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Introduction

Le récepteur de la kinase C activée 1 (RACK1) a été originellement identifié comme une
protéine d’ancrage de la protéine kinase C activée (PKC) (Rodriguez et al., 1999). C’est un
membre de la famille des protéines a répétitions tryptophane-acide aspartique (répétition
WD) qui adopte une structure en hélice B et facilite sa liaison a de nombreuses protéines
(McCahill et al., 2002). RACK1 interagit avec la machinerie ribosomique (Link et al., 1999), avec
plusieurs récepteurs de surface cellulaire et avec des protéines dans le noyau (Adams et al.,
2011). Par son interaction avec différents partenaires, RACK1 est un médiateur clé impliqué
dans de nombreuses voies et contribue a divers événements biologiques tels que I'infection
virale (Majzoub et al., 2014), le développement neuronal (Wehner et al., 2011) et la migration
cellulaire (Cox et al., 2003a). De plus, I'altération de son homéostasie est associée au
développement de nombreuses pathologies comme le cancer ol les variations de son
expression analysée dans des cohortes de patients ont pu étre corrélées avec un mauvais
pronostic de survie (Li and Xie, 2015). Dans cette introduction nous allons développer le role
de RACK1 dans des activités cellulaires critiques et décrire comment |'altération de son
expression peut participer a la réplication virale suite a une infection, a I'inflammation ainsi
gu’au développement des maladies associées tel que le cancer.

. Gene et structure de RACK1

A. Le gene GNB2L1, promoteur et expression

La protéine RACK1 humaine est codée par le géne GNB2L1 (guanine nucleotide-binding
protein subunit beta-2-likel), qui est cartographié sur le chromosome 5g35.3 et contient 8
exons et 7 introns (Del Vecchio et al., 2009; Wang et al., 2003). Le cadre ouvert de lecture
code pour une protéine contenant 317 acides aminés avec un poids moléculaire de 36 kDa. Le
géne RACK1 est conservé au cours de I'évolution (Wang et al., 2003), il est exprimé dans divers
organismes tels que la levure (Saccharomyces cerevisiae), les insectes (Drosophila
melanogaster), les plantes (Arabidopsis thaliana) et les animaux (rat, poulet, souris, poisson
zébre) ; et l'alignement de séquences entre les organismes Tetrahymena thermophila,
Saccharomyces cerevisiae, Arabidopsis thaliana et Drosophila melanogaster révele une
identité de séquence de 43 a 76% (Adams et al., 2011).

Le promoteur du gene humain GNB2L1 contient deux sites d’initiation de la
transcription situés 395 et 328 nucléotides en amont de I’ATG d’initiation ainsi que plusieurs
séquences consensus qui permettent le recrutement de facteurs de transcription spécifiques
(Buoso et al., 2017). Certains facteurs de transcription ont une activité tissu-spécifique tels
qu’Hand1/E47 qui est impliqué dans la différenciation des cardiomyocytes (Risebro et al.,
2006), ainsi qu’Elk-1 et Nkx2-5 spécifiques aux muscles lisses et qui ont un role dans le
développement des muscles cardiaques (Del Vecchio et al., 2009). Le promoteur de GNB2L1
recrute aussi le facteur de transcription Oct-1, contient trois sites de liaison a Pax-4 et un
élément de réponse aux glucocorticoides (GRE) (Del Vecchio et al.,, 2009) (Figure 1).
L'expression de RACK1 est contrblée par la balance hormonale entre les glucocorticoides et
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les androgénes qui est dérégulée avec I'adge. La diminution de stéroides androgénes actifs
entraine une baisse d’expression de RACK1 qui est impliquée dans le défaut de réponse du
systeme immunitaire lié a I’age appelé I'immunosénescence indiquant un role de RACK1 dans
la réponse immunitaire innée (Corsini et al., 2015). L’homéostasie de RACK1 est importante
dans des conditions physiologiques et pathologiques comme le vieillissement ou le cancer,
puisqu’il existe une corrélation entre le niveau d’expression de RACK1 et le développement
de certaines maladies (Corsini et al., 2014, 2016a). L'expression de RACK1 a été identifiée dans
la plupart des tissus humains, elle est fortement exprimée dans le cerveau (The Human Protein
Atlas) oUu un changement de son homéostasie induit un défaut dans les processus de
mémorisation et le développement de pathologies liées a I’dge (Battaini and Pascale, 2005).
De plus, il est décrit que I'expression de RACK1 et de la voie NF-kB sont réduits chez les
patients affectés par la maladie d’Alzheimer, et que NF-kB joue un r6le dans la plasticité
neuronale. De fagon intéressante, le promoteur de GNB2L1 possede quatre sites de liaison a
c-Rel, un facteur de transcription de la voie NF-kB (Figure 1). Une étude fonctionnelle du
promoteur de GNB2L1 dans des cellules de neuroblastomes (SH-SY5Y) a montré I’activation
de la transcription du promoteur suite a différents stimuli (LPS et PMA) qui sont des
activateurs de la voie NF-kB (Del Vecchio et al., 2009), confirmant que I'expression de RACK1
est régulée par NF-kB dans le cerveau. Des résultats similaires ont été obtenus dans des
leucocytes THP-1 indiquant que I'expression de RACK1 est directement liée a I'activation de
NF-kB et a I'immunité innée.

Pax-4 c-Rel c-Rel Pax-4
c-Rel
JH—a- )
Hand1/E47 HSF Oct-1 Elk-1 Oct-1 Nkx2-5 Elk-1

Figure 1. Représentation des différents éléments présents dans le promoteur humain de
GNB2L1.

Les sites de liaison des différents facteurs de transcription ainsi que les deux sites d’initiation de
la transcription (fleches) ont été identifiés aprés analyse bio-informatique. Figure adaptée de
Busco et al., Cell. Signaling, 2017.

B. Famille a motif de répétition WD et structure

RACK1 fait partie de la famille de protéines a motif de répétition tryptophane-acide
aspartique (répétition WD) qui est I'une des plus anciennes familles de protéines conservées.
Le motif de répétition WD a majoritairement été trouvé chez les eucaryotes et une analyse de
la séquence du génome a identifié 136 protéines contenant ce motif chez I’'Homme, 98 chez
Drosophilia melanogaster, 72 chez Caenorhabditis elegans et 56 chez Saccharomyces
cerevisiae (Venter et al., 2001). Les protéines appartenant a la famille WD participent a
différentes fonctions cellulaires comme la transduction du signal (RACK1, protéine Gp),
I’'assemblage de la chromatine (CAF-1), I'assemblage du cytosquelette (MAP) ou la régulation
du cycle cellulaire (CDC4, CDC20, p55) (Li and Roberts, 2001).
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Les protéines a répétition WD sont composées d’au moins quatre séquences répétées
contenant chacune un polypeptide de 40 a 60 acides aminés. La répétition des domaines WD
permet a la protéine d’adopter une structure en hélice B circulaire ou le pli de I'hélice est
caractérisé par des pales qui sont chacune composées de quatre brins B-antiparalleles et
disposées autour d’un axe central (Xu and Min, 2011). La structure conservée de I'hélice est
maintenue par des interactions hydrophobes intramoléculaires entre les pales B adjacentes.
La structure tridimensionnelle de la protéine RACK1 humaine a été déterminée par
cristallographie avec une résolution de 2,45A (Ruiz Carrillo et al., 2012). RACK1 est composée
de sept répétitions WD et adopte une structure en hélice B a sept pales (Figures 2A et 2B). Un
motif « Velcro » stabilise la structure globale en reliant les extrémités N- et C-terminales (N-
ter et C-ter) de la chaine polypeptidique dans la septiéme pale (Ruiz Carrillo et al., 2012). Un
coté du monomere de RACK1 est principalement acide tandis que le c6té opposé est plus
basique. 60% des résidus tryptophanes sont regroupés sur la face supérieure de I’'hélice et
n’appartiennent pas au motif WD les laissant accessibles pour former des sites de liaison
protéine-protéine.

A wWD1 MTOMTLRGTLEKGHNGWVTQIATTPQFPDMILSARDKT I IMWKLTRD
WD2 ETNYGIPQRATLRGHSHFVSDVVISSDGQFALSGSWDGTLRLWDLTTG
WD3 TTTRRFVGHTKDVLSVAFS SDNRQ IVSGSRDKT IKI.WNTLGVC
WD4 KYTVQDEST! 7S VEVWNLANCKLK
WD5 TNH I GHTGYLNTVTVS PDGSLCAS GGI‘GDGQAMLWDLNEG
WD6 KHI D INALCFSPNRYWLCAATGPS] CLEGKIIVDEL

KQEVI STSSK VTIGTR

B [Vueduhaut |

I

Pore

Vue de coté

I

Motif « Velcro »

o
Vue du /J

bas

Figure 2. Représentation des motifs a répétition WD de la protéine RACK1 humaine.

(A) Séquence représentant les répétitions WD. (B) Structure cristallographique de RACK1,
représentation en cartoon de RACK1 vu de c6té (a gauche) et vu du haut (a droite). Les
emplacements du pore protéique et du motif « Velcro » sont indiqués. Chaque feuillet ou pale
est numéroté a partir de I'extrémité N-ter de la protéine et leurs brins sont étiquetés a, b, cetd
a partir de l'intérieur de I'hélice pres du pore. Figure adaptée de Ruiz Carrillo et coll., Acta
Crystallogr Sect F Struct Biol Cryst Commun, 2012.
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Le motif a répétition WD permet l'interaction de la structure en hélice B avec de
nombreux partenaires protéiques. RACK1 a d’abord été décrite comme associée a la
conformation active de la protéine kinase C béta-Il (PKCBII) et a été nommée Receptor for
Activated C Kinase 1 (RACK1) (Ron et al., 1994). Il est maintenant bien établi que RACK1
interagit avec de nombreuses autres protéines, soit directement ou dans le cadre d’un
complexe. Plusieurs résidus fortement conservés participent a l'interface d’interaction
protéine-protéine et protéine-ARN entre RACK1 et ses partenaires (Ullah et al., 2008). Par
exemple, les régions conservées contenant un grand nombre de résidus chargés positivement
comme la lysine et I'arginine dans la pale 2 de RACK1 sont capables d’interagir avec la surface
de I"ARNr (ARN ribosomique) chargée négativement alors que certains autres résidus sont
impliqués dans la liaison avec des protéines ribosomiques. Ces résidus conservés sont
nécessaires au recrutement de RACK1 au ribosome puisque les mutations, par exemple, des
résidus Arg36, Lys38 et Asp109 inhibent la liaison de RACK1 au ribosome et sa fonction dans
la régulation de la traduction chez la levure Saccharomyces cerevisiae (Sengupta et al., 2004).

Les résidus a la surface de RACK1 impliqués dans les interactions protéine-protéine peuvent
participer a I'oligomérisation de la protéine. La phosphorylation de la Ser146 de RACK1
humaine conduit a la dimérisation de la protéine en formant des liaisons entre les pales 3 et
4 (Liu et al., 2007) contrairement a la phosphorylation de la Tyr248 chez Arabidopsis thaliana
qui empéche 'lhomo-dimérisation des protéines RACK1A (Sabila et al., 2016). La protéine
RACK1 humaine a principalement été identifiée comme un monomeére en solution (Goncalves
et al., 2010) mais les structures cristallographiques provenant de la levure et d’Arabidopsis
thaliana représentent RACK1 comme un homodimeére. Chez la levure, la formation d’un
feuillet B intermoléculaire impliquant les extrémités N- et C-ter de la protéine favorise la
dimérisation de RACK1 (Yatime et al., 2011). La dimérisation de la protéine permet d’étendre
la surface d’interaction de RACK1 avec de potentiels partenaires. La structure
cristallographique d’Arabidopsis thaliana RACK1A a permis d’identifier que des séquences
enfouies dans le coeur de I’hélice au niveau de la pale 4 peuvent potentiellement étre
exposées au solvant pour fournir de nouvelles surfaces d’interaction qui ne sont pas
disponibles a I’état de monomere (Ullah et al., 2008). La dimérisation de RACK1 permet par
exemple de contréler I'activité des canaux ioniques comme le récepteur NMDAR (N-methyl D-
aspartate receptor) au niveau de I'hippocampe (Yaka et al., 2002, 2003). RACK1 peut
également interagir avec d’autres protéines contenant des motifs WD, comme c’est le cas de
I’hétérodimere entre RACK1 et GB qui est impliqué dans la transduction du signal (Thornton
et al., 2004).

C. Modifications post-traductionnelles régulant I’activité de RACK1

Des modifications post-traductionnelles peuvent aussi influencer les interactions entre
RACK1 et ses partenaires protéiques. De nombreuses phosphorylations sur des résidus
tyrosines sont nécessaires a la liaison de certains partenaires protéiques comme FAK, PP2A ou
Src (Kiely et al., 2009, 2008; Chang et al., 2001). Certaines modifications peuvent aussi
modifier I'activité et la stabilité de RACK1. C’est le cas de la O-GIcNAcylation (O-linked -N-
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acetylglucosaminylation) sur le résidu Ser122 de RACK1 dans les hépatocytes qui favorise sa
stabilité, sa localisation au ribosome et son interaction avec la PKCBII, le tout conduisant a
I'activation de la traduction d’oncogéenes responsables de la tumorigenése du carcinome
hépatocellulaire (CHC) (Duan et al., 2018).

Grace a sa conformation structurelle ainsi qu’a des modifications post-
traductionnelles, RACK1 peut interagir avec de nombreuses protéines qui sont impliquées
dans différentes voies de signalisation et peut jouer des roles différents en fonction de
I'expression tissu-spécifique des enzymes de modifications post-traductionnelles et de
I’expression des partenaires d’interaction.

[I. Ro6le de RACK1 dans I’homéostasie et le stress

A. Role de RACK1 dans la signalisation

1. Interaction avec des protéines contenant des motifs d’ancrage spécifiques

La structure de RACK1 lui permet d’interagir avec plus de 80 partenaires protéiques
différents de fagon directe ou indirecte dans de larges complexes protéiques et dans différents
compartiments cellulaires. RACK1 contient de multiples sites de liaisons protéiques qui
facilitent son interaction avec des protéines contenant des motifs spécifiques d’ancrage, tels
que les domaines C2 des PKC, SH2 des protéines Src et Fyn, ainsi que des domaines
d’homologie avec la plekstrine (PH) des protéines dynamines et p120GAP (Adams et al., 2011).
RACK1 agit sur ses partenaires d’interaction en induisant leur translocation, activation ou
inhibition, la formation ou la séparation de complexes protéiques ainsi que leur dégradation
ou stabilisation (Figure 3).

RACK1 a été premierement décrite comme une protéine d’ancrage de la PKCBII (Ron
et al., 1994) et interagit spécifiquement avec son domaine C2 (McCahill et al., 2002). RACK1
se lie uniqguement avec la forme active de la PKCBII pour stabiliser sa conformation et ainsi
faciliter I'accessibilité a son substrat (Ron et al., 1999; Stebbins and Mochly-Rosen, 2001)
(Figure 3D). RACK1 joue le role de protéine « navette », I'interaction avec la PKCBIl entraine la
translocation des deux protéines pour permettre a la kinase de phosphoryler son substrat
dans le site subcellulaire approprié (Figure 3A). RACK1 est un acteur important de la
localisation et de I'activité fonctionnelle de la PKCBII. La localisation intracellulaire des
protéines de signalisation comme la PKC est importante pour permettre de réguler des
complexes protéiques impliqués dans la cascade de transduction du signal et ainsi réguler des
fonctions physiologiques comme |'apoptose, la prolifération cellulaire et la conformation de
I'actine dans le cytosquelette (Ron et al., 1994). Lorsque RACK1 est associée au ribosome, le
recrutement de la PKCBII permet de controler l'initiation de la traduction canonique via la
phosphorylation des facteurs d’initiation elF4G et elF3 (eukaryotic initiation factor) (Dobrikov
et al., 2018a). De plus, RACK1 couplée avec la PKCBII promeut la phosphorylation d’elF4
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induisant préférentiellement la traduction de genes impliqués dans la croissance et la survie
des cellules cancéreuses du CHC (Ruan et al., 2012).
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Figure 3. Les différents effets de RACK1 sur ses partenaires d’interaction.

(A) RACK1 peut transloquer ses partenaires d’un site subcellulaire a un autre. (B) RACK1 peut
moduler 'activité enzymatique de ses partenaires en induisant leur activation (« E » abrégé pour
« enzyme »). (C) RACK1 régule les interactions intermoléculaires en induisant I’association ou la
dissociation de complexe. (D) RACK1 peut moduler la stabilité de ses partenaires en entrainant
leur dégradation ou au contraire en favorisant leur stabilité. Figure adaptée de Li et Xie,
Oncogene, 2015.

Le deuxieme motif d’ancrage de liaison a RACK1 le plus étudié est le domaine SH2 se
trouvant plus particulierement dans la tyrosine kinase Src. Il a été décrit que les formes
sauvages de RACK1 et de la protéine Src co-immunoprécipitent dans des cellules CHO (chinese
hamster ovary cell) alors que des mutations dans le domaine SH2 de Src empéchent les
protéines de co-immunoprécipiter (Chang et al., 2001). Des mutants de RACK1 ont permis
d’identifier que RACK1 est un substrat pour la protéine Src. Src phosphoryle les résidus Tyr228
et Tyr246 de RACK1 qui sont hautement conservés et sont localisés sur la sixieme répétition
WD ce qui favorise l'interaction entre les deux protéines (Chang et al., 2002; Yaka et al., 2002).
En contraste de son role avec la PKC, RACK1 séquestre la protéine Src et joue le role
d’inhibiteur de son activité kinase (Miller et al., 2004) (Figure 3B). Src est décrite comme un
proto-oncogéne impliqué dans la croissance, la différenciation et I'adhésion cellulaire (Chang
et al.,, 2002), en régulant I'activité de Src, RACK1 est directement impliquée dans ces fonctions
cellulaires. Il apparait que l'inhibition de I'activité de Src par RACK1 est dépendante du type
cellulaire. Par exemple, dans le cancer du célon la surexpression de RACK1 ralentit la
croissance et induit I'apoptose en inhibant I'activité kinase de Src. RACK1 bloque I'activation
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de Src dans la voie de survie cellulaire Akt ce qui conduit a la translocation dans le noyau du
facteur de transcription FOXO3 et a I'induction de genes critiques de I'apoptose et aussi de
I'inhibiteur p27 induisant l'arrét du cycle cellulaire en G1 (Mamidipudi et al., 2007;
Mamidipudi and Cartwright, 2009). Au contraire, la surexpression de RACK1 régule
positivement l'activité de Src via la phosphorylation du résidu Tyr416 ce qui favorise la
croissance des cellules de neuroblastomes et de gliomes (Lu et al., 2012; Peng et al., 2013).

RACK1 ne possede pas d’activité catalytique mais joue le rble de cofacteur
enzymatique pour ses partenaires (Ron et al., 1999). Via des motifs spécifiques d’ancrages
comme C2 (PKCBII) ou SH2 (Src), RACK1 interagit avec des protéines qui sont impliquées dans
de nombreuses voies de signalisation. RACK1 joue alors un réle direct dans la transduction du
signal ainsi que dans des fonctions physiologiques critiques.

2. Roéle pléiotropique de RACK1 dans des fonctions physiologiques majeures

L'expression de RACK1 est essentielle dans la régulation des voies de signalisation
impliquées dans le développement, la migration, la prolifération et I'adhésion cellulaire et les
voies de réponses au stress cellulaire qui sont des fonctions critiques dont la dérégulation peut
conduire au développement de pathologies.

i. Le développement

Le role critique de RACK1 dans le développement des vertébrés a été décrit dans
différents organismes. RACK1 est un régulateur de la voie de signalisation canonique Wnt et
non-canonique appelée aussi PCP (planar cell polarity) (Li et al., 2011) qui controle les
processus de division cellulaire orientée, de polarisation et d’extension des cellules pendant
la gastrulation ainsi que I'orientation des cellules épithéliales pendant le développement des
vertébrés (Keller, 2002). La voie de signalisation PCP partage des composants moléculaires
avec la voie Wnt canonique médiée par la B-caténine dont le récepteur membranaire Frizzled
(Fz) qui active une cascade d’évenements conduisant a la régulation transcriptionnelle de
génes impliqués dans la transduction du signal (Axelrod et al., 1998).

Chez I'amphibien Xenopus, RACK1 contréle la fermeture du tube neural, une étape clé du
développement embryonnaire. RACK1 induit la relocalisation de la protéine Dsh (dishevelled)
a la membrane via son interaction avec la PKC61, et permet l'interaction entre Dsh et le
récepteur transmembranaire PKT7 (protein tyrosine kinase 7) qui agit en tant que corécepteur
de Wnt activant la voie de signalisation PCP (Wehner et al., 2011) (Figure 4A). Chez le poisson
zebre, RACK1 interagit directement avec la protéine transmembranaire Vangl2 (van-gogh-like
2) et induit sa relocalisation a la membrane ainsi que son interaction avec Racl pour réguler
les jonctions adhérentes (Li et al.,, 2011) (Figure 4B). RACK1 a été identifiée comme un
régulateur positif de la voie PCP tout en atténuant la voie de signalisation Wnt canonique.
L’inhibition de la voie Wnt a aussi été observée chez la souris ou RACK1 favorise la dégradation
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de la B-caténine par le protéasome lors du développement du cervelet (Yang et al., 2019)
(Figure 4C).

Les voies de signalisation Wnt et PCP controlent la prolifération, la migration et la résistance
a la mort cellulaire suggérant que la dérégulation de I'expression de composés impliqués dans
ces voies peut conduire a la progression du cancer (Daulat and Borg, 2017). Il a été identifié
gue RACK1 stabilise le complexe de destruction de la B-caténine ce qui inhibe la signalisation
de la voie canonique Wnt et permet de diminuer le pouvoir tumoral de cellules issues de
cancer gastrique (Deng et al., 2012).
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Figure 4. RACK1 régule les voies de signalisation Wnt/PCP.

(A) RACK1 interagit avec le récepteur transmembranaire PTK7 ce qui permet de recruter Dsh via
I'activité de la PKC61. (B) RACK1 permet la relocalisation de la protéine transmembranaire
Vangl2 ce qui induit I'activation de la protéine Dsh. Dsh activée permet la transduction du signal
et la transcription de genes impliqués dans la PCP. Figure adaptée de Ganier et al., Medecine
sciences, 2020. (C) RACK1 inhibe la voie de signalisation Wnt/B-caténine en favorisant la
dégradation de la B-caténine par le protéasome. Figure adaptée de Yang et al., PNAS, 2019.
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ii. Croissance cellulaire

La croissance cellulaire est régulée par de nombreuses voies de signalisation
impliquant RACK1.

L’association de la PKCBII activée a RACK1 induit le transport du complexe RACK1-
PKCBII vers la membrane plasmidique ou RACK1 se localise a proximité de Src (Chang et al.,
2002). RACK1 joue, a la fois, le role de substrat et de partenaire de liaison de Src. Src
phosphoryle RACK1 pour permettre la formation du complexe Src-RACK1 ce qui inhibe
I’activité kinase de la Src Associated in Mitosis 68 (Sam68), une protéine impliquée dans la
progression du cycle cellulaire. L'inhibition de Src est importante au point de contréle du cycle
cellulaire G1 (Miller et al., 2004). 1l a été décrit qu’une surexpression de RACK1 dans cellules
NIH 3T3 séquestre Src dans sa forme inactive ce qui réduit la phosphorylation de Stat3
conduisant a une baisse de la transcription de myc et de la cycline D1 ayant pour conséquence
un arrét partiel en phase G1 du cycle (Mamidipudi et al., 2004). De plus, dans des cellules HT-
29 dérivées du cancer du célon, l'inhibition de I'activité de Src par RACK1 maintient le
complexe Cyclin-Dependent Kinase 1 (CDK1)/Cycline B dans un état activé ce qui empéche la
sortie en mitose et entraine une cytostase (Mamidipudi et al., 2007) (Figure 5A).

A l'inverse, RACK1 a également un role régulateur positif sur la prolifération cellulaire.
RACK1 interagit avec MKK7 (MAP Kinase Kinase 7), une des kinases impliquées dans la voie de
signalisation JNK (Jun N-terminal Kinase) (Guo et al., 2013) et régule son activité via la PKC
activée. L’activation de la voie de signalisation MAPK induit |la prolifération des cellules (Lopez-
Bergami et al., 2005) (Figure 5B). RACK1 est aussi un régulateur de la prolifération via la
modulation de I'activité d’AR (Androgen Receptor). AR est un récepteur nucléaire impliqué
dans le cancer de la prostate qui active la transcription de génes de prolifération et de
différenciation cellulaire en réponse aux androgénes. AR peut étre régulé par les androgénes
mais aussi par des voies de signalisation impliquant des protéines kinases. Il a été identifié que
RACK1 interagit avec AR et joue le role de protéine adaptatrice en facilitant I'association entre
Src et AR ce qui permet la phosphorylation du résidu Tyr534 d’AR (Kraus et al., 2006). La
formation du complexe RACK1-Src-AR ainsi que la phosphorylation d’AR joue un réle dans
I’activation de la transcription régulée par les hormones ainsi que dans la croissance cellulaire
(Figure 5B). Le silencing de RACK1 inhibe la croissance induite par la stimulation d’androgénes
via la baisse de la phosphorylation d’AR et stimule la transcription de PSA (prostate-specific
antigen) dans les cellules cancéreuses de la prostate qui sont traitées avec des androgénes
(Kraus et al., 2006). RACK1 est alors un médiateur qui facilite la communication entre AR et
ses partenaires de liaison tels que Src, ce qui améliore la phosphorylation de la Tyr534 et
I'activité transcriptionnelle d’AR.

