Schistosoma mansoni

Results and Discussion

Molecular cloning and characterization of S. mansoni class Ill HDAC Sirtl and the
transcription factor FoxO.

The class Il HDAC Sirtl and the transcription factor FoxO of S. mansoni were initially
identified by screening the available EST and genomic databases with the peptide
sequences of human Sirtl and C. elegans DAF-16 using tblastn. ESTs and genomic contigs
detected in this screen are listed in Table 2. Complete cDNA sequences were compiled
using 5 and 3" RACE and the coding sequences were amplified from cDNA. These
sequences were submitted to GenBank with the accession numbers DQ673625 (SmSirtl)
and DQ673626 (SmFoxO).

Table 2. ESTs and genomic contigs encoding S. mansoni Sirtl and FoxO

cDNA (size EST (size in EST Alignment to Genomic contig ™
in bp) bp) alignment | full-length (Size in bp)

cDNA
SmSirtl TC15987 27-486 87-546 Smp_contig008644
(1832) (486) (25481)
SmFoxO TC10709° 1-1796 221-2016 Smp_contig018687
(3122) (1796) (30511)

1Contig numbers given are from S. mansoni genome assembly 3.1
*This EST contig number is no longer valid. The current EST contig number is TC43859

The SmSirtl transcript (1832 nt) encodes a peptide sequence of 568 aa. The
alignment of the catalytic domain of SmSirtl (aal83-466) with orthologues from
Caenorhabditis elegans, Drosophila melanogaster and Homo sapiens is shown in Fig. 1A.
Although this domain is well conserved, showing an overall sequence identity of about 70%
compared to all three sequences, it also has a large insertion (63 aa), not shared with Sirtl
orthologues. This insertion contains a putative PEST motif (KVDPSSLLPDEMNDSESTNH)
at its N-terminal, characterized by an enrichment for proline, glutamate (or aspartate), serine
and threonine, flanked by lysine, asparagine or histidine residues, that targets proteins for
rapid destruction [26]. The insertion further contains a C-terminal phosphorylation motif for
PKB/Akt (Fig. 1A) that is also absent from all orthologues examined. However, we were
concerned that this insertion might represent either a cloning artefact, a splice variant or be
specific for the Puerto-Rican strain of S. mansoni maintained in our laboratory. We therefore
performed PCR, using primers flanking the insertion, on cDNAs from our strain and two
isolates from Guadeloupe and Brazil (kind gifts from E. Roger and G. Mitta, UMR 5244,
CNRS EPHE, University of Perpignan). The results (Fig. 1B) show that the same fragment is
obtained whatever the S. mansoni strain used, indicating that the only transcript produced

contains the insertion.
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PEST motif
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Fig. 1. The catalytic domain of SmSirtl is conserved but contains a large insertion. (A) Alignment of the catalytic
domain of SmSirtl with those of C. elegans Sir2/Sirtl (CeSir2; accession number Q21921), D. melanogaster Sir2
(DmSir2; NP_477351) and Homo sapiens Sirtl (HsSirtl; AAH12499). The positions of conserved introns relative
to the peptide sequence are shown by grey arrows. The star indicates the N247 residue mutated to ablate
catalytic activity. The locations of a putative PEST motif and a PKB/Akt phosphorylation motif within the insertion
are shown. (B) The catalytic domain insertion is present in different S. mansoni strains. Oligonucleotide primers
flanking the insertion (Table 1) were used to amplify cDNA from the Puerto-Rican strain used to clone SmSirtl
and from two isolates from Guadeloupe and Brazil (gifts from E. Roger and G. Mitta, UMR 5244, CNRS EPHE,
University of Perpignan). The same fragment is present in all the PCR reactions indicating that the insertion is not
strain-specific. (C) Phylogenetic analysis of the catalytic domain confirms the identity of SmSirtl. The tree
generated by Phyml is shown (Materials and Methods). Sequences used in the analysis were Mouse Sirtl
(MmSirtl; accession number NP_062786) Sirt2 (MmSirt2; AAH21439) Sirt3 (MmSirt3; NP_07878) Sirt4 (MmSirt4;
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XP_485674) Sirts (MmSirt5; NP_849179) Sirt 6 (MmSirt6; AAH52763) Sirt7 (MmSirt7; AAP83960) C. elegans
Sirtl (CeSirtl; Q21921) Sirt4 (CeSirt4; CAE46663) Sirt7 (CeSirt7; AAK68163) D. melanogaster Sir2 (DmSir2;
NP_477351) Sirt6 (DmSirt6; NP_649990) Sirt7 (DmSirt7; NP_651664) Apis mellifera Sir2 (AmSir2; XP_395386)
Tetraodon nigroviridis Sirtl (TnSirtl; CAGO04727) Strongylocentrotus purpuratus Sir2 (SpSir2; XP_796354)
Dictyostelium discoideum Sir2 (DdSir2; XP_635962) and Saccharomyces cerevisiae Sir2 (ScSir2; CAA96447).

That the insertion is not encoded by an alternatively spliced exon is supported by the
structure of the SmSirtl gene (Table 3). This shows that the insertion is encoded within exon
5 and is flanked in this exon by conserved catalytic domain sequences. The positions of 3
introns within the sequences encoding the catalytic domain are shown (grey arrows) on Fig.
1A. Interestingly, only the first of these (corresponding to intron 3 of the SmSirtl gene) is
conserved in the C. elegans Sirtl gene, none are conserved in the Drosophila orthologue
(DmSir2) but all three positions are perfectly conserved in the human Sirtl gene (not shown).
Analysis of the S. mansoni genome assembly shows that SmSirtl is a single copy gene.
Finally, phylogenetic analysis (Fig. 1C) based on the conserved catalytic domain (not
including the insertion) shows that SmSirtl clusters with Sirtl (sir2) sequences from other

species, confirming its identity.

Table 3. Structure of the SmSirtl gene

Scaffold (size) Exon Exon size Intron size cDNA Coding Peptide
sequence sequence sequence sequence
limits limits

Smp_scaff000065 321875- 24 2-25

(493106bp) 321852
317464- 256 4388 26-281 1-247 1-82
317209
310032- 398 7177 282-679 248-645 83-215
309635
308141- 148 1494 680-827 646-793 216-264
307994
305306- 447 2688 828-1274 794-1240 265-413
304860
302532- 558 2328 1275-1832 1241-1704 413-568
301975

1's. mansoni genome scaffolds version 3.1 (http://www.sanger.ac.uk/cgi-bin/blast/submitblast/s_mansoni)
% Bold type indicates conserved introns.
Gene size : 19901bp

The full-length cDNA sequence of SmFoxO (3122 nt) encodes a protein of 883 aa.
Within this sequence, only the forkhead box (FHB), the DNA-binding domain (aa 193-296),
shows sequence conservation compared to orthologues (Fig. 2A). Phylogenetic analysis
based on the FHB domain (Fig. 2B) shows that SmFoxO, although clearly within the FoxO
family, is more divergent than any of the representatives from other species, including insect

