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>La physiologie d’une cellule est dictée par
I'intégration des signaux qu’elle recoit et la mise
en place de réponses adaptées par le biais, entre
autres, de programmes transcriptionnels adéquats.
Pour assurer un controle optimal de ces réponses, des
mécanismes de régulation ont été sélectionnés, dont
un processus de pause transcriptionnelle et de levée
de cette pause par P-TEFb (positive transcription
elongation factor) et Brd4 (bromodomain-containing
protein 4). Le déréglement de ce processus peut
conduire a 'apparition de pathologies. P-TEFb et Brd4
ontainsi émergé au cours des derniéres années comme
des cibles thérapeutiques potentielles dans le cadre
des cancers et du syndrome d‘immunodéficience
acquise (sida) notamment. <

€n fonction des conditions rencontrées dans son microen-
vironnement, la cellule adapte ses programmes transcrip-
tionnels pour assurer son intégrité et celle de I'organisme.
Les mécanismes les plus fréquemment décrits pour réguler
la transcription font intervenir la fixation de combinaisons
de facteurs de transcription spécifiques sur les promo-
teurs des genes concernés. Les cellules ont cependant mis
en place de nombreux autres niveaux de régulation. Parmi
ceux-ci figurent notamment les séquences régulatrices de
type enhancers, les mécanismes d’épissage intervenant
en parallele de I’élongation des transcrits, ou encore
les modifications épigénétiques affectant I'état de la
chromatine. Dans les cellules eucaryotes, I'initiation de
la transcription est suivie d’'une mise en pause, une cin-
quantaine de nucléotides en aval du site d’initiation, pour
environ 60 % des génes [1]. Cette revue se focalise sur
I'intérét thérapeutique potentiel des acteurs moléculaires
impliqués dans la levée de cette pause.

Quelques acteurs importants : la polymérase,
le complexe PTEF-b et leurs partenaires

L’ARN polymérase Il (ARN pol II), responsable de la trans-
cription des ARN messagers (ARNm) des cellules euca-
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ryotes, est un complexe supramoléculaire constitué de 12 sous-unités dont
la masse moléculaire globale dépasse les 500 kDa. La sous-unité porteuse
de I'activité polymérase, Rpbl, est une protéine d’environ 250 kDa qui pos-
sede a son extrémité C-terminale (CTD pour C-terminal domain) une répé-
tition de 52 hexapeptides YSPTSPS! cruciaux pour la régulation de I’élonga-
tion de la transcription [2]. La polymérase s’arréte en effet généralement
de transcrire une cinquantaine de nucléotides en aval du site d’initiation
de la transcription, sous effet des facteurs associés DSIF (DRB sensitivity
inducing factor) et NELF (negative elongation factor). Ce complexe de
pause est désactivé par la phosphorylation au niveau des sérines en posi-
tion 2 (Ser2) du CTD de la polymérase et des protéines DSIF et NELF.

Le complexe P-TEFb (positive transcription elongation factor b) est por-
teur de P'activité kinase capable d'achever cette pause [3]. P-TEFb est
un dimére constitué de la kinase cdk9 (cyclin-dependent kinase 9) et de
la cycline T1 (ou T2, plus rarement). La cycline T1 (CT1) module Iactivité
de cdk9 et joue un role d’intégrateur des signaux cellulaires. Elle posséde
ainsi différents domaines d’interactions avec diverses protéines, dont
PARN pol I, HEXIM1 (hexamethylene bisacetamide inducible 1), mais
aussi I’ARN non codant 7SK (Figure 1) (pour une revue, voir [4]).

P-TEFb peut se complexer avec I’ARN 7SK et les protéines HEXIMI,
LARP7 (La-related protein 7) et MePCE (methyl capping enzyme),
qui constituent la ribonucléoprotéine (RNP) 7SK (=) Voir la Synthese

(pour revue, voir [5]) (_)) de L. Muniz et al., m/s
n® 2, février 2012,

page 200

Vignette (Photo © Alessandro Furlan).
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Figure 1. Les principaux acteurs connus
des mécanismes de levée de pause trans-
Bttt criptionnelle. U'activité de "ARN poly-
complex (PIC)

N® CTD
Ser§. }»4

mérase Il (Pol 11) est précédée par la

ADN formation du PIC (pre-initiation com-
ARNm Pause
transcriptionnelle

N

promoteur plex) au niveau du promoteur du géne.

