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CONTRIBUTIONS 

Mes travaux de recherche contribuent à l’avancement des connaissances sur le rôle du contrôle 

traductionnel dans l’activation des macrophages. Nous sommes les premiers à comparer 

l’efficacité traductionnelle des transcrits liés à l’immunité dans les macrophages WT et déficients 

en 4E-BP1/2. 

Nous montrons pour la première fois que : 

- 4E-BP1/2 contribuent à réguler les réponses pro- et anti-inflammatoires dans les 

macrophages.  

- L’axe mTOR-4E-BP1/2 contrôle un programme traductionnel aboutissant à la 

régulation transcriptionnelle de gènes anti-inflammatoires. 

- 4E-BP1/2 contribuent à la régulation des fonctions dans les macrophages telles que 

la capacité bactéricide et la migration cellulaire. 

Ce travail permet de mieux comprendre comment la traduction de l'ARNm contribue aux 

programmes de l'expression des gènes dans les cellules immunitaires. 

Cette recherche apporte des perspectives d’investigation à approfondir sur le translatome des 

macrophages afin d’obtenir un profil traductionnel complet des ARNm régulés par 4E-BP1/2 

dans les fonctions immunologiques. 

Nos résultats suggèrent que l’activité dérégulée des 4E-BP1/2 dans les conditions 

pathologiques pourrait contribuer à la progression des maladies (infections, cancers) et 

proposent l’axe mTOR-4E-BP1/2 comme une cible thérapeutique. 
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RÉSUMÉ 

Les macrophages sont des sentinelles du système immunitaire inné qui gouvernent l’apparition 

et la résolution des réponses inflammatoires lors de l’intrusion des pathogènes. L’activation des 

macrophages nécessite une synthèse rapide des protéines pour répondre efficacement aux 

signaux externes. La signalisation à travers « mammalian/mechanistic target of rapamycin 

complex 1 » (mTORC1)  est un régulateur majeur de la production de cytokines pro- et anti-

inflammatoires par les macrophages. Cependant, il n’a pas été élucidé si une telle régulation 

dépend du contrôle sélectif de l’initiation de la traduction par les principaux effecteurs de 

mTORC1, les « eIF4E-binding proteins » 1 et 2 (4E-BP1/2). Pour comprendre le rôle des 4E-

BP1/2 sur les fonctions des macrophages, nous avons comparé l’efficacité traductionnelle des 

transcrits immunitaires dans les macrophages primaires dérivés de la moelle osseuse de souris 

C57BL/6 de type sauvage (WT) et déficientes pour 4E-BP1/2 (4E-BP1/2 DKO). L’étude du 

translatome a révélé l’existence de transcrits (Il-10, Ptgs2/Cox-2, Ccl5 et Cxcl10) dont la 

traduction est contrôlée par 4E-BP1/2. Nous avons trouvé, d’une part, que les macrophages 4E-

BP1/2 DKO produisent davantage de protéines endogènes IL-10 et PGE2 en réponse à la 

stimulation par le LPS. En conséquence, l’activation à la hausse de la signalisation IL-10-STAT3 

et PGE2-C/EBPβ a renforcé l’expression de gènes anti-inflammatoires (sIl1ra, Nfil3, Arg1, 

Serpinb2) ce qui a entrainé une diminution de la capacité bactéricide des macrophages 

déficients en 4E-BP1/2. D’autre part, nous avons montré que l’absence de 4E-BP1/2 mène à 

une production plus élevée de chimiokines CCL5 et CXCL10 dans les macrophages stimulés 

avec le LPS, ce qui a favorisé leur activité chimiotactique envers les cellules T CCR5+ et 

CXCR3+. En accord avec ces données, le traitement des macrophages WT avec des inhibiteurs 

de mTORC1 a conduit à l’hypophosphorylation des 4E-BP1/2 (activation) et donc a une 

diminution de la sécrétion de CCL5 et CXCL10 aux cellules WT. Par contre, les macrophages 

dérivés de souris « Knock-in (KI) » pour la phosphorylation d’eIF4E sur la sérine 209 ont produit 

des niveaux similaires de CCL5 et CXCL10. Donc, l’état de phosphorylation d’eIF4E ne semble 

pas avoir un effet sur la synthèse de ces chimiokines.   

En conclusion, nos données prouvent que l’axe mTORC1-4E-BP1/2 contrôle la traduction des 

ARN codant pour des médiateurs pro- et anti-inflammatoires et suggèrent qu’une activité 

dérégulée de 4E-BP1/2 pourrait reprogrammer l’environnement transcriptionnel et traductionnel 

en faveur des maladies.  
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ABSTRACT 

Macrophages are sentinels of the innate immune system that govern the onset and the 

resolution of inflammatory responses during pathogen intrusion. Activation of macrophages 

requires rapid protein synthesis to respond effectively to external signals. 

mammalian/mechanistic target of rapamycin complex 1 (mTORC1) is a major regulator of pro- 

and -anti-inflammatory cytokine production by macrophages. However, it has not been 

elucidated whether such regulation depends on selective control of translation initiation by the 

main effectors of mTORC1, the eIF4E-binding proteins 1 and 2 (4E-BP1/2). To understand the 

role of 4E-BP1/2 on macrophage functions, we compared translational efficiency of immune 

transcripts in bone marrow-derived macrophages of wild type (WT) C57BL/6 and double-

knockout 4E-BP1/2 (4E-BP1/2 DKO) mice. The study of the translatome revealed the existence 

of transcripts (Il-10, Ptgs2/Cox-2, Ccl5 and Cxcl10) whose translation is controlled by 4E-BP1/2. 

We found that 4E-BP1/2 DKO macrophages produce more endogenous IL-10 and PGE2  

proteins in response to LPS stimulation, which results in a decrease in their bactericidal 

capacity. Accordingly, upregulation of IL-10-STAT3 and PGE2-C/EBPβ signaling enhanced the 

expression of anti-inflammatory genes (sIl1ra, Nfil3, Arg1, Serpinb2). On the other hand, we 

have shown that the elevated production of CCL5 and CXCL10 chemokines in LPS-stimulated 

macrophages, is 4E-BP1/2-dependent, which has favored their chemotactic activity towards 

CCR5+ and CXCR3+ T cells. Treatment of WT macrophages with mTORC1 inhibitors led to 

hypophosphorylation of 4E-BP1/2 (activation) and thus decreased secretion of CCL5 and 

CXCL10. In contrast, macrophages derived from mice mutated at the residue where eIF4E is 

phosphorylated (i.e. eIF4E S209A) produced similar levels of CCL5 and CXCL10. Thus, the 

phosphorylation status of eIF4E did not affect the synthesis of these chemokines. 

In conclusion, our data show that the mTORC1-4E-BP1/2 axis controls translation of mRNAs 

encoding pro- and -anti-inflammatory mediators and suggests that a deregulated activity of 4E-

BP1/2 in macrophages could reprogram the transcriptional and translational environment in 

favor of diseases. 

Key words: macrophage; mTORC1; translation; mRNA; eIF4E-binding proteins 1 and 2; 

inflammation; LPS 
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1. LA MACHINERIE ET LES ÉTAPES DE TRADUCTION DE L’ARN 
CHEZ LES EUCARYOTES 

 La régulation de l’expression des gènes chez les eucaryotes est un processus 

extrêmement complexe et indispensable pour le bon fonctionnement de la cellule. Elle 

comprend deux grandes étapes : la transcription et la traduction. La transcription est l’étape de 

synthèse de l’ARN pré-messager (pré-ARNm) à partir d’une molécule d’ADN par une enzyme, 

l’ARN polymérase II, et se déroule dans le noyau. Après sa synthèse, le pré-ARNm va subir de 

nombreuses modifications co-transcriptionnelles nécessaires à sa maturation. Parmi ces 

modifications, se distinguent : l’épissage du pré-ARNm qui va conduire à la formation d’un 

ARNm mature dépourvu d’introns (séquences non codantes) mais constitué d’exons 

(séquences codantes) et d’une phase de lecture ouverte (ORF, open reading frame). À 

l’extrémité 5’ de l’ARNm, se forme une structure appelée la coiffe, caractérisée par un 

groupement méthyle porté par un nucléotide, la guanosine et à l’extrémité 3’ s’ajoute une 

succession de ribonucléotides de type adénosine nommée la queue poly(A). Les modifications 

aux extrémités 5’ et 3’ de l’ARNm sont fondamentales pour sa stabilité, son transport, sa 

protection et pour favoriser l’initiation de sa traduction. Après sa maturation, l’ARNm est 

transporté dans le cytoplasme pour y être traduit. À ce stade, le devenir de l’ARNm est 

dépendant des besoins cellulaires. Plusieurs possibilités se présentent à lui : il sera stocké sous 

forme de particules ribonucléoprotéiques appelés « messenger ribonucleoprotein » (mRNP) ou 

dégradé par les exoribonucléases (Ramanathan et al., 2016) ou couvrira un besoin immédiat de 

la cellule et atteindra son but ultime par sa synthèse en protéines. 

 La traduction de l’ARNm en protéines a lieu dans le cytoplasme, c’est la dernière étape 

de l’expression des gènes qui va convertir l’information génétique en outil fonctionnel. Pour cela, 

elle nécessite l’interaction de nombreuses protéines, notamment des facteurs d’initiation. Chez 

les eucaryotes, deux voies principales sont disponibles pour le recrutement des ribosomes à 

l’ARNm : la traduction coiffe-dépendante et la traduction coiffe-indépendante.  La majorité des 

ARNm (>90%) utilisent le mécanisme d’initiation de la traduction coiffe-dépendante (von der 

Haar et al., 2004; Walters & Thompson, 2016). Le processus de traduction de l’ARNm 

dépendant de la coiffe comprend plusieurs étapes : l’initiation, l’élongation, la terminaison et le 

recyclage des ribosomes. Chacune de ces étapes est minutieusement régulée par diverses 

protéines aux extrémités 5’ et 3’ de l’ARNm de manière spécifique au type cellulaire et à 

l’espèce (Jackson et al., 2010a; Sonenberg & Hinnebusch, 2009; Yamashita & Takeuchi, 2017).  
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 Mon travail de recherche porte essentiellement sur la régulation traductionnelle de 

l’ARNm en protéines au niveau de l’initiation et décrit dans cette première section les 

mécanismes moléculaires impliqués dans le processus traductionnel.  

1.1 La traduction coiffe-dépendante 

L’ARNm est par nature porteur de l’information génétique de la cellule. Pour que cette 

information soit scrupuleusement décodée, l’ARNm sera pris en charge par le ribosome, qui au 

sein d’un complexe multiprotéique va initier la traduction.  

1.1.1 Initiation de la traduction 

L’initiation de la traduction correspond au recrutement et à la formation du ribosome 80s 

sur l’ARNm. Cette étape constitue l’étape limitante de la traduction car elle fait intervenir 

plusieurs mécanismes et des éléments régulateurs en cis contenus dans les extrémités 5’ et 3’ 

« untranslated region (UTR) », région non traduite de l’ARNm (Figure 1.1) que nous allons 

approfondir dans les sections suivantes. 

     

Figure 1.1 Eléments structurels impliqués dans la traduction de l’ARNm.  
L’extrémité 5’ comprend : la coiffe m7G, une strcuture secondaire, hairpin et les « internal ribosome entry 
sites (IRES)» ; suivi par des ronds verts pour représenter les éléments régulateurs en cis qui encadrent 
l’uORF (upstream open reading frame) et l’ORF ; à l’extrémité 3’, la queue Poly(A) (Gebauer & Hentze, 
2004). 

 

 

a) La coiffe 

La coiffe des ARNm est représentée chimiquement par un résidu guanosine méthylé en 

position N7 et reliée par une liaison caractéristique 5’-5’ sur le premier nucléotide de l’ARNm 

(m7GpppN) (Reddy et al., 1992) (Figure 1.2). La formation de la coiffe a lieu dans le noyau au 

cours de la transcription par l’ARN polymérase II. Les mécanismes moléculaires à l’origine de la 

synthèse de la coiffe, impliquent trois activités enzymatiques : une ARN 5’-triphosphatase qui 

hydrolyse le phosphate γ situé à l’extrémité triphosphorylée des molécules d’ARNm ; une ARN 
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guanylyltransférase qui catalyse l’ajout d’un groupement guanosine monophosphate (GMP) à 

l’extrémité diphosphorylée permettant la formation d’une extrémité avec un résidu guanosine 

rattaché par une liaison 5’-5’ au premier nucléotide de l’ARNm et enfin une ARN (guanine-7) 

méthyltransférase qui assure la méthylation du résidu guanosine en position N7 (Reddy et al., 

1992). La structure de la coiffe joue un rôle primordial dans plusieurs processus biologiques : 

l’épissage, le transport nucléocytoplasmique de l’ARNm, la stabilité de l’ARNm et un rôle 

important dans l’initiation de la synthèse protéique (Ramanathan et al., 2016; Topisirovic et al., 

2011). Les ARNm possédant une structure m7GpppN à l’extrémité 5’ sont dégradés plus 

lentement ; ainsi, la coiffe protège les ARNm contre les nucléases cellulaires et facilite leur 

traduction (Grudzien et al., 2006). En revanche, les ARNm non coiffés ne sont pas traduits 

efficacement (Ramanathan et al., 2016). Des études ont montrées que le groupement m7GpppN 

situé à l’extrémité 5’ des ARNm facilite la liaison des ARNm au ribosome à l’initiation de la 

traduction par la reconnaissance de façon spécifique de la structure de la coiffe par les facteurs 

impliqués dans l’initiation de la traduction (Gebauer & Hentze, 2004; Mitchell et al., 2010).  

 

              

Figure 1.2 Structure de la coiffe.  
Structure chimique de la coiffe (cercle bleu) constituée d’un résidu guanosine méthylé en position N7 
(cercle jaune) sur le premier nucléotide de l’ARNm liée par une liaison 5’-5’ triphosphate (cercle vert). 
(Jaspard, 2011) 
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b) La queue Poly (A) 

 L’extrémité 3’ de l’ARNm se termine par une succession de nombreux ribonucléotides 

de type adénosine appelé : « la queue poly(A) » (Figure 1.3). Cette séquence poly(A) est 

synthétisée par une enzyme nucléaire, la polymérase poly(A) lors de la maturation de l’ARNm 

dans le noyau. La localisation du site Poly(A) est déterminée par deux séquences : le signal de 

polyadénylation (PAS) AAUAAA situé en amont du site de clivage et la séquence riche en G/U, 

appelée « Downstream Sequence Element (DSE) » située en aval. La séquence AAUAAA est 

reconnue par deux complexes protéiques : le facteur de spécificité de clivage et de 

polyadénylation « Cleavage and Polyadenylation Specificity Factor (CPSF) » et le facteur de 

stimulation du clivage « Cleavage stimulating Factor (CstF) ». Ces protéines reconnaissent 

ensemble les séquences AAUAAA et G/U sur les substrats des ARN synthétisés et agissent 

pour favoriser le clivage de l’ARN entre ces éléments cis. De plus, la Poly(A) polymérase est 

recrutée dans ce complexe pour conduire à la polyadénylation de l’extrémité 3’ de l’ARNm 

(Proudfoot, 2011). La liaison de la protéine « Poly(A) Binding Protein (PABP) » sur la queue 

Poly(A) naissante permet la stabilisation du complexe et stimule la Poly(A) polymérase qui 

ajoute des nucléotides supplémentaires. La queue poly(A) est impliquée dans plusieurs 

processus comme la stabilité de l’ARNm en le protégeant de la dégradation par les 

endonucléases, elle participe au transport nucléo-cytoplasmique et joue un rôle important dans 

le recrutement du ribosome pour permettre la traduction de l’ARNm en protéine (Dreyfus & 

Regnier, 2002). 

                                           

Figure 1.3 Polyadénylation de la queue Poly(A).  
Les facteurs CPSF (en rose) et CstF (en vert) s’apparient aux séquences correspondantes de part et 
d’autre du site de clivage et de polyadénylation. La protéine PAP (en violet) ajoute les ribonucléotides 
pour former la queue poly(A) et recrute les protéines PABII (en bleu) pour protèger l’extrémité 3’ du 
transcrit. (Russell, P.J., 2010).  
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c)  Les ARNs de transfert 

L’ARN de transfert (ARNt) est une petite molécule d’ARN de 70 à 100 nucléotides qui est 

impliqué dans la synthèse des protéines (Figure 1.4). Son rôle est de transférer les acides 

aminés vers les ribosomes fixés sur l’ARNm où les protéines sont en cours d’assemblage.  

L’ARNt porte à son extrémité 3’ l’un des vingt acides aminés qu’il transporte au ribosome. À 

l’extrémité 5’, une séquence d’acide aminé correspondant à l’anticodon qui s’apparie avec le 

codon de l’ARNm (Hershey et al., 2012). L’acide aminé est chargé sur l’ARNt grâce à des 

enzymes, les aminoacyl-ARNt-synthétases qui vont mettre en relation un codon et un acide 

aminé. Le premier codon indispensable pour le démarrage de la traduction est la méthionine. La 

traduction est initiée lorsque l’ARN de transfert initiateur (ARNti) assure la lecture des codons de 

l’ARNm par l’intermédiaire de son anticodon au niveau des sites A et P de la petite sous-unité 

du ribosome et apporte la méthionine (ARNti-Met) fixée à son extrémité 3’ au centre du peptidyl-

transférase situé dans la grande sous-unité du ribosome et ainsi commence la synthèse de la 

chaîne polypeptidique (Kolitz & Lorsch, 2010; Sonenberg & Hinnebusch, 2009). En plus de 

l’ARNti, de nombreux facteurs d’initiation sont nécessaires pour l’amorçage de l’initiation de 

traduction.                         

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1.4  Structure de l’ARN de transfert.  
L’ARNt est une molécule avec une structure en L inversée conservée. Une extrémité de l’ARNt contient 
une boucle anticodon qui se couple avec l’ARNm spécifiant un certain acide aminé. L’autre extrémité de 
l’ARNt possède un acide aminé attaché au groupement 3’OH via une liaison ester. L’ARNt avec un acide 
aminé attaché est dit « chargé ». (Wiley, 2002)  
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1.1.2 Mécanismes d’initiation de la traduction 

L’initiation de la traduction est un processus complexe qui consomme beaucoup d’énergie 

et qui nécessite l’implication de nombreux facteurs interagissant ensemble pour former la 

machinerie traductionnelle qui va se lier à l’extrémité 5’ de l’ARNm. Ces facteurs d’initiation 

eucaryotique « eukaryotic Initiation Factors » (eIFs) sont au moins au nombre de 12 et 

s’organisent entre eux en formant plusieurs complexes ayant des rôles bien distincts (Figure 

1.5) :  

a) Formation du complexe de pré-intiation (PIC) 43S 

 L’initiation de la traduction débute par l’assemblage du complexe ternaire (TC) composé 

de l’ARNti-méthionine (ARNti-Met), du facteur d’initiation eIF2 et du GTP. L’association de ce 

complexe TC avec la sous-unité 40S du ribosome va aboutir à la formation du complexe de pré-

initiation 43S appelé le « pre-initiation complex » (PIC). Cet assemblage se fait par 

l’intermédiaire de plusieurs facteurs d’initiation : eIF1, eIF1A, eIF3 et eIF5. Ces facteurs 

participent à la reconnaissance du codon d’initiation AUG en facilitant la liaison du TC et le 

chargement de l’ARNm par le PIC (Van Der Kelen et al., 2009). 

 Le facteur eIF2 joue un rôle particulier dans l’initiation de la traduction. Il comprend trois 

sous-unités : α, β, et γ. La sous-unité γ possède une activité GTPase et un site de liaison au 

GTP et à l’ARNti-Met. L’hydrolyse du GTP provoque une perte d’affinité d’eIF2 pour l’ARNti-Met 

et sa dissociation de celui-ci. Sous sa forme inactive, eIF2 est complexé au GDP ; cet échange 

GDP-GTP est facilité par le facteur eIF2B qui possède une activité « Guanosine Exchange 

Factor » (GEF) (Preiss & M, 2003). eIF2 possède un site de phosphorylation, la sérine 51, sur la 

sous-unité régulatrice α. Sa phosphorylation en conditions de stress par différentes kinases, 

telles que « Pancreatic Endoplasmic Reticulum eIF2 kinase » (PERK), « double-strand RNA-

activated Protein kinase » (PRK), « General control of Nitrogen metabolism kinase 2 » (GCN2) 

et  « Heme-Regulated eIF2α kinase » (HRI), bloque l’échange GDP-GTP maintenant ainsi eIF2 

lié au GDP dans son état inactif et renforçant l’activité d’eIF2 pour son régulateur eIF2B 

(Hershey et al., 2012). 

 Les facteurs eIF3 et eIF5 fixés à la sous-unité 40S du ribosome interagissent avec le PIC 

(Fraser et al., 2007). eIF3 stabilise la sous-unité 40S et empêche sa réassociation avec la sous-

unité 60S (Holcik & Pestova, 2007) produisant ainsi un effet négatif sur la formation du ribosome 

80S. Ces associations protéiques contribuent à la formation de la machinerie traductionnelle et 

ont un impact fonctionnel majeur sur l’initiation de la traduction. 
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b) Formation du complexe eIF4F 

 Le complexe eIF4F est formé de trois protéines : eIF4A, eIF4E et eIF4G. eIF4A est une 

ARN hélicase ATP-dépendante, qui déroule les structures secondaires de l’ARNm permettant 

ainsi la liaison du complexe 43S sur l’ARNm. eIF4E est un facteur d’initiation limitant et possède 

une forte affinité pour la coiffe, m7GTP de l’ARNm. eIF4E permet la liaison d’eIF4G mais 

d’autres protéines rentrent en compétition avec eIF4G au niveau du site de fixation sur eIF4E, 

les protéines « eIF4E-Binding proteins » (4E-BPs) qui font l’objet de mon étude et seront 

détaillées dans une autre section. eIF4G est une protéine d’échafaudage entre la coiffe m7GTP  

et le complexe eIF4F (Hershey et al., 2012; Hinnebusch, 2015). eIF4G sert d’adaptateur pour 

tous les facteurs d’initiation. La formation du complexe eIF4F va guider la liaison d’eIF4E à la 

structure m7G de la coiffe. 

c)  Formation du complexe 48S 

 Le complexe 43S est recruté à l’ARNm par le complexe eIF4F pour former ensemble le 

complexe 48S (Van Der Kelen et al., 2009). eIF4A déroule les structures secondaires de 

l’ARNm pour permettre le balayage de l’ARNm du 5’ vers le 3’ par le complexe 43S jusqu’à la 

rencontre du codon d’initiation AUG. À ce stade, les protéines eIF1 et eIF1A vont rejoindre le 

PIC pour contrôler la progression du ribosome pour bloquer les mésappariements en dissociant 

le complexe et en protégeant la reconnaissance du codon d’initiation. 

 Le facteur eIF5B agit au site d’initiation ; il est responsable de l’hydrolyse du GTP ce qui 

entraine la dissociation du PIC (Algire et al., 2005). L’association de la sous-unité 60S et 40S va 

conduire à la formation du ribosome 80S qui permet ainsi la synthèse des protéines.  
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Figure 1.5  Les étapes de l’initiation de la traduction.  
(1) Le complexe ternaire composé d’eIF2-GTP-Met-RNAti recrute les facteurs d’initiation eIF3, 1, 1A, 5 et 
la sous-unité 40S pour former en (2) le complexe de pré-initiation 43S. (3) Liaison du complexe eIF4F via 
eIF4E à la coiffe m7G de l’ARNm. (4) Recrutement du complexe 43S par le complexe eIF4F pour former 
le complexe 48S. (5) Balayage du 5’ UTR. (6) Sélection du codon AUG. (7) Hydrolyse du GTP lié à eIF2 
suite à l'assemblage de la sous-unité 60S médié par eIF5B. (8) Libération d’eIF5B et formation du 
complexe d’initiation 80S qui va amorcer la traduction (Holcik & Pestova, 2007). 
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1.1.3 Elongation de la traduction 

Le mécanisme de l’élongation de la traduction est un système bien conservé entre les 

procaryotes et les eucaryotes (Rodnina & Wintermeyer, 2009). L’élongation comprend des 

cycles répétés de 3 processus : la sélection de l’aminoacyl-RNAt, la formation de la liaison 

peptidique et la translocation (Figure 1.6). Ces processus conduisent à une série de 

réarrangements structuraux du ribosome (Noeske & Cate, 2012; Zhang et al., 2009). Le 

ribosome compétent pour l’élongation comprend trois sites de liaison pour l’ARNt : un site A 

(Accepteur) pour l’aminoacyl-ARNt, le site P (Peptidyl) pour le peptidyl-ARNt et le site E (Exit) 

pour l’ARNt désacétylé. Suite à l’initiation de traduction, le ribosome 80S est chargé sur l’ARNm 

pour commencer l’élongation. La première étape correspond à la sélection de l’aminoacyl-ARNt 

par la formation d’un complexe ternaire entre l’aminoacyl-ARNt, le facteur d’élongation 

« eucaryotic elongation factor 1A » (eEF1A) et une molécule de GTP au site A du ribosome. 

Suite à l’appariement du codon et de l’anticodon, le ribosome change de conformation qui mène 

à l’hydrolyse du GTP par le facteur eEF1A suivie de la dissociation d’eEF1A-GDP du site A du 

ribosome. Une fois l’aminoacyl-ARNt chargé dans le site A, la deuxième étape s’installe par la 

formation de la liason peptidique entre l’acide aminé porté par l’aminoacyl-ARNt et l’extrémité C-

terminale du polypeptide naissant au niveau du site P. Cette liaison covalente est catalysée par 

le site actif du ribosome appelé  « Peptidyl Transferase Center » (PTC). La troisième étape est 

la translocation, le ribosome se déplace d’un codon sur l’ARNm de l’extrémité 5’ vers l’extrémité 

3’. Ainsi le peptidyl-ARNt est déplacé du site A vers le site P. Cette translocation est provoquée 

par le facteur eEF2 et dépend de l’hydrolyse du GTP complexé à eEF2. L’avancée du ribosome 

sur l’ARNm est unidirectionnelle et se fait par la différence d’affinité entre les sites A, P et E. 

Ensuite, le facteur eEF1B stimule l’échange GDP-GTP ce qui entraine la réactivation d’eEF1A. 

La translocation du peptidyl-ARNt au site P libère le site A qui peut accueillir un nouvel 

aminoacétyl-ARNt. L’ARNt déacylé restant est transféré au site E puis libéré. Le ribosome 80s 

se déplace ainsi sur l’ARNm jusqu’au codon stop de terminaison (Dever & Green, 2012). 
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Figure 1.6 : Voie d’élongation de la traduction eucaryote.  
1) Le complexe ternaire eEF1A-GTP-aminoacyl-ARNt lie l'aminoacyl-ARNt au ribosome 80S. Après la 
libération d’eEF1A-GDP, l'aminoacyl-ARNt est logé dans le site A, et eEF1A-GDP est recyclé en eEF1A-
GTP par le facteur d'échange eEF1B. 2) La formation de la liaison peptidique s'accompagne d'une 
transition des ARNt du site A et du site P. 3) La liaison d’eEF2-GTP favorise la translocation des ARNt 
dans les sites P et E suivie par la libération d’eEF2-GDP. Le ribosome est maintenant prêt pour le 
prochain cycle d'élongation avec la libération de l'ARNt désacylé à partir du site E et la liaison d’eEF1A-
GTP-aminoacyl-ARNt approprié au site A. GTP est représentée par une boule verte et le GDP par une 
boule rouge (Dever & Green, 2012). 
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1.1.4 Terminaison de la traduction 

La terminaison de la traduction a lieu lorsqu’un des trois codons de terminaison (UAA, 

UGA ou UAG) appelés codons stop de l’ARNm atteint le site A du ribosome. À ce stade, il y a 

activation de deux facteurs protéiques : « eukaryotic release factor 1 » (eRF1) et eRF3 qui 

collaborent ensemble pour catalyser la terminaison. Le facteur eRF1 est responsable de la 

reconnaissance du codon stop dans le site A de la petite sous-unité ribosomale. Cette 

reconnaissance se fait par l’intermédiaire du domaine N-terminal du facteur eRF1, cependant, 

les mécanismes ne sont pas encore bien compris. Le codon stop est reconnu par eRF1 au sein 

d’un complexe ternaire eRF1/eRF3 /GTP. Le facteur eRF3 possède une activité GTPase qui 

stimule la libération du peptide dans le centre PTC de la grande sous-unité ribosomale et 

augmente l'efficacité de terminaison par l'hydrolyse du GTP (Alkalaeva et al., 2006). Après 

l’hydrolyse du GTP par eRF3, le facteur eRF1 déclenche l’hydrolyse du polypeptidyl-ARNt, 

libérant ainsi le polypeptide formé. À ce stade, le ribosome 80S est encore lié à l’ARNm, avec 

l’ARNt désacétylé dans son site P et eRF1 dans son site A, qui doit être désassemblé et libéré 

de l’ARNm pour permettre d’autres cycles de traduction (Jackson et al., 2012).  

1.1.5 Le recyclage des composants de la traduction 

Le processus de recyclage des composants de la traduction commence après le 

relarguage de la chaine polypeptidique. Les composants de la machinerie traductionnelle se 

dissocient : les sous-unités du ribosome, l’ARNm, l’ARNt désacétylé sont regénérés pour un 

nouveau cycle de traduction. La première étape du recyclage est la dissociation de la sous-unité 

ribosomale 60S, laissant un complexe 40S/ARNt désacétylé lié à l'ARNm. Deux facteurs, 

Dom34 et Hbs1 liés aux facteurs de terminaison eucaryotique eRF1 et eRF3 respectivement 

favorisent la dissociation des sous-unités ribosomales (Shoemaker et al., 2010). Cette 

dissociation est médié par une ATPase, ABCE1, de la famille ABC, qui convertit l’énergie 

chimique de l’hydrolyse de l’ATP en mouvements mécaniques qui peuvent séparer les sous-

unités ribosomales. Ainsi, l’activité de dissociation de la sous-unité dépendante de Dom34 est 

également fortement favorisée (environ 20 fois) par la présence de ABCE1. Après l’hydrolyse de  

l’ATP, par ces facteurs, leur affinité pour les ribosomes est diminuée et les facteurs sont 

facilement chassés du complexe (Shoemaker & Green, 2011). Enfin l’hydrolyse de l’ATP sur 

ABCE1 est couplée à la dissociation des sous-unités. Les sous-unités ribosomales séparées 

sont ensuite liées par des facteurs d’initiation disponibles qui les préparent à des cycles 

ultérieurs d’initiation ou de réinitiation (Pisarev et al., 2007). 
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1.2 La traduction coiffe-indépendante ou médiée par les « internal ribosomal 
entry sites (IRES) » 

 La majorité des ARNm utilise la voie classique de la traduction coiffe dépendante. 

Cependant, dans les conditions de stress, la machinerie cellulaire est perturbée et provoque un 

arrêt brutal de la synthèse de la majorité des protéines. Pour y remédier, une voie non 

conventionnelle, les IRES, va prendre le relai en permettant l’initiation de la traduction de 

certains ARNm indépendamment de la coiffe (Liu & Qian, 2014; Van Eden et al., 2004). Les 

éléments IRES sont des séquences régulatrices d’ARN situés dans la structure 5’ UTR des 

ARNm en amont du codon initiateur. Ils initient la traduction pendant le stress cellulaire, lorsque 

la traduction coiffe dépendante est compromise (Komar & Hatzoglou, 2011; Spriggs et al., 

2010). Les premiers IRES ont été retrouvés dans l’ARN génomique de deux picornavirus : le 

poliovirus et le virus de l’encéphalomyocardite. Ces virus induisent une traduction interne de 

l’ARNm de tous les membres de la famille des Picornaviridae (Pelletier & Sonenberg, 1988; 

Willcocks et al., 2011). Les IRES viraux ont été découverts par la suite chez d’autres virus 

(Honda et al., 1996; Isaksson et al., 2007) suivi de l’identification des IRES cellulaires 

(Fernandez et al., 2005; Riley et al., 2010). Bien que les éléments IRES accomplissent la même 

fonction, ils diffèrent dans la séquence nucléotidique, dans la structure secondaire de l’ARN et 

dans l’exigence de facteurs agissant en trans. Parmi ces facteurs, les protéines « IRES trans-

acting factors (ITAFs) » participent à l’amorçage de la traduction coiffe indépendante. Ces 

protéines liant l’ARN sont censées aider au bon repliement de la région IRES facilitant le 

recrutement de l’ARNm à la machinerie traductionnelle. Les éléments IRES peuvent être 

classés en deux catégories : ceux qui n’ont pas besoin de protéines pour l’assemblage du 

complexe d’initiation à la sous-unité ribosomale (Spahn et al., 2004) et ceux qui ont besoin de 

facteurs d’initiation pour recruter la sous-unité ribosomale à l’ARNm (typiquement les IRES des 

Picornaviridae, des virus de l’hépatite C et des ARN cellulaires) (Lopez de Quinto & Martinez-

Salas, 2000; Mitchell et al., 2003; Pestova et al., 1998). Dans cette dernière catégorie des 

groupes distincts peuvent être formés en fonction des motifs structuraux de l’ARN et protéines 

requises pour cette activité (Pacheco & Martinez-Salas, 2010). Les ITAFs sont des protéines de 

liaison à l’ARN qui agissent comme des régulateurs de transcription, des facteurs d’épissage, de 

transport d’ARN, de stabilité de l’ARN ou des protéines de contrôle de la traduction (Vazquez-

Pianzola et al., 2005; Weinlich et al., 2009). Les ARNm contenant des IRES codent pour les 

protéines impliquées dans la croissance cellulaire, la prolifération, l’apoptose et l’angiogénèse 

(Komar & Hatzoglou, 2011; Spriggs et al., 2010). 
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1.3 Mécanismes alternatifs de la traduction coiffe dépendante ou 
indépendante 

1.3.1 Mécanisme d’initiation de la traduction médié par les isoformes : eIF4E2 et 
eIF4E3 

 eIF4E constitue une famille de trois isoformes : eIF4E1, eIF4E2 et eIF4E3 (Joshi et al., 

2005). eIF4E1 appelée couramment eIF4E, est le plus abondant dans la cellule et se lie à la 

coiffe avec une plus grande affinité qu’eIF4E2 et eIF4E3 (Osborne et al., 2013). Dans des 

conditions bien définies, telle que l’hypoxie, eIF4E2 participe à l’initiation de la traduction dans 

les cellules humaines (Ho et al., 2016). Lors d’une diminution de l’oxygène, mTORC1 est 

inhibée et 4E-BP séquestre eIF4E, bloquant ainsi l’initiation de la traduction (Braunstein et al., 

2007). Plusieurs mécanismes d’initiation de la traduction indépendant de la coiffe comme les 

IRES, les uORFs vont permettre la traduction d’ARNm requis lors d’un stress spécifique (Lu et 

al., 2004). Cependant, dans le cas de l’hypoxie, un mécanisme alternatif dépendant de la coiffe 

utilise un homologue d’eIF4E, l’isoforme eIF4E2 (Rom et al., 1998). Premièrement, le facteur de 

transcription, HIF-2α est impliqué dans l’induction de gènes régulés par l’oxygène (Uniacke et 

al., 2012). HIF-2α interagit avec un motif de liaison à l’ARNm « RNA-binding motif 4 » (RBM4) 

situé dans le 3’ UTR des transcrits contenant des éléments de réponse à l’hypoxie « RNA 

hypoxie response elements » (rHREs). Deuxièmement, le complexe HIF-2α/RBM4 relie le 3’ 

UTR à la coiffe 5’ par l’intermédiaire d’eIF4E2, indépendamment des protéines de liaison 

Poly(A) (Uniacke et al., 2012). eIF4E2 interagit avec eIF4A et eIF4G3 pour former un complexe 

hypoxique eIF4F, nommé eIF4FH qui va augmenter l’efficacité de la traduction 

indépendamment de l’abondance de l’ARNm (Ho et al., 2016). Les niveaux d’eIF4E2, d’eIF4A et 

d’eIF4G3 ne changent pas dans l’hypoxie. HIF-2α est essentiel pour l’activité d’eIF4E2 et 

pourrait être le seul activateur d’eIF4E2 dans l’hypoxie (Uniacke et al., 2012). Cependant, le rôle 

d’eIF4E2 dans d'autres stress que l'hypoxie n'a pas encore été exploré chez l'homme (Melanson 

et al., 2017).  

 L’isoforme eIF4E3 possède une structure différente des autres isoformes (eIF4E1 et 

eIF4E2). Contrairement à eIF4E1, il manque deux résidus aromatiques nécessaires pour la 

liaison à la coiffe. Cependant, une récente découverte (Osborne et al., 2013) basée sur des 

approches biophysiques  a montré qu’eIF4E3 est capable de se lier à la coiffe m7G de manière 

atypique et d’exercer un rôle de suppresseur de tumeurs dans les cellules. En effet, l’inhibition 

de l’activité des MNKs bloque la phosphorylation d’eIF4E1 sur la sérine 209 et ce qui entraine 

une augmentation d’expression d’eIF4E3. De ce fait, eIF4E3 se lie à la coiffe et forme un 
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nouveau complexe avec eIF4F pour initier la traduction. Ainsi, MNKs régulent l’initiation de la 

traduction dépendante d’eIF4E3 (Landon et al., 2014).  

1.3.2 Mécanisme d’initiation de la traduction médiée par le « cap-binding 
complex » (CBC) 

 CBC est un complexe de polypeptides de 20 et 80 kDa appelé « cap-binding protein 20, 

80 » CBP20 et CBP80. Il est présent chez tous les eucaryotes (Figure 1.7). Ce complexe a été 

purifié pour la première fois à partir d’extraits de cellules HeLa (lignée cellulaire cancéreuse, 

provenant d’un cancer du col de l’utérus) (Konarska et al., 1984; Ohno et al., 1987). CBP20 et 

CBP80 se lient de manière synergique à m7G. La structure cristallographique a révélé que la 

poche de liaison à m7G se trouve sur CBP20 (Mazza et al., 2001) et elle est positionnée entre 

deux résidus de tyrosine Tyr20 et Tyr43 de la sous-unité CBP20 (Calero et al., 2002). CBP80 

provoque un changement de conformation dans la sous-unité CBP20 qui est nécessaire pour 

une liaison avec une forte affinité. La structure de CBP80 est hautement ordonnée et composée 

de trois domaines hélicolïdaux. Le domaine N-terminal de CBP80 est similaire à « middle 

domain of eIF4G » (MIF4G) (domaine intermédiaire d’eIF4G) et est requis pour la traduction 

dépendante de la coiffe (Marintchev & Wagner, 2005). Le MIF4G et les domaines hélicoïdaux 

intermédiaires de CBP80  induisent une interaction avec CBP20.  

 En plus de sa liaison à m7G, CBC se lie directement à l’ARNm via les deux sous-unités. 

CBP20 contient un classique « RNA-recognition motif » (RRM). Un variant d’épissage de CBP20 

qui ne se lie pas à CBP80 ni à m7G mais contient une partie du RRM qui a conservé une activité 

« RNA-binding » réduite (Pabis et al., 2010). CBP80 se lie aussi à l’ARN (Castello et al., 2012). 

CBC est un complexe avec plusieurs fonctions essentielles pour l’expression des gènes : il 

coordonne les événements du traitement de l’ARN, la transcription, l’épissage, l’export nucléaire 

du transcrit, la stabilité de l’ARN et la traduction. CBP80 contient un signal de localisation 

nucléaire et CBP20 est co-importé dans le noyau avec CBP80 (Lewis & Izaurralde, 1997). 

 CBC possède une fonction analogue à eIF4F dans la traduction, à l’exception du fait qu’il 

gère les premiers cycles de la traduction, connu sous le nom de cycle pionnier de la traduction. 

Initialement, le cycle pionnier de la traduction devait jouer un rôle de contrôle de qualité (Chiu et 

al., 2004). Des preuves ont montré que les transcrits reliés à CBC peuvent subir de multiples 

cycles de traduction (Garre et al., 2012; Sharma et al., 2012). Cependant, contrairement au 

cycle de traduction standard d’eIF4F, le cycle pionnier de la traduction ne génère pas des 

quantités abondantes de protéines. Ce mécanisme d’initiation n’est pas bien défini. Il a été décrit 
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que CBC interagissait avec eIF4G dans des cellules de levure et de mammifères (Fortes et al., 

2000). Cependant, il a été démontré qu’une protéine présentant une similitude avec eIF4G 

appelée facteur d’initiation de la traduction dépendante de CBC « CBC-dependent translation 

initiation factor » (CTIF) interagissait avec CBP80 (Kim et al., 2009a). CTIF est nécessaire dans 

l’initiation du cycle pionnier de la traduction mais n’intervient pas dans le mode de traduction 

standard (Choe et al., 2012). CTIF interagit avec eIF3g, un composant du complexe eIF3 et 

recrute la sous-unité 40s du ribosome à CBC lié à l’ARNm pour le cycle pionnier de la traduction 

(Choe et al., 2012). Une délétion de CTIF entraine une redistribution de CBC dans les fractions 

polysomales, suggérant que CTIF est un composant essentiel pour le cycle pionnier de la 

traduction et qu’il fonctionne de manière similaire à eIF4G dans le mode standard de la 

traduction (Choe et al., 2012). Contrairement à la traduction standard d’eIF4F où l’ARNm lié à 

eIF4E forme une structure circulaire ; cette circularisation n’a pas été observée dans la 

traduction dépendante de CBC (Rufener & Muhlemann, 2013). La transition du cycle pionnier de 

la traduction au mode standard et l’échange CBC pour eIF4F à la coiffe m7G sont régulés par 

des importines (Sato & Maquat, 2009). L’importine-α interagit avec CBP80 (Dias et al., 2009). 

Dans le cytoplasme, l’importine-β interagit avec l’importine-α et favorise la dissociation de 

l’ARNm de CBC. Par la suite, eIF4E interagit avec m7G favorisant l’initiation de la traduction 

dépendante d’eIF4E (Sato & Maquat, 2009). 

 La traduction dépendante de la coiffe est le plus souvent rapidement dégradée par les 

voies de signalisation en réponse aux facteurs de stress physiologiques et environnementaux 

pour atténuer les dommages cellulaires et favoriser la survie des cellules. Cette régulation 

négative a lieu dans les infections virales, la privation d’acides aminés, l’hypoxie ou un choc 

thermique et accompagnée d’une phosphorylation du facteur d’initiation eIF2α (décrit dans la 

section suivante 2.1). La phosphorylation d’eIF2α diminue la traduction de la majorité des 

ARNm liés à CBC et eIF4E en limitant l’abondance des complexes ternaires tout en assurant la 

traduction sélective d’un sous-ensemble d’ARNm cellulaires qui initie la traduction par un 

mécanisme dépendant de la phase ouverte de lecture en amont (uORF). Ces ARNm codent 

spécifiquement des facteurs de transcription permettant aux cellules de s’adapter au stress et 

de restaurer la traduction (Holcik & Sonenberg, 2005). 

 Cependant, la traduction d’ARNm liés à CBC est maintenue  pendant la privation de 

sérum et le choc thermique lorsque la traduction d’ARNm liés à eIF4E est comprise (Oh et al., 

2007).  La privation de sérum n’entraine pas la phosphorylation d’eIF2α mais active de 

préférence 4E-BP1. 
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La restauration de la traduction d’ARNm liés à CBC est la première étape de normalisation de la 

traduction qui favorise la survie cellulaire après un stress en permettant la surveillance des 

ARNm nouvellement synthétisés. 

 

Figure 1.7 : Rôle de CBC dans l’expression des gènes.  