(D. melanogaster and Tribolium castaneum) and nematode (C. elegans) sequences.
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However, although the overall conservation (about 55% sequence identity) of the SmFoxO
FHB is weaker than that of the D. melanogaster, C. elegans and mouse FoxO3a sequences
compared to each other, it contains a conserved PKB phosphorylation motif (RXRXXS/T;
[27]) and lysine residues that can be acetylated in mouse FoxO1 [10]. However, all mouse
and human FoxOs have three consensus PKB phosphorylation motifs [27], one in the N-
terminal region, one within the FHB and the third just downstream of the FHB. SmFoxO in
contrast only has two such sites (RPRAMT 55 and RRRACS,g3). The conservation of these
motifs suggests a potential for the regulation of SmFoxO activity in a manner similar to but
subtly different from mammalian FoxO. The sequences flanking the FHB show no significant
conservation, as is the case with the orthologues from other species. However, murine
FoxO1 has been shown to interact with Sirtl via an LXXLL motif C-terminal to the FHB [28]
and this motif is conserved in all human and mouse FoxOs. As in the cases of Drosophila
and C. elegans FoxOs [28], the LXXLL motif is absent from SmFoxO, again suggesting

subtle differences in the mode of regulation of SmFoxO activity.
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Fig. 2. The Forkhead Box of SmFoxO is conserved. (A) Alignment of the Forkhead box (FHB) of SmFoxO with
those of D. melanogaster Afx (DmAfx; accession number AAL28078), C. elegans daf-16 (Cedafl6; NP_492815)
and mouse FoxO3a (MmFoxO3a; NP_062714). The location of a putative PKB/Akt phosphorylation motif is
indicated and possible acetylation sites are starred. The position of the conserved intron relative to the peptide
sequence is shown by grey arrows. (B) Phylogenetic analysis of the FHB shows that SmFoxO is a divergent
member of the FoxO family. The tree generated by Phyml is shown (Materials and Methods). Sequences used in
the analysis were as above and T. castaneum FoxO (TcFoxO; XP_975200) Strongyloides sterocalis FoxOla
(SsFoxO1a; AAQ23179) Ciona intestinalis FoxO (CiFoxQO; BAE06450) mouse FoxOla (MmFoxOla; NP_062713)
Fox06 (MmFoxO6; CAE00176) human FoxO4 (HsFoxO4; P98177) Danio rerio FoxO1l (DfFoxO1; XP_696372)
FoxO5 (DrFoxO5; NP_571160) FoxO6 (DrFoxO6; XP_690445) Xenopus laevis FoxO3 (XIFoxO3; AJ783964) S.
centrotus FoxO (ScFoxO; ABB89484) along with the following sequences used as outgroups: mouse FoxP
(MmFoxP; NM_053202) FoxC1 (MmFoxC1; NP_032618) and human FoxK1 (HsFoxK1; NP_001032242).
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A search of the S. mansoni genome database (http://www.sanger.ac.uk/cgi-
bin/blast/submitblast/s_mansoni) showed that the SmFoxO gene comprises 3 exons and that
it is present as a single copy. However, the first exon is present on one scaffold, and the two
3’ exons are on a separate scaffold (Table 4). Moreover, assuming that the two scaffolds are
contiguous, the minimum size of the first intron would be about 1.3 Mbp, much larger than
the largest introns discovered during the assembly of the genome (33.8 Kbp; [29]) or by
analysis of S. mansoni Hox genes (45 Kbp for SmHox8; [30]. Since we were able to amplify
the complete SmFoxO coding sequence from adult worm cDNA, and the large intron (grey
arrow, Fig. 2A) is located within the sequence encoding the conserved FHB, it seems
unlikely that the SmFoxO sequence we obtained is chimeric. However, we further
investigated the seemingly anomalous structure of the SmFoxO gene by comparing it to
those of orthologues from D. melanogaster, C. elegans and H. sapiens (Table 4). Like S.
mansoni, D. melanogaster (Afx) and C. elegans (daf-16) have only one representative of
FoxO, whereas four (FoxO1, 3, 4 and 6) are present in mammals. Both the D. melanogaster
Afx and C. elegans daf-16 genes are composed of 11 exons but intron 4 of the former and
intron 6 of the latter are positioned identically to the gigantic intron 1 of the SmFoxO gene
Fig. 2A). Human FoxO1 and FoxO3a genes have 3 exons, like SmFoxO, and in both cases
the first intron is positioned identically with respect to the coding sequence as in the
schistosome gene. Moreover, in both cases, this intron is by far the larger of the two introns
present at >100 Kbp. The human FoxO4 and 6 genes are smaller and have 4 and 2 exons
respectively. Here again the positions of intron 2 of the FoxO4 gene and of the unique intron
of the FoxO6 gene are identical to that of the SmFoxO intron 1. We therefore conclude that
the gene structure of SmFoxO is likely to be correct, and that the large size of intron 1 is
consistent with orthologous genes in mammals even though its exact size requires

verification.

Table 4. Structure of the FoxO genes

Gene/Scaffold Exon Exon size Intron size cDNA Coding Peptide
(size) ! sequence sequence sequence sequence
limits limits
SmFoxO
Smp_ 314230- 849° 1-849 1-740 1-246
scaff0000210 315078
(416438)
Smp_scaff0000020 247528- 674 1357856° 850-1523 741-1414 247-471
(1504024) 246852
Gene size > 242149- 1599 4703 1524-3122 1415-2649 472-883
1365686 bp 240546
DmAfx"
NT_033777.2 1568-1624 57 1-57
(34127bp)
2474-2707 234 850 58-291
11141-11462 322 8434 292-613 1-220 1-73
11538-11752 215 76 614-828 221-435 74-145
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23946-24238 293 12194 829-1121 436-728 146-242
24839-25063 225 601 1122-1346 729-953 243-317
25311-25515 205 248 1347-1551 954-1158 318-386
25604-25787 184 89 1552-1735 1159-1342 387-447
25934-26031 98 147 1736-1833 1343-1440 448-480
26097-26786 689 66 1834-2522 1441-1839 481-613
31576-32576 1001 4790 2523-3523
Cedaf-16"
NC_003279.6 1307-1392 86 1-86 1-24 1-8
(28742bp)
1631-1721 91 239 87-177 25-115 9-38
1775-1925 151 54 178-328 116-266 39-88
14327-14443 117 12402 329-445 267-383 89-127
15088-15233 146 645 446-591 384-529 128-176
15947-16020 74 714 592-665 530-603 177-201
23967-23858 162 7947 666-827 604-765 202-255
24021-24202 182 163 828-1009 766-947 256-315
24262-24481 220 60 1010-1229 948-1167 316-389
24731-24843 113 250 1230-1342 1168-1280 390-426
25514-25787 274 671 1343-1616 1281-1551 427-517
HsFoxO1
NC_000013.10 116480- 1015 1-1015 1-630 1-210
(122025bp) 115466
10743-9392 1352 104723 1016-2367 631-1965 221-655
8917-5545 3371 475 2368-5738
HsFoxO3a
NC_000006.11 7291-8254 964 1-964 1-621 1-307
(137439bp)
109880- 1435 101626 965-2399 622-2019 308-673
111314
126252- 4942 14938 2400-7341
131193
HsFoxO4
NC_000023.10 368-1173 806 1-806 1-453 1-151
(8092bp)
4876-5932 1057 3703 807-1863 454-1510 152-503
6269-7726 1458 337 1864-3321 1511-1515 503-505
HsFoxO6
NC_000001. 10° 1038-1451 414 1-414 1-414 1-138
(22824bp)
20723-21788 1065 19272 415-1479 415-1476 139-492

'S, mansoni genome scaffolds version 3.1 (http://www.sanger.ac.uk/cgi-bin/blast/submitblast/s_mansoni)
2 Minimum size based on scaffolds. Probable assembly errors

% Bold type indicates conserved intron.

*One of 5 possible splicing isoforms shown
5Only the coding sequence has been mapped to the genome.

SmSIRT1 and SmMFOXO mRNA expression during the parasite life-cycle.