Le PIC est composé des facteurs géné-

raux de transcription, TFIl A, B, D, €

et H, interagissant avec le complexe
Mediator et Pol II. TFIl H phosphoryle le
Y CTD (C-terminal domain) de Pol Il sur

les résidus Serb et permet I’initiation de

la transcription. Pol Il entre ensuite en

ADN ADN . . P
élongution élongution pause, une cinquantaine de nucléotides
transcriptionnelle transcriptionnelle en aval du site d’initiation de la trans-

cription pour la majorité des génes, sous
I’action notamment des facteurs négatifs d’élongation DSIF (DRB sensitivity inducing factor) et NELF (negative elongation factor). La levée de
pause est assurée principalement par P-TEFb (positive transcription elongation factor), qui va phosphoryler (« P » encerclés sur la figure) la Ser2
du CTD, ainsi que DSIF et NELF. DSIF reste associé a la polymérase et se transforme en facteur positif d’élongation, tandis que NELF se dissocie de la
polymérase qui commence I’élongation productive. P-TEFb existe sous forme libre ou sous une forme inactive complexée avec HEXIM (hexamethy-
lene bisacetamide inducible 1) et ’ARN 7SK entre autres au sein de la ribonucléoprotéine 7SK (RNP 7SK). P-TEFb peut étre recruté de différentes
maniéres aux sites de transcription. Pour des soucis de clarté du schéma, nous avons représenté cote a cte deux modes de recrutement, bien que
ceux-ci ne soient pas les seuls possibles et non exclusifs. La protéine Brd4 (bromodomain-containing protein 4), qui se fixe au niveau des histones
acétylées (forme ovale notée « H », avec « Ac » encerclé sur la figure) peut notamment induire la dissociation de P-TEFb d’HEXIM et 7SK et per-
mettre son recrutement. Le complexe Mediator et PAF1 (polymerase-associated factor 1) participent aussi au recrutement de P-TEFb, associés au
complexe multimérique SEC (super elongation complex). €n parallele, P-TEFb peut également étre recruté au niveau des promoteurs sous sa forme

complexée avec la RNP 7SK, via I'interaction de cette derniere avec KAP1 (KRAB-interacting protein 1). La dégradation de ’ARN 7SK permet alors

la libération in situ de P-TEFb actif.

L'activité kinasique de P-TEFb est inhibée au sein de ce complexe
[6,7]. Un équilibre se forme dans les cellules, entre les formes libres
de P-TEFb et celles associées a la RNP 7SK. Plusieurs protéines sont
capables de dissocier P-TEFb de ce super-complexe, particulierement
en conditions de stress, et ainsi de favoriser la levée de pause et
I’élongation transcriptionnelle. P-TEFb peut, notamment, étre libéré
par différents signaux de transduction dont Akt (protéine kinase B)
et ERK (extracellular signal-regulated kinase) (pour revue, voir [8]).

Plusieurs scénarios possibles pour la levée de pause

Nous proposons dans la Figure I, une synthése des acteurs majeurs
impliqués dans la levée de pause transcriptionnelle au regard des der-
nieres avancées sur le sujet.

La protéine Brd4 (bromodomain-containing protein 4) appartient a la
famille de protéines BET (bromodomain and extraterminal domain) qui
reconnaissent les histones acétylées. Les premiers travaux sur Brd4 et
la levée de pause suggéraient le recrutement de P-TEFb sur les promo-
teurs sous sa forme active, non associée a la ribonucléoprotéine 7SK
[9]. Des travaux récents mettent cependant en évidence au niveau des
promoteurs un ancrage de la RNP 7SK via KAP1 (KRAB interacting pro-
tein 1) qui favorise ainsi le recrutement de P-TEFb [10]. CT1 posséde
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un domaine d’interaction avec I’ARN pol Il qui pourrait
également participer au recrutement de P-TEFb. Nous
avons toutefois montré, par des approches de micros-
copie de type FRET? en cellules vivantes, que la perte
d’interaction entre P-TEFb et I’ARN pol II, suite a la
mutation de ce domaine, ne perturbe pas la localisation
de P-TEFb & proximité de la chromatine [11].