(a) CBC (en rose) coordonne le tratement du Pre-mRNA, recrute les facteurs d’initiation de la transcription 
et il régule l’épissage constitutif et alternatif. (b) CBC favorise la biogénèse des miRNAs. (c) CBC assure 
le traitement de Pre-mRNA dans lea transcription d’histones. (d) CBC initie et recrute les facteurs 
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d’exportation. (e) CBC participe à l’exportation de l’ARNm dans le cytoplasme. (f) CBC assure l’initiation 
du cycle pionnier de la traduction dans le cytoplasme. Interaction entre CBP80 et CTIF (en bleu) pour 
recruter la sous-unité 40s via eIF3 pour initier la traduction. L’importine β se lie à l’importine α, l’ARNM est 
libéré de CBC et se lie à eIF4E pour le passage à l’initiation en mode standard. (g) Mode de traduction 
standard médiée par la liaison d’eIF4E à la coiffe (Gonatopoulos-Pournatzis & Cowling, 2014).  

1.3.3  Mécanisme d’initiation : « Cap-independent translation enhancers » (CITEs) 

 Un nouveau mécanisme d’initiation de la traduction eucaryotique qui ne dépend ni de la 

coiffe m7G ni des IRES. Les CITEs sont des éléments de l’ARNm qui attirent des facteurs 

d’initiation clés en favorisant l’assemblage de complexes d’initiation de la traduction (Figure 1.8).  

À l'origine, les CITEs ont été découverts il y a plus de deux décennies dans des régions non 

traduites d'ARNm de certains virus de plantes, où ils fournissent des taux élevés de traduction 

d'ARNm de virus naturellement non coiffés (Kneller et al., 2006; Miller et al., 2007). Cependant, 

cette découverte n’a pas été retenue dans le domaine de la traduction chez les mammifères en 

raison de la prédominance du concept d’éléments IRES cellulaires, utilisé pour expliquer de 

nombreuses propriétés des 5′ UTR de ces ARNm apparemment non conventionnels (Terenin et 

al., 2013).  

 Les CITEs sont situés dans les régions 5’ UTR et 3’ UTR de l’ARNm (Shatsky et al., 

2010) et sont couramment appelés 5’ CITE et 3’ CITE. Ils confèrent une initiation très efficace au 

codon AUG dans le 5’ UTR de l’ARNm (Miller & White, 2006). Les CITEs n’agissent pas comme 

les IRES bien que certains coopèrent avec eux. Les découvertes de ces dernières années, 

démontrent que les CITEs existent et peuvent fonctionner dans les cellules animales et que le 

concept des IRES n’est plus le seul moyen de décrire la traduction indépendante de la coiffe 

(Shatsky et al., 2018). La découverte des CITEs explique de nombreux cas intrigants de la 

traduction, par exemple, le cas de régulons d’ARN (Xue et al., 2015). Les CITEs sont capables 

de recruter les facteurs d’initiation de la traduction en 5’ ou en 3’ UTR pour permettre 

l’assemblage du  PIC et amorcer la traduction indépendamment de la coiffe. 
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Figure 1.8 : Les différents modes d’initiation de la traduction.  
(A) Mécanisme d’initiation de la traduction classique dépendant de la coiffe. (B) Mécanisme d’initiation de 
la traduction dépendant de l’IRES. (C) Mécanisme d’initiation de la traduction dépendant du 3’ CITE 
(représenté en violet). eIF4E et eIF4G sont recrutées par le 3’ CITE à l’extrémité 3’ UTR de l’ARNm. Les 
longues tiges boucle vont permettrent la circularisation de l’ARNm et le positionnement au 5’ UTR. (D) 
Mécanisme d’initiation de la traduction dépendant du 5’ CITE, le CITE situé dans la région 5’ UTR va 
intergair de manière supplémentaire aec les facteurs d’initiaiton (Shatsky et al., 2010). 
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2. MÉCANISMES DE RÉGULATION DE LA TRADUCTION 

 La régulation traductionnelle est un mécanisme essentiel pour moduler l’expression des 

gènes dans divers processus biologiques. Bien que ce mécanisme a largement été décrit dans 

le développement embryonnaire, la différenciation, la prolifération, l’apoptose, l’homéostasie 

cellulaire (Hershey et al., 2012; Holcik & Pestova, 2007; Kong & Lasko, 2012; Larsson et al., 

2007; Mamane et al., 2007; Sonenberg & Hinnebusch, 2009) les mécanismes moléculaires qui 

contrôlent la traduction de certains de ces processus en réponse aux stimuli intra- et extra-

cellulaires restent encore à élucider. La régulation traductionnelle exerce deux modes de 

contrôle sur la synthèse des protéines : un contrôle global et un contrôle spécifique. Le contrôle 

traductionnel global régule la majorité des ARNm et agit principalement sur les facteurs 

d’initiation de la traduction en modulant l’état de phosphorylations par l’activité des kinases et 

des phosphatases. A l’inverse, le contrôle de la traduction spécifique module un groupe d’ARNm 

sans affecter la synthèse protéique globale. Cette régulation spécifique de l’ARNm est dirigée 

par des complexes protéiques régulatoires qui vont reconnaître et se lier à des structures bien 

particulières présentes dans les régions 5’ et 3’ UTR de l’ARNm. Le processus traductionnel 

joue un rôle majeur dans le contrôle de l’abondance des protéines cellulaires (Schwanhausser 

et al., 2011). Bien que toutes les étapes de la traduction soient hautement régulées, la majorité 

du contrôle traductionnel a lieu à l’étape d’initiation de la traduction lors du recrutement de 

l’ARNm et l’ARNti-Met au ribosome par les nombreux facteurs d’initiation de la traduction (eIFs) 

(Sonenberg & Hinnebusch, 2009). Dans cette section, nous allons développer sur les 

mécanismes de régulation de la traduction qui sont indépendants de l’activité d’eIF4E. Par la 

suite, nous allons décrire les mécanismes qui nécessitent l’activité d’eIF4E, notamment, ceux 

qui sont régulés par les voies mTOR et MNK.  

2.1 Mécanismes indépendants de l’activité d’eIF4E 

2.1.1 Régulation de la traduction par l’activité d’eIF2 

Le facteur d’initiation eIF2 joue un rôle important dans la régulation de la synthèse des 

protéines. eIF2 intervient dans les premières étapes de l’initiation de la traduction au niveau de 

l’assemblage du complexe ternaire 43S. Son interaction avec le complexe TC se fait par 

l’intermédiaire de sa structure hétérotrimérique. En effet, eIF2 comprend trois sous-unités : 

eIF2α, eIF2β et eIF2γ (Schmitt et al., 2010). La sous-unité eIF2α contient un site de 
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phosphorylation, la sérine 51. La sous-unité eIF2β permet la sélection du codon d’initiation AUG 

et participe à l’efficacité de la traduction par sa liaison à l’ARNm. La sous-unité eIF2γ possède 

un site de liaison au GTP et à l’ARNti-Met et joue un rôle dans la dissociation de l’ARNti-Met du 

complexe après l’hydrolyse du GTP en GDP et la reconnaissance du codon AUG. 

 Le facteur eIF2 est activé (eIF2-GTP), lorsqu’il est phosphorylé sur la sérine 51 par le 

facteur eIF2B, lequel possède une activité GEF. À ce moment, eIF2-GDP est séquestré par la 

sous-unité eIF2γ. Ainsi, eIF2α inhibe la synthèse des protéines (Figure 1.9). Chez les 

mammifères, la phosphorylation d’eIF2α est aussi déclenchée par quatre protéines kinases : 

PKR, HRI, GCN2, PERK.   

 Les protéines PKR, GCN2 et PERK sont sensibles au stress cellulaire. L’activation de la 

PKR est déclenchée par les ARNs doubles brins correspondant à une réponse antivirale 

pouvant aboutir à l’apoptose des cellules infectées (Garcia et al., 2007). 

 La protéine kinase PERK est activée par le stress cellulaire et également lors d’une 

augmentation de la synthèse des protéines pour éviter l’accumulation et des défaults de 

repliements des protéines (Harding et al., 2000; Harding et al., 1999). 

 La kinase GCN2 est activée par divers stress cellulaires tels que la disponibilité en 

acides aminés, l’oxygène, le glucose, la privation de nutriments (Jiang & Wek, 2005; Ye et al., 

2010). 

 Une autre protéine kinase, « Glycogen Synthase Kinase 3β (GSK3β) » régule 

négativement l’activité d’eIF2B en phosphorylant la sous-unité catalytique d’eIF2Bε. L’inhibition 

d’eIF2B par GSK3β conduit à la survie cellulaire par la voie PI3K-Akt, cependant, en l’absence 

d’acides aminés, de facteurs de croissance, elle entraine l’apoptose (Wang & Proud, 2008). 

 Ainsi, par son activité régulatrice, le facteur eIF2 est fortement impliqué dans la 

régulation globale et spécifique de la traduction des ARNm en protéines. 
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Figure 1.9 Régulation de l’activité d’eIF2. 
 Le facteur eIF2B favorise l’échange GTP-GDP qui active l’association du complexe ternaire. La 
phosphorylation de la sous-unité eIF2α par une kinase (HRI, PKR, PERK ou GCN2) et d’eIF2Bε par 
GSK3β inhibe les activités d’eIF2 et eIF2B (Lasfargues et al., 2012). 

 

2.1.2 Régulation de la traduction de l’ARN par les « RNA-binding proteins 
(RBPs) » 

Les RBPs sont des protéines de liaison à l’ARNm qui vont agir comme des facteurs 

régulateurs aux extrémités 5’ UTR et 3’ UTR pour réprimer ou stimuler la traduction de sous-

ensembles d’ARNm spécifiques. De plus, les RBP interagissent directement avec des 

séquences spécifiques ou des structures de l’ARNm appelées  « RNA Binding Domain (RBD) » 

(Muller-McNicoll & Neugebauer, 2013) (Figure 1.10) pour contrôler l’expression de nombreux 

gènes et ainsi participer à la régulation de processus biologiques spécifiques comme l’apoptose 

(King et al., 2014). Il existe plus de 1000 RBPs répertoriées à ce jour (Castello et al., 2012; 

Castello et al., 2016; He et al., 2016) qui se regroupent en complexes pour interagir avec 

l’ARNm en se liant aux RBD dont le nombre s’élève à plus de 40 (Muller-McNicoll & 

Neugebauer, 2013). La liaison des RBPs à l’ARNm dépend de la reconnaissance de courtes 

séquences d’acides nucléiques sur les RBDs. Les RBDs les plus connus sont « RNA recognition 

motif (RRM) » et « K-homology (KH) » qui présentent une affinité et une spécificité de liaison à 

l’ARNm. L’affinité des RBDs étant faible, les RBPs multiplient les sites de liaison pour 

augmenter leur affinité et spécificité (Auweter et al., 2006; Valverde et al., 2008). 
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Figure 1.10 Motifs des RBD et interactions des RBPs avec l’ARNm.  
Schéma représentatif de la régulation traductionnelle par les facteurs de liaison agissant en trans aux 
éléments agissant en cis sur un ARNm pseudo circularisé. En 5’ UTR : Terminal oligopyrimidine motifs 
(TOPs), internal ribosome entry sites (IRESs) et uORFs. En 3’ UTR : miRNA-responsive (MREs), AU-rich 
(AREs) et cytomplasmic polyadenylation (CPEs). Ils sont connus pour stimuler ou inhiber la synthèse des 
protéines. AUG indique le codon de démarrage de l’ORF (Harvey et al., 2018).  

 

 En plus de la régulation globale de l’ARNm, les RBPs exercent un contrôle spécifique qui 

joue un rôle crucial dans le métabolisme des ARNm : la polyadénylation, l’export nucléaire, la 

localisation des transcrits, la stabilité et donc sur la synthèse des protéines (Martin & Ephrussi, 

2009). Les motifs RBDs les plus utilisés par les RBPs sont les suivants : 

 

 2.1.2a Les motifs RNA binding protein domain (RBD) 

 

a) Le motif « terminal oligopyrimidine motif (TOP) » : 

Le motif TOP est situé dans la région 5’ UTR de l’ARNm après la coiffe m7GTP et contient 

un résidu C invariable suivi de 4 à 15 bases pyrimidines avec une proportion similaire de C et de 

U. Le motif TOP est souvent suivi d’une région riche en CG, nécessaire pour le contrôle 

traductionnel (Avni et al., 1997). La particularité de ce motif est de favoriser la traduction des 

ARNm en réponse aux facteurs de croissance et à l’insuline (Patursky-Polischuk et al., 2014). 
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Jusqu’à ce jour, la seule protéine RBP connue pour interagir avec le motif TOP est LARP1, que 

nous allons détailler ci-après. 

b) Le cadre de lecture ouverte en amont (uORF) : 

Environ 50% des ARNm possèdent une uORF située dans la région 5’UTR (Wethmar et 

al., 2014) (Figure 1.11). Ces petits éléments très conservés répriment la traduction de l’ORF 

(Chew et al., 2016; Johnstone et al., 2016). Les uORFs jouent un rôle important dans l’initiation 

de la traduction en conditions de stress, lorsque la traduction globale est diminuée par la 

phosphorylation d’eIF2 ce qui empêche la formation du complexe TC. Ces uORFs régulent de 

façon spécifique la traduction, il serait probable que cette régulation soit sous le contrôle des 

RBPs qui actuellement non pas été identifiées (Weingarten-Gabbay et al., 2016). 

 

                                 

 
Figure 1.11 Modèle d’ARNm avec une uORF.  
Deux uORFs (en beu) précèdent l’ORF principal (en banc, CDS). Les ribosomes peuvent initier la 
traduction après balayage du 5’ jusqu’à l’ORF ou initier la traduction de la première uORF (Wethmar et 
al., 2014). 

 

c) Les éléments IRES : 

Comme les uORFs, les IRES cellulaires permettent la traduction indépendante de la coiffe 

dans les conditions de stress notamment lors de l’apoptose précoce (Morley et al., 2005). Ces 

éléments IRES sont des séquences situées dans la région 5’ UTR et présentent environ dans 

10% des ARNm (Weingarten-Gabbay & Segal, 2016). L’initiation de la traduction interne est 

amorcée par les RBPs qui facilitent le repliement des éléments IRES et le recrutement de la 

machinerie traductionnelle (Spriggs et al., 2005). Les facteurs ITAFs ont été repotés comme 

facilitant l’activité des IRES (King et al., 2010). Les IRES offrent une autre voie de régulation de 

la synthèse protéique lorsque la voie dépendante de la coiffe est compromise. 
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d) La queue Poly(A) : 

La queue Poly(A) est impliquée dans la régulation de la traduction globale et spécifique de 

l’ARNm. Cette régulation est efficace selon la taille de la queue Poly(A). Le taux de traduction 

sera plus élevé plus la chaîne de polyadénylation est longue. Inversement, une chaine de 

ployadénylation inférieur à 50 (A) est réprimée traductionnellement. Le contrôle de la traduction 

au niveau de la queue Poly(A) est activé par la liaison des PABPs qui recrutent les facteurs 

d’initiation de la traduction (Ivanov et al., 2016). 

 

e) Les éléments de polyadénylation cytoplasmiques (CPE) : 

Les CPE sont des séquences de six nucléotides riches en pyrimidine UUUUAU situées 

dans la région 3’ UTR de l’ARNm et retrouvées dans 20 à 30% des gènes des vertébrés (Pique 

et al., 2008). Les CPE contrôlent la traduction d’ARNm spécifiques par la liaison des RBPs, 

CPEB (cytoplasmic polyadenylation element binding protein) et vont activer ou inhiber la 

traduction (Ivshina et al., 2014), dans certains processus biologiques comme, la gamétogénèse, 

la progression du cycle cellulaire et la plasticité synaptique. 

 

f) Les éléments AU-rich (AREs) : 

Les AREs sont des séquences riches en adénine et uridine, AUUUA, situées à l’extrémité 

3’ UTR de l’ARNm qui coopèrent avec de nombreux RBPs pour réguler au niveau post-

transcriptionnel l’expression des gènes, tels que les cyclines, les facteurs de transcription, les 

suppresseurs de tumeurs et les oncogènes (Eberhardt et al., 2007). La régulation de la 

traduction par les ARE-binding protein (ARE-BP) comprend deux groupes : ELAV family et 

NF90, responsables de la stabilité de l’ARNm et de la stimulation de la traduction. Parmi 

eux, TTP, TIAR, TIA1, AUF1, BRF1, KSRP sont impliqués dans la dégradation de l’ARNm et de 

la répression de la traduction (Garneau et al., 2007). 

 

g) Les sites des microARNs, miRNA response element (MRE) : 

Les microARNs (miARNs) sont des oligonucléotides courts d’environ 22 nucléotides qui 

sont des régulateurs majeurs de l’expression génique et de la fonction au niveau post-

transcriptionnel. Ils régulent plusieurs fonctions biologiques : développement, différenciation 

cellulaire, prolifération, apoptose et croissance tumorale (Bartel, 2009). Les miARNs sont 
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synthétisés dans le noyau par la transcription d’un précurseur appelé pri-miARN sous l’action de 

la polymérase II. Le clivage de ce pri-miARN par une endonucléase Drosha et son co-facteur 

Pasha abouti à la formation d’un pré-miARN. Celui-ci est transporté dans le cytoplasme par 

l’exportine 5, où il sera pris en charge par une ribonucléase, Dicer en interaction avec les 

protéines de la famille Argonaute (Ago) pour son processus de maturation. La molécule de 

miARN mature formée va s’incorporer dans le complexe « RNA-induced silencing complex 

(RISC) » qui va guider le miARN à l’ARN cible. Le mode d’action du miARN avec l’ARNm se fait 

par complémentarité de séquences selon deux mécanismes : lorsqu’il y a une complémentarité 

parfaite entre le microARN et l’ARNm, le complexe RISC déclenche l’action des ribonucléases 

responsables de cliver et de dégrader l’ARNm. Un autre mécanisme a lieu, lorsque la 

complémentarité est partielle, le miARN lié au 3’ UTR de l’ARNm va inhiber la traduction en 

protéines (Gu et al., 2009).  

 Les ARNm possèdent dans leur structure 3’ UTR des séquences MRE correspondant à 

des sites de liaison pour les miARNs. Cette particularité de sites MRE sur l’ARNm fait d’eux des 

éléments agissant en trans de façon similaire aux RBPs. Les miRNAs et les RBPs utilisent des 

mécanismes similaires de régulation de l’ARNm avec une certaine compétition pour des sites de 

liaison (Cottrell et al., 2018). 

 Les miARNs interfèrent avec la machinerie traductionnelle à différents niveaux pour 

inhiber la traduction. A l’étape d’initiation de la traduction, la protéine Ago2 se lie à la coiffe m7G 

par compétition avec eIF4E (Kiriakidou et al., 2007). Aussi, le miARN, let-7 endogène réprime le 

processus de reconnaissance de la coiffe par un mécanisme encore inconnu  (Mathonnet et al., 

2007). 

 2.1.2b Les principaux RBPs qui régulent la traduction 

 Les RBPs participent à plusieurs aspects du cycle de vie de l’ARN : la stabilité, la 

localisation et la traduction en apportant un autre type de mécanisme de régulation post-

transcriptionnelle (Harvey et al., 2018). 

 

a) « La-related protein 1 » (LARP1) 

LARP1 est une protéine de liaison à l’ARNm possédant une expression principalement 

cytoplasmique. C’est une grande protéine de 150 kDa qui appartient à une famille de protéines 

très conservées qui partage le motif La « La motif » (LAM) se liant à l’ARNm. Le LAM se produit 

en tandem avec un domaine motif de reconnaissance de l’ARN « RNA recognition motif-like » 
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(RRM-L) dans la région centrale de la protéine, avec un domaine interagissant avec PABP, 

tandis que le C-terminal contient un domaine hautement conservé connu sous le nom de région 

DM15 ou domaine LARP1 (Bousquet-Antonelli & Deragon, 2009).  LARP1 s’associe avec des 

ARNm contenant un motif d’oligopyrimidine en 5’ terminal (5’ TOP) d’une manière dépendante 

de mTORC1. Le rôle de LARP1 est encore contrôversé. Des études récentes ont décrit que 

LARP1 est impliquée dans le contrôle traductionnel des TOP mRNA et dans leur stabilité (Aoki 

et al., 2013; Hong et al., 2017; Philippe et al., 2018; Tcherkezian et al., 2014). LARP1 est 

recrutée à l’ARNm par des interactions avec des facteurs de traduction, y compris PABP et 

stimule à la fois la synthèse protéique générale et la traduction spécifique des ARNm contenant 

un 5’ TOP (Tcherkezian et al., 2014). Cependant, des travaux ultérieurs ont proposé que LARP1 

reconnaît les extrémités 5’ TOP des ARNm et réprime leur traduction (Fonseca et al., 2015). 

Cette étude a montré que la déplétion de LARP1 avec un ARN interférent (RNAi) protégeait la 

traduction des ARNm 5’ TOP suite à l’inhibition de mTORC1 avec la rapamycine et confirmait 

que LARP1 réprime la traduction des ARNm 5’ TOP en compétition avec eIF4F pour la liaison à 

leur extrémité 5’ (Fonseca et al., 2015). Une analyse structurelle récente de la région DM15 

(domaine situé en C-terminal) de LARP1 a révélé que LARP1 se lie directement à la coiffe et au 

5’ TOP des ARNm empêchant à la fois l’accès d’eIF4E à la coiffe et l’assemblage d’eIF4F, 

confirmant ainsi le modèle précédent (Lahr et al., 2017). Les protéines 4E-BP1/2 ont été liées au 

contrôle de la traduction des ARNm 5’ TOP en aval de mTORC1 (Thoreen et al., 2012) mais la 

contribution des 4E-BPs serait contestée. L’identité du facteur qui réprime la traduction des 5’ 

TOP serait fort probable attribué à LARP1.  

 

b) PTB/hnRNP1 

« Poly pyrimidine tract binding protein » (PTB) est aussi connue sous le nom de 

« heterogeneous nuclear ribonucleoprotein 1 » (hnRNP1), une RBP ubiquitaire qui se lie aux 

éléments polypyrimidines (CU-rich elements). La PTB se lie spécifiquement à l’ARNm via quatre 

RRMs. Cependant, les mutations qui affectent la liaison à l’ARNm et diminuent la fonction de 

PTB (Mickleburgh et al., 2014). Des séquences de localisation situées dans le domaine N-

terminale de la PTB permettent son transport dans le cytoplasme où elle va se lier à l’ARNm 

cellulaire mais aussi, à l’ARN viral (King et al., 2014). Le rôle de la PTB est de réguler 

l’épissage, la localisation, la stabilité et la traduction de l’ARNm (Xue et al., 2009). 

 



 

  28 

c) Poly(A)-binding protein (PABP) 

PABP appartient à une famille de RBPs bien conservée, impliquée dans divers processus 

de l’expression des gènes notamment la régulation de l’initiation de la traduction (Ivanov et al., 

2016). PABP se lie à la queue Poly(A) de l’ARNm dans le noyau via les domaines RRM situés 

en N-terminal. PABP est la première protéine identifiée qui protège la queue poly(A) de l’ARNm 

de la dégradation (Bernstein et al., 1989). Cependant, PABP a d’autres rôles fondamentaux 

dont son impact dans l’initiation de la traduction dépendante de la coiffe. Elle interagit avec le 

complexe eIF4F par l’intermédiaire de la sous-unité eIF4G et augmente l’affinité de la liaison 

eIF4E et l’activité de l’hélicase eIF4A (Bi & Goss, 2000). L’interaction entre eIF4G et Poly(A) 

stabilise l’ARNm dans une conformation en boucle fermée ce qui améliore l’assemblage du PIC 

et le recyclage des ribosomes (Rajkowitsch et al., 2004). PABP est régulée par deux protéines 

PABP-interacting protein 1 and 2 (Paip 1 et 2). La liaison de Paip1 à PABP améliore son affinité 

pour eIF4G tandis que Paip2 est un inhibiteur compétitif de l’interaction PABP-eIF4G (Martineau 

et al., 2008) et pourrait inhiber l’interaction de PABP avec la queue Poly(A). De plus PABP 

favorise l’assemblage du complexe de terminaison de la traduction et la libération du peptide par 

son interaction avec eRF3a, assurant une reconnaissance fidèle du codon de terminaison 

(Ivanov et al., 2016). 

 

d) Cytoplasmic polyadenylation element-binding proteins (CPEB) 

Les CPEBs sont une famille conservée de protéines regroupées en deux sous familles : 

CPEB1 et CPEB2-4. Elles possèdent toutes une région C-terminale qui contient des RRM, ces 

motifs constituent deux RRM en tandem, suivis d’un domaine de liaison au zinc (Afroz et al., 

2014). Toutes les CPEBs reconnaissent les mêmes ARNm contenant des CPE mais avec des 

affinités différentes (Ortiz-Zapater et al., 2011). Une fois liée à l’ARNm, les CPEBs recrutent 

différents complexes protéiques qui stimulent ou inhibent l’élongation de la queue Poly(A) des 

ARNm contenant des CPE (Ivshina et al., 2014). Ainsi les CPEBs peuvent agir comme des 

« switches » post-transcriptionnels régulant l’expression des gènes par la modification de la 

queue poly(A). 

2.1.3 Régulation de la traduction de l’ARN par les « long non-coding RNAs » 

Les longs ARN non codants (lncRNAs) sont une classe très diversifiée de molécules 

d’ARN d’une longueur de plus de 200 nucléotides qui ne codent pas pour les protéines. Ils sont 
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transcrits par la polymérase II, comme l’ARNm, ils possèdent à l’extrémité 5’ une coiffe m7G et 

en 3’ une queue poly (A), cependant, ils manquent une séquence codante.  Les lncRNAs sont 

des régulateurs importants de l’expression des gènes. Ils sont localisés à la fois dans le noyau 

et le cytoplasme. Bien qu’ils ne soient pas traduits en protéines, ce sont des molécules 

fonctionnelles (Marchese et al., 2017). Les LncRNAs possèdent de nombreuses fonctions dans 

les processus cellulaires : l’empreinte génétique (Kanduri, 2016), la différenciation, le 

développement (Fatica & Bozzoni, 2014) et une réponse antivirale (Fortes & Morris, 2016).  

 Les lncRNAs agissent au niveau post-transcriptionnel comme des régulateurs de 

l'épissage, de la traduction de l’ARNm, de la stabilité de l’ARNm et interagissent avec les 

miARNs (Quinn & Chang, 2016). Une fonction globale des lncRNAs dans la répression de la 

traduction est leur interaction avec le facteur d'initiation de la traduction eIF4A et avec la 

protéine de liaison PABP (Quinn & Chang, 2016). De plus, la dérégulation des LncRNAs est liée 

à différentes pathologies humaines incluant les cancers, les maladies cardiovasculaires et 

neurodégénératives (Wapinski & Chang, 2011). 

2.1.4 Régulation de la traduction de l’ARN par le complexe « IFN-γ  activated 
inhibitor of translation (GAIT) 

Le complexe GAIT est un groupe de protéines qui agit ensemble pour inhiber de façon 

sélective la traduction. La formation de ce complexe hétérotétramérique est induite par 

l’interféron-γ (IFN-γ). Le complexe GAIT est constitué de : glutamyl-prolyl tRNA synthetase 

(EPRS), NS1-associated protein 1 (NSAP1), ribosomal protein L13a et glyceraldehyde-3-

phosphate dehydrogenase (GAPDH). Une fois formée, le complexe GAIT se lie au 3’ UTR de 

l’ARNm par l’intermédiaire d’eIF4G pour empêcher le recrutement du complexe d’initiation 43S à 

la coiffe m7G (Figure 1.12). La répression d'un régulon post-transcriptionnel par le système GAIT 

pourrait contribuer à la résolution de l'inflammation chronique (Mukhopadhyay et al., 2008). 

L’étude d’une protéine de la phase aigüe de l’inflammation, la céruloplasmine (Cp) dans des 

monocytes humains traités par IFN-γ a montré une induction transcriptionnelle de la Cp. Les 

investigations ont indiquées une présence abondante d’ARNm de Cp, mais les résultats 

indiquent une inhibition de la traduction. La synthèse protéique totale n’était pas altérée 

confirmant une inhibition sélective des transcrits (Mukhopadhyay et al., 2009). 
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Figure 1.12 Régulation traductionnelle par le complexe GAIT.  
Le traiement par l’IFN-γ déclenche le contrôle traductionnel dans lequel le GAIT module l’expression 
d’ARNm cibles. (i) l’IFN-γ induit la phosphorylation et la libération d’EPRS (vert) à partir du complexe 
d’ARNt multisynthétase (jaune), EPRS phosphorylé (P-EPRS) interagit avec NSAP1 (rouge clair) et forme 
le complexe pré-GAIT inactif. (ii) L13a phosphorylée et libérée de la sous-unité 60S du ribosome, P-L13a 
(bleu) se lie à GAPDH (brun) pour rejoindre le pré-GAIT et former le complexe fonctionnel GAIT. (iii) Le 
complexe GAIT se lie au 3’ UTR des transcrits cibles circularisés par l’interaction de PABP (gris) avec 
eIF4G (orange) et la queue Poly(A). P-L13a interagit avec eIF4G pour bloquer le recrutement d’eIF3 (bleu 
clair) et réprimer la traduction. eIF4E liée à la coiffe (orange foncé). (Mukhopadhyay et al., 2009) 
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2.1.5 Régulation de l’élongation de la traduction 

La majeure partie de la régulation de la traduction se produit à l'étape d'initiation mais elle 

peut être aussi contrôlée à l'étape de l’élongation. Cependant, les mécanismes de régulation de 

l'élongation, ainsi que leur impact sur les processus physiologiques, sont encore mal compris. 

Toutefois, l'élongation de la traduction peut être régulée par les voies mTOR et MAPK en 

réponse à de nombreux stimuli (Lopez-Pelaez et al., 2012). Parmi ceux-ci, l'activation des TLRs 

dans les macrophages déficients en MAPK kinase kinase 8 (MAP3K8, également connue sous 

le nom de COT et TPL2) entraîne une phosphorylation réduite du facteur d'élongation eEF2K. 

Ceci suggère un rôle pour MAP3K8 dans la régulation de l’élongation de la traduction (Lopez-

Pelaez et al., 2012). Dans sa forme non phosphorylée, eEF2K agit comme un répresseur 

traductionnel en phosphorylant eEF2. L'activation des protéines MAPK p38γ (également connue 

sous le nom MAPK12) et p38δ (également connu sous le nom MAPK13) dans un modèle 

d'hépatite induite par LPS stimule l'activité eEF2 dans les macrophages (Gonzalez-Teran et al., 

2013). En conséquence, la traduction du TNF est régulée à la hausse, ce qui induit l'apoptose et 

la nécrose des cellules hépatiques. 

2.2 Mécanismes dépendants de l’activité d’eIF4E 

La protéine eIF4E représente un point central d’activation de l’initiation de la traduction. Son 

activité est régulée par son interaction avec les protéines de liaison tel que les 4E-BPs médiée 

par la voie mTORC1 et par sa phosphorylation sur la sérine 209 par la kinase MNK médiée par 

la voie MAPK (Fukunaga & Hunter, 1997; Muller et al., 2013). 

2.2.1 Axe MNK 

L’activité d’eIF4E est régulée par la voie « MAPK-interacting protein kinases (MNKs) » 

MNK1 et MNK2, lesquelles phosphorylent l’unique résidu, la sérine 209 sur eIF4E (Fukunaga & 

Hunter, 1997) (Figure 1.13). MNK1 et MNK2 appartient à la famille des protéines 

sérine/thréonine kinases qui sont activées soit par ERK ou p38 MAPK en réponse aux facteurs 

extracellulaires (facteurs de croissance, stress) (Furic et al., 2010; Joshi & Platanias, 2015). Les 

protéines MNKs peuvent interagir avec le complexe eIF4F par la liaison à la partie C terminale 

d’eIF4G pour médier la phosphorylation d’eIF4E (Ueda et al., 2004). La phosphorylation d’eIF4E 

semble être essentielle pour son activité oncogénique (Furic et al., 2010). Par conséquent, la 

mutation du site de phosphorylation d’eIF4E a montré une diminution de son potentiel 
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oncogénique in vivo et in vitro comparé à la protéine de type sauvage (Topisirovic et al., 2004; 

Wendel et al., 2007). Les effets de la phosphorylation d’eIF4E sur la traduction coiffe-

dépendante ne sont pas totalement bien compris. Plusieurs hypothèses ont été émises, que la 

phosphorylation d’eIF4E réduit son affinité pour la coiffe ce qui facilite la libération des facteurs 

d’initiation en les rendant disponible pour la traduction d’un nouvel ARNm. En conséquence, la 

phosphorylation d’eIF4E augmente la vitesse de dissociation du complexe 43S de la coiffe 

(Scheper et al., 2002; Slepenkov et al., 2006). Selon les conditions expérimentales la 

phosphorylation d’eIF4E était montrée pour corréler avec un taux de traduction global augmenté 

(Walsh & Mohr, 2004) ou diminué (Naegele & Morley, 2004). Il a été reporté que la 

phosphorylation d’eIF4E affecte sélectivement un sous ensemble d’ARNm tel que Mcl-1 

(Wendel et al., 2007) et également des ARNm codant des protéines qui jouent un rôle dans 

l’inflammation (Ccl2, Ccl7) et dans la progression des tumeurs (Mmp3et Mmp9) (Furic et al., 

2010). Récemment, de nouvelles données ont décrit que la phosphorylation d’eIF4E favorise la 

transition épithélio-mésenchymateuse et les métastases à travers le contrôle traductionnel des 

ARNm Snail et Mmp-3 (Robichaud et al., 2015). De plus, le contrôle traductionnel dans le 

microenvironnement tumoral affecte la progression du cancer (Robichaud et al., 2018a). Ces 

découvertes suggèrent que la phosphorylation d’eIF4E module la réponse inflammatoire et 

stimule la tumorigénèse par une régulation sélective d’ARNm qui code des protéines 

essentielles pour ces processus. 
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Figure 1.13 Voie de signalisation MAPK.  

Les voies Ras/ERK (à droite) et p38MAPK (à gauche) sont activées par différents stimuli : cytokines 
inflammatoires, stress, facteurs de croissance. La signalisation Ras/ERK stimule l'activité de RSK et de 
MNK. MNK interagit avec eIF4G (jaune) et phosphoryle eIF4E (rouge), sur la sérine 209, un site qui 
augmente son potentiel oncogénique et facilite la traduction d’ARNm spécifiques. Après la stimulation de 
Ras/ERK, l’activation de RSK phosphoryle des régulateurs de la traduction (vert). (Roux & Topisirovic, 
2018). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

  34 

2.2.2 Axe mTORC1 

« mammalian/mechanistic target of rapamycin » (mTOR) est une protéine de 289 kDa 

possédant une activité enzymatique sérine/thréonine kinase, elle fait partie de la famille des 

« Phosphatidylinositol-3 Kinase related-Kinases » (PIKK ).  

a) Découverte de mTOR : 

Très conservée entre les espèces, mTOR a été découverte en 1994 comme étant la cible 

de la rapamycine chez les mammifères. La rapamycine est un antibiotique et antifongique de la 

famille des macrolides, elle a été isolée dans les années 1970 à partir d’un champignon 

Streptomyces hygroscopicus retrouvé dans le sol de l’île de Pâques. En plus de ces propriétés 

antifongiques, l’étude de la rapamycine a permis de lui attribuer d’autres propriétés : 

immunosuppressives, anti-prolifératives, anti-apoptotiques et de mettre en évidence dans la 

levure son interaction avec TOR puis avec mTOR chez les mammifères. La rapamycine se lie à 

la protéine « FK504-binding protein of 12kDa » (FKBP12), une petite protéine de la famille de 

FKBP qui forme un complexe avec la rapamycine, FKBP12/Rapamycine. L’étude des cibles de 

ce complexe a conduit à la découverte des gènes tor1 et tor2 (Heitman et al., 1991). Le 

complexe FKB12/rapamycine se lie au domaine « FKBP12-rapamycin-binding domain » (FRB) 

de la protéine mTOR et inhibe son activité catalytique (Soliman et al., 2010). mTOR existe sous 

forme de deux complexes protéiques distincts dans leur fonction, leur structure protéique et leur 

mécanisme d’action, appélés mTORC1 et mTORC2 (Laplante & Sabatini, 2012; Wullschleger et 

al., 2006). En plus de leur différence structurale et fonctionnelle, ces complexes n’ont pas la 

même sensibilité pour la rapamycine. mTORC1 est sensible à la rapamycine et intègre divers 

signaux de facteurs de croissance, du statut d’énergie, d’acides aminés, d’oxygène, de stress 

génotoxique pour réguler de nombreux processus cellulaire : la croissance cellulaire, la 

prolifération (Schmelzle & Hall, 2000). Tandis que mTORC2 est insensible à la rapamycine et 

contrôle l’organisation du cytosquelette et la survie cellulaire (Garcia-Martinez & Alessi, 2008; 

Guertin & Sabatini, 2007; Sarbassov et al., 2005). La découverte de la rapamycine comme 

inhibiteur de mTORC1 a contribué fortement à l’avancement des connaissances sur le rôle de 

mTOR dans de nombreux processus cellulaires (Zoncu et al., 2011) et son implication majeure 

dans l’initiation de la traduction en réponse aux nutriments (Hara et al., 1998) mais également 

aux stimuli externes (Soliman, 2013; Van Der Kelen et al., 2009). Des études ont montré que 

l’inhibition de mTORC1 par la rapamycine est incomplète, elle supprime efficacement la 

phosphorylation des protéines ribosomales S6 kinases (S6Ks) mais pas des 4E-BPs (Choo et 

al., 2008). 
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b)  Structure de mTOR : 

mTOR est constituée de 2549 acides aminés et de plusieurs structures de domaines 

conservées. Les motifs répétés d’une vingtaine d’acides aminés sont présents dans quatre 

protéines « Huntingtin (H), elongation factor 3 (E), a subunit of protein phosphatase 2A (A), and 

TOR (T) » (HEAT). Ces répétitions HEAT créent une structure en superhélice qui facilite 

l’interaction protéine-protéine. En aval de la répétition HEAT, se trouve un domaine « FRAP, 

ATM, and TRRAP » (FAT) de 550 acides aminés qui aurait un rôle de structure d’échaffaudage 

ou de liaison protéique (Keith & Schreiber, 1995). Le domaine FAT est suivi d’un domaine de 

liaison « FKBP12-Rapamycin ». Un domaine catalytique de kinase « kinase domain » (KD), un 

domaine auto-inhibiteur ou répresseur « repressor domain » (RD) et un domaine « carboxy-

terminal FAT » (FATC). Le domaine FATC est essentiel pour l’activité kinase de mTOR (Figure 

1.14).  

                   

 

Figure 1.14 Structure des domaines de mTOR.  
Heat repeats structure qui facilite l’interaction protéique. FAT région en aval des Heat repeats suivi du 
domaine FRB de liaison du complexe rapamycine/FKBP-12. Le FRB est suivi par le domaine catalytique 
kinase, un domaine répresseur et le domaine FATC essentiel pour l’activité kinase de mTOR. (Showkat et 
al., 2014) 

 

 mTOR interagit avec différentes protéines et forme deux complexes multiprotéiques qui 

sont structurellement et fonctionnellement distincts : les complexes mTORC1 et mTORC2. Ils 

sont différents dans leur composition en protéines, leurs sensibilités à la rapamycine, leurs 

signaux en amont et leurs substrats (Laplante & Sabatini, 2009) (Figure 1.15) 
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Figure 1.15 Complexes mTORC1 et mTORC2, différents fonctions cellulaires (Showkat et al., 2014) 

Le complexe mTORC1 est actif à l’intérieur d’un complexe multiprotéique composé d’une protéine 
d’échaffaudage Raptor (regulatory-associated protein of TOR), d’une GTPase β-subunit like protein gβL 
connue sous le nom mLST8 (mammalian Lethal with Sec13 protein 8), de PRAS40 (proline-rich AKT 
substrate of 40 KDa) et de Deptor (disheveled, Egl-10, pleckstrin DEP domain containing mTOR 
interacting protein) (Guertin & Sabatini, 2007) (Figure 1.16, gauche).  

 

 Le complexe mTORC2 se distingue de mTORC1 par les protéines «Rapamycin-

insensitive compagnion of mTOR » (Rictor), «mammalian Stress-activated protein kinase, 

(SAPK) interacting protein 1 » (mSIN1) et «Protein observed with Rictor » (Protor). mLST8, 

Deptor et PRAS40 sont également présentes sur mTORC1 (Figure 1.16, droite). 

 

Figure 1.16 Complexes mTORC1 et mTORC2, différents partenaires d’interaction. 

 mTORC1 est composé de mTOR, Raptor, mLST8, PRAS40 et Deptor. mTORC2 est composé de mTOR, 
Rictor lié à Protor, mLST8, mSin1 et Deptor (Showkat et al., 2014). 
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c) Description du complexe mTORC1 : 

Raptor est une protéine de 150 kDa constitutivement liée à mTORC1. Elle 

contient un domaine N-terminal hautement conservé suivi de trois répétions HEAT et sept 

répétions WD40. Raptor fonctionne comme une protéine d’échaffaudage de mTORC1 pour 

faciliter la phosphorylation des effecteurs en aval S6K1 et 4E-BP1. Elle joue un rôle important 

dans la régulation de l’activité de mTORC1 en réponse à l’insuline, aux nutriments et aux 

niveaux d’énergie (Kim et al., 2002). mTORC1 est régulée par le statut de phosphorylation de 

Raptor : la phosphorylation des sérines 722/792 de Raptor médiée par AMPK est nécessaire 

pour l’inhibition de mTORC1 et l’arrêt du cycle cellulaire induit par le stress d’énergie (Gwinn et 

al., 2008). Alors que la phosphorylation de Raptor sur les sérines 719/721/722 médiée par RSK 

est essentielle pour l’activation de mTORC1 par la stimulation des mitogènes (Carriere et al., 

2008). 

mLST8 est une petite sous-unité protéique de 36 kDa de mTORC1 et mTORC2 

qui se lie au domaine kinase de mTOR pour réguler positivement son activité kinase (Kim et al., 

2003). Le mécanisme par lequel mLST8 exerce sa fonction dans le complexe mTORC1 reste 

encore à élucider. Selon des études de cristallographie, mLST8 assurerait la stabilité du 

domaine kinase de mTORC1 dans une conformation active (Yang et al., 2013). 

PRAS40 est également une petite sous-unité de 28 kDa de mTORC1, elle régule 

négativement la fonction de mTORC1. Elle a été décrite comme étant un substrat d’Akt qui sous 

l’activation de insulin phosphoryle PRAS40 sur la thréonine 246. PRAS40 s’associe à mTORC1 

par l’intermédiaire de Raptor pour inhiber l’activité de mTORC1. La phosphorylation de PRAS40 

par Akt conduit à son inhibition et  sa dissociation du complexe mTORC1 (Sancak et al., 2007). 

Deptor est une protéine de liaison de mTOR de 48 kDa qui inhibe les fonctions 

de  mTORC1 et mTORC2. La surexpression de Deptor diminue l’activité de mTORC1 et 

mTORC2 (Peterson et al., 2009). 

d) Régulation de la voie mTORC1  

mTORC1 est activée en réponse à différents stimuli extracellulaires : facteurs de 

croissance, cytokines, acides aminés, stress, récepteur d’antigènes, hormones, nutriments, 

oxygène, statut d’énergie (Fingar & Blenis, 2004) qui déclenchent une cascade de signalisation 
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en amont de mTORC1 dont la fonction est de réguler la croissance, la prolifération et la survie 

cellulaire (Figure 1.17). 

L’activation des récepteurs tyrosine kinases (RTK) par les hormones ou les facteurs de 

croissance tel que l’insuline/IRS ou «insulin-like growth factor 1 » (IGF/IGFR) phosphorylent des 

protéines d’échaffaudages par exemple « GTPase-activating proteins » (GAP) qui déclenchent 

l’activation des voies de transduction du signal comme la « Phosphoinositide 3-kinase » (PI3K). 