Quantitative real-time PCR was carried out to determine the levels of expression of

SmSirtl and SmFoxO mRNAs during the parasite life-cycle. The expression profiles obtained

(Fig. 3) are quite distinct. The highest level of SmSirtl transcript expression is present in

miracidia and the lowest in cercariae. This pattern of expression has also been evidenced for

MRNAs encoding a variety of S. mansoni proteins including the transcriptional co-activators
SmCBP1, SmCBP2 and SmGCNS5 [17, 31]. This may be due to the stocking of mMRNA that is

translated upon invasion of the snail host, but it is not clear, in the case of Sirtl, why cercarial
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expression should be so low. SmFoxO mRNA levels, on the other hand, were much higher in
cercariae than in any other life-cycle stage. It is clear that the transcript expression profiles of
these potentially interacting proteins are independent. This would be expected, given the
multiplicity of roles that both proteins have in cells [32, 33 for reviews] that may or may not

involve their direct interaction.
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Fig. 3. Comparison of the transcript levels of SmSirtl and SmFoxO during the schistosome life-cycle. Expression
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levels, calculated using the 2 method (Materials and Methods), are relative to Sirtl expression in male worms.

SmSirtl potentiates transcriptional activation by F oxO

In order to test whether SmFoxO was capable of activating transcription in a similar
manner to its orthologues, we carried out co-transfection assays in mammalian cell lines
using vectors expressing either SmFoxO, murine FoxO3a (MmFoxO1) or the reporter gene
encoding luciferase under the control of a promoter containing three copies of the murine
IGFBP1 promoter FoxO response element ([24] a kind gift from Prof. A. Fukamizu). In these
assays SmFoxO consistently activated luciferase expression in a dose-dependent manner
(Fig. 4), although much less efficiently than MmFoxO3a. We next tested the influence of
SmSirtl on this transcription using the vector expressing SmSirtl and another expressing a
catalytic mutant [34] in which the Asn247 residue was substituted by an Ala residue. This
mutation completely abolishes the catalytic activity of the yeast Sirtl orthologue Hst2 [34].
Co-transfection of SmSirtl with SmFoxO (Fig. 4A) or MmFoxO1 (Fig. 4B) led to an enhanced
level of transcription from the reporter plasmid, in line with previous observations [10].
Moreover, the catalytic site mutant failed to enhance transcription dependent on MmFoxO1
(Fig. 4B). Taken together, our results show that SmFoxO can act as a transcriptional
activator on the response element for mammalian FoxO1l and that this activity can be

modulated by SmSirtl. However, the level of transcription obtained was much lower than
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with the mouse FoxO1 and this may be due to two factors. The first concerns the level of
expression of the schistosome protein in mammalian cells. This is often problematic for
schistosome proteins, due to the enrichment of coding sequences in A+T (65% overall [29]
and the consequent codon usage bias [35] that is different from that of mammals. Indeed, we
were unable to detect the expression of SmFoxO in transfected mammalian cells, whilst the
expression of the mouse protein was readily detectable (not shown). The second potential
explanation for a lower level of transcriptional activity of the schistosome FoxO is that the
response element, although recognized, is not optimal. This next led us to search for FoxO
response elements in the promoter regions of potential schistosome target genes.
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Fig. 4. Transactivation of transcription by SmFoxO and the influence of SmSirtl. (A) Transcription of the
luciferase reporter gene (Materials and Methods) is controlled by SmFoxO in a dose-dependent manner and
transcription is enhanced by the co-transfection of an SmSirtl-expressing plasmid. The background transcription
level is indicated by transfection with the reporter plasmid and the empty vector. (B) SmSirtl enhances
transcription controlled by mouse FoxO1. Co-transfection of the SmSirtl expression vector consistently increases
transcription controlled by MmFoxO1 and this effect is abolished in the SmSirtl catalytic mutant. Results shown

are representative of at least 3 independent experiments.
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Identification of potential S. mansoni target genes of SmFOXO.

The core sequence recognized by daf-16 and three mammalian orthologues was
defined as TTGTTTAC [36] named the daf-16 family binding element or DBE. However,
variants are possible and the so-called “insulin response sequence” or IRS, notably found in
the promoter of the mouse glucose-6-phosphatase gene [37] has the consensus sequence
TT(G/A)TTT(T/G)(G/T). Using a bioinformatics approach [38] a co-binding site
(ACGT(CI/GIT)(AICIG)(AIT)) has also been defined that can be up- or downstream of the
DBE or IRS. In order to identify potential binding sites for SmFoxO in target genes, we
screened the promoter regions up to 6300 bp upstream of the transcription initiation sites of
three putative target genes for which complete cDNA sequences exist, encoding the two
Insulin Receptor-like receptor tyrosine kinases SmIR-1 and SmIR-2 (AF314754, AY649844;
[39]) and PEPCK (AF120929). FoxO family members regulate the expression of the genes
encoding the insulin receptor in Drosophila [40] and PEPCK in mammals [41] among other
genes encoding gluconeogenic enzymes. The cDNA sequences were used to screen the S.
mansoni genomic contig database (http://www.sanger.ac.uk/cgi-
bin/blast/submitblast/s_mansoni). Promoter regions were screened in two ways. An initial
screen against S. mansoni nucleotide sequences in the GenBank database
(http://blast.nchi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) was done in order to identify repetitive sequences in
the promoter regions. A manual screen was then carried out for FoxO core binding site and
accessory sequences. Tables 5, 6, and 7 show the results of these screens. It is quite
possible that FoxO binding sites contained in repetitive sequences could be functional and
for this reason, they are included in the Tables. However, it is impossible to utilize repetitive
sequences in ChlIP analysis due to the increased background amplification incurred. We
therefore chose the non-repetitive sequences in which a core binding site was close to an
accessory binding site for analysis of occupancy in vivo by SmFoxO and SmSirtl. In the
SmIR-1 promoter we identified 2 potential fixation sites that were analysable and in SmIR2
and SmPEPCK respectively 1 and 3 sites were identified. In a comparative analysis of the
IGF receptor promoters [38] one or two highly conserved response element/accessory site

pairs were generally found in species from Caenorhabditis to Homo.

Table 5. SmIR1 promoter — 2629 bp

Limits" | FoxO RE? Limits | Co-binding Limits" | Repeat Limits™ Oligonucleotides for
site’ element ChIP(5'-3)
15 et —
167- ttGCTGtc
r- n r oxooute
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2 |

=

1041- aTGTTTAa
1048
1091- | agGCTGag
1098
el el L il
| 1309- | gTGTTTTC
i- r1659- | CAGACTAGAACGCACA |
| 1639 1632 | TAATGGAAACAA |
| acGCTGaA | | BKO00439 |
(Boudicca)
2035- | aAGCTGtt
2042
2095- | ttGCTG aA
2100
TCTTA

"Numbering is from the 5’ end of the region considered and terminates at the transcription initiation site
2Capitals indicate residues coinciding with consensus response element or co-binding site

®Red blocks indicate response elements contained within repetitive sequences. Green blocks indicate response
elements within non-repetitive regions

Table 6. SmIR2 promoter — 4560 bp

Limits

FoxO RE

Limits

Co-binding
site

Limits

Repeat
element

Limits

Oligonucleotides for
ChIP(5'-3)

s

2819-
2826

| 4298- | TTGTTTTa

cTGTTTct

BT

|

Indications as for Table 5

Table 7. SmMPEPCK promoter — 6302 bp

Limits FoxO RE Limits | Co-binding Limits Repeat Limits Oligonucleotides for
site element ChIP(5’-3)
26-275 AB231864
610- TTGTTTTC f308-331 | TTTGCAAATATCAGTC
617 CATCGTCT
r657-628 | ACCTTCAACTTCCATT
TCTATTTTATTTTT
=_-__"-_
TGGAAGTTGAAGG
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[ -
1222-  AB231864 |
1430
1336- | CtGCTGag
1343
1458- TTGTTTAt
1465
1582- | CAGCTGac
1589
1688- TTGTTTTt
1695
1699- TTGTTTTg
1706
1732- | AB231864
| 2236- | TTGTTTAt | 2046- | ATATACGTGTGGCCAT |
2243 2070 GTGAGAGCA
|
) I
2552- gTGTTTTC f2346- ATTCCGCCTTTCCTTC
2559 2374 ATTTCCATTCTCT
r2609- TTATTATTATTATTATT
2580 GACAAAACCTTAT
4066- | CcGCTGat |
4073
| e I
4803- | CAGCTGat
4810
5185- | ttGCTGaA
5192
5348- | ttGCTGaA
5355
5539- cTGTTTTa
5546
5565-  AF412214
5622

Indications as for Table 5

SMFOXO and SmSIRT1 are present on SmPEPCK and SmIR promoters in
schistosomes.

