N

N

Histone H4 lysine 16 acetylation: from genome
regulation to tumoral progression
Benoit Miotto, Kevin Struhl

» To cite this version:

Benoit Miotto, Kevin Struhl. Histone H4 lysine 16 acetylation: from genome regulation to tumoral
progression. Médecine/Sciences, 2007, 23 (8-9), pp.735-740. 10.1051/medsci/20072389735 . inserm-
02187783

HAL Id: inserm-02187783
https://inserm.hal.science/inserm-02187783
Submitted on 18 Jul 2019

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


https://inserm.hal.science/inserm-02187783
https://hal.archives-ouvertes.fr

MEDECINE/SCIENCES 2007 ; 23 : 735-40

De la régulation
du génome a
la progression

tumorale
Acétylation de la lysine 16
de I’histone H4

Benoit Miotto, Kevin Struhl

>De nombreuses modifications post-traduction-
nelles ont pour siege les histones, autour des-
quelles s’enroule ’ADN pour former le nucléo-
some. Comment ces modifications perturbent-
elles 'acces au matériel génétique ? Cet article
illustre le role majeur d’'une de ces modifications,
I’acétylation de la lysine 16 de I’histone H4. Des
découvertes récentes ont, en effet, souligné la
place prépondérante qu’elle occupe dans des Department of Biological
phénomenes cruciaux : la régulation de la trans- Chemistry and Molecular
cription, la spécialisation fonctionnelle de la Pharmacology,

chromatine, la compaction des chromosomes et Harvard Medical School,

la croissance tumorale. < 240 Longwood Avenue, Boston,

Dans le noyau, la double hélice d’ADN est condensée en
une fibre de chromatine dont "unité élémentaire est le
nucléosome. Loin d’étre une simple « brique » architec-
turale, celui-ci est un élément essentiel du processus de
régulation du génome. En effet, I'enroulement de I’ADN
autour d’un octameére de protéines histones pour former
le nucléosome constitue une barriere naturelle pour
les machineries nucléaires nécessitant d’avoir acces
au matériel génétique. €n conséquence, I'altération
de la structure nucléosomique ou de I"agencement des
nucléosomes le long de la double hélice, en affectant
le degré d’accessibilité de ’ADN, régule de nombreux
processus biologiques et pathologiques de la cellule [1,
2]. Parmi les différentes voies de régulation qui ont été
caractérisées et agissent souvent de maniere coordon-
née, la plus étudiée reste le processus de modification
post-traductionnelle des queues amino-terminales des
histones.

Les quatre histones nucléosomiques (H2A, H2B, H3 et
H4) exposent & des modifications les résidus cibles de
leurs queues amino-terminales qui émergent a la sur-
face du nucléosome. Ces modifications (méthylation,
acétylation, phosphorylation) pouvant survenir au sein
de résidus de différentes queues d’histones ou au sein
d’une méme queue, engendreraient différentes com-
binatoires. Ce «code histone » serait ensuite traduit
en un état chromatinien particulier par des protéines
régulatrices recrutées spécifiquement dans des régions
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plus ou moins vastes du génome par certaines combi-
naisons [3].

Loin de considérer les multiples données susceptibles
de cerner la compréhension actuelle du «code his-
tone », cette synthese se limite a I’observation d’une
modification particuliéere de H4: I'acétylation de la
lysine 16 (K16). Phénoméne majeur chez les eucaryotes
supérieurs, des études récentes ont démontré le carac-
tére singulier de cette modification dans la régulation
du génome.