En fonction de ces partenaires, RACK1 peut jouer des roles opposés dans la prolifération
cellulaire en entrainant la cytostase ou en favorisant la prolifération cellulaire.
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Figure 5. RACK1 joue des réles opposés dans la croissance cellulaire.

(A) RACK1 empéche la croissance cellulaire en inhibant Src et myc, ou en maintenant actif le
complexe CDK1/CycB pour prévenir la progression du cycle cellulaire. (B) RACK1 améliore la
prolifération cellulaire en favorisant les activités de la voie MAPK/JNK et AR. Figures adaptées
d’Einhorn, BioSciences Master Reviews, 2013.

iii. Adhésion et migration cellulaire

RACK1 s’associe avec des protéines de signalisation impliquées dans des processus
dynamiques tels que la migration, I'adhésion et la propagation cellulaire (Adams et al., 2011).
Dans le processus de migration cellulaire, le réle de RACK1 est médié par sa capacité a se lier
a des séries de kinases et de phosphatases qui affectent la phosphorylation et I'activité
d’autres partenaires de RACK1 ou d’autres complexes protéiques contenant RACK1 mais aussi
par son interaction avec le domaine cytoplasmique de certains récepteurs de surface
(McCahill et al., 2002). RACK1 est décrit comme un médiateur de la propagation cellulaire en
établissant des contacts entre la matrice extracellulaire (MEC) et les récepteurs des facteurs
de croissance au niveau des sites d’adhésion (Hermanto et al., 2002). RACK1 peut s’associer
avec le récepteur IGF-IR (insuline-like growth factor receptor) qui régule la prolifération, la
survie, la différenciation et la transformation cellulaire. RACK1 interagit avec les résidus
Tyr1250 et Tyr1251 de I'extrémité C-ter d’IGF-IR et module I'activation de la voie Akt/PI3K en
réponse a l'insuline (Kiely et al., 2005). En absence de stimulation du récepteur, la Tyr302
phosphorylée de RACK1 s’associe avec phosphatase sérine/thréonine 2 (PP2A) qui est un
régulateur négatif de la croissance et stabilise son activité. PP2A inhibe I’activité de Src qui est
séquestrée par RACK1 dans un complexe formé avec Shp2 et la sous-unité 85 de la
phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K), ce qui régule négativement la voie Akt/PI3K (Kiely et al.,
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2002). En réponse a IGF-I, PP2A se dissocie de RACK1 et perd son activité ce qui permet a Src
de phosphoryler Shc et d’induire la migration cellulaire via I'activation des voies Akt/PI3k et
Ras/MAPK (Legate et al., 2009) (Figure 6A). La libération de PP2A est essentielle a la
prolifération et la migration cellulaire. Il a été décrit qu’une baisse d’expression de la protéine
RACK1 diminue l'activité de PP2A et est associée a une augmentation de la migration des
cellules cancéreuses dans le cancer du sein (Kiely et al., 2017). La Tyr302 de RACK1 étant un
site de liaison en compétition avec PP2A et I'intégrine B1, le relargage de PP2A facilite le
recrutement de RACK1 a I'intégrine B1 (Kiely et al., 2017, 2008). Les répétitions WD 5 et 7 de
RACK1 ont été identifiées comme site de liaison aux intégrines B1 et B2 (Liliental and Chang,
1998).

Via son association avec les intégrines B, RACK1 a été identifiée dans des complexes sous-
membranaires appelés adhésions focales (Cox et al., 2003a; Onishi et al., 2007). RACK1 a la
capacité de se lier a des composés du cytosquelette comme la paxilline et ainsi de réguler
I’'assemblage des adhésions focales (Buensuceso et al., 2005; Cox et al., 2003a). Les adhésions
focales sont de grands assemblages macromoléculaires dynamiques qui contiennent des
composants mécaniques et de signalisation, elles sont le lien entre la cellule et la MEC, et sont
formées apres le regroupement des intégrines a la surface cellulaire. L’'expression de RACK1
est essentielle a I'assemblage et au désassemblage de la paxilline dans les adhésions focales,
car RACK1 empéche la phosphorylation des résidus Tyr31 et Tyr118 de la paxilline en inhibant
I'activité de Src. Les cellules présentant une perte d’expression de RACK1 sont moins mobiles
et ont des complexes focaux moins dynamiques. Dans ce cas, RACK1 est un régulateur
assurant la dynamique de la paxilline pendant la migration via I'inhibition de I’activité de la Src
(Doan and Huttenlocher, 2007).

Un autre régulateur clé de I'adhésion et de la migration cellulaire est la protéine FAK
(focal adhesion kinase) qui est activée par phosphorylation en réponse aux facteurs de
croissance, aux composants de la MEC et a la stimulation des intégrines. L’activité de RACK1
en tant que protéine adaptatrice de FAK est essentielle pour son activation par IGF-I et la
stimulation par les intégrines (Kiely et al., 2009). En réponse a I'lGF-l, RACK1 s’associe a
I'intégrine B1 et régule I'activité de FAK. FAK se lie aux acides aminés hydrophobes se trouvant
dans la deuxieme répétition WD de RACK1. La phosphorylation du résidu Tyr52 de RACK1 par
c-Abl entraine un changement conformationnel de la protéine permettant la liaison entre
RACK1 et FAK (Kiely et al., 2009). En réponse aux intégrines, la Tyr397 de FAK est phosphorylée
ce qui géneére un site de liaison SH2 permettant le recrutement des protéines appartenant a
la famille Src. Src phosphoryle ensuite un deuxieme site de phosphorylation de FAK pour
augmenter l'activité kinase et la capacité de FAK a interagir avec d’autres protéines cibles
telles que des récepteurs de surface ou des protéines du cytosquelette associées a la
formation des adhésions focales (Onishi et al.,, 2007) (Figure 6B). La suppression de
I’expression de RACK1 inhibe I’activité de FAK dans I’'adhésion et la propagation cellulaire qui
sont deux étapes essentielles a la migration cellulaire (Kiely et al., 2005, 2009; Onishi et al.,
2007). RACK1 est un facteur clé dans la migration cellulaire par son interaction avec FAK et la
régulation de son activité.
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Figure 6. Role de RACK1 dans la migration et I’adhésion cellulaire.

(A) En absence de stimulation, RACK1 est associée a IGF-IR et PP2A ce qui inhibe la voie PI3K/Akt.
En réponse a I'lGF-I, PP2A se dissocie de RACK1 ce qui permet le recrutement de RACK1 aux
intégrines B1 et induit I'activation des voies PI3K/Akt et Ras/MAPK. (B) RACK1 s’associe aux
intégrines B1 au sein des adhésions focales et permet leur assemblage via |'activation de FAK.
Figure adaptée d’Adams et al., Cell Comm. & Signaling, 2011.

Le réle de RACK1 comme protéine adaptatrice dans la migration cellulaire, qui est un
processus central dans le développement embryonnaire et les réponses immunitaires, est
bien établi. Un changement d’expression de RACK1 peut conduire a un défaut de migration et
ainsi induire de graves conséquences comme un systeme immunitaire défaillant ou favoriser
la carcinogenése (Adams et al., 2011).

iv. Réponse au stress

Dans les paragraphes précédents nous avons décrit que |'expression de RACK1 était
essentielle a la régulation de fonctions critiques dans des conditions physiologiques. RACK1 a
aussi été identifié¢e comme un élément clé en réponse a de nombreux changements
environnementaux comme le stress oxydatif, I'hypoxie ou la privation de nutriments. En effet,
en réponse au stress cellulaire, RACK1 régule des fonctions comme I'apoptose, I'arrét de la
traduction, la survie cellulaire et I'autophagie.

En réponse au stress RACK1 a la capacité de changer de localisation subcellulaire
permettant a certaines kinases comme la PKC de se retrouver dans le compartiment cellulaire
approprié (Ron et al., 1999; Corsini et al., 2016b). Il a été décrit que le réle de RACK1 en
réponse au stress était dépendant du type de stress cellulaire (Arimoto et al., 2008). En effet,
si I'on considere deux types de stress différents : 'un appelé stress de type 1 qui regroupe
I’hypoxie, les chocs thermiques et I'arsénite, et I'autre appelé stress de type 2 comprenant les
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rayons X et les drogues génotoxiques ; le stress de type 1 induit 'assemblage des granules de
stress (GS) qui aura pour conséquence de mettre en pause la traduction des ARNm et permet
la survie cellulaire en empéchant I'accumulation de protéines mal repliées, alors que le stress
de type 2 active I'apoptose via les voies de réponse au stress p38, INK, MAPK. La voie de
réponse au stress MAPK appelée stress-responsive MAPK (SAPK) est composée de plusieurs
réactions en cascades incluant la MAPK kinase kinase MTK1. Il a été montré que RACK1 est un
médiateur dans la réponse a ces deux types de stress. En réponse au stress de type 2, plusieurs
sites d’interaction de RACK1 s’associent a la MTK1 ce qui maintient MTK1 sous forme
dimérique facilitant son activation par GADDA45 et lui permet d’induire I'apoptose. En réponse
au stress de type 1, RACK1 est séquestrée dans les GS via son interaction avec le ribosome et
inhibe I'association RACK1-MTK1. En présence des deux types de stress cellulaires, la
séquestration de RACK1 dans les GS régule négativement la réponse apoptotique en inhibant
la voie de signalisation MTK1-SAPK. RACK1 est dans ce cas un facteur clé modulant les activités
entre la voie de survie cellulaire liée a I'assemblage des GS et la voie de mort apoptotique
MAPK en réponse au stress (Arimoto et al., 2008; Gandin et al., 2013) (Figure 7).

T Arrét de la traduction,
MTK1 Prévention de I'accumulation

des protéines malrepliées
w Stress de type 1 R P
(hypoxie, choc thermique) T
—> (Granules de stress

%ﬂk ]

GADD45

Stress de type 2
(H202: UV)

Figure 7. RACK1 facilite la communication croisée entre la formation des granules de stress et
la voie SAPK.

En réponse a un stress de type 2 tel que le stress oxydatif, les rayons X, etc., RACK1 stabilise la
dimérisation de la MAPK kinase kinase MTK1 facilitant I’association avec GADD45 ce qui conduit
a I'autophosphorylation de MTK1, I'activation des SAPK p38, et JNK menant a I'apoptose.

En réponse a un stress de type 1 tel que I’hypoxie, RACK1 est séquestrée dans les granules de
stress ce qui supprime l'activation de I'apoptose via MTK1. Figure adaptée d’Arimoto et al.,
Nature Cell Biology, 2008.
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Dans les neurones lors d’un stress induit par une peur intense, on observe une
surexpression du récepteur de I'acétylcholinestérase (AChE-R) qui interagit avec RACK1 et la
PKCBII facilitant la plasticité synaptique et améliorant la mémoire contextuelle liée a la peur
(Nijholt et al., 2004; Sklan et al., 2006). En réponse au stress oxydatif, RACK1 protége les
neurones contre I'apoptose en formant un complexe avec DJ-1, un modulateur de la voie de
survie Akt, mais une concentration excessive d’especes réactives de I'oxygene (ROS) peut
perturber le complexe. L’accumulation de ROS combinée a plusieurs mutations de la protéine
DJ-1 codée par le géne PARK7 sont liées au développement de la maladie de Parkinson. Il a
été observé que le niveau d’expression de RACK1 et de DJ-1 était inférieur dans des cellules
de souris modele de la maladie de Parkinson que dans des cellules saines. DJ-1 et RACK1
forment un complexe de signalisation impliqué dans la protection neuronale en réponse au
stress oxydatif et pourrait contribuer au développement de maladies neurodégénératives (Ma
et al., 2014).

Un autre role clé de RACK1 dans la réponse au stress est son implication dans
I'autophagie. L'autophagie est un mécanisme physiologique intracellulaire essentiel pour
maintenir ’lhoméostasie des tissus et qui est conservé chez les eucaryotes. En réponse a la
privation de nutriments, ou dans d’autres stress, la cellule dégrade les agrégats de protéines,
les organelles endommagées et les lipides dans les lysosomes par une structure en double
membrane appelée autophagosome. Il a été décrit chez la drosophile, que la privation de
nutriments entraine une augmentation de 4 a 5 fois de I'expression de RACK1 et que RACK1
est localisée dans des structures autophagiques précoces indiquant son implication dans la
formation de I'autophagosome (Erdi et al., 2012). Dans des hépatocytes qui ont un niveau
basal élevé d’autophagosomes et qui sont de bons modeéles pour étudier la régulation de
I’autophagie, un défaut de RACK1 conduit a une accumulation de lipides dans le foie (Zhao et
al., 2015). La privation de nutriments active I’AMP activated protein kinase (AMPK) qui est un
senseur clé de I'autophagie, I’AMPK phosphoryle a la fois la protéine Ulk mais aussi la Thr50
de RACK1. La phosphorylation de Thr50 augmente l'interaction directe de RACK1 avec le
complexe Vps15-AtgldL-Beclinl qui est un complexe régulateur clé de linitiation et la
progression de I'autophagie. RACK1 joue le role d’adaptateur pour I'assemblage du complexe
et favorise ainsi 'initiation de I'autophagie (Zhao et al., 2015) (Figure 8). RACK1 a aussi été
identifiée a d’autres étapes de l'autophagie comme I’élongation de la membrane. La
répétition WD 2 de RACK1 interagit avec ATG5 une protéine appartenant au complexe E3-like
ATG12-ATG5-ATG15 qui catalyse la conjugaison de la protéine MAP1LC3 aux lipides et
contréble la formation de la vésicule autophagique et son expansion (Erbil et al., 2016). Une
étude récente a identifié la protéine FGF21 comme un régulateur de RACK1 dans I'autophagie.
FGF21 est décrit comme un agent anti-athérosclérotique qui empéche I'accumulation des
lipides. Lors d’une accumulation de cholestérol, FGF21 augmente I'expression de RACK1 dans
des cellules spumeuses ce qui permet a RACK1 d’interagir avec I’ATG5 mais aussi de
phosphoryler la Thr172 de I’AMPK pour ainsi activer I'autophagie, diminuer I'accumulation de
cholestérol et prévenir I'athérosclérose (Xiaolong et al., 2020) (Figure 8).

28



Introduction

Famine Famine

l l

augmentation
expression

-

Atgl>  Atgl12

\ » Nucléation

Induction de I'autophagie >

Figure 8. Role de RACK1 dans I'autophagie.

En absence de nutriments, RACK1 est impliquée dans différentes étapes de I'autophagie. RACK1
appartient au complexe Beclinl, Atg14L, Vps15 et Vps34 et active I'initiation de 'autophagie via
I’AMPK. Le facteur FGF21 augmente I'expression de RACK1 qui va a la fois phosphoryler I’AMPK
pour activer I'induction de 'autophagie et aussi participer au complexe Atg5, Atgl5, Atgl2
responsable de la formation de la vésicule autophagique.

Dans les différents exemples présentés, nous avons décrit que RACK1 peut agir en tant
qgue substrat ou partenaire de liaison avec de nombreuses protéines impliquées dans
différentes voies de signalisation régulant des fonctions physiologiques critiques et le stress.
Un changement d’expression de RACK1 peut avoir des conséquences sur |'activité et la
stabilité des protéines associées a RACK1 et ainsi entrainer le développement de nombreuses
pathologies.

B. Role de RACK1 dans la traduction

RACK1 a été détectée dans divers compartiments cellulaires dont le noyau, le cytosol
et le réticulum endoplasmique (Ron et al., 1999) ou elle interagit avec un grand nombre de
partenaires protéiques pour réguler différents processus biologiques (Adams et al., 2011).
Dans le cytosol, RACK1 a été identifiée comme un composant du ribosome et plusieurs études
ces dernieres années ont décrit un réle émergeant de RACK1 dans la régulation de la
traduction (Ceci et al., 2003; Majzoub et al., 2014; Nielsen et al., 2017; Dobrikov et al., 2018b).

29



Introduction

1. Structure de RACK1 au ribosome

i. RACK1 est un composant de la petite sous-unité 40S du ribosome

La plupart des données concernant la structure tridimensionnelle de RACK1,
proviennent d’études dans lesquelles RACK1 est liée au ribosome (Armache et al., 2010a; Ben-
Shem et al., 2011; Chang et al., 2005; Goncalves et al., 2010; Link et al., 1999; Sengupta et al.,
2004). RACK1 a été identifiée comme étant associée au ribosome pour la premiére fois chez
la levure Saccharomyces cerevisiae (Link et al., 1999). Des études en spectrométrie de masse
réalisées a la fois chez la levure et dans des extraits de lysats de cellules humaines ont montré
gue RACK1 est un composant de la petite sous-unité 40S mais pas de la grande sous-unité 60S
du ribosome avec un ratio de 1:1 par rapport aux autres protéines ribosomiques (Link et al.,
1999; Gerbasi et al., 2004) (Figures 9A et 9B). Par la suite, les structures cristallographiques de
RACK1 révélées par Cryo-EM ont confirmé la localisation de la protéine dans le ribosome a la
fois chez la levure (Ben-Shem et al., 2011; Spahn et al., 2004a; Taylor et al., 2009), les
champignons (Sengupta et al., 2004), les plantes (Armache et al., 2010b; Rabl et al., 2011;
Ullah et al., 2008) et chez 'Homme (Ruiz Carrillo et al., 2012; Spahn et al., 2004b) indiquant
gue son association avec la petite sous-unité 40S est conservée au cours de I’évolution. Ces
différentes études ont permis d’identifier les interactions de RACK1 avec I’ARNr 18S et les
protéines ribosomiques uS3, uS9 et eS17 (Figures 9C et 9D).

Figure 9. RACK1 est un composant de la petite sous-unité 40S du ribosome.

(A-B) Cryo-EM a une résolution de 11,7A du ribosome mature 80S de Saccharomyces cerevisiae avec
(A) et sans RACK1 (B). Figure adaptée de Sengupta et al., Nat. Struct. Mol. Biol., 2004. (C-D) Cryo-EM
a une résolution de 3A du ribosome 80S de Saccharomyces cerevisiae. Représentation en cartoon de
RACK1 ou chaque pale a une couleur différente. RACK1 se trouve a |'arriére de la téte de la petite sous-
unité 40S. Les astérisques représentent I'entrée et la sortie du tunnel de ’ARNm qui sont a proximité
de RACK1. Les protéines ribosomiques uS3, uS9 et eS17 sont représentées en cartoon turquoise. Vu
du dessus (C) et vu de coté (D). Figure adaptée de Nielsen et al., Cell. Signaling, 2017.

30



Introduction

RACK1 adopte une structure en forme de coupelle ou le plus grand bord fait face au
solvant et le plus petit bord sert d’ancrage au ribosome sur les hélices 39 et 40 de ’ARNr 18S
(Adams et al., 2011) (Figure 10C). RACK1 possede deux régions d’interactions contenant un
grand nombre de résidus conservés chargés positivement comme la lysine et I'arginine qui
permettent des interactions avec la surface de I’ARNr chargé négativement (Sengupta et al.,
2004) (Figures 10E et 10F). La premiére région d’interaction est la boucle appelée « knob » qui
se trouve entre les pales 6 et 7 qui s’associe avec I'hélice 40 de I’ARNr 18S (Figure 10C). Cette
interaction ne semble pas étre importante car sa délétion n’impacte pas |'association de
RACK1 au ribosome, de plus sa longueur et sa séquence varie en fonction des espéces (Nielsen
et al., 2017). Par contre, la seconde région se trouvant sur la pale 2 de RACK1 et qui interagit
avec I’hélice 39 de I’ARN 18S semble étre plus importante pour I'association de RACK1 avec le
ribosome (Figure 10D). En effet, chez la levure Saccharomyces cerevisiae, les mutations des
résidus Lys87, Arg90 et Arg102 affectent la liaison au ribosome (Nielsen et al., 2017).

En plus des interactions de charges opposées entre la surface de ’ARNr 18S et RACK1,
il existe aussi des interactions spécifiques entre RACK1 et les trois protéines ribosomiques uS9,
uS3 et eS17 (Taylor et al., 2009; Armache et al., 2010b) correspondant aux protéines rpS16e,
rpS3e et rpS17e d’apres I'ancienne nomenclature (Ban et al., 2014). La protéine eS17 constitue
une plateforme qui offre la plus grande surface d’interaction (environ 30%) avec RACK1. Les
résidus a l'intérieur des pales 1 a 4 de RACK1 et notamment I’Arg38 forment des liaisons
hydrogene et des ponts salins qui permettent de connecter RACK1 a eS17 et a 'ARNr 18S
(Nielsen et al., 2017; Rabl et al., 2011) (Figures 10E et 10F). RACK1 interagit aussi avec la
protéine uS9 (Figure 10B) et la protéine uS3 (Figure 10A) qui s’associe a la face opposée de
RACK1 par rapport au protéines uS9 et eS17 (Adams et al., 2011; Nielsen et al., 2017; Rabl et
al., 2011).

Les modeles cristallographiques obtenus par cryo-EM et diffractions aux rayons-X
montrent que la surface du haut de la structure de RACK1 est completement bloquée quand
RACK1 est liée au ribosome. En effet, les pales 1, 2 et 4 ne sont pas disponibles lors de
I’association au ribosome alors que la face opposée et certains bords des pales 3, 5, 6 et 7
restent libres (Figure 10C) et peuvent servir de plateforme pour recruter des partenaires
protéiques au ribosome (Adams et al.,, 2011; Nielsen et al., 2017; Rabl et al.,, 2011). Une
analyse informatique associant deux structures cristallographiques indépendantes de
Saccharomyces cerevisiae a basse résolution (2,9A et 3,9A) a permis d’identifier que RACK1
sous la forme oligomérique peut s’associer au ribosome (Yatime et al., 2011). Deux brins B
appartenant aux pales 4 de deux monomeres et se trouvant au cceur de I’hélice de RACK1
permutent vers I'extérieur et s’associent entre eux pour former un dimeére (Figure 11). La
dimérisation de RACK1 permet d’exposer une nouvelle surface au solvant qui peut étre utilisée
pour recruter de nouveaux partenaires au ribosome.
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Figure 10. Interactions de RACK1 avec I’ARN ribosomique 18S et les protéines ribosomiques
uS3, us9 et eS17.

Cryo-EM a une résolution de 3A du ribosome 80S de Saccharomyces cerevisiae. Représentation
en cartoon de RACK1 ol chaque pale a une couleur différente. Les protéines ribosomiques et
I’ARNr 18S sont respectivement colorés en turquoise et en cyan clair. Les résidus ainsi que les
bases de I’ARNr 18S impliqués dans les interactions sont représentés par des batonnets et sont
étiquetés. (A) La région C-ter de la protéine ribosomique uS3 forme un feuillet B avec le brin D
de la pale 4 de RACK1. (B) La chaine latérale de la Glu99 d’uS9 forme des liaisons hydrogene
(pointillés) avec la Ser60 de RACK1. (C) RACK1 s’associe aux hélices 39 et 40 de I’ARNr 18S via
deux points de contacts entourés par deux cercles rouges. La boucle knob de RACK1 est marquée
par une fleche. (D) Les résidus dans la pale 2 de RACK1 interagissent avec les deux brins de
I’hélice 39. (E) Les résidus dans les boucles inter-brins des pales 1 a 4 de RACK1 interagissent
avec les résidus de I'hélice-a 2 d’eS17. Les résidus Asp149 et Lys129 de RACK1 forment des ponts
salins (pointillés) avec les Lys23 et Glu37 d’eS17. Les résidus Argl127, Asp109 et His66 de RACK1
forment un réseau de liaisons hydrogene (pointillés) avec I’Arg33, la GIn29 et la Lys32 d’eS17
mais aussi avec le nucléotide 1387 de I’ARNr 18S. (F) L’Arg38 de RACK1 forme deux liaisons
hydrogene (pointillés) avec I’Asp27 d’eS17. Figure adaptée de Nielsen et al., Cell. Signaling, 2017.
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Figure 11. Représentation du dimére RACK1 associé au ribosome.

