L’inhibition chimique de NAT10
corrige les défauts des cellules

laminopathiques
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La lamina nucléaire maintient
I’architecture du noyau

Chez les eucaryotes, la membrane
interne du noyau est bordée d’un mail-
lage de protéines fibrillaires appelé
lamina nucléaire, composé des pro-
téines dénommeées lamines, incluant les
lamines A et C [1]. La lamina nucléaire
est un élément crucial du maintien de
I’architecture et de la forme du noyau,
ainsi que de I'organisation globale de
la chromatine, car elle sert de plate-
forme d’ancrage pour I’hétérochroma-
tine et pour les régions télomériques
[2, 3]. La lamina fait aussi le lien entre
le noyau et le cytosquelette car elle
interagit avec des protéines transmem-
branaires telles que SUN1 (Sadl and
UNC84 domain containing 1) ou les
protéines nesprines [4]. Ces proprié-
tés de la lamina expliquent son réle
essentiel dans "organisation structu-
relle de la cellule. De ce fait, les muta-
tions des genes codant pour les lamines
sont associées a un large éventail de
maladies, regroupées sous le nom de
laminopathies [5], dont fait partie le
syndrome de vieillissement prématuré
Hutchinson-Gilford progeria syndrome
(HGPS).

Une mutation sur le gene LMNA

cause le syndrome HGPS

Le syndrome HGPS est trés rare et
affecte environ un nouveau-né sur
quatre millions a travers le monde.
Il est causé par une mutation ponc-
tuelle de novo sur un des alléles du
géne LMNA [6, 7], responsable de
I’expression d’une protéine lamine A
tronquée, appelée progérine. A cause
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de cette mutation, les cellules accu-
mulent une forme toxique de la pro-
gérine, modifiée par couplage d’un
groupement farnésyl a une cystéine
de la lamine (processus de farnésyla-
tion). La progérine farnésylée s’incor-
pore dans la lamina nucléaire ou elle
a un effet dominant négatif, provo-
quant la déformation et la lobulation
du noyau ainsi qu’une désorganisa-
tion globale de la structure chroma-
tinienne, conduisant a la sénescence
prématurée [8] et a la mortalité pré-
coce des enfants atteints, a I’dge de
13 ans en moyenne.

Les traitements disponibles

La forme farnésylée de la progérine
étant toxique, des inhibiteurs de far-
nésylation (FTI : farnesyl transferase
inhibitors) ont été testés en clinique
chez des enfants atteints de progeria.
[ls ont entrainé une modeste amélio-
ration de certains aspects de la patho-
logie, et une faible augmentation de
I’espérance de vie de ces enfants. |l
n’existe a ce jour aucun autre traite-
ment de cette maladie. C’est pour-
quoi notre étude s’est focalisée sur
I’identification de nouvelles molécules
capables d’améliorer les phénotypes
cellulaires des fibroblastes issus des
patients HGPS. Dans ces cellules, les
noyaux sont fortement déformés, et
I’organisation de la chromatine affec-
tée. Ainsi, nous avons analysé I'effet
de molécules connues pour inhiber
des enzymes régulant la structure de
la chromatine, les histones désacé-
tylases et les histones acétyltransfé-
rases, sur ’amélioration de la forme

de ces noyaux et (=) Voirla Nouvelle
de Catherine Polese
et Denis Mottet,
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de la compaction
de la chromatine
(=) [12].