Acétylation : enzymes et régulation

Les modifications des histones sont réversibles. Dans
le cas de I"acétylation, des études de cinétique, avec
pour modele la levure, ont estimé a quelques minutes
seulement le retour vers un état d’acétylation nor-
mal ou «de base», a partir d’'un état hypo-acétylé
ou hyper-acétylé [4]. Le niveau d’acétylation d’un
résidu reflete, en fait, la différence d’activité entre
deux familles d’enzymes antagonistes, les histones
acétyltransférases (HAT) et les histones désacétylases
(HDAC). Ces HAT/HDAC se recrutent au sein de régions
cibles spécifiques, et, de plus, modifient le nucléo-
some @ travers le génome entier indépendamment de
toute séquence ADN spécifique [5-7]. De fait, chaque
histone peut étre acétylée a différents niveaux en
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fonction de I'activité sélective et globale des HAT/HDAC. De nom-
breuses enzymes capables de modifier K16 ont été caractérisées
(Tableau 1). Mais de fagon surprenante, K16 est le seul résidu d’his-
tone pour lequel des HAT/HDAC spécifiques ont été détectées. Il en
est ainsi chez ’homme et la drosophile de I’lHAT MOF ou bien encore
du couple HAT Sas?2 et HDAC Sir2 chez la levure [5-10].

Lysine 16 et autres sites d’acétylation de H4

De nombreuses études d’immunodétection in vivo menées a 'aide
d’anticorps spécifiques de chacun des sites d’acétylation, du micro-

R €vidences
Nom Espece L.
expérimentales

Lysine 16 acétyltransférases

Mof* Drosophile in vitro/in vivo
MOF* Humain in vitro/in vivo
MOz Humain in vitro

MORF Humain in vitro

Tip60 Mammiferes in vitro/in vivo
€sal Levure in vitro/in vivo
ATF-2 Humain in vitro
Chameau Drosophile in vivo**
Sas2* Levure in vitro/in vivo
Lysine 16 désacétylases

SirT2 Humain in vitro/in vivo
SirT1 Humain in vitro/in vivo
Sir2 Drosophile in vitro

Sir2* Levure in vitro/in vivo
HDAC6 Drosophile in vitro
HDAC1/Rpd3 Eucaryotes in vitro/in vivo
HDAC3 Drosophile in vitro

HDAC3 Humain in vitro

Tableau I. Liste des HAT et HDAC modificatrices de la lysine 16 de I’histone H4.
Léquilibre de I’état d’acétylation de la lysine 16 est maintenu par les activités
opposées des HAT et HDAC répertoriées dans cette figure. L'acétyl coenzymeA
est le donneur du groupement acétyl transféré par les HAT sur le groupement
€-NH3" des lysines des domaines amino-terminaux des histones. La réaction
inverse est catalysée par les HDAC. * Enzyme spécifique de la Lys-16. ** Don-
nées obtenues dans un systéme hétérologue, la protéine Chameau étant capa-
ble de modifier la Lys-16 de H4 dans le contexte de sur-expression dans les

cellules humaines.
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séquencage ou de la spectrométrie de masse ont
démontré que le pool de H4 est acétylé majoritaire-
ment au niveau de K16 chez les mammiféres [11-13].
De plus, 'abondance des autres sites acétylés de H4
(soit les lysines 5, 8 et 12) ne serait pas aléatoire
mais en concordance avec une décroissance qui se
manifeste vers la position la plus amino-terminale, de
+12 a+5 [12]. Il a certes été admis durant plusieurs
années que I'acétylation de K16 était requise pour que
I’acétylation des autres lysines de H4 se produise et/
ou qu’elle était la plus résistante a I’activité des HDAC
grace a sa localisation plus éloignée de la position + 1
[12]. Toutefois, I’étude moléculaire de la déplétion
de MOF dans des cellules humaines a démontré que la
perte d’acétylation de K16 n’affectait pas I'acétyla-
tion des autres lysines de H4 [5, 7]. Il est de fait peu
probable que I'acétylation de K16 soit un pré-requis
a toute autre réaction d’acétylation de H4 quoique
son abondance suggere clairement un role distinct de
celui des autres sites d’acétylation.