Au-dela du recrutement de P-TEFb, Brd4 peut aussi agir
sur la levée de pause, en recrutant au niveau d’enhan-
cers, la déméthylase JMJDé6 (Jumonji C-domain-contai-
ning protein 6) qui élimine des marques de répression
de la chromatine (méthylation symétrique de I’histone
H4 sur le résidu argininine en position 3, H4R3me2s)
et déstabilise PARN 7SK [12]. Brd4 posséde également
une activité HAT (histone acetyltransferase) [13]. Elle
aurait, de surcroit, un role dans le contrdle des stress
de torsion de I’ADN aprés la levée de pause [14]. Ainsi,
Brd4 a été présenté comme un acteur clé de la levée de

?Transfert d'énergie entre molécules fluorescentes : il s’agit d’un transfert d’énergie
entre deux molécules lorsqu’elles sont adjacentes, ce qui permet d’évaluer leur
interaction.
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Figure 2. Brd4, une protéine aux fonctions multiples
dans la transcription. Brd4 (bromodomain-containing
protein 4) est une protéine ayant une activité pléio-
tropique possédant notamment des activités kinase
et histone acétyltransférase (HAT). Via ses bromo-
domaines, Brd4 interagit avec les histones acétylées
(Ac). Son activité HAT lui permet d’induire le décom-
pactage de la chromatine et I’éviction des nucléo-
somes, nécessaires a la transcription. Cette activité
HAT lui confére également un réle dans le maintien
des marquages épigénétiques lors de la mitose. Brd4

est une kinase atypique (’activité kinase est portée

par plusieurs motifs séparés dans la séquence primaire de la protéine) potentiellement capable de phosphoryler P-TEFb (positive transcription

elongation factor) et le CTD (domaine C-terminal) de ’ARN polymérase Il (« P » encerclé sur la figure) - cette activité reste sujette a controverse.

Outre le recrutement de P-TEFb, Brd4 recrute la déméthylase JMJD6 (Jumonji C-domain-containing protein 6) au niveau d’enhancers appelés anti-

pause enhancers, ou JMJD6 retire des marques de répression de la transcription. Enfin Brd4 contribue a I"activation compléte de la topoisomérase

1 pour ajuster les stress de torsion de I’ADN lors de I’élongation transcriptionnelle.

pause (Figure 2), pouvant méme phosphoryler le CTD de la polymérase
sur les résidus Ser2, en court-circuitant cdk9. Toutefois, Brd4 est une
kinase atypique : elle ne possede pas de motif kinase consensus, mais
plusieurs motifs similaires dispersés, et son activité de phosphoryla-
tion directe du CTD est controversée. De plus, I'existence d’un dialogue
entre les kinases cdk7, cdk9 et Brd4 suggére qu’un réseau de rétrocon-
tréles module la phosphorylation du CTD de I’ARN pol Il par ces kinases
[15], ce qui va & encontre du concept de Brd4 agissant comme une
kinase indépendante.

Le modele d’un Brd4 multifonction agissant seul dans la levée de
pause est aussi contredit par I’exemple des genes hsp70 codant les
protéines de choc thermique HSP70. Ces génes sont classiquement en
pause transcriptionnelle dans les cellules ; la levée de pause de ces
génes sera induite par un choc thermique. Il a récemment été montré
que 'inhibition de Brd4 n’affecte pas I'induction des genes hsp70 en
réponse a un choc thermique, alors qu’elle bloque le remodelage de
régions spécifiques de la chromatine réalisé par Brd4 [16]. Il existe
probablement différents schémas de levée de pause selon les genes,
en lien notamment avec le niveau d’accessibilité des régions de la
chromatine et des genes transcrits.

Il est important de souligner que les différents modéles de levée de
pause peuvent aussi avoir pour origine des approches expérimentales
et des modéles cellulaires différents (drosophile, souris, humain). Le
Tableau | récapitule les avantages et les biais des principales techniques
employées pour étudier le mécanisme de levée de pause. Initiale-
ment, les approches de biochimie ont permis de définir les partenaires
de P-TEFb. Elles sont maintenant complétées par les expériences de
séquencgage, qui permettent d’étudier la production d’ARN naissants,
avec la position de régulateurs de la transcription ou de la polymérase
sur les genes. La microscopie de fluorescence permet quant a elle de
localiser, dans des cellules analysées individuellement, la formation de
complexes de levée de pause, ou de définir la fagon dont ces complexes
protéiques explorent ’ADN nucléaire pour trouver leurs séquences cibles
[17]. Les approches de microscopie en cellules vivantes sont essen-
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tielles : elles donnent accés a la dimension dynamique
qui est primordiale dans les mécanismes de levée de
pause. Un des enjeux futurs sera de réussir a intégrer des
données multiparamétriques (incluant les big data issues
des séquencages a haut débit) en utilisant des outils de
modélisation appropriés.