La PI3K activée va convertir la phosphatidylinositol 4, 5-bisphosphate (PIP2) en 

phosphatidylinositol-3, 4, 5-trisphosphate (PIP3). Cette voie est régulée négativement par la 

phosphatase et suppresseur de tumeur «Phosphatase and Tensin homolog » (PTEN). PIP3 se 

lie au domaine «pleckstrin homology domains » (PH) d’Akt et de «Phosphatidylinositide-

dependent protein kinase 1 » (PDK1) entrainant leur recrutement à la membrane plasmique. La 

sérine/thréonine kinase PDK1 phosphoryle Akt sur la thréonine 308 (Engelman et al., 2006).   

   La protéine d’échaffaudage, hamartine (TSC1) et la protéine tubérine possédant une 

activité GAP (TSC2) sont des suppresseurs de tumeurs codées par les gènes «tuberous 

sclerosis complex » (tsc1 et tsc2). Elles forment un complexe TSC1/TSC2 et la phosphorylation 

de TSC2 par Akt conduit à son inhibition et à la libération de Rheb (Ras homolog enriched in 

brain). Rheb est une petite GTPase qui active mTORC1 (Dan et al., 2014). La protéine Rheb est 

active sous la forme Rheb-GTP et peut activer mTORC1. L’hydrolyse du GTP par le complexe 

TSC1/TSC2 inactive Rheb sous la forme Rheb-GDP qui bloque l’activation de mTORC1 

(Manning et al., 2002). 

 mTORC1 peut être aussi activée indépendamment du complexe TSC1/TSC2 par Akt. La 

phosphorylation de la protéine PRAS40 par Akt bloque l’inhibition de mTORC1 et stabilise 

l’interaction mTORC1-Raptor (Sancak et al., 2007). L’activation de mTORC1 conduit alors à la 

phosphorylation de S6K et des 4E-BPs qui régulent la traduction (Mamane et al., 2006). 

La prolifération et la croissance cellulaire sont régulées par mTORC1 selon la disponibilité 

des nutriments et l’équilibre énergétique. Les acides aminés sont indispensables à l’activation 

de mTORC1 (Hara et al., 1998). En réponse aux acides aminés, un ensemble de protéines 

«Ras-related GTP-binding protein (Rag GTPases)» recrutent mTORC1 à la membrane 

lysosomale par leurs interactions avec Raptor (Sancak et al., 2008). La localisation de mTORC1 

à la membrane lysosomale va faciliter l’interaction entre mTORC1 et Rheb qui induit son 

activation (Sancak et al., 2008). Les protéines Rag sont des hétérodimères RagA ou RagB liées 

à RagC ou RagD, et leur activité est régulée par un complexe appelé Ragulator. De plus, la 
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protéine adaptatrice p62 interagit avec Raptor pour favoriser l’interaction entre mTORC1 et les 

Rag GTPases et permettre ainsi sa translocation au lysosome (Duran et al., 2011). 

 mTORC1 régule également le statut d’énergie dans la cellule en contrôlant le flux de 

glucose. Lorsque le taux de glucose diminue, en parallèle le taux d’ATP cellulaire diminue 

entrainant l’inhibition de mTORC1. Les changements dans l’équilibre énergétique cellulaire ont 

un impact sur la signalisation de mTORC1 à travers la sértine/thréonine kinase, «AMP-activated 

protein kinase (AMPK)» qui comprend une sous-unité catalytique α et deux sous-unités 

régulatrices β et γ (Kahn et al., 2005; Shaw, 2009). La manque de nutriments ou une anomalie 

des mitochondries affectent le ratio AMP/ATP intracellulaire qui active l’AMPK. L’AMP ou l’ADP 

s’associent à la sous-unité γ de l’AMPK, qui stimule la phosphorylation de la sous-unité α  sur la 

thréonine 172 par la sérine/thréonine kinase 11 (STK11/LKB1) (Liver kinase B1) (Shaw, 2009). 

Suite à son activation, l’AMPK supprime la synthèse des protéines et limite la prolifération et la 

croissance via l’inhibition de mTORC1 en phosphorylant TSC2 et Raptor ce qui entraine la 

séquestration des protéines 14-3-3 (Gwinn et al., 2008). La voie AMPK/mTORC1 régule 

l’équilibre énergétique et la prolifération cellulaire. mTORC1 est aussi inhibée dans les 

conditions d’hypoxie par l’intermédiaire de la protéine «Regulated in Development and DNA 

damage response 1 (REDD1)». L’augmentation de l’expression de la protéine REDD1 conduit à 

sa liaison aux protéines 14.3.3 en bloquant ainsi la phosphorylation de TSC2 ce qui inhibe le 

complexe TCS1/TCS2 (DeYoung et al., 2008). 
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Figure 1.17 Les complexes mTORC1 et mTORC2, cascades de signalisation.  
Les stimuli externes activent la PI3K, lequel recrute Akt à la membrane. La phosphorylation Akt sur sa 
thréonine 308 conduit à l’inhibition du complexe TSC1/TSC2 qui libère Rheb pour activer mTORC1. Le 
complexe rapamycine/FKBP12 inhibe mTORC1. La régulation en amont de mTORC2 est moins bien 
connue, l’association avec les ribosomes active mTORC2. mTORC2 est insensible à la rapamycine mais 
un traitement prolongé peut réduire son activité. L’activation de mTORC1 entraine l’inhibition de 4E-BP et 
l’acitvation de S6K. Les flèches représentent l’activation et les barres l’inhibition. Les lignes discontinues 
indiquent que le mécanisme exact est inconnu (Keating & McGargill, 2016). 

 

e) Régulation de la machinerie traductionnelle par mTORC1 

mTORC1 régule la synthèse des protéines globale et spécifique via deux principaux 

effecteurs : S6K et 4E-BPs, les plus étudiées et impliquées dans la régulation traductionnelle 

(Hay & Sonenberg, 2004). Les protéines 4E-BPs seront discutées dans la section3). 

 

f) Régulation de la traduction par S6K 

Chez les mammifères, les sérine/théonine kinases S6Ks sont au nombre de deux S6K1 et 

S6K2. Elles appartiennent à la famille des kinases AGC « protein kinase A, G and C families » 
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(PKA, PKG, PKC)  et leur activation est régulée par PDK1 et mTORC1 (Fenton & Gout, 2011). 

S6K1 et S6K2 partagent 70% d’homologie (Fenton & Gout, 2011), cependant, la mieux 

caractérisée est S6K1. L’activité de S6K1 est régulée par phosphorylations séquentielles sur 

plusieurs sites sérine/thréonine. S6K1 est activée par mTORC1 qui phosphoryle la thréonine 

389 située dans le motif hydrophobique (HM) (Pullen et al., 1998) suivi par la phosphorylation de 

la thréonine 229 par PDK1 qui renforce l’activation de S6K1. Suite à un traitement à la 

rapamycine, la phosphorylation de la thréonine 229 est perdue tout comme celle de la thréonine 

389 alors que PDK1 est insensible à la rapamycine. Ces données suggèrent que la 

phosphorylation de thréonine 229 est dépendante de celle de la thréonine 389 (Keshwani et al., 

2011).  

 S6K1 contient dans son N-terminal un motif conservé appelé «TOR signaling (TOS)» qui 

interagit avec Raptor et permet à mTORC1 d’induire la phosphorylation de S6K1 (Schalm & 

Blenis, 2002). Le domaine C-terminal de S6K1 porte un motif RSPRR qui confère un rôle 

inhibiteur à cette région, dans laquelle se lie un régulateur négatif de S6K1 (Schalm et al., 

2005). Une mutation de la région C-terminale de S6K1 conduit à sa phosphorylation par 

mTORC2 (Ali & Sabatini, 2005). 

 S6K1 est activée par une grande variété de signaux extracellulaires et possède de 

nombreux substrats impliqués dans la régulation du métabolisme cellulaire, l’épissage, la 

transcription, la survie cellulaire et la synthèse des protéines (Figure 1.18). Parmi ces substrats, 

le premier à avoir été identifié et aussi le plus connu est la protéine ribosomale S6 (rpS6) une 

sous-unité du ribosome 40S qui a un rôle clé dans la croissance cellulaire et la prolifération 

(Montagne et al., 1999; Radimerski et al., 2002). Suite à l’activation de S6K1 par mTORC1, S6 

est activée par S6K1 sur cinq sites de sérines en C-terminal dans un ordre séquentielle : S236 > 

S235 > S240 > S244 > S247 (Meyuhas, 2008).  

 En plus de mTORC1, S6K1 peut être phosphorylée par une autre voie de signalisation, 

la voie «mitogen-activated protein kinase » (MAPK). La MAPK induit la phosphorylation de S6K1 

sur le domaine auto-inhibiteur C-terminal, en contrôlant ainsi son activation (Dufner & Thomas, 

1999). 

 Une fonction importante de S6K1 est la régulation de l’initiation de traduction par la 

phosphorylation d’un composant du complexe de liaison à la coiffe, sur la sérine 422, eIF4B 

(Raught et al., 2004). S6K1 régule également l’initiation de la traduction en phosphorylant 

PDCD4, un suppresseur de tumeur qui est un régulateur négatif eIF4A et induit sa dégradation 

par une ubiquitine ligase, βTRCP (Dorrello et al., 2006). S6K1 contrôle l’étape d’élongation de la 
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traduction, il inactive «eukaryotic elongation factor-2 (eEF2) kinase (eEF2K)» lui-même étant un 

régulateur négatif d’eEF2 en phosphorylant sa sérine 366 (Wang et al., 2001). eIF4B est aussi 

phosphorylée par S6K1 pour stimuler le recrutement de eIF4B à eIF4A en augmentant ainsi son 

activité (Holz et al., 2005). 

 

                 

 

Figure 1.18 Substrats et fonctions de S6K.  
La kinase S6K contrôle l’activité des différents substrats (en bleu) impliqués dans divers aspects du 
métabolisme cellulaire (en vert) (Showkat et al., 2014). 
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3. LE CONTRÔLE TRADUCTIONNEL VIA LES PROTÉINES 4E-BPs 

3.1 Les protéines 4E-BPs 

Chez les mammifères, la famille des protéines 4E-BPs est constituée de 3 protéines, 4E-

BP1, 4E-BP2 et 4E-BP3. Elles sont codées par des gènes différents et présentent un haut degré 

d’homologie (Fonseca et al., 2014; Pause et al., 1994; Poulin et al., 1998). 

 La mieux caractérisée est 4EBP1, elle est la plus abondante dans les tissus impliqués 

dans l'homéostasie du glucose et des lipides, y compris le tissu adipeux, le pancréas, le muscle 

et le foie (Tsukiyama-Kohara et al., 2001). Le gène 4e-bp1 localisé sur le chromosome humain 

8p12, comprend trois exons et code pour une polyprotéine de 118 acides aminés qui est 

identique à 56% à 4E-BP2 (Pause et al., 1994). La protéine PHAS-I retrouvée phosphorylée en 

réponse aux facteurs de croissance et aux esters de phorbol chez le rat, est identique à 93% à 

son homologue humain, 4E-BP1 (Pause et al., 1994). Tandis que 4E-BP2, exprimée de façon 

ubiquitaire (Tsukiyama-Kohara et al., 1996) est plus abondante dans le cerveau et les 

lymphocytes (So et al., 2016). Contrairement à 4E-BP1 et 4E-BP2, 4E-BP3 est plus faiblement 

exprimée dans la plupart des tissus (So et al., 2016; Tsukumo et al., 2016a; Tsukumo et al., 

2016b). La protéine de 100 acides aminés partage 57% et 59% d'identité avec 4E-BP1 et 4E-

BP2, respectivement. Le gène 4e-bp3 contient 3 exons, s’étend sur 1,9 kb et est localisé sur le 

chromosome 5q31.3 (Poulin et al., 2003).  

 Les protéines 4E-BPs sont de faibles poids moléculaire, environ 20 kDa. Leur principale 

fonction est d’inhiber l’initiation de la traduction coiffe-dépendante par leur liaison à eIF4E, 

inactivant ainsi son rôle d’initiateur de la traduction (Showkat et al., 2014; Sonenberg & 

Hinnebusch, 2009). Elles sont souvent décrites comme étant les principaux répresseurs 

traductionnels. Bien qu’elles exercent les mêmes fonctions, elles présentent des 

caractéristiques différentes dans leur structure. 

3.1.1 Structure des 4E-BPs 

La structure des 4E-BPs contient trois domaines nécessaires pour leur interaction 

protéique (Figure 1.19). 4E-BPs se lient à eIF4E par un motif d’acides aminés qui est conservé 

entre les trois protéines et identifié (YxxxxLΦ). Deux autres motifs régulateurs retrouvés chez 

4E-BP1/2, à l’extrémité N-terminale, un motif RAIP (Arg13, Ala14, Ile15 et Pro16) et à l’extrémité 

C-terminale un motif « TOR signaling » (TOS). Le motif TOS est présent sur PRAS40 et dans la 
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structure de d’autres substrats de mTOR comme S6K1 (Wang et al., 2009). Le motif TOS est 

requis pour l’intreraction des 4E-BPs avec Raptor. Le motif RAIP est impliqué dans la 

phosphorylation des résidus situés en N-et C-terminal (Musa et al., 2016; Showkat et al., 2014). 

 

                  

 

Figure 1.19 Structure et sites de phosphorylation de 4E-BP1. 
4E-BP1 contient trois motifs : le site de liaison à eIF4E (YxxxxLΦ), en N-terminal le motif RAIP, en C-
terminal le motif TOS. La phosphorylation de 4E-BP1 dépend de mTORC1 qui initie de façon hiérarchique 
T37 et T46 suivi de T70, S65 (Musa et al., 2016). 

 

3.1.2 Principaux mécanismes de régulation de l’expression des 4E-BPs 

La transcription 

Un mécanisme de régulation de l’expression de 4E-BP1 est sa transcription. La 

surexpression de 4E-BP1 dans plusieurs cancers est considérée comme un mauvais pronostic 

(Karlsson et al., 2013). Plusieurs facteurs de transcription régulent positivement 4E-BP1. C’est 

le cas de ATF4 qui en réponse au stress cellulaire active la transcription de 4E-BP1 (Yamaguchi 

et al., 2008), également, Smad4 agit en réponse au TGFβ (Azar et al., 2009). Cependant, 

l’acitivité des kinases PI3K et MAPK régulent négativement la transcription de 4E-BP1 via le 

facteur de transcription Erg-1 (Rolli-Derkinderen et al., 2003).  

 De plus, dans les cellules cancéreuses humaines, la transcription de 4E-BP3 est 

fortement induite ainsi que le niveau protéique après une inhibition prolongée de mTORC1 

(Tsukumo et al., 2016a). Contrairement aux protéines 4E-BP1/2 qui sont diminuées ou 

dégradées lors des traitements inhibiteurs de mTOR, 4E-BP3 est exprimée à de faibles niveaux 

dans les cellules mais fortement augmenté après l’inhibition de mTORC1 (Alain et al., 2012b; 

Tsukumo et al., 2016a). Une étude a montré que l’induction de 4E-BP3 est médiée par le facteur 

de transcription « Microphthalmia-associated transcription factor (TFE3) » qui est activé lors de 

l’inhibition de mTORC1 (Tsukumo et al., 2016a). Le facteur de transcription TFE3 active la 

transcription de 4E-BP3 à travers la liaison d’éléments cis dans le promoteur d’EIF4EBP3. En 

conséquence, 4E-BP3 devient un important répresseur traductionnel à la phase tardive de 

l’inhibition de mTORC1. Cette régulation successive de 4E-BPs peut représenter une importante 
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fonction régulatrice pour un contrôle traductionnel rigoureux d’un ensemble d’ARNm lors d’une 

inhibition prolongée de mTORC1 (Tsukumo et al., 2016b). 

 

La phosphorylation 

Les principaux sites de phosphorylation des 4E-BPs ont été identifiés dans la protéine 4E-

BP1. Ils sont au nombre de sept : T37, T46, S65, T70, S83, S101, S112 chez l’humain et cinq 

T37, T46, S65, T70, S83 chez les rongeurs, ces derniers étant conservés entre les espèces 

(Martineau et al., 2013). Cependant la capacité de 4E-BP1 à lier et inhiber eIF4E est régulée par 

la phosphorylation de quatre résidus : T37, T46, S65, T70. Ces rédidus sont phosphorylés de 

façon hiérarchique, T37 et T46 suivis de T70 (Gingras et al., 2001a). S101 est nécessaire pour 

la phosphorylation de S65 et S112 affecte la liaison à eIF4E sans interagir avec la 

phosphorylation des autres sites. S83 ne semble pas affecter l’initiation de la traduction 

(Martineau et al., 2013). Les fonctions et la régulation de ces sites restent encore à explorer 

(Martineau et al., 2013).  

 Des études ont montré que d’autres kinases phosphorylent 4E-BP1 de façon 

dépendante ou indépendante de mTOR (She et al., 2010; Sikalidis et al., 2013). Parmi ces 

kinases, GSK3β a été décrit pour phosphoryler les résidus T37, T46 et diminue l’association de 

4E-BP1 à eIF4E. GSK3β phosphorylerait également les sites S65, T70 dans certaines cellules 

cancéreuses (Shin et al., 2014). La MAPK p38 augmente la phosphorylation de 4E-BP1 lors de 

plusieurs stress cellulaire : infection virale, choc osmotique, radiation ultra-violet (UV) et dans 

l’apoptose induite par l’association TNFα/cycloheximide (CHX) (Janzen et al., 2011; Walsh & 

Mohr, 2004). ERK phosphoryle 4E-BP1 sur la S65 et bloque TSC2, ce qui a pour conséquence 

l’inhibition de l’activité de mTOR et donc le blocage de la phosphorylation de 4E-BP1 par mTOR 

(Braunstein et al., 2009). La résistance de la phosphorylation de 4E-BP1 à la rapamycine serait 

due à la kinase PIM qui via PIM2 active 4E-BP1 sur le site S65 ou régule l’activité de 

phosphatase spécifiques (Chen et al., 2005; Fox et al., 2003; Tamburini et al., 2009). 

cdc2/«cyclin-dependent kinase » (CDK1) peut phosphoryler 4E-BP1 sur le site T70 dans les 

cellules HeLa (Heesom et al., 2001). « Leucin-rich repeat kinase 2 » (LRRK2) affecte 4E-BP1 

sur les sites T37/T46 (Saitoh et al., 2002). Une autre kinase, la protéine «Ataxia Telangiectasia 

Mutated » (ATM) phosphoryle 4E-BP1 sur la S111 in vitro.  De façon dépendante de ATM, le 

traitement à l’insuline in vivo inactive 4E-BP1 sur le S112 (Yang & Kastan, 2000). De plus, 

mTORC2 est une kinase qui pourrait phosphoryler 4E-BP1 (Laplante & Sabatini, 2012). 
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L’Ubiquitination 

4E-BP lié à eIF4E est protégée de l’ubiquitination. Cependant, lorsque le niveau d’eIF4E 

est faible,  4E-BP non phosphorylée n’est plus protégée de l’ubiquitination par l’ubiquitine ligase 

E3, CUL3-KLHL25, et s’en suit la dégradation par le protéasome (Yanagiya et al., 2012). Une 

étude précédente a montré que la forme phosphorylée de 4E-BP est ubiquitinée (Elia et al., 

2008). Ces auteurs ont observé une augmentation dans l’accumulation de 4E-BP 

hypophosphorylée par un inhibiteur du protéasome, MG132 et ont conclu que le traitement par 

MG132 cause la déphosphorylation de 4E-BP (Elia et al., 2008). Ainsi, les taux de 4E-BP sont 

régulés par ubiquitination. 

3.2 Mécanisme de régulation  du complexe eIF4F via 4E-BP1/2 

Les protéines 4E-BPs empêchent l’assemblage du complexe eIF4F par compétition avec 

eIF4G pour la liaison à eIF4E (Pause et al., 1994). Lorsque mTORC1 est activée, elle 

phosphoryle les résidus thréonine 37 et thréonine 46 des 4E-BPs qui agissent comme des sites 

primant la phosphorylation de la sérine 65 et de la thréonine 70 (Gingras et al., 2001b). La 

phosphorylation de 4E-BPs sur tous ces résidus entraine leur dissociation d’eIF4E et permettent 

ensuite l’assemblage du complexe eIF4EF sur l’extrémité 5’ UTR de l’ARNm pour commencer 

l’initiation de la traduction via l’axe mTORC1/4E-BP/eIF4E (Figure 1.20).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1.20 Inhibition du complexe eIF4F (43S) via 4E-BP1/2.  
1)-Inhibition de l’initiation de la traduction par 4E-BPs. 2)-L’activation de la voie PI3K/Akt par différents 
stimuli active mTORC1 qui phosphoryle 4E-BPs sur tous ses résidus (Thr37, Thr46, Ser65, Thr70, Ser83, 
Ser112). L’inactivation de 4E-BPs libère eIF4E. 3)-La liaison d’eIF4E à la coiffe permet le recrutement du 
complexe eIF4F à l’ARNm via l’interaction eIF4E-eIF4G pour déclencher l’initiation de la traduction (May, 
O. 2008).  
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 Le mécanisme par lequel les protéines 4E-BP1/2 régulent l’initiation de la traduction 

dépendante de la coiffe est la liaison à eIF4E. 4E-BPs possèdent des séquences en C-terminale 

du motif canonique qui contribuent à leur interaction avec eIF4E. Bien que les motifs non 

canoniques des 4E-BP1/2 ne soient pas conservés, elles se lient à la surface latérale 

hydrophobe conservée d’eIF4E et sont indispensables pour que les  4E-BP1/2 entrent en 

compétition avec eIF4G pour la surface dorsale d’eIF4E et réprimer la traduction (Figure 1.21). 

Cette interaction de 4E-BP1/2 avec eIF4E est une cible thérapeutique majeure pour inhiber la 

traduction (Gruner et al., 2016). 

 

                                     

 

Figure 1.21 Structure cristallographique d’eIF4E-eIF4G et eIF4E-4E-BP.  
Les structures cristallographiques du complexe eIF4E-eIF4G révèlent un contact latéral sur eIF4E. eIF4G 
et 4E-BP présentent une similitude de contacts latéraux sur eIF4E. Une liaison latérale plus forte de 4E-
BP l’aide à déplacer eIF4G d’eIF4E. Modèle structurel pour la conception d’inhibiteurs comme outils 
thérapeutiques (Gruner et al., 2016). 
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3.3 Le rôle des protéines 4E-BP1/2 dans l’expression des gènes 

Les protéines 4E-BP1/2 inhibent l’efficacité traductionnelle d’ARNm spécifiques et jouent 

un rôle important dans plusieurs processus physiologiques et pathologiques. En condition 

physiologique, la voie mTOR-4E-BP1/2 contrôle l’homéostasie de l’énergie cellulaire à travers la 

traduction de gènes mitochondriales (ATP5O, ATP5D) impliqués dans la production d’ATP 

(Morita et al., 2013). Ainsi 4E-BPs régulent la biogènése et l’activité mitochondriale. De façon 

ciblée, l’axe mTORC1-4E-BP1/2 privilègie la traduction d’ARNm ayant une structure 5’ UTR 

particulière leur conférant une certaine sensibilité à eIF4E. Ces gènes sont impliqués dans la 

prolifération et la survie (CCND3, MCL1, BIRC5 et BCL2) (Gandin et al., 2016).  

 Parmi ces sous-ensembles d'ARNm, on trouve des transcrits contenant des 5’ UTR 

relativement longs et structurés,  appelés ARNm « sensibles à eIF4E » et « sensibles à eIF4A » 

(Alain et al., 2012b). Ces ARNm codent pour des protéines impliquées dans la survie et dans la 

prolifération cellulaire (cyclines, VEGF, Myc) (Kevil et al., 1996; Rosenwald et al., 1995; Zimmer 

et al., 2000). Contrairement aux ARNm appelés gènes de ménages, qui ne possèdent 

généralement pas de 5’ UTR structurés (par exemple, GAPDH et ß-actine), la majorité des 

ARNm sensibles à eIF4E ont une structure qui les rend plus dépendants de l'activité de 

déroulement d'eIF4A dans le complexe eIF4F et donc très sensible aux niveaux d'eIF4E dans la 

cellule (Svitkin et al., 2001). L’activité d’eIF4A en se liant à un domaine auto-inhibiteur d’eIF4G, 

fournit des moyens supplémentaires par lesquels eIF4E stimule sélectivement la traduction des 

ARNm hautement structurés (Feoktistova et al., 2013). Un deuxième sous-ensemble d'ARNm 

codant pour des protéines impliquées dans la fonction mitochondriale et la biogenèse (Morita et 

al., 2013) mais ceux-ci n’ont pas de longs 5' UTR mais un 5’ UTR très court inférieur à 30 

nucléotides contenant un élément initiateur de la traduction appelé, « translation initiator of short 

5’ UTR » (TISU). Les ARNm possédant un 5’ UTR court et un élément TISU sont dits 

« insensibles à eIF4A » (Gandin et al., 2016; Morita et al., 2013; Morita et al., 2017a; Sinvani et 

al., 2015). L’ensemble de ces données montre le rôle crucial des protéines 4E-BP1/2 dans la 

régulation des mécanismes cellulaires. 
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3.4 Le contrôle traductionnel de la réponse immunitaire par les répresseurs 
traductionnels 4E-BP1/2 

Pour maintenir l’homéostasie cellulaire, le contrôle traductionnel offre à l’organisme la 

possibilité de répondre rapidement contre les agents étrangers et fournit une réponse ciblée et 

contrôlée en fonction des stimuli. En effet, la machinerie traductionnelle et ses régulateurs 

contrôlent la traduction des ARNm à travers plusieurs et indépendantes voies de signalisation 

qui agissent ensemble pour réguler les différents composants de la réponse immunitaire de 

l’hôte. Normalement, l’activation des mécanismes traductionnelles par la réponse immunitaire 

devrait aboutir très vite à la résolution d’une infection. Mais malheureusement, les agents 

pathogènes ont développé des stratégies pour interférer avec la machinerie traductionnelle de 

l’hôte et l’utiliser à leur avantage. Non seulement, les pathogènes sont capables de détourner la 

machinerie traductionnelle de l’hôte pour traduire leurs propres ARNm mais ils compétitionnent 

également avec les défenses de l’hôte pour inactiver la traduction de la cellule. C’est le cas de 

certains virus, le picornavirus, « encephalomyocarditis virus » (EMCV)  supprime la traduction 

coiffe-dépendante en activant le répresseur traductionnel 4E-BP1. 4E-BP1 hypophosphorylée 

se lie à eIF4E et empêche la liaison d’eIF4G, bloquant ainsi l’assemblage du complexe eIF4F. 

Les mécanismes par lesquels EMCV active 4E-BP1 sont incertains (Gingras et al., 1996). 

Cependant, il a été démontré plus tard que la protéine M du « vesicular stomatitis virus (VSV) » 

favorise l’accumulation de 4E-BP1 hypophosphorylée en inhibant la kinase Akt (Connor & Lyles, 

2002; Dunn & Connor, 2011). D’autes virus activent la phosphorylation de 4E-BP1 pour stimuler 

la formation du complexe eIF4F et faciliter la traduction d’ARNm viral notamment certains virus 

ADN dont l’ARNm viral possède la même structure que l’ARNm de l’hôte (une coiffe et une 

queue poly(A)) : « Herpes simplex virus 1 (HSV-1) », « Human cytomegalovirus » (HCMV), 

« Virus Epstein-Barr » (EBV) (Buchkovich et al., 2008; Walsh & Mohr, 2004; Walsh & Mohr, 

2011).  

 La traduction d’ARNm codant des effecteurs cellulaires de l’immunité innée en réponse 

de l’hôte à travers la voie mTORC1-4E-BP1/2 contrôle également la production d’IFN-I. Comme 

démontré dans l’étude de Colina et al., la réplication des virus à ARN (VSV, Influenza, Sindbis) 

est nettement supprimée dans les MEFs isolées de souris déficientes pour 4E-BP1/2 (Colina et 

al., 2008). De plus, les cellules dendritiques plasmacytoïdes (pDC) qui sont les principaux 

producteurs d’IFN-I (Xia et al., 2014), dérivées de souris 4E-BP1/2 DKO produisent plus d’IFN-I 

en réponse au VSV rendant les souris 4E-BP1/2 DKO résistantes à l’infection. Le mécanisme 

moléculaire impliqué dans ces découvertes est la régulation accrue de la traduction de l’ARNm 
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de l’Irf7 dans les MEFs 4E-BP1/2 DKO menant à une production élevée d’IFN-I (Colina et al., 

2008). En accord avec cette étude, Nehdi et al. ont confirmé que les MEFs déficients en 4E-BP1 

ou 4E-BP2 produisent plus d’IFN-I ce qui entraine une résistance à l’infection provoquée par 

l’augmentation de la traduction de l’Irf7 par rapport aux cellules WT (Nehdi et al., 2014). La 

réintroduction de l’un des répresseurs 4E-BPs rend les MEFs plus sensibles à l’infection virale. 

Ces données indiquent que la perte d’un des répresseurs de la traduction 4E-BP1 ou 4E-BP2 

est suffisante pour atténuer un effet régulateur négatif sur la traduction d’Irf7 ce qui améliore la 

réponse immunitaire innée (Nehdi et al., 2014). L'IFN-I est également important pour la défense 

de l'hôte contre les infections parasitaires, telles que la leishmaniose (Bogdan et al., 2004). Bien 

que peu soit connu sur l’effet de l’infection parasitaire sur le contrôle traductionnel, Leishmania 

favorise sa survie dans les macrophages en régulant à la baisse la synthèse des protéines de 

l'hôte. Ce processus nécessite un gène clé de virulence de Leishmania, la glycoprotéine de 

surface GP63 (Joshi et al., 2002). En plus de cliver et d'activer les phosphatases de l’hôte 

(Gomez et al., 2009), la GP63 provoque également le clivage de mTOR, le domaine kinase 

catalytique de mTORC1 et de mTORC2 (Jaramillo et al., 2011). Ceci active les répresseurs de 

traduction 4E-BP1/2 et favorise la survie de Leishmania dans les macrophages. De plus, in vivo, 

les souris déficientes en 4E-BP1/2 sont moins sensibles à la leishmaniose cutanée, en partie à 

cause de la production accrue d’IFN-I, ce qui conduit à une augmentation des taux de « 

inductible nitric oxide synthase (iNOS) » et de la production d'oxyde nitrique. Ainsi, la répression 

de la traduction des ARNm coiffe-dépendante de l'hôte par Leishmania major limite la synthèse 

des protéines anti-microbiennes de l'hôte, contribuant ainsi à la pathogenèse de la leishmaniose 

(Jaramillo et al., 2011).  

 Un autre parasite protozoaire intracellulaire, Toxoplasma gondii (T. gondii) (qui sera 

détaillé dans la section 4.6) inactive 4E-BP1/2, ce qui augmente la formation du complexe 

eIF4F, et stimule de façon sélective la traduction des ARNs via l’axe mTORC1-4E-BP1/2 et 

favorise la survie du parasite (Leroux et al., 2018). 

 Aussi, la bactérie Legionella pneumophila, contourne la réponse immunitaire de l’hôte, 

en déclenchant un programme d’ubiquitination et de dégradation des protéines Akt, mTOR qui 

empêche la phosphorylation des 4E-BP1/2 et donc mène à une inhibition de la synthèse des 

protéines de la cellule hôte  (Ivanov & Roy, 2013).  

 En plus de la regulation de la réponse immunitaire lors des infections, 4E-BP1/2 sont 

également impliquées dans le processus de maturation des cellules souches hématopoïétiques 

multipotentes à l’origine des différentes lignées cellulaires : lymphoïde et myéloïde (Grolleau et 
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al., 1999). Au cours de la différenciation des cellules myéloïdes, l’absence des protéines 4E-

BP1/2 entraine une augmentation de précurseurs immatures associée à une diminution des 

granulocytes matures. Contrairement à la maturation des thymocytes qui n’est pas affectée. Ces 

résultats révèlent un rôle important des 4E-BP1/2 dans la traduction au niveau des phases 

précoces de la différenciation des granulocytes (Grolleau et al., 1999; Olson et al., 2009). Au 

cours du développement des lymphocytes T, 4E-BP2 a été montrée pour bloquer la 

phosphorylation d’eIF4E affectant la synthèse protéique dans les thymocytes. En conséquence, 

la profilération et la maturation des cellules T sont compromises notamment, l’expression des 

molécules CD4, CD8 et « T cell receptor » (TCR) (Beretta et al., 1998; Grolleau et al., 1999). 

Aussi, 4E-BP2 est plus exprimée dans les lymphocytes et en plus, sa sensibilité à la rapamycine 

est plus élevée que 4E-BP1 retrouvée dans les cellules non lymphoïdes. L’inhibition de 4E-BP2 

bloque la croissance et la prolifération des lymphocytes T et B matures (Abraham, 2016; So et 

al., 2016).  L’axe 4E-BP-eIF4E est sensible à la rapamycine dans les lymphocytes et favorise 

leur expansion clonale en coordonnant la croissance et la prolifération (So et al., 2016). 

 Le niveau des 4E-BPs varie dans les tissus. Les cellules hématopoïétiques expriment en 

abondance 4E-BP1 et 4E-BP2 mais pas 4E-BP3 (Tsukiyama-Kohara et al., 2001). La synthèse 

protéique est différente dans les cellules souches hématopoïétiques (CSH) et les cellules 

progénitrices. Cette étude a montré que le déficite en 4E-BP1/2 a augmenté significativement la 

synthèse protéique globlae dans les CSH mais pas dans les progéniteurs hématopoïéques. Ces 

données ont permis de déterminer l’implication des répresseurs 4E-BP1/2 dans la régulation de 

la synthèse protéique dans les CSH (Signer et al., 2016). 

3.5 Contrôle traductionnel de processus biologiques par les répresseurs 
traductionnels 4E-BP1/2 

 Ces dernières années, le rôle des répresseurs 4E-BP1/2 a été démontré dans 

plusieurs systèmes biologiques important et leur dérégulation a été associée à des 
pathologies majeures. C’est le cas dans la rythmicité circadienne qui est une propriété 

biologique fondamentale qui coordonne divers processus comportementaux, physiologiques et 

métaboliques. 4E-BP1 contrôle la traduction d’un neurotransmetteur, « vasoactive intestinal 

peptide » (VIP) impliqué dans la régulation du rythme circadien (Cao et al., 2013). Les souris 

déficientes en 4E-BP2 ont montré un phénotype de type autiste dépendant de la signalisation de 

mTOR-eIF4E. Une mutation ponctuelle dans la région promotrice d’eIF4E amplifie son activité. 

Ces dysfonctionnements ont entrainé des désordres dans le contrôle post-synaptique de la 
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traduction des ARNm neuronaux (Gkogkas et al., 2013). Les troubles du spectre de l’autisme 

(TSA) englobent des comportement uniques en trois domaines : les interactions sociales, la 

communication et les intérêts et les comportements répétitifs ou restreints (Fombonne, 2009). 

La dérégulation de la machinerie traductionnelle régulant la traduction des ARNm synaptiques 

provoque des TSA par une synthèse accrue de protéines synaptiques (Kelleher & Bear, 2008). 

 En ligne avec les troubles neurologiques associés aux 4E-BP1/2, les stimuli nocifs 

contribuent de manière marquée au développement d’une hypersensibilité à la douleur. Ces 

signaux activent mTOR, impliquée dans l’hyperalgésie (Jiang et al., 2014; Jiang et al., 2013). 

Des souris déficientes pour 4EBP1 ont présenté une hypersensibilité à la douleur mécanique 

mais non thermique, correspondant à une expression accrue d’une protéine post-synaptique 

d’adhésion cellulaire régulant la fonction de synapse excitatrice, la neuroligine 1 (Khoutorsky et 

al., 2015). 

 Le contrôle traductionnel dépendant des 4E-BP/2 joue également un rôle dans la 

neuroplasticité. La synthèse des protéines est nécessaire dans l’apprentissage, la mémoire et le 

comportement. Des souris knock-out pour 4E-BP2 ont présenté une activité altérée dans les 

tests de l’apprentissage, de la mémoire et du comportement (Banko et al., 2007). 

Cette régulation par les 4E-BP1/2 s’étend au réseau de cellules souches embryonnaire où elles 

dirigent positivement et négativement la reprogrammation des cellules somatiques en contrôlant 

la traduction de p21, un inhibiteur de la reprogrammation des cellules somatiques, et p53 

(Tahmasebi et al., 2014).  

 Dans le diabète de type 2, la metformine, un antidiabétique oral, diminue la résistance de 

l’organisme à l’insuline. Une étude a montré que l’inhibition de mTOR par la metformine induit 

l’apoptose dans les cellules cancéreuses du foie et inhibe la traduction d’ARNm codant pour la 

protéine Mcl-1, anti-apoptotique. L’atténuation de l’expression des 4EBPs montre une résistance 

aux effets apoptotiques de la metformin (Bhat et al., 2017).  

 La traduction dérégulée d'ARNm se produit fréquemment dans les tumeurs en raison 

d'une expression élevée d’eIF4E ou d’une hyperactivation de la voie mTORC1 qui conduit à 

l’inactivation des 4EBPs. Le ciblage de l'axe mTORC1-4E-BP-eIF4E est une stratégie 

prometteuse dans le traitement du cancer et dans la prévention de la résistance au traitement.  

Des travaux ont montré qu'une expression modifiée d’eIF4E-4E-BP peut favoriser l'infection des 

cellules cancéreuses par un virus oncolytique, le virus de l’herpès simplex de type 1 (HSV1) 

(Workenhe et al., 2014) lors d'une inhibition prolongée de mTOR avec les inhibiteurs du site actif 
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de TOR (asTORI). Ainsi, l'association pharmacovirale d'asTORi et de HSV1 peut cibler des 

cellules cancéreuses présentant un axe dérégulé d’eIF4E-4E-BP (Zakaria et al., 2018). 

 Le manque d’apport en oxygène au niveau des tissus, définie l’hypoxie. En cas 

d’hypoxie, la traduction est inhibée (Kim et al., 2009c). La délétion génétique des 4E-BP1/2 

restreint la croissance tumorale et favorise la tolérance à l’hypoxie dans le cancer de la prostate 

induit par « Phosphatase and tensin homolog »  (PTEN), un régulateur de la division cellulaire 

(Ding et al., 2018). La tumorigénèse est augmentée chez les souris déficientes en p53 et en 4E-

BP1/2. Cependant, les fibroblastes dépourvus de 4EBPs et exprimant p53, subissent une 

sénescence prématurée et résistent à la transformation induite par un oncogène, p53. Ces 

données soulignent l’importance de tenir compte de p53 pour cibler thérapeutiquement 

l’initiaition de la traduction (Petroulakis et al., 2009). 

 En plus de l’implication des 4E-BP1/2 dans la tumorigénèse, 4E-BP3 qui est induit  au 

niveau transcriptionnel (Gingras et al., 2001b), joue également un rôle important dans le 

contrôle de la traduction d’ARNm et dans la prolifération cellulaire (Tsukumo et al., 2016b). Les 

études réalisées en l’absence de 4E-BP3 ont révélé qu’elle constitue un important effecteur de 

mTORC1 et un biomarqueur prédictif robuste de la réponse thérapeutique au traitement 

prolongé ciblant mTOR dans le cancer (Tsukumo et al., 2016a). 

 4E-BP1/2 sont aussi impliquées dans le développement de l’obésité. Des souris Knock-

out en 4E-BP1/2 et soumis à un régime alimentaire ont augmenté leur masse musculaire 

squelettique ce qui suggère une compensation avec l'activation de l'anabolisme musculaire. Ces 

résultats indiquent que les protéines 4E-BP1/2 peuvent prévenir une accumulation excessive de 

lipides dans le muscle squelettique et sont des régulateurs clés de l'homéostasie musculaire (Le 

Bacquer et al., 2017). 
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4. MÉTHODES D’EXPLORATION DU CONTRÔLE 
TRADUCTIONNEL : LE TRANSLATOME  

Le translatome définit l’ensemble des ARNm associés aux ribosomes au cours de la 

synthèse protéique (King & Gerber, 2016). Il permet d’évaluer le répertoire des protéines qui 

sont réellement exprimées dans une cellule. Plusieurs méthodes existent pour explorer avec 

précision la régulation de l’abondance des protéines : le « Polysome profiling », le Ribosome 

profiling » et le «Translating ribosome affinity purification » (TRAP) (King & Gerber, 2016). Parmi 

ces technologies, les plus couramment utilisés sont le « Polysome profiling » et le Ribosome 

profiling » (Figure 1.22). 

4.1 « Polysome profiling »  

 Les ARNm activement traduits sont liés à plusieurs ribosomes formant le polysome. Les 

polysomes sont séparés des ARN libres, des sous-unités ribosomales 40S, 60S et  des 

monosomes 80S par ultracentrifugation en gradient de sucrose (Masek et al., 2011) (Figure 

1.22A). L’analyse est basée sur le déplacement d’un ARNm dans le gradient polysomal 

indiquant une modification dans le statut de traduction de cet ARNm. Les changements dans le 

niveau total d’ARNm sont mesurés pour étudier la relation entre la transcription et la traduction 

dans différentes conditions. Après l’isolement de l’ARN à partir des fractions du gradient, la 

distribution des ARN spécifiques dans le gradient peut être évaluée par différentes méthodes : 

Northern blot, RTqPCR, ou au niveau global par le microarray ou le RNA-Seq (Spangenberg et 

al., 2013).  

 La plupart des études génomiques ont utilisé le « Polysome profiling » pour comparer 

l’état de traduction des ARNm dans différents types cellulaires en condition non stimulée ou 

stimulée (Bjur et al., 2013; Colina et al., 2008; Herdy et al., 2012b; Larsson et al., 2010; Piccirillo 

et al., 2014). En ce qui concerne le translatome des macrophages, plusieurs études ont mis en 

évidence les changements dans l’efficacité traductionnelle des ARNm spécifiques à travers 

cette approche (Kitamura et al., 2008; Liepelt et al., 2014; Schott et al., 2014). Par exemple, 

pour identifer les mécanismes par lesquels l’IL-10 inhibe la production du TNFα dans les 

macrophages, le « Polysome profiling » a permis de démonter que l’IL-10 régule la traduction du 

TNFα à travers la phosphatase SHIP1 dans les macrophages activés (Chan et al., 2012). L’IL-

10 déplace l’ARNm du Tnfa des fractions polysomales aux fractions monosomales pour inhiber 

sa traduction. L’inhibition de la phosphatase SHIP1 par un siRNA a restauré l’activité 
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traductionnelle du Tnfa. De plus les auteurs ont pu mettre en évidence que l’IL-10 inhibe la 

traduction du TNFα via la déphosphorylation de MNK1 par SHIP1. Ces résultats ont été 

confirmés in vivo par l’utilisation de souris déficientes pour SHIP1 (Chan et al., 2012). 

4.2 « Ribosome profiling »  

Cette technique est basée sur le séquençage profond des fragments d’ARNm protégés 

par le ribosome qui persiste après le traitement du lysat cellulaire par des antibiotiques et des 

nucléases et permet de mesurer les positions exactes et les densités ribosomiques le long des 

molécules d’ARNm présentes dans une cellule (Figure 1.22B) (Ingolia et al., 2012). Une étude a 

utilisé cette approche en combinaison avec le séquençage d’ARN à haut débit pour investiguer 

le rôle de l’IFN-γ dans la régulation des réponses inflammatoires dans les macrophages (Su et 

al., 2015). Cette approche a fourni un translatome complet en quantifiant les fragments d’ARN 

protégés par le ribosome. L’analyse a été basée sur la comparaison de l’abondance de l’ARNm 

et les ARNm traduits activement dans les macrophages activés par le TLR2, traités ou non avec 

l’IFN-γ. Les changements dans le taux de traduction ont été obtenus en divisant les 

changements dans l’abondance de l’ARNm par les ARNm hautement traduits. Ce calcul a 

permis de connaître l’efficacité traductionnelle. Le traitement par l’IFN-γ a induit des 

changements significatifs dans l’efficacité traductionnelle de près de mille gènes. Ainsi, le 

Ribosome profiling a révélé un rôle important de l'IFN-y dans la modulation de la traduction de 

l'ARNm au niveau du génome (Su et al., 2015).  