Lysine 16 et régulation de I’expression des génes

Historiquement, I’acétylation a été considérée comme
un processus de neutralisation des charges positives
des queues d’histone qui entrafnerait une déconden-
sation de la chromatine et I'instauration d’un état
chromatinien adéquat pour la transcription. De nom-
breuses études, fondées notamment sur des immu-
noprécipitations de la chromatine (ChIP) avec pour
intermédiaires des anticorps spécifiques de la queue
H4 acétylée (parfois d’une position donnée), couplées
a des analyses d’expression des genes, ont €té menées
pour élucider I'effet de I’acétylation sur le processus
de transcription. Certaines études ont non seulement
fourni la cartographie et la description des portions
acétylées de différents génomes, mais, de plus, elles
ont démontré que dans les régions promotrices des
genes transcrits les histones étaient globalement
hyper-acétylées [14, 15]. Toutefois, ces études n’ont
pas permis de corréler les niveaux de transcription a
I’acétylation d’une lysine donnée de H4, probable-
ment a cause d’une redondance entre lysines, mais
plus simplement, dans la plupart des cas, par suite de
I"absence d’étude cinétique du processus d’initiation
de la transcription. A Pinverse, I’étude de I’effet de
la mutation de chacune des lysines acétylables de
H4 sur I’expression des genes chez la levure a mis en
évidence un role particulier de K16 [15]. €n effet,
seul le remplacement de K16 par I’arginine (mimant
un état non-acétylé) entraine un profil d’expression
des geénes distinct (~100 génes) indépendamment de



la mutation des autres lysines de H4. A Pinverse, les
autres mutations présentent des défauts d’expres-
sion génique similaires aggravés par I"augmentation
du nombre de lysines mutées. L'acétylation de K16
serait donc interprétée par un mécanisme spécifique
contrairement aux autres lysines. De plus, elle pour-
rait dicter un état transcriptionnel actif indépen-
damment des autres positions acétylées de H4. Il est

probable que la densité nucléosomale dans les régions promotrices
(souvent affectée au cours du processus de transcription) ou encore
a nature des séquences régulatrices, non prises en compte dans
la nature d n régulatri n r mpte dan
ces études, contribue au phénomene. Toutefois, des expériences de
ChIP a I"échelle du génome jointes a des analyses d’expression des
geénes ont permis d’associer un niveau élevé de méthylation de H3

et d’acétylation de ans les régions promotrices de certains
K4 et d’acétylation de K16 dans les régions promotrices de certain
genes transcriptionnellement actifs. Plus récemment, par fraction-

nement biochimique, il a été démontré

A Région sub-télomérique qu’existe une association stable entre
MOF et MLL1, la méthyltransférase de

Type sauvage @G G H3 K4 [6.]' De plus, les d.eux u'ctiv?tés

f Yy Y r o enzymatiques sont requises (n vitro

hétérochromatine pour I'expression d’un géne rapporteur

\ 4

“
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dans un systeme de transcription et in
vivo pour I’expression du gene HoxA9
[6]. Ainsi le co-recrutement de MOF et
MLLL expliquerait le réle singulier de

T D

distance du télomére [

B A Sas? Iacétylation de K16 a certains locus
@ et illustre parfaitement la notion de
«code histone ».
" YIS
'-1-1-1.‘,‘,',‘_45435.
A Acétylation de la lysine 16
et décryptage du « code histone »
c A Sir2 (ou A Sir3)

() (b (o

Des analyses génétiques, de ChIP ou
d’interaction protéique in vitro ont
aussi démontré que I'acétylation de
K16 régulait I'association de plusieurs
facteurs chromatiniens avec leur(s)

cible(s) génomique(s) comme le sug-
sir3 gére le postulat du «code histone ».

’ H4 lysine 16 acétylée 6

# H4 hyper-acétylée ' Bdfl
v Acétylation de la lysine 16

Complexe SIR
(Sir2, Sir3, Sir4) < Variant H2A.Z
_ Complexe SAS
@ HDAC Sir2 (: (Sas?, Sas4, Sas5)

Figure 1. Mode d’action proposé de I'acétylation de la lysine 16 de H4 dans le processus de propagation de I’hétérochromatine télomérique chez la levure. Le