In order to test whether SmFoxO and SmSirtl were bound at the FoxO response

elements that we detected in the promoters of SmIR-1, SmIR-2 and SmPEPCK, we

performed ChIP and quantitative ChIP using the specific antibodies to the two proteins and

oligonucleotide primers defined in Tables 5, 6 and 7. In all, two sites were examined for
SmIR-1, two for SmIR-2 and three for SmPEPCK (Fig. 5). Our results showed that
depending on the promoter region, SmMFOXO and SmSIRT1 bound differentially to DNA,

alone or at the same region. Initial ChIP results (Fig. 5A) showed that binding of both

SmFoxO and SmSirtl was detectable on the proximal promoters of SmIR-2 and SmPEPCK,
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but not on either site tested for the SmIR-1 promoter. Q-PCR confirmed these results and
further showed that binding of SmFoxO, but not SmSirtl, was detectable on the region
encompassing a response element at about -1000 relative to the transcription initiation site
on the SmIR1 promoter. These results suggest that SmFoxO and SmSirtl are indeed
involved in the control of expression of SmMPEPCK and, particularly, SmIR-2 and that
SmFoxO is capable of binding to response elements that do not correspond exactly to the
classical DBE [36]. Although more information is needed on further SmFoxO binding sites,
the consensus response element that can be deduced from our results so far is
TTGTTT(A,T,C)(A,T,C). Interestingly, SmFoxO and SmSirtl were detected together on the
SmIR-2 proximal promoter and not on that of SmIR-1. SmIR-1 is localized principally in
muscle, the intestinal epithelium and in the basal tegumental membrane, whereas SmIR-2 is
massively expressed in parenchymal cells of adult worms [39]. The presence of two
members of the insulin receptor family (the only such duplication so far described in
invertebrates) and their differential localization has led to speculation that SmIR-1 would
have functions similar to the mammalian IR, whereas SmIR-2 would fulfil functions similar to
those of IGF receptors in mammals [42]. In this respect it is interesting that SmFoxO and
SmSirtl bound more abundantly to the promoter of SmIR-2, suggesting that, at least in adult
worms, they are more involved in the regulation of growth control, than in that of glucose
uptake from the external environment. However, the role of external insulin signalling on the
SmIR-1 signalling pathway and more particularly on the transcriptional activity of SmFoxO

remains to be determined.
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Fig. 5. SmFoxO and SmSirtl occupy the promoters of SmFoxO target genes. (A) ChlIP results for several regions
of the promoters of SmIR1, SmIR2 and SmMPEPCK genes (see Tables 5, 6 and 7 for details of the regions
analysed). For each promoter Lane 1: input; Lane 2: immunoprecipitation with pre-immune rabbit serum; Lane 3:
IP rabbit anti-SmFoxO; Lane 4: IP rabbit anti-SmSirtl; Lane 5: pre-immune chicken serum; Lane 6: chicken anti-
SmSirtl. (B) Q-ChlIP analysis of the SmIR1 P2 and SmIR2 P1 regions. Results shown are the percentage of input

immunoprecipitated (see [25] for methods used; only rabbit antisera were used). (C) Q-ChIP analysis of two
regions of the SMPEPCK gene showing occupation of the proximal promoter by both SmFoxO and SmSirtl. In

all cases preimmune rabbit sera (SLS) were used as controls.

In conclusion, we have shown that SmFoxO and SmSirtl have structural differences
compared to their respective orthologues in other species. They are expressed at all parasite
stages, and as would be expected, the levels of expression of their transcripts vary

differentially during the parasite life-cycle. They interact functionally to drive transcription
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from a promoter containing consensus FoxO response elements and the increase in
transcriptional activity afforded by SmSirtl in this system is dependent on the integrity of its
catalytic domain. The finding that both SmFoxO and SmSirtl are found occupying the same
promoter regions, containing FoxO response elements, for both SmIR-2 and SmPEPCK
suggests, but does not demonstrate, that they can interact functionally in vivo. Further work
will investigate the role of insulin signalling in controlling the occupancy of promoters by
SmFoxO and SmSirtl and Re-ChlP assays will be used to determine the co-occupancy of
promoter sites by both factors. Moreover, the physical interaction of SmSirtl with SmFoxO
will be investigated since the absence of an LXXLL motif in SmFoxO calls into question the
reality and/or the mechanism of such an interaction. Since schistosomes have seemingly
uncoupled the trade-off between longevity and fecundity via dietary restriction it is tempting
to speculate that this would be in part due to the absence of control of SmFoxO activity via
the insulin signalling pathway. The quasi absence of SmFoxO occupancy of SmIR-1
promoter sites may be an element in this mechanism and we will attempt to test this

hypothesis.
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Discussion

Notre étude sur la HDAC de classe Ill SmSirtl et le facteur de transcription SmFoxO
chez S. mansoni, montre dans un premier temps une conservation globale des deux
protéines avec cependant des différences structurales, qui ne remettent pas en cause
l'identité de nos deux protéines. Dans le cas de SmFoxO le domaine Forkhead Box montre
un niveau d’identité de séquence vis-a-vis de la protéine FoxO3a de la souris (MmFoxO3a)
moins élevé que celui de la protéine DAF-16. Toutefois, certains motifs impliqués dans la
régulation de l'activité des protéines FoxO, notamment les séquences cibles de protéine
kinases, sont conservés chez SmFoxO. La régulation de I'activité transcriptionnelle de FoxO
par la voie de signalisation dépendante de l'insuline s’effectue via la phosphorylation par
PKB/AKkt sur 3 sites consensus de type RXRXXS/T [Lawlor & Alessi, 2001] dont un dans le
domaine Forkhead Box. Cette phosphorylation, particulierement du site présent dans le
domaine Forkhead Box, est favorisée par I'acétylation de trois résidus de lysine dans ce
méme domaine par CBP/p300 [Matsuzaki et al, 2005]. Deux de ces trois lysines sont
présentes chez SmFoxO. Par ailleurs, d’autres protéines kinase phosphorylent également
les facteurs FoxO, comme JNK [Greer & Brunet, 2005] et MST1 [Lehtinen et al, 2006]. La
phosphorylation de FoxO par MST1 sur des résidus sérine présents dans le domaine
Forkhead Box empéche son interaction avec les protéines 14-3-3, ce qui favorise la
localisation nucléaire. L’invalidation de I'orthologue de MST1 chez C. elegans, CST1, réduit
la durée de vie et accélére le vieillissement tissulaire, suggérant la conservation de cette
fonction au cours de I'évolution. De plus, tous les sites phosphorylés par MST1 dans le
domaine Forkhead Box sont conservés chez SmFoxO, et surtout le site majeur (S de
MmFoxO3a, Sy, de SmFoxO). Il semble, donc, que la régulation de SmFoxO par les voies
de signalisation contrélant la longévité soit bien conservée a travers diverses especes. Par
ailleurs, le criblage des séquences génomiques de S. mansoni a permis de mettre en
évidence l'orthologue de MST1 chez le parasite. En revanche, la conservation globale du
domaine Forkhead Box, moins marquée que pour DAF-16, pourrait indiquer des différences
dans la reconnaissance de I'élément de réponse sur 'ADN. Toutefois, les acides aminés du
domaine Forkhead Box interagissant avec '’ADN définis par I'analyse par la cristallographie
aux rayons X de FoxP2 [Stroud et al, 2006] sont conservés chez SmFoxO. Cette
conservation indiqgue que SmFoxO lie une séquence correspondant a I'élément de réponse
type des facteurs Fox 5-RYMAAYA-3'(R=A ou G;Y=C ou T;M=A ou C) [Carlsson &
Mahlapuu, 2002].