4.3 « Translating ribosome affinity purification » (TRAP) 

La TRAP permet de mesurer  les niveaux d’ARNm dans des types cellulaires spécifiques 

tels que les neurones et les cellules souches (Heiman et al., 2014) et fournit des informations 

sur les protéines impliquées dans les fonctions cellulaires à un moment donné. Cette technique 

est capable de capturer le processus de traduction de l’ARNm d’une manière spécifque au type 

cellulaire. Elle est basée sur la purification par affinité des polysomes portant une sous-unité 

ribosomale marquée. Les ribosomes marqués par affinité par exemple avec la  « Green 

Fluorescent Protein «  (GFP) sont capturés dans les extraits cellulaires avec des anticorps 

spécifiques ou des ligands couplés à une matrice. Après plusieurs lavages, les ribosomes et les 

ARNm associés sont libérés de la matrice et les ARNm capturés sont analysés par 

« microarray » ou « RNA-seq ». 
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4.4 « Avantages et limites »  

Les avantages du « Polysome profiling » sont l’identification des ARNm traduits au 

niveau du génome entier et la quantification du niveau d’expression de ces ARNs par le 

séquençage à haut débit. Le « Ribosome profiling » permet de déterminer le taux d’occupation 

des ribosomes par l’isolement des fragments d’ARNm protégés par les ribosomes, la position 

des sites d’initiation, la vitesse de traduction d’un ARNm et l’identification des ORFs et des sites 

d’arrêt. Le TRAP permet d’utiliser un nombre réduit de cellules <106 avec une spécifité du type 

cellulaire ou tissulaire. Contrairement au « Polysome profiling » et au « Ribosome profiling », le 

TRAP est une technique simple, peu coûteuse et robuste. 

 L’utilisation de ces technologies est limitée par une grande quantité de matériel de départ 

et possèdent un risque de contamination des fractions du gradient par les ARN ribosomaux. Le 

« Polysome profiling utilise des équipements spécifiques et coûteux (ultracentrifugation et 

système de fractionnement des ARN). Le « Ribosome profiing » nécessite plusieurs étapes de 

traitement des lysats par des antibiotiques et de digestion par des nucléases, d’élimination des 

ARNm qui ne sont pas associés aux ribosomes et de purification des ARNm liés aux ribosomes 

ce qui peut introduire des biais significatifs dans le profile des séquences protégés par les 

ribosomes. De plus, le « Ribosome profiing » ne permet pas de distinguer les monosomes et les 

polysomes. L’analyse des ribosomes individuels et leurs empreintes au lieu des transcrits 

entiers conduit à une perte d’informations et ne permet pas d’évaluer l’efficacité de la traduction 

des ARNm mais seulement de mesurer la densité des ribosomes sur un transcrit donné. En 

revanche, le TRAP nécessite une modification génétique, par exemple, l’utilisation d’un 

transgène pour exprimer des protéines ribosomales étiquettées et possède une faible résolution. 

 En définitive, le Ribosome profiling révèle les changements dynamiques du translatome 

dans différentes conditions ainsi que les mécanismes de contrôle agissant en cis et en trans 

interférant avec ces modifications. Tandis que, le Polysome profiling fournit l’efficacité 

traductionnelle d’ARNm spécifiques en réponse aux changements biologiques et préserve 

l’intégrité du transcrit pour des analyses ultérieures (Masvidal et al., 2017a). Le TRAP fournit 

une analyse spécifique du translatome à un type cellulaire (c’est-à-dire dans un tissu, il est 

impossible d’isoler les ARNm liés aux polysomes dans un type cellulaire donné sans risque de 

contamination par les cellules environnantes). Cette approche est adaptée pour purifier des 

ARNm spécifiques en utilisant un transgène sous le contrôle d’un promoteur cellulaire donné.  
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 De ce fait, notre objectif était d’évaluer les changements de l’efficacité de la traduction ce 

qui nous conduit à sélectionner le « Polysome profiling » pour notre étude. 

 

 

Figure 1.22 Principe du Polysome profiling et Ribosome profiling.  
A) Polysome profiling. Différents profiles de polysomes montrant l’efficacité de la traduction mesurée en 
quantifiant les ARNm traduits efficacement (l’ARN est associé à plus de trois ribosomes) indiqué par la 
ligne (rose en pointillée). A gauche, profile des ARNm TOP associé aux « heavy-polysomes ». A droite les 
ARNm associés aux « light polysomes ». Efficacité traductionnelle (vert). Inhibition de mTOR (bleu). B) 
Ribosome profiling. Quantité de fragments d’ARNm protégés par le ribosome. Quantification par RNA-
Seq. Changements très différents dans les ARNm TOP et non-TOP. Ces changements conduisent à un 
biais favorisant l’identification d’ARNm TOP traduits différemment. (Masvidal et al., 2017a) 
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5. LES MACROPHAGES  

5.1 Origine et développement des macrophages 

Les macrophages sont des cellules myéloïdes immunitaires qui jouent un rôle important 

dans la première ligne de défense contre les pathogènes, dans le maintien de l’homéostasie et 

dans la résolution de l’inflammation (Varol et al., 2015). Découvert en 1883 par Elie Metchnikoff, 

les macrophages ont été décrits pendant longtemps comme provenant essentiellement de la 

différenciation des monocytes issus des cellules souches hématopoïétiques de la moelle 

osseuse. Mais à ce jour, notre compréhension sur l’origine, la différenciation, la distribution et 

les propriétés des macrophages a changé (Gordon, 2003; Gordon & Pluddemann, 2018). Les 

macrophages ont des origines mixtes. Les macrophages tissulaires sont dérivés de progéniteurs 

embryonnaires qui alimentent les tissus au cours du développement et cela avant la naissance 

(Ginhoux & Jung, 2014). Ces macrophages persistent dans le tissu fœtal jusqu’à l’âge adulte, 

sans être renouvelés par des cellules provenant de la moelle osseuse ou des monocytes 

sanguins.  

Au cours du développement, l’hématopoïèse embryonnaire est constituée de deux phases 

bien distinctes : l’hématopoïèse primitive et l’hématopoïèse définitive (Traver & Zon, 2002). 

L’hématopoïèse primitive est issue de l’hématopoïèse précoce du sac vitellin embryonnaire et 

permet la croissance de précurseurs hématopoïétiques qui se différencient dans des structures 

appelées « îlots sanguins » menant à la formation de macrophages. L’hématopoïèse définitive a 

lieu dans les tissus embryonnaires et fœtaux localisés au niveau des régions de 

l’Aorte/Gonades/Mésonephros (AGM) (Cumano & Godin, 2007; Orkin & Zon, 2008). Les 

progéniteurs hématopoïétiques dérivés du sac vitellin et de l’AGM colonisent le foie fœtal, lequel 

devient le site hématopoïétique principal des cellules souches hématopoïétiques (CSH). 

D’autres sites appraîssent très rapidement : le thymus, la rate et finalement la moelle osseuse. 

L’hématopoïèse définitive sera donc à l’origine de la totalité des lignées sanguines du fœtus et 

de l’adulte (Traver & Zon, 2002). Plus tardivement, la génération des CSH s’établie 

définitivement dans la moelle osseuse (Kumaravelu et al., 2002). 

Les macrophages tissulaires issus du sac vitellin embryonnaire et du foie fœtal ont la 

capacité de s'auto-renouveler dans les tissus de façon indépendante du compartiment sanguin 

(Davies et al., 2013; Schulz et al., 2012). Leur mode différenciation est unique et ne nécessite 

pas un passage par un stade intermédiaire monocytaire, signe caractéristique des macrophages 
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dérivés de la moelle osseuse, mais semble plutôt suivre une voie de différenciation accélérée 

pour devenir des macrophages matures dans les tissus fœtaux (Ginhoux & Jung, 2014). 

Les macrophages représentent une population très variée et sont identifiés selon leur 

localisation. Ainsi se distinguent, les cellules de Kupffer correspondant aux macrophages 

résidents du foie, les cellules microgliales sont les macrophages dans les tissus nerveux, les 

macrophages alvéolaires dans le poumon, les histiocytes dans les tissus conjonctifs, les cellules 

de Langerhans dans la peau, les ostéoclastes dans les tissus osseux, les macrophages 

intestinaux, les macrophages péritonéaux et les macrophages spléniques de la rate ; ils 

remplissent des fonctions spécifiques du microenvironnement local (Ginhoux & Jung, 2014; 

Murray & Wynn, 2011).   

 

5.2 Fonctions des macrophages 

Les fonctions des macrophages sont nombreuses dans le système immunitaire : 

l’élimination des pathogènes, l’initiation des réponses inflammatoires, la stimulation de la 

réponse immunitaire adaptative, l’homéostasie des tissus et la réparation des lésions tissulaires 

(Gordon & Pluddemann, 2018). Les macrophages libèrent des médiateurs inflammatoires, 

notamment des cytokines et des chimiokines qui jouent un rôle fondamental dans l’initiation et la 

propagation du processus inflammatoires (Gordon, 2007). Ils maintiennent l’homéostasie 

tissulaire en supprimant les cellules apoptotiques et en produisant des facteurs de croissance. 

Ils ont été décrits pour être impliqués dans le développement de nombreux tissus (Wynn et al., 

2013). De plus, ils participent à la cicatrisation et à la présentation des antigènes aux cellules du 

système immunitaire adaptatif (Mills et al., 2014). Dans l’organisme, ce sont les principaux 

producteurs de cytokines, ils initient et modulent les réponses de l’immunité innée et adaptative 

(Wynn et al., 2013). Ils exercent leurs fonctions immunitaires grâce à l’expression de nombreux 

récepteurs membranaires appelés les « Pathogen recognition Receptor » (PRR) parmi lesquels 

les récepteurs « Toll-like » (TLR), les récepteurs du complément, les récepteurs scavenger, les 

récepteurs de type lectine impliqués dans la reconnaissance des motifs moléculaires très 

conservés et caractéristiques des microorganismes, les « Pathogen Associated Molecular 

Pattern » (PAMP) (Gordon & Read, 2002). La liaison des ligands aux PRR entraine la 

production de cytokines pro-inflammatoires (TNFα, IL-1β et IL-6), initiant la réponse 

inflammatoire. Le TNFα active les cellules endothéliales qui facilitent le recrutement de 



 

  60 

leucocytes et de protéines sériques au site de l’infection. L’IL-1β et l’IL-6 induisent les 

hépatocytes à sécréter les protéines de la phase aiguë telles que les collectrines et les 

pentraxines. Ces protéines opsonisent les produits microbiens et activent le système du 

complément pour éliminer les pathogènes. 

 

5.3 Activation ou polarisation des macrophages 

Les macrophages sont présents dans de nombreux tissus à des endroits stratégiques et 

s’adapent à leur microenvironnement en modifiant leur phénotype et leur fonctionnement en 

fonction des signaux qu’ils reçoivent. Cette hétérogénéité est souvent appelée « activation » ou 

« polarisation » (Wynn et al., 2013).  

Le terme « activation » des macrophages décrit une activité microbicide dépendante de 

l’antigène, mais non spécifique (Martinez & Gordon, 2014). 

Le terme « polarisation » est basé sur la classification de deux sous-populations de 

lymphocytes T « helper » murins, Th1 et Th2, exprimant un profil de cytokines distinct en 

fonction des stimuli rencontrés : soit l’interféron-γ (IFN-γ) pour le profil Th1 et soit l’IL-4 pour le 

profil Th2. Cette nomenclature a été décrite en 1986 par Tim Mosmann et s’est appliquée aux 

macrophages lorsque des effets différentiels de l’IL-4 par rapport à l’IFN-γ sur l’expression de 

gènes de macrophages ont été rapportés (Stein et al., 1992). A partir de ces travaux est né le 

concept d’activation alternative des macrophages. 

Les macrophages ativés sont maintenant classés en deux sous-ensembles, appelés 

cellules M1 et M2. L’activation classique des macrophages ou le phénotype M1 est déclenchée 

par l’IFN-γ ou par des infections bactériennes ou des stimuli bactériens tels que le 

lipopolysaccharide (LPS) (qui sera développé dans la section 4.5) et induisent  la production 

accrue de cytokines inflammatoires (TNFα, IL-1β et IL-6), une activité antimicrobienne, anti-

tumorale et une grande capacité à présenter l’antigène.  

L’activation alternative des macrophages est induite par l’IL-4 et l’IL-13 (Gordon, 2003). Le 

phénotype M2 participe aux réponses de type Th2, à la réparation tissulaire et à l’élimination 

des parasites et possède des fonctions immunorégulatoires (Gordon & Martinez, 2010). Les 

macrophages M2 sont divisés en trois sous-types : les macrophages M2a activés par l’IL-4 et 

l’IL-13, ils sont qualifiés de macrophages alternatifs et réparateurs, ils sont associés à la 
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réponse immunitaire de type allergique ou parasitaire. Les macrophages M2b et M2c sont 

qualifiés de macrophages régulateurs et anti-inflammatoires (Martinez & Gordon, 2014).  Les 

macrophages M2b sont activés par les complexes immuns associés aux agonistes des TLRs. 

Les macrophages M2c sont activés par les glucocorticoïdes, l’IL-10 et le TGF-β (Mantovani et 

al., 2004), ils participent à l’immunité suppressive. 

Ces deux populations M1 et M2 ne représentent pas des sous-ensembles stables et 

différenciés mais présentent une grande plasticité et ont la capacité de s’adaper à un 

microenvironnement en mutation. 

 

5.4 Régulation des macrophages par mTOR 

Les macrophages répondent aux pathogènes et à d’autres stimuli nocifs (débris 

cellulaires, apoptotique ou nécrotiques) en initiant des réponses inflammatoires. L’activation des 

macrophages est médiée par des cascades de signalisation en aval des récepteurs de 

cytokines et des TLRs. La voie PI3K/Akt/mTOR converge des signaux inflammatoires et 

métaboliques en modulant leur phénotype d’activation M1 et M2 (Covarrubias et al., 2015).  

Plusieurs études indiquent que la signalisation PI3K/Akt/mTOR joue un rôle clé dans 

l’activation des macrophages (Powell et al., 2012; Troutman et al., 2012; Zhu et al., 2014). 

Cependant, le rôle de mTOR dans le contrôle de l’activation des macrophages n’est pas encore 

bien défini. Des données récentes ont montré que des macrophages isolés de souris déficientes 

en Tsc1 ou Tsc2 favorise la production de cytokines pro-inflammatoires induites par le LPS, soit 

une activation M1 et supprime l’activation M2 induite par IL-4 (Byles et al., 2013; Covarrubias et 

al., 2015). L’utilisation de la rapamycine pour inhiber mTORC1 a également montré l’expression 

d’un profil M1 et une réduction du profil M2 dans les macrophages humains et murins (Mercalli 

et al., 2013; Weichhart et al., 2008) et conduisant à la suppression des effets anti-inflammatoires 

des glucocortioïdes (Zhu et al., 2014) par la stimulation du facteur de transcription NF-κB et le 

blocage de l’activité du facteur de transcription STAT3. Des effets similaires ont été observés 

dans les macrophages dérivés de souris déficientes en mTORC2 en réponse au LPS et 

accompagnés d’une haute mortalité par choc septique (Brown et al., 2011; Festuccia et al., 

2014). En amont de mTOR, la PI3K/Akt restreint les réponses pro-inflammatoires et favorisent 

les réponses anti-inflammatoires dans les macrophages stimulés avec le LPS (Lopez-Pelaez et 

al., 2011). Tandis que l’inhibition chimique, non spécifique de la voie PI3K, augmente l’activation 
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de NF-κB et l’expression de l’oxyde nitrique synthétase inductible, favorisant une réponse M1 

dans les macrophages (Luyendyk et al., 2008; Weichhart & Saemann, 2009). En définitive, la 

régulation de facteurs de transcriptions impliqués dans la synthèse de médiateurs pro- et anti-

inflammatoires par mTOR va guider le phénotype M1/M2 des macrophages. 

 

5.5 Activation des macrophages par le lipopolysaccharide 

Le lipopolysaccharide (LPS) est un composant de la membrane externe des bactéries à 

Gram négatif. Le LPS possède des chaînes de polysaccharides, de longueurs variables, du 

polysaccharide central et du lipide A et un antigène O. Le lipide A est une structure très 

conservée entre les pathogènes, il est reconnu par le TLR4 (Toll like Receptor 4). Le LPS 

présent dans l’organisme est d’abord reconnu par la protéine LBP (LPS-Binding Protein) 

(Steimle et al., 2016). La LBP est une glycoprotéine de 60 kDa sécrétée par les hépatocytes et 

qui se retrouve dans le plasma (Chaby, 2004). Elle forme avec le LPS, un complexe LPS-LBP 

qui s’associe au CD14. Le CD14 est un récepteur exprimé à la surface des macrophages et plus 

faiblement des neutrophiles (Sladek & Rysanek, 2009). Il contient des domaines « Leucine-Rich 

Repeat (LRR) », tout comme les TLRs et est ancré à la membrane par une queue 

« Glycosylphosphatidylinositol (GPI) ». Le rôle du CD14 est de transmettre le LPS-LBP au TLR4 

qui est associé à la protéine MD-2 (18,4 kDa) (Koraha et al., 2005). Le complexe TLR4/MD-2 

transmet un signal à la cellule qui induit des cascades d’activation telle que MAPK, NF-κB. 

Puissante endotoxine, le LPS a été très utilisé pour comprendre les mécanismes de régulation 

de la signalisation cellulaire (Schilling et al., 2018; Yang et al., 1999). Il module l’expression des 

cytokines pro- et anti-inflammatoires dans les macrophages (Liepelt et al., 2014), ce qui 

représente un excellent agent immunomodulateur pour l’étude de la réponse immunitaire innée. 

L’efficacité de la traduction des ARNm est un élément majeur pour déterminer le taux de 

protéines nécessaires à la régulation cellulaire. Dans l’étude de Liepelt et al., les auteurs ont 

analysé l’impact de la régulation post-transcriptionnelle sur la signalisation induite par le LPS et 

l’expression des cytokines dans les macrophages (Liepelt et al., 2014). Pour cela, l’ARNm 

associé à hnRNP K a été immunoprécipité et analysé en  puce à ADN « DNA microarray » (RIP-

Chip). Pour identifier les ARNm, des extraits cytoplasmiques ont été préparés avec les 

macrophages stimulés 6h avec le LPS. L’analyse par « microarray » de ces ARNm a révélé 163 

ARNm codant pour des protéines de la réponse immunitaire parmi lesquels 21 étaient liés à la 

signalisation du TLR4. Cette étude a mis en évidence l’inhibition traduction de « transforming 
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growth factor-β-activated kinase 1 (TAK1) » par le hnRNP K dans les macrophages non stimulés 

avec le LPS. Une autre étude a exploré la régulation traductionnelle d’ARNm spécifiques dans 

les macrophages stimulés par le LPS (Schott et al., 2014). Les auteurs ont investigué par 

l’analyse des profiles de polysomes puis séquençage (RNA-Seq) les changements 

traductionnels dans la phase précoce d’activation des macrophages pour identifier les ARNm 

dont la traduction est régulée après stimulation par le LPS. Cette étude a révélé que le mode de 

régulation actif le plus fréquent est la traduction qui est prédominant parmi les inhibiteurs de la 

signalisation de NF-κB (Nfkbid, Nfkbiz, Nr4a1) et un facteur, Ler3 qui module la survie des 

macrophages. 

 

5.6 Rôle du contrôle traductionnel dans les fonctions des macrophages 

Le contrôle tradictionnel des fonctions des macrophages via les protéines 4E-BP1/2 n’a 

pas encore été bien défini et représente une partie du travail élaboré dans cette thèse. 

Cependant, certaines études ont démontré l’importance des changements dans l’efficacité de la 

traduction des ARNs spécifiques impliqués dans les fonctions des macrophages.  

Comme décrit précédemment, les macrophages s’adaptent aux variations de leur 

environnement en modifiant leur phénotype ce qui entraine des changements dans l’expression 

des gènes et par conséquent, des modifications dans le protéome. Mais pour bien comprendre 

les changements qui sont observés dans l’expression des protéines, une étude a décrit que les 

taux de synthèse et de dégradation des protéines jouent un rôle fondamental dans la régulation 

de l’expression protéique au cours de la différenciation cellulaire (Kristensen et al., 2013b). Ces 

données expliquent pourquoi une faible corrélation est généralement observée entre les 

changements d’expression dans le transcriptome et dans le protéome, pour les protéines dont 

l’expression dimune (Lee et al., 2011). Les taux de dégradation sont maintenant des critères à 

prendre en compte pour prédire les changements d’expression d’une protéine et sont également 

disponibles dans « Encyclopedia of Proteome Dynamics » (Larance et al., 2013).   

Plusieurs travaux ont exploré la régulation traductionnelle dans les réponses 

inflammatoires des macrophages en réponse au LPS en utilisant une approche génomique. 

C’est le cas de la mise en évidence du contrôle traductionnel de l’ARNm d’un régulateur négatif 

de l’inflammation « Monocyte Chemotactic Protein-induced Protein 1 » (MCPIP1). De plus, un 

nouveau mécanisme de résolution de l’inflammation ayant un impact sur la synthèse de 
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plusieurs molécules dans les colites ulcéreuses a été décrit. Ce mécanisme consiste à bloquer 

l’expression de la protéine ribosomale L13a du GAIT complexe et va aboutir à un meilleur 

contrôle des réponses inflammatoires dépendantes de L13a (Poddar et al., 2016). D’autres 

formes de régulation post-transcriptionnelle de la réponse immunitaire innée de l’IFN-I ont été 

également explorées dans les monocytes. L’extrémité riche en G présent dans un ADN 

synthétique, immunostimulant du TLR9 (CpG ODN) était responsable de l’activité inhibitrice 

dans les monocytes provoquant l’apoptose et l’arrêt global de la traduction. De ce fait, la 

production d’IFN-I a été hautement régulée au niveau transcriptionnel mais elle peut être inhibée 

au niveau post-transcriptionnel au cours d’un stress cellulaire sans affecter la sécrétion de 

chimiokines, telle que CXCL10 (Herzner et al., 2016). Dans un cas d’utilisation d’interféron de 

type II, l’étude du génome dans les macrophages stimulés avec l’IFN-γ a identifié un nouvel 

opéron régulé post-traductionnellement. Ces ARNm ont été trouvé comme codant pour des 

protéines impliquées dans l’inflammation (Vyas et al., 2009). La régulation traductionnelle de 

l’inflammation implique également les cyclooxygénases, dont la traduction de l’ARNm Cox-1 a 

été augmentée en réponse à la stimulation par IL-4 dans les macrophages (Shay et al., 2017). 

L’expression traductionnelle de MCPIP1 est augmentée par les cytokines pro-

inflammatoires IL-1 et IL-17 et joue un rôle dans la coordination des réactions inflammatoires 

(Dhamija et al., 2013). En ligne avec ces études, l’exploration du contrôle traductionnel dans les 

macrophages avant et après stimulation par le LPS a révélé un profil d’ARN régulés 

traductionnellement à la hausse et à la baisse. Ces résultats ont montré que les gènes régulés 

négativement codent pour des protéines de la chaine respiratoire mitochondriale (Kitamura et 

al., 2008). 

L’exploration du contrôle traductionnel dans les macrophages, en contexte d’une infection 

parasitaire a été conduite dans notre laboratoire. Cette étude est l’une des premières à utiliser 

l’analyse du « Transcriptome-wide polysome profiling » pour mettre en évidence le profil 

traductionnel des macrophages infectés par le parasite intracellulaire, T. gondii (Leroux et al., 

2018). Cette étude a montré que T. gondii augmente de façon sélective la traduction d’ARNm 

sensibles à mTOR afin de maintenir la survie dans les cellules hôtes et favoriser sa réplication. 

Par une approche biochimique, l’inhibition de mTOR a réduit la réplication du parasite. Ce 

résultat a confirmé l’importance pour le parasite d’activer la traduction d’ARNm spécifiques pour 

maintenir sa réplication dans les macrophages. L’utilisation des deux souches de T. gondii de 

type I et II a montré qu’ils régulent l’activité de mTOR et la traduction d’ARNm soutenant l’idée 

d’un mécanisme de propagation du parasite. Parmi les ARNm activés traductionnellement, 
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plusieurs d’entre eux contenaient un motif 5’ TOP et d’autres codant pour des protéines 

ribosomales. Certains ARNm jouent un rôle dans la progression du cycle clellulaire (RPS3, 

RPS7, RPS15a, RPL15 et RPL36a), la régulation de l’apoptose (RPS14, RPS29 et RPL7). De 

plus T. gonfii a inhibé la traduction de trancrits codant pour des protéines pro-apoptotiques telle 

que Foxo3a et médié l’activation de facteurs prosurvies et régulateurs du cycle cellulaire 

(Bcl2A1D, Cdk2, Hbegf et Id2). L’ensemble de ces données a montré que T. gondii régule 

l’efficacité de la traduction de certains ARNm en favorisant la survie de la cellule infectée 

permettant ainsi la réplication du parasite. 

 En outre, les macrophages ont un rôle essentiel dans l’immunité innée et peuvent être 

activés par divers stimuli au cours de la réponse immunitaire (Martinez & Gordon, 2014). Le 

contrôle traductionnel permet aux macrophages de contrôler rapidement les signaux de danger 

et de maintenir l’homéostasie cellulaire. Les investigations approfondies sur l’impact de cette 

régulation traductionnelle dans les fonctions des macrophages par les répresseurs 

traductionnels 4E-BP1/2 apporteront par ce travail de recherche des données fondamentales 

pour comprendre la résolution de l’inflammation et palier aux défaillences immunitaires. 
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CHAPITRE II. 
 

Motivation et Objectif 
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Le contrôle traductionnel est un mécanisme de régulation de l’expression des gènes 

crucial permettant de maintenir un équilibre physiologique tout en réajustant rapidement les 

besoins cellulaires en protéines pour répondre efficacement aux changements provoqués par 

des stimuli externes notamment lors des infections (Sonenberg & Hinnebusch, 2009). Ce 

mécanisme de contrôle est médié principalement par la voie de signalisation PI3K/mTORC1 qui 

régule l’activité des effecteurs traductionnels, 4E-BP1/2 et S6Ks. Un processus biologique 

majeur régulé par cette voie signalétique est la réponse immunitaire innée. Une étude du 

translatome réalisée dans des fibroblastes embryonnaires de souris (MEFs) déficientes pour les 

répresseurs traductionnels Eif4ebp1 et Eif4ebp2 a décrit que l’axe mTORC1-4E-BP1/2 régule la 

réponse immunitaire innée via le contrôle traductionnel d’Irf7 (Colina et al., 2008; Nehdi et al., 

2014). Par contre, ces études réalisées dans des MEFs pourraient ne pas refléter le répertoire 

complet d’ARNm régulés au niveau traductionnel dans les cellules immunitaires. Une seconde 

étude a montré l’implication des 4E-BP1/2 dans la résistance des macrophages à un parasite 

protozoaire via la production d’interféron de type I (IFN-I) et d’oxyde nitrique (NO). Cependant, 

les transcrits contrôlés traductionnellement via 4E-BP1/2 dans les macrophages restent encore 

à caractériser. Basé sur ces données, nous avons émis l’hypothèse que 4E-BP1/2 régulent la 

traduction de transcrits spécifiques impliqués dans les fonctions des macrophages.  

 Mon premier objectif sera d’identifer les ARNm reliés à la réponse immunitaire qui sont 

régulés au niveau traductionnel dans les macrophages par les répresseurs 4E-BP1 et 4E-BP2. 

Pour atteindre cet objectif, nous allons utiliser une approche génomique et bioinformatique pour 

explorer le translatome par l’analyse des profiles de polysomes suivie du fractionnement de 

l’ARN et l’identification des cibles par une technologie de quantification de l’ARN à semi-haut 

débit. Nous allons valider l’expression basale des transcrits par RT-qPCR. 

 Mon deuxième objectif sera d’évaluer les changements dans l’activité traductionnelle des 

transcrits régulés par 4E-BP1/2 en présence d’un agent immunomodulateur par « Polysome 

profiling » et RT-qPCR. 

 Mon troisième objectif sera de déterminer le rôle des 4E-BP1/2 dans les fonctions des 

macrophages et les mécanismes moléculaires impliqués en utilisant les technologies de biologie 

moléculaire (RT-qPCR), biochimie (western blot) et d’immunologie (ELISA).
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Résumé de la première publication 

Manuscrit publié dans The Journal of Immunology 

Date de publication : 30 Avril 2018     DOI: 10.4049/jimmunol.1701670 

Titre : Les protéines 4E-BP1/2 limitent les réponses anti-inflammatoires des 
macrophages à travers la répression traductionnelle de l’interleukine-10 et la 
cyclo-oxygénase-2 

Les macrophages représentent l'une des premières lignes de défense pendant les 

infections et sont essentiels pour la résolution de l'inflammation après l’élimination des 

pathogènes. L'activation ou la suppression rapide de la synthèse des protéines par des 

modifications de l'efficacité de la traduction permet aux cellules du système immunitaire, y 

compris les macrophages, de répondre rapidement aux déclencheurs ou signaux externes sans 

synthèse d'ARNm de novo. Les répresseurs traductionnels, les protéines se liant à eIF4E, 4E-

BP1 et 4E-BP2 (4E-BP1/2) sont des régulateurs centraux de la synthèse de cytokines pro-

inflammatoires au cours d'infections virales et parasitaires. Cependant, il reste à établir si 4E-

BP1/2 joue un rôle dans le contrôle traductionnel des réponses anti-inflammatoires. En 

comparant l'efficacité traductionnelle des transcrits immunitaires chez les macrophages de 

souris sauvages et « knock-out » en 4E-BP1/2, nous avons trouvé que la traduction des ARNm 

codant pour deux régulateurs majeurs de l'inflammation, IL-10 et PG-endoperoxyde synthase 

2/cyclooxygénase-2, est contrôlée par 4E-BP1/2. La délétion génétique de 4E-BP1/2 dans les 

macrophages a augmenté la synthèse endogène des protéines IL-10 et PGE2 en réponse à la 

stimulation de TLR4 et a réduit leur capacité bactéricide. Le mécanisme moléculaire impliqué a 

renforcé l'expression de gènes anti-inflammatoires (sIl1ra, Nfil3, Arg1, Serpinb2) en raison de la 

régulation positive de la signalisation IL-10-STAT3 et PGE2-C/EBPb. Ces données apportent la 

preuve que 4E-BP1/2 limitent les réponses anti-inflammatoires dans les macrophages et 

suggèrent qu'une activité dérégulée de 4E-BP1/2 pourrait être impliquée dans la 

reprogrammation des profils traductionnel et transcriptionnel des macrophages dans des 

conditions pathologiques telles que les infections et le cancer. 
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Abstract  

Macrophages represent one of the first lines of defense during infections and are essential for 

resolution of inflammation following pathogen clearance. Rapid activation or suppression of 

protein synthesis via changes in translational efficiency allows cells of the immune system, 

including macrophages, to quickly respond to external triggers or cues without de novo mRNA 

synthesis. The translational repressors eIF4E-binding proteins 1 and 2 (4E-BP1/2) are central 

regulators of pro-inflammatory cytokine synthesis during viral and parasitic infections. However, 

it remains to be established whether 4E-BP1/2 play a role in translational control of anti-

inflammatory responses. By comparing translational efficiencies of immune-related transcripts in 

macrophages from wild-type (WT) and 4E-BP1/2 double knockout (DKO) mice, we found that 

translation of mRNAs encoding two major regulators of inflammation, interleukin-10 (IL-10) and 

prostaglandin-endoperoxide synthase 2/cyclooxygenase-2 (PTGS2/COX-2), is controlled by 4E-

BP1/2. Genetic deletion of 4E-BP1/2 in macrophages increased endogenous IL-10 and 

prostaglandin E2 (PGE2) protein synthesis in response to TLR4 stimulation and reduced their 

bactericidal capacity. The molecular mechanism involves enhanced anti-inflammatory gene 

expression (sIl1ra, Nfil3, Arg1, Serpinb2) owing to the increase in IL-10-STAT3 and PGE2-

C/EBPβ signaling. These data provide evidence that 4E-BP1/2 contribute to limit anti-

inflammatory responses in macrophages, and suggest that deregulated activity of 4E-BP1/2 

might be involved in reprogramming of the translational and downstream transcriptional 

landscape of macrophages during pathological conditions, such as infections and cancer. 
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Introduction 

In eukaryotes, translational control (i.e. regulation of the efficiency of mRNA translation) mostly 

occurs at the rate-limiting initiation step during which the ribosome is recruited to the mRNA 

(Jackson et al., 2010b). This process is facilitated by the eukaryotic translation initiation factor 4F 

(eIF4F), a heterotrimeric complex consisting of eIF4E, the mRNA 5’-m7G-cap-binding subunit; 

eIF4A, an RNA helicase; and eIF4G, a scaffolding protein. Assembly of eIF4F is blocked by a 

reversible association between eIF4E and eIF4E-binding proteins (4E-BPs), a family of 

repressor proteins that, in mammals, comprises 4E-BP1, 4E-BP2 and 4E-BP3 (Siddiqui & 

Sonenberg, 2015). The mechanistic target of rapamycin (mTOR) complex 1 (mTORC1) 

phosphorylates 4E-BP1 and 4E-BP2 (4E-BP1/2), promotes their dissociation from eIF4E, and 

thereby enables the assembly of a functional eIF4F complex. Conversely, in conditions of 

mTORC1 inhibition, hypophosphorylated 4E-BP1/2 and inducible 4E-BP3 bind with high affinity 

to eIF4E, prevent the formation of the eIF4F complex and thereby inhibit initiation of translation 

(Gingras et al., 2001a; Tsukumo et al., 2016a).  

 

Translational control enables cells to rapidly adjust their proteomes in response to stress without 

the requirement of de novo mRNA synthesis (Masvidal et al., 2017b). The ability to quickly 

modulate gene expression is a key feature of the immune system; therefore, several innate 

immune regulators are under translational control. For example, analysis of the translatome (i.e. 

the transcriptome-wide pools of efficiently translated mRNA) in mouse embryonic fibroblasts 

(MEFs) from Eif4ebp1-/-/Eif4ebp2-/- double knockout (4E-BP1/2 DKO) mice identified Irf7 as an 

mRNA translated in a 4E-BP1/2-sensitive fashion (Colina et al., 2008). Moreover, similar studies 

on MEFs from mice mutated at the residue where eIF4E is phosphorylated (i.e. eIF4E S209A 

knock-in (KI)) demonstrated that translational efficiency of IkBa, the inhibitor of NF-kB, is 

controlled by the MNK-eIF4E axis (Furic et al., 2010; Herdy et al., 2012a). The transcription 

factors IRF-7 and NF-kB promote the activation of Ifna and Ifnb genes (Honda et al., 2005; 

Visvanathan & Goodbourn, 1989). Accordingly, 4E-BP1/2 DKO and eIF4E KI MEFs and mice 

are resistant to viral infections owing to enhanced type I IFN responses (Colina et al., 2008; 

Furic et al., 2010; Herdy et al., 2012a). These findings support the notion that eIF4E-dependent 

translational control constitutes an important regulatory mechanism of innate immune 

responses. Yet, these studies used MEFs and therefore, may not reflect the entire transcript 

repertoire under translational control in immune cells. 
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Macrophages are sentinels of the innate immune system that alter their phenotype, ranging from 

inflammatory to regulatory and anti-inflammatory depending on the environmental cues (Murray 

& Wynn, 2011). Selective changes in translational efficiency direct macrophage differentiation 

(Kristensen et al., 2013a) and activation (Chan et al., 2012; Liepelt et al., 2014; Schott et al., 

2014; Su et al., 2015; Xu et al., 2012a). This includes the response to cytokines and TLR 

ligands, where regulation of mTORC1 and MNK signaling modulates translational efficiency of 

immune-related transcripts (Chan et al., 2012; Su et al., 2015; Xu et al., 2012a). Moreover, 

previous studies conducted in MEFs demonstrated that 4E-BP1/2 play a crucial role in 

translational control of antiviral innate immunity (Colina et al., 2008; Nehdi et al., 2014). 

Consistently, 4E-BP1/2 are involved in macrophage resistance to infection by a protozoan 

parasite through type I interferon- and nitric oxide-mediated mechanisms (Jaramillo et al., 2011). 

These findings indicate that 4E-BP1/2 regulate macrophage pro-inflammatory and microbicidal 

functions via selective changes in translational efficiencies; however, the identity of such 

transcripts remains unknown. Notably, the impact of 4E-BP1/2-dependent translational control in 

macrophage anti-inflammatory responses is yet to be investigated. Here we show that 

translational efficiency of mRNAs encoding anti-inflammatory mediators, interleukin-10 (IL-10) 

and cyclooxygenase-2 (COX-2), is regulated through 4E-BP1/2, which thereby modulate the 

anti-inflammatory phenotype of macrophages. 

 

Materials and Methods 

Reagents 

Lipopolysaccharide (LPS, Escherichia coli serotype 0111:B4) and cycloheximide were 

purchased from Sigma-Aldrich. NS-398 was provided by Cayman Chemical. Rat monoclonal 

antibody against mouse IL-10 (#MAB417) and rat IgG1 isotype control (#MAB005) were 

obtained from R&D Systems. BP-1-102 was purchased from Selleck Chemicals. Dulbecco’s 

Modified Eagle Medium (DMEM), fetal bovine serum (FBS), Hank’s Balanced Salt Solution 

(HBSS), 0.05% EDTA-Trypsin, penicillin and streptomycin were provided by Wisent. 

 

Differentiation of bone marrow-derived macrophages 

Hind legs from Eif4ebp1-/-/Eif4ebp2-/- C57BL/6 mice (Colina et al., 2008; Jaramillo et al., 2011) 

and their wild-type C57BL/6 littermates, originally purchased from The Jackson Laboratories, 
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were kindly provided by Dr. Nahum Sonenberg (McGill University, Montreal, QC, Canada). All 

procedures were in compliance with the Canadian Council on Animal Care guidelines and 

approved by the Comité institutionnel de protection des animaux of the INRS (CIPA #1611-10). 

Bone marrow precursor cells were extracted from the femurs and tibias for differentiation into 

bone marrow-derived macrophages (BMDM). Briefly, marrow was flushed from femurs and tibias 

maintained in HBSS (100 U/ml penicillin, 100 µg/ml streptomycin, 4.2 mM sodium bicarbonate, 

20 mM HEPES) at 4°C. Precursor cells were resuspended in BMDM culture medium (DMEM, 

10% heat-inactivated FBS, 2 mM L-glutamate, 1 mM sodium pyruvate, 100 U/ml penicillin, 100 

µg/ml streptomycin) supplemented with 15% L929 fibroblast-conditioned culture medium 

(LCCM). Cells were seeded in 10 cm-diameter tissue culture-treated dishes, and incubated 

overnight at 37°C, 5% CO2. The following day, non-adherent cells were collected, resuspended 

in BMDM culture medium supplemented with 15% LCCM, and plated in 10 cm-diameter non-

treated Petri dishes (~5 dishes/mouse). LCCM was added every 2 days (~1.5 ml/dish), and 

differentiated BMDM were collected at 8 days after marrow extraction. Differentiation of 

precursor cells into macrophages was routinely assessed by monitoring for CD11b and F4/80 

co-expression by flow cytometry using APC anti-mouse/human CD11b antibody #101211 and 

PE anti-mouse F4/80 antibody # 123109 (Biolegend), as previously described (Leroux et al., 

2015).  

 

Polysome-Profiling and RNA extraction 

Samples were processed for polysome-profiling and RNA fractionation as previously described 

(Jaramillo et al., 2011). BMDM were seeded in 15 cm-diameter culture dishes (3x107 cells/plate) 

in DMEM containing 100 U/ml penicillin, 100 µg/ml streptomycin, and supplemented with 10% 

FBS and 1% LCCM. A total of 9x107 cells per genotype were used to generate each polysome 

profile. Cells were treated with 100 mg/ml cycloheximide for 5 min and were washed three times 

with cold PBS containing 100 µg/ml cycloheximide. Cells were centrifuged at 200 x g for 10 min 

at 4°C and lysed in hypotonic lysis buffer containing 5 mM Tris-HCl pH 7.5, 2.5 mM MgCl2, 1.5 

mM KCl, 100 µg/ml cycloheximide, 2 mM DTT, 0.5% Triton-X-100, 0.5% sodium deoxycholate 

and 200 U RNasin (Promega). Lysates were cleared by centrifugation (20,000 x g, 2 min at 

4°C). A 50 ml sample was collected (10% of the lysate) to isolate cytoplamsic RNA using TRIzol 

(Invitrogen). Five to 50% (w/v) sucrose density gradients (20 mM HEPES-KOH pH 7.6, 100 mM 

KCl, 5mM MgCl2) were generated using a Gradient Master 108 (Biocomp). Samples were 

loaded onto the sucrose gradients and subjected to ultracentrifugation at 221, 830.9 x g (SW 41 
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rotor, Beckman Coulter) for 2 h at 4°C. Sucrose gradients were fractionated (35 s for each 

fraction = 750 ml per fraction) by displacement by 60% sucrose/0.01 % bromophenol blue. The 

optical density at 254 nm was continuously recorded using a BR-188 Density Gradient 

Fractionation System (Brandel). Fractions were flash-frozen immediately after fractionation and 

stored at -80°C. RNA from each fraction was isolated using TRIzol and purified using the 

RNeasy Kit (Qiagen). Fractions with mRNA associated to > 3 ribosomes were pooled 

(polysome-associated mRNA).  

 

NanoString nCounter Assays and Data Analysis 

RNA samples from three independent biological replicas were prepared for NanoString 

nCounter assays and analyzed as previously described (Larsson et al., 2012). In addition to 

polysome-associated mRNA samples described above, a parallel sample was collected from the 

lysates loaded onto the sucrose gradient (total cytoplasmic mRNA) and RNA was isolated using 

TRIzol and purified using the RNeasy Kit. RNA quality was assessed using an Agilent 2100 

Bioanalyzer (Agilent Technologies). Next, 150 ng RNA was used as input for the NanoString 

nCounter assays using the nCounter® Mouse Immunology Panel (NanoString). Data were 

generated as previously described (Geiss et al., 2008). For NanoString data analysis, the 

obtained counts were log2-transformed. Per sample normalization was performed using 

geometric means from three housekeeping genes (Rpl19, Eef1g, and Gapdh). Differential 

translation (FDR < 0.25) was identified using anota (Larsson et al., 2010; Larsson et al., 2011), 

which corrects changes in polysome-associated mRNA for changes in cytoplasmic total mRNA, 

applies variance-shrinkage (the random variance model [RVM]) and adjusts the P values for 

multiple testing using the Benjamini and Hochberg’s false-discovery rate (FDR) method. The 

translational activity in 4E-BP1/2 DKO cells (i.e. the intercepts from analysis of partial variance 

[APV]) were obtained for those mRNAs that are translationally up-regulated and compared to 

WT control cells to obtain relative changes in translational efficiency. 