Ainsi, la protéine Sir3 de levure et les
facteurs humains TBL1/TBLR1 se lient
préférentiellement aux queues H4 déa-
cétylées de K16 [9, 16]. A Pinverse, la
sous-unité TAFl du complexe d’initia-
tion de la transcription des métazoaires,

positionnement de la frontiére euchromatine/hétérochromatine constitue un modele d’étude idéal de I'intégration des activités histones modificatrices, de
remodelage de la chromatine et d’échange des histones. A. La distribution complémentaire de ’'HAT Sas2 et de la HDAC Sir2, respectivement dans I"euchro-
matine et dans I’hétérochromatine, induit la formation d’un gradient d’acétylation de la lysine 16 au sein des régions sub-télomériques. L'acétylation de la
lysine 16 inhibe Passociation du complexe SIR avec la chromatine pour engendrer une structure chromatinienne « ouverte ». A Pinverse, la déacétylation de la
lysine 16 promeut le recrutement du complexe SIR et la formation de la structure hétérochromatinienne. Ce processus est trés dynamique et a pu étre établi par
I'analyse génétique et moléculaire de plusieurs mutants affectant le positionnement de la frontiére. B. Dans un contexte mutant pour Sas2 (ASas2), I'absence
d’acétylation de la lysine 16 permet I'interaction de la protéine hétérochromatinienne Sir3 avec la queue de H4 et le recrutement du complexe SIR. Celui-ci en
déacétylant les nucléosomes environnants entraine la propagation de la structure hétérochromatinienne et la répression transcriptionnelle des génes contenus
dans la région euchromatique envahie (on parle de régulation par effet de position) [9, 25]. C. A Pinverse, la mutation de Sir2 (ASir2), comme celle de Sir3
(ASir3), blogue le processus auto-induit de recrutement du complexe SIR et de propagation de la structure hétérochromatinienne [91. Par ailleurs, dans un
contexte mutant Sas2 (B) le variant d’histone H2A.Z et Bdf1, une des sous-unités du complexe échangeur d’histone Swrl, ne sont plus détectés dans la portion

euchromatinienne suggérant un role clé de 'acétylation de la lysine 16 dans le processus d’incorporation de ce variant.
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la sous-unité TIPS du complexe NoRC humain et I’'HAT Genb de levure
interagissent préférentiellement avec H4 acétylée au niveau de K16
[17-19]. De maniére intéressante, les trois derniers facteurs arbo-
rent un module protéique particulier, le bromodomaine, capable de
lier sélectivement des lysines acétylées. L'acétylation de K16 régule
aussi 'activité intrinseque de plusieurs enzymes, elles-mémes sus-
ceptibles de modifier la structure chromatinienne. Ainsi, 'activité
lysine 5 et 12 acétyltransférase de HATL in vitro et la fonction de
remodelage de la chromatine de ISWI chez la drosophile sont inhi-
bées par I'acétylation de K16 [20-23]. Pour finir, des données de
ChIP a I’échelle du génome indiquent que le niveau d’acétylation de
K16 participerait a la sélection des sites de liaison d’un facteur de
transcription liant une séquence ADN spécifique [24]. Uensemble
de ces données illustre le caractére pléiotrope de 'acétylation de
K16 dans le processus de régulation de la transcription. Celle-ci ne
dicte pas toujours la méme séquence d’événements moléculaires
et peut aller jusqu’a entrainer des réponses transcriptionnelles (et

Proportion d’histone B ¢
H4 monoacétylée o v
44 48 52 §3 50 S8
[Z3=N v >N
A =8 40— =&
5 : 30K e § 40
o[ S5 ap £g
e s £ 1H g 2
oX o
D = = &
e o &
M Tissusain ¢ SO\ &
B Tumeur W v
D
= Lymphocyte
w Lignées cellulaires tumorales - -HyLég !
v —_ =
gz | | =3 6|
£ = T
o g 40 B w g
58 S
55 30 S22
o E <3
Sx E -
= ¢ Sat2 D4Z4 NBL-2
IR D o®
« N