(A) Vue générale du dimere de RACK1 a partir de deux structures de levure Saccharomyces
cerevisiae en cryo-EM aux résolutions de 2 et 2,9A montrant deux hélices B a 7 pales entrelacées.
(B) Superposition du dimére de RACK1 levure sur la sous-unité 40S de Tetrahymena thermophila.
Les protéines ribosomiques eS10, uS3, uS9 et eS17 qui stabilisent la liaison du dimere au
ribosome sont représentées en cartoon. La région C-ter d’uS3 fait un petit clash stérique dans
ce modele, cependant cette extrémité n’adopte pas une structure définie et peut
éventuellement se réorganiser pour permettre la dimérisation de RACK1 au ribosome. Figure
adaptée de Yatime et al., J. of Mol. Biol., 2011.

ii. Mutations empéchant I'association de RACK1 au ribosome

Afin de comprendre le role de la liaison de RACK1 au ribosome, plusieurs mutants
ciblant des résidus conservés et impliqués dans les régions d’interactions entre RACK1 et le
ribosome ont été étudiés (Coyle et al., 2009; Nielsen et al., 2017). RACK1 étant impliquée dans
des fonctions cellulaires critiques comme décrit dans I'un des précédents chapitres (II.A.2 Role
pléiotropique de RACK1 dans des fonctions physiologiques majeures), son absence
d’expression chez la levure est viable mais entraine des défauts de croissance et de synthese
protéique (Singh et al., 2019), alors qu’au contraire, la déplétion totale de RACK1 est |étale au
niveau embryonnaire chez la souris (Gandin et al.,, 2013; Volta et al.,, 2013). Un mutant
hétérozygote de RACK1 présente des défauts de pigmentation de la peau et de croissance
cellulaire ainsi qu’une accumulation de ribosomes 80S inactifs et un défaut de synthese
protéique totale (Volta et al., 2013).

Dans le but d’étudier spécifiquement le réle ribosomique de RACK1, plusieurs études
ont utilisé des mutants de RACK1 empéchant spécifiquement la liaison au ribosome. Des
mutants ciblant les résidus basiques conservés comme |'Arg38, la Lys40, la Lys62, la Lys87,
I’Arg90 et I’Arg102 empéchent I'association de RACK1 au ribosome et présentent un défaut
modéré a fort de liaison au ribosome. Chez la levure Saccharomyces cerevisiae, certaines
mutations miment le phénotype de déplétion totale de RACK1 en augmentant la sensitivité
des cellules a certaines drogues ou en affectant la synthése de la paroi cellulaire ou
I’élongation de la traduction. Cependant les mutations qui présentent le plus sévere défaut
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de liaison au ribosome ne miment pas tous les phénotypes correspondant a I'absence de
RACK1 suggérant que RACK1 ribosomique n’est pas nécessaire pour toutes les activités
cellulaires chez la levure (Coyle et al., 2009). Il a été identifié que le double mutant pour les
résidus Arg38 et Lys40 (R38D, K40E) situés au centre de la plateforme formée par la jonction
entre les hélices 39 et 40 de ’ARNr 18S et la protéine eS17 présente le plus grand défaut de
liaison au ribosome (Coyle et al., 2009) (Figure 12). Ce double mutant (DE) a été décrit dans
plusieurs études chez la levure (Sengupta et al., 2004; Kuroha et al., 2010; Opitz et al., 2017;
Singh et al., 2019). Comme chez la levure, le double mutant R36D,K38E (équivalent du mutant
R38D, K40E de la levure) affecte la localisation de RACK1 au ribosome dans les cellules de
mammiféres (Romano et al., 2019; Duan et al., 2020). Dans le contexte du neuroblastome une
baisse de la prolifération cellulaire a été observée pour le mutant DE (Romano et al.,
2019), alors que dans des cellules de fibrosarcomes le double mutant diminue la traduction
de facon globale et induit la traduction spécifique de genes impliqués dans I'autophagie non-
canonique (Kim et al., 2017).

RACK1/Ascl

Structure cristallographique de RACK1/Ascl et du ribosome 80S de la levure Saccharomyces
cerevisiae a une résolution de 3A. Les résidus arginine 38 et lysine 40 contribuent a 'association de
RACK1/Ascl a la protéine ribosomique eS17 et I’ARNr 18S de la petite sous-unité 40S du ribosome.
Figure adaptée de Ben-Shem et al., Science, 2011.

Ces études ont montré qu’il est possible de découpler les fonctions de RACK1 dans la
signalisation et celles dues a son interaction au ribosome tout en conservant un phénotype
viable. De plus, les mutants empéchant l'interaction entre RACK1 et le ribosome entrainent
des défauts de traduction suggérant que la localisation de RACK1 au ribosome est nécessaire,
du moins pour partie, a sa fonction dans la cellule.
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2. Roéle ribosomique de RACK1 dans la traduction

De nombreuses études ont observé que la perte d’expression de RACK1 est associée a
un changement d’expression de certains transcrits. Il a notamment été décrit chez les levures
qgue la déplétion de RACK1 peut moduler le niveau de traduction de certains ARN de facon
opposée (Gerbasi et al., 2004; Shor et al., 2003). Des souches de Saccharomyces cerevisiae
possédant des alléles nuls pour le gene Ascl codant pour la protéine Ascl homologue de
RACK1 chez 'Homme, montrent une augmentation du niveau de traduction de certaines
protéines suggérant un role de RACK1 dans la répression de la traduction (Gerbasi et al.,
2004); alors que chez Schizosaccharomyces pombe, la perte de RACK1 cause une diminution
du niveau de certaines protéines impliquées dans la régulation du métabolisme de la
méthionine (Shor et al., 2003). Chez la souris, la perte d’un alléle sur deux de RACK1 entraine
un défaut de la synthése protéique totale (Volta et al., 2013). Ces différentes études montrent
gue RACK1 semble étre directement impliquée dans la régulation de la traduction.

Il a été identifié que RACK1 régule la traduction a différents niveaux. Elle participe a la
répression de la traduction de certains transcrits via la voie des microARN. RACK1 serait
impliquée dans différents mécanismes moléculaires conduisant a la formation du complexe
miRISC mature ainsi qu’a son recrutement au ribosome afin de réguler la traduction de
certains ARNm cibles (Jannot et al., 2011; Otsuka et al., 2011; Speth et al., 2013). Plusieurs
études ont montré que RACK1 régule le maintien de la qualité de la traduction empéchant la
synthese de protéines aberrantes. Lorsque le ribosome est arrété sur un ARNm en cours de
traduction, RACK1 stimule I'activation du complexe de contréle de la qualité des protéines
associées au ribosome (RQC) induisant le décrochage du ribosome et la dégradation du
transcrit en cours de traduction (lkeuchi and Inada, 2016; lkeuchi et al., 2019; Kuroha et al.,
2010). RACK1 participe aussi au maintien de I'intégrité du cadre ouvert de lecture lors de la
collision de deux ribosomes (Wang et al., 2018). RACK1 est un acteur de la biogenése de la
petite sous-unité 40S, RACK1 a été identifiée dans les premiéres particules cytoplasmiques de
la pré-sous-unité 40S humaine et participe a la maturation de I’ARNr 18S qui s’associe a des
facteurs d’assemblages ainsi qu’a des protéines ribosomiques pour former la petite sous-unité
40S (Larburu et al., 2016). Par sa localisation dans la petite sous-unité 40S, RACK1 a été
identifiée comme régulant I'activité du ribosome et plus particulierement l'initiation de la
traduction (Nielsen et al., 2017).

i.  RACK1 régule l'initiation de la traduction

La localisation de RACK1 a l'arriére de la téte de la sous-unité 40S, a proximité du
tunnel d’entrée et de sortie de ’ARNm (Nielsen et al., 2017; Nilsson et al., 2004; Sengupta et
al., 2004) lui confere un role dans la régulation de la traduction (Figure 9C). Lorsque RACK1 est
associée au ribosome, une partie de la surface de la protéine est libre, exposée au solvant et
peut servir de plateforme d’interaction a de nombreuses protéines. Par sa proximité avec
I’ARNm, RACK1 peut interagir avec des facteurs d’initiation pour les recruter au ribosome mais
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aussi se lier avec des partenaires kinases pour phosphoryler des protéines associées a ’ARNm
(Angenstein et al., 2002). L'une des protéines d’interaction de RACK1 est la PKCBII, qui a la
capacité de se lier aux ribosomes pour moduler le niveau de traduction globale. En effet, la
stimulation de la PKCBIl augmente le ratio polysome/80S qui peut étre inversé par I'inhibition
de la liaison RACK1-PKCBII. De plus, I'abolition de I'interaction entre RACK1 et la PKCBII réduit
I'incorporation de la méthionine suggérant que RACK1 est un facteur clé pour le controle de
la traduction médiée par la PKCBII, notamment dans l'initiation de la traduction (Grosso et al.,
2008a). Il a été identifié que les ribosomes natifs hébergent des PKC actives qui permettent la
phosphorylation de substrats associés au ribosome comme les facteurs d’initiation et les
protéines de liaison a ’ARNm (Grosso et al., 2008b). RACK1 coordonne la signalisation de la
PCK et l'activité du ribosome. RACK1 recrute la PKC active au ribosome afin de moduler
I’activité des facteurs d’initiation de traduction (Ceci et al., 2003; Dobrikov et al., 2018b).

Plusieurs études ont montré que RACK1 interagit et/ou régule I'activité de plusieurs
facteurs d’initiation (elF) intervenant a différentes étapes de l'initiation de la traduction que
ce soit dans I'assemblage du complexe de pré-initiation 48S ou dans la formation du ribosome
mature.

Chez la levure Saccharomyces cerevisiae, I'extrémité C-ter du domaine c¢/NIP1-PCl d’elF3
interagit directement avec les pales 1 et 3 de RACK1 et la déplétion de RACK1 affecte
I’association d’elF3 avec la sous-unité 40S. Le domaine PCl pouvant aussi former des liaisons
non-spécifiques avec I’ARN, dans cette configuration RACK1 forme un pont intermoléculaire
entre elF3, la sous-unité 40S et probablement I’ARN 18S (Kouba et al., 2012) et ainsi participe
a la formation du complexe de pré-initiation 43S (PIC 43S) lors de I'initiation de la traduction
(Figure 13). Parallélement a la formation du PIC 43, il a été identifié chez la levure, que RACK1
interagit avec la boucle fermée que forme ’ARNm avec les facteurs elFAE, elFAG et PAB1 lors
de la circularisation de I'’ARNm (Thompson et al., 2016). Chez la levure Saccharomyces
cerevisiae, la spectrométrie de masse a permis de montrer que RACK1 co-purifie avec elF4G
et elF3b (Sengupta et al., 2004) suggérant que RACK1 peut intervenir dans les interactions
entre elF3/elF5 et elF4G/elF4B formant le PIC 48S. Au vu de I'implication de RACK1 dans
différentes étapes de l'initiation de la traduction, il a été observé chez la levure qu’un mutant
nul de RACK1 perturbe la traduction globale (Thompson et al., 2016). La délétion du gene de
RACK1 entraine une augmentation du nombre de complexes d’initiation bloqués sur I’ARN
indiquant un défaut dans l'initiation de la traduction (Chantrel et al., 1997).

Chez 'Homme, I'interaction de RACK1 avec des facteurs d’initiation de la traduction a aussi
été observée en réponse a certains stimuli. RACK1 régule I'interaction entre les facteurs elF4G
et elF3 via I'activité de la PKCBIIl en réponse au TPA (12-O-tetradecanoylphorbol-13-actetate)
(Dobrikov et al., 2018a, 2018b). RACK1 associée a la PCKBIl module les interactions
intramoléculaires entre des régions non-structurées d’elF4G qui contrélent la liaison entre
elF4E et elF3 (Dobrikov et al., 2018a). Il a été proposé qu’au début de l'initiation de la
traduction, les facteurs elF4A, elFAE et elF3 sont associés a elF4G et qu’en réponse a un
stimulus comme I’activation de la voie Raf-ERK1/2, le complexe RACK1-PKCBII phosphoryle les
résidus Ser1093 d’elFAG et Ser1364 d’elF3 ce qui libére elF4G (Dobrikov et al., 2018b). La
phosphorylation d’elF4G est réversible et est impliquée dans la traduction induite par la voie
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Figure 13. Role de RACK1 dans linitiation de la traduction coiffe-dépendante chez les
eucaryotes.

RACK1 intervient a différentes étapes de I'initiation de la traduction qui est divisée en 8 étapes
différentes. (1) Formation du complexe ternaire elF2-GTP-Met-ARNtMeY, (2) qui s’associe avec la
petite sous-unité 40S et les facteurs elF1, elF1A, elF3 et elF5A formant le complexe de pré-
initiation 43S. RACK1 est associée au facteur elF3 et favorise la formation du complexe 43S. (3)
En paralléle, ’ARNm se lie au complexe elF4F (elF4A, elFAE, elF4G,) et elF4B en 5’ et avec la PABP
en 3’ pour permettre sa circularisation, (4) avant de s’associer avec le complexe de pré-initiation
43S. RACK1 permet le recrutement d’elF4E a I’ARNm. RACK1 module I'interaction entre elF4G
et elF3 par leur phosphorylation médiée par la PCKBIl en réponse a la voie d’activation Raf-
ERK1/2. (5) La région 5’UTR de ’ARNm est lue de 5’ en 3’ par le complexe 43S, (6) jusqu’a la
reconnaissance du codon d’initiation ce qui induit la formation du complexe 48S et I’hydrolyse
du GTP lié a elF2 par elF5. (7) La PKCBIl associée a RACK1 phosphoryle elF6 pour libérer la grande
sous-unité 60S, (8) qui est recrutée sur le complexe 48S par I'action d’elF5B induisant la
libération des facteurs elF2, elF3, elF4B, elF4F et elF5. (9) L'hydrolyse du GTP lié a elF5B induit
la libération d’elF1A et d’elF5B-GDP permettant la formation du ribosome mature 80S
fonctionnel. Figure adaptée de Jackson et al., Mol. Cell Biology, 2010.
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de signalisation Raf-ERK1/2 et permet I'induction des transcrits sensibles a I’ester phorbolique
comme la cyclooxygénase 2 (Cox-2) ou la traduction de linhibiteur de la kinase cycline-
dépendante (p21°P1). Dans cette étude, RACK1 a été décrite comme un support moléculaire
pour la PKCBII permettant de coordonner la réponse traductionnelle a I'activation de la voie
PKC-Raf-ERK1/2.

En réponse a certains stimuli RACK1 régule aussi la formation du ribosome mature 80S qui est
la derniére étape de l'initiation de la traduction. RACK1 a été identifiée comme un partenaire
d’interaction directe du facteur elF6 qui contréle I'assemblage des deux sous-unités du
ribosome (Guo et al., 2011; Nilsson et al., 2004; Sengupta et al., 2004; Ceci et al., 2003; Rollins
et al., 2019). Le facteur elF6 est associé a la grande sous-unité 60S mais pas au ribosome
mature 80S. elF6 permet de stabiliser la grande sous-unité mais joue aussi le role d’inhibiteur
en empéchant son association avec la petite sous-unité. Il a été décrit chez ’'Homme que la
surexpression d’elF6 entraine un blocage de la formation du ribosome mature 80S et un
défaut de traduction (Ceci et al., 2003). Ces deux effets peuvent étre inversés par la
surexpression de RACK1 et la stimulation de la PKCBII qui conduisent a la phosphorylation du
résidu Ser236 d’elF6 entrainant sa libération et la formation du ribosome mature 80S (Ceci et
al., 2003) (Figure 14A). Un autre rbéle de RACK1 dans la régulation d’elF6 et indépendant de la
phosphorylation par la PKCBII a été décrit. RACK1 s’associe avec elF6 via la boucle knob entre
les répétitions WD 6 et 7. Malgré des différences de séquences entre les especes, les charges
négatives dans la boucle knob ont été conservées et I'interaction entre elF6 et RACK1 a été
identifiée au cours de I"évolution (Ceci et al., 2003; Guo et al., 2011; Rollins et al., 2019). I
semble que la composition en acides aminées de la boucle soit optimisée pour réguler les
interactions de RACK1 avec elF6. Des mutants dans la boucle knob comprenant des résidus
chargés, non-chargés ou des délétions montrent que l'interaction entre RACK1 et elF6 ne
semble pas étre directe mais que la boucle régule la force ou la dynamique des interactions
avec elF6. La plasticité des séquences dans boucle confere a RACK1 de multiples
fonctionnalités dans le contréle de la traduction. En réponse a certains stimuli entrainant une
surexpression de RACK1 ainsi qu’un changement de charge dans la boucle knob, RACK1
s’associe fortement avec elF6 empéchant son relargage de la grande sous-unité 60S ce qui
perturbe I'assemblage du ribosome mature et entraine un défaut de traduction (Rollins et al.,
2019) (Figure 14B). La perte de fonctionnalité de RACK1 ou d’elF6 impacte la réponse
traductionnelle a certains stimuli ainsi que la traduction de certains sous-ensembles de
transcrits (Gandin et al., 2008; Volta et al., 2013). Ainsi en controlant I’activité d’elF6 a travers
la boucle knob, RACK1 peut contribuer a la régulation de la traduction dans un contexte
biologique spécifique.
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Figure 14. RACK1 régule I'activité d’elF6.

(A) Dans des conditions normales, la majorité de RACK1 est liée a la petite sous-unité 40S du
ribosome et une petite fraction de RACK1 se lie a elF6. Sur la grande sous-unité 60S, RACK1
recrute la PKCBIl qui phosphoryle la Ser236 et libére elF6 permettant |'association des deux
sous-unités et la formation du ribosome mature. (B) En réponse a des stimuli, un changement
de charge dans la boucle knob permet a RACK1 de stabiliser I'interaction entre elF6 et la sous-
unité 60S ce qui empéche I'assemblage du ribosome 80S et diminue la traduction. Figure
adaptée de Rollins et al., J. of Cell Science, 2019.

Dans ces exemples, nous avons vu que RACK1 peut contréler I'interaction entre le
ribosome et des facteurs d’initiation, ainsi que moduler leur recrutement et/ou leur activité a
I’aide de la PKCBIIl. RACK1 régule ainsi différentes étapes de l'initiation de la traduction (Figure
13). L'association de RACK1 avec les facteurs elF4G et elF4E qui sont impliqués dans la
reconnaissance de la coiffe suggérent un réle de RACK1 dans la régulation de la traduction
coiffe-dépendante. A ce jour, le réle de RACK1 dans la traduction globale chez 'Homme n’a
pas été établi, quelques études ont montré qu’en réponse a certains stimuli RACK1 joue un
role dans la régulation de la traduction d’ARNm spécifiques impliqués dans la croissance
tumorale ou dans la réponse a l'activation de la voie PKC-Raf-ERK1/2 (Ruan et al., 2012;
Dobrikov et al., 2018b). De plus, RACK1 régule I'activité des facteurs canoniques elF3 et elF4G
qui peuvent étre impliqués dans la traduction coiffe-dépendante et -indépendante (Jackson
et al., 2010). En réponse a certains stimuli, il a été suggéré que RACK1 puisse moduler
I'initiation de la traduction coiffe-dépendante et -indépendante via I'activité de la PKCPII et
ainsi jouer un role dans la réponse adaptative de la synthése protéique en induisant
spécifiguement la traduction de certains ARNm.
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ii. RACK1 régule la traduction d’ARNm spécifiques

RACK1 peut réguler la traduction d’ARNm spécifiques que ce soit par la reconnaissance
d’éléments spécifiques que contiennent les transcrits ou le controle de I'activité de protéines
associées a certains ARNm.

Chez la levure, il a été identifié que RACK1 régule un mécanisme d’initiation de la
traduction dépendante de la longueur des ARNm (Thompson et al.,, 2016). RACK1 semble
nécessaire a la traduction efficace des ARNm ayant un petit cadre de lecture via son
association avec la boucle fermée que forme I’ARNm avec le complexe elF4F et la protéine
lors de la circularisation de I’ARNm. La déplétion de RACK1 perturbe spécifiguement la
traduction de protéines mitochondriales et ce défaut de traduction peut étre mimé par un
mutant non fonctionnel d’elF4G. Les ARNm courts codent pour des protéines cytoplasmiques,
ribosomiques ou mitochondriales qui sont impliquées dans des différentes fonctions
physiologiques. RACK1 semble alors participer a un mécanisme d’initiation de la traduction
dépendant de la longueur de la boucle qui est optimisée pour permettre la traduction efficace
de certains génes dans le but de maintenir des fonctions physiologiques critiques (Thompson
et al., 2016).

RACK1 contréle la traduction de transcrits contenant dans leur extrémité 5’ une région riche
en arginine appelée 5’poly(A)-leaders. Ce role de RACK1 est lié a la fonctionnalité de sa boucle
knob ou les charges négatives sont utilisées par certaines especes pour controler et
augmenter la traduction d’ARNm spécifiques ayant une région 5’poly(A)-leaders. En effet, les
charges présentent dans la boucle knob générent des forces électrostatiques qui sont
organisées dans la structure tridimensionnelle et peuvent probablement remodeler le tunnel
de sortie de ’ARNm pour accueillir des structures inhabituelles comme les 5’poly(A)-leaders
(Rollins et al., 2019).

La fonctionnalité de RACK1 a réguler la traduction d’ARNm spécifiques provient aussi
de sa capacité a recruter d’autres kinases a la surface du ribosome comme Src. Bien que
I'interaction de RACK1 et Src au ribosome n’a jamais été montré, lorsque RACK1 est associée
au ribosome les sites d’interaction a la protéine Src, les résidus Tyr228 et Tyr246, restent
accessibles. RACK1 peut alors s’associer a Src et moduler son activité a proximité du canal de
sortie de I’ARNm sans interférer avec I'association des deux sous-unités du ribosome et la
liaison a des ligands fonctionnels comme I’ARNm et I’ARNt (Sengupta et al., 2004).

RACK1 peut aussi recruter certains transcrits au ribosome via son interaction avec des
protéines possédant un domaine KH de liaison a 'ARN. Par exemple, chez la levure
Saccharomyces cerevisiae, RACK1 est essentielle a la liaison de Scp160 avec le ribosome
(Baum, 2004). Par sa localisation, RACK1 recrute Scp160 et les ARNm associés sur la petite
sous-unité 40S du ribosome a proximité du tunnel d’entrée de I’ARN (Figure 15).
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Figure 15. Role de RACK1 dans la traduction d’ARN spécifiques associées a Scp160.
RACK1 recrute des protéines de liaison spécifique a I’ARNm sur le ribosome, comme la Scp160
qui est associée a ’ARNm. Figure adaptée de Nilsson et al., EMBO reports, 2004.

RACK1 régule la traduction de I’ARNm B-actine qui est associé a la protéine zipcode binding
protein 1 (ZIP1) et qui réprime sa traduction. Lorsque le complexe ZBP1-B-actine s’associe a
RACK1 au niveau du ribosome, RACK1 recrute la protéine Src qui phosphoryle a la fois le résidu
Tyr246 de RACK1 et une tyrosine de ZBP1 ce qui permet de libérer la B-actine de ZPB1 et
d’initier sa traduction. La protéine ZBP1 permet de transporter la B-actine jusqu’aux points de
contacts qui sont des sites de traduction locaux de la B-actine. La dynamique d’interaction de
RACK1 avec Src et ZBP1 permet la régulation spatiale de la traduction de la B-actine (Ceci et
al., 2012). Il a été proposé que RACK1 soit un facteur clé dans le contréle de la localisation de
la traduction (Nilsson et al., 2004). RACK1 pourrait recruter la machinerie de traduction dans
des sites subcellulaires dans lesquels un fort taux de synthése protéique a été observé
(Sengupta et al., 2004). Par exemple, RACK1 est localisée au niveau des adhésions focales et
pourrait recruter le ribosome a la membrane a travers ses interactions avec la B-intégrine. Il a
été décrit que les interactions entre le ribosome et la membrane n’empéchent pas le ribosome
de s’associer a des ligands fonctionnels comme I’ARNt, I’ARNm et les facteurs d’élongation. Le
ribosome peut alors entrer en phase d’élongation de la traduction et synthétiser de nouveaux
peptides a proximité de la membrane (Nilsson et al., 2004). RACK1 pourrait par exemple,
réguler la quantité de fibre d’actine au niveau des adhésion focales (Cox et al., 2003b) en
contrélant spécifiquement la localisation de la traduction de la B-actine.