 

5’ UTR Analysis 

5'UTRs of transcripts from the top 11 gene hits were retrieved from the mm10 genome build 

using the UCSC Table Browser (https://genome.ucsc.edu). Minimum free energy (MFE) and 

secondary structures were obtained from the "foldUtr5" table which contains MFE structures 
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computed using RNAfold (Lorenz et al., 2011). Secondary structures were plotted using VARNA 

(Darty et al., 2009). 

 

 

Quantitative RT-PCR 

Pools of efficiently translated mRNAs (i.e. mRNAs associated to > 3 ribosomes) and total 

cytoplasmic RNA were isolated using TRIzol (Invitrogen). RNA (1 mg) was reverse transcribed 

with Superscript III reverse transcriptase and oligo(dT) (both from Invitrogen). Quantitative PCR 

was performed with PowerUp™ SYBR® Green Master Mix (Applied Biosystems), according to 

the manufacturer’s instructions using a QuantStudio 3 Real-Time PCR System (Applied 

Biosciences). Analysis was carried out by relative quantification using the Comparative CT 

method (ΔΔCt) (Taylor et al., 2010). Experiments were performed in independent biological 

replicates (n=3), whereby each sample was analyzed in a technical triplicate. Relative mRNA 

expression was normalized to Gapdh and Rpl19. Primers were designed using NCBI Primer-

BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/). The list of primers is provided in 

Supplemental Table I. 

 

Western blot analysis 

BMDM were seeded in 6-well plates (2x106 cells/well). After stimulation, cells were scraped in 

cold PBS pH 7.4, collected by centrifugation and lysed in cold RIPA buffer containing 25 mM 

Tris-HCl pH 7.6, 150 mM NaCl, 1% Triton-X-100, 0.5% sodium deoxycholate, 0.1% SDS, 

supplemented with phosphatase and EDTA-free protease inhibitor cocktails (Roche). Cell debris 

was removed by centrifugation at 20,000 x g for 15 min at 4°C and total protein content was 

determined using the BCA Protein Assay kit (Pierce). Whole-cell protein extracts were subjected 

to SDS-PAGE and the separated proteins were transferred onto a PVDF membrane (Bio-Rad). 

Membranes were blocked for 1 h in 5% skim milk TBS-T (0.1 % Tween 20) and incubated with 

specific primary antibodies O/N at 4°C. Proteins were then detected with IgG horseradish 

peroxidase (HRP)-linked antibodies by chemiluminescence using Clarity Western ECL substrate 

(Bio-Rad). Antibodies detecting phospho-4E-BP1 (T37/46) (#2855), phospho-4E-BP1 (T70) 

(#9455), phospho-4E-BP1 (S65) (#9451), 4E-BP1 (#9452), 4E-BP2 (#2845), COX-2 (#4842), 

CEBP/b (#3087), eIF4G (#2498), phospho-STAT3 (Y705) (#9145), STAT3 (#9139), and b-actin 

(#3700) were obtained from Cell Signaling Technology. The antibody detecting sIL-1Ra 
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(#MAB4801) was purchased from R&D Systems. The anti-NFIL-3 antibody (#685402) was 

provided by Biolegend. The following secondary HRP-conjugated antibodies were used in this 

study: anti-rabbit IgG (#A0545) and anti-mouse IgG (#A4416) from Sigma-Aldrich, and anti-rat 

IgG (#HAF005) from R&D Systems. 

m7GTP-agarose pull down assays 

BMDM were plated in 10 cm-diameter plates (1.5 x107 cells/plate). Cell treatment was followed 

by lysis in ice-cold Buffer A (lysis buffer; 50 mM MOPS pH 7.4, 100 mM NaCl, 2 mM EDTA, 2 

mM EGTA, 1% IGEPAL CA-630, 1% sodium deoxycholate, 7 mM β-mercaptoethanol) 

supplemented with phosphatase and EDTA-free protease inhibitor cocktails. Samples were 

incubated 15 min on ice and regularly mixed gently, and the crude lysates were cleared by 

centrifugation. About 0.5 mg of proteins of each sample were mixed with 50% slurry of 2'/3'-

EDA-m7GTP immobilized on agarose beads (#AC-142S, Jena Bioscience) and diluted up to 1 ml 

with Buffer B (wash buffer; 50 mM MOPS pH 7.4, 100 mM NaCl, 0.5 mM EDTA, 0.5 mM EGTA, 

7 mM β-mercaptoethanol, 0.1 mM GTP) supplemented with phosphatase and EDTA-free 

protease inhibitor cocktails. Samples were mixed for 1 h at 4°C with end-over-end mixing and 

beads were pelleted by centrifugation. The supernatants (i.e. flow-through, FT) were kept, while 

the beads were washed in Buffer B and finally resuspended in Laemmli loading buffer for further 

analysis by western blotting.  

 

ELISA 

Cells were seeded in 96-well plates (2x105 cells/well) and stimulated with 1-10 ng/ml E. coli LPS 

for 6, 12 or 24 h. Cell culture supernatant samples were collected and the concentration of 

secreted IL-10 and PGE2 were assessed by ELISA using the mouse IL-10 ELISA MAX™ Deluxe 

kit (Biolegend) and the Prostaglandin E2 ELISA Kit (Cayman Chemical), according to the 

manufacturer’s instructions. 

 

Image flow cytometry 

BMDM were seeded in 6 cm-diameter non-treated plates (5x106 cells/plate) and were stimulated 

with 10 ng/ml LPS for 4, 6 or 10 h. After cell fixation and staining, samples were acquired on the 

ImageStreamX MarkII imaging cytometer (Amnis), as described (Hammami et al., 2017). Briefly, 

BMDM were collected by trypsinization (0.05% EDTA-Trypsin) and fixed in 1.5% PFA. Cells 
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were permeabilized in ice-cold methanol and were washed twice with staining buffer (1% BSA-

PBS). Supernatants were discarded and cells were incubated with an anti-CD16/32 antibody 

(BioLegend, #101302) for 15 minutes on ice. Cell staining was performed by a 25 min incubation 

on ice using the following fluorescent reagents and antibodies: 4',6-diamidino-2-phenylindole 

(DAPI) (Sigma), A488-coupled anti-Y705-STAT3 (BD Bioscience, #557814), A488-coupled 

isotype control (BD Bioscience, #558055), A647-coupled anti-b-actin (Cell Signaling, #8584), 

A647-coupled isotype control (Cell Signaling, #3452). Next, cells were washed twice with 

staining buffer and samples were acquired on the ImageStreamX MarkII imaging cytometer 

(Amnis). Bright field and fluorescent images were collected at 40X magnification. Ten- to thirty-

thousand cell singlets were gated from each sample. The analysis was performed using the 

IDEAS software (Amnis). 

 

Bacterial Infection 

BMDM were seeded in 24-well plates (5x105 cells/well) and treated with 10 ng/ml LPS with or 

without 2 mg/ml anti-IL-10 antibody and 50 mM NS-398 for 24h before infection. Conditioned 

media was present throughout the entire experiment. Bacterial infection was carried out as 

previously described (Daigle et al., 2001). Briefly, E. coli MG 1655 (non-pathogenic strain) was 

grown overnight at 37 °C and then sub-cultured at a dilution of 1:4 in fresh Luria-Bertani (LB) 

broth without antibiotics to mid-logarithmic phase (OD600 ~ 0.1). BMDM were infected with 

2.5x106 bacteria (5:1 ratio) and centrifuged for 10 min at 500 x g to synchronize phagocytosis. 

BMDM were cultured in 1% FBS DMEM without antibiotics at 37 °C for 2 h and after three 

washes in PBS treated with 100 µg/ml gentamicin for 1 h to eliminate extracellular bacteria. The 

infected cells were either lysed in 1% Triton X-100 to assess bacterial invasion (t=0) or further 

incubated for a total of 6, 8 or 24 h in presence of 12 µg/ml gentamicin. When indicated, 10 

ng/ml LPS with or without 2 mg/ml anti-IL-10 antibody and 50 mM NS-398 were added to cells 

24 h before infection and were also present during the subsequent steps of infection. Surviving 

bacteria were determined as colony-forming-units (CFU) by plating serial dilutions (1/10) of 

whole cell lysates in LB agar.  
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Statistical Analysis 

nCounter data were analyzed using the anota “R” package to identify mRNAs under translational 

control between WT and 4E-BP1/2 DKO BMDM (Larsson et al., 2010; Larsson et al., 2011). 

Statistical differences were calculated using two-way ANOVA embedded in GraphPad Prism 7 

software package. Results are presented as the mean ± standard deviation (SD) of the mean. 

Differences were considered to be statistically significant when * P < 0.05, ** P < 0.01, *** P < 

0.001. 
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Results 

The eIF4E-binding proteins 1 and 2 control translational efficiency of Interleukin-10 and 

Cyclooxygenase-2 mRNAs in macrophages  

 

mTORC1 orchestrates effective immune responses through a number of effectors including the 

translational repressors 4E-BP1/2 (Colina et al., 2008; Nehdi et al., 2014; Piccirillo et al., 2014). 

However, the impact of 4E-BP1/2 on selective translational control in macrophages and the 

effects on anti-inflammatory responses remain largely unexplored. To begin addressing this 

issue, cytosolic RNA from WT and 4E-BP1/2 DKO bone marrow-derived macrophages (BMDM) 

at steady-state was subjected to polysome-profiling (Jaramillo et al., 2011). Polysome-profiling 

generated a pool of efficiently translated mRNA that was quantified in parallel with total cytosolic 

mRNA (input) using targeted nCounter® assays (mouse immunology panel) (Fig. 3.1A). Herein, 

translational efficiency is defined as the proportion of the mRNA copies transcribed from a gene 

that are in heavy polysomes (in this case associated with >3 ribosomes) and hence efficiently 

translated. Changes in polysome-associated mRNA levels can be due to altered translational 

efficiency or to changes in mRNA levels (e.g. via altered transcription or mRNA stability) 

(Masvidal et al., 2017b). To identify mRNAs whose translation depends on 4E-BP1/2 in BMDM, 

we employed the “anota” algorithm, which specifically captures differences in translational 

efficiency of individual transcripts independent of changes in total mRNA levels, i.e. changes in 

the amount of mRNA copies associated with heavy polysomes after adjusting for changes in 

total cytosolic mRNA (Larsson et al., 2011). We thereby identified 11 mRNAs more efficiently 

translated in 4E-BP1/2 DKO as compared to WT BMDM (Supplemental Table II). Among the 

most regulated transcripts were Il-10 and Cox-2/Ptgs2, which encode proteins involved in 

macrophage anti-inflammatory responses. The graphical representation of anota analysis 

illustrates that Il-10 mRNA was more abundant in the pool of polysome-associated mRNA in 4E-

BP1/2 DKO than in WT BMDM despite having similar total cytosolic mRNA levels (2.48 fold-

change in translational efficiency) (Fig. 3.1B). Similarly, translational efficiency of Cox-2 mRNA 

was up-regulated in the absence of 4E-BP1/2 (4.20 fold-change) (Fig. 3.1C). In Figs. 1B-C, each 

biological replicate is represented by an “X” and the lines correspond to regressions used by 

anota to adjust changes in polysome-associated mRNA levels (y-axis) for changes in total 

cytosolic mRNA levels (x-axis). A difference in intercepts of the regression lines on the y-axis 

(i.e. when total cytosolic mRNA is set to 0) indicates changes in translational efficiency (when 

there is no change in translational efficiency, there is no difference in intercept). In summary, this 
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analysis demonstrates that Il-10 and Cox-2 mRNAs are under the control of the translational 

repressors 4E-BP1/2 DKO in BMDM at steady state.  

 

Select translational control through the mTORC1-4E-BP1/2-eIF4E axis is associated with distinct 

features in the 5’ UTRs of mRNAs (Gandin et al., 2016; Masvidal et al., 2017b; Morita et al., 

2015). To assess whether the identified immune-related transcripts under translational control 

contain such features, we conducted 5’ UTR analysis. Eight of these mRNAs (Il1a, Il1b, Il10, 

Il12b, Ccl5, Ccl12, Cd40, and Cxcl10) harbor relatively short 5’ UTRs (between 50 and 90 

nucleotides (nt)) with minimum free energy (MFE) ranging from -5 to -30 kcal/mol (Fig. 3.1D and 

Supplemental Table III). In addition, we identified 4 mRNAs (Cox-2, Ifit2, Il1b, and Mx-1) that 

contain longer 5’ UTRs (up to ~1300 nt) with MFE as low as -487.3 kcal/mol. Exceptionally, 

several 5’ UTR sequences are annotated for and Il1b and Mx1 (3 and 5, respectively), which 

differ in length and structure. Interestingly, the 5’ UTR of Il-10 is relatively short (67 nt and MEF 

= -12.3 kcal/mol) whereas that of Cox-2 is longer and more structured (193 nt and MEF = -48.92 

kcal/mol) (Fig. 3.1E), indicating that these may be regulated by distinct mechanisms. Thus, 

selective 4E-BP1/2-dependent translational control of immune-related mRNAs in macrophages 

could at least partially be linked to the length and structure of their 5’ UTRs, as previously 

reported for transcripts that are highly sensitive to eIF4E levels and / or availability (Gandin et 

al., 2016; Masvidal et al., 2017b; Morita et al., 2015).  
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FIGURE 3.1. 4E-BP1/2 limit translational efficiency of Il-10, Cox-2 and other immune-related 
mRNAs in macrophages. 

(A) Cytosolic extracts from WT and 4E-BP1/2 DKO BMDM were sedimented on a sucrose gradient. 
Heavy polysome fractions (i.e. with mRNA associated to > 3 ribosomes) were pooled (referred to as 
polysome-associated mRNA) and quantified in parallel with total mRNA using targeted nCounter assays 
(towards mRNAs encoding immune related proteins) (n=3). Translational efficiency of Il-10 (B) and Cox-2 
(C) in 4E-BP1/2 DKO cells as compared to WT cells. Shown is the fold-increase (log2) in cytosolic mRNAs 
levels (x-axis) vs. polysome-associated mRNAs levels (y-axis) for each genotype. The lines indicate the 
regressions used by anota to adjust changes in polysome-associated mRNA levels for changes in 
cytosolic mRNA levels. (D) MFE and 5’ UTR length of top 11 immune-related mRNAs identified by anota 
as targets of 4E-BP1/2-dependent translational control in macrophages. (E) Secondary structures of 
mouse Il-10 and Cox-2 5’ UTRs as predicted by RNAfold. 
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LPS promotes Interleukin-10 mRNA translation by limiting the activity of 4E-BP1 and 4E-

BP2 

After having identified Il-10 and Cox-2 as targets of translational control downstream of 4E-

BP1/2, we set out to elucidate the biological impact of such regulation in macrophage anti-

inflammatory responses. The bacterial endotoxin lipopolysaccharide (LPS), a TLR4 ligand, 

regulates a large number of immune cell functions by controlling gene expression at the levels of 

transcription, mRNA stability, and mRNA translation (Eichelbaum & Krijgsveld, 2014). Activation 

of mTORC1 signaling is required for IL-10 production in LPS-stimulated macrophages 

(Weichhart et al., 2011). However, it remains unclear whether this increase is, at least in part, 

dependent on regulation of Il-10 translational efficiency via the mTORC1-4E-BP1/2 axis. To 

address this, WT and 4E-BP1/2 DKO BMDM were stimulated with 10 ng/ml Escherichia coli (E. 

coli) LPS for 4 h and cytoplasmic RNA was fractionated by polysome-profiling (Fig. 3.2A). RT-

qPCR analyses for Il-10 were conducted in total cytosolic and heavy polysome-associated RNA 

isolated from control (unstimulated) and LPS-treated cells. Consistent with selective modulation 

of IL-10 via changes in translational efficiency, the amount of heavy polysome-associated mRNA 

encoding Il-10 was higher in 4E-BP1/2 DKO than in WT control cells (2.8 fold-increase) (Fig. 

3.2B) while total cytosolic Il-10 mRNA, although slightly higher (1.5 fold-change) did not fully 

explain this difference. Notably, we also observed greater accumulation of Il-10 mRNA 

associated to heavy polysomes in 4E-BP1/2 DKO than in WT cells after LPS treatment (7.6 fold-

change), which was only partly explained by changes in total cytosolic mRNA levels (3.6 fold-

change), and therefore is consistent with activated translation of Il-10 mRNA in 4E-BP1/2 DKO 

macrophages as compared to WT counterparts following LPS exposure (Fig. 3.2B). To further 

assess differences in translational efficiency of Il-10 between WT and 4E-BP1/2 DKO cells, we 

monitored Il-10 mRNA distribution in subpolysomal, light polysome and heavy polysome 

fractions. Note that subpolysomal fractions contain mRNAs that are not efficiently translated (i.e. 

free mRNAs or associated with 1 ribosome). In light polysome fractions, mRNAs are associated 

with > 1 and < 3 ribosomes and therefore are not translated as efficiently as those found in 

heavy polysome fractions (mRNAs associated with ˃ 3 ribosomes). In control WT cells, 60.1% of 

Il-10 mRNA was found in subpolysomal fractions and the remaining 39.9% was equally 

distributed in the light and heavy polysome fractions (19.9% and 20%, respectively) (Fig. 3.2C, 

left top panel). In contrast, only 29.5% of Il-10 mRNA was present in subpolysomal fractions of 

4E-BP1/2 DKO BMDM (30.6% less in DKO than WT), which resulted in greater Il-10 mRNA 

amount in light and heavy polysome fractions (37.6% and 32.9%, respectively). Further 

supporting that LPS promotes Il-10 translation by inactivating 4E-BP1/2, we observed a 
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significant shift in the distribution of Il-10 mRNA from subpolysomal to light polysome fractions of 

LPS-treated WT cells as compared to control (~25.7% increase in Il-10 accumulation in light 

polysomes) (Fig. 2C, left vs right top panels, WT). Conversely, no apparent differences were 

detected between control and stimulated 4E-BP1/2 DKO BMDM (Fig. 3.2C, left vs right top 

panels, DKO). Distribution of Gapdh across polysome profiles indicated that, in contrast to Il-10, 

this mRNA is efficiently translated in both WT and 4E-BP1/2-deficient cells (Fig. 3.2C, bottom 

panels). These observations are in line with the notion that 4E-BP1/2 control translational 

efficiency of select transcripts. In keeping with greater Il-10 mRNA translational efficiency, we 

detected a significant up-regulation of IL-10 protein secretion by 4E-BP1/2 DKO BMDM 

stimulated with LPS as compared to WT cells (3078 vs 1762 pg/ml) (Fig. 3.2D). Consistent with 

the involvement of the mTORC1-4E-BP1/2 axis in the regulation of IL-10 production, active site 

mTOR inhibitor (asTORi) PP242 reduced IL-10 induction by LPS in WT BMDM (35% reduction) 

but had no effect in 4E-BP1/2 DKO counterparts (Supplemental Fig. 1A). In support of the role 

of 4E-BP1/2 in modulating translation in response to LPS, a substantial increase in 4E-BP1/2 

phosphorylation at T37/46, T70 and S65 (Fig. 3.2E), and a dramatic reduction in the interaction 

of 4E-BP1/2 with eIF4E (Fig. 3.2F) were detected in LPS-stimulated as compared to untreated 

BMDM. Accordingly, the amount of eIF4G bound to eIF4E augmented upon LPS exposure. 

Thus, LPS leads to 4E-BP1/2 inactivation and thereby promotes eIF4F complex formation in 

macrophages. Note that similar total cytosolic and heavy polysome-associated Tlr4 mRNA levels 

were found in WT and 4E-BP1/2 DKO BMDM (Supplemental Fig. 1B), ruling out the possibility 

that enhanced responses to LPS in 4E-BP1/2 deficient cells were caused by higher Tlr4 

transcription and/or translation. Overall, these data provide evidence that, in addition to 

activating Il-10 transcription, LPS promotes Il-10 mRNA translation in macrophages by 

dampening the activity of the inhibitory proteins 4E-BP1/2. 
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FIGURE 3.2. LPS-
induced Il-10 mRNA 
translation is under the 
control of 4E-BP1/2.  

(A) WT and 4E-BP1/2 
DKO BMDM were left 
untreated (control) or 
stimulated with 10 ng/ml 
LPS for 4 h. Cytosolic 
extracts were loaded 
onto 5–50% sucrose 
gradients and 
sedimented by 

ultracentrifugation. 
Polysome tracings were 
generated by recording 
the UV absorbance at 
254 nm. Subpolysomal, 
light, and heavy 
polysome fractions were 
pooled for further mRNA 
isolation and 
quantification (n = 3). (B) 
RT-qPCR of total 
cytosolic and heavy 
polysome–associated Il-
10 mRNA in control and 
LPS-stimulated WT and 
4E-BP1/2 DKO BMDM. 
Results are shown as 
mean values 6 SD of 4E-
BP1/2 DKO/WT (fold 
increase in DKO over 
WT normalized to 
Gapdh) (n = 3). (C) 
Amount of Il-10 (top 
panels) and Gapdh 
(bottom panels) mRNA in 
subpolysomal, light 
polysome, and heavy 

polysome fractions isolated from cells described in (A) were determined by RT-qPCR. Experiments were 
carried out in independent duplicates, each consisting of a triplicate. Data are expressed as percentage of 
a given mRNA in each fraction. (D) IL-10 protein secreted by WT and 4E-BP1/2 DKO cells untreated 
(control) or stimulated with LPS for 12 h (mean values 6 SD, n = 3). (E) Total proteins were extracted and 
separated by SDS-PAGE. Phosphorylation status and expression levels of 4E-BP1/2 were monitored by 
Western blotting using phospho-specific and total Abs, respectively. β-Actin was used as loading control. 
Note that images were obtained after the same time of exposure of a single film in contact with one 
membrane. Scans were cropped to remove unrelated samples that were loaded on the same gel. (F) Cell 
lysates were processed for m7GTP-agarose pull-down assays to assess changes in the interaction 
between cap-bound eIF4E and 4E-BP1, 4E-BP2, or eIF4G (m7GTP panels). The phosphorylation status of 
4E-BP1/2 was monitored in total extracts (input panels). Unbound 4E-BP1, 4E-BP2, and eIF4G levels 
were detected in flow-through (FT) samples. (E and F) Data are representative of at least two independent 
biological replicates. *p < 0.05, **p <0.01. 
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4E-BP1 and 4E-BP2 control the activity of the transcription factor STAT3 via translational 

repression of IL-10 

IL-10 induces expression of anti-inflammatory genes via the signal transducer and activator of 

transcription 3 (STAT3) (Hutchins et al., 2012b; Saraiva & O'Garra, 2010). Therefore, in the 

absence of 4E-BP1/2, enhanced translational efficiency of Il-10 and elevated IL-10 secretion 

may promote STAT3 activity. To test this hypothesis, WT and 4E-BP1/2 DKO BMDM were 

stimulated with LPS for various time periods and the phosphorylation status of STAT3 was 

assessed by western blotting. As previously reported (Carl et al., 2004), LPS treatment induced 

STAT3 phosphorylation at Y705 (Y705-STAT3) in WT BMDM. Notably, this response was 

markedly amplified in the absence of 4E-BP1/2 (Fig. 3.3A, top panel), reaching maximal 

differences between 4 and 6 h post-stimulation (~3 fold-change DKO/WT) (Fig. 3.3A, bottom 

panel). In parallel, culture supernatants were collected from the same cells to quantify the 

amount of IL-10 by ELISA. As predicted, greater secretion of IL-10 in 4E-BP1/2 DKO cells 

followed a similar kinetics to that of Y705-STAT3 phosphorylation (Supplemental Fig. 1C). 

Accordingly, when the activity of IL-10 was blocked using a neutralizing antibody (Supplemental 

Fig. 1D), Y705-STAT3 phosphorylation was abrogated in both WT and BP1/2 DKO cells (Fig. 

3.3B). This set of experiments indicates that higher endogenous production of IL-10 is 

responsible for the increase in Y705-STAT3 phosphorylation in LPS-stimulated 4E-BP1/2 DKO 

as compared to WT BMDM. Further supporting this notion, WT and 4E-BP1/2 DKO BMDM 

expressed the same levels of total cytosolic and heavy polysome-associated Il-10r1 and Il-10r2 

mRNA (Supplemental Fig. 1E), confirming that up-regulated IL-10 signaling in 4E-BP1/2 DKO 

over WT cells is not caused by differential transcription and/or translation of the IL-10 receptor. 

Phosphorylation of STAT3 at Y705 is a requirement for its dimerization and translocation to the 

nucleus (Carl et al., 2004). In agreement with our western blot data, time course experiments 

analyzed by image flow cytometry revealed that STAT3 nuclear translocation is enhanced in 4E-

BP1/2 DKO BMDM. Differential nuclear levels of STAT3 were observed as early as 4 h following 

LPS stimulation and were sustained up to 10 h (Figs. 3.3C-D). Nuclear STAT3 was found in 

75.7% of Y705-STAT3+ 4E-BP1/2 DKO BMDM at 4 h post-treatment (Fig. 3.3D, right panel). By 

contrast, nuclear translocation of STAT3 was detected in only 45% of Y705-STAT3+ WT cells. 

Notably, nuclear levels of STAT3 remained higher in 4E-BP1/2 DKO BMDM for a longer period 

of time, as evidenced by the presence of nuclear STAT3 in 29% Y705-STAT3+ 4E-BP1/2 DKO 

versus 15.5% WT cells at 10 h post-stimulation. Altogether, these data provide evidence that 

elevated STAT3 activity in 4E-BP1/2 DKO cells is triggered by translational derepression of Il-10, 

which enhances the secretion and the autocrine effect of IL-10.  
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FIGURE 3.3. 4E-BP1/2 regulate STAT3 activity by limiting the autocrine effect of endogenous IL-10 
in LPS-stimulated macrophages.  
(A) WT and 4E-BP1/2 DKO cells were treated with LPS for the indicated time. Phosphorylation status and 
STAT3 levels were monitored by Western blotting using phospho-specific and total Abs against STAT3, 
respectively. 4E-BP1/2 Abs were employed as controls for cell genotype. β-Actin served as loading control 
(top panel). Quantification of Y705-STAT3 phosphorylation (normalized to total STAT3) in LPS-stimulated 
cells using ImageJ (mean 6 SD, n = 3) (bottom panel). (B) Cells were stimulated with LPS with or without 
2 mg/ml anti–IL-10 or anti-IgG1 isotype control for 4 h. STAT3 phosphorylation at Y705 was assessed by 
Western blotting. (C) Representative images captured by image flow cytometry (original magnification 
340) showing nuclear translocation of STAT3 in WT and 4E-BP1/2 DKO cells untreated (control) or 
stimulated with LPS at the indicated time. Control samples were collected at 10 h. From left to right, 
Bright-field (BF) image, β-actin (red, cytoplasm), DAPI (purple, nucleus), phospho–Y705-STAT3 (green), 
and DAPI/phospho–Y705-STAT3 merge (white, indicates nuclear colocalization). (D) Quantification of 
STAT3 nuclear translocation in phospho–Y705 STAT3+cells. Representative histogram showing the 
percentage of phospho–Y705-STAT3 present in the nucleus after LPS exposure for the indicated time (left 
panel). Shown are mean values 6 SD of three independent biological replicates (right panel). (A–C) Data 
are representative of three independent experiments. *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001. 
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4E-BP1 and 4E-BP2 regulate the expression of IL-10-STAT3-dependent anti-inflammatory 

genes Nfil3 and sIl1ra in macrophages 

Activation of the transcription factor STAT3 is required for anti-inflammatory responses induced 

by IL-10 (Hutchins et al., 2013). ChIP-seq for STAT3 identified a large repertoire of anti-

inflammatory factors that are controlled by STAT3 in IL-10-stimulated macrophages (Hutchins et 

al., 2012a). Our data showing elevated STAT3 nuclear translocation in 4E-BP1/2 DKO BMDM 

prompted us to investigate whether the expression of IL-10-STAT3-responsive genes was 

altered in the absence of 4E-BP1/2. We focused on two genes that are transcriptionally 

controlled by LPS via IL-10-STAT3 signaling, Nfil3 and sIl1ra. Nuclear factor interleukin-3 

regulated (NFIL-3) is a key component of a negative feedback loop that suppresses pro-

inflammatory responses in myeloid cells by inhibiting Il12b transcription (Kobayashi et al., 2011). 

Secreted interleukin-1 receptor antagonist (sIL-1Ra) is a naturally occurring inhibitor of the pro-

inflammatory action of IL-1 since it binds to the IL-1 receptor with high affinity but lacks IL-1-like 

activity (Hannum et al., 1990). In keeping with previous reports (Carl et al., 2004; Kobayashi et 

al., 2011), LPS up-regulated Nfil3 and sIl1ra mRNA expression in WT BMDM. This effect was 

substantially enhanced in 4E-BP1/2 DKO over WT cells, as evidenced by a 3.2 and a 1.8 fold-

change in Nfil3 and sIl1ra mRNA levels, respectively (Figs. 3.4A-B). Accordingly, western blot 

analyses revealed that NFIL-3 and sIL-1Ra protein levels are higher in 4E-BP1/2 deficient cells 

treated with LPS than WT counterparts (~4 and ~2.5 fold-change DKO/WT, respectively) (Fig. 

3.4C). BP-1-102, a small-molecule inhibitor of STAT3 activation (Zhang et al., 2012), repressed 

Y705-STAT3 phosphorylation in LPS-stimulated BMDM in a dose-dependent manner 

(Supplemental Fig. 1F). Consistent with that Nfil3 transcription is regulated by STAT3, BP-1-

102 reduced Nfil3 mRNA expression in WT and 4E-BP1/2 DKO BMDM (51% and 65%, 

respectively). Similarly, a decrease in sIl1ra mRNA levels was detected in BP-1-102-treated cells 

(34% in WT and 39% in DKO) (Fig. 3.4A). Specific blockade of IL-10 activity with a neutralizing 

antibody reduced the expression of Nfil3 and sIl1ra to the same extent in WT and 4E-BP1/2 

DKO BMDM (~40% decrease in Nfil3 and ~30% in sIl1ra) (Fig. 3.4B). Note that induction of Nfil3 

and sIl1ra was significantly down-regulated but not completely abrogated by blocking either 

STAT3 or IL-10 activity in WT and 4E-BP1/2 DKO cells (Figs. 3.4A-B). Interestingly, augmented 

expression of Nfil3 and sIl1ra in 4E-BP1/2 DKO BMDM was markedly reduced by BP-1-102 or 

anti-IL-10 antibody but remained higher than in WT cells (Figs. 3.4A-B). Collectively, these 

results indicate that transcriptional activation of the anti-inflammatory genes encoding NFIL-3 

and sIL-1Ra is reduced by the translational repressors 4E-BP1/2 mainly through the control of 

IL-10-STAT3-dependent signaling.  
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FIGURE 3.4. IL-10–STAT3-mediated anti-inflammatory responses are amplified in 4E-BP1/2 DKO 
macrophages. 

 WT and 4E-BP1/2 DKO cells were treated for 4 h with 10 ng/ml LPS with or without 2 mM BP-1-102 (A) 
or with LPS with or without 2 mg/ml anti–IL-10 or anti-IgG1 isotype control (B), and relative amounts of 
Nfil3 and sIl1ra mRNAs were quantified using RT-qPCR (normalized to Rpl19). (C) Western blots of NFIL-
3 and sIL-1Ra were carried out in total protein extracts from control and LPS-treated cells (top panel). 
Quantification of Western blot analyses on NFIL-3 and sIL-1Ra (normalized to β-actin) by ImageJ (bottom 
panel). Results are presented as mean 6 SD (n = 3). *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001.  
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4E-BP1 and 4E-BP2 negatively regulate Cox-2 mRNA translation and Prostaglandin E2 

synthesis  

COX-2 is a rate-limiting enzyme in the production of prostaglandin E2 (PGE2), a lipid mediator 

involved in numerous physiological and pathological processes including inflammation (Na et al., 

2015). We found that translation efficiency of Cox-2 mRNA is amplified in 4E-BP1/2 DKO as 

compared to WT BMDM at steady state (Fig. 3.1C). Therefore, we set out to investigate the 

impact of Cox-2 translational control by 4E-BP1/2 in macrophage anti-inflammatory responses. 

To address this, we treated WT and 4E-BP1/2 DKO BMDM with LPS, isolated heavy polysome-

associated mRNA and total cytosolic mRNA, and quantified Cox-2 mRNA levels by RT-qPCR. In 

keeping with anota analysis of translational efficiency of Cox-2 mRNA (Fig. 3.1C), there was a 

substantial increase in the amount of efficiently translated Cox-2 mRNA in 4E-BP1/2 DKO cells 

as compared to WT at steady state (7.4 fold-change) without any detectable change in total 

cytosolic mRNA (1.03 fold-change)  (Fig. 3.5A). The relative amount of Cox-2 mRNA associated 

to heavy polysomes was also augmented after LPS stimulation in 4E-BP1/2 DKO as compared 

to WT BMDM (3.10 fold-change), without changes in total cytosolic mRNA levels (1.15 fold-

change) (Fig. 3.5A). Confirming and extending these data, mRNA fractionation and 

quantification across polysome profiles showed a 30.3% reduction in Cox-2 mRNA isolated from 

subpolysomal fractions of 4E-BP1/2 DKO BMDM DKO as compared to WT cells, which resulted 

in higher accumulation of Cox-2 mRNA in light and heavy polysomal fractions (37.7% and 32% 

in DKO vs. 20 and 19.5% in WT) (Fig. 3.5B, top panel). Notably, LPS treatment led to a 

remarkable shift in the distribution of Cox-2 mRNA from subpolysomal to light polysome fractions 

in WT BMDM, as indicated by an 18.8% reduction in subpolysomal Cox-2 mRNA concomitant 

with a 24.4% increase in light polysome fractions (Fig. 3.5B, left vs right top panels, WT). By 

contrast, no significant differences were detected in the distribution of Cox-2 mRNA across 

polysome profiles of LPS-treated vs. control 4E-BP1/2 DKO BMDM (Fig. 3.5B, left vs right top 

panels, DKO). These results provide evidence that LPS stimulates Cox-2 mRNA translation 

through the inactivation of the repressors 4E-BP1/2. Accordingly, a more rapid kinetics and a 

greater induction of COX-2 protein expression was detected in 4E-BP1/2 DKO than in WT 

BMDM after LPS stimulation (~13 fold-change at 4 h and ~6 fold-change up to 8 h post-

treatment) (Fig. 3.5C). Notably, PP242 blocked LPS-inducible COX-2 expression in WT BMDM 

while exerting only a mild effect in 4E-BP1/2 DKO counterparts (Supplemental Fig. 1G), a clear 

indicative that mTORC1-mediated 4E-BP1/2 inactivation contributes to the regulation of COX-2 

production. In keeping with higher COX-2 levels, PGE2 synthesis in response to LPS was 

amplified in absence of 4E-BP1/2, as evidenced by a 1.74 fold-change in the accumulation of 
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PGE2 in cell culture supernatants of 4E-BP1/2 DKO BMDM as compared to WT (Fig. 3.5D). 

Collectively, these results support the notion that translational activity of Cox-2 mRNA and 

subsequent PGE2 induction are controlled by the translational repressors 4E-BP1/2. 
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FIGURE 3.5. 4E-BP1/2 limit Cox-2 translational efficiency and PGE2

 

synthesis.  

(A) RT-qPCR of total cytosolic and heavy polysome–associated Cox-2 mRNA in control and LPS-
stimulated 4E-BP1/2 DKO and WT cells (fold increase in 4E-BP1/2 DKO over WT normalized to Gapdh). 
(B) Amount of Cox-2 (top panels) and Gapdh (bottom panels)  mRNA in subpolysomal, light polysome, 
and heavy polysome fractions isolated from control and LPS-stimulated 4E-BP1/2 DKO and WT cells 
quantified by RT-qPCR. Experiments were carried out in independent duplicates, each consisting of a 
triplicate. Data are expressed as percentage of a given mRNA in each fraction. (C) WT and 4E-BP1/2 
DKO cells were treated with LPS for the indicated time, and COX-2 expression was assessed by Western 
blotting (top panel). Quantification of Western blot analyses on COX-2 (normalized to β-actin) by ImageJ 
(bottom panel). (D) PGE2 levels were quantified in the supernatants of WT and 4E-BP1/2 DKO cells 
untreated (control) or stimulated with LPS for 12 h. (A, C, and D) Results are presented as mean 6 SD (n 
= 3). *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001.  
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4E-BP1 and 4E-BP2 limit PGE2-C/EBP-b-mediated macrophage anti-inflammatory gene 

expression 

Prostaglandins are autocrine and paracrine lipid mediators that maintain local homeostasis. 

Endogenous PGE2 production potentiates macrophage anti-inflammatory responses via 

activation of CCAAT/enhancer-binding protein b (C/EBP-b) signaling (Na et al., 2015). Our data 

indicated that induction of PGE2 synthesis in LPS-stimulated cells is augmented in the absence 

of 4E-BP1/2. Thus, we sought to determine whether enhanced PGE2 secretion amplified its 

autocrine effect and potentiated C/EBP-b-activity in 4E-BP1/2 DKO BMDM. RT-qPCR 

experiments showed that C/ebpb mRNA expression was substantially up-regulated in 4E-BP1/2 

DKO BMDM after LPS stimulation (1.56 fold-change over WT) (Fig. 3.6A). Blockade of COX-2 

activity with the selective NS-398 inhibitor (Futaki et al., 1994) down-regulated but did not 

abolish the expression of C/ebpb mRNA in WT and 4E-BP1/2 DKO BMDM (36% and 66%, 

respectively) (Fig. 3.6B). Thus, transcriptional activation of C/ebpb appears to require COX-2-

PGE2-dependent and independent signals in macrophages. Remarkably, NS-389 reduced 

C/ebpb mRNA expression in 4E-BP1/2 DKO cells to WT levels (Fig. 3.6B). In keeping with the 

kinetics of C/ebpb accumulation, western blot analyses revealed that C/EBP-b  protein levels 

augmented more rapidly and to a greater extent in LPS-treated 4E-BP1/2 DKO than WT BMDM 

(~2.5 fold-change DKO/WT at 4 - 6 h) (Fig. 3.6C). As expected, C/EBP-b induction by LPS was 

reduced when cells were treated with NS-398 (Supplemental Fig. 1H). These data support the 

notion that enhanced PGE2 secretion and autocrine action potentiates C/ebpb transcription and 

protein expression in 4E-BP1/2 DKO BMDM. 

 

C/EBP-b is required for transcriptional activation of anti-inflammatory genes in macrophages (Na 

et al., 2015; Ruffell et al., 2009). We predicted that amplified PGE2/C/EBP-b signaling would 

promote this cellular response in 4E-BP1/2 DKO BMDM. We focused on Arg1 and SerpinB2 

because these genes are transcriptionally activated via C/EBP-b in LPS-stimulated 

macrophages and have central roles in local homeostasis (Albina et al., 2005; Udofa et al., 

2013). Arginase-1 functions as an inhibitor of chronic inflammation in Th2-polarized immune 

responses (Pesce et al., 2009) and SerpinB2 suppresses Th1 responses during inflammatory 

processes (Schroder et al., 2010). At first, we stimulated WT and 4E-BP1/2 DKO BMDM with 

LPS over a 24-h period and monitored the expression of Arg1 and SerpinB2 by RT-qPCR. A 

dramatic increase in Arg1 mRNA levels was detected in 4E-BP1/2 DKO over WT cells at 12 h 

(4.0 fold-change) and 24 h (10.5 fold-change) post-treatment (Fig. 3.6D). Accumulation of 
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SerpinB2 mRNA was also markedly amplified in absence of 4E-BP1/2. Significant differences 

were observed as early as 6 h after LPS stimulation (1.9 fold-change DKO/WT), were maximal 

at 8 h (2.48 fold-change) and remained detectable up to 24 h (Fig. 3.6E). Consistent with the 

requirement of COX-2 activity for Arg1 transcription, NS-398 prevented accumulation of Arg1 

mRNA in WT and 4E-BP1/2 DKO BMDM (~91 % decrease) (Fig. 3.6F). Similarly, SerpinB2 

mRNA levels were drastically down-regulated in NS-398-treated WT and DKO cells (~76 % 

decrease) (Fig. 3.6G). Notably, greater expression of Arg1 and SerpinB2 mRNA in 4E-BP1/2 

DKO BMDM was reduced to WT levels by NS-398 treatment (Figs. 3.6F-G). Collectively, this set 

of experiments provides evidence that in the absence of 4E-BP1/2, translational derepression of 

Cox-2 mRNA potentiates synthesis and autocrine action of endogenous PGE2, which in turn 

promotes C/EBP-b-mediated transcriptional activation of anti-inflammatory genes.  
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FIGURE 3.6. PGE2-C/EBPβ-mediated anti-inflammatory responses are augmented in 4E-BP1/2 DKO 
macrophages 

 Relative amounts of C/ebpb mRNA normalized to Gapdh were examined by RT-qPCR in WT and 4E-
BP1/2 DKO cells stimulated with LPS for the indicated time (A) or treated with LPS with or without 50 mM 
NS-398 for 8 h (B). (C) Western blots of C/EBPβ in control and LPS-stimulated cells (left panel). 
Quantification of Western blot analyses on C/EBPβ (normalized to β-actin) using ImageJ (right panel). 
Changes in Arg1 and Serpinb2 mRNA levels relative to Gapdh mRNA were determined by RT-qPCR in 
WT and 4E-BP1/2 DKO cells stimulated with LPS for the indicated time [(D) and (E), respectively] or 
treated with LPS with or without 50 mM NS-398 for 8–12 h [(F) and (G), respectively]. Results are 
presented as mean 6 SD (n = 3). *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001.  
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4E-BP1 and 4E-BP2 regulate macrophage bactericidal capacity by repressing Interleukin-

10 and Cyclooxygenase-2 anti-inflammatory effects 

Macrophage anti-inflammatory responses are essential for the resolution of inflammation and 

local tissue repair after elimination of invading pathogens; however, when dysregulated, host 

susceptibility to infection can emerge (Murray & Wynn, 2011). IL-10-STAT3 and PGE2-C/EBPb 

signaling augment the expression of anti-inflammatory genes (Albina et al., 2005; Hutchins et 

al., 2012b; Ruffell et al., 2009). In addition, IL-10 and PGE2 exert a suppressive effect on pro-

inflammatory and microbicidal mediator production (Agard et al., 2013; Chan et al., 2012; Lang 

et al., 2002; Strassmann et al., 1994). Consistent with elevated levels of IL-10 and PGE2 in 4E-

BP1/2 DKO BMDM, transcriptional activation of several anti-inflammatory genes was enhanced 

in these cells. Conversely, LPS-inducible accumulation of pro-inflammatory transcripts Tnf, Il-6 

and Nos2 declined more rapidly and to a greater extent in 4E-BP1/2 DKO than in WT BMDM 

(Figs. 3.7A-C). Collectively, these data suggested that in the absence of 4E-BP1/2, the 

bactericidal capacity of LPS-stimulated macrophages could be diminished. To test this 

hypothesis, WT and 4E-BP1/2 DKO BMDM were treated or not with 10 ng/ml LPS for 24 h and 

subsequently infected with a non-pathogenic strain of E .coli (MG 1655). Unstimulated WT and 

4E-BP1/2 DKO BMDM were able to control the infection. In stark contrast, bacteria survival 

increased in LPS-treated 4E-BP1/2 DKO over WT cells at 8 h post-infection (2.1 fold-change) 

and remained augmented up to 24 h (3.7 fold-change) (Fig. 3.8A). Bacterial numbers were 

equivalent in WT and 4E-BP1/2 DKO cells at 6 h post-infection, confirming that differential 

bacterial survival observed at later time points was not due to changes in phagocytic activity in 

response to TLR4 stimulation. Notably, simultaneous blockade of IL-10 and PGE2 activity with a 

neutralizing anti-IL-10 antibody and a specific inhibitor of COX-2 restored bacteria killing by 

~82% in 4E-BP1/2 DKO BMDM, reaching similar levels to WT counterparts (Fig. 3.8B). By 

contrast, the same treatment had no significant effect in bactericidal activity of WT BMDM. 