Figure 2. lllustration de la perte globale et localisée d’acétylation de la lysine 16 dans des lignées cellulaires
cancéreuses et certaines tumeurs humaines. A. Niveaux relatifs d’acétylation de la lysine 16 déterminés par HPCE
(high performance capillary electrophoresis) dans des biopsies de tumeurs primaires de cdlon (barres vertes) et
de tissus sains d’'un méme patient (barres grises). B. Quantification relative du niveau d’acétylation de la lysine
16 dans des cellules de cdlon normales et HCT116 (lignée cellulaire d’adénocarcinome du cdlon). C. Expérience
similaire comparant des lymphocytes normaux et des lignées cellulaires de leucémies arborant les protéines
chimeéres MOZ/CBP ou MORF/CBP. D. Expérience similaire comparant plusieurs lignées cellulaires d’un modele de
croissance tumorale de I’épiderme murin. On peut noter que la perte d’acétylation de la lysine 16 apparait dés
le début du processus tumoral et s’accentue tout au long de sa progression. Les lignées cellulaires PDV, PAM212,
CarB et CarC sont classées dans un ordre croissant en fonction de leur propension a produire des tumeurs. €. €x-
périence de ChIP démontrant la perte localisée d’acétylation de la lysine 16 dans les régions d’ADN répétées
péri-centromériques (Sat-2) et sub-télomériques (NBL-2 et D4Z4) du génome dans des lignées cellulaires can-

céreuses (figure adaptée de données publiées dans [13]).
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biologiques) opposées. Ainsi, dans les régions télomé-
riques chez la levure, la déacétylation de K16 permet
la propagation de la structure hétérochromatinienne
(Figure 1) tandis que I’acétylation de K16 promeut la
répression transcriptionnelle des genes ribosomiques
par le complexe NoRC [8, 9, 17].

Lysine 16 et définition de régions
chromatiniennes « ouvertes »

L'un des processus les plus significatifs lié a 'acé-
tylation de K16 est la spécification de domaines
chromatiniens favorables a la transcription sur de
vastes portions du génome, voire sur des chromoso-
mes entiers. Ainsi, chez la levure, "acétylation de K16
est essentielle a la détermination de la position de la
« frontiere » entre les génes transcrits dans I’euchro-

matine et ceux épigéné-
tiquement réprimés au
sein de I’hétérochroma-
tine [9, 25, 26]. €n effet,
un gradient d’acétylation
de K16 contribue a déter-
miner la position de cette
frontiére dans les régions
télomériques (Figure 1),
des cassettes sexuelles
(locus HML et HMR) et
des genes codants les
ARN ribosomiques [26].
Chez la drosophile, des
données génétiques et
moléculaires ont élé-
gamment démontré le
role central de 'acé-
tylation de K16 dans le
processus de compen-
sation de dose. Chez le
male, la transcription des
genes du chromosome X
est doublée de maniéere
a compenser le fait que
les femelles posséedent
deux chromosomes X. Sur
le plan moléculaire, chez
le madle, le complexe MSL
(male-specific lethal),
dont Mof est la sous-
unité catalytique, est
spécialement recruté de
maniéere a acétyler K16 a
travers le chromosome X



entier [10, 21]. Cette modification contribuerait,
notamment, a inhiber la compaction du chromosome
médiée par le facteur de remodelage de la chromatine
ISWI [21, 23].

Lysine 16, compaction de la fibre
chromatinienne et structure du noyau

Il'y a quelques années, il a été établi que la portion
de H4 comprenant les résidus basiques 14 a 19 était
essentielle a I'interaction des nucléosomes entre eux
et a la compaction de la fibre chromatinienne [27].
LU'acétylation de K16 étant la seule modification
détectée dans cette région, on en a déduit de maniere
spéculative qu’elle devait jouer un role prépondérant
dans le processus d’inhibition de la compaction de
la chromatine d’autant qu’elle était essentielle au
maintien décondensé de la chromatine sur de gran-
des portions de génome. Récemment, en utilisant
une technique de ligation chimique permettant de
produire des histones H4 acétylé de fagcon homogene
sur K16, une preuve expérimentale a été obtenue
[23]. Lincorporation de ces histones in vitro dans
des nucléosomes a montré que I'acétylation de la K16
inhibe la compaction de la fibre ainsi reconstituée
mais aussi I'interaction entre deux fibres différentes
[23]. De fait, aujourd’hui, I’acétylation de K16 est la
seule modification des histones dont on a démontré
la capacité d’affecter, de maniere directe, le proces-
sus de compaction de la fibre chromatinienne. Plus
encore, la déplétion de MOF dans des cellules humai-
nes affecte la structure globale du noyau avec I'appa-
rition de multiples lobes nucléaires [5]. Ce phénotype
peut étre reproduit par la surexpression d’un variant
de MOF déficient pour son activité HAT [5]. Ainsi
acétylation de K16 serait essentielle au processus de
régionalisation et de compaction des chromosomes et
probablement aussi au maintien de la structure géné-
rale du noyau.