Les différents modeéles de recrutement et d’activité de
P-TEFb et Brd4 sur les promoteurs, parfois contradic-
toires, représentent donc probablement chacun une
facette différente d’une méme histoire (ou d’histoires
proches) analysée(s) par différents outils.

Les fonctions du complexe de levée de pause :
anticipation, organisation et au-dela

Outre la possibilité de réaliser une ultime vérifica-
tion avant que I’élongation transcriptionnelle ne soit
engagée, le systeme de levée de pause présente une
rapidité de réaction intéressante. €n effet, I'existence
de transcrits préchargés avec la polymérase permet
une réactivité importante au niveau de la transcrip-
tion. Cela peut s’avérer utile notamment en conditions
de réponse et d’adaptation a un stress cellulaire.
Cela permet également d’anticiper et de synchroniser
Pactivité de genes régulés de maniere périodique,
comme suggéré au cours du cycle circadien [18]. La
levée de pause confére ainsi, en un certain sens, un art
de 'anticipation aux cellules.

Le mécanisme de levée de pause a également été
étudié dans le cadre des reprises de transcription
aprés la mitose [19]. Les protéines impliquées dans
la levée de pause sont importantes pour le marquage
épigénétique, au cours de la mitose, afin d’accélérer
la reprise transcriptionnelle, comme cela a été montré
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Technique

Biochimie (élution de fractions,
co-immunoprécipitation)

Avantages

Détermination des complexes supramoléculaires
Puissance statistique (grand nombre d’événements)

Mesures en cellules vivantes de la diffusion des

Inconvénients

Détection d’interactions indirectes

Moyennage des comportements

Besoin de protéines et/ou de locus ectopiques

Microscopie de fluorescence

téi
(FRAP, sptPALM) protéines

Microscopie de fluorescence

Suivi de particules uniques en super-résolution

Mesures et cartographie en cellules vivantes des

Colteux en temps, besoin d’un grand nombre de
mesures pour avoir une puissance statistique
satisfaisante

Besoin de protéines ectopiques

Colteux en temps, besoin d’un grand nombre de
mesures pour avoir une puissance statistique
satisfaisante

Bruit de fond important

Sensibilité relativement faible
Systemes d’induction nécessaires

Détection des ARN synthétisés sur une courte
période (5 minutes) ; pas de détection de trans-
crits « en pause »

Non détection des ARN de taille < 35 nucléotides ;

(FRET, FICS) interactions entre protéines
Immunoprécipitation de différentes formes de la
ChIP-Seq 2 p .
polymérase, sur le génome entier
RNA-Seq Détection de I’ensemble des ARN
GRO-Seq Mesures des ARN naissants
TT-Seq Trés sensible pour détecter les ARN peu stables
Détection des zones de pause de la polymérase, de
NET-Seq

formes d’épissage

possible poursuite d’élongation lors du protocole ;
dégradation possible des ARN

Tableau I. Techniques utilisées pour étudier le mécanisme de levée de pause transcriptionnelle. FRAP : fluorescence recovery after photobleaching ;

FRET : Forster resonance energy transfer ; FICS : FRET image correlation spectroscopy ; sptPALM : single particle tracking photo-activated loca-

lization microscopy ; ChIP-Seq : chromatin immunoprecipitation sequencing ; RNA-Seq : ribonucleic acid sequencing ; GRO-Seq : global run on

sequencing ; TT-Seq : transient transcriptome sequencing ; NET-Seq : native elongating transcript sequencing.

pour Brd4 [20]. Ce marquage épigénétique permet aux cellules de
conserver leur profil d’expression, et ainsi leur identité, lors des divi-
sions cellulaires. Il est donc crucial au cours de I’embryogenese pour
assurer |'expression appropriée des génes du développement dans
une période ou les divisions cellulaires s’enchainent rapidement et

ol les cellules se différencient progressivement.

(=») Voir la Synthese
de G. Dujardin et al.,
m/s n° 12, décembre
2016, page 1103

Il ne faut pas, non plus, oublier que P-TEFb module
également le recrutement du spliceosome® [53]
(=») et d’autres étapes ultérieures de la trans-
cription, comme la terminaison et I’export des
ARNm (pour revue, voir [21]).