Ill. Réle de RACK1 dans les pathologies

Compte tenu de l'implication de RACK1 dans des fonctions cellulaires critiques,
I’expression de RACK1 est dérégulée dans de nombreuses pathologies (Adams et al., 2011).
Comme décrit plus haut, RACK1 est impliquée dans de nombreuses voies de signalisation et
notamment dans les voies de I'inflammation, c’est pourquoi il n’est pas surprenant que son
expression puisse moduler la progression du cancer ainsi que le microenvironnement tumoral
(Li and Xie, 2015). RACK1 a également été identifiée comme participant a la réponse
inflammatoire suite a une infection virale (Bi et al., 2018; Lee et al., 2019; Liu et al., 2019) et
comme un facteur d’hote nécessaire a la réplication virale, plus précisément RACK1 est une
molécule clé impliquée dans la traduction IRES-dépendante de plusieurs virus (Majzoub et al.,
2014).
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A. Infection virale

RACK1 a été décrite comme impliquée dans l'infection virale de nombreux virus,
comme par exemple le virus de I'immunodéficience humaine (VIH) (Gallina et al., 2001), le
virus responsable de la maladie des oreillons (Kubota et al., 2002), le virus influenza A
(Demirov et al., 2012), le virus de la peste porcine classique (CSFV) (Zhang et al., 2014), les
virus de I’hépatite C et B (VHB, VHC) (Jia et al., 2014; Majzoub et al., 2014), le virus de la
Paralysie du Cricket (CrPV) (Majzoub et al., 2014; Kuhn et al., 2017) et le virus de la bursite
infectieuse (IBDV) (Lin et al., 2015). Il a été montré que RACK1 est impliquée a différents
niveaux de l'infection virale. En effet, RACK1 a été identifiée comme un facteur clé de la
réplication et de la traduction de I’ARN viral, qui sont des étapes critiques du cycle de vie des
virus et qui impliquent des interactions avec des facteurs de la cellule hote.

1. Réle de RACK1 dans la traduction IRES-dépendante des ARN viraux

Comme décrit dans le chapitre précédent (II.B.2. Réle ribosomique de RACK1 dans la
traduction) RACK1 est une protéine ribosomique de la petite sous-unité 40S, localisée a
proximité du tunnel d’entrée de ’ARNm pouvant interagir avec des facteurs d’initiation de la
traduction (Nielsen et al., 2017). Récemment, il a été décrit que RACK1 était un facteur d’hote
nécessaire a la traduction de I'ARN des virus VHC et CrPV par un mécanisme coiffe-
indépendant non canonique (Majzoub et al., 2014). En condition de stress comme une
infection virale, la cellule se défend en réprimant la traduction coiffe-dépendante et en
autorisant la traduction coiffe-indépendante utilisée par les virus pour contourner la
machinerie traductionnelle canonique et produire les protéines virales avec un minimum de
protéines cellulaires (Sonenberg and Hinnebusch, 2009). En effet, le génome viral de
nombreux virus tels que le poliovirus (PV), le virus de I'encéphalomyocardite (EMCV), le virus
de I'hépatite C (VHC) ou le virus de la paralysie du cricket (CrPV), est traduit avec I'aide
d’éléments structuraux spécifiques appelés Internal Ribosomal Entry Site (IRES) qui sont
localisés dans la région 5" UTR du génome et permettent de recruter le ribosome sur I’ARN
viral. Depuis sa découverte, la régulation de la traduction IRES-dépendante a été considérée
comme une étape critique de I'infection virale, avec des effets importants sur la virulence, le
tropisme tissulaire et la pathogénicité (Komar and Hatzoglou, 2015).

i. Définition de la traduction IRES-dépendante

Les IRES sont des séquences régulatrices de taille variable allant de 200 nucléotides
chez les insectes a 450 nucléotides chez les picornavirus qui sont localisées a I'extrémité 5’ de
certains ARN. Les IRES sont des régions fortement structurées dont les structures secondaires
et tertiaires sont complexes, comportant des tiges-boucles et des pseudo-nceuds qui
permettent de recruter le ribosome. En effet, les IRES ont été premierement décrits comme
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une « piste d’atterrissage » pour le ribosome (Pelletier and Sonenberg, 1988). De multiples
interactions ARN-ARN et/ou ARN-protéines permettent de recruter le ribosome directement
sur I’ARN pour initier la traduction sans la coiffe (Filbin and Kieft, 2009; Yang and Wang, 2019).

Les premiers IRES ont été identifiés chez les Picornaviridae comme PV (Pelletier and
Sonenberg, 1988) et EMCV (Jang et al., 1988). En plus des virus a ARN, les IRES ont été
découverts dans le génome d’autres virus comme les rétrovirus (Berlioz and Darlix, 1995), les
virus a ADN (Kang et al., 2013) et dans des ARNm cellulaires (Coldwell et al., 2000; Cho et al.,
2007). De nombreux IRES ont été identifiés chez des virus pathogénes comme le VHC
(Tsukiyama-Kohara et al., 1992), le VIH (Buck et al., 2001) et le virus pied-main-bouche (FMDV)
(Belsham and Brangwyn, 1990). Tous ces IRES sont de séquences différentes mais possedent
des structures secondaires similaires et peuvent initier la traduction en utilisant les mémes
mécanismes moléculaires. Contrairement a la plupart des ARNm cellulaires classiques qui ont
besoin de nombreux facteurs d’initiation pour assurer la traduction des transcrits, la
traduction IRES-dépendante s’affranchit d’'un certain nombre de facteurs d’initiation de la
traduction canonique, en adoptant des mécanismes plus simples donnant un avantage
traductionnel aux virus par rapport aux ARNm cellulaires (Niepmann, 2013). Certains IRES
nécessitent toutefois des facteurs canoniques d’initiation de la traduction (elF) et des facteurs
non-canoniques appelés IRES-transacting factor (ITAF). Généralement, les IRES ayant les
structures les plus repliées sont ceux qui ont besoin de moins de facteurs protéiques (elF et
ITAF) pour promouvoir leur traduction (Yang and Wang, 2019). En fonction de la structure de
I"IRES et du nombre de facteurs d’initiation canoniques (elF) et non-canoniques (ITAF), les IRES
ont été classés en quatre catégories allant du type | au type IV (Kieft, 2008) (Figure 16).

Les IRES de type | appartiennent a la famille des Picornaviridae et ont été retrouvés
seulement chez les Enterovirus et les Rhinovirus, par exemple PV et le rhinovirus humain de
type 2 (HRV2) (Pelletier and Sonenberg, 1988; Anderson et al., 2007). L'IRES le mieux
caractérisé de type | est celui de PV, qui est composé de 743 nucléotides et contient des
éléments ARN qui peuvent étre regroupés en six domaines distincts (I a VI) (Lee et al., 2017;
Mailliot and Martin, 2018) (Figure 16A). Le domaine | est critique pour la réplication des brins
positifs et négatifs d’ARN alors que les domaines Il a VI sont responsables de |'activité IRES.
Pour promouvoir 'initiation de la traduction de maniére efficace et recruter le ribosome sur
I’ARN viral, les IRES de type | ont besoin de tous les facteurs d’initiation de la traduction (elF)
a I'exception de la protéine de liaison a la coiffe elF4E. Les IRES de type | sont les seuls ayant
besoin du mécanisme de balayage du ribosome afin d’initier la traduction. Le ribosome se fixe
sur un site d’entrée qui se trouve sur un codon AUG localisé aux positions 586-588, puis il
balaye I’ARN sur 160 nucléotides pour atteindre un second codon AUG en position 743 et ainsi
initier la traduction a partir de ce point (Lozano and Martinez-Salas, 2015). L'IRES de PV
contient des motifs ARN spécifiques essentiels a sa structure globale mais aussi au
recrutement de facteurs canoniques et non-canoniques tels que PTB1 (Kafasla et al., 2010) et
PCBP2 qui sont impliqués dans la réplication et la traduction de PV (Perera et al., 2007).
Certaines interactions entre I'IRES et les elF sont modulées par des ITAF. En effet, des ITAF
peuvent contréler I'interaction spécifique entre le domaine V de I'IRES PV et elF4G et elF4A
(Sweeney et al., 2014; Mailliot and Martin, 2018).
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Les IRES de type Il ont un mécanisme d’action similaire aux IRES de type |, ils ont des
caractéristiques structurelles et fonctionnelles communes. Les IRES de type Il ont été identifiés
dans la famille des Picornaviridae dans les genres Cardiovirus (EMCV) et Aphtovirus (FMDV)
(Jang et al., 1988; Belsham and Brangwyn, 1990). Les deux IRES EMCV et FMDV partagent la
méme similarité de topologie, la méme taille (439 nucléotides pour EMCV et 445 nucléotides
pour FMDV), mais aussi la méme organisation en cinqg domaines (I a V) dont les séquences ne
sont pas identiques (Lozano and Martinez-Salas, 2015) (Figure 16B). Le domaine | est requis
pour la réplication virale alors que la fonction de I'IRES est déterminée par les domaines Il a V
(Gao, 2016). Les IRES de type Il possédent deux codons AUG mais pour EMCV seul le deuxiéme
codon est utilisé comme codon d’initiation alors que pour FMDV les deux codons sont trés
proches I'un de I'autre et génerent deux cadres de lecture ouverts (Andreev et al., 2007). Le
domaine V interagit a la fois avec elF4B, PTB1 et d’autres protéines de liaison a ’ARN (Lopez
De Quinto et al., 2001; Kafasla et al., 2010).

Comme les IRES de type |, les IRES de type Il possedent un large domaine central et une
jonction a quatre voies qui est similaire a la structure de I’ARNt et constitue le noyau de I'IRES.
Les deux types d’IRES ont besoin de la Met-ARNt;Met et des mémes elF que pour 'initiation de
la traduction canonique coiffe-dépendante a |'exception d’elF4E ce qui permet aux
picornavirus de promouvoir la traduction des ARN au détriment des ARNm cellulaires. Ils
utilisent une forme clivée d’elF4G dont un domaine se lie directement et spécifiquement a
I"IRES au niveau d’une région adjacente au codon d’initiation ce qui permet de recruter elF4A
et promeut la liaison du complexe 43S a I'IRES (Lamphear et al., 1995; Lee et al., 2017). elF4G
est clivée pendant l'infection par la protéase 2AP™® codée par I’ARN viral pour PV, alors que
FMDV et EMCV expriment les protéases 3CP™ et L™ respectivement. (Lamphear et al., 1995;
Lloyd, 2006). La différence majeure entre les deux groupes est I'étape de balayage de ’ARN
viral pour initier la traduction sur le deuxiéme codon AUG qui est nécessaire aux IRES de type
| mais pas aux IRES de type II.

Les IRES de type lll ont été identifiés dans la famille des Flaviviridae comme le VHC
(Tsukiyama-Kohara et al., 1992) ou la peste porcine classique (CSFV), et sont aussi décrits chez
certains membres des Picornaviridae comme I’entérovirus porcin 8 (PEV) ou le virus simien 2
(Belsham, 2009). La plupart des connaissances sur les IRES de type lll ont été obtenues en
étudiant le VHC c’est pour cela que cette classe d’IRES est aussi appelée IRES de type VHC. Au
contraire des IRES de picornavirus de type | et ll, les IRES de type Il sont plus courts et forment
une structure plus compacte (Figure 16C). lls contiennent trois domaines (I a lll) et un
qguatrieme domaine (IV) pour I'IRES du VHC. Les domaines | et Il sont impliqués dans la
réplication virale alors que les domaines Il a IV portent I'activité de I'IRES (Khawaja et al.,
2015). L'IRES interagit directement avec la petite sous-unité 40S grace a sa structure et recrute
le ribosome sur le codon AUG en utilisant un nombre limité de facteurs d’initiation (elF2, elF3
et elF5) ainsi que la Met-ARNtMet pour initier la traduction (Tsukiyama-Kohara et al., 1992;
Pestova et al., 1998).

Le dernier type d’IRES caractérisé est le systéme le plus simple jamais décrit, il s’agit du type
IV. Les IRES de type IV appartiennent a la famille des Dicistroviridae et sont situés dans la
région intergénique (IGR) entre deux cadres de lecture ouverts (Kerr and Jan, 2016). lls ont été
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originellement identifiés chez CrPV (Jan and Sarnow, 2002) qui est I'IRES de type IV le mieux
connu a ce jour. L'IRES de CrPVgr est constitué d’une structure compacte de trois pseudo-
nceuds (PKI a PKIIl) et de nombreuses tiges-boucles qui interagissent directement avec la
petite sous-unité 40S (Figure 16D). Les deux premiers domaines sont nécessaires pour la
liaison efficace au ribosome avec les sous-unités 40S et 60S alors que le domaine PKI peut se
replier de facon indépendante et est dispensable pour la liaison au ribosome mais est
nécessaire a l'initiation de la traduction apres la formation du complexe mature 80S (Spahn et
al., 2004b; Lee et al., 2017; Mailliot and Martin, 2018). Les IRES de type IV ont un mécanisme
d’action unique, ils peuvent se lier au ribosome en cours d’élongation en I'absence de tout
facteur d’initiation y compris sans le complexe ternaire elF2-Met-ARNtMe-GTP, et initier la
traduction de facon méthionine indépendante en utilisant un ARNt”? 3 la place d’'un ARNt;Met
(Niepmann, 2009; Wilson et al., 2000). Le domaine PKI mime la structure d’un duplex codon-
anticodon entre I’ARNm et I’ARNt qui peut étre chargé dans le site A du ribosome sans le
complexe Met-ARNtMet (Spahn et al., 2004b). Le facteur d’élongation eEF1A se lie 3 I’/ARNtA?
dans le site A et induit une pseudo-translocation pour que le ribosome soit dans un état
compétent afin de continuer I’élongation (Fernandez et al., 2014). |l est possible que la boucle
3 du domaine PKI participe au changement conformationnel de I'IRES pour faciliter I'étape de
translocation (Ruehle et al., 2015).
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Figure 16. Structure des IRES de type la IV.

Les quatre types d’IRES présentés sont respectivement PV (A), EMCV (B), VHC (C) et CrPVr (D).
Les différents domaines structuraux sont indiqués en chiffre romains pour EMCV (A) et VHC (C)
et en chiffres arabes pour EMCV (B) et CrPV (D). Les domaines de liaison aux facteurs d’initiation
sont indiqués par des lignes en pointillés. Les jonctions a quatre voies dans les domaines
centraux sont marquées par des astérisques. Les éléments d’olygopyrimidines (py) sont indiqués
par des rectangles. Dans I'IRES du VHC (C) les sites cibles spécifiques du miR122 (miR) sont
indiqués par des rectangles noirs. Figure adaptée de Niepmann, Biochemica et Biophysica Acta,
2009.

Les IRES ont aussi été identifiés chez les ARNm cellulaires mais leur structure est moins
bien caractérisée que celle des IRES viraux. Sous certaines conditions de stress (apoptose,
stress, choc thermique, hypoxie, infection), la machinerie cellulaire est perturbée provoquant
un arrét brutal de la synthese de la majorité des protéines. Cependant, certains genes
échappent a cette inhibition et sont capables d’utiliser la traduction IRES-dépendante pour
maintenir I'expression de protéines impliquées dans des voies biologiques en réponse au
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stress ou a l'infection. Les IRES cellulaires sont alors utilisés comme voie de secours pour la
traduction de certains ARNm clés. En effet, le premier IRES cellulaire a été identifié en 1991
dans la région 5’'UTR de I’ARN de BiP, une protéine impliquée dans la réponse au choc
thermique (Macejak and Sarnow, 1991). A ce jour il est estimé qu’environ 10% des ARNm des
mammiféres contiennent des éléments qui fonctionnent comme des IRES (Landry et al., 2009;
Weingarten-Gabbay et al., 2016) et qui sont impliqués dans différentes fonctions cellulaires :
expression génique (c-Jun, YAP1, La), réponse au stress (c-myc, Apaf-1, cat-1), cycle cellulaire
(VEGF-A, p58, CDK inhibitor 27) (Pérard et al., 2010). Ceci implique que la traduction coiffe-
indépendante induite par I'IRES peut jouer un réle important dans des conditions de stress
cellulaire.

Actuellement le réle de RACK1 dans la traduction des ARNm cellulaires médiée par les
IRES n’a pas encore été décrit dans la littérature mais son rdle dans la traduction IRES-
dépendante des ARN viraux a été identifié par notre laboratoire (Majzoub et al., 2014).

ii. RACK1 est un facteur d’h6te nécessaire a la traduction IRES-dépendante

Ces dernieres années, RACK1 a été identifié¢e comme un ITAF, un facteur d’hote
nécessaire a la traduction IRES-dépendante des virus VHC et CrPV (Majzoub et al., 2014). Chez
la drosophile, il a été montré que RACK1 est nécessaire a la traduction et en conséquence a la
réplication du virus de la drosophile C (DCV) et de CrPV appartenant a la famille des
Dicistroviridae ; et que la déplétion de RACK1 n’impacte ni la viabilité, ni la prolifération des
cellules mais diminue la charge virale de DCV et CrPV. Dans le cas de I'IRES CrPVs qui se
comporte comme un IRES de type Il contrairement a I'IRES CrPVgR, le silencing de RACK1
induit une baisse de la réplication qui peut étre restaurée par RACK1 sauvage mais pas par les
mutants D108Y (Kuroha et al., 2010) et R38D,K40E (Coyle et al., 2009) qui empéchent la liaison
de RACK1 au ribosome. A l'inverse, le silencing de RACK1 lors de I'infection par le FHV (flock
house virus), ou le VSV (virus de la stomatite vésiculaire), deux virus utilisant un mécanisme
de traduction coiffe-dépendant, n’‘impacte pas la production virale (Mailliot and Martin,
2018). De la méme maniére, chez 'Homme, le silencing de RACK1 dans des cellules
d’hépatocarcinomes humains Huh7.5.1 induit une diminution de I'infection par le VHC et de
la production de virions. Ces résultats suggerent que RACK1 ribosomique est nécessaire a la
réplication du virus et intervient dans le mécanisme d’initiation de la traduction IRES-
dépendante des virus VHC, DCV et CrPV.

Par spectrométrie de masse, RACK1 a été identifiée au sein du complexe formé par le facteur
d’initiation elF3 et I'IRES du VHC qui est associé a la petite sous-unité du ribosome 40S (Kieft
et al., 2001; Yu et al., 2005). Bien qu’il n’y ait pas de liaison directe entre RACK1 et I'IRES du
VHC (Figure 17A), il a été identifié qu’un domaine périphérique d’elF3, qui est nécessaire a la
traduction IRES-dépendante du VHC (Kieft, 2008) est en contact avec RACK1 (Hashem et al.,
2013; Sun et al., 2013) (Figure 17B). Cela suppose que ce domaine pourrait étre le lien
fonctionnel entre RACK1 et la traduction IRES-dépendante. Plusieurs sous-unités d’elF3 ne
sont pas directement impliquées dans la liaison de I'IRES avec le ribosome mais sont critiques
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pour initier la traduction de fagon efficace, comme par exemple elF3j. En effet, la sous-unité
elF3j n’est pas nécessaire pour la viabilité des hépatocytes mais est indispensable a la
réplication du VHC médiée par I'IRES, il en est de méme pour 'activité de I'IRES de CrPVs chez
la drosophile (Majzoub et al., 2014). elF3j régule I'acces des transcrits au niveau du tunnel de
I’ARNm, et doit étre enlevé pour permettre au codon AUG de I'IRES de se placer dans le site P
du ribosome (Fraser et al., 2009). Ce mouvement est conforté par le fait que la sous-unité se
trouve en périphérie du complexe elF3 facilitant sa dissociation (Sha et al., 2009). De plus, son
activité peut étre régulée post-traductionnellement par phosphorylation (Sha et al., 2009).
RACK1 pourrait agir en tant que protéine de support pour recruter des enzymes modifiant
elF3j dans le but de permettre I'acces de I’ARNm contenant I'IRES au tunnel d’entrée de la
sous-unité 40S (Majzoub et al., 2014). De plus, une étude récente a décrit que I'association de
RACK1 avec la PKCBII permet de phosphoryler les facteurs d’initiation elF4G1 et elF3a et de
moduler la traduction coiffe-indépendante des entérovirus contenant un IRES de type |
(Dobrikov et al., 2018b). Au cours de ma thése une autre étude a montré que la perte
d’expression de RACK1 entraine un défaut de traduction IRES-dépendante des virus PV et
EMCV qui contiennent respectivement des IRES de type | et Il (LaFontaine et al., 2020). Au
regard de ces études, il semble que RACK1 puisse réguler la traduction coiffe-indépendante
de virus contenant différents types d’IRES (I, Il et lll). Cependant les mécanismes moléculaires
par lesquels RACK1 contrdle I'initiation de la traduction IRES-dépendante ne sont pas encore
tous dévoilés a ce jour. Au regard de la proximité de RACK1 avec le tunnel d’entrée de I’ARNm
et de son interaction avec plusieurs facteurs d’initiation (Nielsen et al., 2017; Dobrikov et al.,
2018b), RACK1 pourrait réguler la traduction de différents types d’IRES dont l'initiation
nécessiterait le recrutement de facteurs canoniques. Cependant le role ribosomique de RACK1
n’a pas été élucidé dans la traduction virale, peu d’études ont spécifiqguement étudié le réle
de I'association de RACK1 au ribosome dans la traduction, il est possible que RACK1 puisse
réguler la réplication virale via d’autres mécanismes dépendant de sa fonction de
signalisation. De plus, le réle de RACK1 dans la régulation de la traduction coiffe-dépendante
et -indépendante des virus n’est pas clairement établie. Si quelques études ont montré que
RACK1 régule la traduction IRES-dépendante de PV, EMCV, et du VHC (LaFontaine et al., 2020;
Majzoub et al., 2014), une autre étude a montré que RACK1 peut réguler la traduction coiffe-
dépendante de virus ADN contenant une région 5-poly(A)-leader. En effet, une kinase de
poxvirus phosphoryle les résidus sérines/thréonines au sein de la boucle knob de RACK1,
transformant l'activité des ribosomes pour permettre la traduction spécifigue des ARNm
viraux contenant des 5’poly(A)-leaders (Jha et al., 2017).

En plus de son réle dans la traduction des ARN viraux, RACK1 peut interagir
directement des protéines virales pour réguler I'infection. Bien que les mécanismes d’action
de RACK1 dans lI'infection ne soient pas encore clairement établis, il a été identifié que RACK1
est impliquée dans la réplication virale a différents niveaux, que ce soit en régulant des
fonctions physiologiques comme I"apoptose ou I'autophagie.
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Figure 17. La position de RACK1 dans la sous-unité 40S peut étre liée au role de RACK1 dans la
traduction IRES-dépendante du VHC.

(A) Structure en cryo-EM de I'IRES du VHC associé a la petite sous-unité 40S a une résolution de
20A (Spahn et al., 2001). RACK1 est représentée en rouge, les densités de la sous-unité 405 et
de I'IRES VHC sont en brun et en bleu respectivement. Les protéines ribosomiques a proximité
de I'IRES sont colorées en jaune (eS17, uS10, eS26, uS11, eS28) et en vert (uS25). (B) Structure
en cryo-EM du complexe d’initiation 43S a une résolution de 11,6A (Hashem et al., 2013). La
densité de la sous-unité 40S est en brun, RACK1 est en rouge. Le domaine périphérique d’elF3
en contact avec RACK1 est en violet. Les densités du domaine central d’elF3, du facteur DHX29
et du second domaine périphérique d’elF3 en contact avec DHX29 sont colorés en gris. Figure
adaptée de Majzoub et al., Cell, 2014.

2. RACK1 est un facteur d’héte impliqué dans la réplication virale

Lors des premieres études s’intéressant au réle de RACK1 dans un contexte viral, il a
été identifié que RACK1 était capable d’interagir avec des protéines virales et par conséquent
avait un role dans l'infection virale. Dans le cadre du virus influenza A, RACK1 se lie a la
protéine de la matrice M1 et module sa phosphorylation (Reinhardt and Wolff, 2000) ce qui
indique un réle de RACK1 dans le bourgeonnement des particules virales (Demirov et al.,
2012). L'interaction entre la protéine virale M1 et RACK1 est fortement conservée dans les
différentes branches évolutionnaires d’origines humaines, porcines et aviaires (Reinhardt and
Wolff, 2000) suggérant que le réle de RACK1 dans la libération du virus est dépendant de sa
liaison a M1 (Demirov et al., 2012). Par la suite, RACK1 a été identifiée dans les interactomes
des protéines virales NS5A du virus de la peste porcine (Zhang et al., 2014) et NS1 du virus de
la Dengue (Hafirassou et al., 2017) par analyse double-hybride chez la levure, et par analyse
protéomique en spectrométrie de masse. De plus, un criblage a haut débit siARN de
I'interactome de NS1 a permis d’identifier RACK1 comme un facteur nécessaire a la réplication
du virus de la Dengue (Hafirassou et al., 2017). RACK1 participe aussi a la réplication du virus
du Nil occidental et du virus Zika, deux autres membres des Flavivirus (Hafirassou et al., 2017).
D’un point de vue mécanistique l'interaction de RACK1 avec des protéines virales permet au
virus de détourner RACK1 de ses fonctions cellulaires initiales au profit du virus et ainsi
d’améliorer sa réplication.
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RACK1 étant impliquée dans de nombreuses fonctions cellulaires, il a été observé que
RACK1 régule la réplication virale via différents mécanismes tels que I'apoptose, I'activation
de la voie NF-kB, I'activité de la PKC et I'autophagie. Ainsi, suite a I'infection par le virus de la
bursite infectieuse (IBDV), la protéine virale VP5 interagit avec VDAC2 (voltage-dependent
anion-selective channel protein 2) et RACK1 afin de former un complexe qui inhibe I'apoptose.
Le virus détourne ainsi a son avantage le réle anti-apoptotique de RACK1 pour favoriser la
réplication virale dans les cellules hotes (Lin et al., 2015). RACK1 s’associe également avec la
protéine virale VP5 de MuV responsable des oreillons ce qui résulte en une inhibition de
I’apoptose et une augmentation de la réplication virale (Kubota et al., 2002).