These data support the notion that excess IL-10- and PGE2-mediated anti-inflammatory 

responses hamper the bactericidal potential of LPS-stimulated 4E-BP1/2 DKO BMDM. In 

conclusion, our study uncovered a crucial role for 4E-BP1/2 in macrophage homeostasis by 

limiting the anti-inflammatory action of IL-10-STAT3 and PGE2-C/EBPb signaling (Fig. 3.9).  
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FIGURE 3.7. LPS-inducible proinflammatory gene expression is reduced in 4E-BP1/2 DKO 
macrophages. 

Relative amounts of Tnf (A), Il-6 (B), and Nos2 (C) mRNA normalized to Gapdh were quantified in control 
and LPS-treated WT and 4E-BP1/2 DKO BMDM by RT-qPCR. Results are presented as mean 6 SD (n = 
3). *p < 0.05, **p, < 0.01.  
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FIGURE 3.8. 4E-BP1/2 regulate macrophage bactericidal capacity through the control of IL-10 and 
PGE2 signaling 

(A) WT and 4E-BP1/2 DKO BMDM untreated or pretreated with 10 ng/ml LPS for 24 h were subse- 
quently infected with E. coli MG 1655 (10:1 ratio) for 6, 8, or 24 h. Surviving bacteria were quantified as 
CFU per milliliter. (B) Cells un- treated or stimulated with LPS with or without 2 mg/ml anti–IL-10 Ab and 
50 mM NS-398 were infected for 24 h. Results are presented as mean 6 SD (n = 3). *p < 0.05, **p < 0.01, 
***p < 0.001.  
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FIGURE 3.9. Proposed mechanism of 4E-BP1/2–mediated regulation of anti-inflammatory 
responses in macrophages. 

 In WT macrophages, LPS stimulation induces Il-10 and Cox-2 mRNA translation, IL-10 production, and 
COX-2–dependent PGE2 synthesis. IL-10 signaling activates STAT3, which promotes Nfil3 and sIl1ra 
transcription. PGE2 signaling activates C/ebpb transcription and C/EBPβ-dependent Arg1 and Serpinb2 
gene expression. In 4E-BP1/2 DKO macrophages, Il-10 and Cox-2 mRNA translational efficiency is 
augmented at basal level and is further enhanced upon LPS treatment. Amplification of IL-10–STAT3 and 
PGE2-C/EBPβ signaling results in exacerbated anti-inflammatory gene expression.  
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Discussion 

The mTORC1 downstream effectors 4E-BP1/2 play a crucial role in the regulation of pro-

inflammatory mediators during viral and parasitic infections (Colina et al., 2008; Jaramillo et al., 

2011; Nehdi et al., 2014). Surprisingly, there are considerable gaps regarding the impact of 4E-

BP1/2 in the control of anti-inflammatory responses. We identified the mTORC1-4E-BP1/2-

eIF4E axis as a central regulator of macrophage homeostasis. In the absence of 4E-BP1/2, 

translational derepression of Il-10 and Cox-2 mRNAs triggered a transcriptional program that 

amplified anti-inflammatory gene expression and promoted bacteria survival in macrophages 

upon TLR4 stimulation. These data provide evidence that 4E-BP1/2-dependent translational 

control of select mRNAs contributes to modify gene expression networks that orchestrate 

macrophage responses. 

 

Among 564 immune-related transcripts that were screened in this study, only 11 were identified 

as targets of translational control via 4E-BP1/2 in macrophages. These data are in line with 

numerous reports, including comparative analyses of the translatomes of WT and 4E-BP1/2 

DKO mice and cells (Colina et al., 2008; Kim et al., 2009b), showing that 4E-BPs do not act as 

general translational repressors but rather target specific subsets of mRNAs (Alain et al., 2012a; 

Dowling et al., 2010; Gkogkas et al., 2013; Larsson et al., 2012; Miloslavski et al., 2014; Morita 

et al., 2013; Morita et al., 2017b; Yi et al., 2017). Despite the fact that eIF4E is required for cap-

dependent translation of all nuclear-encoded mRNAs, some of them are particularly sensitive to 

eIF4E levels and / or availability, and therefore are referred to as “eIF4E-sensitive” (Gandin et 

al., 2016; Masvidal et al., 2017b; Morita et al., 2015). Accordingly, their translational efficiency is 

repressed by genetic deletion of eIF4E (Gandin et al., 2016) or increased cellular 4E-BP to 

eIF4E ratios (Alain et al., 2012a). Two major subsets of transcripts have been identified as being 

targets of select translational control via eIF4E-dependent mechanisms. The first one comprises 

mRNAs known as “eIF4A-sensitive” (Gandin et al., 2016; Masvidal et al., 2017b; Morita et al., 

2015), which harbor long and highly structured 5’ UTRs and therefore depend on the RNA 

helicase activity of eIF4A to be efficiently translated (Gandin et al., 2016; Hinnebusch et al., 

2016; Koromilas et al., 1992; Svitkin et al., 2001). eIF4E sensitivity of these mRNAs is thought to 

stem from eIF4E-dependent recruitment of eIF4A to the eIF4F complex and stimulation of eIF4A 

activity (Feoktistova et al., 2013; Masvidal et al., 2017b). Consistent with a central role for 4E-

BP1/2 as regulators of eIF4A-sensitive mRNAs, pharmacological inhibition of mTORC1 signaling 

represses translational efficiency of such transcripts in WT cells but not in 4E-BP1/2 DKO 
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counterparts (Dowling et al., 2010; Larsson et al., 2012). Accumulating evidence indicates that 

eIF4A-sensitive mRNAs encode proteins related to specific cellular processes, namely cell 

proliferation and survival (Dowling et al., 2010; Gandin et al., 2016; Larsson et al., 2012) but also 

immune responses (Colina et al., 2008; Gandin et al., 2016). Indeed, Irf-7, which encodes a 

central regulator of antiviral immunity (Honda et al., 2005), was identified as an eIF4A-sensitive 

mRNA (Gandin et al., 2016). Accordingly, Irf-7 mRNA harbors a long and highly structured 5’ 

UTR and its translational efficiency is tightly controlled through 4E-BP1/2 (Colina et al., 2008). 

Note that Irf-7 was not identified in our screening, which might be explained by differences in cell 

types employed (MEFs vs, BMDM) and treatment (serum stimulated vs. steady state). Indeed, 

selective changes in mRNA translation via mTORC1-mediated inactivation of 4E-BP1/2 appear 

to be dependent on the nature of the stimulus or type of stress to which the cell is exposed 

(Masvidal et al., 2017b; Miloslavski et al., 2014; Morita et al., 2015). In support of the notion that 

4E-BP1/2 limit translation efficiency of immune-related transcripts containing long and structured 

5’UTRs, our bioinformatic analysis indicated that Cox-2, Ifit2, Il1b, and Mx-1 might fall into this 

category. Further investigation is required to determine whether selective translational control of 

these mRNAs via 4E-BP1/2 is dictated by their sensitivity to eIF4A activity.  

 

A second subset of “eIF4E-sensitive” mRNAs is characterized by very short 5’ UTRs (i.e. 30 nt) 

that some cases contain a Translation Initiator of Short 5 ‘UTR (TISU) element (Gandin et al., 

2016; Morita et al., 2013; Morita et al., 2017b; Sinvani et al., 2015). As such, their translational 

efficiency is less sensitive to eIF4A (Gandin et al., 2016) and they are referred to as “eIF4A-

insensitive” mRNAs (Gandin et al., 2016; Masvidal et al., 2017b; Morita et al., 2015). These 

transcripts encode proteins involved in mitochondrial-related functions (Sinvani et al., 2015) and 

their translational efficiency is limited by 4E-BP1/2 (Morita et al., 2013; Morita et al., 2017b). We 

identified several immune-related mRNAs (Il1a, Il1b, Il10, Il12b, Ccl5, Ccl12, Cd40 and Cxcl10) 

that harbor relatively short 5’ UTRs; however, none of them contains a TISU element and, with 

the exception of Il1a, their length exceeds 30 nucleotides. Thus, they do not seem to meet the 

criteria to be considered as short-5’ UTR-containing “eIF4E-sensitive” transcripts. It is 

conceivable that these and other immune-related transcripts are subject to an alternative 

mechanism of 4E-BP1/2-dependent translational control, which might involve yet to be 

discovered sequence and/or structural features in their 5’ UTRs. Alternatively, these mRNAs 

might be expressed in macrophages with 5’UTRs differing from those reported in data bases. 

Further investigation is needed to resolve these possibilities. 
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An additional explanation that could account for the small amount of selective translational 

control of immune-related transcripts through 4E-BP1/2 is that our comparative analysis was 

performed in macrophages at steady-state. Since we employed an immunology panel, it seems 

reasonable that changes in translational activity for many of these transcripts cannot be detected 

without cell activation. Further support for this hypothesis was obtained from our data showing 

that TLR4 stimulation was required to detect IL-10 and COX-2 at the protein level, despite the 

fact that Il-10 and Cox-2 mRNAs were translated more efficiently in 4E-BP1/2 DKO than WT 

BMDM at steady-state. These observations are in line with a study showing that even though ll-

10 is transcribed in macrophages at basal level, IL-10 secretion can only be detected in 

stimulated cells. The authors presented experimental evidence indicating that macrophages are 

poised to secrete IL-10 and will do so if they receive appropriate signals (Powell et al., 2000). 

Thus, our data along with this previous report suggest that in the absence of 4E-BP1/2, select 

mRNAs might be “primed” to be more efficiently translated in response to triggers or cues, a 

phenomenon recently described in NK cells (Mao et al., 2016).  

 

Consistent with the central role of IL-10 and COX-2 in anti-inflammatory responses (Hutchins et 

al., 2012b; Na et al., 2015; Ruffell et al., 2009; Saraiva & O'Garra, 2010), their expression is 

tightly regulated through transcriptional and post-transcriptional mechanisms, including RNA 

stability and translational control via RNA-binding proteins, such as T cell intracellular antigen 1 

(TIA-1) and tristetraprolin (TTP) (reviewed in (Anderson, 2010; Mazumder et al., 2010)). The 

adenosine A2B receptor activates translation of Il-10 mRNA in macrophages by relieving the 

translational repressive effect of RNA-binding protein elements in its 3’ UTR (Nemeth et al., 

2005). In regards to COX-2, different mechanisms of translational control have been reported. 

The translational silencer and RNA-binding protein TIA-1 represses Cox-2 mRNA translation 

(Dixon et al., 2003). Moreover, COX-2 protein synthesis was shown to be dependent on 

mTORC1 signaling in neutrophils (Fernandez et al., 2007); however, the underlying mechanism 

remained unclear. Confirming and extending previous reports, we found that the inhibitors of 

cap-dependent translation, 4E-BP1/2, limit Il-10 and Cox-2 mRNA translation efficiency in 

macrophages. Because the activity of 4E-BP1/2 is altered by a number of pathogens (reviewed 

in (Mohr & Sonenberg, 2012)), it is plausible that dysregulated translational control of Il-10 and 

Cox-2 may contribute to the pathogenesis of infections by skewing anti-inflammatory responses 

in macrophages.  
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Our results indicate that translational control of mRNAs encoding select immunomodulatory 

factors, such as IL-10 and COX-2, is required for fine tuning of macrophage responses to the 

bacterial toxin and TLR4 ligand LPS. In keeping with this reasoning, several reports showed that 

LPS-inducible expression of activators and suppressors of inflammation is, at least part, 

controlled at the level of mRNA translation in macrophages. For instance, TLR4 stimulation with 

LPS activates mRNA translation of several pro-inflammatory mediators including the 

transcription factor IRF-8 (Xu et al., 2012a) and the transforming growth factor-activated kinase 

(TAK1) (Liepelt et al., 2014). In stark contrast, a previous study showed that LPS promotes 

translation of macrophage mRNAs encoding negative feedback regulators of the inflammatory 

response, such as inhibitors of NF-kB (e.g. IER3, NFKBID) and RNA-binding proteins that 

prevent the expression of cytokines at the post-transcriptional level (e.g. TTP) (Schott et al., 

2014). These reports, along with our data, suggest that microbial components, such as LPS, 

trigger antagonistic translational control programs during infection (i.e pro- and anti-

inflammatory), which might contribute to pathogen clearance while helping to maintain 

macrophage homeostasis.  

 

We found that 4E-BP1/2-dependent mTORC1 signaling is necessary to control Il-10 and Cox-2 

mRNA translation and subsequent IL-10 and COX-2 production. These data are in agreement 

with previous studies that have linked translational control via eIF4E availability or activity to 

changes in translation of mRNAs encoding regulators of inflammation in macrophages. Indeed, 

IFN-g enhances TLR2-stimulated M1 macrophage activation by suppressing mRNA translation 

of the transcriptional repressor HES-1 via MNK1/2 and mTORC1 inhibition (Su et al., 2015). 

Similarly, IL-10 was shown to disrupt MNK signaling and thereby repress mRNA translation of 

the pro-inflammatory cytokine TNF (Chan et al., 2012). Conversely, LPS was found to activate 

the MNK pathway and induce protein synthesis of IRF-8. Notably, MNK-dependent regulation of 

IRF-8 promoted pro-inflammatory gene expression and M1 macrophage polarization (Xu et al., 

2012a). In view of these studies and our current findings, selective translational control through 

eIF4E-dependent mechanisms appears to regulate transcriptional programs that coordinate the 

onset and the resolution of inflammatory responses in macrophages.  

 

Macrophages deficient in 4E-BP1/2 displayed a defect in their bactericidal capacity. We 

postulate that this phenotype is associated with translational derepression of Il-10 and Cox-2 
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and the amplified autocrine action of endogenous IL-10 and PGE2 produced in response to LPS. 

Further supporting our model, the anti-inflammatory and immunosuppressive effects of IL-10 

and PGE2 are well documented and have been linked to their ability to inversely regulate anti- 

and pro- inflammatory gene expression (Carl et al., 2004; Chan et al., 2012; Hutchins et al., 

2012b; Na et al., 2015). Importantly, IL-10 and PGE2 are negative regulators of LPS-mediated 

inflammatory responses (Lang et al., 2002; Strassmann et al., 1994). However, we cannot rule 

out the possibility that in addition to IL-10 and COX-2, 4E-BP1/2 control other 

immunomodulatory factors that impact anti-inflammatory responses and bacterial survival in 

macrophages. In contrast to our observations, 4E-BP1/2 DKO MEFs were resistant to viral 

infections (Colina et al., 2008) and 4E-BP1/2 DKO peritoneal macrophages were less 

susceptible to a protozoan parasite (Jaramillo et al., 2011). This discrepancy might be related to 

distinct translational programs triggered by specific stimulus or stressors in different cell types. 

Further characterization of the molecular mechanisms of 4E-BP1/2-dependent translational 

control during infections will shed light on this matter. 

 

Collectively, this work provides evidence that the mTORC1-4E-BP1/2 axis orchestrates 

translational and thereby transcriptional programs that limit anti-inflammatory responses in 

macrophages. Notably, our data suggest that dysregulated activity of 4E-BP1/2 during 

pathological conditions, such as infections and cancer, might contribute to reprogram the 

translational and transcriptional landscape of macrophages and thereby favor disease 

progression. Targeted sequencing and transcriptome-wide analyses of the translatome of 

pathology-associated macrophages will generate a more complete repertoire of the mRNAs that 

are translationally controlled through 4E-BP1/2-dependent mechanisms, and will provide insight 

on the regulation of gene expression networks in health and disease. 
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Supplemental Table 3.1. List of primers used for RT-qPCR 

 

Gene Primer Sequence (5’ - 3’) 

Forward 5’ -GGTCTGTGGGGAAAGCCAAT-3’ mouse Arg1 

Reverse 5’ -TGGTTGTCAGGGGAGTGTTG-3’ 

Forward 5’ -CGTTTCGGGACTTGATGCAATC-3’ mouse Cebpb 

Reverse 5’ -CAACAACCCCGCAGGAACAT-3’ 

mouse Cox-2 Forward 5’ -TTGGAGGCGAAGTGGGTTTT-3’ 

 Reverse 5’ -TGGCTGTTTTGGTAGGCTGT-3’ 

Forward 5’ -TTCTTGTGCAGTGCCAGCCTC-3’ mouse Gapdh 

Reverse 5’ -CAAATGGCAGCCCTGGTGAC-3’ 

Forward 5’ -CAACGATGATGCACTTGCAGA-3’ mouse Il-6 

Reverse 5’ -GGTACTCCAGAAGACCAGAGGA-3’ 

Forward 5’ -AGTGGAGCAGGTGAAGAGTG-3’ mouse Il-10 

Reverse 5’ -TCATCATGTATGCTTCTATGCAGT-3’ 

Forward 5’ -CGTTTGCTCCCATTCCTCGT-3’ mouse Il-10ra 

Reverse 5’ -GAAGGGCTTGGCAGTTCGTA-3’ 

Forward 5’ -TTCTGGTGCCAGCTCTAGG-3’ mouse Il-10rb 

Reverse 5’ -AGTCAGGTTCGTTTTGGGGAA-3’ 

Forward 5’ -AGCTCTTTTGTGGACGAGCA-3’ mouse Nfil3 

Reverse 5’ -CCTCTGACACATCGGAGAGC-3’ 

Forward 5’ -GGACCCAGAGACAAGCCTAC-3’ mouse Nos2 

Reverse 5’ -CAGAGTGAGCTGGTAGGTTCC-3’ 

Forward 5’ -GCTGCGGGAAAAAGAAGGTC-3’ mouse Rpl19 

Reverse 5’ -AGCTTCCTGATCTGCTGACG-3’ 

Forward 5’ -GTTAGAAAGTGCAAACAAGCTG-3’ mouse Serpinb2 

Reverse 5’ -GGATTTCACCTTTGGTTTGAG-3’ 

Forward 5’ -AAATCTGCTGGGGACCCTAC-3’ mouse sil1ra 

Reverse 5’ -TCCCAGATTCTGAAGGCTTG 

Forward 5’ -TGGGAGGACAATCCTCTGGG mouse Tlr4 

Reverse 5’ -CAGGTCCAAGTTGCCGTTTC 
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Forward 5’ -ACTCCAGGCGGTGCCTATGA mouse Tnf 

Reverse 5’ -AGTGTGAGGGTCTGGGCCAT 
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Supplemental Figure 3.1. The mTORC1-4E-BP1/2 axis contributes to regulate IL-10 and COX-2 
production in LPS-stimulated macrophages.  

(A, C-D) IL-10 was quantified by ELISA in WT and 4E-BP1/2 DKO BMDM treated as follows: (A) LPS ± 
2.5 mM PP242 for 6 h; (C) LPS for 1 - 8 h; (D) LPS ± 2 mg/ml anti-IL-10 or isotype control for 6 h. (B, E) 
RT-qPCR of total cytosolic and heavy polysome-associated mRNA in WT and 4E-BP1/2 DKO cells 
(normalized to Gapdh). (B) Tlr4 mRNA; (E) Il10ra and Il10rb mRNA. (F-H) Western blot analyses. (F) 
Phosphorylation status of STAT3 at Y705 in WT BMDM treated with LPS ± BP-1-102 (mM) for 4 h. (G) 
Total COX-2 protein levels in WT and DKO cells treated as indicated in A. (H) C/EBPβ protein expression 
in WT BMDM treated with LPS ± NS-398 (mM) for 4 h. (A-E) Experiments were carried out in independent 
duplicates, each consisting of a triplicate. Data are expressed as mean ± SD. (F-H) Data are 
representative of two independent biological replicates. 



 

  110 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CHAPITRE IV. 
 

 

DEUXIÈME PUBLICATION 
 

 

 

 

 

 



 

  111 

 

Résumé de la deuxième publication 

Manuscrit soumis à European Journal of Immunology  

Date de soumission : 8 août 2018 

Manuscrit ID : eji.201847857  

Titre : La répression traductionnelle de CCL5 et CXCL10 par 4E-BP1 et 4E-BP 2 restreint 

la capacité des macrophages à induire la migration des cellules T activées 

La signalisation à travers « mammalian/mechanistic target of rapamycin complex 1 (mTORC1) » 

est un nœud régulateur majeur de la production de médiateurs pro-inflammatoires par les 

macrophages. Cependant, il n’est pas encore clair si une telle régulation repose sur un contrôle 

sélectif de la traduction par deux des principaux effecteurs mTORC1, les « eIF4E-binding 

proteins 1 et 2 (4E-BP1/2) ». En comparant l’efficacité traductionnelle des transcrits 

immunitaires de macrophages de type sauvage (WT) et 4E-BP1/2 (DKO), nous avons constaté 

que la traduction des ARNm codant pour les chimiokines pro-inflammatoires CCL5 et CXCL10 

est contrôlée par 4E-BP1/2. Les macrophages déficients en 4E-BP1/2 ont produit des taux plus 

élevés de CCL5 et de CXCL10 lors de la stimulation par le LPS, ce qui a accru leur activité 

chimiotactique envers les cellules T CCR5+ et CXCR3+. En accord avec ces résultats, le 

traitement des cellules WT avec des inhibiteurs de mTORC1 a favorisé l'activation de 4E-BP1/2 

et réduit la sécrétion de CCL5 et CXCL10. En revanche, le statut de phosphorylation d’eIF4E n’a 

pas affecté la synthèse de ces chimiokines, car les macrophages dérivés de souris hébergeant 

une forme non phosphorylable de la protéine ont produit des taux similaires de CCL5 et 

CXCL10 comparé aux WT. Ces données apportent la preuve que l’axe mTORC1-4E-BP1/2 

contribue à réguler l’activité chimiotactique des macrophages en limitant l’efficacité de la 

traduction des ARNm Ccl5 et Cxcl10, et suggère que les répresseurs 4E-BP1/2 agissent comme 

des protecteurs immunologiques dans les macrophages. 
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Translational repression of Ccl5 and Cxcl10 by 4E-BP1 and 4E-BP2 restrains the ability of 

macrophages to induce migration of activated T cells 
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Short Title: Translational control of Ccl5 and Cxcl10 mRNAs in macrophages 

Keywords: macrophages, chemokines, mRNA translation, eIF4E-binding proteins, mTOR  

 

Abbreviations: BMDM, bone marrow-derived macrophage; DKO, double knockout; 4E-BP, 

eIF4E binding protein; eIF4F, eukaryotic translation initiation factor 4F; FDR, false discovery 

rate; IP-10, IFN-gamma-induced protein 10; KI, knock-in; LCCM, L929 fibroblast-conditioned 

culture medium; MEF, mouse embryonic fibroblast; MFE, minimum free energy; MNK, MAP 

kinase interacting serine/threonine kinase; mTOR, mechanistic target of rapamycin; mTORC1, 

mTOR complex 1; RT-qPCR, real-time quantitative PCR; UTR, untranslated region; WT, wild-

type.
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Abstract 

Signaling through the mechanistic target of rapamycin complex 1 (mTORC1) is a major 

regulatory node of pro-inflammatory mediator production by macrophages. However, it is still 

unclear whether such regulation relies on selective translational control by two of the main 

mTORC1 effectors, the eIF4E-binding proteins 1 and 2 (4E-BP1/2). By comparing translational 

efficiencies of immune-related transcripts of wild-type (WT) and 4E-BP1/2 double-knockout 

(DKO) macrophages, we found that translation of mRNAs encoding the pro-inflammatory 

chemokines CCL5 and CXCL10 is controlled by 4E-BP1/2. Macrophages deficient in 4E-BP1/2 

produced higher levels of CCL5 and CXCL10 upon LPS stimulation, which enhanced 

chemoattraction of CCR5+ CXCR3+ T cells. Consistent with this, treatment of WT cells with 

mTORC1 inhibitors promoted the activation of 4E-BP1/2 and reduced CCL5 and CXCL10 

secretion. In contrast, the phosphorylation status of eIF4E did not affect the synthesis of these 

chemokines since macrophages derived from mice harboring a non-phosphorylatable form of 

the protein produced similar levels of CCL5 and CXCL10 to WT counterparts. These data 

provide evidence that the mTORC1-4E-BP1/2 axis contributes to regulate the production of 

chemoattractants by macrophages by limiting translation efficiency of Ccl5 and Cxcl10 mRNAs, 

and suggest that 4E-BP1/2 act as immunological safeguards by fine-tuning inflammatory 

responses in macrophages. 
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Introduction 

Chemokines constitute a group of cytokines that in combination with their cognate receptors 

regulate leukocyte trafficking and activation (Zlotnik & Yoshie, 2012). Two well-characterized 

inflammatory chemokines are CCL5 and CXCL10, which owing to their multifunctional features 

exert both protective and detrimental roles in diseased states (Altara et al., 2016; Antonelli et al., 

2014; Ding et al., 2016b; Lee et al., 2017; Liu et al., 2011a; Mantovani et al., 2004; N. et al., 

2015; Qidwai & Khan, 2016). CCL5/RANTES is mainly produced by CD8+ T cells, macrophages, 

platelets, fibroblasts, epithelial cells, and some types of tumor cells (Appay & Rowland-Jones, 

2001). (Khalid et al., 2015). CCL5 has also been reported to bind to the atypical chemokine 

receptor 2 (ACKR2) expressed on the surface of dendritic cells, B cells, and other leukocytes 

(Khalid et al., 2015). CXCL10/IFNγ-induced protein 10 kDa (IP-10) is primarily secreted by 

monocytes, macrophages, neutrophils, eosinophils, fibroblasts, and endothelial cells (Liu et al., 

2011b). CXCL10 specifically binds to CXCR3, which is predominantly expressed on activated T 

and B cells, natural killer cells, dendritic cells and macrophages (Liu et al., 2011a). Of note, 

these different chemokine receptors are promiscuous as they bind to several chemokines other 

than CCL5 and CXCL10 (Khalid et al., 2015). Initially, CCL5 and CXCL10 were thought to act 

mainly by promoting leukocyte infiltration to the site of inflammation (Appay & Rowland-Jones, 

2001; Dufour et al., 2002); however, there is compelling evidence that these chemokines are 

major regulators of a variety of cellular processes, including glucose metabolism, proliferation, 

cell growth, and apoptosis (Gao et al., 2016; Khalid et al., 2015; Liu et al., 2011a; Liu et al., 

2011b) .  

 

The expression of CCL5 and CXCL10 is governed by a vast network of regulatory processes 

ranging from transcriptional activation to post-translational modifications (Bandow et al., 2012; 

Carpenter et al., 2013; Mortier et al., 2008; Nikolcheva et al., 2002). In particular, the 

mechanisms controlling mRNA stability appear to be crucial in determining the timing and the 

levels of CCL5 and CXCL10 protein synthesis (Johanna & Georg, 2010; Marcais et al., 2006; 

Vockerodt et al., 2005). Accumulating evidence indicates that post-transcriptional regulation of 

CCL5 and CXCL10 also takes place at the level of mRNA translation (Basu et al., 2014b; 

Kariminik et al., 2016; Kaur et al., 2007; Kaur et al., 2008; Kroczynska et al., 2009; Lin et al., 

2014; N. et al., 2015; Perry et al., 2008; Poddar et al., 2015; Seidel et al., 2016; Swanson et al., 
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2002). In eukaryotes, translational control (i.e. regulation of mRNA translation efficiency) occurs 

mainly at the initiation step (Jackson et al., 2010b). This process is largely dependent on the 

recruitment of the ribosome to the mRNA via the eukaryotic translation initiation factor 4F 

(eIF4F), a heterotrimeric complex formed by the m7G-cap-binding subunit, eIF4E; the scaffold 

protein, eIF4G; and the RNA helicase, eIF4A (Siddiqui & Sonenberg, 2015). The mechanistic 

target of rapamycin (mTOR) complex 1 (mTORC1) promotes the assembly of the eIF4F complex 

by controlling the activity of the translational repressors eIF4E-binding proteins (4E-BPs) 

(Beretta et al., 1996; Gingras et al., 2001a; Tsukumo et al., 2016a). Under conditions of 

mTORC1 inhibition, hypophosphorylated 4E-BP1/2 and inducible 4E-BP3 bind with high affinity 

to eIF4E and thereby prevent the formation of a functional eIF4F complex (Beretta et al., 1996; 

Tsukumo et al., 2016a). Conversely, activation mTORC1 reverses the inhibitory effect of 4E-BPs 

on translation by inducing their phosphorylation and subsequent dissociation from eIF4E 

(Gingras et al., 2001a). In addition to mTORC1-dependent inactivation of 4E-BPs, the activity of 

eIF4E is increased through direct phosphorylation at S209 by the MAP kinase interacting 

serine/threonine kinases 1 and 2 (MNK1/2) (Waskiewicz et al., 1997). Consistent with the pivotal 

role of mTORC1 and MNK1/2 in translational control of immune responses (reviewed in 

(Piccirillo et al., 2014)), emerging evidence points to their involvement in the regulation of CCL5 

and CXCL10 protein synthesis (Kaur et al., 2007; Kaur et al., 2008; Kroczynska et al., 2009; Lin 

et al., 2014; Lui et al., 2008; Seidel et al., 2016). Indeed, the use of rapamycin, an allosteric 

inhibitor of mTOR, blocks CCL5 secretion under pro-inflammatory conditions in vitro and in vivo 

(Lin et al., 2014; Lui et al., 2008). Moreover, silencing of MNK1 reduces CCL5 and CXCL10 

protein expression in response to TNF in smooth muscle cells (Seidel et al., 2016). Similarly, 

studies using mouse embryonic fibroblasts (MEFs) deficient in upstream regulators (Akt1/2) or 

downstream effectors (4E-BP1 or S6K1/2) of mTORC1 established a crucial role for this 

pathway in the induction of CXCL10 by IFN-γ (Kaur et al., 2007; Kaur et al., 2008; Kroczynska et 

al., 2009). However, none of these reports provided conclusive data demonstrating that Ccl5 

and Cxcl10 mRNAs are direct targets of translational control via mTORC1 or MNK signaling. Of 

note, most of these works were carried out in nonimmune cells and therefore, they might not 

reflect the full scope of the molecular mechanisms that govern CCL5 and CXCL10 protein 

synthesis during immune responses. 

 

Macrophages are versatile cells of the innate immune system that function as orchestrators of 

the onset and the resolution of inflammatory responses during infection, tissue injury, and 

physiological stress (Murray & Wynn, 2011; Shi & Pamer, 2011). Elevated CCL5 and CXCL10 
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production is a hallmark of inflammatory macrophages (Mantovani et al., 2004), and has been 

linked to either protective effects or negative outcomes in a wide range of pathological 

conditions, including infections (Liu et al., 2011a; Qidwai & Khan, 2016), cancer (Ding et al., 

2016b; Mantovani et al., 2004), and immune-mediated disorders (Altara et al., 2016; Antonelli et 

al., 2014; Lee et al., 2017; N. et al., 2015).  It is well documented that selective changes in 

mRNA translation via mTORC1 and MNK signaling contribute to shape pro-and anti-

inflammatory responses in macrophages (Chan et al., 2012; Su et al., 2015; Xu et al., 2012b). 

Notably, the translational repressors 4E-BP1/2 control macrophage type I IFN-dependent 

antiparasitic activity and LPS-inducible anti-inflammatory mediator production (Jaramillo et al., 

2011; William et al., 2018b). Herein, we report that 4E-BP1/2 limit translation efficiency of 

mRNAs encoding the potent pro-inflammatory chemokines CCL5 and CXCL10 in macrophages 

and thereby hinder their ability to induce the migration of activated T cell populations.  
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Results 

The mTORC1-4E-BP1/2 axis regulates LPS-induced translation initiation and CCL5 and 

CXCL10 production in macrophages 

Signaling through mTORC1 regulates the production of numerous immune-related products in 

myeloid cells (Weichhart et al., 2008; Weichhart et al., 2011), including the chemokine CCL5 

(Lin et al., 2014). However, it remains to be established whether such regulation is, at least in 

part, dependent on mTORC1-4E-BP1/2-mediated translational control. To begin addressing this 

issue, we monitored the phosphorylation status of 4E-BP1 and 4E-BP2 in BMDM treated or not 

with canonical mTOR inhibitors prior to stimulation with E. coli LPS, a strong mTOR activator 

(Weichhart et al., 2008) and a potent inducer of CCL5 and CXCL10 production in macrophages 

(Bandow et al., 2012; Lin et al., 2014). Exposure to LPS markedly increased the phosphorylation 

of 4E-BP1 at all four residues (T37/46, T70, and S65) as observed using phospho-specific 

antibodies, and by the predominance of the hyperphosphorylated gamma (γ) form over the beta 

(β, partially phosphorylated) and the alpha (α; hypophosphorylated) forms (Fig. 4.1A). LPS also 

augmented the phosphorylation of 4E-BP2, as evidenced by an upward shift in the migration 

pattern of the protein. LPS-inducible 4E-BP1/2 phosphorylation was partially resistant to 

rapamycin but highly sensitive to active-site mTORC1/2 inhibitors (asTORi) PP242 and Torin-1. 

Accordingly, asTORi treatment led to a substantial increase in the interaction between 4E-BP1/2 

and m7GTP-bound eIF4E in LPS-stimulated BMDM (Fig. 4.1B). As expected, eIF4G binding to 

eIF4E was abolished in the presence of PP242 or Torin-1. Although much less potent than 

asTORi, rapamycin also augmented 4E-BP1:eIF4E interaction, and slightly reduced the amount 

of eIF4G bound to eIF4E. Consistent with our western blot and cap-pull down experiments, 

polysome tracings revealed that translation initiation in LPS-stimulated BMDM was slightly 

down-regulated in the presence of rapamycin, and was disrupted by PP242 (Figs. 4.1C-D). 

Thus, LPS-inducible mTORC1 activity, eIF4F complex formation, and mRNA translation are 

hindered by mTOR inhibitors in macrophages. 

  

To gain insight into the requirement of the mTORC1-4E-BP1/2 axis for CCL5 and CXCL10 

production, we measured cytokine secretion by ELISA in the culture supernatant of cells treated 

with different mTOR inhibitors at the concentrations that blocked mTORC1 activity and 

translation initiation in BMDM. Neither CCL5 nor CXCL10 were detected in cultures that were 

not stimulated with LPS regardless of the presence of the inhibitors (Figs. 4.1E-F). Pre-

treatment with rapamycin caused a moderate reduction of LPS-induced CCL5 production 
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compared to levels measured in DMSO-treated cultures but had a greater inhibitory effect on 

CXCL10 (Figs. 4.1E-F). Exposure to asTORi led to a significant down-regulation of chemokine 

secretion. Of note, differential repression of CCL5 and CXCL10 production by rapamycin and 

asTORi reflected the greater potency of the latter to activate 4E-BP1/2 (Figs. 4.1A-B), as 

previously reported (Dowling et al., 2010). Importantly, reduced chemokine levels could not be 

attributed to potential toxic effects of the inhibitors, as indicated by cell viability assays 

(Supplemental Fig. 1). Taken together, these data suggest that mTORC1 activity is required for 

LPS-mediated CCL5 and CXCL10 protein synthesis in macrophages.  
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FIGURE 4.1: The mTORC1-4E-BP1/2 axis regulates cellular translation initiation and CCL5 and 
CXCL10 secretion by LPS-stimulated macrophages.  

BMDM cultures were pre-treated with 20 nM rapamycin, 2.5 µM PP242, 200 nM Torin-1, or an equivalent 
volume of vehicle (DMSO) for 1 h. (A-B) Cells were stimulated or not with 100 ng/mL LPS for 4 h. (A) 
Phosphorylation status and expression levels of 4E-BP1/2 were monitored by western blotting. Total 
amounts of β-actin were used as a loading control. The hyperphosphorylated gamma (γ), partially 
phosphorylated beta (β), and hypophosphorylated alpha (α) forms of 4E-BP1 are indicated as well as the 
higher migrating phosphorylated (℗) and hypophosphorylated (hypo-℗) forms of 4E-BP2 are indicated 
accordingly. (B) Total protein extracts were prepared for m7GTP pull down assays, and levels of indicated 
proteins in pulled-down material were determined by western blotting. (C-D) Polysome tracings of BMDM 
stimulated with LPS with or without rapamycin (C) or PP242 (D) for 4 h. (E-F) Culture supernatants were 
collected after 24 h of no treatment or LPS stimulation with or without mTOR inhibitors, and CCL5 (E) and 
CXCL10 (F) levels were measured by sandwich ELISA. (A-D) Data are representative of at least two 
independent experiments. (E-F) Results are presented as mean [SD] (n = 3 independent experiments). 
Each independent experiment consisting of pools of BMDM isolated from different mice (pools of 2 to 3 
mice per genotype). Statistical significance was assessed by one-way ANOVA followed by Tukey post-
hoc test. * p < 0.05 and *** p < 0.001, and "ND" indicates that cytokines were not detected in these 
samples.
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4E-BP1/2 dampen translational efficiency of Ccl5 and Cxcl10 mRNAs 

The mTORC1-4E-BP1/2 axis contributes to coordinate efficient immune responses (Colina et al., 

2008; Jaramillo et al., 2011; Nehdi et al., 2014; Piccirillo et al., 2014), yet selective 4E-BP1/2-

dependent translational control of macrophage functions remains incompletely defined. 

Polysome profiling of WT and 4E-BP1/2 DKO BMDM quantified by nCounter® assays (mouse 

immunology panel) (Fig. 4.2A) allowed us to identify several immune-related mRNAs whose 

translational efficiency is under the control of 4E-BP1/2 (William et al., 2018a). Of note, the top 

two transcripts identified in our screening were those encoding CCL5 and CXCL10. Target 

identification was achieved using the anota algorithm, which specifically captures differences in 

translational efficiency of individual transcripts independent of changes in total mRNA levels 

(Larsson et al., 2011). Indeed, the graphical representation of anota analysis showed that Ccl5 

(left panel) and Cxcl10 (right panel) mRNAs were more abundant in polysome-associated mRNA 

pools in 4E-BP1/2 DKO than in WT BMDM (fold-change = 21.40 and 13.83, respectively) (Fig. 

4.2B). These differences were not attributable to changes in transcription since total cytosolic 

mRNA levels were similar between genotypes. In Fig. 2B, each biological replicate (i.e. 

independent experiment)  is denoted by an "X" while the lines correspond to regressions used 

by anota to adjust changes in polysome-associated mRNA levels (y-axis) for changes in total 

cytosolic mRNA levels (x-axis). A difference in intercepts of the regression lines on the y-axis 

(i.e. when total cytosolic mRNA is set to 0) indicates changes in translational efficiency (when 

there is no change in translational efficiency, there is no difference in intercept). Thus, 

translational efficiency of Ccl5 and Cxcl10 mRNAs is regulated by 4E-BP1/2 in 

macrophages.The length and structure of 5’ UTR has been linked to selective translational 

control through the mTORC1-4E-BP1/2-eIF4E axis (Masvidal et al., 2017b). Bioinformatic 

analysis of transcripts regulated via 4E-BP1/2 in macrophages indicated that Ccl5 and Cxcl10 

fall into the category of those that harbor relatively short 5’ UTRs (57 and 75 nt, respectively) 

with a minimum free energy (MFE) of -17.8 and -16.2 kcal/mol, respectively (Supplemental Fig. 

2). Interestingly, Ccl5 and Cxcl10 share these features with Il1a, Il1b, Il10, Il12b, Ccl12, and 

Cd40 (William et al., 2018a). These similarities suggest a common mechanism of 4E-BP1/2-

dependent selective translational control of immune-related mRNAs in macrophages. 
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FIGURE 4.2: Translational efficiency of Ccl5 and Cxcl10 mRNAs is repressed by 4E-BP1/2 in 
macrophages 

(A) Schematic diagram outlines the strategy employed to identify translationally-controlled mRNAs by 4E-
BP1/2 in BMDM. Cytosolic extracts from WT and 4E-BP1/2 DKO primary macrophages were sedimented 
on a sucrose gradient. Heavy polysome fractions (i.e. with mRNA associated to ≥ 3 ribosomes) were 
pooled (referred to as polysome-associated mRNA) and quantified in parallel with total mRNA (input) 
using targeted nCounter assay (nCounter® Mouse Immunology Panel, Nanostring) (n = 3 independent 
experiments). Each independent experiment consisting of pools of BMDM isolated from different mice 
(pools of 5 mice per genotype). Data were analyzed by anota, and mRNAs differentially regulated were 
identified. (B) Translational efficiency of Ccl5 (top panel) and Cxcl10 (bottom panel) in 4E-BP1/2 DKO 
cells as compared to WT cells. Shown is the fold-increase (log2) in total cytosolic mRNAs levels 
("Transcription", x-axis) vs. heavy polysome-associated mRNAs levels ("Translation", y-axis) for each 
genotype. Each independent experiment is denoted by an "X" (n = 3). Lines indicate regressions used by 
anota to adjust changes in polysome-associated mRNA levels for changes in cytosolic mRNA levels. 
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LPS favors Ccl5 and Cxcl10 mRNA translation by limiting the activity of 4E-BP1/2 

To validate the data obtained from the nCounter® analysis and to further delineate changes in 

translational efficiency of Ccl5 and Cxcl10 mRNA, we fractionated RNA from WT and 4E-BP1/2 

DKO macrophages both at steady-state and following LPS stimulation by polysome-profiling 

(Fig. 4.3A). Subpolysomal (untranslated or poorly translated), and light (>1 and ≤ 3 ribosomes; 

efficiently translated) and heavy polysome (≥ 3 ribosomes; highly efficiently translated) fractions 

were pooled and RT-qPCR analyses were performed to measure mRNA distribution of Ccl5 and 

Cxcl10. In steady-state WT cells, the highest amount of Ccl5 mRNA was found in subpolysomal 

fractions (~60.0%) while the remainder was detected at near equal amounts in light and heavy 

polysomes (~19.6% and ~20.5%, respectively). In stark contrast, distribution of Ccl5 was 

skewed towards light and heavy polysomes in 4E-BP1/2 DKO macrophages (~27.6%, ~37.6%, 

and ~34.8%) (Fig 4.3B, top left panel). Exposure to LPS caused a substantial shift in the 

distribution of Ccl5 mRNA from subpolysomal to light polysome fractions in WT cells (~36.7% 

and ~46.7%, respectively). Conversely, no major changes were observed in LPS-treated cells as 

compared to unstimulated 4E-BP1/2 DKO BMDM (Fig 4.3B, top right panel). A similar trend was 

observed for Cxcl10 mRNA distribution across polysome profiles. Subpolysomal fractions 

contained the greatest amounts of Cxcl10 mRNA in resting WT cells, while it was evenly 

distributed in 4E-BP1/2 DKO macrophages (Fig 4.3B, middle left panel). Upon LPS treatment, 

light polysome fractions were enriched for Cxcl10 mRNA in WT BMDM, yet no such changes 

were detected in 4E-BP1/2 DKO cells (Fig 4.3B, middle right panel). In contrast to Ccl5 and 

Cxcl10, Gapdh mRNA was mostly present in heavy polysome fractions regardless of genotype 

and activation status of the cells (Fig 4.3B, bottom panels). Importantly, no significant 

differences were observed in total levels of Ccl5 and Cxcl10 mRNA between genotypes (Fig. 

4.3C).These data, along with our previous observations regarding Il-10 and Cox-2/Ptgs2 

(William et al., 2018a), support the notion that LPS enhances translation efficiency of specific 

immune transcripts, including Ccl5 and Cxcl10, by limiting the activity of 4E-BP1/2.  