Une chorégraphie complexe et ses défauts d’orchestration
Comme nous I’avons vu, la levée de la pause transcriptionnelle
constitue un mécanisme impliquant la coordination précise de plu-

sieurs partenaires. Des perturbations physiopathologiques peuvent
survenir dans cette orchestration et provoquer différents dysfonc-

¥ Le spliceosome est un complexe de ribonucléoprotéines localisé dans le noyau des cellules, dont la fonc-
tion est d’assurer la maturation des ARN pré-messager.
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tionnements. Il est important de noter ici que, bien
que les acteurs impliqués possedent des activités
clairement associées a la levée de pause, ils inter-
viennent aussi dans des activités connexes dans le
processus de transcription. On ne peut donc exclure
que ces activités connexes contribuent aux altéra-
tions physiologiques liées aux défauts d’expression ou
d’activité de ces acteurs.

Les modéles murins pour étudier la physiopathologie
associée au complexe de levée de pause

Bien qu’une certaine redondance puisse autoriser une
compensation en cas de défaillance transitoire d’un
intervenant du complexe de levée de pause, I'impor-
tance physiologique de chacun a été illustrée par les
tentatives pour obtenir des modeles transgéniques
murins déficients.

A notre connaissance, aucune étude n’a rapporté de
souris invalidées pour CTI ou cdk9, et ce n'est que
récemment que des modeéles murins mimant une telle
invalidation ont été décrits. Un modele de souris



knock-down (extinction génique) pour CTI a été généré par la tech-
nique de gene trap* [22]. Dans ce modéle, les premiers exons de CTI
sont maintenus et une expression résiduelle de CT1 pleine longueur
est observée. Pour cdk9, aucune donnée publiée sur des souris inva-
lidées génétiquement n’est disponible et I'utilisation d’un inhibiteur,
le flavopiridol, provoque un arrét du développement du zygote avant
méme la formation du blastocyste [23]. Il est probable que CT1 et cdk9
soient nécessaires pour la survie des cellules souches et des zygotes,
d’ol I'impossibilité de générer des modéles transgéniques déficients.
La suppression de Brd4 est corrélée a une |étalité tres précoce obser-
vée chez les embryons de souris invalidées (knock-out) homozygotes,
et les souris hétérozygotes présentent une surmortalité et des défauts
majeurs [24]. Brd4 est important pour ’auto-renouvellement des cel-
lules souches embryonnaires, en favorisant la transcription de génes
de pluripotence comme 0CT4 (octamer-binding transcription factor
4) via une action sur leurs super enhancers, ol elle peut recruter cdk9
[25]. Linvalidation de Clpl (cardiogenic lineage protein 1), I’homogue
murin d’HEXIMI, est mieux tolérée aux premiers stades de I’embryoge-
nése, mais aboutit & une mortalité embryonnaire dés €16.5 (16,5 jours
de vie embryonnaire), associée a un phénotype d’hypertrophie car-
diaque [26].

Dans 'ensemble, les défauts d’expression de chaque acteur du com-
plexe de levée de pause perturbent donc fortement le développement
embryonnaire a un stade plus ou moins précoce, méme si on ne peut
pas formellement relier ces perturbations au mécanisme de levée de
pause a proprement parler.

L’importance particuliére du complexe de levée de pause pour
certains tissus

Bien que les protéines impliquées dans la levée de pause soient expri-
mées de maniére ubiquitaire dans "organisme, certains tissus, comme
le cceur, semblent plus sensibles aux perturbations de leur activité.
Une suractivation de cdk9 a ainsi été observée dans des modéles
d’hypertrophie cardiaque, en lien avec une dissociation entre HEXIM1
et P-TEFb [27]. La surexpression de cdk9 par I'injection d’ARN chez
la souris conduit également & une hypertrophie cardiaque [28]. Des
travaux plus récents suggerent aussi I’implication de Brd4 dans la
réponse des cardiomyocytes aux stimulus de stress via une action au
niveau des super enhancers associés aux genes cardiaques dérégulés
[29]. Cette activation du complexe P-TEFb et de Brd4 dans ce contexte
pathologique a conduit a proposer leur inhibition en thérapie contre
I’hypertrophie cardiaque. JQ1, un inhibiteur de la famille de protéines
BET, s’est révélé tres efficace pour bloquer cette hypertrophie, in vitro
et in vivo, en empéchant la surexpression de genes associés au déve-
loppement de ce type de pathologie [30].