Il a été identifié que RACK1 est un régulateur positif de la voie de signalisation NF-kB suite a
I'infection par le virus PRRSV (porcine reproductive and respiratory syndrome virus) (Bi et al.,
2018; Liu et al., 2019). Plusieurs études ont montré que I'infection par le PRRSV pouvait activer
la voie de signalisation NF-kB dans les cellules Marc-145 (Fu et al., 2012; Luo et al., 2011). Les
protéines virales activatrices de NF-kB sont les protéines nucléocapside (N) (Luo et al., 2011),
et NSP2 (Fang et al., 2012). Cependant, il existe des données controversées sur les interactions
entre le PRRSV et la voie NF-kB. Certaines études ont montré que les protéines NSP2 et NSP1a
peuvent inhiber la signalisation de la voie NF-kB en interférant avec le processus de poly-
ubiquitination d’IkBa (Luo et al., 2008; Sun et al., 2010). PRRSV a développé différentes
stratégies pour activer ou inhiber NF-kB pour son propre bénéfice a différentes étapes de son
cycle de vie. Dans des cellules Marc-145, il a été montré que I'infection par le PRRSV induit la
phosphorylation d’IkBa et p65 conduisant a l'activation de la voie NF-kB et que la
surexpression de RACK1 induite par l'infection participe a cette activation. De plus, il a été
identifié que la déplétion de RACK1 par siARN induit une baisse de la réplication du virus et de
la charge virale mais ces observations ne semblent pas étre dues a la désactivation de la voie
NF-kB mais a un mécanisme indépendant qui n’est pas élucidé a ce jour (Bi et al., 2018). Ces
résultats ont été confirmés par une autre étude, ou la surexpression de RACK1 dans les cellules
Marc-145 améliore la réplication de PRRSV et promeut I'activation de NF-kB en régulant a la
hausse I'expression de TRAF2 et sa phosphorylation (Liu et al., 2019).

L'activité adaptatrice de la PKC de RACK1 est impliquée dans le maintien de la charge virale du
VIH (Gallina et al., 2001). Pendant I'infection par le VIH, RACK1 se lie a la protéine kinase Nef
au niveau des membranes plasmiques et augmente la phosphorylation de Nef via |’activité de
la PKC. La régulation de I'activité de Nef par RACK1 permet d’augmenter le pouvoir infectieux
du virion. RACK1 contrdle au niveau post-traductionnel la phosphorylation de la protéine
BZLF1 qui active la réplication du virus Epstein-Barr (EBV) et joue le role de protéine de support
dans la régulation de la phosphorylation et permet de maintenir la balance entre la réplication
latente et lytique (Baumann et al., 2000; Smith et al., 2000).

Dans le cadre de linfection par le virus du VHC, RACK1 promeut la réplication virale en
participant a 'activation de 'autophagie (Lee et al., 2019). Le VHC est un virus a ARN qui se
réplique dans des organelles composées principalement de vésicules a double membranes
(DMV) qui sont morphologiquement similaires aux autophagosomes (Romero-Brey et al.,
2015). Pour contrecarrer le mécanisme de défense contre certaines infections virales, le virus
utilise I'autophagie, qui est un composant du systeme immunitaire contre 'infection, pour sa
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propre réplication (Shrivastava et al., 2011). La protéine virale non structurale NS5A interagit
avec Vps34 et Beclinl directement ou indirectement, et avec ATG14L de facon RACKI1-
dépendante. Ces interactions facilitent la formation du complexe de nucléation vésiculaire
ATG14L-Becin1-Vps34-Vps15 en rapprochant les complexes Beclin1-ATG14L et Vps34-Vps15
(Lee et al., 2019). RACK1 favorise ainsi la formation du complexe ATG14L-Becin1-Vps34-Vps15
dans des condition de privation de nutriments (Zhao et al., 2015). RACK1 est dans ce cas un
facteur essentiel a I'infection permettant a NS5A de déclencher la formation des DMV en
s’associant avec les composants du complexe de nucléation vésiculaire et permettre la
réplication du VHC (Lee et al., 2019). De plus, certaines protéines de I"autophagie comme
Beclin-1, Atg4B, Atg5 et At12 sont des facteurs proviraux nécessaires a la traduction de ’ARN
entrant du VHC au moment de l'infection pour permettre d’initier la réplication du VHC mais
ne sont pas requis une fois I'infection établie (Dreux et al., 2009).

B. Inflammation et cancer

Via son interaction avec de nombreux partenaires protéiques, RACK1 peut étre
impliquée dans de nombreuses voies de signalisation et notamment celles régulant
I'inflammation et ainsi établir un état inflammatoire favorable au développement de cancers
(Xie et al., 2019).

RACK1 a également été décrit comme contribuant a la progression et la survie des cellules
cancéreuses ainsi qu’a la résistance aux traitements de chimiothérapie (Ruan et al., 2012).

1. RACKI1 régule de nombreuses voies de signalisation impliquées dans I'inflammation

i. Régulation de la réponse immunitaire innée

Lors d’une infection virale mais aussi dans le cancer, la premiére voie de signalisation
activée est la réponse immunitaire innée qui conduit a la production d’IFN. En réponse a une
exposition chronique, les mécanismes de régulation de I'immunité innée peuvent favoriser la
persistance des agents pathogénes ainsi que faciliter la progression tumorale (Snell et al.,
2017). Il a été identifié que RACK1 est impliquée dans la régulation de la réponse immunitaire
innée médiée par la voie RIG-I/MAVS (Xie et al., 2019). Suite a une infection virale, la protéine
RIG-I (retinoic acid-inductible gene |) reconnait le double brin d’ARN viral ce qui module le
récepteur RIG-I dans sa conformation active. Le récepteur actif interagit avec MAVS
(mitochondrial antiviral signaling) pour activer la réponse antivirale innée et notamment la
production de linterféron de type | (Kell and Gale, 2015). MAVS recrute les facteurs
TRAF2/3/5/6 (tumor necrosis factor receptor-associated factors) via ses motifs de liaison a
TRAF pour former les complexes MAVS-TRAF (Saha et al., 2006; Liu et al., 2013). Le complexe
recrute les protéines TBK1 (TANK-binding kinase 1), IKKy et IKKE pour phosphoryler IRF3
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(interferon regulatory factor 3) et IRF7 qui se transloguent dans le noyau pour activer les
promoteurs de I'lIFN-a et de I'IFN-B (Chan and Gack, 2015; Saha et al., 2006).

Il a été décrit que suite a l'infection par le virus de la fievre épidémique bovine (BEFV) ou
I’expression de RACK1 est régulée a la hausse, RACK1 induit une surexpression de STUB1 (E3
ubiquitine ligase STIP1 homology and U-box containing protein 1) et augmente l'interaction
entre STUB1 et MAVS ce qui promeut 'ubiquitinylation et la dégradation de MAVS par le
protéasome. La dégradation de MAVS réduit les phosphorylations de TBK1 et d’IRF3 ce qui
inhibe I'expression de I'IFN-B et la production d’IGS (interferon-stimulated genes) et ainsi
augmente le pouvoir réplicatif du virus (Zhang et al., 2021) (Figure 18B).

Dans une autre étude, lors de I'infection par le virus Sendai, il a été décrit que RACK1 empéche
la formation des complexes MAVS-TRAF2, MAVS-TRAF3 et MAVS-TRAF6 (Xie et al., 2019). De
plus, la surexpression de RACK1 inhibe la dimérisation d’IRF3 médiée par RIG-I, MAVS et TBK1
(Xie et al., 2019). En effet, RACK1 recrute la protéine PP2A pour déphosphoryler IRF3 ce qui
empéche son activation et entraine I'inhibition de la réponse inflammatoire innée de I'lIFN de
type | (Long et al., 2014) (Figure 18A). La baisse d’expression de I'IFN-B induit par la
dégradation du complexe MAVS-TRAF conduit a une baisse de 'activité transcriptionnelle des
promoteurs contenant un ISRE (interferon-stimulated response element) (Xie et al., 2019).
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Figure 18. RACK1 atténue la réponse inflammatoire innée induite par I'activation de RIG-I.
(A) Suite a une infection par le virus Sendai, RACK1 empéche la formation du complexe MAVS-
TRAF2/TRAF3/TRAF6, recrute la phosphatase PP2A qui déphosphoryle IRF3 et inhibe la
dimérisation d’IRF3. (B) Suite a une infection par le virus BEFV, RACK1 augmente |'expression de
I'ubiquitine ligase E3 STUB1, favorise I'association entre MAVS et STRUB1 ce qui entraine la
dégradation de MAVS par le protéasome et réduit I'activité de TBK1. Dans les deux types
d’infections, I'activité de RACK1 entraine une inhibition de I'expression de I'IFN de type I. Figure
adaptée de Zhang et al., Veterinary Microbiol., 2021.

51



Introduction

RACK1 joue un réle d’inhibiteur des voies de réponses pro-inflammatoires ce qui favorise les
infections virales, mais peut aussi diminuer l'activation des défenses immunitaires dans
d’autres contextes comme le cancer.

ii. Régulation de la réponse a l'interféron de type |

Des études ont montré un role direct de RACK1 dans la voie de signalisation de
I'interféron de type I. L'IFN de type | active JAK (Janus tyrosine kinase) et STAT (signal
transducer and activator of transcription) via son interaction avec des récepteurs spécifiques
pour induire la production d’ISG. L’association de STAT1 avec le récepteur de I'IFN-of3 est
nécessaire pour la signalisation de I'lFN de type |, elle n’est pas directe mais médiée par RACK1
(Usacheva et al., 2001). RACK1 interagit avec la sous-unité longue B du récepteur IFNaRpBL et
forme un complexe avec STAT1, Jakl et Tyk2 (tyrosine kinase 2) (Haro et al., 2004). L’activation
de Jak induit la phosphorylation du résidu Try194 de RACK1 ce qui transloque la protéine dans
la région périnucléaire (Haro et al., 2004).

Dans des lignées de lymphocytes B, une mutation dans le site de liaison de RACK1 au récepteur
IFNaRPBL induit une forte baisse de la phosphorylation de STAT1 et de STAT2 ce qui inhibe la
réponse inflammatoire stimulée par I'lFN-a (Usacheva et al., 2001) (Figure 19A).
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Figure 19. RACK1 régule la réponse inflammatoire de la voie de I'IFN de type I.

RACK1 s’associe le récepteur de I'IFN-a pour réguler la phosphorylation de STAT1 de maniére
positive ou négative en fonction du type cellulaire. (A) Dans des lignées de lymphocytes B, RACK1
active la réponse inflammatoire en phosphorylant STAT1 (fleche verte), (B) alors que dans les
cellules Huh7, le silencing de RACK1 induit une augmentation de la phosphorylation de STAT1
(fleche bleue) en réponse a la stimulation par IFN-a.
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Cependant, le réle de RACK1 au sein d’'une méme voie de signalisation peut étre opposé en
fonction du type cellulaire étudié. Dans des données non publiées de notre laboratoire, il a
été observé que la stimulation par I'IFN-a dans des cellules de carcinome hépatocellulaire
(Huh?7) induit une phosphorylation de STAT1 plus forte et plus prolongée lorsque I'expression
de RACK1 est éteinte, et que le knock-down de RACK1 ne modifie pas I'état basal de
phosphorylation en absence de traitement (Figure 19B). Nos résultats suggerent que dans les
cellules hépatiques RACK1 pourrait fonctionner comme un régulateur négatif de la voie de
I'IFN et favoriser le développement tumoral.

iii. Régulation de la réponse a l'insuline

La stimulation a I'insuline induit la formation d’'un complexe multiprotéique composé
de RACK1, des récepteurs IR (insulin receptor), IGF-1R (insulin-like growth factor-1 receptor)
et STAT3. La région N-ter des domaines WD 1 a 4 de RACK1 interagit avec IR, IGF-1R et STAT3
(Zhang et al., 2006). STAT3 est suractivée dans de nombreux types de cancers comme les
cancers ovariens, la leucémie, les lymphomes, le cancer du poumon (Bowman et al., 2000;
Buettner et al., 2002). STAT3 joue un réle central dans le développement de tumeur a la fois
de facon intrinseque mais également en modifiant le microenvironnement tumoral pour
favoriser I'immunosuppression (Huynh et al., 2019). La surexpression de RACK1 induit une
augmentation de la phosphorylation de STAT3 ainsi que I'augmentation de I'expression des
génes associés favorisant ainsi la croissance tumorale (Zhang et al., 2006).

iv. Régulation de la voie de signalisation NF-kB

RACK1 est un régulateur négatif de la voie de signalisation de NF-kB qui s’associe
physiquement avec le complexe IKK de fagcon TNF-a dépendante ce qui inhibe le recrutement
du complexe IKK a TRAF2. La formation du complexe IKK-TRAF2 est une étape critique pour la
phosphorylation d’IKK et I'activation du facteur de transcription NF-kB déclenchée par TNF-a.
La forte expression de TNF-a induit une réponse inflammatoire qui conduit a I'expression de
nombreuses cytokines telles que TNF-a, IL-1B, CXCL1 et CXCL2 via l'activation de NF-kB. La
stimulation de macrophages primaires péritonéaux de souris par TNF-a induit une
augmentation de la production de TNF-a et CXCL1 lorsque I'expression de RACK1 est éteinte
par transfection. Ces résultats indiquent que RACK1 contrbéle négativement la réponse
inflammatoire induite par la stimulation de TNF-a en régulant I'activation du complexe IKK
(Yao et al., 2014) (Figure 20).

Il a été décrit récemment que RACK1 régule la voie NF-kB et le devenir du cancer gastrique
suite a l'infection par la bactérie Helicobacter pylori (H. pylori), qui est un facteur majeur
responsable du cancer gastrique (Malfertheiner et al., 2017). Une étude a montré que
I’expression de RACK1 est diminuée suite a I'infection par H. pylori in vivo, par comparaison
de tissus tumoraux et adjacents provenant de patients atteints de cancer gastrique.
L’observation a été reproduite in vitro dans des cellules d’épithélium gastrique GES-1 cultivées
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en présence d’une souche d’H. pylori. De plus, la baisse d’expression de RACK1 induit la
surexpression de l'intégrine B-1 accompagnée de |'activation de la voie de signalisation NF-kB
suivie par le relargage de cytokines pro-inflammatoires qui favorisent la progression de
I'inflammation induite par I'infection vers la carcinogenese (Hu et al., 2019).
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Figure 20. RACK1 est un régulateur négatif de la voie NF-kB.
RACK1 s’associe physiquement avec le complexe IKK de facon TNF-a dépendante ce qui inhibe
le recrutement du complexe a TRAF2 et induit une baisse de |'activation de NF-kB et de la
production de cytokines pro-inflammatoires.

v. Régulation de la signalisation de JNK/c-Jun

RACK1 a également été identifiée comme une protéine régulatrice de la voie
ERK/JNK/c-Jun qui est activée dans un grand nombre de cancers (Lépez-Bergami et al., 2007;
Sato et al., 2015). En réponse a certains stimuli, la cascade de signalisation des MAPK est
activée, les kinases MKK4 et MKK7 induisent la phosphorylation des résidus Thr183 et Tyr185
de JNK (Lépez-Bergami et al., 2007). L'un des substrats clé de JNK est le facteur de
transcription c-Jun dont la phosphorylation par JNK induit la formation du complexe c-Jun et
c-Fos qui va activer des genes controlant le cycle cellulaire, la prolifération, la différenciation
et la mort cellulaire. Dans les mélanomes la suractivation de la voie ERK induit une
augmentation de la stabilité de c-Jun ce qui conduit a la transcription de RACK1 dont le
promoteur contient un élément de réponse a c-Jun. De plus, le degré d’activation de JNK peut
étre augmenté par RACK1 via le recrutement de la PKC activée qui phosphoryle le résidu
Ser129 de JNK (Lépez-Bergami et al., 2005) ce qui active c-Jun et ses cibles transcriptionnelles
en aval, y compris la cycline D1 qui est surexprimée dans les mélanomes (Lopez-Bergami et
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al., 2007). RACK1 est alors impliquée dans une boucle de régulation positive de JNK par le
contréle de sa phosphorylation (Figure 21B).

L'un des autres substrats du complexe c-Jun-c-Fos est le géne permettant I'expression de la
protéine TRIM45 (tripartite motif-containing) qui appartient a la famille des ubiquitines
ligases. L'expression de TRIMA45 est induite par des stimuli extracellulaires qui activent la voie
de signalisation des MAPK. TRIMA45 interagit avec RACK1 et empéche la formation du
complexe RACK1-PKC. L'interaction de TRIM45 avec RACK1 forme une boucle de rétroaction
négative de I'activation de JNK par RACK1 (Sato et al., 2015).

RACK1 régule aussi la stabilité du facteur de transcription c-Jun. Trois ubiquitines ligases dont
Fbow7 (F-box and WD repeat domain-containing 7) sont importantes dans la dégradation de c-
Jun. En absence de RACK1, Fbw7 forme un homodimére qui reconnait les formes
phosphorylées et non-phosphorylées de c-Jun et conduit a I'ubiquitinylation de c-Jun par Fbw7
et sa dégradation. En présence de RACK1, un hétérodimere se forme entre RACK1 et Fow7 qui
recrute uniquement les formes non-phosphorylées de c-Jun au complexe. RACK1 maintient la
stabilité des protéines c-Jun phosphorylées par JNK ou d’autres kinases et ainsi permet
I’activation des genes régulés par le facteur de transcription c-Jun (Zhang et al., 2012) (Figure
21A). Dans le cancer et plus particulierement le mélanome, a différents niveaux RACK1 a été
décrite comme un régulateur positif de la voie ERK/JINK/c-Jun.
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Figure 21. RACK1 est un régulateur positif de la voie JNK/c-Jun.

(A) RACK1 favorise l'interaction entre la forme non-phosphorylée de c-Jun et FBW7 qui induit
I'ubiquitinylation de c-Jun et sa dégradation. (B) RACK1 interagit avec la PKC pour induire la
phosphorylation du résidu Ser129 de JNK ce qui favorise sa phosphorylation par MKK4/7 et son
activation. JNK activée phosphoryle le facteur de transcription AP-1 composé de I’'hétérodimere
c-Jun et c-Fos qui va induire I'expression de TRIM45 et RACK1. RACK1 est alors impliquée dans
une boucle de régulation positive de JNK. Au contraire, la protéine TRIM45 séquestre RACK1
pour empécher la formation du complexe RACK1-PKC formant une boucle de rétroaction
négative de I'activité de JNK.
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Dans notre laboratoire, dans des cellules Huh7 dérivées d’hépatocarcinomes humains
ou RACK1 est fortement exprimée, il a été observé que RACK1 régule négativement
I’expression de la chimiokine CXCL10 via la régulation de la voie JNK (Thése de Vincent Turon-
Lagot, UMR_S1110, 2020). Dans ce cas, le silencing de RACK1 induit la surexpression et la
suractivation de c-Jun, contrairement a ce qui avait déja été observé dans des publications
antérieures décrivant un effet positif de RACK1 sur la stabilité de c-Jun phosphorylée et sur
I’activation de JNK (Lopez-Bergami et al., 2005, 2007; Zhang et al., 2012). La perte d’expression
de RACK1 conduit a I'activation d’une ou plusieurs voies inflammatoires menant a la
surexpression de CXCL10. De plus, il a été observé une augmentation de la transcription du
facteur de transcription p65 et sa relocalisation nucléaire lorsque I'expression de RACK1 est
éteinte, indiquant I'activation de la voie NF-kB. L'effet de RACK1 sur |'expression de CXCL10
pourrait alors étre multifactoriel. Cette hypothése a été confortée par I'analyse du
transcriptome des cellules Huh7 ou le silencing de RACK1 induit la surexpression de génes
impliqués dans la transduction du signal suite a I'activation de RIG-I ainsi que la surexpression
de genes identifiés comme des activateurs de la voie NF-kB (Thése de Vincent Turon-Lagot,
UMR_S1110, 2020). RACK1 serait alors un régulateur négatif de la réponse inflammatoire
innée de RIG-I ainsi que des voies de I'inflammation médiées par NF-kB et c-Jun/JNK menant
a une baisse d’expression de CXCL10 dans le CHC.

vi. Ro6le de RACK1 dans I'inflammasome NLRP3

Un des mécanismes centraux qui contribue a l'inflammation dans les cellules
immunitaires est médié par l'inflammasome qui agit comme un signal de détection de
changements de I'homéostasie dans le cytoplasme. Une étude récente a identifié un role
intrinséque de RACK1 dans les macrophages et plus particulierement dans I'activation de
I'inflammasome NLRP3 (Duan et al.,, 2020). Linflammasome est un large complexe
multiprotéique, intracellulaire qui se forme en réponse a une infection ou a de nombreux
stress non infectieux et qui induit I’expression des cytokines pro-inflammatoires IL-1p et IL-18
(Martinon et al., 2002; Szabo and Petrasek, 2015). NLRP3 (NOD-, LRR- and pyrin domain-
containing protein 3) est I'inflammasome le plus étudié a ce jour car il est activé dans de
nombreuses pathologies comme les maladies auto-inflammatoires, la maladie d’Alzheimer, le
diabéte de type 2, la goutte et I'athérosclérose (Kelley et al., 2019; Swanson et al., 2019).
L'inflammasome se forme en réponse a deux voies de signalisation distinctes. La premiére voie
est activée par des cytokines ou par la détection de PAMP (pathogen-associated molecular
patterns) par un TLR (toll-like receptor) ce qui induit I'activation de NF-kB et I’expression de la
protéine NLRP3 ainsi que des précurseurs Pro-IL-1f3 et Pro-IL-18 (He et al., 2016). La deuxiéme
voie est activée par différents stimuli comme I'ATP, des toxines, des pathogenes viraux,
bactériens ou fongiques mais aussi par une altération de ’lhoméostasie ionique intracellulaire,
un dysfonctionnement mitochondrial, ou la production de ROS (Kelley et al., 2019; Swanson
et al.,, 2019). Linflammasome NLRP3 est composé de 8 oligomeéres contenant chacun la
protéine NLRP3, la Pro-caspase 1 et la protéine ASC (apoptosis-associated speck-like protein
containing a caspase recruitment domain). De nombreuses protéines additionnelles qui
interagissent avec NLRP3 sont responsables de son activation et RACK1 a récemment été
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identifiée comme 'une d’entre elles (Duan et al., 2020). RACK1 est un partenaire critique
d’interaction avec les domaines NOD et LRR de la protéine NLRP3 et promeut la conformation
active du complexe NEK7-NLRP3 ainsi que I'oligomérisation de NLRP3 dans les macrophages
de facon in vitro et in vivo chez la souris et indépendamment de son activité ribosomique
(Duan et al., 2020) (Figure 22). L'inflammasome NLRP3 actif induit la forme active de la
Caspase-1 ainsi que la maturation et la sécrétion des cytokines IL-1B et IL-18 (Schroder and
Tschopp, 2010). Il a été identifié que le silencing de RACK1 dans les macrophages abroge
I’activation de la Caspase-1 et la libération d’IL-18 en réponse aux stimuli d’activation de
NLRP3. RACK1 est alors impliquée dans la réponse immunitaire innée en activant la
conformation active de I'inflammasome NLRP3 et participe a la sécrétion de la cytokine pro-
inflammatoire IL-1B dans les macrophages. Il est déja bien établi que la sécrétion de cytokines
par I'inflammasome participe a la pathogenese du cancer. Cependant cette derniere décennie,
un réle conflictuel de I'inflammasome a émergé avec a la fois des effets antitumoraux et pro-
tumoraux dépendant du type de cancer (Hamarsheh and Zeiser, 2020). Par son role
intrinseque dans les macrophages dans |'activation de I'inflammasome NLRP3, RACK1 pourrait
alors participer a la tumorigenése du cancer.
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Figure 22. RACK1 est impliquée dans I'activation de I'inflammasome NLRP3.

RACK1 interagit avec les protéines NEK7 et NLRP3, favorise le changement conformationnel du
complexe NLRP3-NEK7 pour permettre I'oligomérisation de NLRP3 et ['activation de
I'inflammasome. Figure adaptée de Duan et al., Cell Reports, 2020.