Identification de la remodelin

Dans un premier temps, notre approche a
été d’évaluer une série de petites molé-
cules organiques naturelles et de syn-
these afin d’identifier de maniere non
biaisée — c’est-a-dire sans préjuger a
I’avance d’un mécanisme de correction
ou d’une cible prédéfinie — une molécule
qui aurait la propriété d’améliorer I'ar-
chitecture nucléaire des cellules HGPS.
Cette approche nous a permis d’identifier
une molécule de synthése dérivée d’un
phénylthiazole, le 4-(4-chlorophényl)-
2-(2-cyclopentylidenehydrazinyl) thia-
zole (molécule 1) [9]. Uactivité modérée
et la faible stabilité de cette molécule
nous ont incités a étudier les propriétés
d’autres analogues. €n particulier, nous
avons synthétisé un dérivé contenant
une fonction « cyano » riche en électrons
en remplacement de I'atome de chlore de
la molécule 1 initiale (Figure 14). Cette
modification a conduit a un dérivé beau-
coup plus stable et plus efficace quant a
I’amélioration de "architecture nucléaire
et de plusieurs fonctions cellulaires des
cellules de patients HPGS (Figure 1B-D).
Nous avons choisi de nommer cette
drogue « remodelin », afin d’illustrer les
propriétés spectaculaires qu’elle exerce
sur I'architecture nucléaire, la preuve
étant faite qu’il est ainsi possible de
corriger les laminopathies en mettant a
profit des mécanismes de compensations
sans lien direct avec les lamines ou leurs
mutations.

745


http://dx.doi.org/10.1051/medsci/20143008010

746

HGPS PDL 24

NT

Remodelin

Remodelin

HGPS PDL 24

—
-a- Remodelin

90+
804
70+
60+
504
40+
304

204
10
0

: 12 24

% cellules sénescentes

=
o
—

Figure 1. La petite molécule remodelin améliore certains phénotypes des cellules HGPS. A. Structure moléculaire de la remodelin. B. Visualisation de

la forme des noyaux des cellules HGPS aprés 24 passages en culture (PDL 24), par marquage du noyau au DAPI et analyse par immunofluorescence.

C. Marquage des cellules sénescentes par essai d’activité B-galactosidase, et D. comptage des cellules positives. NT : non traitées.

Inhiber ’activité acétyl transférase

de NAT10 normalise ’organisation
nucléaire des cellules

laminopathiques

Une forme chimiquement modifiée de la
molécule 1 a été synthétisée et utilisée
comme « canne a péche » moléculaire
afin d’isoler les protéines associées,
ensuite identifiées par spectrométrie
de masse [10]. Parmi celles-ci, seule
NAT10 (N-acétyltransférase 10) porte un
domaine acétyltransférase susceptible
d’étre inhibé par la molécule 1 et son
dérivé, la remodelin. NAT10 comprend
un domaine amino-terminal a acti-
vité ARN hélicase dépendante de I’ATP,
et un domaine carboxy-terminal de la
famille de I’histone acétyltransférase
GCNS, dont Pactivité dépend de I'acé-
tyl coenzyme A (Figure 24). NAT10 est
capable d’acétyler in vitro les histones
et la tubuline. Les diméres de tubu-
line s’assemblent de fagon dynamique
pour former des filaments, les micro-
tubules, composants du cytosquelette
qui déterminent la forme cellulaire et
sont nécessaires a la ségrégation des
chromosomes durant la mitose. €n rem-
placant la protéine NAT10 endogéne par
une forme sauvage ou une forme mutée
dans le domaine acétyl-transférase,
nous avons pu montrer que bloquer I'ac-
tivité acétyl-transférase de NAT10 dans
les cellules laminopathiques permet de
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restaurer 'organisation nucléaire dans
ces cellules. Ces résultats indiquent que
la remodelin améliore le phénotype des
cellules laminopathiques en bloquant
I'activité acétyltransférase de NAT10
[10].

Lactivité de NAT10 stimule I’ancrage
des microtubules

Il a été montré précédemment que les
microtubules exercent une force sur
le noyau, déterminant ainsi sa forme
[11]. Compte tenu du lien existant entre
NAT10 et les microtubules, nous avons
analysé I'impact de I'inhibition de NAT10
sur I"organisation du cytosquelette de
microtubules. Ainsi, nous avons observé
qu’inhiber NAT10 en utilisant la remo-
delin, des siARN ou encore un mutant
catalytiquement inactif, perturbe
le cytosquelette de microtubules qui
apparaissent plus courts et désorganisés
(Figure 2B). Afin de tester si I'inhibi-
tion de NAT10 normalise I’organisation
nucléaire en bloquant la polymérisa-
tion des microtubules, nous avons testé
I"impact d’inhibiteurs connus de la poly-
mérisation des microtubules tels que le
nocodazole. Tout comme la remodelin, le
nocodazole permet d’améliorer 'orga-
nisation nucléaire des cellules lamino-
pathiques. Toutefois, au contraire du
nocodazole, la remodelin ne bloque pas
la progression en mitose des cellules,