 

In line with increased translational efficiency of Ccl5 and Cxcl10 mRNAs in the absence of 4E-

BP1/2 (i.e. higher levels of heavy polysome-associated mRNA), a significant up-regulation in 

CCL5 and CXCL10 secretion was observed in LPS-stimulated 4E-BP1/2 DKO BMDM as 

compared to WT counterparts (Figs. 4.4A-B). In addition to the modulation of 4E-BP1/2 activity, 

eIF4E-dependent translational control of select immune-related mRNAs occurs via the MNK-

eIF4E axis (Furic et al., 2010; Nikolcheva et al., 2002; Su et al., 2015; Xu et al., 2012b). Of note, 
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inhibition of MNK signaling has been linked to a reduction in CCL5 and CXCL10 production 

(Seidel et al., 2016). Surprisingly, BMDM derived from mice mutated at the residue where eIF4E 

is phosphorylated (i.e. eIF4E S209A knock-in (KI)) (Furic et al., 2010) secreted similar levels of 

CCL5 and CXCL10 to their WT counterparts in response to LPS stimulation (Figs. 4.4C-D). This 

set of experiments provides evidence that LPS promotes Ccl5 and Cxcl10 mRNA translation in 

macrophages via mTORC1-4E-BP1/2-dependent and MNK-eIF4E-independent mechanisms. 
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FIGURE 4.3: LPS-induced Ccl5 and Cxcl10 mRNA translation is regulated by 4E-BP1/2 in 
macrophages.  

(A) WT (left panel) and 4E-BP1/2 DKO (right panel) BMDM cultures were stimulated with 100 ng/mL LPS 
(dashed line) or left untreated (solid line) for 4h. Cell lysates were sedimented onto 5 to 50% sucrose 
gradients. Gradients were fractionated and absorbance at 254 nm was recorded continuously. Arrows 
indicate the 40S and 60S ribosomal subunits, and 80S (monosomes). Regions corresponding to 
subpolysomal, and light (>1 and ≤ 3 ribosomes) and heavy polysome (≥ 3 ribosomes) fractions are 
indicated under the tracings. Polysome tracings are representative of three independent experiments. (B) 
Amount of Ccl5 (top panels), Cxcl10 (middle panels), and Gapdh (bottom panels) mRNA in subpolysomal, 
and light and heavy polysome fraction pools were determined by RT-qPCR. Analysis was performed in 
WT and 4E-BP1/2 DKO macrophages at steady-state (no stimulation, left column) and after 4 h of LPS 
stimulation (right column). Results are expressed as percentage of a given mRNA in each fraction. (C-D) 
Relative mRNA amounts of total Ccl5 (C) and Cxcl10 (D) mRNAs in LPS-treated WT and 4E-BP1/2 DKO 
macrophages were measured by RT-qPCR. Relative expression was normalized to Gapdh and relative 
quantification was calculated using the comparative Ct method (ΔΔCt). (B-D) Data are represented as 
mean [SD] (n = 3 independent experiments). Each independent experiment consisting of pools of BMDM 
isolated from different mice (pools of 5 mice per genotype). Statistical significance was assessed by one-
way ANOVA followed by Tukey post-hoc test; ns = not significant. 
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FIGURE 4.4: LPS induces CCL5 and CXCL10 protein synthesis via 4E-BP1/2-dependent 
and MNK-eIF4E-independent mechanisms in macrophages.  
WT and 4E-BP1/2 DKO (A-B) or eIF4E S209A KI (C-D) BMDM were stimulated with 100 ng/mL LPS or 
left unstimulated for 24 h. (A, C) CCL5 and (B, D) CXCL10 levels were measured by sandwich ELISA. 
Data are represented as mean [SD] (n = 3 independent experiments). Each independent experiment 
consisting of pools of BMDM isolated from different mice (pools of 2 to 3 mice per genotype).  Statistical 
significance was assessed by one-way ANOVA followed by Tukey post-hoc test. ** p < 0.01; *** p < 0.001; 
ns = not significant. 
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4E-BP1/2 control the production of CCL5- and CXCL10 by macrophages and limit their 
ability to attract T cells. 
CCL5 and CXCL10 are potent chemoattractants and activators of CCR5+ and CXCR3+ T 

lymphocytes, respectively (Appay & Rowland-Jones, 2001; Liu et al., 2011a). Therefore, we 

hypothesized that elevated CCL5 and CXCL10 secretion by 4E-BP1/2 DKO BMDM would 

enhance their ability to favor the migration of activated T cells. Initially, we isolated murine 

splenocytes and activated with Con A in vitro to induce the expression of CXCR3 and CCR5. 

Flow cytometric analysis determined that ~72.9% of splenocytes were CD3+ T lymphocytes, and 

that ~21.4% of the latter were CXCR3+ and ~41.2% were CXCR3+CCR5+ double-positive (Fig. 

4.5A). Activated splenocytes were then used as target cells in chemotaxis assays performed in 

the presence of conditioned medium (CM) from steady-state and LPS-treated WT and 4E-BP1/2 

DKO BMDM (Fig. 4.5B). Greater numbers of activated T cells migrated towards CM from LPS-

treated 4E-BP1/2 DKO cells as compared to CM from WT macrophages (P < 0.01) (Fig. 4.5C). 

Moreover, incubation of CM with neutralizing antibodies against CCL5 and CXCL10 prior to 

chemotaxis assays impaired migration of T cells exposed to CM from LPS-stimulated WT and 

4E-BP1/2 DKO BMDM (P < 0.01). Conversely, no negative effect on T cell chemotaxis was 

detected following incubation of CM with isotype-matched control antibodies (Fig. 4.5C). 

Collectively our data indicate that 4E-BP1/2 contribute to regulate the migration of CCL5- and 

CXCL10-responsive cells by limiting translational efficiency of Ccl5 and Cxcl10 mRNA and 

subsequent protein synthesis and secretion by macrophages. 

 

 

 

 

 

 

 



 

  128 

              
 
FIGURE 4.5: 4E-BP1/2 restrain the ability of macrophages to attract activated T cells through 
translational repression of CCL5 and CXCL10  
(A) Flow cytometry gating strategy employed to assess CCR5 and CXCR3 expression in Con A-activated 
splenocytes. Debris, cell clumps, and large particulates were first removed by gating on cells, according to 
forward- and side-scatter profiles (FSC and SSC, respectively). Gating on CD3ε-positive cells was 
conducted to identify the T cell population. CXCR3 and CCR5 expression was then assessed in the CD3+ 
T cell population. Isotype-matched antibodies were used to monitor non-specific binding and to draw 
gates (dashed line in top-right panel, and contour plot in lower-left panel). Shown here are representative 
data from three independent experiments. (B) Schematic diagram of the procedure employed to measure 
migration of activated T cells exposed to conditioned medium from WT and 4E-BP1/2 DKO BMDM. Cells 
were stimulated with 100 ng/mL LPS or left untreated for 24 h. Conditioned-medium (CM) was collected 
and added to the lower chambers of transwell plates. Con A-activated splenocytes, target cells for the 
chemokines of interest, were added to 5 µm pore size transwell inserts and allowed to migrate for 2 h at 
37°C, 5% CO2. Cells that had migrated towards the lower chamber were counted. (C) Migration index 
refers to the number of migrated splenocytes in each condition normalized to that observed with CM from 
unstimulated WT BMDM. Neutralizing antibodies against CCL5 (1 µg/mL) and CXCL10 (5 µg/mL) or 
isotype-matched control antibodies (IgG) were added to CM, as indicated, and incubated 1 h at 37°C 
before the start of the assay. Data are represented as mean [SD] (n = 3 independent experiments). Each 
independent experiment consisting of pools of BMDM isolated from different mice (pools of 2 to 3 mice per 
genotype). Statistical significance was assessed by one-way ANOVA followed by Tukey post-hoc test. ** p 
< 0.01. 
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Discussion 

Translational repression has emerged as a central regulatory mechanism of inflammatory 

responses (Mazumder et al., 2010; Schott et al., 2014). In this regard, a number of studies 

indicate that in addition to RNA-binding proteins and microRNAs (miRNAs) (Anderson, 2010; 

Johanna & Georg, 2010), eIF4E inhibitory proteins 4E-BP1/2 coordinate the onset and 

resolution of inflammation via translational silencing (Colina et al., 2008; Jaramillo et al., 2011; 

Kaur et al., 2007; Nehdi et al., 2014; William et al., 2018c). Extending these previous findings, 

we demonstrate that 4E-BP1/2 act as negative regulators of the pro-inflammatory chemokines 

CCL5 and CXCL10. Indeed, genetic deletion of 4E-BP1/2 in primary mouse macrophages led to 

translational derepression of Ccl5 and Cxcl10 transcripts. As such, higher levels of heavy 

polysome-associated Ccl5 and Cxcl10 (i.e. highly efficient translated) mRNAs in 4E-BP1/2 DKO 

cells correlated with enhanced CCL5 and CXCL10 protein synthesis. Consequently, 

CCR5+/CXCR3+ T cell chemotaxis was enhanced towards CM from 4E-BP1/2 DKO 

macrophages following TLR4 stimulation. Thus, our data support the notion that selective 4E-

BP1/2-dependent translational control of macrophage functions contributes to orchestrate T cell 

migration to inflammatory sites. 

 

The pleiotropic chemokines CCL5 and CXCL10 regulate cell migration, proliferation, 

metabolism, and survival in response to stress (e.g. infection, injury, energy status, etc.) (Gao et 

al., 2016; Khalid et al., 2015; Liu et al., 2011a; Liu et al., 2011b). As such, their expression must 

be quickly adjusted through a combination of mechanisms to ensure efficient cell activation while 

preventing deleterious responses (Bandow et al., 2012; Carpenter et al., 2013; Mortier et al., 

2008; Nikolcheva et al., 2002). It is well documented that post-transcriptional control via changes 

in mRNA stability has a major impact in CCL5 and CXCL10 production (Johanna & Georg, 2010; 

Marcais et al., 2006; Vockerodt et al., 2005). Although less investigated, several reports have 

shown that CCL5 and CXCL10 expression is also regulated at the level of mRNA translation 

(Basu et al., 2014b; Kariminik et al., 2016; Kaur et al., 2007; Kaur et al., 2008; Kroczynska et al., 

2009; Lin et al., 2014; N. et al., 2015; Perry et al., 2008; Poddar et al., 2015; Seidel et al., 2016; 

Swanson et al., 2002). Indeed, various mechanisms of translational control have been described 

for CCL5, including miRNAs, readenylation, and potentially the IFNγ-activated inhibitor of 

translation (GAIT) complex (Basu et al., 2014b; Perry et al., 2008; Poddar et al., 2015; Swanson 

et al., 2002). In regards to CXCL10, previous works in MEFs deficient in 4E-BP1 or S6K1/2 

pointed to a mechanism of mTORC1-dependent translational control triggered by IFNγ (Kaur et 



 

  130 

al., 2007; Kroczynska et al., 2009). Indeed, differential CXCL10 protein expression between WT 

and 4E-BP1 KO or S6K1/2 DKO MEFs was not paralleled by altered Cxcl10 mRNA transcription; 

however, experimental data on Cxcl10 translation efficiency was lacking (i.e. distribution of 

Cxcl10 mRNA across polysome profiles). Moreover, mRNA and protein levels of CXCL10 were 

assessed only after 48 h of IFN-g treatment; thus, it is conceivable that early transcriptional 

changes and/or indirect mechanisms of translational control were at least in part responsible for 

the phenotype observed in 4E-BP1 and S6K1/2 deficient cells. Of note, the contribution of 

S6K1/2 and 4E-BP1 to such regulation was not resolved. In the current study, polysome-profiling 

quantified by two different methods (i.e. nCounter assays and RT-qPCR) confirmed that 

translation efficiency of Cxcl10 mRNA is under the control of 4E-BP1/2 and demonstrated that 

this is also the case for Ccl5. Intriguingly, Ccl5 and Cxcl10 were not identified as mRNAs 

translated in a 4E-BP1/2-sensitive fashion in a comparative analysis of the translatome of WT 

and 4E-BP1/2 DKO MEFs (i.e. transcriptome-wide analysis pools of efficiently translated mRNA) 

(Colina et al., 2008). Upon first consideration, these observations would seem inconsistent with 

our findings and those published in IFN-g-stimulated 4E-BP1 KO MEFs (Kaur et al., 2007). 

However, these discrepancies could be attributed to specific translational programs triggered by 

different stimuli or stressors in immune versus nonimmune cells, as described by others and by 

us (Jaramillo et al., 2011; Masvidal et al., 2017b; Miloslavski et al., 2014; William et al., 2018c). 

  

In addition to mTORC1-mediated 4E-BP1/2 inactivation, eIF4E-dependent translational control 

of immune-related transcripts relies on the MNK-eIF4E axis (Chan et al., 2012; Furic et al., 2010; 

Herdy et al., 2012a; Nikolcheva et al., 2002; Piccirillo et al., 2014; Su et al., 2015; Xu et al., 

2012b). In regards to CCL5 and CXCL10, several lines of evidence indicate that MNK1/2 

regulate their expression through different mechanisms (Furic et al., 2010; Nikolcheva et al., 

2002; Robichaud et al., 2018b; Seidel et al., 2016). Activation of MNK1/2 was shown to be 

required for late transcription of Ccl5 mRNA via translational control of the transcription factor 

RFLAT-1 in IL-2-treated T cells (Nikolcheva et al., 2002). Similarly, inhibition of MNK1/2 

abrogated Cxcl10 transcription and CXCL10 secretion in TNF stimulated smooth muscle cells 

(Seidel et al., 2016). Interestingly, the authors also showed that CCL5 and CXCL10 protein 

expression was reduced in MNK1 knock-down cells as compared to WT controls (Seidel et al., 

2016). Surprisingly, no experimental evidence on differential transcription and/or mRNA 

translation was provided. Of note, polysome-profiling of WT and eIF4E S209A KI MEFs 

quantified by microarray did not identify Ccl5 and Cxcl10 as targets of translational control via 

the MNK-eIF4E axis (Furic et al., 2010). Moreover, a later study from the same group did not 
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report any differences in CCL5 and CXCL10 serum levels in tumor-bearing WT and eIF4E 

S209A KI mice (Robichaud et al., 2018c). In line with these data, we observed that LPS-

stimulated WT and eIF4E S209A KI BMDM secrete similar levels of CCL5 and CXCL10. Thus, 

we conclude that the phosphorylation status of eIF4E does not affect the synthesis of these 

chemokines in our experimental setting. However, we cannot exclude the possibility that 

MNK1/2 regulate the expression of CCL5 and CXCL10 in an eIF4E-independent manner. 

Indeed, phosphorylation of the RNA-binding protein hnRNP A1 by MNK1/2 was shown to relieve 

Tnf mRNA from translational repression in activated T cells (Buxade et al., 2005). Thus, it is 

conceivable that other mRNAs coding pro-inflammatory factors are regulated through a similar 

mechanism. Further characterization of MNK-dependent translational control in immune cells will 

shed light on this matter. 

 

In view of our findings, we postulate that the translational repressors 4E-BP1/2 might link innate 

and adaptive immune responses by acting as immunological "safeguards" to curtail excessive 

CCL5 and CXCL10 secretion by macrophages and to avoid subsequent exacerbated T cell-

mediated responses. Indeed, both chemokines are key mediators of protective immune 

responses during viral, bacterial, and parasitic infections (Qidwai & Khan, 2016). Paradoxically, 

CCL5 and CXCL10 can also lead to organ destruction and favor pathogen survival, depending 

on factors such as host immune status, genetic polymorphisms, and microbial products (Liu et 

al., 2011a; Qidwai & Khan, 2016). In addition, CCL5 and CXCL10 are implicated in the 

pathogenesis of a wide range of inflammatory, autoimmune, and degenerative diseases (e.g. 

arthritis, type I diabetes, Alzheimer’s, and cardiovascular diseases) (Altara et al., 2016; Antonelli 

et al., 2014; Appay & Rowland-Jones, 2001), and their production is elevated in various cancers 

(e.g. breast, colorectal, ovarian, and gastric cancer) (Ding et al., 2016b; Gao et al., 2016; Khalid 

et al., 2015; Liu et al., 2015; Wightman et al., 2015; Zumwalt et al., 2015). Intriguingly, both anti-

tumoral and oncogenic properties have been attributed to CCL5 and CXCL10 (Liu et al., 2015; 

Palacios-Arreola et al., 2014; Wightman et al., 2015; Zumwalt et al., 2015). Even though the 

effects of CCL5-CCR5 and CXCL10-CXCR3 signaling in tumors are likely to be multifactorial, 

recent studies indicate that their ability to drive proliferation and metastatic potential of cancer 

cells is, at least in part, mediated by the induction of matrix metalloproteinases (MMPs), namely 

MMP-2 and MMP-9 (Ding et al., 2016b; Zhou et al., 2016b). In the tumor microenvironment, 

various types of cells, including tumor-associated macrophages (TAMs) and cancer-associated 

fibroblasts (CAFs) produce high levels of CCL5 (Ding et al., 2016b; Subramaniam et al., 2013). 

Hence, the regulatory node mTORC1-4E-BP1/2 might emerge as an attractive therapeutic target 
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to fine-tune the expression of CCL5 and CXCL10. This consideration could be of particular 

interest in cancers with altered eIF4E/4E-BP ratios and/or elevated phosphorylation of 4E-BPs 

due to a hyperactivated mTORC1 pathway (Alain et al., 2012a; Bhat et al., 2015). Importantly, 

similar therapeutic applications might be relevant during infectious diseases in which the 

mTORC1-4E-BP1/2 axis is dysregulated (Mohr & Sonenberg, 2012). Collectively, our findings 

highlight the key role of eIF4E-dependent translational control of immunological mediators 

produced by macrophages, and suggest that aberrant activity of mTORC1-4E-BP1/2 during 

diseased states could result in unchecked immune responses. Ultimately, a better 

understanding of how chemokine expression is regulated at the level of mRNA translation might 

contribute to identify mechanisms potentially targetable by macrophage-centered therapeutics. 



 

  133 

 

Materials and Methods 

 

Reagents 

Culture media and supplements were purchased from Wisent; LPS Escherichia coli serotype 

0111:B4), concanavilin (Con) A, cycloheximide, and resazurin sodium salt were acquired from 

Sigma-Aldrich; RNasin was provided by Promega; rapamycin (sirolimus) was obtained from LC 

Laboratories; Torin-1 was purchased from Cayman; PP242 was acquired from Chemdea; 

PowerUp™ SYBR® Green Master Mix was obtained from Applied Biosystems; complete EDTA-

free protease inhibitor and PhosSTOP phosphatase inhibitor tablets were purchased from 

Roche. 

 

Bone marrow-derived macrophage (BMDM) differentiation 

Hind legs from Eif4ebp1-/-/Eif4ebp2-/- and eIF4ES209A/S209A C57BL/6 mice (Colina et al., 2008; 

Furic et al., 2010) and their wild-type (WT) littermates, originally purchased from The Jackson 

Laboratories, were kindly provided by Dr. Nahum Sonenberg (McGill University, Montreal, QC, 

Canada). All procedures were in compliance with the Canadian Council on Animal Care 

guidelines and approved by the Comité institutionnel de protection des animaux of the INRS 

(CIPA #1611-10). Murine bone marrow-derived macrophages (BMDM) were obtained by 

differentiating precursor cells, as previously described (William et al., 2018a). Briefly, cells were 

resuspended in BMDM culture medium (DMEM, 10% heat-inactivated FBS, 2 mM L-glutamate, 

1 mM sodium pyruvate, 100 U/ml penicillin, 100 µg/ml streptomycin) supplemented with 15% 

L929 fibroblast-conditioned culture medium (LCCM). Cells were seeded in tissue culture-treated 

dishes, and the following day, non-adherent cells were collected, resuspended in BMDM culture 

medium supplemented with 15% LCCM, and plated in non-treated Petri dishes. LCCM was 

added every 2 days (~1.5 mL/dish), and differentiated BMDM were collected 8 days after 

marrow extraction. Differentiation of precursor cells into macrophages was routinely assessed by 

monitoring CD11b and F4/80 co-expression by flow cytometry (Supplemental Fig. 3A). Viability 

of WT and 4E-BP1/2 DKO cells was compared using the resazurin colorimetric assay 

(Supplemental Fig. 3B), as described below. 

 

BMDM treatment and viability assays 
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Cells were plated one day prior to treatment in BMDM culture medium and allowed to adhere 

O/N at 37°C, 5% CO2. When applicable, cells were pre-treated with 20 nM rapamycin, 2.5 µM 

PP242, 200 nM Torin-1, or an equivalent volume of vehicle (DMSO) for 1 h. Cells were either left 

unstimulated or stimulated with 100 ng/mL LPS for 4 to 24 h, as indicated. For viability 

experiments, cells were treated with the various inhibitors in the presence of LPS for 24 h. 

Medium was removed and replaced with fresh BMDM culture medium supplemented with 

0.025% resazurin. Cultures were incubated for 6 h at 37°C, 5% CO2, then optical density was 

measured using a Multiskan GO (Thermo-Fisher) at 600 and 570 nm. Absorbance at 600 nm 

was subtracted from readings at 570 nm, values from wells without any cells were used as 

blanks, and DMSO-treated cells were used to normalize values. 

 

Western blot analysis 

Cells were lysed in ice-cold RIPA buffer (25 mM Tris-HCl pH 7.6, 150 mM NaCl, 1% Triton-X-

100, 0.5% sodium deoxycholate, 0.1% SDS), supplemented with phosphatase and EDTA-free 

protease inhibitor cocktails (Roche). Total protein samples were processed for SDS-PAGE and 

western blotting, as previously described (William et al., 2018a). Total and phospho-specific 

primary antibodies were purchased from BD Biosciences, anti-eIF4E (#610270), and Cell 

Signaling Technology: anti-phospho-4E-BP1 (T37/46) (#2855), anti-phospho-4E-BP1 (T70) 

(#9455), anti-phospho-4E-BP1 (S65) (#9451), anti-4E-BP1 (#9644), anti-4E-BP2 (#2845), anti-

eIF4G (#2498), and anti-β-actin (#3700). Secondary goat anti-rabbit and goat anti-mouse IgG 

horseradish peroxidase (HRP)-linked antibodies were obtained from Sigma-Aldrich.  

 

m7GTP-agarose pull down assays 

Following treatment, cultures were lysed in ice-cold Buffer A (lysis buffer; 50 mM MOPS pH 7.4, 

100 mM NaCl, 2 mM EDTA, 2 mM EGTA, 1% IGEPAL CA-630, 1% sodium deoxycholate, 7 mM 

β-mercaptoethanol) supplemented with phosphatase and EDTA-free protease inhibitor cocktails. 

Samples were processed for m7GTP-agarose pull down assays, as described (William et al., 

2018a). Briefly, ~0.5 mg of proteins of each sample were mixed with 50% slurry of 2'/3'-EDA-

m7GTP immobilized on agarose beads (#AC-142S, Jena Bioscience) and diluted up to 1 ml with 

Buffer B (wash buffer; 50 mM MOPS pH 7.4, 100 mM NaCl, 0.5 mM EDTA, 0.5 mM EGTA, 7 

mM β-mercaptoethanol, 0.1 mM GTP) supplemented with phosphatase and EDTA-free protease 

inhibitor cocktails. Samples were mixed for 1 h at 4°C with end-over-end mixing, and beads 

were pelleted by centrifugation, washed twice with Buffer B, then resuspended in Laemmli 

loading buffer for further analysis by western blotting. 
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ELISA 

Cells were seeded in 96-well plates (2 × 105 cells/well). Following treatment, culture 

supernatants were collected, and the concentration of secreted CCL5 and CXCL10 was 

measured by sandwich ELISA using the mouse CCL5 (#DY478-05) and CXCL10 (#DY466-05) 

DuoSet ELISA kits (R&D Systems), according to the manufacturer’s specifications. 

 

5’ UTR analysis 

5'UTRs of murine Ccl5 and Cxcl10 were retrieved from the mm10 genome build using the UCSC 

Table Browser (https://genome.ucsc.edu). Minimum free energy (MFE) and secondary 

structures were obtained from the "foldUtr5" table which contains MFE structures computed 

using RNAfold (Lorenz et al., 2011). Secondary structures were plotted using VARNA (Darty et 

al., 2009). 

 

Polysome-tracing analysis and RNA fractionation 

Samples were processed for polysome-tracing and RNA fractionation as previously described 

(William et al., 2018a). Briefly, following treatment, cells were washed three times with ice-cold 

PBS supplemented with 100 µg/mL CHX. After centrifugation, cells were lysed in hypotonic lysis 

buffer (5 mM Tris-HCl pH 7.5, 2.5 mM MgCl2, 1.5 mM KCl, 100 µg/mL CHX, 2 mM DTT, 0.5% 

Triton X-100, 0.5% sodium deoxycholate, and 200 U RNasin). Cleared lysates were layered 

onto 5 to 50% (w/v) sucrose density gradients (20 mM HEPES (pH 7.6), 100 mM KCl, 5 mM 

MgCl2, 100 µg/mL CHX, and 200 U RNAsin) and subjected to ultracentrifugation at 221,830.9 × 

g (SW 41 rotor, Beckman Coulter) for 2 h at 4°C. Gradients were fractionated and collected, and 

the absorbance at 254 nm was recorded continuously using a Brandel BR-188 density gradient 

fractionation system. 

 

RNA extraction and quantitative RT-PCR 

Total and fractionated cytosolic RNA was isolated using QIAzol (Qiagen) and purified using the 

RNeasy kit (Qiagen), according to the manufacturer's recommendations. Approximately 1 µg of 

RNA was reverse transcribed using Superscript III reverse transcriptase and oligo(dT) 

(Invitrogen). Quantitative PCR was performed with PowerUp™ SYBR® Green Master Mix 

(Applied Biosystems) using a QuantStudio 3 Real-Time PCR System (Applied Biosciences). 

Relative quantification was calculated using the comparative Ct method (ΔΔCt) (Taylor et al., 
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2010) and relative expression was normalized to Gapdh. Experiments were performed in 

independent biological replicates (n = 3); each sample was analyzed in a technical triplicate. 

Primers were designed using NCBI Primer-BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-

blast/). The list of primers is provided in Supplemental Table I. 

 
 
Splenocyte isolation and activation, and flow cytometry 
 
Splenocytes were isolated from naïve C57BL/6 mice. Spleens were ground and passed through 

a 100 µm-nylon cell strainer to obtain a single-cell suspension. Red blood cells were lysed in 

ACK lysis buffer (150 mM NH4Cl, 10 mM KHCO3, 0.1 mM EDTA) for 7 min at RT. Splenocytes 

were washed with HBSS (100 U/mL penicillin, 100 µg/mL streptomycin, 4.2 mM sodium 

bicarbonate, 20 mM HEPES), resuspended in culture medium (RPMI, 10% heat-inactivated 

FBS, 2 mM L-glutamate, 1 mM sodium pyruvate, 100 U/mL penicillin, 100 µg/mL streptomycin, 

55 µM β-ME) supplemented with 2 µg/mL Con A, and plated in 24-well plates (2 × 106 cells/well). 

Activated splenocytes were harvested 48-72 h later and used for transwell migration assays. 

Expression of CCR5 and CXCR3 in con A-activated splenocytes was assessed by flow 

cytometry. Briefly, cells were washed and resuspended in FACS buffer (PBS pH 7.4, 0.1% 

BSA). Fc receptors were blocked with a rat anti-mouse CD16/32 (clone 93; #101301) for 15 min 

on ice, then stained with the following fluorophore-conjugated antibodies for 30 min on ice: APC-

anti-mouse-CD3ε (clone 17A2; #100235), FITC-anti-mouse-CXCR3 (clone CXCR3-173; 

#126535), and PE-anti-mouse-CCR5 (clone HM-CCR5; #107005). Isotype-matched control 

antibodies were included to assess non-specific binding as follows: APC-rat IgG2b (clone 

RTK4530; #4006211), FITC- and PE-Armenian hamster IgG (clone HTK888; #400905 and 

#400907). All antibodies were purchased from BioLegend. After staining, cells were washed and 

fixed with 1% PFA in PBS for 10 min on ice. Fixative solution was quenched by rinsing 

splenocytes with 0.1 M glycine in PBS. BD CompBeads (#552845; BD Biosciences) stained with 

each fluorochrome in the panel of markers were used as compensation controls. Samples were 

acquired using a BD FACSCalibur (BD Biosciences), and data were analyzed using FlowJo 

software (Tree Star). Note that we have adhered to the Guidelines for the use of flow cytometry 

and cell sorting in immunological studies 

(http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/eji.201646632/pdf) for data analysis and graphic 

representation. 
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Chemotaxis assay 

WT and 4E-BP1/2 DKO BMDM cultures were stimulated with 100 ng/mL LPS or left 

unstimulated for 24 h. Conditioned-medium (CM) was collected and added to the lower 

chambers of transwell plates (Corning). Anti-CCL5 (1 µg/mL; #AF478)) and anti-CXCL10 (5 

µg/mL; #134013) neutralizing antibodies or isotype-matched control antibodies (R&D Systems) 

were added to the CM, as indicated, and incubated 1 h at 37°C before the start of the assay. 

Con A-activated splenocytes were added to 5 µm pore size transwell inserts (5 × 105 cells/insert) 

and were allowed to migrate for 2 h at 37°C, 5% CO2. Cells in the lower chamber were 

enumerated using a hemocytometer. 

 

Statistical Analysis 

nCounter data were analyzed using the anota “R” package to identify mRNAs under translational 

control between WT and 4E-BP1/2 DKO BMDM (Larsson et al., 2010; Larsson et al., 2011). 

Where applicable, statistical differences were calculated using one-way ANOVA embedded in 

GraphPad Prism 7 software package. Results are presented as the mean ± standard deviation 

(SD) of the mean. Differences were considered to be statistically significant when * P < 0.05, ** 

P < 0.01, *** P < 0.001. 
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Supplemental Table 4.1. List of primers used for RT-qPCR 

 

Gene Primer Sequence (5’ - 3’) 

Forward 5’ -TCACCATATGGCTCGGACACC-3’  mouse Ccl5 

Reverse 5’ -CACACTTGGCGGTTCCTTCG-3’ 

Forward 5’ -CTGCCGTCATTTTCTGCCTC-3’ mouse Cxcl10 

Reverse 5’ -ATGATCTCAACACGTGGGCA-3’ 

mouse Gapdh Forward 5’ -TTCTTGTGCAGTGCCAGCCTC-3’ 

 Reverse 5’ -CAAATGGCAGCCCTGGTGAC-3’ 

Forward 5’ -GCTGCGGGAAAAAGAAGGTC-3’ mouse Rpl19 

Reverse 5’ -AGCTTCCTGATCTGCTGACG-3’ 
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Supplemental Figure 4.1: Viability assessment of LPS-stimulated BMDM exposed to mTOR 
inhibitors.  

Macrophages were pre-treated with 20 nM rapamycin, 2.5 µM PP242, 200 nM Torin-1, or an equivalent 
volume of vehicle (DMSO) for 1 h. Cells were then stimulated with 100 ng/mL LPS for 24 h. Medium was 
removed and replaced with fresh BMDM culture medium supplemented with 0.025% resazurin. Cultures 
were incubated for 6 h, then optical density was measured at 600 and 570 nm. Absorbance at 600 nm 
was subtracted from readings at 570 nm, values from wells without any cells were used as blanks, and 
DMSO-treated cells were used to normalize values. Data are represented as mean [SD], and differences 
were considered to be statistically significant when *** P < 0.01; ns = not significant. 
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Supplementary Figure 4.2. Secondary structures of murine Ccl5 (left panel) and Cxcl10 (right panel) 5’ 
UTRs as predicted by RNAfold. Minimum free energy (MFE) and 5' UTR length corresponding to each 
mRNA are indicated under the respective structures. 5'UTRs of murine Ccl5 and Cxcl10 were retrieved 
from the mm10 genome build using the UCSC Table Browser (https://genome.ucsc.edu). Minimum free 
energy (MFE) and secondary structures were obtained from the "foldUtr5" table which contains MFE 
structures computed using RNAfold (Lorenz et al., 2011). Secondary structures were plotted using 
VARNA (Darty et al., 2009). 
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CHAPITRE V. 
 

DISCUSSION 
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1. L’IMPACT DE 4E-BP1/2 DANS LE CONTRÔLE TRADUCTIONNEL 
DES MACROPHAGES 

 L’objectif de notre étude était de comprendre le rôle des répresseurs traductionnels 4E-

BP1/2 dans le contrôle de la traduction des transcrits liés à la réponse immunitaire et leur impact 

sur les fonctions des macrophages. Une étude du translatome réalisée à partir de MEFs 

déficientes pour les répresseurs Eif4ebp1 et Eif4ebp2 a décrit le rôle de 4E-BP1/2 dans le 

contrôle traductionnelle de la réponse immunitaire innée lors des infections virales en identifiant 

une activité traductionnelle accrue du facteur de transcription IRF7 ayant pour conséquence une 

augmentation de la production d’interféron de type I, qui a entrainé une résistance aux infections 

virales dans les MEFs (Colina et al., 2008). Bien que, ces importantes découvertes aient eu 

d’énormes retombées sur un rôle inconnu de 4E-BP1/2 dans le contrôle traductionnel de 

l’immunité innée antivirale, ces observations ont été effectuées à partir de cellules non 

immunitaires. Plus tard, la même équipe a révélé la résistance de macrophages péritonéaux et 

primaires déficients en 4E-BP1/2 à l’infection par le parasite, Leishmania major, due au contrôle 

traductionnel des mécanismes impliqués dans la production de l’interféron de type I et de 

l’oxyde nitrique (Jaramillo et al., 2011). L’étude de Nehdi et al. a confirmé que la perte de 4E-

BP1 ou 4E-BP2 est suffisante pour stimuler l’immunité innée antivirale (Nehdi et al., 2014). Ces 

résultats précédents indiquent que le contrôle traductionnel via 4E-BP1/2 affecte principalement 

la réponse immunitaire pro-inflammatoire et antimicrobienne. Lors d’une infection, les cellules 

immunitaires déclenchent une forte production de cytokines pro-inflammatoires qui vont 

conduire à l’élimination des pathogènes (Garcia-Sastre & Biron, 2006; Katze et al., 2002; 

Meylan et al., 2006). Cependant, cette réponse immunitaire non contrôlée peut être néfaste pour 

l’organisme et doit être hautement régulée pour conduire à un équilibre de la réponse 

inflammatoire. Jusqu’à présent, le rôle des 4E-BP1/2 dans la réponse anti-inflammatoire induite 

par les macrophages n’a pas encore été exploré. Basée sur l’ensemble de ces données, nous 

avons émis l’hypothèse, que les répresseurs 4E-BP1/2 seraient des régulateurs d’ARNm 

spécifiques impliqués dans la réponse immunitaire et qui pourraient moduler les fonctions des 

macrophages. Pour mener notre investigation, nous avons isolé des macrophages primaires 

dérivés de la moelle osseuse de souris C57BL/6. Les macrophages sont des cellules 

immunitaires qui jouent un rôle important dans la première ligne de défense de la réponse 

immunitaire innée par leur capacité à s’activer et libérer des cytokines conduisant à l’élimination 

des pathogènes (Hirayama et al., 2017; Murray & Wynn, 2011). En plus, de protéger 
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l’organisme contre des agents pathogènes, les macrophages sont également impliqués dans la 

réponse immunitaire adaptative faisant le relais entre la réponse immunitaire innée et adaptative 

(Gasteiger et al., 2017). Notre choix d’utiliser des macrophages primaires comme modèle 

d’étude a permis de découvrir dans un contexte de cellules immunitaires naïves le profil des 

transcrits liés à l’immunité dont le contrôle traductionnel est dépendant des répresseurs 4E-

BP1/2. De plus, les facteurs traductionnels sont très sensibles aux variations métaboliques 

cellulaires liées au stress, au vieillissement cellulaire (lors de passage multiples) qui vont altérer 

l’activité traductionnelle des cellules et qui dans ces conditions pourrait avoir un impact 

important sur le profil des transcrits (Gonskikh & Polacek, 2017; Liu & Qian, 2014). Nous avons 

utilisé la technique d’analyse des profiles de polysomes pour fractionner et séparer les ARNm 

hautement traduits, puis identifié les ARNm dont l’expression était régulée à la hausse par des 

essaies nCounter. Cette nouvelle technologie est largement utilisée dans l’identification de 

cibles thérapeutiques (Beard et al., 2013). A travers un panel d’immunologie de 564 gènes 

incluant à la fois des cibles immunologiques et inflammatoires, nous avons détecté 11 transcrits 

traductionnellement régulés par les répresseurs 4E-BP1/2 (Il-1a, Il-1b, Il-10, Il-12b, Ccl5, Ccl12, 

Cd40, Cxcl10, Cox-2, Ifit2 et Mx1). Ce nombre de transcrits bien que peu abondants, confirme 

les données rapportées par des études du translatome dans les macrophages (Schott et al., 

2014) et dans les cellules et souris déficientes en 4E-BP1/2 (Colina et al., 2008; Kim et al., 

2009c). Ces auteurs ont décrit un mécanisme de traduction répressif et sélectif par 4E-BP1/2. 

Nos résultats concordent avec ces données et prouvent que 4E-BP1/2 ne sont pas des 

régulateurs généraux de la traduction mais qu’ils contrôlent de façon spécifique la traduction de 

certains ARNm et dans des conditions bien précises (Alain et al., 2012b; Dowling et al., 2010). Il 

est important de souligner ici que nous avons utilisé des macrophages primaires naïfs sans 

aucun stimulus, les transcrits régulés reflètent donc une expression basale dans les 

macrophages. La plupart des études précédentes ont décrit les répresseurs traductionnels 4E-

BP1/2 comme étant seulement des régulateurs de la réponse immunitaire pro-inflammatoire 

(Colina et al., 2008; Herdy et al., 2012b; Jaramillo et al., 2011; Nehdi et al., 2014). Nos résultats 

renforcent ces données sur le rôle de régulateur négatif de la réponse pro-inflammatoire des 4E-

BP1/2 et en plus complètent ces découvertes en révélant le rôle des 4E-BP1/2 dans la 

régulation de la réponse anti-inflammatoire. Ces données s’intègrent parfaitement à l’ensemble 

des connaissances littéraires impliquant les protéines 4E-BP1/2 dans l’efficacité traductionnelle 

d’ARNm spécifiques dans plusieurs processus physiologiques et pathologiques. Le mécanisme 

de régulation des systèmes biologiques est une question fondamentale en science. Le rôle 

central de mTOR dans ces processus a été attribué largement à ses effecteurs 4E-BP1et 4E-
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BP2. mTOR régule l’activité des 4E-BPs impliqués dans l’assemblage du complexe eIF4F, 

notamment la phosphorylation et l’inactivation des protéines 4E-BPs (Hay & Sonenberg, 2004; 

Masvidal et al., 2017a). Selon leur structure, les protéines 4E-BP1/2 possèdent des motifs de 

liaison (TOS et RAIP) à mTORC1 via la protéine adaptatrice Raptor (Musa et al., 2016; Showkat 

et al., 2014) et en plus une liaison spécifique à eIF4E les permettant d’interagir et de contrôler 

l’activité de celle-ci à travers la formation du complexe protéique eIF4F parmi lesquels la 

protéine eIF4G est un compétiteur des 4E-BP1/2 puisqu’elle convoite le même site de liaison 

que les 4E-BP1/2 sur eIF4E (Gruner et al., 2016). Cependant, 4E-BP1/2 présentent une plus 

grande affinité pour eIF4E, ce potentiel supplémentaire non négligeable les avangtage par 

rapport à eIF4G (Scheper et al., 2002). Ce challenge dans lequel se placent les protéines 4E-

BP1/2 ne peut que contribuer et renforcer leur spécificité d’action dans la régulation 

traductionnelle de la synthèse des protéines. Ceci appui les données montrant que 4E-BP1/2 ne 

peuvent pas être des régulateurs de la traduction générale (Larsson et al., 2012; Morita et al., 

2017a) mais manisfestent clairement une spécificité d’action. Il a été décrit que cette spécificité 

des 4E-BP1/2 serait médiée par la complexité structurale des extrémités 5’ UTR des ARNm qui 

impose et rythme la cadence de leur traduction (Gandin et al., 2016). Dans cette situation, l’axe 

mTORC1-4E-BP1/2 se trouve être un chef d’orchestre qui dirige une synthèse protéique ciblée 

et efficace dépendante d’eIF4E. Cette régulation privilégie la traduction coiffe-dépendante et de 

ce fait, des ARNm sensibles à eIF4E. Cependant, des recherches récentes ont montré que 

certains ARNm sont plus sensibles au niveau d’eIF4E ainsi qu’à sa disponibilité (Gandin et al., 

2016; Morita et al., 2015; Roux & Topisirovic, 2012). Ces découvertes révèlent une régulation  

dynamique et sophistiquée de la traduction. 

 Dans cette complexité de l’inititation de la traduction se mixent des complexes variables 

démontrant un système de régulation stricte. Deux types d’ARNm ont été décrits : les ARNm 

TOPs constitués d’une extrémité 5’ TOP oligopyrimidine et les ARNm non-TOPs (Philippe et al., 

2018). Pendant un temps, la régulation des ARNm TOPs a été attribuée aux 4E-BP1/2 (Thoreen 

et al., 2012) mais très rapidement ces données ce sont révélées inexactes. Les ARNm non-

TOPs incluent une grande proportion de transcrits dont la traduction est dépendante des 

changements dans l’activité des 4E-BP1/2 et/ou des niveaux d’eIF4E (De Benedetti & Graff, 

2004; Graff et al., 2008). En effet, les changements dans les niveaux des 4E-BP1/2 et/ou dans 

leur phosphorylation altèrent considérablement la traduction d’un sous-ensemble d’ARNm (Irf7, 

Gas2, Ccnd3, Odc1 et Vegfa) mais sans effet majeur sur la synthèse protéique globale (Colina 

et al., 2008; Dowling et al., 2010). L’activité traductionnelle de ces ARNm était affectée par les 
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variations dans le niveau et la disponibilité d’eIF4E mais aussi par la structure de l’extrémité 5’ 

(Masvidal et al., 2017a; Morita et al., 2015). L’ensemble de ces facteurs affectant les acteurs de 

l’initiation de la traduction témoigne de la spécificité de cette voie. Ces caractéristiques 

définissent deux groupes d’ARNm, un groupe dont l’extrémité 5’ UTR est longue et hautement 

structurée, un autre groupe d’ARNm avec une extrémité 5’ UTR plus courte (Gandin et al., 

2016). Ces ARNm sont sensibles à eIF4E et codent pour des protéines avec des fonctions 

différentes (Gandin et al., 2016). Les ARNm possédant un long 5’ UTR nécessitent une activité 

hélicase d’eIF4A bien plus importante pour défaire les structures 5’ de l’ARNm, cette 

particularité leur confère une certaine dépendance d’eIF4A et sont dits sensibles à eIF4A 

(Masvidal et al., 2017a; Morita et al., 2015). Ces découvertes sont très importantes pour définir 

le rôle des 4E-BP1/2 dans le contrôle traductionnel des ARNm. En tant qu’effecteurs de mTOR, 

les 4E-BP1/2 répriment la traduction en restant liées à eIF4E ; pourtant leur répression s’exerce 

sur un sous-ensemble d’ARNm ce qui suggère qu’elles agissent dans des conditions bien 

précises et sur des fonctions biologiques en particulier. L’étude de Colina et al. décrit que 4E-

BP1/2 contrôle la traduction du facteur de transcription IRF7 dont la structure 5’ UTR est longue 

et hautement structurée (Colina et al., 2008; Herdy et al., 2012b; Jaramillo et al., 2011; Nehdi et 

al., 2014). Cette régulation a pour conséquence l’accumulation d’IFN-I provoquant une 

résistance des MEFs à certaines infections virales. Ces données révèlent le rôle des 4E-BP1/2 

dans la réponse immunitaire innée. En ligne avec ces résultats, notre analyse bioinformatique 

des séquences 5’ UTR des transcrits identifiés a montré deux groupes distincts présentant des 

structures 5’UTR différentes (Figure 1D, article 1). Dans notre modèle, 4E-BP1/2 régulent les 

transcrits (Cox-2, Ifit2, Il-1b et Mx-1) qui contiennent un long 5’ UTR. Des études 

supplémentaires seraient nécessaires pour confirmer si l’activité traductionnelle de ces transcrits 

est altérée par des changements dans le niveau d’eIF4E. Etant donné, qu’eIF4E contrôle la 

synthèse des protéines coiffe-dépendante, elle contribue à la traduction sélective d’ARNm 

impliqués dans la croissance cellulaire, l’angiogènèse, la survie et le cancer (De Benedetti & 

Graff, 2004; Sonenberg & Hinnebusch, 2009). Nous démontrons dans cette étude, une nouvelle 

contribution d’eIF4E dans la réponse immuntaire. Cette dernière devrait être approfondie par 

une surexpression ou une inhibition du niveau d’eIF4E pour valider si les cibles que nous avons 

identifiées sont sensibles à eIF4E. L’utilisation de macrophages primaires isolés de souris 

déficientes pour Eif4e (Truitt et al., 2015) ou des souris chez lesquelles la surexpression de 

gènes Myc augmente l’expression d’eIF4E, nous permettraient d’identifier par RT-qPCR si nos 

cibles sont sensibles aux variations d’eIF4E et également dépendants de l’activité d’eIF4A dans 

les macrophages primaires (Sonenberg, 2008; Svitkin et al., 2001). L’éfficacité de déroulement 
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des structures 5’ UTR par eIF4A est strictement dépendant du complexe eIF4F (Garcia-Garcia 

et al., 2015). De nombreux ARNm non-TOP sont sensibles à mTORC1 (Gandin et al., 2016). 