En régulant de nombreuses voies de signalisation impliquées dans la réponse
inflammatoire, nous avons vu dans les exemples précédents que RACK1 peut participer a la
production et la sécrétion de cytokines qui peuvent influencer I’environnement tumoral et
réguler la progression du cancer.
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vii. ROle de RACK1 dans le microenvironnement tumoral

RACK1 a été identifié¢e comme un marqueur clé au développement du
microenvironnement tumoral. Il a été décrit que I'expression de RACK1 était modulée en
réponse aux composés de stéroides actifs et que via son activité d’adaptateur de la kinase
PKC, RACK1 était impliquée dans I'expression et la sécrétion des cytokines TNF-a, IL-8, IL-13
(Corsini et al., 2014). Il est bien connu que I'exposition a des perturbateurs endocriniens (EDC)
est liée au risque de développement du cancer (Giulivo et al., 2016). Les EDC peuvent affecter
directement la régulation et la progression des cellules cancéreuses via la modulation du
microenvironnement tumoral. Etant une cible des EDC, RACK1 favorise les événements pro-
inflammatoires, et peut alors étre considérée comme un pont moléculaire entre le
microenvironnement tumoral régulé par le systéme endocrinien et le systéeme immunitaire
inné (Buoso et al., 2020).

Une étude récente a identifié que RACK1 controle la sécrétion de cytokines et
chimiokines pro-inflammatoires ce qui régule la polarisation des macrophages antitumoraux
(M1) et pro-tumoraux (M2) dans le microenvironnement tumoral du cancer épidermoide oral
(OSCC) (Dan et al., 2020). Les macrophages se trouvent parmi les populations qui constituent
le microenvironnement, ils sont activés par divers stimuli et se différencient en sous
populations M1 antitumorale et M2 pro-tumorale. Leur recrutement et leur polarisation joue
un réle indispensable pour bloquer ou favoriser le développement de la tumeur (Ruytinx et
al., 2018). Dans I'OSCC, la forte expression de RACK1 est associée avec un nombre élevé de
macrophages M2 et un faible taux de survie cellulaire (Liu et al., 2018). La surexpression de
RACK1 dans I'OSCC inhibe l'invasion et la migration des macrophages et favorise la
polarisation des macrophages M2. RACK1 régule a la baisse le niveau d’expression des facteurs
inflammatoires CCL5, CXCL10, IL-8 et CSF2 de facon NF-kB dépendante et augmente le ratio
M2/M1 au sein de I'environnement tumoral (Dan et al., 2020) (Figure 23). Le role de RACK1
dans le microenvironnement tumoral du OSCC favorise alors la progression du cancer.
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Figure 23. RACK1 est impliquée dans la polarisation des macrophages dans le
microenvironnement du carcinome épidermoide oral (OSCC).

RACK1 inhibe I'activation de NF-kB ce qui régule I'expression et la sécrétion de facteurs pro-
inflammatoires et de chimiokines, et inhibe le recrutement des macrophages. RACK1 participe
a I’état inflammatoire chronique dans le microenvironnement du OSCC ce qui favorise le
développement de la tumeur. Figure adaptée de Dan et al., Mol. Oncology, 2020.
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2. Réle intrinséque de RACK1 dans le cancer

i. RACK1, un nouveau marqueur de diagnostic dans le cancer

Dans plusieurs études, I'expression de RACK1 a été suivie chez des patients atteints de
cancer du sein, du poumon, du foie ou de cancers épidermoides oraux, afin de déterminer s’il
existe une corrélation entre I’expression de la protéine et le stade clinique de développement
de ces cancers (Li and Xie, 2015).

Dans le cancer du sein, I'expression des marqueurs Ki67, des récepteurs de
I'cestrogéne et de la progestérone, HER-2, est corrélée avec |'expression de RACK1, et sa
surexpression favorise la prolifération et I'invasion des métastases in vitro et in vivo (Cao et
al., 2010). Dans le cancer du poumon non a petites cellules, la surexpression de RACK1 est
positivement corrélée avec le nombre de métastases (Shi et al., 2012).

Chez les patients présentant un adénocarcinome pulmonaire, la forte expression de RACK1
est significativement associée avec la différenciation de la tumeur (Zhong et al., 2013), la taille
de la tumeur, I'état des ganglions lymphatiques et le stade pathologique du cancer (Nagashio
et al., 2010).

La surexpression de RACK1 dans le cancer épidermoide de I'cesophage favorise la croissance
et la migration des cellules cancéreuses (Hu et al., 2013). Le marquage immunohistochimique
de RACK1 et de Ki67 montre une corrélation entre I'expression de ces deux protéines dans les
tissus de patients atteints de carcinomes épidermoides oraux (OSCC).

Dans les cellules de foie saines RACK1 est fortement exprimée et est fréquemment
surexprimée dans les carcinomes hépatocellulaires (CHC) (Guo et al., 2013; Ruan et al., 2012).
L’expression de RACK1 est associée a la progression clinique du cancer et est corrélée avec
I’expression de Ki67, le niveau sérique de |'a-feetoprotéine ainsi que le mauvais pronostic des
patients atteints de CHC (Ruan et al., 2012).

Ces résultats indiquent que RACK1 peut étre considérée comme un biomarqueur de mauvais
pronostic clinique et que sa surexpression est impliquée dans la croissance, la progression
tumorale ainsi que I'invasion métastasique (Li and Xie, 2015).

ii. RACK1 régule la progression du cancer

RACK1 interagit avec un grand nombre de partenaires protéiques qui sont impliqués
dans la prolifération, I'adhésion, la transition épithélio-mésenchymateuse et la migration
cellulaire qui sont des étapes clés a la progression des cellules cancéreuses (Adams et al.,
2011). L'altération de I'expression de RACK1 dans de nombreux carcinomes humains est
dépendante du type de cancers et confére a RACK1 un réle inhibiteur ou activateur de
certaines voies de signalisation (Li and Xie, 2015).
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Lorsque RACK1 est surexprimée dans les cancers du CHC, du poumon ou dans les
leucémies, son expression corréle avec la croissance de la tumeur. RACK1 peut en effet réguler
les voies de signalisation MKK7/JNK, PKCbll/elF4E, PI3K, SHH et GSK3B pour permettre la
croissance cellulaire (Ruan et al., 2012; Wu et al., 2013; Shi et al., 2012; Zhang et al., 2013)
(Figure 24). 1l a été observé que I'inflammation chronique contribue a la régulation a la hausse
de I'activité de JNK dans les CHC ce qui contribue a la croissance tumorale (Hui et al., 2008;
Mucha et al., 2009). Nous avons vu précédemment que RACK1 est une protéine impliquée
dans la régulation de nombreuses voies de signalisation et peut notamment réguler la voie de
JNK. Le niveau d’expression de RACK1 montre une corrélation avec I'activité de la voie de
signalisation de JNK dans les tissus CHC et dans les lignées cellulaires issues de CHC (Guo et
al., 2013). RACK1 peut interagir directement avec MKK7 et induire sa phosphorylation (Wang
et al., 2015). L'interaction de RACK1 avec MKK7 facilite I’association entre MKK7 et JNK, et
augmente I'activité du complexe ce qui favorise la prolifération des cellules CHC in vitro, la
croissance tumorale in vivo mais aussi la résistance a I'apoptose (Guo et al., 2013).

> Croissance cellulaire <

Figure 24. RACK1 régule positivement la croissance cellulaire.
RACK1 promeut la croissance cellulaire via les voies de signalisation de MKK7/JNK, PKCBII/elF4E,
PI3K, SHH (sonic hedgehog) et GSK3p. Figure adaptée de Li et Xie, Oncogene, 2015.

Dans le processus de développement de la tumeur, la dérégulation de la prolifération
et la suppression de la mort cellulaire combinées fournissent une plateforme pour induire la
tumorigenése. Dans I'apoptose, RACK1 présente deux fonctions opposées selon les types de
cancers et les conditions cellulaires (Li and Xie, 2015). RACK1 a un effet anti-apoptotique en
promouvant l'ubiquitinylation et la dégradation des molécules pro-apoptotiques Femlb et
BimEL (Subauste et al., 2009; Zhang et al., 2008) (Figure 25A); mais aussi un réle pro-
apoptotique en favorisant I’oligomérisation de Bax, la dissociation du complexe Bax/Bcl-XL, en
inhibant 'activation d’Akt par I'lGF-IR et Src, et en induisant I'expression pro-apoptotique de
Bim de facon Src-dépendante (Kiely et al., 2002; Wu et al., 2010; Mamidipudi and Cartwright,
2009) (Figure 25B). Dans le CHC la surexpression de RACK1 conduit a la résistance accrue des
cellules a la mort induite par TNF-a en supprimant la réponse aux ROS via la régulation de
CBR1. Le silencing de RACK1 dans des cellules SMMC7721 issues de CHC augmente le niveau
intracellulaire de ROS suite a la stimulation par TNF-a induisant la mort cellulaire (Zhou et al.,
2016). Une autre étude récente a identifié que le silencing de RACK1 dans des cellules
MHCC97-H dérivées de CHC induit une augmentation de |’expression du facteur pro-
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apoptotique Bax conduisant a I'activation de I'apoptose (Zou et al.,, 2018). Ces résultats
suggerent que RACK1 protege les cellules de CHC contre la mort cellulaire en régulant
différents mécanismes conduisant a I'inhibition de I'apoptose.
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Figure 25. Roles pro- et anti-apoptotique de RACK1.

(A) RACK1 a un effet anti-apoptotique en promouvant I'ubiquitinylation et la dégradation des
molécules pro-apoptotiques Fem1 et BimEL, ainsi que par son effet antagoniste sur E1A. (B) Au
contraire, RACK1 a un effet pro-apoptotique en promouvant I'oligomérisation et la dissociation
du complexe Bax/Bcl-XL, en inhibant I'activation d’Akt par I'IGF-1R et Src, ainsi qu’en induisant
I’expression du facteur pro-apoptotique Bim de facon Src-dépendante. Figure adaptée de Li et
Xie, Oncogene, 2015.

iii. RACK1 est impliquée dans la survie cellulaire et la chimiorésistance

En plus de participer a la progression du cancer, la régulation de I'apoptose par RACK1
peut aussi favoriser la résistance de certaines tumeurs aux médicaments anticancéreux. Les
traitements de chimiothérapies sont des outils essentiels pour empécher la progression du
cancer et améliorer la survie et la qualité de vie des patients. La chimiorésistance dans
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plusieurs tumeurs malignes est I'un des principaux défis de la chimiothérapie. Il a été observé
gue RACK1 était impliquée dans la résistance a certains traitements dans le cancer via la
régulation de molécules liées a la résistance (Li and Xie, 2015). RACK1 a été identifiée comme
un régulateur positif d’ABCG2 (ATP-binding cassette G2) qui est responsable de la résistance
a plusieurs médicaments anticancéreux y compris la mitoxantrone, la topetecane et la 7-éthyl-
10-hydroxycamptothecine (SN-38) (lkebuchi et al., 2010). RACK1 favorise également la
dégradation de facteurs pro-apoptotiques tel que BimEL, DLC1 et CIS dans des cellules traitées
avec du paclitaxel induisant la résistance des cellules du cancer du sein (Zhang et al., 2008).
Chez les patients atteints de CHC qui sont souvent diagnostiqués a des états avancés de la
maladie et présentent une résistance accrue aux médicaments chimio-thérapeutiques (lkeda
et al.,, 2018), il a été identifié que RACK1 ribosomique peut préférentiellement induire la
traduction de protéines impliquées dans la résistance au traitement (Ruan et al., 2012). Dans
des cellules saines, il existe une coordination entre [l'initiation de la traduction et la
progression du cycle cellulaire, alors que la synthése aberrante de protéines est associée avec
la transformation tumorale et la survie des cellules cancéreuses (Silvera et al., 2010). Le
contréle de la traduction joue un réle crucial dans le développement et la progression du
cancer en régulant la synthese protéique totale et la traduction spécifique d’ARNm impliqués
dans la croissance et la survie cellulaire. Dans de nombreux cancers, il a été rapporté qu’un
niveau aberrant de facteurs d’initiation contribue a la dérégulation du contréle de la
traduction (Silvera et al., 2010). La plupart des ARNm n’ont besoin que d’une quantité
minimale du facteur d’initiation elF4E pour étre efficacement traduits alors qu’une activité
élevée d’elF4E augmente préférentiellement la traduction de certains ARNm possédant une
longue région 5’UTR riche en G, C et qui codent pour des facteurs de croissance et de survie
comme la cycline D1, MYC, ODC, VEGF, la survivine et BCL-2 (Mamane et al., 2007). Le niveau
protéique de RACK1 est significativement corrélé avec I'expression de la cycline D1, MYC, la
survivine et BCL-2. Il a été décrit que la déplétion de RACK1 ou I'expression du mutant
R36D,K38E qui empéche I'association de RACK1 au ribosome (Coyle et al., 2009) atténue la
traduction de la cycline D1, MYC, la survivine et BCL-2 (Ruan et al., 2012). RACK1 ribosomique
couplée a la PKCBIl promeut la phosphorylation d’elF4E ce qui conduit a la traduction
préférentielle de facteurs impliqués dans la croissance et la survie cellulaire. De plus,
I'inhibition de la PKCBIIl ou la déplétion d’elFAE atténue la résistance a la doxorubicine médiée
par RACK1 in vitro. Ces résultats suggerent que RACK1 au ribosome peut agir en tant que
facteur contribuant a la croissance, a la survie des cellules ainsi qu’a la résistance a la
chimiothérapie (Ruan et al., 2012). Cibler alors la fonction ribosomique de RACK1 permettrait
alafois de controler I'activité de RACK1 dans la traduction IRES-dépendante d’ARN viraux mais
aussi de réguler la traduction d’ARNm cellulaires impliqués dans la survie des cellules
tumorales.
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Tout au long de mon introduction nous avons pu voir que RACK1 a la capacité
d’interagir avec un grand nombre de partenaires protéiques impliqués dans différentes voies
de signalisation rendant son activité critique pour de nombreuses fonctions fondamentales
(Adams et al., 2011). De plus, RACK1 est un composant du ribosome situé a I'arriere de la téte
de la petite sous-unité 40S (Larburu et al., 2016) et plusieurs études ont montré un réle
ribosomique de RACK1 dans l'initiation de la traduction (Nielsen et al., 2017). Précédemment,
notre laboratoire a identifié RACK1 comme un facteur impliqué dans la traduction de
protéines virales utilisant le mécanisme de traduction coiffe-indépendant aussi appelé
Internal Ribosomal Entry Site (IRES) (Majzoub et al., 2014). En utilisant plusieurs modeéles
viraux, RACK1 a été identifiée comme un facteur clé nécessaire a la traduction IRES-
dépendante de différents types d’IRES et pourrait étre impliquée dans un mécanisme
universel de traduction IRES-dépendante des ARN viraux. Les IRES ont aussi été décrits dans
de nombreux ARNm cellulaires comme c-Src, MYC et p53 (Allam and Ali, 2010; Chappell et al.,
2000; Yang et al., 2006) et permettent le maintien de la traduction des ARNm en réponse a
différents stress y compris les dommages a I’ADN, la privation d’acides aminés, I’hypoxie ou le
stress au réticulum endoplasmique.

En réponse a l'environnement cellulaire, I'expression de RACK1 est dérégulée
notamment dans divers cancers ; par exemple dans le CHC la surexpression de RACK1 participe
a la fibrogenése (Liu et al.,, 2015). Il a été décrit que RACK1 au ribosome favorise la
phosphorylation du facteur d’initiation elFAE ce qui améliore la traduction de certains facteurs
impliqués dans la croissance et la survie cellulaire tels que la cycline D1, MYC, VEGF et BCL-2,
induisant la chimiorésistance (Ruan et al., 2012). Nous avions émis I’hypothése que RACK1 au
ribosome pouvait réguler la traduction IRES-dépendante d’ARNm cellulaires impliqués dans la
progression tumorale et la chimiorésistance. Le premier objectif de ma these, a été d’étudier
le réle de la protéine RACK1 associée au ribosome dans la traduction IRES-dépendante des
ARN viraux et cellulaires dans le but de valider RACK1 comme cible pour un large spectre de
maladies IRES-dépendantes.

Considérant le role central de RACK1 dans des fonctions cellulaires critiques et que
I’extinction totale de son expression est |étale au niveau embryonnaire chez la souris (Volta et
al., 2013), afin d’étudier spécifiquement le role de RACK1 dans la traduction IRES-dépendante,
nous souhaitions découpler sa fonction ribosomique de sa fonction cellulaire cytoplasmique.
Le modele mutant DE (R36D,K38E) a été décrit comme affectant la localisation de RACK1 au
ribosome dans les cellules de mammiféres (Duan et al., 2020; Ruan et al., 2012) et induit une
baisse de la traduction de facon globale (Kim et al., 2017). L'un des objectifs principaux de ma
thése, a été de créer une lignée cellulaire possédant les deux points de mutations R36D et
K38E de RACK1 dans des cellules humaines d’hépatocarcinomes Huh7 afin de valider RACK1
comme une cible thérapeutique.

En plus d’étudier I'implication de RACK1 dans la réplication virale via la traduction IRES-
dépendante, nous souhaitions comprendre le réle de RACK1 dans la réponse a l'inflammation
induite par l'infection virale et le développement du cancer. Il a été décrit que RACK1
contribue a la progression tumorale et a la chimiorésistance (Ruan et al.,, 2012). Dans le
modele étudié au laboratoire, le CHC ou la protéine RACK1 est surexprimée, nous avons
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observé une augmentation de I'expression et de la sécrétion des cytokines pro-inflammatoires
CXCL10 et IL-8 lorsque I'expression de RACK1 est éteinte (Thése de Vincent Turon-Lagot,
UMR_S1110, 2020). Les cytokines peuvent agir en tant que signaux au sein du
microenvironnement tumoral pour influencer le destin final de la tumeur. Les macrophages
se trouvent parmi les populations qui constituent le microenvironnement, ils sont activés par
divers stimuli et se différencient en sous-populations (M1 antitumoraux et M2 pro-tumoraux)
pour bloquer ou favoriser le développement de tumeur (Ruytinx et al., 2018; Shapouri-
Moghaddam et al., 2018). Dans le microenvironnement tumoral du CHC, les macrophages sont
principalement polarisés en M2 et participent a l'inflammation chronique ainsi qu’a la
progression de la tumeur (Yeung et al., 2015; Huang et al., 2021). Récemment, il a été décrit
gue la surexpression de RACK1 dans le cancer épidermoide oral est associée a I'inhibition du
recrutement des macrophages ainsi qu’a l'augmentation du ratio M2/M1 au sein de
I’environnement tumoral favorisant la progression du cancer (Dan et al., 2020). Dans le second
objectif de ma these, nous souhaitions comprendre le role de RACK1 dans le
microenvironnement tumoral du cancer du foie. Dans un premier temps, nous avons
développé des outils nous permettant d’identifier les populations de type M1 et M2, ainsi que
vérifier le réle de RACK1 dans le microenvironnement du carcinome épidermoide oral pour
ensuite étudier son réle dans le contexte du carcinome hépatocellulaire.
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Anticorps et réactifs

Anticorps

Pour les expériences de western blot I'anticorps monoclonal de souris RACK1 a été acheté
chez Santa Cruz (#SC17757) ; I'anticorps de monoclonal de lapin B-actine a été acheté chez
Cell Signaling (#8457L) ; les anticorps hFAB B-actine rhodamine (#12004163) et chévre anti-
lapin IgG StarBright Blue 700 (#1200162) ont été achetés chez Bio-Rad ; I'anticorps monoclonal
anti-Flag de souris a été acheté chez Sigma-Aldrich (#F1804-200UG) ; I’anticorps polyclonal
anti-RPS14 de lapin (#ab174661) a été acheté chez Abcam ; les anticorps HRP-conjugués-anti-
souris (#71-036-146) et HRP-conjugués-anti-lapin (#711-036-152) ont été achetés chez
Jackson ImmunoResearch.

Pour le marquage en cytométrie, les anticorps souris anti-humain CD163-FITC (#563697),
souris anti-humain CD206-APC (#550889), souris anti-isotype-FITC (#555909) et souris anti-
isotype-APC (#555751) ont été achetés chez BD BioSciences ; les anticorps anti humain REA
CD14-PerCP-Vio700 (#130-110-523), REA CD16-VioBlue (#130-113-396), REA CD32-PE (#130 -
116-599), REA CD40-APC-Vio770 (#130-110-949), REA CD86-PE-Vio770 (#130-112-288), REA
CD163-PE-Vio770 (#130-110-523), REA CD209-APC (DC-SIGN) (#130-124-257), REA isotype
contrOle-VioBlue (#130-113-442), REA isotype contrble-PE (#130-113-438), REA isotype
controle-PerCP-Vio700 (#130-113-441), REA isotype controle-PE-Vio770 (#130-113-440), REA
isotype controle-APC (#130-113-434), REA isotype contréle-APC-Vio770 (#130-113-435) ont
été achetés chez Miltenyi. Les marqueurs de viabilité Zombie Yellow™ (#423103) et Zombie
Green™ (#423112) ont été achetés chez BioLegend.

Réactifs
Les réactifs FUGENE® HD (Promega #E2311), Lipofectamine® 2000 (Invitrogen #11668-019) et
ViaFect™ (Promega #E4982) ont été utilisés pour la transfection d’ADN. Le réactif RNAIMAX™
(Invitrogen #13778-150) a été utilisé pour la transfection d’ARN.

L’actinomycine-D (Sigma-Aldrich #A9415-2MG) a été utilisé dans I'analyse de la dégradation
de I’ARNm. Le réactif MTT (Sigma-Aldrich #M5655), I'essai PrestoBlue Cell Viability (Invitrogen
#A13261) ont été utilisés pour mesurer la cytotoxicité et la viabilité des cellules.

Les antibiotiques ampicilline (#A0166-56) et puromycine (#P833) ont été achetés chez Sigma-
Aldrich ; les antibiotiques gentamicine (#15710-049) et blasticidine (#A1113903) ont été
achetés chez Gibco.

Pour la différenciation et la polarisation des macrophages, les IL-4 (#130095-73), IL-13 (#130-
112-409) et I'lFN-y (#130-096-484) ont été achetés chez Miltenyi ; le LPS (#LPS25) a été acheté
a Millipore ; le phorbol 12-myristate 13-acétate (PMA) a été acheté auprés de MP Biovalley.

Le Dual-Luciferase® Reporter assay system (#E1910) a été acheté chez Promega et utilisé pour
évaluer la traduction IRES-dépendante.
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Culture cellulaire et bactérienne

Les cellules Huh7 et Huh7.5.1 sont des lignées de cellules dérivées de carcinomes
d’hépatocytes humains. Les cellules Huh7 ont été cultivées dans du Dulbecco’s modified
Eagle’s medium high glucose enrichi en GlutaMAX™ (DMEM + GlutaMAX™ ; Gibco #61965-
026) complété par 10% de sérum bovin feetal (FBS ; Dominique Dutscher) et des acides aminés
non essentiels (Gibco #11140-050). Les cellules Huh7.5.1 ont été cultivées dans les mémes
conditions, avec addition de I'antibiotique gentamicine (50 pg/mL ; Gibco #15710-049). Les
cellules Huh7 exprimant RACK1R36:X38 gy RACK1R36DK38E résistants au siRACK1 ont été cultivées
dans les mémes conditions que les cellules Huh7, avec ajout de I'antibiotique puromycine (1
ug/mL ; Sigma-Aldrich #P8833). Les cellules HSC-3 sont une lignée humaine de cellules
dérivées de carcinome épidermoide oral, les cellules ont été cultivées dans du milieu DMEM
+ GlutaMAX™ (Gibco #61965-026) complété avec 10% de FBS (Hyclone). Les cellules THP-1
sont une lignée cellulaire monocytique humaine, les cellules ont été cultivées dans du milieu
Roswell Park Memorial Institute 640 Medium enrichi avec du GlutaMAX (RPMI 1640 +
GlutaMAX™ ; Gibco #61870-010) complété par 10% de FBS (Hyclone). Les cellules HEK293T
sont une lignée cellulaire de rein embryonnaire humain, les cellules ont été cultivées dans le
milieu DMEM (DMEM ; Gibco #42430-025) complété par 10% de FBS (Dominique Dutscher) et
avec l'antibiotique gentamicine (50 pg/mL ; Gibco #1571-049). Toutes les cellules ont été
maintenues a 37°C avec 5% de CO;,

Les bactéries Escherichia coli OneShotTopl0 chimiquement compétentes (Invitrogen
#C4040003) et OneShot ccdB Survival 2 T1 compétentes (Invitrogen #A16460) ont été
cultivées a 37°C dans du milieu LB ou sur des plaques contenant du LB agar.

Transfection d’ADN, d’ARN et transduction de lentivirus

Transfection d’ADN

Pour améliorer I'efficacité de la transfection, les cellules Huh7 ont été transfectées avec le
plasmide pCRISPRbael-neonGreen a 'aide de différents réactifs : la Lipofectamine® 2000, le
FUGENE® HD et le ViaFect™ selon les instructions du fabricant. Nous avons également testé
I’électroporation, 4 millions de cellules Huh7 ont été resuspendues dans du PBS (Gibco
#14190-094) et transfectées avec 10 ug de plasmide pCRISPRbael-neonGreen par un systéme
d’électroporation (ECM 830 Electro Square Porator ; BTX Harvard Appareil). En paralléle, nous
avons testé la Nucléofection, 200 000 cellules Huh7 ont été resuspendues dans 20 yL de
solution cell line (Lonza #5-07683) dans une nucléocuvette de 16 puits (Lonza #V4XC-9064) et
transfectées avec 0,4 ug de plasmide pCRISPRbael-neonGreen avec un 4D-Nucléofector™
(Lonza). Deux jours apres la transfection, I'expression de la neonGreen a été évaluée par
cytométrie en flux avec un MACSQuant X Analyzer (Miltenyi).