suggérant qu’elle n’est pas un inhibiteur
conventionnel de la polymérisation des
microtubules. Par ailleurs, en analysant
la dynamique de repolymérisation des
microtubules, nous avons montré que
I’activité acétyl-transférase de NAT10
ne contrdle pas I'initiation de leur poly-
mérisation, mais qu’elle est requise
pour leur élongation et leur ramifica-
tion. Nous proposons que la lamina se
comporte comme un rempart isolant le
noyau cellulaire et son contenu, en par-
ticulier les chromosomes, des tensions
générées par les microtubules. Lorsque
la lamina est désorganisée, comme
chez les patients atteints de progeria,
cette force exercée par les microtubules
contribue a la déformation du noyau et
de son contenu, conduisant a "accu-
mulation de dommages de I’ADN (Figure
2C). Ainsi, I’inhibition de NAT10 restaure
I’organisation nucléaire en limitant les
tensions exercées sur le noyau par les
microtubules.

Avantages d’une thérapie basée sur

la remodelin par rapport a d’autres
stratégies

La remodelin offre deux avantages sup-
plémentaires par rapport aux straté-
gies existantes basées sur I’'utilisation
des FTI. Le premier est qu’elle est, a
notre connaissance, la seule molécule
capable a ce jour de réduire de maniere
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Figure 2. NAT10 est la cible de la remodelin responsable de I’amélioration des phénotypes cellu-
laires des cellules HGPS. A. Représentation de NAT10 et de ses domaines. B. L'inhibition de NAT10
par la remodelin ou par transfection de siARN contre NAT10 (siNAT10) conduit a la désorganisa-

tion du réseau de microtubules. C. Modéle du mode d’action de la remodelin. siCT : siARN contrdle.

significative les dommages endogenes
de ’ADN présents dans les cellules issues
de patients HGPS. L'accumulation de
tels dommages pouvant contribuer au
processus de vieillissement prématuré,
nous pensons que la remodelin devrait
donc permettre d’améliorer certains
phénotypes des HGPS. D’autre part, si
les FTI ont un effet bénéfique sur les
cellules accumulant la progérine, ils ont
|’effet inverse sur les cellules normales,
conduisant a I'apparition de déforma-
tions du noyau et donc a de potentiels
effets indésirables a long terme. Au
contraire, non seulement nous n’avons
pas observé de toxicité liée au trai-
tement de cellules normales avec la
remodelin, mais, de plus, les défauts
de Parchitecture nucléaire causés par
les FTI sur ces cellules normales sont
bloqués par la remodelin. Il serait donc
envisageable d’utiliser chez les patients
une combinaison de plusieurs inhibi-
teurs, pouvant permettre d’attaquer les
défauts des cellules HGPS sur plusieurs
fronts, et ainsi d’espérer un bénéfice
plus important.

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

Perspectives

€tant donné les résultats trés encoura-
geants obtenus en culture sur les cellules
issues de patients HGPS, I’étape suivante
sera d’évaluer les effets de la remodelin
dans des modeles murins. Il existe en
effet plusieurs modéles de souris repro-
duisant les caractéristiques du syndrome
HGPS humain, dont un modéle développé
par le groupe de Carlos Lopez-Otin [12]
dans lequel le géne sauvage LMNA a été
remplacé par un alléle mutant portant la
mutation c.1827CT;p.Gly609Gly, qui est
I’équivalent de la mutation c.1824CT;p.
Gly608Gly responsable du syndrome HGPS
chez I’homme. Ces souris présentent des
signes de vieillissement prématuré seule-
ment trois semaines apres leur naissance,
développent des problémes cardiaques
et ne vivent en moyenne que 120 jours
contre deux ans en moyenne pour les
souris sauvages. Notre but est d’évaluer
la capacité de la remodelin a améliorer
les symptomes de vieillissement chez ces
souris, mais aussi de déterminer si un tel
traitement permettrait d’augmenter leur
espérance de vie. ¢

Chemical inhibition of NAT10 corrects
defects of laminopathic cells
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