Le cceur n’est pas le seul tissu particulierement sensible aux pertur-
bations du complexe de levée de pause. Le systeme immunitaire I’est
également, comme I'indique I'importance de P-TEFb pour 'activité

* Le principe des stratégies de piégeage (trap) repose sur I'introduction dans le génome d’un géne rappor-
teur dépourvu d’une partie ou de la totalité de ses éléments de contrdle transcriptionnel. Lexpression du
gene rapporteur dépendra donc des éléments de régulation agissant en cis de I'unité de transcription, a
Pintérieur ou a proximité de laquelle 'insertion aura eu lieu, et sera donc le reflet fidéle de son expression.
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dans le thymus d’AIRE (auto-immune regulator), un
régulateur transcriptionnel clé pour la mise en place
d'une tolérance immunitaire [22]. Brd4 est aussi impli-
qué dans ce processus et un autre inhibiteur de la
famille de protéines BET, I-BET151, induit une répression
des génes activés par AIRE [31].

Citons un dernier exemple de I'importance des protéines
du complexe de levée de pause dans des tissus particu-
liers, celui de P-TEFb dans le programme d’hypertrophie
des mégacaryocytes, cellules donnant naissance aux
plaquettes sanguines [32].

Le piratage du systéme par les virus

Les virus sont experts dans le détournement a leur
profit des machineries des cellules qu’ils infectent. Le
VIH (virus de I'immunodéficience humaine) interagit
ainsi avec P-TEFb et stimule son expression, lors du
développement du SIDA (syndrome d’immunodéficience
acquise). Plus précisément la protéine virale Tat (trans-
activator of transcription) recrute P-TEFb pour son
activité transcriptionnelle [33], en entrant en compé-
tition avec HEXIM1 [34]. Brd4 régule ce mécanisme, et
sa surexpression, ou 'expression d’un peptide corres-
pondant au domaine d’interaction de Brd4 avec P-TEFb,
empéche la transcription dépendant de Tat [35]. Des
inhibiteurs de protéines de la famille BET favorisent au
contraire la réactivation et la sortie de latence du virus.
Ils ont été proposés comme solution afin d’éradiquer
efficacement le virus en faisant sortir les virus latents
de leur « cachette » [36].

Brd4 interagit avec des protéines d’autres virus. Il favo-
rise notamment la réplication du HPV (human papil-
lomavirus) de type 16 [37]. P-TEFb et Brd4 sont aussi
requis pour I'expression par I'€BV (Epstein-Barr virus)
de geénes permettant I'immortalisation des cellules qu’il
infecte [38]. P-TEFb est également important pour de
nombreux autres virus comme le cytomégalovirus ou le
virus de I’herpés (pour revue, voir [39]).

Les acteurs de la levée de pause dans les cancers et
leur ciblage

La modulation de I'activité des protéines du complexe
de levée de pause est associée au développement de
plusieurs types de cancers. Alors qu’il a été proposé,
dans un premier temps, que le proto-oncogéne c-Myc
recrutait I’ARN pol Il sur ses genes cibles et stimulait
ainsi I'initiation de leur transcription, il a été montré
depuis qu’il agissait vraisemblablement sur I"étape de
la levée de pause [40]. L'activité de c-Myc est contrdlée
par Brd4, et Iinhibiteur JQ1 s’est révélé efficace dans
des modeéles de leucémies, avec un effet dépendant
partiellement de la réduction d’expression du proto-
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Phase

Principaux effets indésirables

Thrombocytopénie,
neutropénie

Neutropénie,

problemes gastro-intestinaux
Nausées, hypokaliémie réversible
Thrombocytopénie,

problemes gastro-intestinaux
Thrombocytopénie,

nausées

Thrombocytopénie

Nom
ibl g . ssul
de Pinhibiteur Cibles d-e-ssul Résultats
clinique
. cdk9 et autres , . .

flavopiridol di letll Réponses partielles et completes

c

o cdk9 et autres 3 .

dinaciclib letll Pas de réponse compleéte

cdk

o cdk9 et autres Pas de réponse complete, stabilisation

seliciclib | .

cdk de la maladie
0TX015 famille BET Réponses partielles et completes
GSK525762 famille BET Réponses. partielles et stabilisation de

la maladie
. Réponses compleétes et
CPI-0610 famille BET o )
stabilisation de la maladie

BAY1238097 famille BET | Non rapportés, essai interrompu

Migraines séveres

Tableau Il. Syntheése des essais cliniques ciblant P-TEFb et Brd4.