Transfection de siARN
Les siRACK1 (siARN GNB2L1 ; Ambion #s20341) et siCTRL (siCtl négatif #2 ; Ambion
#AS026LD1) ont été transfectés a I'aide de la Lipofectamine RNAIMAX™ selon les instructions
du fabricant. Sauf indication contraire, d’autres traitements ou analyses ont été effectuées
trois jours apres la transfection, et I'expression du gene cible a été évaluée par western blot.
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Production et transduction de lentivirus
Les cellules HEK293T ont été transfectées avec un mélange contenant le Gag/Pol, le VSV-G, le
plasmide lentivirus et le CaCl, (Takara #S0875) ; le mélange a été ajouté goutte par goutte
dans un tube de polypropyléne contenant du HeBS (Takara #S0874).Un jour aprés la
transfection, le milieu a été changé et 24 heures plus tard, le milieu conditionné a été recueilli,
filtré et soit utilisé pour infecter les cellules, soit stocké a -80 °C.

Sur les cellules confluentes Huh7, le milieu a été remplacé par la production de lentivirus et
changé 24 heures plus tard.

Essai de prolifération et de viabilité des cellules

Les cellules HSC-3 et Huh7 ont été cultivées dans des conditions de stress (privation de
sérum). La prolifération des cellules a été évaluée en analysant leur capacité a métaboliser le
bromure de 3-(4,5-diméthylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium (MTT). La viabilité des
cellules a été évaluée a I'aide du réactif PrestoBlue.

Clonage moléculaire et construction de plasmides

Plasmides IRES
Les plasmides contenant des IRES viraux (EMCV, FMDV, PV, VHC, HRV) et des IRES cellulaires
(Apaf-1, BiP, c-myc, CAT-1, VCIP) ont été fournis par I'équipe de K. Hirasawa (Sciences
biomédicales, Université Memorial de Terre-Neuve, Canada) et décrits dans (Licursi et al.,
2011).

Plasmides CRISPR
Les plasmides pLentiGuide-Puro (Addgene #52963) et pCRISPRbael-neonGreen (Sanofi) ont
été utilisés dans la stratégie CRISPR/Cas9 pour cloner les différents guides R36 et K38. Le
plasmide pCRISPRbael-neonGreen a également été utilisé pour améliorer |'efficacité de
transfection des cellules. Le plasmide plLentiGuide-Puro a été utilisé pour produire des
lentivirus. Le plasmide pXPR-BRD111 (Addgene #78166) qui exprime la protéine Cas9 et a été
utilisé en combinaison avec plasmide pLentiGuide-Puro.

Transformation bactérienne et amplification des plasmides
Les bactéries OneShotTop10 et OneShot ccdB ont été transformées respectivement avec des
plasmides pLentiGuide-Puro et pCRISPRbael-neonGreen et sélectionnées avec un antibiotique
ampicilline. Les bactéries transformées ont été purifiées a I'aide du kit NucleoBond® Xtra Maxi
(Macherey-Nagel #740414.50) ou HiSpeed Plasmid Maxiprep (Qiagen #12663) selon les
instructions du fabricant.

Clonage moléculaire des guides utilisés dans la stratégie de knock-in par CRISPR
Les plasmides pLentiGuide-Puro et pCRISPRbael-neonGreen ont été utilisés pour cloner les
guides ciblant les deux régions R36 et K38 de RACK1. Les plasmides pLentiGuide-Puro et
pCRISPRbael-neonGreen ont été respectivement digérés par les enzymes de restriction BsmBl|
(NEB #R0580L) et Bael (NEB #R0580L), puis purifiés sur un gel 0,8% d’agarose et extraits du
gel a I'aide d’un kit d’extraction Quick-Start Gel Extraction kit (Qiagen #28704) selon les
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instructions du fabricant. Les ARN guides double brin (dgARN) ont été obtenus apres
hybridation de deux ARN guides simple brin (sgARN) (décrits dans le Tableau 1), puis ont été
ligués dans les plasmides pLentiGuide-Puro et pCRISPRbael-neonGreen en utilisant la T4 DNA
Ligase (Promega #M180B) avec un rapport de 1:3 (plasmide:dgARN). Les plasmides clonés ont
été digérés a I'aide des enzymes de restriction BsmBI et Bael pour éliminer les plasmides dans
lesquels le dgARN n’a pas été inséré, puis amplifiés dans des bactéries. Les séquences de tous
les guides insérés ont été amplifiées par PCR sur colonies en utilisant la polymérase Phusion
High Fidelity DNA (Thermo Scientific™ #F-530L) et un Gene Amp PCR System 9700 (Applied
Biosystems) comme thermocycleur, puis visualisées sur un ChemiDoc™ Imagine System (Bio-
Rad) et analysées par séquencage en paralléle (Eurofins Genomics).

Construction et identification de lignées cellulaires mutantes

Choix des guides ayant la meilleure efficacité de clivage

Les cellules Huh7 ont été co-transfectées avec les plasmides pLentiGuide-Puro contenant les
différents dgARN et pXPR-BRD111 ou en paralléle avec le plasmide pCRISPRbael-neonGreen
en utilisant le réactif ViaFect™. Trois jours aprés la transfection, les cellules transfectées avec
le plasmide pLentiGuide-Puro ont été sélectionnées par ajout des antibiotiques puromycine
(2 ug/mL) et blasticidine (8 pug/mL), alors que les cellules exprimant la neonGreen (analogue
de la GFP) ont été triées avec le trieur de cellules Tyto (MACSQuant). Dans les cellules
sélectionnées, 'efficacité de clivage de chaque guide a été analysée a l'aide d’un kit de
détection de clivage génomique GeneArt® (Invitrogen #A24372) selon les instructions du
fabricant et analysée par électrophorése a haute résolution (2100 Bioanalyzer® ; Agilent). La
bande clivée a été quantifiée et le pourcentage d’efficacité calculé comme suit :

fraction clivée = somme des intensités des bandes clivées / somme des intensités des bandes
clivées et parentales

efficacité de clivage = 1 — [(1 — fraction clivée)/?]

efficacité de clivage pour le contréle = (somme des intensités des bandes clivées / somme des
intensités des bandes clivées et parentales) x 100

Construction de lignées cellulaires mutantes avec la stratégie de knock-in par

CRISPR
Pour générer la double lignée cellulaire mutante, nous avons décidé d’introduire
séquentiellement les deux points de mutation. Nous avons produit en paralléle les deux
lignées cellulaires mutantes contenant la mutation RACK1 R36D ou K38E. Les cellules Huh7
ont été co-transfectées avec le plasmide plLentiGuide-Puro contenant le guide ayant la
meilleure efficacité de clivage, le plasmide pXPR-BRD111 et le ssODN correspondant (décrit
dans le Tableau 2) avec le réactif ViaFect™ ou par transduction de lentivirus. Trois jours aprés
la transfection, les cellules ont été sélectionnées en ajoutant les antibiotiques puromycine (2
ug/mL) et blasticidine (8 ug/mL). L’efficacité de clivage de chaque guide a été analysée a I'aide
du kit de détection de clivage génomique GeneArt® et visualisée par électrophorése a haute
résolution (2100 Bioanalyzer® ; Agilent). La détection des mutations R36D ou K38E a été
analysée par PCR, restriction enzymatique ou PCR par gouttelettes digitales (droplet digital
PCR = ddPCR). Pour isoler individuellement les cellules contenant la mutation, nous avons
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distribué une cellule par puits dans une plaque 96 puits contenant du milieu conditionné a
I'aide d’un distributeur de cellules (SCP™ Cytena)

Caractérisation des mutants
PCR

Pour identifier les mutations présentes dans un pool de cellules ou dans une lignée cellulaire
résultant de la sélection clonale, 'ADN a été extrait des cellules Huh7 a I'aide d’un kit
d’extraction Quick-DNA extraction kit (ZYMO Research #D3012) selon les instructions du
fabricant. 'ADN RACK1 contenant la mutation a été amplifié par PCR a I'aide d’amorces
spécifiques aux mutations R36D ou K38E en utilisant la polymérase Phusion Master mix
(Thermo Scientific™ #F531) dans un thermocycleur PCR Gene Amp 9700 (Applied Biosystem),
puis visualisé sur un ChemiDoc™ Imagine System (Bio-Rad), et analysé par séquencgage en
paralléle (Eurofins Genomics).

Droplet digital™ PCR (ddPCR)

Pour définir I'état allélique des clones, un test de détection de modification du génome HDR
par ddPCR (Bio-Rad) a été utilisé, comme décrit par (Hindson et al., 2011). Des ADN
synthétiques contréles contenant les mutations et des sondes spécifiques ciblant I’ADN
mutant et I’ADN sauvage (WT) respectivement couplés aux fluorophores HEX et FAM ont été
fabriqués a facon (Integrated DNA Technology). Le mélange de réaction de la ddPCR contient
un Mastermix 2X ddPCR (Bio-Rad #186-3025), les amorces et les sondes 20X (concentrations
finales de 900 et 250 nM respectivement) et I’ADN matrice digéré avec I’enzyme de restriction
Haelll (Thermo Scientific™ #FD0154). Le mélange a été capturé dans des gouttelettes d’huile
(Bio-Rad) et les fragments d’ADN ont été amplifiés dans un thermocycleur conventionnel
(C1000 touch Thermal Cycler ; Bio-Rad). Les conditions des réactions de PCR étaient les
suivantes : 10 min a 95°C, 40 cycles composés de 30 s a 95°C, 5-6 min a 60°C, et une extension
finale de 10 min a 98°C. Apres la PCR, la plague de 96 puits a été chargée sur le lecteur de
gouttelettes QX200 (Bio-Rad) qui lit automatiquement les gouttelettes de chaque puits de la
plague (32 puits/h). ’analyse des données de ddPCR a été effectuée avec le logiciel
QuantaSoft™ (Bio-Rad) qui accompagnait le lecteur de gouttelettes.

Enzyme de restriction
Pour identifier le pool de clones contenant la mutation unique R36D ou K38E, I'ADN
génomique des cellules Huh7 a été extrait avec le kit Dneasy (Qiagen #69504) selon les
instructions du fabricant. La région contenant le point de mutation a été amplifiée par PCR
avec la polymérase Phusion Master mix, puis purifiée en utilisant le kit Quick-Start PCR
purification (Qiagen #28106). Les fragments R36D et K38E ont été digérés respectivement par
les enzymes de restriction EcoRV (FastDigest Eco321 ; Thermo Scientific™ #FD0303) et Nhel
(FastDigest ; Thermo Scientific™ #FD0974), puis visualisés sur un ChemiDoc™ Imagine System.

Profil de polysome
L’analyse du profil des polysomes a été effectuée comme décrit (He and Green, 2013) avec
guelques optimisations. Les cellules Huh7 exprimant RACK1 exogéne résistant au siRACK1 ont
été transfectées avec des siRACK1. Trois jours aprés la transfection, les cellules ont été traitées
ou non avec 100 pg/mL de cycloheximide (Acros Organics #357420010) directement dans le
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milieu pendant 10 min a 37 °C. La lyse cellulaire a été optimisée en testant deux protocoles
différents. Dans le premier, les cellules ont été conservées sur la glace, lavées dans du PBS
contenant de la cycloheximide, grattées et récoltées puis centrifugées 5 min a 1 500 rpm et
4°C. Pour 1 g de culot, a été ajouté 1 mL de tampon de lyse contenant du HEPES-KOH pH7.6,
du KCI, du MgCl, du NP-40, du DTT, un inhibiteur de RNase (Applied Biosystems #N8080119),
de I'Halt protease (Thermo Scientific™ #78447) et de la cycloheximide (100 pug/mL). Dans le
second protocole, les cellules ont été conservées sur la glace, lavées dans du PBS, grattées et
récoltées. Pour une boite de Pétri de 10 cm, les cellules ont été directement lysées dans 1 mL
de tampon de lyse contenant du HEPES-KOH pH7.6, du KCl, du MgCl,, du NP-40, du DTT, un
inhibiteur de RNase, de I'Halt protease et de la cycloheximide (100 pg/mL a 1 mg/mL) et
maintenues sur glace 5 min. Les cellules lysées ont été centrifugées 10 min a 13 000 rpm a 4°C
et le volume équivalent de surnageant pour chaque échantillon a été stocké a -80°C ou chargé
sur des gradients de sucrose linéaires 5-40% ou 5-45% obtenus grace a un gradient maker (108
; Biocomp) et contenant du sucrose, de I’'HEPES-KOH pH7.4, du KCl, du MgCl,, du DTT et de la
cycloheximide (100 pg/mL a 1 mg/mL). Les gradients et les lysats ont été ultracentrifugés a
4°C dans un rotor a godets oscillants SW40 (Beckman Coulter) pendant 2h30 min a 37 000 rpm
dans une ultracentrifugeuse Optima XE (Beckman Coulter). Les fractions ont été collectées,
analysées a 260 nm a l'aide d’un moniteur UV (systéme de chromatographie Akta Pure ; GE
Healthcare) combiné a un piston (Brandel) afin d’identifier les pics 40S, 60S et 80S. Les
protéines et les ARN des fractions collectées ont été extraits a I'aide du kit ARN/protéines
Allprep (QiAgen #80404) selon les instructions du fabricant et stockés a -80°C. Les protéines
extraites ont été concentrées a I'aide de tubes Amicon Ultra (10K ; Millipore #UFC801024) par
centrifugation a 4 000 g pendant 20 min a 4°C. Les protéines ont été précipitées dans du TCA
(10% ; Sigma-Aldrich #490-10), incubées sur glace pendant 1 heure, centrifugées 10 min a 13
000 rpm a 4°C. Les culots ont été lavés trois fois avec 96% d’acétone froid, centrifugés 10 min
a 13 000 rpm a 4°C, séchés et resuspendus dans un tampon (Tris, LSB, DTT). L’expression de
RACK1 et des protéines ribosomiques a été analysée par western blot.

Analyse de I'expression des protéines par western blot

Les cellules ont été lysées pendant 30 min a 4°C dans le tampon de lyse composé de tampon
d’extraction cellulaire (Invitrogen #FNN001), de PMSF (Roche #10837091001) et d’inhibiteur
de protéases cOmplete mini EDTA free (Roche #05892791001). Apres 30 min de
centrifugation a 13 000 rpm a 4°C, le surnageant a été recueilli et la concentration totale de
protéines a été déterminée par un essai DC (Bio-Rad #500-0116) selon les instructions du
fabricant en utilisant un Berthold (Mithras LB940) ou un PHERAstar® (BMG Labtech) comme
spectrophotometres. Des quantités égales de lysats protéiques ont été chargées sur des gels
SDS-PAGE. Apres migration, les protéines ont été transférées a I'aide du systeme de transfert
Trans-Blot® Turbo™ (Bio-Rad #1704150) sur des membranes de difluoride polyvinylidene
(PVDF). Les membranes ont été bloquées dans 5% d’albumine de sérum bovin (BSA ; Sigma-
Aldrich) dans une solution de tris (TBS) avec 0,1% de Tween 20 pendant 1h, puis incubées avec
les anticorps primaires pendant 1h ou toute la nuit.

74



Matériel et méthodes

L'expression des protéines RACK1, B-actine et RPS14 a été évaluée par western blot a I'aide
d’un anticorps anti-RACK1 monoclonal de souris, d’un anticorps anti-Flag monoclonal de
souris, d’'un anticorps anti-B-actine monoclonal de lapin, d’un anticorps anti-B-actine
rhodamine hFAB et d’un anticorps anti-RPS14 polyclonal de lapin. Aprés des lavages dans du
TBS-0,1% Tween 20, les membranes ont été incubées avec les anticorps secondaires
appropriés : I'anticorps HRP-conjugué-anti-souris, I'anticorps HRP-conjugué-anti-lapin et
I’anti-lapin IgG StarBright Blue 700 (Bio-Rad #12004162). Pour les anticorps secondaires HRP,
le signal a été observé par ajout du substrat Clarity western ECL (Bio-Rad #1705061). Les
images ont été obtenues a I'aide du systéme ChemiDoc™ (Bio-Rad). Les bandes protéiques ont
été quantifiées a I'aide du logiciel Imagelab (version 6.1.0 build 7 ; Bio-Rad).

Analyse de I'expression des génes par RT-PCR quantitative

L’ARN total des cellules Huh7 a été extrait a I'aide du system ReliaPrep™ RNA Cell MiniPrep
(Promega #26012) et d’un kit Maxima First Strand pour RT-qPCR (Thermo Scientific™ #K1642)
pour transcrire ’ARN en ADN complémentaire selon les instructions du fabricant. Le mix iTaq
Universal Probes Supermix (Bio-Rad #1725131) a été utilisé pour amplifier I’ADN
complémentaire. L'expression de I'’ARNm cible a été calculée a I'aide de la méthode 2
AACT normalisée par I'expression de la GAPDH. Les amorces et les sondes TagMan® pour
détecter les ARNm GAPDH et CXCL10 ont été commandées chez Thermo Scientific™
(TagMan® Gene Expression Assays).

Analyse de la traduction en utilisant un rapporteur luciferase

Pour les analyses de traduction médiée par les IRES, les cellules Huh7 traitées avec des siARN
ont été transfectées avec des plasmides pRF (IRES viraux ou cellulaires) contenant les
rapporteurs luciférase Firefly et Renilla en utilisant le réactif ViaFect™ selon les instructions du
fabricant. La traduction de la Firefly est IRES-dépendante alors que la traduction Renilla est
coiffe-dépendante. Deux jours apres la transfection, les cellules ont été lysées et les activités
luciferase ont été mesurées avec 'essai Dual-Luciferase en utilisant un Berthold (Mithras
LB940) ou un PHERAstar® (BMG Labtech) comme luminometres.

Polarisation des macrophages in vitro et identification des populations

Polarisation des macrophages in vitro

Les cellules THP-1 ont été cultivées et polarisées selon le protocole optimisé décrit par (Genin
et al., 2015). Les monocytes THP-1 ont été ensemencés a 500 000 cellules/puits dans des
plaques 6 puits et ont été différenciés en macrophages MO avec 200 ng/mL de phorbol 12-
myristate 13-acétate (PMA) pendant 48 heures. Les macrophages MO ont été polarisés en
macrophages de type M1 par incubation de 20 ng/ml d’IFN-y et 100 ng/mL de LPS pendant 24
heures, ou polarisés en macrophages de type M2 par incubation de 20 ng/mL d’IL-4 et 20
ng/mL d’IL-13 pendant 24 heures.
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Pour I'essai de polarisation in vitro avec les surnageants des cellules HSC-3 ou Huh7, les
macrophages MO ont été polarisés avec un milieu conditionné basé sur le protocole décrit par
(Dan et al., 2020). Les cellules HSC-3 ou Huh7 ont été transfectées avec des siARN, trois jours
plus tard les surnageants ont été récupérés et filtrés (Steriflip ; Millipore) puis ajoutés sur les
macrophages MO pendant 24 heures.

Analyse des marqueurs de surface cellulaire par cytométrie en flux
Les cellules THP-1 et les macrophages ont été lavés dans du PBS, récoltés aprés traitement a
I’Accutase® (Corning #25-08-Cl) et centrifugés 5 min a 1 500 rpm. Les culots cellulaires ont été
resuspendus dans du tampon de FACS (PBS complété par 2 mM d’EDTA et 0,5% de BSA), les
cellules ont été marquées avec les anticorps appropriés pendant 15 min a température
ambiante. Les cellules ont également été incubées avec I'isotype controle correspondant a
chaque anticorps. Apres incubation, du PBS a été ajouté et la suspension a été centrifugée 5
min a 1500 rpm. Aprés deux lavages dans du PBS, les cellules ont été incubées avec le
marqueur de viabilité Dyes Zombie Yellow™ ou Zombie Green™ pendant 15 min a
température ambiante dans du PBS pour discriminer la population vivante de la population
de cellules mortes. Aprés incubation, du PBS a été ajouté et la suspension centrifugée 5 min a
1500 rpm. Deux lavages successifs dans du PBS ont été exécutés, puis les cellules ont été fixées
avec 4% de paraformaldéhyde (PFA ; Electron Microscopy Sciences #15714-5). Apres
incubation, du PBS a été ajouté et une derniére centrifugation de 5 min a 1500 rpm a été
effectuée avant de resuspendre les cellules dans du tampon de FACS. Des monomarquages
sur des billes macs Comp Beads kit anti-REA (Miltenyi #130-104-693) ont été utilisés comme
contréles, ainsi que pour calculer la matrice de compensation. Le marquage des cellules a été
analysé avec un cytometre en flux, MACSQuant Analyzer X (Miltenyi), les pourcentages des
cellules positives et I'intensité moyenne de fluorescence (FMI) ont été déterminés en utilisant
les logiciels FlowJo™ (version 10.7 ; BD Biosciences) et FlowLogic™ (version 8.1; logiciel Inivai).

Analyse de la sécrétion de cytokines avec un test de billes multiplexées

Les surnageants de culture cellulaire ont été prélevés apres 24 ou 48 heures de polarisation
induite soit par I'ajout du milieu conditionné provenant des cellules HSC-3 ou Huh7, soit par
I’ajout de LPS/IFN-y pour les macrophages de type M1 ou d’IL-4/IL-13 pour les macrophages
de type M2. L’analyse simultanée des cytokines IFN-a, IFN-y, CCL3, CXCL10, IL-1B, IL-6, IL-10
et IL-12p70 a été effectuée avec un test de billes multiplexées MultiCyt® Qbeads® PlexScreen
Secreted Protein Assay (10 protéines testées, fabrication a facon ; Sartorius) selon les
instructions du fabricant dans un cytometre en flux, iQue® (Intellicyt®). La concentration des
cytokines a été calculée a I'aide de la courbe standard acquise dans chaque échantillon.

Analyses statistiques

Pour les essais de traduction IRES-dépendante, les analyses statistiques ont été effectuées a
I'aide d’un test Mann-Whitney non apparié. Pour I'analyse de I'expression de CXCL10,
I’analyse statistique a été effectuée a I'aide d’un test ANOVA a une voie Kruskal-Wallis. Pour
les expériences de cytométrie, les analyses statistiques ont été effectuées a I'aide d’un test
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Mann-Whitney non apparié et d’un test ANOVA a une voie Kruskal-Wallis. Pour I'analyse de la
viabilité des cellules par PrestoBlue, une analyse statistique a été effectuée a I'aide d’un test
ANOVA a une voie. Pour les essais de prolifération cellulaire MTT, les analyses statistiques ont
été effectuées a I'aide d’un test ANOVA a une voie Kruskal-Wallis. Les valeurs P correspondent
a:%<0,05;**<0,01;*** <0,001; **** <0,0001 ; ns signifie « non significatif ».
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Résultats

PARTIE I. Role de RACK1 dans la traduction IRES-dépendante virale et cellulaire

I. Latraduction IRES-dépendante des ARN viraux et cellulaires est médiée par
I’expression de RACK1.

En utilisant comme modele de traduction IRES-dépendante, les virus de I’hépatite C
humaine (VHC) et le virus de paralysie du cricket (CrPV) dont les IRES appartiennent au type
I, le laboratoire a identifié¢ RACK1 comme un facteur clé impliqué dans la traduction virale
médiée par les IRES (Majzoub et al., 2014). En montrant que RACK1 régule la traduction de
deux virus différents, nous avons émis I’hypotheése que RACK1 pourrait étre impliquée dans
un mécanisme général de traduction virale médiée par les IRES. De plus, des IRES ont été
trouvés dans différents ARN cellulaires comme p53, MYC, c-Src (Yang et al., 2006; Chappell et
al., 2000; Allam and Ali, 2010) et permettent le maintien de la traduction des ARNm en
réponse a divers stress, y compris les dommages a I’ADN, la privation d’acides aminés,
I’hypoxie ou le stress au réticulum endoplasmique. Compte tenu du réle de RACK1 dans la
réponse au stress, nous avons émis |I’"hypothése que RACK1 pouvait jouer un réle dans la
régulation de la traduction IRES-dépendante d’ARNm cellulaires. Pour cela, nous avons utilisé
un modele de traduction in vitro dans des cellules Huh7. Dans notre modeéle, nous avons
utilisé un plasmide bicistronic luciferase dans lequel la traduction de la luciférase Firefly est
sous le contréle de différents IRES viraux ou cellulaires et normalisée par le
rapporteur Renilla dont la traduction est coiffe-dépendante (Figure 26A). Nous avons observé
une diminution significative de tous les IRES cellulaires (CAT-1, Apaf-1, c-myc, BiP, VCIP) et des
IRES viraux (EMCV, FMDV, PV, VHC et HRV) apres le silencing de RACK1 par rapport au silencing
controle (Figure 26B). Dans le controle pRF, apres silencing de RACK1 la traduction est
légerement diminuée de maniere significative. Nous avions observé une variabilité entre les
mesures, expliquant la différence entre les conditions siCTRL et siRACK1 pour pRF mais avec
une valeur-p de 0,02 alors que dans les autres IRES la valeur-p était inférieure a 0,0001. La
baisse d’expression de RACK1 a été confirmée par western blot (Figure 26D). Dans les cellules
Huh7 exprimant RACK1 résistant au siARN, il n’y avait pas de différence translationnelle entre
les conditions siCTRL et siRACK1, a I'exception d’une faible diminution de la traduction médiée
par les IRES VCIP et FMDV (Figure 26C). Nous avons vérifié que RACK1 était bien exprimée
dans les cellules résistantes au siRACK1 pendant le silencing par western blot (Figure 26E). Ces
résultats ont confirmé que la diminution de traduction IRES-dépendante observée dans les
cellules Huh7 était due a la baisse d’expression de RACK1. Nous avons conclu que RACK1 est
impliquée dans la traduction IRES-dépendante cellulaire et virale pour CAT-1, Apaf-1, BiP,
EMCV, PV, VHC et HRV et peut constituer une cible thérapeutique intéressante pour agir sur
un large spectre de cibles virales et cellulaires.
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Figure 26. RACK1 régule la traduction IRES-dépendante d’ARN viraux et cellulaires.