Par ailleurs, le site catalytique de SmSirtl est trés conservé et indiquerait une
conservation de I'activité enzymatique protéine désacétylase. Toutefois, la présence d’'une

grande insertion au milieu du site pose la question de son effet sur cette activité. Nous avons
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démontré la présence de l'insertion chez trois souches de S. mansoni, et I'absence de
formes d’épissage alternatif sans l'insertion. Elle est donc présente dans la protéine native.
Des insertions d’'une taille moindre sont également présentes dans les orthologues chez la
drosophile et chez C. elegans. En revanche, la présence d'un site consensus de
phosphorylation par PKB/Akt dans I'insertion pourrait indiquer une régulation de l'activité par
des modifications post-traductionnelles. L'effet de linsertion sur I'activité enzymatique de
SmSirtl pourrait étre étudié par la construction de mutants de délétion de tailles différentes,
sans cette insertion. De plus, la présence dans cette insertion, d'un motif PEST [Rechsteiner
& Rogers, 1996] pourrait indiquer une durée de vie de la protéine réduite par rapport aux
homologues chez différentes espéces, a laquelle lui sera conférée une fonction différente. La
présence de ce motif pourrait expliquer les difficultés que nous avons rencontrées pour
détecter I'expression de la protéine dans des cellules transfectées (voir plus bas).

Nous avons également montré I'expression de leurs ARNm a tous les stades du cycle
parasitaire, cependant la mise en évidence de leurs protéines est critique. En effet, les
anticorps obtenus, qui ont prouvé leur efficacité en ChlP, sont inefficaces en western blot. De
plus des expériences préliminaires d'immunolocalisation ont permis de mettre en évidence
SmFoxO, mais pas SmSirtl, qui devront étre réitérées avec les anticorps obtenus de poules
immunisées avec les peptides, et non plus de lapins. Cependant, nous n’avons pas pu
mettre en évidence de localisation précise de SmFoxO chez les cercaires et somules, bien
gu'il ait été retrouvé sur tout le parasite (voir Figure supplémentaire 1). Ces résultats ne sont
pas surprenants si nous considérons les fonctions, a priori, multiples de FoxO et des ses
orthologues. Chez le ver adulte méle, la protéine est exprimée au niveau du tégument et
principalement au niveau des spicules, tandis que chez la femelle, la concentration est
davantage en périphérie de l'intestin. De facon a obtenir des informations plus précises sur
la localisation protéique, nous voudrions réaliser de lI'immunohistochimie sur coupe de

parasite et non plus sur parasite entier.
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Cercaire Somule Ver adulte Ver adulte
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Figure supplémentaire 1: Immunolocalisation de SmF  oxO sur parasite entier aux stades
cercaire, somule et vers adultes

Nos travaux ont également permis de montrer la capacité d’activation de la transcription
de SmFoxO et la capacité de suractivation de la transcription de SmSirtl en présence de
SmFoxO. Afin de conforter nos résultats, nous avons réalisé un mutant N247A dans le
domaine catalytique de SmSirtl. Bien que cette mutation semble diminuer la capacité de
SmSirtl & augmenter la transcription dépendante de FoxO1 de souris, elle n’a pas d’effet sur
laugmentation de la transcription dépendante de SmFoxO (non-montré dans l'article 3). Il
est possible que l'activité enzymatique résiduelle de ce mutant (en effet, la mutation N247A
n’abolit pas completement l'activité enzymatique de Hst2 de la levure (homologue de Sir2)
[Khan & Lewis, 2006]) soit suffisante pour augmenter I'activité transcriptionnelle faible de
SmFoxO, mais n'aurait aucun effet sur l'activité déja beaucoup plus importante de
MmFoxO1. Par conséquent, afin de valider ou d’invalider ces hypothéses, nous proposons
de réaliser un double mutant N247A et D395A, sachant que chague mutation est efficace
séparément chez Hst2 de levure [Khan & Lewis, 2006]. De plus il est nécessaire de mettre
en évidence l'expression des protéines étudiées lors de nos transfections. Le probléme
rencontré lors des tentatives réside potentiellement dans un probleme de quantité de
protéines produites, puisque nous savons que le génome du schistosome, riche en A et T,
induit un codon usage différent de celui des cellules mammiferes dans lesquelles nous
effectuons nos transfections. De plus dans le cas de SmSirtl, la mise en évidence d'un

potentiel domaine PEST au niveau de l'insertion, pourrait rendre la protéine fortement
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instable et dégradée extrémement rapidement, ce qui empécherait sa visualisation en
western blot. D'ailleurs ce domaine est peut-étre également a l'origine de nos soucis pour
mesurer l'activité désacétylase de notre protéine. En effet, nous avons tenté d’obtenir la
protéine entiére par différents moyens, immunoprécipitation chez le parasite, expression en
systeme bactérien, expression en lysat de réticulocytes, en cellules humaines, mais malgré
le succés occasionnel de I'obtention de la protéine, son activité désacétylase n'a pu étre
mise en évidence. Afin de mettre en évidence I'expression de SmSirtl ainsi que de son
activité désacétylase, nous pouvons réaliser des protéines dépourvues soit de l'insertion
dans le domaine catalytique, soit du domaine PEST uniquement.

La mise en évidence de l'aspect fonctionnel de SmFoxO passe dans un premier
temps par sa capacité a transactiver la transcription, mais nous souhaitons également définir
les éléments de réponse que la protéine reconnait et auxquels elle se fixe afin d’'activer la
transcription. Par analogie nous avons identifié de potentiel genes cibles de SmFoxO chez le
parasite et grace a la technique de ChIP nous avons pu montrer sa fixation au niveau des
promoteurs des genes codant SmIR1, SmIR2 et SMPEPCK. De méme, comme nous savons
gue FoxO et Sirtl interagissent chez d’autres especes, nous avons réalisé du ChiIP afin de
montrer que SmSirtl se fixe au niveau des mémes promoteurs que SmFoxO. Afin d’obtenir
des résultats plus précis, nous souhaitons poursuivre par du Re-ChlP, contre SmFoxO et
contre SmSirtl afin de mettre en évidence leur fixation simultanée au niveau de ces mémes
promoteurs. De plus ils serait intéressant d’'identifier de nouveaux génes cibles de SmFoxO
en clonant, a l'issu de ChIP, les séquences promotrices ou se fixe la protéine.

Finalement, afin de rapporter notre étude au « paradoxe du schistosome » représenté par la
coexistence d'une grande longévité, d’'une fécondité élevée et d’'un apport nutritionnel
constant et élevé, nous souhaiterions étudier les effets de linsuline sur des parasites en
culture. Il serait intéressant d’étudier s'il existe une modification dans linteraction entre
SmSirtl et SmFoxO au niveau des promoteurs de genes cibles en présence ou en absence
d’insuline, mais également une variation du niveau de la transcription des différents genes

cibles de SmFoxO au niveau desquels nos deux protéines interagissent.
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DISCUSSION, CONCLUSION ET PERSPECTIVES GENERALES

Conservation de la balance Acétylation/désacétylati on des histones chez

Schistosoma mansoni.