Lysine 16, cancer et croissance tumorale

Comme elle intervient de maniere déterminante dans
de nombreux processus biologiques, I'altération de
I’activité des HAT et HDAC est associée au déreglement
d’un nombre plus ou moins important de génes ou de
facteurs nucléaires pouvant jouer un role dans le pro-
cessus de transformation et de cancérogenése [2, 28].
Toutefois la preuve de I'implication directe de I’acéty-
lation des histones dans ces processus n’a été acquise
que récemment. Encore une fois K16 jouerait un rdle
clé (Figure 2) [28-30]. De maniére remarquable, la
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perte sélective d’acétylation de K16 serait corrélée a la croissance
tumorale d’au moins deux types de cancer: les adénocarcinomes
du célon et les hémopathies lymphocytaires [28]. Uacétylation de
K16 aurait donc une fonction anti-transformation tumorale dans le
noyau. Sur le plan moléculaire, dans diverses lignées cellulaires can-
céreuses, Iassociation des HAT MOZ, MORF et MOF avec les régions
d’ADN répétées péri-centromériques et sub-télomériques du génome
(dont I’instabilité génétique est associée au cancer) est réduite
voire abolie [28]. D’autre part, ces HAT avaient déja été identifiées
dans des réarrangements chromosomiques associés a des leucémies
présentant une activité HAT K16 réduite [28]. A Pinverse de cette
perte globale d’acétylation de K16, il a été montré que la ré-expres-
sion, au cours du processus tumoral, de génes épigénétiquement
réprimés coincidait avec une augmentation de I’acétylation de K16
dans leurs régions promotrices bien que les marques épigénétiques
de répression ne soient pas nécessairement éliminées [30, 31]. C’est
pourquoi la détection de variations globales d’acétylation de K16
serait un des marqueurs de développement de certains cancers et
constituerait méme un moyen de prédire I’évolution clinique du can-
cer (par exemple, le cancer de la prostate [29]). Le dosage de cette
modification pourrait donc étre a la base de systemes de dépistage
ou de diagnostic de plusieurs cancers.

Conclusions

Les récentes découvertes concernant le role de "acétylation de K16
dans le processus de transcription, de compaction de la fibre chroma-
tinienne et de croissance tumorale ont mis en lumiere le rle singulier
de cette modification de la chromatine. Il apparalt désormais essen-
tiel d’entreprendre I’étude fonctionnelle des HAT et HDAC, propres a
K16, au cours d’autres processus nucléaires et cellulaires, de méme
qu'au cours du développement d’organismes eucaryotes supérieurs.
Bien plus encore, la perspective de controler sélectivement le degré
d’acétylation de K16 aussi bien dans des locus spécifiques que dans de
vastes régions du génome laisse raisonnablement espérer I’émergence
de nombreuses applications biotechnologiques et thérapeutiques. ¢

SUMMARY

Histone H4 lysine 16 acetylation:

from genome regulation to tumoral progression

The histones, that wrap the DNA to form the nucleosome core, are
targeted by diverse post-translational modifications. How those modi-
fications affect DNA accessibility and chromatin folding is a funda-
mental biological issue. Furthermore, tremendous amounts of data
suggest that the loss of specific modifications as well as an inappro-
priate ectopic pattern of modifications at given loci contributes to the
development of several human syndromes as well as cancers. In this
review, we focus on the current knowledge of the regulation and impact
of histone H4 lysine 16 acetylation on the genome. Recent discoveries
highlight its crucial involvement in events such as transcription regu-
lation, chromatin specialization, chromosome compaction and tumoral
progression. ¢
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