Parmi ces ARNm non-TOP, un autre sous-ensemble de transcrits « sensibles à eIF4E » 

possède un court 5’ UTR inférieur à 30 nucléotides et identifiés comme étant régulés 

traductionnellement à travers la voie mTORC1-4E-BP1/2-eIF4E (Gandin et al., 2016; Morita et 

al., 2013; Morita et al., 2015). La plupart de ces ARNm code pour des protéines impliquées dans 

les fonctions mitochondriales, ils sont dits « insensibles à eIF4A » et inclut des composents de 

la chaine respiratoire (ATP50, ATP5D, UQCC2 et NUDF6) (Gandin et al., 2016). Ces transcrits 

sont constitués d’un élément TISU et leur traduction est fortement affectée par les altérations 

d’eIF4E mais pas d’eIF4A (Elfakess et al., 2011; Gandin et al., 2016). Par contre, les 

mécanismes qui guident la traduction des ARNm contenant un élément TISU ne sont pas 

encore bien compris mais impliquent une interaction entre eIF4GI et eIF1 dont le rôle est de 

faciliter par la dissociation d’eIF4E à la coiffe 5’ de l’ARNm (Sinvani et al., 2015).  

 Dans notre étude, nous avons également identifié un autre groupe d’ARNm non-TOP 

dont la traduction est dépendante d’eIF4E. Les transcrits (Il1a, Il1b, Il10, Il12b, Ccl5, Ccl12, 

Cd40 et Cxcl10) possèdent un 5’ UTR court supérieur à 30 nucléotides, sauf pour celui d’Il1a qui 

est inférieur à 30 nucléotides. Cependant, aucun d’entre eux ne possèdent un élément TISU. 

Ces ARNm ne semblent pas contenir les critères indispensables des ARNm sensibles à eIF4E. 

Ces données mettent en lumière un groupe d’ARNm non-TOP régulé par 4E-BP1/2 dont les 

mécanismes structuraux sont encore à explorer. Cette régulation sélective que nous et d’autres 

(Colina et al., 2008; Dowling et al., 2010; Gandin et al., 2016) observons, montre que mTORC1 

peut contrôler indépendamment chaque composant du complexe eIF4F. L’ensemble de ces 

données suggère que l’effet de mTORC1 sur le translatome peut être influencé par de 

nombreux facteurs comme la stochiométrie des composants du complexe eIF4F et également, 

la nature du stimulus et le type cellulaire. Bien que mTORC1 agit sur eIF4A et eIF4G, ces 

dernières modulent aussi des transcrits qui ne sont pas sensibles à eIF4E (Modelska et al., 

2015; Ramirez-Valle et al., 2008; Rubio et al., 2014). En plus des composants du complexe 

eIF4F, mTORC1 phosphoryle aussi d’autres eIFs qui affectent sélectivement la traduction. C’est 

le cas d’eIF4B qui soutient l’activité hélicase eIF4A mais qui est un subtrat de S6Ks, lequel a été 

décrit pour réguler sélectivement la traduction d’ARNm impliqués dans la survie et la 

prolifération (C-myc, Xiap Cdc25, Odc et Bcl-2) (Csibi et al., 2014; Shahbazian et al., 2010). La 

majorité des recherches sur le translatome ont été réalisée avec les cellules stimulées 

contrairement à nos cibles qui proviennent de macrophages non stimulés. Ces résultats 
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démontrent qu’en l’absence des 4E-BP1/2, les macrophages sont amorcés au préalable pour 

répondre plus rapidement aux stimuli externes. Ce type d’observation a été souligné dans 

d’autres cellules immunitaires, les cellules NK (Mao et al., 2016). Notre étude élargie le 

catalogue des ARNm sensibles à mTOR et démontre que plus d’études sont encore 

nécessaires pour identifier d’autres cibles ainsi que les mécanismes altérant le translatome par 

mTOR. Une alternative capable d’améliorer les connaissances sur les mécanismes qui régulent 

les ARNm liés à la réponse immunitaire dans les macrophages est l’application de la 

technologie de NanoCAGE. Cette technologie nous permettrait d’identifier les structures des 

extrémités 5’ UTR de nos transcrits. En utilisant nos échantillons d’ARNs provenant de l’analyse 

des profiles de polysomes, les fractions « intermediate-heavy » à « light » polysomales seront 

sélectionnées pour le nanoCAGE. Ils seront soumis au préalable, à la synthèse d’ADN 

complémentaires (ADNc) par RTqPCR et ensuite au séquençage des 5’ UTR (Gandin et al., 

2016). Cette exploration pourrait indiquer que d’autres caractéristiques 5’ UTR au-delà des 

motifs 5’ TOP doivent rendre la traduction de l’ARNm sensible à mTOR.  

 Bien que notre étude ciblait principalement la régulation traductionnelle à l’extrémité 5’ 

UTR dépendante des 4E-BP1/2, cependant, il existe de nombreux éléments régulateurs de 

l’ARNm aux extrémités 5’ et 3’ UTR qui ont un impact majeur sur le devenir de l’ARNm. Selon 

les observations de Jack D. Keene, les procaryotes sont capables de réagir rapidement et 

efficacement à divers signaux grâce à  l’organisation de leurs gènes impliqués dans une même 

voie sous forme d’opérons d’ADN. Cet arrangement facilite la coordination de l’expression des 

gènes qui génère des transcrits polycistroniques. Ces transcrits sont traduits simultanément 

permettant ainsi la synthèse coordonée de protéines (Keene, 2007). Contrairement, chez les 

eucaryotes, les opérons d’ADN sont rares et la coordination de l’expression des gènes 

impliquerait une activation et une répression sur plusieurs sites promoteurs de la transcription 

(Ben-Shahar et al., 2007). Basé sur ces observations, Jack D. Keene a émit l’hypothèse selon 

laquelle les RNPs pourraient être des opérons post-transcriptionnels ou des régulons d’ARN. 

Les ARNm codent pour des protéines impliquées dans des processus biologiques identiques, 

ou partagent les mêmes sites de localisation cellulaire et leur régulation est coordonnée par des 

facteurs agissant en trans. Ces facteurs correspondent à des protéines de liaison à l’ARNm, 

RBPs et peuvent être associés aux miRNAs. Ils peuvent servir d’adaptateurs pour recruter des 

composants de la machinerie cellulaire et ainsi réguler un groupe d’ARNm présent dans un RNP 

(Keene & Tenenbaum, 2002). Des nombreux résultats soutiennent cette hypothèse et 

démontrent que plusieurs ARNm sont co-régulés par une ou plusieurs protéines de liaison à 
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l’ARNm qui guident leur épissage, leur exportation, leur localisation, leur stabilité et leur 

traduction (Halbeisen et al., 2008). Ces recherches ont donné lieu à un modèle dans lequel les 

ARNm qui codent pour des protéines ayant des fonctions similaires sont régulés de manière 

coordonnée au cours de la croissance et de la différenciation cellulaire sous forme de régulons 

d’ARN par le biais d’un mécanisme induit par les RNPs (Keene & Tenenbaum, 2002; Mansfield 

& Keene, 2009; Pullmann et al., 2007). Les facteurs en trans interagissent avec des éléments 

régulateurs dans les ARNm appelés « Unstranslated Sequence Elements for Regulation » 

USERs situés en 5’ UTR et 3’ UTR. Les USERs permettent de coordonner le processus de 

régulation en déterminant l’association des RNPs et le mode de régulation des ARNm (Culjkovic 

et al., 2007). Une étude a montré que le facteur d’initiation eIF4E joue un rôle essentiel de 

régulons d’ARN qui affecte chaque étape de la progression du cycle cellulaire. En particulier, 

eIF4E favorise de manière coordonnée l’exportation d’ARNm de plusieurs gènes impliqués dans 

le cycle cellulaire (Culjkovic et al., 2006). eIF4E contrôle au niveau cytoplasmique la traduction 

des ARNm, cependant une fraction nucléaire d’eIF4E serait également impliquée dans le 

contrôle de l’exportation nucléaire d’ARN spécifiques. Les rôles d’eIF4E dans la traduction et 

dans l’exportation d’ARNm sont distincts. L’exportation d’ARNm dépendante d’eIF4E est médiée 

par un élément commun dans l’extrémité 3’ UTR, le récepteur d’export CRM1 responsable de 

l’export nucléocytoplasmique de protéines et d’ARNm (Hutten & Kehlenbach, 2007). Ces études 

ont décrit qu’eIF4E contrôle un régulon d’ARN en modulant l’expression de gènes impliqués 

dans la survie et la prolifération cellulaire (Borden, 2016). D’autres mécanismes de régulation de 

l’ARNm affectent l’expression des gènes. La protéine nucléocytoplasmique 4E-T se lie à eIF4E 

et permet son importation dans le noyau ; cette interaction 4E-T/eIF4E réprime la traduction. À 

l’état d’équilibre, 4E-T est localisé dans des corps cyplasmiques appelés « Processing bodies » 

(P-bodies) qui sont des sites de dégradation de l’ARNm. De ce fait, eIF4E est également 

retrouvée dans les P-bodies et pourrait jouer un rôle dans la séquestration et la stabilité  des 

ARNm dans les P-bodies (Ferraiuolo et al., 2005).   

 Outre eIF4E, un autre facteur de l’initiation de la traduction qui exerce un contrôle post-

transcriptionnel de l’ARN est eIF2α. Dans les conditions de stress (privation de nutriments, 

radiation, stress oxydatif, infections) pouvant conduire à des lésions ou la mort cellulaire (Holcik 

& Sonenberg, 2005), eIF2α phosphorylée, inhibe l’initiation de la traduction en bloquant la 

formation du complexe ternaire (eIF2α/GTP/Met-tRNAi) (Harding et al., 2000). Cette régulation 

par eIF2α pourrait jouer un rôle fondamental dans la régulation traductionnelle des transcrits qui 

sont sensibles aux divers facteurs intervenants au cours des manipulations expérimentales, in 
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vitro, imposées par la différentiation et la culture des macrophages. Cette régulation serait à 

prendre en considération pour expliquer la quantité de cibles identifiées dans notre modèle. 

L’arrêt global de la traduction par exemple lors d’un stress conduit à l’accumulation d’ARNm 

dans les granules de stress (Scheu et al., 2006). Les granules de stress sont des corps 

cytoplasmiques contenant des facteurs d’initiation de la traduction, des ARNm, des protéines de 

liaison à l’ARN telle que TIA-1 et d’autres protéines non lié à l’ARNm (Jain et al., 2016). TIA-1 

est une RBP qui module la traduction en se liant aux ARE situés sur les 3’ UTR de ses ARNm 

cibles. TIA-1 est majoritairement localisée dans les granules de stress. La régulation de la 

stabilité des ARNm par les AREs joue un rôle important dans l’expression des gènes. Les 

ARNm stockés dans les granules de stress sont traduits ultérieurement en fonction des besoins 

cellulaires. Les ARNm sont aussi stockés dans les P-bodies. Les P-bodies contiennent des 

ARNm associés à des répresseurs de la traduction et aux mécansimes de dégradation de 

l’ARNm. Ces ARNm peuvent être ciblés pour être dégradés (Aizer et al., 2014). Ces deux 

structures cytoplasmiques représentent un mode de régulation post-transcriptionnel des 

transcrits contribuant à l’homéostasie cellulaire.  

 Un autre exemple de régulateur négatif  de la traduction est le complexe GAIT. Il inhibe 

la traduction de la céruloplasmine, une protéine de la phase aiguë qui joue un rôle essentiel 

dans le métabolisme du fer (Vashchenko & MacGillivray, 2013) laquelle possède une activité 

antioxydante et bactéricide (Klebanoff, 1992). Elle est sécrétée par les monocytes et 

macrophages activés. La céruloplasmine est induite par l’IFN-γ mais la synthèse de la protéine 

est interrompue seize heures après l’activation malgré l’abondance d’ARNm de céruloplasmine 

(Mazumder & Fox, 1999). Ceci est dû à la suppression de la traduction induite par la liaison du 

complexe GAIT à l’extrémité 3’ UTR de la céruloplasmine. Le complexe GAIT régule 

négativement d’autres cibles et participe ainsi à la résolution de l’inflammation (Mukhopadhyay 

et al., 2008).  

 La diversité des mécanismes de régulations post-transcriptionnelles des ARNm 

permettent d’expliquer et de comprendre que le niveau d’expression traductionnelle dans des 

cellules naïves peut être limité à certains transcrits. L’ensemble de ces données suggèrent que 

d’autres mécanismes de régulation post-transcriptionnelle spécifique peuvent affecter le 

translatome et par conséquent, le protéome.  

 Parmi les 11 transcrits identifiés, nous avons mis en évidence les trancrits (Il-10, 

Ptgs2/Cox-2, Ccl5 et Cxcl10) dont la traduction était plus efficace en absence des 4E-BP1/2 
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(Figure 1B et 1C article 1, Figure 2B article 2). L’implication des 4E-BP1/2 dans l’inhibition de 

l’activité traductionnelle d’ARNm spécifiques révèle qu’elles participent à la régulation de 

plusieurs processus biologiques spécifiques : la prolifération (Dowling et al., 2010), la survie et la 

réponse immunitaire (Colina et al., 2008; Jaramillo et al., 2011) en lien avec le maintien de 

l’homéostasie cellulaire. L’approfondissement de ces connaissances dans notre étude a révélé 

un rôle particulier des 4E-BP1/2 dans la réponse pro- et anti-inflammatoire induite par les 

macrophages avec des conséquences sur leur capacité fonctionnelle. De nombreuses études 

ont rapporté que la voie mTOR module la polarisation M1/M2 des macrophages (Byles et al., 

2013; Powell et al., 2012; Zhu et al., 2014). En fonction du microenvironnement, les 

macrophages sont capables de modifier leurs propriétés fonctionnelles. Ils vont adopter un 

phénotype de type M1 pour amorcer une activité microbicide et pro-inflammatoire (Gordon, 

2003), un phénotype de type M2a pour répondre à la réparation et cicatrisation tissulaire (Wynn 

et al., 2013) et un phénotype M2b et M2c pour une réponse anti-inflammatoire (Martinez & 

Gordon, 2014). Ces propriétés fonctionnelles des macrophages dépendent en partie de la voie 

mTOR, laquelle est sensible aux variations intra et extracellulaires. L’activation de mTOR va 

coordonner de façon spécifique, l’activité des macrophages en réponse aux stimuli. Dans notre 

étude, nous avons utilisé le LPS comme agent immunomodulatoire qui induit une réponse 

inflammatoire et anti-microbienne très forte dans les macrophages (Fang et al., 2004). La liaison 

du LPS à son récepteur, le TLR4, conduit à l’activation de nombreuses cascades de 

signalisation cellulaire notamment, les voies mTORC1 (Schaeffer et al., 2011) et MNK1/2 (Herdy 

et al., 2012b). L’activation des macrophages M1 est caractérisée par la production de cytokines 

pro-inflammatoires. Cependant des études ont observé que la stimulation des macrophages par 

le LPS et l’IFN-γ induit une production accrue d’IL-12p35 et d’IL-12p40 qui maintiennent la 

polarisation M1 des macrophages par l’induction d’IFN-γ par les lymphocytes de type Th1 

favorisant ainsi la production d’autres cytokines pro-inflammatoires (TNFα, IL-6, IL-1β) 

(Mantovani et al., 2004; Mosser & Zhang, 2008). Par contre, l’activation des macrophages par 

l’IL-4 et l’IL-13 entraine une dimunition de la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires, 

notamment de l’IL-1β causée par l’augmentation de l’expression du récepteur antagoniste de 

l’IL-1, sIL-1Ra. Cette régulation cytokinique est associée à un phénotype M2a correspondant à 

une faible activité microbicide (Mantovani et al., 2004; Martinez & Gordon, 2014). L’activation 

des macrophages par le LPS seul induit à la fois la production de cytokines pro-inflammatoires 

(TNFα, IL-6, IL-1) et anti-inflammatoires (IL-10) (Mantovani et al., 2004). Cette caractéristique 

des macrophages activés avec le LPS est complètement différente des réponses observées 

avec les phénotypes M1 et M2a. Ces changements sont dûs à la reprogrammation des 
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macrophages activés qui en présence ou non de complexes immuns augmentent leur 

production d’IL-10 et diminuent leur production d’IL-12 bloquant ainsi leur polarisation M1 

(Sutterwala et al., 1998). Ces macrophages sont associés à un phénotype de type M2b et n’ont 

pas une activité anti-inflammatoire proprement dite mais sont considérés comme des 

régulateurs de l’inflammation (Mantovani et al., 2004; Martinez et al., 2008). Très intéressant, ce 

phénotype M2b correspond au profil des transcrits pro- et anti-inflammatoires régulés 

traductionnellement par 4E-BP1/2 que nous avons décrit dans nos études. Nos données 

révèlent un nouveau mécanisme de régulation de l’inflammation par les macrophages M2b 

dépendant de la voie mTORC1−4E-BP1/2. Ce contrôle par les répresseurs 4E-BP1/2 nous a 

conduit à investiguer sur l’impact de la régulation de l’activité traductionnelle des transcrits Il-10 

et Cox-2 dans la fonction bactéricide des macrophages et dans la migration cellulaire induite par 

les chimiokines Ccl5 et Cxcl10. 
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2. EFFETS DES 4E-BP1/2 SUR LES FONCTIONS ANTI-
INFLAMMATOIRES DES MACROPHAGES 

 Les macrophages représentent la première ligne de défense de l’organisme contre les 

agents pathogènes (Murray & Wynn, 2011). De ce rôle découlent de nombreuses fonctions 

biologiques qu’ils doivent assumer notamment, la réponse inflammatoire. Une fois activée par le 

LPS ou par des agents pathogènes, les macrophages vont induire une réponse pro-

inflammatoire très forte par la sécrétion de cytokines tel que TNFα, IL-6, IL-1 (Arango Duque & 

Descoteaux, 2014). Sans aucun contrôle, cette réponse peut être nocive pour l’organisme et 

avoir des conséquences graves comme le choc septique dans le cas d’une infection bactérienne 

(Schulte et al., 2013). L’instauration d’un équilibre est indispensable pour contrebalancer la 

réponse pro-inflammatoire accrue. Pour ramener cet équilibre, les macrophages vont activer 

une réponse anti-inflammatoire (Zhang & Wang, 2014). La régulation de la réponse anti-

inflammatoire dans les macrophages par 4E-BP1/2 n’a pas encore été décrite. Notre travail 

révèle le rôle des 4E-BP1/2 dans l’homéostasie cellulaire et les mécanismes moléculaires 

impliqués. L’axe mTORC1-4E-BP1/2 contrôle la traduction de deux principaux facteurs anti-

inflammatoires : IL-10 et COX-2.  

 IL-10 est une cytokine anti-inflammatoire sécrétée par de nombreuses cellules 

notamment les macrophages (Sanin et al., 2015). Lors d’une infection, l’IL-10 peut soit bloquer 

l’élimination des pathogènes, soit améliorer l’immunopathologie : elle est considérée comme un 

immunorégulateur clé dans la réponse inflammatoire (Couper et al., 2008). La stimulation des 

macrophages par le LPS induit l’expression d’IL-10 via les voies MAPK (Liu et al., 2006) et 

mTOR (Ohtani et al., 2008). L’IL-10 exerce un effet anti-inflammatoire à la fois autocrine et 

paracrine à travers l’activation de diverses voies de signalisation intracellulaire et le facteur de 

transcription STAT3 (Williams et al., 2004). Cette activation va conduire à la transcription de 

gènes anti-inflammatoires (Carl et al., 2004; Kuwata et al., 2003). Jusqu’à maintenant, les 

mécanismes moléculaires par lesquels l’IL-10 régule la réponse inflammatoire n’étaient pas 

connus au niveau du contrôle traductionnel. Mes travaux de recherche décrivent l’activation 

traductionnelle de l’expression de l’IL-10 induite par le LPS dans les macrophages à travers 

l’axe mTORC1-4E-BP1/2. Nous soulignons un point important de la régulation de l’IL-10 

modulant ses efftes ant-inflammatoires. Nos résultats sont en accord avec études précédentes 

montrant l’induction de l’expression de l’IL-10 par le LPS à travers la voie mTOR (Jorgensen et 

al., 2001; Ohtani et al., 2008). En effet, l’expression protéique et ARNm de l’IL-10 étaient 

significativement augmentées en l’absence de 4E-BP1/2 dans les macrophages stimulés avec 
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le LPS comparé au WT (Figures 2B et 2D, article 1). Cette induction d’IL-10 a provoqué la 

dimérisation et la translocaton de STAT3 dans le noyau comme indiqué dans l’étude de Carl et 

collaborateurs (Carl et al., 2004), cependant, celle-ci est plus élevée dans les macrophages 4E-

BP1/2 DKO contrairement au WT (Figures 3C et 3D, article 1). Ce qui confirme l’implication de 

4E-BP1/2 dans la signalisation IL-10-STAT3 qui est démontrée pour la première fois dans mon 

étude. De plus, nous prouvons que l’activation transcriptionnelle des gènes anti-inflammatoires 

(sIL-1Ra, NFIL-3) est en grande partie dépendante de l’axe IL-10-STAT3 par le blocage d’IL-10 

et l’inhibition de STAT3 (Figures 4A et 4B, article 1).  

 Une autre cible anti-inflammatoire sous le contrôle de 4E-BP1/2, qui joue un rôle crucial 

dans l’inflammation est la COX-2, elle synthètise des médiateurs chimiques (prostaglandines et 

thromboxanes) impliqués dans le processus inflammatoire (Ricciotti & FitzGerald, 2011). Tout 

comme l’IL-10, COX-2 contribue à l’équilibre de la réponse inflammatoire lors d’une infection 

(Ricciotti & FitzGerald, 2011). Son induction par le LPS a été décrite ainsi que son activité 

traductionnelle par mTORC1 mais les mécanismes qui contrôlent cette induction n’ont pas été 

clairement établies (Mazumder et al., 2010; Schaeffer et al., 2011; Shaheen et al., 2015). 

L’activation de COX-2 induit la production de PGE2 qui contribue à la régulation des cytokines 

pro-inflammatoires, telles qu’IL-1, TNFα (Di Mari et al., 2003). Cependant, nous montrons que 

l’activité dérégulée des 4E-BP1/2 modifient à la baisse la production de cytokines pro-

inflammatoires (Figure 7, article 1). En effet, la PEG2 active un programme anti-inflammatoire en 

s’associant à des facteurs de transcritpion CREB et C/EBPβ (Na et al., 2015). Nous confirmons 

dans notre étude, que l’activation transcriptionnelle de C/EBPβ conduit l’expression de gènes 

anti-inflammatoires (Arg1, SerpinB2) dans les macrophages 4E-BP1/2 DKO. Ces résultats 

suggèrent que l’axe mTORC1-4E-BP1/2 contribue à maintenir un équilibre dans la réponse 

inflammatoire des macrophages en favorisant la traduction d’ARNm spécifiques. La 

dérépression de l’IL-10 et COX-2 a déclenché la transcription de gènes anti-inflammatoires et de 

ce fait a favorisé la survie de la bactérie E .coli dans macrophages déficients en 4E-BP1/2.   

 La réponse inflammatoire induite par les cellules immunitaires dont les macrophages, va 

permettre de maîtriser rapidement la progression de l’infection par la sécrétion de cytokines pro-

et anti-inflammatoires (Newton & Dixit, 2012). Ces processus ont été largement étudiés 

cependant, le rôle de 4E-BP1/2 dans la capacité bactéricide des macrophages n’est pas connu. 

A travers les mécanismes de signalisation cellulaire, les protéines sont synthétisées pour 

transmettrent rapidement les informations moléculaires aux cellules. Ce processus est dirigé en 

parité par des modifications post-traductionnelles qui comprend la phosphorylation et 
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l’ubiquitination des régulateurs de la traduction. L’étude d’Ivanov et Roy illustre comment les 

macrophages exercent leur capacité bactéricide pour éliminer un pathogène virulent, Legionella 

pneumophilia et également les stratégies utilisées par le pathogène via des modifications post-

traductionnelles pour détourner ces réponses (Ivanov & Roy, 2013). En effet, les auteurs ont 

montré que la souche pathogène, contrairement à un mutant non virulent, entraine 

l’ubiquitination des régulateurs de mTOR (PI3K et Akt) conduisant à son inactivation, ce qui 

inhibe l’initiation de la traduction et favorise une réponse cytokinique pro-inflammatoire. 

Contrairement à leur étude, nous avons utilisé une souche bactérienne E. coli non pathogène, 

MG1655 pour évaluer leur survie dans les macrophages. Nous avons prétraités les 

macrophages WT et déficients en 4E-BP1/2 avec le LPS puis infecté avec E. coli. En plus du 

LPS certaines cellules ont été prétraitées avec un anti-IL-10 et un inhibiteur de COX-2 pour 

bloquer pour les voies IL-10-STAT3 et PGE2-C/EBPβ, respectivement. Cette stratégie nous a 

permis d’évaluer l’implication de la voie mTORC1-4E-BP1/2 dans la capacité bactéricide des 

macrophages.  En ligne avec l’étude d’Ivanov et Roy, nous avons observé qu’en l’absence de 

4E-BP1/2 les macrophages transcrivent moins de Tnf, Il-6 et Nos2 en réponse au LPS que les 

cellules sauvages. En comparant l’effet combiné de l’anti-IL-10 et l’inhibiteur de COX-2 dans les 

macrophages 4E-BP1/2 DKO et WT, nous avons conclu que 4E-BP1/2 régulent la capacité 

bactéricide des macrophages, au moins en partie, en réprimant la traduction des ARNm de l’Il-

10 et de Cox-2. Enfin, nous avons découvert un rôle important de 4E-BP1/2 dans l’homéostasie 

des macrophages en limitant l’action anti-inflammatoire de la signalisation via IL-10-STAT3 et 

COX-2-PGE2-C/EBPβ. Des études complémentaires utilisant des souches bactériennes 

pathogènes d’intérêt médical telles que E. coli entérohémorragiques producteurs de la 

Shigatoxine (souche EDL 933) et Salmonella Typhimurium, permettront de mieux comprendre 

l’impact des 4E-BP1/2 dans la capacité bactéricide des macrophages. 
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3. EFFETS DES 4E-BP1/2 SUR LA FONCTION CHIMIOTACTIQUE 
DES MACROPHAGES  

 Le contrôle traductionnel constitue un des mécanismes de régulation de la réponse 

inflammatoire des macrophages (Mazumder et al., 2010; Schott et al., 2014). A travers notre 

étude, nous mettons en évidence la régulation traductionnelle sélective des chimiokines pro-

inflammatoires CCL5 et CXCL10 par 4E-BP1/2. Les macrophages dépourvus des 4E-BP1/2 

présentent une activité traductionnelle accrue des ARNm Ccl5 et Cxcl10 dans les macrophages, 

ceci augmente la synthèse des chimiokines et par conséquent, leur activité chimiotactique 

envers les cellules T CCR5+ et CXCR3+.  

 Les chimiokines CCL5 et CXCL10 sont des puissantes chimioattractants induites par les 

cellules immunitaires (incluant les macrophages) pour activer la migration des cellules T, des 

neutrophiles aux sites de l’inflammation (Sokol & Luster, 2015). Outre la chimiotaxie, CCL5 et 

CXCL10 possèdent également d’autres fonctions biologiques pour lesquels elles sont sollicitées 

telles que la prolifération, la survie, la production de cytokines et l’apoptose (Khalid et al., 2015; 

Liu et al., 2011b; Murooka et al., 2006). La présence des chimiokines aux sites de l’inflammation 

est indispensable pour une réponse cellulaire rapide aux stress ; CCL5 est l’un des principaux 

acteurs de ce processus qui parmi les nombreuses chimiokines reste la plus étudiée pour son 

implication dans la réponse immunitaire (Lv et al., 2013; Marques et al., 2013; Tang et al., 

2010). Contrairement à CCL5, CXCL10 est moins étudiée, cependant, sa régulation au niveau 

traductionnelle a été suggérée dans les MEFs (Kaur et al., 2007). En cohérence avec les études 

précédentes, nos données confirment et demontrent pour la premiere fois dans un autre type de 

cellules immunitaires, que l’axe mTORC1-4E-BP1/2 régule la migration cellulaire de façon 

dépendante de CCL5 et CXCL10. Nos résultats sont basés sur des technologies récentes 

(nanostring) et une méthode indispensable pour évaluer l’efficacité traductionnelle (analyse de 

profile de polysome), également une approche génétique et biochimique de validation. Bien que 

CCL5 ait été montrée comme étant régulée au niveau post-transcriptionnel par d’autres 

mécanismes comme les microARNs (Perry et al., 2008) et le complexe GAIT (Basu et al., 

2014a; Poddar et al., 2016) l’un des principaux mécanismes de son activation est la voie de 

signalisation mTORC1 activée par la détection des signaux de danger déclenchant un 

processus de protection pour les cellules. Aucune investigation n’a décrit clairement et avec 

précision que l’efficacité traductionnelle de CXCL10 dépendait de la voie mTORC1-4E-BP1/2. 

Notre investigation sur la régulation traductionnelle de CCL5 et CXCL10 apporte des preuves du 

contrôle traductionnel sélectif par l’axe mTORC1-4E-BP1/2 en mettant à jour ces connaissances 
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et ouvre une nouvelle voie d’exploration des mécanismes du chimiotactisme pouvant ête 

régulés par cet axe. 

 Hormis la voie de signalisation mTORC1, le contrôle traductionnel est aussi régulé par la 

voie MAPK à travers l’activation des MNK1/2, parmi lesquels MNK1 phosphoryle l’unique site de 

phosphorylation d’eIF4E, la sérine 209 (Chan et al., 2012; Furic et al., 2010; Herdy et al., 2012b; 

Piccirillo et al., 2014). L’activation des MAPKs par divers stimuli, induit l’expression protéique 

des chimiokines notamment au niveau de la régulation transcriptionnelle et de la stabilité des 

ARNm (Valledor et al., 2008). Bien que reporté que les chimiokines CCL5 et CXCL10 soient 

modulées dans de nombreux processus tumoraux, la phosphorylation d’eIF4E ne semble pas 

être impliquée dans leur régulation traductionnelle (Robichaud et al., 2018a; Seidel et al., 2016; 

Zumwalt et al., 2015). En ligne avec ces données, nous démontrons que la phosphorylation 

d’eIF4E n’affecte pas la production de CCL5 et CXCL10. Neanmoins, il serait souhaitable 

d’investiguer si les MNK1/2 pourraient contrôler l’activité traductionnelle de ces chimiokines de 

façon indépendante d’eIF4E. L’utilisation d’une approche génétique de macrophages issus de 

souris déficientes pour les kinases MNK1/2 orienterait sur leur impact dans la régulation 

traductionnelle de CCL5 et CXCL10 (Landon et al., 2014).  

 En dehors de la réponse immunitaire liée à l’infection, les chimiokines CCL5 et CXCL10 

régulent le recrutement des cellules inflammatoires dans diverses pathologies comme les 

maladies auto-immunes (Lee et al., 2017), le diabète (Sarkar et al., 2012) et de nombreux 

cancers (Aldinucci & Colombatti, 2014; Zhou et al., 2016a; Zumwalt et al., 2015). Cette 

activation de CCL5 et CXCL10 contribue à la progression des maladies et, dans le cas de 

cancers, favorise les métastases par des mécanismes impliquant les métalloprotéases « Matrix 

Metalloproteinases 2 et 9 (MMP-2 et MMP-9) » (Ding et al., 2016a; Murooka et al., 2008). MMP-

2 et MMP-9 appartiennent à la famille des MMPs dont l’activité est impliquée dans la protéolyse 

de la matrice extracellulaire, la régulation de la migration et l’adhésion cellulaire, le traitement 

des facteurs de croissance et la libération des facteurs angiogéniques (Bauvois, 2012). 

L’induction de MMP-2 et MMP-9 par CCL5 et CXCL10 contribue à la migration cellulaire (Ding et 

al., 2016a; Murooka et al., 2008; Zhou et al., 2016a). Cependant, l’implication de la voie 

mTORC1-4E-BP1/2 dans la régulation de MMP-2 et MMP-9 n’est pas connue. Dans mon étude, 

il serait très intéressant d’explorer le rôle des 4E-BP1/2 dans la réguation des MMP-2/9 par la 

technique de zymographie en gélatine qui consiste à faire migrer dans un gel d’acrylamide les 

lysats cellulaires contenant les protéines d’intérêt. Cette approche expérimentale permettrait 
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d’évaluer l’activité enzymatique de la forme lente et de la forme active des gélatinases MMP-2/9 

dans les macrophages 4E-BP1/2 DKO. 

  

 Parmi les autres perspectives, il serait très intéressant d’explorer l’impact de la régulation 

des autres cibles des 4E-BP1/2 sur les fonctions des macrophages. Entre autres, les transcrits 

Ifit2 et Mx1 pourrait compléter les études précédentes affichant une régulation traductionnelle du 

facteur de transcription IRF7 par 4E-BP1/2, lequel contrôle la production d’IFN-I et confère aux 

MEFs une résistance antivirale (Colina et al., 2008; Jaramillo et al., 2011; Nehdi et al., 2014). 

L’IFN-I est une protéine sécrétée par les cellules en réponse à différents pathogènes (virus, 

bactérie, parasites, champignons) pour déclencher les défenses du système immunitaire contre 

l’infection. La sécrétion d’IFN-I va induire via les récepteurs de l’interféron, IFNAR, l’expression 

des « IFN stimulated genes (ISGs) » parmi lesquels on retrouve Ifit2 et Mx1 (Schoggins & Rice, 

2011). « IFN-induced protein with tetratricopeptide repeats 2 (IFIT2) » appartient à une famille 

de protéines caractérisées par des motifs répétés de tetratricopeptide qui activent une variété 

d’interactions protéiques impliquées dans l’initiation de la traduction, la réplication virale, la 

signalisation d’ARN double brin, la migration cellulaire et la prolifération (D'Andrea & Regan, 

2003). Une des principales fonctions d’IFIT2 est de réduire la réplication virale. IFIT2 est 

impliquée dans un programme antiviral non spécifique par une interaction directe avec eIF3, 

lequel supprime plus de 60% de la traduction dans les cellules et les virus durant la synthèse 

protéique (Hui et al., 2005). « Myxovirus resistance protein 1 (Mx1) » a été découverte dans une 

lignée de souris résistante au virus grippaux de type A. Elle appartient à une superfamille de 

grandes GTPases, elle est induite par les IFNs et inhibe une grande variété de virus en bloquant 

les étapes précoces de leur cycle de réplication ains que leur transcription (Verhelst et al., 

2013). 

 Pour évaluer l’impact des 4E-BP1/2 dans les fonctions antivirales des macrophages via 

IFIT2 ou Mx1, deux approches expérimentales pourraient être développées ici. Dans une 

approche biochimique, in vitro, les macrophages WT et déficients en 4E-BP1/2 seraient stimulés 

avec un ARN double brin synthétique, le Poly(I:C). Les macrophages déclenchent une réponse 

pro-inflammatoire importante en réponse aux ARN viraux qui devrait induire la production d’IFN-

I qui va augmenter l’expression des ISGs dont IFIT2 et Mx1. L’efficacité traductionnelle des 

ARNm Ifit2 et Mx1 serait explorée par « Polysome profiling » et RT-qPCR. Leur expression 

protéique serait analysée par immunoblot (IFIT2, Mx1) mais également la sécrétion dans le 

surnageant de culture par ELISA (IFNα, IFNβ). Pour vérifier l’effet 4E-BP1/2 sur la fonction 



 

  159 

antivirale des macrophages via la répression traductionnelle de Ifit2 et Mx1, les cellules WT et 

déficients en 4E-BP1/2 seront prétraités séparément avec un ARN interférent « RNA 

interférence (RNAi) » pour inhiber l’expression de Ifit2 et Mx1, puis infectées avec le VSV. Les 

cellules seront colorées au crystal violet pour évaluer leur mortalié et la résistance au VSV. 

 Dans une autre approche, in vitro, les macrophages WT et déficients en 4E-BP1/2 

seraint traités préalablement au Poly(I:C). L’activité antivirale serait évaluée dans le surnageant 

de culture des macrophages sur des fibroblates murins MEFs infectés par le VSV. A travers 

cette expérience, nous allons pouvoir vérifier si la capacité antivitale des macrophages est 

contrôlée par 4E-BP1/2 via l’activation traductionnelle d’Ifit2 et Mx1. Ces études pourront 

compléter et approfondir les données des études précédentes (Colina et al., 2008; Jaramillo et 

al., 2011; Nehdi et al., 2014) démontrant que la résistance des cellules aux virus serait 

probablement due, en partie, à l’augmentation de la traduction d’Ifit2 et Mx1 qui inhibent la 

réplication virale. 

 Un manque dans notre étude est l’impact du répresseur 4E-BP3 dans le contrôle 

traductionnel des transcrits liés à l’immunité dans les macrophages. Bien que 4E-BP3 soit moins 

investiguée, une étude récente a rapporté que la transcription de 4E-BP3 était augmentée suite 

à l’inhibition de mTOR. Il s’en suit une activation traductionnelle de transcrits impliqués dans la 

progression du cancer (Tsukumo et al., 2016a). Il serait intéressant d’évaluer si 4E-BP3 est 

impliquée dans d’autres processus biologiques notamment, la réponse immunitaire. Les gènes 

4E-BP1/2 ne semblent pas être soumis à une activité transcriptionnelle en l’absence de leur 

inactivation par mTOR. De plus, le manque du motif RAIP dans la structure de 4E-BP3 et son 

induction lors de la déphosphorylation des 4E-BP1/2 (ils restent donc constitutivement actifs) 

pourrait lui assurer un rôle de contrôleur des répresseurs 4E-BPs qui vient pallier à la défaillance 

des 4E-BP1/2. Ainsi, 4E-BP3 assurerait une répression sélective dans le contrôle de la 

traduction des ARNm dépendants d’eIF4E (Chen et al., 2012; Tsukumo et al., 2016a). Dans 

notre modèle, il serait important de vérifier si 4E-BP3 ne prend pas le relai en absence des 4E-

BP1/2. Serait-elle plus induite chez les souris déficientes en 4E-BP1/2 ? Aussi, l’utilisation de 

macrophages extraits de souris déficientes pour Eif4e-bp1-2-3, pourrait confirmer nos données. 

 

 Dans le cadre de mon projet de recherche, nous nous sommes limités à la stimulation 

des macrophages par le LPS, néanmoins, l’utilisation de différents agents immunomodulateurs 

pourrait apporter des informations supplémentaires à savoir si la régulation traductionnelle de 
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l’Il-10, Cox-2, Ccl5 et Cxcl10, et d’autres cibles potentielles dans les macrophages via 4E-BP1/2 

serait liée aux types de stimuli. Aussi, la confirmation de ces résultats avec d’autres types de 

cellules immunitaires renforcerait le rôle des 4E-BP1/2 dans la régulation traductionnelle des 

transcrits liés à la réponse immunitaire (cellules dendritiques, natural killer, lymphocytes, 

neutrophiles). Finalement, l’utilisation de la technologie de « RNA-seq » pour analyser le 

translatome entier des macrophages en réponse au LPS permettrait de compléter le répertoire 

des ARNm régulés traductionnellement par l’axe mTORC1-4E-BP1/2. 
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CHAPITRE VI. 
 

CONCLUSION GENERALE 
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 L’ensemble de nos données révèle que les répresseurs traductionnels 4E-BP1/2 

coordonnent des programmes traductionnels et transcriptionnels lesquels restreints la réponse 

anti-inflammatoire et la capacité chimiotactique des macrophages. 4E-BP1/2 contribuent à 

instaurer un équilibre indispensable pour contrebalancer les réponses pro- et anti-

inflammatoires, en contrôlant la traduction des transcrits Ccl5, Cxcl10, Il-10 et Cox-2.  

 La traduction dérégulée des transcrits Il-10 et Cox-2 dans les macrophages déficients en 

4E-BP1/2  stimulés avec le LPS déclenchent un programme anti-inflammatoire qui diminue leur 

capacité bactéricide. Ce programme active la transcription de gènes anti-inflammatoires qui 

stimule les voies signalétiques IL-10-STAT3 et COX-2-PGE2-C/EBPβ. Cette première étude met 

en évidence l’implication des 4E-BP1/2 dans la réponse anti-inflammatoire.     

 De plus, la délétion génétique des 4E-BP1/2 dans les macrophages stimulés ou pas 

avec le LPS conduit à une dérégulation traductionnelle des transcrits Ccl5 et Cxcl10, qui a pour 

conséquence une augmentation de la synthèse protéique de CCL5 et CXCL10, favorisant la 

chimiotaxie des cellules T. En définitive, 4E-BP1/2 participent activement à la résolution des 

réponses inflammatoires dans les macrophages en modulant l’activité traductionnelle accrue 

des chimiokines CCL5 et CXCL10, responsables de l’infiltration des cellules T dans les tissus 

endommagés.  

  Nos données suggèrent que dans les conditions pathologiques, telles que les infections 

et les cancers, la dérégulation de l’activité des 4E-BP1/2 pourrait modifier l’état traductionnel et 

par conséquent l’activité transcriptionnelle des macrophages, et ainsi contribuer au 

développement des maladies. Notre étude indique que 4E-BP1/2 participent dans le maintien 

l’homéostasie des macrophages en limitant les réponses pro- et anti-inflammatoires. Par 

conséquent, l’axe mTORC1-4E-BP1/2 pourrait constituer une cible thérapeutique pertinente 

dans les infections où cette voie est dérégulée dans les macrophages et également, dans les 

cancers présentant des rapports eIF4E/4E-BP altérés ou une phosphorylation élevée des 4E-

BP1/2 dans les « tumor-associated macrophages (TAMs) ». À cet égard, l’analyse approfondie 

du translatome des macrophages provenant de patients atteints de différentes maladies par le 

séquençage à haut débit pourrait fournir les données sur l’ensemble des ARNm régulés 

traductionnellement à travers 4E-BP1/2. 
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