La régulation de I'expression génique ainsi que celle de la transcription des protéines
sont des phénomenes extrémement complexes, trés fortement conservés a travers le regne
du vivant. Cependant des spécificités propres a certaines espéces existent, des réseaux de
régulation particuliers se sont développés et se sont adaptés au fil du temps. Un aspect
essentiel de la régulation génique sur lequel nous avons décidé de focaliser notre attention
au laboratoire est la balance acétylation/désacétylation d’histones. L’ajout d'un groupement
aceétyl, par des histones acétyl-tranférases, au niveau des queues des histones a pour
principale fonction de décondenser la chromatine, ce qui active sa transcription. Tandis que
leur désacétylation par des histones désacétylases, condense la chromatine ce qui tend a
réprimer I'expression génique. Cette balance a prouvé son importance puisqu’une
dérégulation au niveau de cet équilibre conduit généralement au développement de cancers.
Que ce soit une sur-acétylation ou au contraire une sous-acétylation des histones, les effets
varient selon les géenes. En effet, les HATs peuvent agir comme suppresseurs ou comme
activateurs de tumeurs. Par exemple, la perte de I'acétylation globale de H4K16, associée a
MOF, favorise a la tumorigénése [Lee & Workman, 2007]. En revanche CBP et p300 sont
considérés comme des suppresseurs de tumeurs, et leurs mutations entrainent divers
cancers et maladies chez 'Homme (cancer colorectal, cancer du poumon, carcinome
épithélial,...) [Giles et al, 1998 ; Gayther et al, 2000]. Par ailleurs, un recrutement aberrant
et/ou la surexpression des HDACs sont caractéristiques de nombreux cancers comme des
leucémies et des lymphomes [Bolden et al, 2006]. Ces modifications entrainent une
altération de I'expression de 2 et 5% des genes [Butler et al, 2002 ; Zheng et al, 2008],
lesquels sont activement régulés par les HDACs. Dans les cellules cancéreuses, les HDACI
fonctionnent en prévenant une répression génique anormale [Marks et Jiang, 2005]. La
balance acétylation/désacétylation est basée sur un équilibre, qui lorsqu’il est déstabilisé, a
de grandes conséquences. De plus, la dérégulation de I'expression des HDACs justifie
l'utilisation des HDACI dans les thérapies contre les cancers. Les changements dans
I'acétylation de I'histone H4 apparaissent tot dans le processus tumorigene, indiquant que la
restauration d'un état épigénétique « normal » pourrait étre bénéfique.

Chez le schistosome, la découverte de I'existence de l'acétylation correspond a la
mise en évidence de l'existence d’'une HAT, GCN5 [de Moraes Maciel et al, 2004]. Ces

résultats suggérent la conservation de la balance acétylation/désacétylation des histones.
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Par la suite, SMCBP1 et SmMCBP2 ont découvertes [Bertin et al, 2006]. L'existence de la
réaction inverse a été constatée grace aux travaux effectués pendant ma thése, au cours
desquels nous nous sommes focalisés sur les HDACs de classe | et lll, bien que des études
in silico montrent I'existence de membres de la classe Il [R. Pierce, données non publiées].

Les études réalisées sur les HATs de S. mansoni confirment I'existence d’une activité
d’acétylation chez le parasite [de Moraes Maciel et al, 2004 ; Bertin et al, 2006]. SMGCNS5,
SmCBP1 et SmCBP2 possedent les domaines conservés: HAT et bromodomaine. Le
domaine HAT est responsable de I'activité acétyltransférase tandis que le bromodomaine est
important pour l'interaction avec les lysines acétylées. Il a été démontré que SmGCN5 et
SmCBP1 ont la capacité d'acétyler les histones in vitro, grace a leur domaine HAT.
SmGCNS5 est globalement conservée cependant deux insertions ont été mises en évidence a
chaque extrémités de la protéine (71AA en région aminoterminale et 66AA en région
carboxyterminale). Les auteurs ne se sont pas penchés sur les conséquences que
pourraient avoir ces insertions, bien que situées dans des régions non conservees de la
protéine, leurs effets ne sont peut étre que minimes. Actuellement aucune autre famille de
HATs n’a été étudiée chez S. mansoni.

Les travaux réalisés au cours de ma thése ont permis l'identification de certaines
enzymes membres de deux classes de HDACs. Toutefois, des études préliminaires
permettent de confirmer une conservation plus générale des différentes classes de HDACs
existantes, fortement conservées de la levure a 'Homme. En effet, parmi les quatre classes
connues, trois sont retrouvées chez le schistosome. La classe | est constituée de trois
membres, SmMHDAC1, 3 et 8, contre quatre généralement chez les mammiferes (HDACL, 2,
3 et 8) [de Ruijter et al, 2003]. Des membres de la classe Il ont pu étre identifiés par des
criblages dans les banques de données, leur clonage est actuellement en cours [S. Caby &
R. Pierce, données non publiées]. HDAC6/10, 4 et 5 ont pu étre identifiées, contre 6
membres chez 'THomme (HDAC4, 5, 6, 7, 9 et 10) [de Ruijter et al, 2003]. La seule HDAC de
classe IV connue a I'heure actuelle, HDAC11, n'a pu étre mise en évidence chez le
schistosome, ni d'ailleurs chez aucune autre espéce non-mammifére [de Ruijter et al, 2003].
Concernant la classe lll, les sirtuines, Sirtl & 7 sont connues chez I'Homme [Blander &
Guarente, 2004], tandis que chez S. mansoni, notre étude s’est focalisée sur Sirtl, des
études in silico préliminaires permettent de montrer I'existence de quatre autres sirtuines.
Les structures générales des quatre HDACs que nous avons étudiées, SmHDACI, 3, 8 et
SmSirtl, montrent une conservation globale de la structure avec cependant quelques
spécificités. C’est le cas parmi les sirtuines ou l'unigue domaine conservé est le domaine
catalytique. Pour SmSirtl, le domaine catalytique est présent et conservé, cependant il

présente une insertion, ne correspondant pas a un exon et ne pouvant donc pas faire I'objet
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d'un épissage alternatif. Nous avons pu retrouver cette insertion a travers différentes
souches de S. mansoni.

Outre la conservation des acteurs de la désacétylation et de leur activité
désacétylase in vitro, nous avons montré I'importance de ce mécanisme pour le parasite. En
effet, la présence d’inhibiteurs de HDACs dans le milieu de culture parasitaire entraine la
mort des schistosomules et des vers adultes par apoptose. Nos résultats rejoignent ceux
obtenus avec des lignées cellulaires tumorales ou les HDACI induisent la mort cellulaire,
laquelle présente les caractéristiques biochimiques et morphologiques de l'apoptose. Bien
gue les mécanismes mis en jeu pour provoquer cet effet restent & élucider complétement, il
est établi que les HDACI induisent I'apoptose par les voies extrinseques (death receptor)
et/ou intrinseques (mitochondriales) et, par ailleurs, induisent la différenciation associée avec
l'arrét du cycle cellulaire [Bolden et al, 2006]. De plus, ces effets semblent étre sélectifs pour
les cellules tumorales, dans la mesure ou les doses nécessaires pour les induire chez ces
dernieres sont tres inférieures aux doses toxiques pour les cellules normales [Bolden et al,
2006].

Azzi et al ont montré que le traitement de miracidia de S. mansoni par divers HDACi
empéche leur transformation en sporocystes [Azzi et al, 2009]. Ces résultats, obtenus avec
des concentrations de HDACI inférieures a celles que nous avons utilisées (et qui ont induit
I'apoptose), semblent montrer que les effets sur le parasite n'impliquent pas l'induction d'une
différenciation. Toutefois, il est possible que, dans ce cas, la prolifération cellulaire, inhibée
par des doses relativement faibles de HDACI, représente une étape initiale de la
transformation. La nécessité de doses relativement élevées d’'HDACI (2 a 10 puM pour la
TSA) pour induire I'apoptose chez les schistosomules in vitro pourrait étre en relation avec
une faible diffusion des drogues a travers la double membrane entourant les larves. Le
développement de nouveaux agents chimiothérapeutiques doit tenir compte de ce
parametre.