oncogéne [41]. Une autre preuve du rdle de Brd4 dans la tumorigenése
est apparue a la suite de la découverte de formes de fusion entre Brd4
et NUT (nuclear protein in testis) dans la majorité des carcinomes de
la ligne médiane®. Ces protéines de fusion assurent un remodelage de
la chromatine et de la transcription nécessitant leur phosphorylation
par cdk9 [42]. D’autres protéines de fusion responsables de transfor-
mation cellulaire et retrouvées dans environ 5 % des leucémies aigués,
aboutissent a la formation de complexes impliquant P-TEFb, induisant
une transcription aberrante [43].

Ces études ont encouragé les cliniciens a évaluer I'efficacité d’inhi-
biteurs de P-TEFb et de Brd4 sur des patients lors d’essais cliniques
de phase I. Dans le cadre de tumeurs malignes a lymphocytes B, le
flavopiridol, inhibiteur de cdk9, a induit plusieurs rémissions partielles
ou completes, en combinaison avec le bortezomib, un inhibiteur du
protéasome [44]. Un des patients a notamment connu une rémission
compléte aprés avoir, précédemment, progressé sous traitement par
le bortezomib seul. Une phase Il a révélé 70 % de rémissions completes
pour des patients atteints de leucémies myéloides aigués et traités
par une combinaison d’agents incluant le flavopiridol [45]. Ces résul-
tats encourageants demandent maintenant a étre confirmés dans les
phases suivantes d’essais cliniques pour préciser leur efficacité.

€n ce qui concerne Brd4, un analogue du JQ1, I’OTX015/MK-8628, a
induit la régression tumorale chez deux patients atteints de carci-
nomes de la ligne médiane, sur un groupe de 4 patients [46]. Une autre
étude de phase | du méme inhibiteur a cependant montré une certaine
toxicité chez des patients atteints de myélomes et de lymphomes [47].

5 Entité constituée de carcinomes peu différenciés centrés sur la ligne médiane (au niveau cervical,
médiastinal ou rétropéritonéal).
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Le Tableau Il récapitule les informations sur les princi-
paux résultats publiés de ces essais cliniques, qui sont
détaillés de maniere plus exhaustive dans deux revues
[48,49].

Les risques de cibler des protéines pléiotropiques

Le ciblage thérapeutique de P-TEFb et Brd4 a donné lieu
a des premiers résultats encourageants dans plusieurs
pathologies. Au vu du large spectre d’activités aux-
quelles participent ces protéines dans I'organisme, une
grande prudence reste toutefois de mise.

Les inhibiteurs de Brd4, comme JQ1, empéchent la
fixation des bromodomaines sur les lysines acétylées,
et présentent peu de sélectivité vis-a-vis des pro-
téines appartenant a la famille BET, qui inclut aussi
Brd2, Brd3 et Brdt. Ainsi, JO1 inhibe Brdt, exprimé dans
les testicules, et bloque la spermatogenése chez les
souris mdles [50]. Méme en considérant la possibilité
d’améliorer la spécificité des inhibiteurs pour Brd4,
son activité au niveau de genes impliqués dans la
physiologie cardiaque [30] ou participant au renouvel-
lement cellulaire [25], incite donc & la prudence. Une
extinction prolongée de Brd4 par des ARN interférents
inductibles chez la souris a d’ailleurs mis en évidence
des effets déléteres sur plusieurs tissus (déplétion de
cellules souches intestinales, hyperplasie épidermique
et alopécie) [51]. Chez ’homme, les premiéres données
cliniques indiquent une toxicité a court terme de ces
inhibiteurs, marquée notamment par des problemes



gastro-intestinaux et une thrombocytopénie importante [47]. €n ce
qui concerne les inhibiteurs de P-TEFb, la tolérance des patients au
flavopiridol semble meilleure, avec toutefois une certaine toxicité
hématologique, incluant une leucopénie et une thrombocytopénie
[44]. Le rdle important de P-TEFb dans la différenciation des méga-
caryocytes [32], et la thrombocytopénie marquée que I'on observe
en réponse a ces deux types de traitements, laissent suggérer que la
formation des plaquettes est particulierement impactée par ces thé-
rapies.