L’ensemble de ces résultats suggere que I'équilibre des mécanismes d’acétylation et
de désaceétylation chez le parasite joue un réle fondamental dans son cycle de vie et dans sa
survie. De plus, le potentiel des HDACi comme agents chimiothérapeutiques contre les

schistosomes est clairement démontré.

Sirtl, FoxO et la longévité chez Schistosoma mansoni.

Chez la majorité des organismes modeles, allant de la levure a 'lHomme, la voie de
signalisation dépendante du récepteur a linsuline/IGF est centrale aux mécanismes
déterminant la longévité, en lien direct avec la fécondité. En effet, la stimulation de cette

voie entraine une baisse de la fécondité et une diminution de la durée de vie, tandis que son
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inhibition favorise la survie ainsi que la reproduction [Bordone & Guarente, 2005 ;
Tissenbaum & Guarente, 2002]. Des observations contradictoires chez S. mansoni nous ont
amené a nous intéresser a ce que nous avons nommeé « le paradoxe du schistosome » ou, a
priori, les vers adultes ne subissent aucune restriction calorique, vivent pendant plus de
trente ans et ont une capacité de reproduction élevée.

Au cours des nos travaux, certes préliminaires, nous avons mis en évidence
I'existence des orthologues de deux protéines clés aux mécanismes régulant la longévite,
Sirtuine 1 et FoxO. Nous avons ainsi confirmé leur identité, étudié leur implication dans la
régulation de la transcription et entamé la mise en évidence de leur interaction.

Afin de tenter dexpliquer ce paradoxe, nous avons reéalisé des études
bibliographigues et in silico, afin d’identifier les différents acteurs de la voie de signalisation
de linsuline chez le schistosome. Sachant que chez S. mansoni, I'insuline humaine module
la prise du glucose [Ahier et al, 2008].

La premiere étape de cette voie est le récepteur a l'insuline. Son existence a été mis
en évidence par Khayath et al, en 2007. lls ont ainsi caractérisé 2 homologues, pour la
premiere fois chez un invertébré, SmIR1 et SmIR2, ayant des particularités de structure, des
différences d’expression et de localisation, qui laisseraient penser qu'ils exerceraient des
fonctions lIégérement différentes. Bien que tous deux lient la pro-insuline humaine, SmIR1
est localisé au niveau du tégument, des muscles et de I'épithélium intestinal, ce qui
suggererait un réle plus important dans la régulation de la prise de glucose que SmIR2,
localisé au niveau du parenchyme des vers adultes [Khayath et al, 2007].

Suite a la fixation de l'insuline sur son récepteur, I'activation de I'lnsuline Receptor
Substrate-1 (IRS-1) se met en place (Figure 29). Aucune étude chez le schistosome ne
porte sur cette protéine, le criblage dans les banques de données que nous avons effectué
n'a pas permis d’identifier de potentielle protéine orthologue. C’est le seul maillon de la
chaine manquant dans la voie de signalisation de linsuline chez le parasite. Il a été
démontré chez la souris qu’en I'absence d'IRS-1, une augmentation de la durée de vie est
mesurée [Selman et al, 2008]. Toutefois, IRS-1 n'est pas nécessaire a l'activation de la voie
de signalisation insulino-dépendante, et plus particulierement a [l'activation de la
phosphatidyl-3-kinase (PI3K) [Hirsch et al, 2007]. Les voies de signalisation dépendantes de
récepteurs tyrosine kinases impliquent des PI3K de classe IA et l'activation du domaine
catalytique est déterminée par l'interaction de la sous-unité adaptatrice/régulatrice de 85 kDa
avec le domaine kinase (110 kDa) du récepteur. Cette activation peut se passer avec ou
sans IRS-1. Un criblage du génome de S. mansoni [R. Pierce, résultats non publiés] a
indiqué la présence de plusieurs genes potentiellement codant des sous-unités catalytiques
et des sous-unités adaptatrices/régulatrices. Une étude récente, plus approfondie [Bahia et

al, 2009] a identifié des PI3K (domaines catalytiques) des trois classes principales [Hirsch et
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al, 2007] mais n'a pas permis d'attribué la PI3K de classe | a lI'une ou l'autre des sous-
classes A et B.

En revanche, ni la Pyruvate Déshydrogénase Kinase 1 (PDK1) ni la protéine kinase
Akt n'ont été étudiées chez le schistosome, cependant le criblage in silico a permis de mettre
en évidence l'existence d'un orthologue pour chacune de ces protéines. De méme, le
suppresseur tumoral PTEN, qui oppose les effets de la PI3K et qui bloque ainsi la voie de
signalisation (Figure 29 ), est également présent dans le génome de S. mansoni.

Finalement le facteur de transcription FoxO existe chez le parasite et semble pouvoir
étre phosphorylé par Akt (conservation de 2 sites potentiels). Il régule la transcription de
nombreux génes cibles impliqués dans diverses fonctions essentielles pour la cellule, telles
gue le métabolisme du glucose, la défense anti-oxydante, le cycle cellulaire ou encore
'apoptose. FoxO n’est pas uniquement I'étape finale de la voie de signhalisation dépendante
de linsuline, il intervient dans diverses autres voies de signalisation, telles que la voie JNK.
Son interaction avec Sirtl est essentielle pour sa régulation et son maintien au niveau des
promoteurs cibles.

Nous savons que linsuline humaine favorise la fixation du glucose chez S. mansoni
et que la voie de signalisation en aval de ce récepteur semble étre conservée. Cependant, il
pourrait exister un biais puisque la richesse en glucose dans le milieu extérieur du parasite
ne coincide pas avec son extréme longévité et la ponte élevée de la femelle. Pour vérifier
une possible dissociation entre la voie de signalisation dépendante de linsuline et
SmFoxO/SmSirtl, il serait intéressant de cultiver les parasites en présence d'insuline
humaine et d'étudier les effets sur SmFoxO, SmSirtl et la régulation des génes cibles, a
savoir si les conséquences sont identiques a celles observées chez les autres organismes
ou non. En effet, il s'agit de déterminer si le traitement de larves ou de vers adultes en
culture avec linsuline a pour effet I'éjection de SmFoxO du noyau cellulaire, que nous
pouvons déterminer par immunofluorescence ou par ChlP. Une récente étude montre les
effets sur la transcription de génes (par microarray) lors de traitements par I'insuline humaine
de vers adultes désappariés de S. japonicum [You et al, 2009]. Les résultats ne prennent en
compte que les genes dont I'expression varie d’un facteur d'au moins 1,5 fois. Il ressort de
cette étude, dans un premier temps, que les effets de I'insuline sur I'expression des génes
varient selon le sexe des parasites. Chez le ver male, les auteurs observent une
surexpression des génes associés a la transcription et a la traduction, suggérant une
augmentation des quantités d’ARNm et de protéines dans les parasites, résultats similaires a
ceux obtenus chez les mammiféres. La deuxieme observation réalisée est que l'insuline
semble jouer un rdle plus important pour I'absorbtion du glucose chez les vers males que
chez les vers femelles, qui consomment la méme quantité de glucose en présence ou en

absence d'insuline. Ces résultats suggerent donc que l'insuline semblerait étre importante
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dans la croissance parasitaire, via la voie de signalisation impliquant la PI3K, mais
également dans la différenciation sexuelle et la fécondité des vers adultes femelles, via la
voie de signalisation des MAPKs. Dans notre cas une étude similaire serait intéressante afin
d'étudier la variation d’expression des génes cibles de SmFoxO, mais d’autres études au

niveau protéique seraient également essentielles.

Mammals S. mansoni
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Figure 29 : Comparaison de la voie de signalisation de linsuline chez C. elegans, les

mammiféres et S. mansoni, d’aprés Tissenbaum & Guarente, 2002.

Histones déacetylases et autres enzymes modifiant|  es histones comme cibles

anti-schistosomiales ?

Les HDACs mais également toutes les autres enzymes responsables des
modifications des histones sont essentielles. Lorsqu’elles sont dérégulées ou mutées, bien
souvent elles engendrent le développement de cancers. C’est pourquoi elles font I'objet de
criblages afin de développer des inhibiteurs spécifiques. Que ce soit dans le cas de cancers
[Bolden et al, 2006], mais également d’autres maladies comme des maladies parasitaires
[Ouaissi & Ouaissi, 2006], la spécificté de certains inhibiteurs a été démontrée. Le criblage
d'une série de composés, dérives de l'acide hydroxamique, a récemment permis
I'identification de candidats montrant une spécificité pour les HDACs de Plasmodium [Agbor-
Enoh et al, 2009]. Ces composés montrent une toxicité jusqu’a 950 fois supérieure contre P.
falciparum par rapport aux cellules HelLa et sont efficaces contre une infection par P. berghei
chez la souris. Il semble donc tout a fait possible denvisager le développement de
médicaments anti-schistosomiaux spécifiques ciblant d’autres enzymes modifiant les
histones. Comme nous avons pu le montrer pour les HDACs, cette famille d’enzymes
semble globalement conservée, mais lorsqu’on se focalise sur certains de ses membres, des

spécificités peuvent étre mises en évidence.
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Dans ce contexte SmMHDACS8 nous parait particulierement prometteur. Nos travaux
sont les premiers a décrire cette isoforme en dehors des vertébrés. Bien qu'il s’agisse d’'une
HDAC de classe |, HDAC8 montre plusieurs différences par rapport aux autres membres de
cette classe. En plus du site de liaison de I'ion Zn** (qui peut également lier 'ion Fe®), elle
posséde deux sites pour des liaisons d’'ions K* [Vannini et al, 2004]. Son activité catalytique
est régulée négativement par phosphorylation par la PKA [Lee et al, 2004]. Des expériences
d’invalidation de HDAC8 montrent qu'elle est essentielle a la survie de trois lignées
cellulaires tumorales [Vannini et al, 2004]. Cette protéine semble plus facile a étudier que les
autres HDACs de classe | car elle est active seule [Hu et al, 2000]. Il est également possible
de développer des inhibiteurs spécifiques pour HDAC8 avec une sélectivité de plus de 200
fois par rapport aux autres isoformes [Balasubramanian et al, 2008]. L’'un de ces inhibiteurs,
PCI-34051, induit I'apoptose dans des lignées cellulaires dérivées de lymphomes a cellules
T, mais ne provoque pas une hyperacétylation globale des histones, soulighant la spécificité
de son action.

Bien que la structure cristallographique de 'HDAC8 humaine soit résolue [Vannini et
al, 2004 ; Somoza et al, 2004], la cristallisation de SmHDAC8 apporterait de précieuses
données quant a I'organisation des insertions de son domaine catalytique. Toutefois, bien
gue nous ne connaissions pas actuellement l'effet de ces insertions sur ['activité
enzymatique, une modeélisation récente du domaine catalytique [W. Sippl, communication
personnelle, Université de Halle, Allemagne] montre que deux résidus (Gly99 et Met274
chez 'HDACS8 de souris, qui sont identiques cez I'Homme), en contact avec les inhibiteurs
SAHA et TSA, sont substitués chez SmHDACS (par Tyr et His), indiquant un changement
important dans les capacités de liaison de ces inhibiteurs par cette derniere. Ces données
soulignent l'intérét potentiel et la possibilité de développement d’inhibiteurs spécifiques pour
SmHDACS.

Dans ce contexte, une autre histone déacetylase de S. mansoni a attiré notre
attention, SmSirtl. Comme SmHDACS elle posséde un domaine catalytique fortement
modifié par rapport aux orthologues chez les mammiféres, notamment par une grande
insertion de fonction inconnue mais qui renferme des motifs régulateurs potentiels (site de
phosphorylation par PKB/Akt, motif PEST). Les sirtuines ont été moins étudiées comme
cibles chimiothérapeutiques jusqu’'a présent. Pourtant, la Sirtl de mammiféres est un
régulateur clé de la survie cellulaire face aux stress qui, en son absence, provoquent
'apoptose via l'activation de la p53 [Ford et al, 2005]. La protéine p53, un suppresseur de
tumeurs, est activée et acétylée en réponse a divers types de stress. Sirtl peut désacétyler
p53 et ainsi réduire l'induction de I'apoptose [Luo et al, 2001]. Il n’y que peu de données
concernant linhibition des sirtuines et un nombre limité d’inhibiteurs est disponible. Le

premier décrit a été le sirtinol, mais son activité in vitro pourrait seulement étre due a une
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précipitation de I'enzyme. Un indole, le cambinol est efficace dans un modele animal
[Heltweg et al, 2006] et plus récemment, des dérivés des splitomycines ont été développés
avec des propriétés anti-prolifératives sur une lignée cellulaire dérivée d’'un cancer du sein
[Neugebauer et al, 2008]. Par ailleurs, des thiobarbiturates ont été décrit comme une
nouvelle classe d'inhibiteur des sirtuines [Uciechowska et al, 2008].

En ce qui concerne les parasites protozoaires, Sir2 de P. falciparum est inhibée par le
nicotinamide, un produit de la réaction catalysée par I'enzyme, mais au cours d’études
préliminaires, elle s’est montrée insensible au sirtinol ou a la splitomycine [Merrick et
Duraisingh, 2007]. Toutefois des études plus récentes montrent que le nicotinamide et
l'inhibiteur synthétique, la surfactine, inhibent tous deux PfSir2 et sont des inhibiteurs
puissants de la croissance intra-érythrocytaire du parasite [Prusty et al, 2008 ; Chakrabarty
et al, 2008]. Par ailleurs, le sirtinol inhibe in vitro la croissance de Leismania infantum in vitro
via l'induction de I'apoptose [Vergnes et al, 2005]. Les sirtuines, en particulier SmSirtl, sont

donc des cibles légitimes pour le développement de nouveaux agents chimiothérapeutiques.

Un projet pour le développement de nouvelles classe s d’agents thérapeutiques

contre les schistosomes...

L'ensemble des travaux présentés dans cette these a permis de démontrer le
potentiel des HDACs et des sirtuines comme cibles de nouvelles stratégies thérapeutiques
contre les schistosomes. lls ont également permis la mise en place d'un projet, nommeé
SEtTReND, financé par la CE et impliquant 9 équipes dans 3 pays Européens ainsi qu'au
Brésil, visant le développement de nouveaux agents chimiothérapeutiques. Ce projet se
focalisera initialement sur SmHDAC8 et SmSirtl, mais la stratégie globale
impliquera également :

» L'utilisation de la bioinformatique et le clonage moléculaire pour identifier toutes les
enzymes de S. mansoni impliqguées dans les processus d’acétylation, désacétylation,
méthylation et déméthylation.

 Le choix de candidats prometteurs (basé sur leurs particularités au niveau du
domaine catalytique) par modélisation in silico.

» Le criblage de ces candidats a moyen et haut débit pour identifier des inhibiteurs
spécifiques.

» L'utilisation de RNAI pour valider ces candidats comme cibles.

» L’étude des effets des inhibiteurs sur le parasite in vitro et in vivo.

Ce projet devrait permettre de générer des composés-candidats (lead compounds) actifs in
vitro et in vivo contre le parasite et qui permettront le développement de dérivés représentant

de nouvelles classes d’agents anti-schistosomiaux. Ces agents seront indispensables pour
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Discussion, conclusion et perspectives générales

la lutte future contre la schistosomiase qui reste a I'heure actuelle un probléme de santé

mondiale majeur.
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