Uinhibition de Brd4 a été proposée comme stratégie pour éradiquer le
VIH, le faisant sortir de sa latence [36]. Néanmoins, la réactivation
de virus latents, dans le contexte de traitements chroniques, pourrait
poser un probleme immunitaire majeur. Brd4 intervient aussi dans
la tolérance immunitaire et la sélection positive de lymphocytes T
régulateurs, ce qui pourrait contribuer a I"action anticancéreuse que
présentent certains inhibiteurs de Brd4 [31]. A Pinverse, la famille
de protéines BET participe a la différenciation de certains lympho-
cytes T auxiliaires et I'inhibiteur JQ1 permet de traiter des maladies
auto-immunes dans des modeéles murins [52]. Uimpact sur le systéme
immunitaire de tels inhibiteurs représente donc un autre aspect a
considérer en thérapie a long terme.

Il est encore trop tot pour appréhender les effets a moyen terme des
inhibiteurs de protéines la famille BET, mais les éléments que nous
avons abordés incitent a la prudence, notamment lors de traitements
prolongés.

Conclusion et perspectives

La levée de pause constitue un mécanisme de contrdle de la transcrip-
tion permettant une réponse transcriptionnelle rapide et synchronisée.
Différents modeles reposant sur des acteurs clés, P-TEFb et Brd4, ont
été proposés, correspondant sans doute a différentes facettes d’une
réalité dynamique. L’évolution d’outils a permis et permet de raffi-
ner constamment les connaissances a ce sujet. Le développement du
séquencage a haut débit sur cellules individuelles apporte ainsi une
vision plus nette de la régulation au niveau de différents promoteurs.
De méme, I"'amélioration des techniques de microscopie et de biopho-
tonique nous permet d’obtenir de plus en plus d’informations quanti-
tatives sur les complexes moléculaires qui participent au processus.
Le développement d’approches biophysiques, pour analyser les dyna-
miques moléculaires, constitue un autre atout pour comprendre des
agencements variés qui interviennent dans une méme cellule vivante,
et pour permettre une étude spatiale et dynamique de cette régulation
transcriptionnelle. Un des défis qui reste a relever sera de réussir a
croiser les données issues des approches multi-omics (épigénomique,
transcriptomique, etc.) et celles de la microscopie autour d’une stra-
tégie de recherche commune.

Les processus d’initiation, de levée de pause, d’élongation, d’épis-
sage et de terminaison de la transcription sont intriqués et présentent
des acteurs communs. |l est ainsi difficile d’attribuer, de maniére
simpliste, une action propre a chaque musicien sur la partition.
Un défi futur sera donc d’adapter nos études afin d’examiner et
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comprendre ce véritable travail d’orchestre, plutot
que la somme des prestations de différents solistes.
€n ce sens, la biologie des systémes peut étre d’un
grand intérét pour appréhender de tels systemes non
linéaires, fondés sur des interactions croisées et des
boucles de rétrocontrdle.

Enfin, la recherche translationnelle représente un enjeu
majeur de la recherche autour du complexe de levée
de pause. Les acteurs moléculaires qui y participent,
constituent en effet des cibles prometteuses pour plu-
sieurs pathologies. Toutefois, de par I’action ubiquitaire
des molécules susceptibles d’étre ciblées, notamment
les protéines de la famille BET (qui sont impliquées
dans la physiologie cardiaque, la tolérance immuni-
taire, le renouvellement intestinal, la spermatogeneése,
la latence de virus, etc.), il sera important d’évaluer la
toxicité et I'impact des agents thérapeutiques utilisés
lors de traitements prolongés. ¢

SUMMARY

P-TEFb and Brd4: actors of the transcription pause
release as therapeutical targets

Most cell physiology events are dictated by the integra-
tion of perceived signals and the elaboration by cells of
adapted answers via the execution of proper transcrip-
tional programs. In order to ensure an optimal control
of these answers, many regulation mechanisms have
been selected throughout the evolution, thus allowing
to fine-tune transcript expression. The transcriptional
pause and its release by P-TEFb (Positive Transcription
Elongation Factor) have been evidenced two decades
ago. Since then, the importance of such mechanisms
has been highlighted by the association between altera-
tions of this machinery and the appearance of diseases.
P-TEFb and Brd4 have thus recently emerged as poten-
tial therapeutical targets for cancers and AIDS notably.
In this review, we present a brief case history and an up-
to-date synthesis of models for transcriptional pause
release. We later discuss on the pathophysiological
processes associated with this mechanism and clinical
trials targeting Brd4 and P-TEFb. ¢
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