(A) Représentation schématique des rapporteurs bicistroniques contenant les différents IRES
cellulaires (CAT-1, Apaf-1, c-myc, BiP, VCIP) et viraux (EMCV, FMDV, PV, VHC, HRV). La traduction
du gene rapporteur de la Firefly est IRES-dépendante alors que la traduction de la Renilla est
coiffe-dépendante. (B-C) Les activités luciférase de la Renilla et la Firefly ont été mesurées a
I"aide de I'essai Dual-Luciferase Reporter (Promega). Les rapporteurs bicistroniques d’ADN ont
été transfectés dans les cellules Huh7 (B) ou Huh7 exprimant RACK1 résistant aux siARN (C) apres
transfection d’un siCTRL ou siRACK1. Les valeurs représentent la moyenne * SD normalisée par
le controle de trois réplicats indépendants issus de trois expériences (n=3). (D-E) Western blot
évaluant I’expression de la protéine RACK1 dans les cellules Huh7 (D) ou dans la lignée cellulaire
Huh7 résistante aux siARN (E). Les valeurs représentent I'expression de RACK1 apres
normalisation a la B-actine. La significativité statistique a été déterminée par le test Mann-
whitney non-apparié. Les valeurs P correspondent a : *,< 0,05 ; **,< 0,01 ; ***, < 0,001 ; ****,

< 0,0001 ; ns signifie « non significatif ».
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Il. Découplage de la fonction ribosomique et de signalisation : construction
d’un mutant RACK1 pour étudier I'interaction de RACK1 au ribosome

Afin de valider l'intérét de la protéine RACK1 comme cible thérapeutique antivirale a
large spectre, nous avons besoin de mieux comprendre son réle dans la traduction IRES-
dépendante. En effet, en plus de son réle ribosomique dans l'initiation de la traduction, RACK1
possede des motifs WD, lui permettant d’interagir avec de nombreuses molécules impliquées
dans différentes voies de signalisation cellulaire (Rodriguez et al., 1999). Son activité est donc
critique pour de nombreuses fonctions fondamentales telles que le développement méiotique
(McLeod et al., 2000), le systeme nerveux central (Angenstein et al., 2002), le cycle circadien
(Robles et al., 2010), la croissance (Lopez-Bergami et al., 2005) et la migration cellulaire (Kiely
et al., 2009). Découpler le réle ribosomique de RACK1 de son role dans la signalisation
permettrait de définir une stratégie sire et efficace de ciblage de la fonction ribosomique tout
en préservant les autres fonctions cellulaires. Afin d’évaluer la faisabilité d’une telle approche
et d’étudier spécifiquement le role de RACK1 au niveau ribosomique, nous avons développé
deux stratégies basées sur des modeles génétiques cellulaires : 'une en CRISPR et I'autre en
utilisant un modéle de surexpression.

A. Stratégie de knock-in sur la protéine RACK1 endogene par la technique du
CRISPR/Cas9

1. Stratégie

Pour caractériser précisément le réle de RACK1 dans la traduction IRES-dépendante,
nous avons projeté de créer un mutant RACK1 empéchant l'interaction au ribosome. Il a été
décrit chez la levure Saccharomyces cerevisiae ainsi que dans des cellules de mammiféres que
le double mutant RACK1R36PK38E empéche la liaison de RACK1 au ribosome et induit une
diminution de la synthese des protéines globales (Kim et al., 2017). Nous avons utilisé la
technologie du CRISPR/Cas9 pour introduire des mutations ponctuelles R36D et K38E dans les
cellules Huh7 (Figure 27). Notre objectif était de créer des cellules contenant I'un ou |'autre
point de mutation et le double mutant puis d’analyser les phénotypes. L’analyse de I’ADN
génomique de RACK1 montre que les deux cibles sont séparées par un intron de 1,3 kb, nous
avons donc décidé d’utiliser des guides ciblant soit la région R36, soit la région K38. Apres
avoir vérifié la séquence de I’ADN génomique de RACK1 par PCR et séquencage (données non
montrées) ; nous avons utilisé des outils bio-informatiques pour concevoir différents guides
(cripor.tefor.net ; chopchop.cbu.uib.no). Ces outils prédisaient I'efficacité de clivage et le
score off-target de chaque guide. Parmi les quelques ségquences proposées, nous avons
sélectionné sept guides R36 et six guides K38 coupant a une vingtaine de paires de base de la
mutation (Tableau 1). Le site de clivage doit étre proche de la cible pour permettre I'insertion
des mutations par recombinaison homologue (HDR) avec une matrice d’ADN. Aprés avoir
sélectionné les deux guides ayant la meilleure efficacité de clivage, nous avons introduit les
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deux points de mutation par recombinaison homologue en utilisant deux donneurs
d’oligodéoxynucléotides (ssODN) comme matrice.

Cas9 Cas9

Cible ADN NENNAY Cible ADN NNARET]
—\_}»&')—LLLLU ﬁ/ﬁ)'ww

K38
ADN__ Intron 1 T
l -+
CDB CDB
v~ NN L2
' W K38E ¥
A% | Y £k, ] %
matrice [ ENE ] C— 11N
PAM mutée Mutations silencieuses

R36D l HDR  g3ge

Figure 27. Stratégie de knock-in utilisant la technique CRISPR/Cas9 pour introduire les deux
points de mutations R36D et K38E.

L’arginine 36 et la lysine 38 sont séparées par un intron de 1,3 kb dans la séquence d’ADN
génomique ; séquentiellement deux guides différents ont été utilisés, I'un ciblant la région R36
et 'autre ciblant la région K38. Apres cassure double brin (CDB) de I’ADN, deux donneurs
d’oligodéoxynucléotides ont introduit les mutations par recombinaison homologue (HDR).

. . Distance au site Score Nombre de off-  Score MIT
Guide Séquence PAM . : .
de clivage cible d’efficacité target spec
R36g 6 TACGGACTAAGGTAGATITC AGG + 24 sens 37 53 83
R36g_8 GCCTCTCGAGGTACGGACTA AGG + 13 antisens 49 9 99
R3bg 9 CGCTACTACCCCGCAGTTCC CaG - 25sens 41 48 86
R36g_24 TTAGTCCGTACCTCGAGAGG AGG - 9antisens 67 25 96
R36g_27 ACCTTAGTCCGTACCTICGAG (GG - 4 antisens 64 9 99
R36g_34 ATGATCCTCTCCGCCTCTCG AGG +1sens 59 57 91
R36g_39 CCTCTCCGCCTCTCGAGGTA CGG + bsens 49 61 93
K38g_1 TAGATAAGACCATCATCATG TGG + 14 sens 65 360 72
K38g 4 CATCATGTGGAAACTGACCA GGG + 27 sens 78 211 71
K38g 6 TCATCATGTGGAAACTGACC AGG + 265sens 57 256 70
K38g_22 ATGATGGTCTTATCTAAAGG AGG - 13 antisens 67 122 78
K38g_25 ATGATGATGGTCTTATCTAA TGG - 8 antisens 48 161 77
K38g_78 ACCAGGGATGAGACCAACTA TGG +43 sens 60 111 85

Tableau 1. Séquences des guides ciblant les régions R36 ou K38 utilisés dans la stratégie de
knock-in par CRISPR.

Différents guides ont été concus avec les outils CRISPOR et CHOPCHOP (crispor.tefor.net ;
chopchop.cbu.uib.no). Le score d’efficacité est prédit a I'aide de la version « Azimuth » basée
sur les données produites par (Doench et al., 2016) et recommandé pour les guides exprimés
dans les cellules utilisant un promoteur U6 ; plus le score d’efficacité est élevé, plus la prédiction
de clivage est fiable. Le nombre off-target représente le nombre de cibles dans le génome sur
lesquels peuvent s’apparier un guide en considérant jusqu’a quatre mésappariements. Le score
de non-spécificité du MIT mesure I'unicité d’un guide dans le génome ; plus le score de spécificité
est élevé, plus les effets off-target sont faibles.
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2. Optimisation des méthodes de transfection

Afin de tester les différents guides, nous avons au préalable établi un protocole pour
introduire la Cas9 et le guide CRISPR dans les cellules Huh7 qui ne sont pas facilement
transfectables. Nous avons testé différentes méthodes transitoires de transfection
(électroporation ou lipofection) avec un plasmide qui exprime la protéine GFP pour suivre
I'efficacité de transfection. Nous avons analysé I'expression de la GFP par cytométrie en flux
trois jours aprés la transfection. Nous avons comparé deux techniques d’électroporation :
I’électroporation « classique » et la nucléofection. L’électroporation est une méthode de
transfection physique qui applique un champ électrique aux cellules afin d’augmenter la
perméabilité de la membrane cellulaire permettant l'introduction de petites molécules
(plasmides, siARN, anticorps). La nucléofection est une méthode de transfection basée sur
I’électroporation qui utilise une combinaison de parameétres électriques, générés par un
dispositif appelé Nucleofector™ avec des solutions spécifiques a chaque type cellulaire et
permet le transfert d’'une molécule directement dans le noyau des cellules. Nous avons
observé 29% d’expression de la GFP avec la nucléofection alors que les cellules nont pas
survécu a I'électroporation (Figure 28A).Ces résultats s’expliquent par le fait que
I’électroporation est hautement toxique en raison des voltages élevés requis pour la
transfection et induit une perte de viabilité cellulaire. En revanche, la nucléofection a été
décrite comme étant une transfection tres efficace dans les lignées cellulaires qui ont
traditionnellement été décrites comme difficiles a transfecter par électroporation ainsi
gu’avec d’autres méthodes non virales de transfection (Maasho et al., 2004).

Parallelement, nous avons évalué I'efficacité de différents réactifs de transfection et
avons réussi a augmenter le niveau d’expression de la GFP jusqu’a 96% avec le réactif ViaFect™
(Figure 28B, ratio 6:1). Dans cette condition, seules 41% des cellules ont survécu apres la
transfection (Figure 28C, ratio 6:1). Nous avons ajusté le ratio entre les quantités de réactif et
d’ADN et avons conclu que le ratio 3:1 pour le réactif ViaFect™ donnait la meilleure efficacité
de transfection en comparant I'expression de la GFP (73,8%) et la toxicité (33,4%) (Figure
28D). Nos résultats ont montré que le ratio 3:1 du réactif ViaFect™ est 2,5 fois plus efficace
gue la nucléofection (74% versus 29%). Nous avons donc utilisé le réactif ViaFect™ pour
transfecter les guides avec les ssODN pour ainsi créer la lignée cellulaire contenant le mutant
DE.
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Figure 28. Optimisation de la transfection d’ADN dans les cellules Huh7.

Les cellules Huh7 ont été transfectées avec un plasmide exprimant la GFP. Différentes méthodes
de transfection transitoires ont été comparées : électroperméabilisation par électroporation ou
nucléofection (A), agents de transfection avec la Lipofectamine®, le FuGene® ou le ViaFect® (B).
Différents ratio réactif:ADN ont été testés. Le pourcentage d’expression de la GFP (B) et la
viabilité cellulaire (C) ont été mesurés par analyse de cytométrie en flux. (D) Le rapport entre le
pourcentage d’expression de la GFP et la toxicité (1 — viabilité) a permis de définir I'efficacité de
transfection. Les valeurs représentent la moyenne de trois réplicats indépendants issus d’'une
expérience (n=1).

3. Clonage des guides et conception des matrices contenant les mutations

Pour cibler les deux régions d’intérét, nous avons cloné six guides et cing guides ciblant
respectivement les régions R36 et K38. Nous avons co-transfecté chaque guide avec un
plasmide exprimant la protéine Cas9 pour créer des cassures double brin. Les mécanismes de
réparation cellulaire ont créé des insertions ou des suppressions. Puis nous avons extrait ’ADN
et amplifié les deux régions d’intérét par PCR, aprés dénaturation et ré-hybridation, les
mésappariements créés ont été reconnus et coupés par I'enzyme T7 endonucléase | pour
produire deux bandes clivées. L'efficacité de clivage de chaque guide a été déterminée en
calculant le rapport entre les bandes clivées et la bande parentale. Nous avons analysé
I'efficacité du clivage de chaque guide pour sélectionner le meilleur (Figures 29A et
29B). L'efficacité de clivage de cinqg des guides était trop faible pour étre détectée (R36_g8,
R36_g9, R36_g27, K38 g4 et K38 g22). Les deux guides R36_gb6 et K38 g1 ont montré la
meilleure efficacité de clivage avec respectivement 5,6% et 38% et ont été utilisés pour
produire les lignées cellulaires mutantes de RACK1.

Les guides sélectionnés ont été clonés dans deux plasmides : I'un exprimant la protéine Cas9
ainsi que la protéine neonGreen, un analogue de la GFP, et un autre contenant une résistance
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a la puromycine pour sélectionner les cellules transformées. Nous avons comparé |'efficacité
de clivage des deux guides sélectionnés (R36_gb et K38 g1) clonés dans les deux plasmides
apres sélection a la puromycine ou tri cellulaire basé sur I’expression de la neonGreen (Figure
29C). Nous avons observé une meilleure efficacité de clivage des guides provenant du
plasmide exprimant la résistance antibiotique, 32% et 30% avec le plasmide puromycine
comparé a 3% et 7% avec le plasmide neonGreen pour R36_gb et K38 gl
respectivement. Nous avons utilisé uniquement les guides provenant des plasmides
exprimant une résistance a la puromycine pour introduire les deux points de mutations.

A R36 g6 R36 88 R36 g9 R36_g27 R36_g34 R36 g39
Détection enzyme  + SR TR TR SR T U
Bandes parentales >
Bandes clivées
Efficacité (%) 5,6 "] 0 o 11,8 43
B C
K38 g1 K38 g4 K38 g22 K38 g25 K38 g78 R36 p R36.n K38 p K3&n
Détectionenzyme + - + - + - + - + - Détectionenzyme - + - + - + -+
— Bandes parentales = S e——
Bandes parentales = | w_ e— — ——(——
Bandes clivées . Bandes clivées
Efficacité (%) 32 3 30 7
Efficacité (%) 38 0 0 6,7 i

Figure 29. Evaluation de I’efficacité de clivage des guides.
(A-B) Les cellules Huh7 ont été transfectées avec des guides ciblant les régions R36 (g6, g8, g9,
g27, g34, g39) (A) et K38 (g1, g4, g25, g78) (B). Les tailles des bandes clivées attendues pour la
région R36 sont: 207 et 329 pb (gb) ; 196 et 340 pb (g8) ; 159 et 377 pb (g9) ; 186 et 350 pb
(g27) ; 184 et 352 pb (g34) ; 188 et 348 pb (g39). Les tailles des bandes clivées attendues pour la
région K38 sont : 145 et 281 pb (g1); 158 et 268 pb (g4) ; 122 et 304 pb (g22) ; 126 et 300 pb
(g25) ; 169 et 257 pb (g78). (C) Les cellules Huh7 ont été transfectées avec les guides R36_g6 ou
K38 g1 clonés dans des plasmides résistants a la puromycine (R36_p ou K38 p) ou exprimant la
protéine neonGreen (R36_n ou K38 n). L'efficacité de clivage apres sélection a la puromycine
ou apres tri des cellules exprimant la neonGreen a été analysée. Le clivage génomique a été
observé avec le kit GeneArt® et analysé sur un Bioanalyzer®. Les bandes clivées ont été
guantifiées et le pourcentage d’efficacité a été calculé comme suit :

Yintensités des bandes clivées

efficacité de clivage = 1- (1- 172

Yintensités des bandes clivées et parentales
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Nous avons ensuite dessiné des oligodéoxynucléotides simple brin (ssODN) servant de
matrice pour introduire les mutations ponctuelles R36D et K38E par recombinaison
homologue (Tableau 2). Le ssODN R36D contient la mutation R36D (CGA = GAC), un site de
restriction EcoRV et la PAM mutée. Nous avons muté la séquence PAM pour empécher la Cas9
de couper les brins contenant la mutation R36D. Un site de restriction a été introduit pour
identifier les clones contenant la mutation par digestion enzymatique. Trois ssODN différents
contenant un site de restriction Nhel ont été dessinés pour la mutation de K38E (AAG > GAA).
Dans le cas des matrices K38E, nous n’avons pas été en mesure de muter la séquence PAM car
nous ne pouvons pas modifier de facon silencieuse le codon correspondant a un tryptophane
dans la séquence de RACK1 ; nous avons alors choisi d’introduire des mutations silencieuses
dans les ssODN K38E1 et K38E2 afin d’empécher I’hybridation entre le guide et la séquence
RACK1 mutée.

ssODN Séquence

R36D cctctGACggtacggactaaggtagatAtcagAaccecg
K38EOD cttctgtGCtaGetectttagatGaAaccatcatcatgtggaaact
K38E1 cttctgtGCtaGetecttcgtaCGaAaccatAatcatgtggaaact
K38E2 cttctgtGCtaGcetectttagaCGaAacAatcatAatgiggaaact

Tableau 2. Séquences des ssODN permettant d’introduire les mutations R36D et K38E utilisées
dans la stratégie de knock-in par CRISPR.

Les nucléotides mutés sont en gras, les mutations R36D et K38E sont en rouge, les sites de
restriction EcoRV et Nhel en vert et en bleu respectivement, et la séquence PAM en violet. Les
ssODN sont représentés sans leurs bras d’homologie.

4. Création des lignées cellulaires mutantes

Afin de créer les lignées cellulaires mutantes R36D et K38E avec les guides sélectionnés
et les matrices dessinées, nous avons utilisé deux méthodes différentes de
transfection/transduction. En effet, le plasmide résistant a la puromycine dans lequel nous
avons cloné les différents guides et qui avait été sélectionné précédemment, est un plasmide
lentivirus. Ce plasmide nous offrait I'opportunité soit de transfecter les guides de fagon
transitoire avec le réactif ViaFect™, soit de produire des lentivirus et de transduire les guides
de fagon stable. Nous avons utilisé parallelement ces deux techniques puis comparé
I’efficacité de clivage des guides (Figure 30). Nous avons co-transfecté le plasmide contenant
les guides avec un plasmide exprimant la protéine Cas9 et les matrices d’ADN ssODN. En
paralléle, nous avons transduit le lentivirus contenant les guides dans des cellules Huh7
exprimant de facon stable la protéine Cas9, et 24 heures plus tard nous avons transfecté les
matrices ssODN avec le réactif ViaFect™. Nous avons analysé I'efficacité de clivage des guides
apres sélection a la puromycine et observé une meilleure efficacité de clivage dans les
échantillons qui ont été transduits avec les lentivirus : 49% comparativement a 20% avec le
réactif ViaFect™ pour le guide R36_gb6 (Figure 30A) et de la méme maniere 37% versus 5%,
40% versus 6% et 35% versus 12% pour le guide K38 g1 transfecté respectivement avec les
ssODN K38EO, K38E1 et K38E2 (Figure 30B). Ces résultats indiquent qu’il y a plus de chance de
trouver des mutants obtenus par recombinaison homologue dans les pools de cellules qui ont
été transduits avec les guides lentivirus.
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Figure 30. Evaluation de I'efficacité de clivage des guides dans les pools de mutants R36D et
K38E.

(A-B) Les cellules Huh7 ont été transfectées avec des guides R36_g6 (A) ou K38 g1 (B) provenant
des plasmides résistants a la puromycine a I'aide du réactif ViaFect (VF) ou de lentivirus (L), et
co-transfectées avec des ssODN (R36D, K38EQ, K38E1 et K38E2). Les tailles des bandes clivées
attendues pour les guides R36_g6 et K38 g1 sont respectivement de 207 et 329 pb, et 145 et
281 pb. Le clivage génomique a été observé avec le kit GeneArt® et analysé sur un Bioanalyzer®.

Les bandes clivées ont été quantifiées et le pourcentage d’efficacité a été calculé comme suit :
Yintensités des bandes clivées )1/2

efficacité de clivage = 1- (1-
& ( Yintensités des bandes clivées et parentales

Nous avons voulu identifier les mutants dans les pools de cellules par PCR a I'aide de
paires d’amorces qui amplifient spécifiquement I’ADN sauvage (WT) ou ’ADN muté (Figure
31A). Aucun produit de PCR n’a été observé lorsque nous avons amplifié ’ADN WT avec des
amorces K38E confirmant que les amorces n’ont amplifié que I’ADN muté (Figure 31C). Nous
avons conclu que les bandes visualisées dans des pools de cellules utilisant les paires
d’amorces K38EOQ, K38E1 et K38E2 correspondent a la présence de mutants (Figure 31C). Nous
avons détecté des bandes mutantes dans le pool R36D a partir d’une transfection transitoire,
mais pas dans celui résultant de la transduction lentivirus (Figure 31B). Lorsque nous avons
amplifié I’ADN sauvage avec des amorces R36D, nous avons pu voir une bande de faible
intensité indiquant que cette paire d’amorce n’était pas complétement spécifique a I’ADN
mutant. Nous avons testé différentes paires d’amorces et en avons identifié une qui amplifie
uniquement I’ADN R36D (Figure 31F).

Parallélement, nous avons digéré I’ADN extrait des pools R36D et K38E avec les enzymes
EcoRV et Nhel respectivement (Figures 31D et 31E). Alors que la digestion est effective dans
les contréles, nous n’avons pas observé de produits digérés pour les pools de mutants,
reflétant tres probablement le fait que la proportion d’ADN muté dans les pools était trop
faible pour étre détectée.
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A : Schéma des amorces utilisées pour la détection spécifique des brins mutés et sauvages
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Figure 31. Méthodes de détection de la présence spécifique de mutants dans les pools de cellules
transfectées avec les guides et les matrices ssODN.

Les cellules Huh7 ont été co-transfectées avec des guides utilisant le réactif ViaFect (VF) pour la
transfection transitoire ou un lentivirus (L) pour la transfection stable avec les matrices ssODN R36D
(B, D) ou K38EO, K38E1, K38E2 (C, E). (A-C) L'ADN génomique des cellules lysées a été amplifié par
PCR a I'aide de paires d’amorces qui amplifient spécifiquement I’ADN WT (R36 ou K38), ou ’ADN
muté (R36D, K38EOD, K38E1 ou K38E2). Les tailles des produits de PCR amplifiés avec les amorces
R36/R36D et K38/K38E0Q/K38E1/K38E2 attendues sont respectivement de 219 et 308 pb. (D-E) En
paralléle, I’ADN génomique a été amplifié en utilisant des paires d’amorces amplifiant I’ADN WT et
muté ; les échantillons ont été digérés avec I'enzyme EcoRV (D) ou I’'enzyme Nhel (E) pour R36D et
K38E respectivement. L'ADN WT (536 pb pour R36 et 426 pb pour K38) a été utilisé comme controle
négatif ; le plasmide neonGreen (9 927 pb) et le produit ERAP1 (483 pb) ont été utilisés comme
témoins positifs pour la digestion EcoRV et Nhel respectivement. Les tailles des bandes clivées par
EcoRV et Nhel attendues sont respectivement de : 882 et 9 045 pb (neonGreen), 207 et 328 pb
(R36D) ; 114 et 369 pb (ERAP1), 115 et 311 pb (K38E). (F) L’ADN génomique des cellules Huh7 ainsi
gu’un ADN synthétique pour la mutation R36D ont été amplifiés avec un deuxiéme lot de paires
d’amorces qui amplifient spécifiguement I’ADN muté. L'ADN WT et I’ADN synthétique (179 pb) ont

été utilisés comme contréles négatif et positif respectivement. Les produits de PCR ont été analysés
sur un gel contenant 1% d’agarose.
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Pour isoler les cellules mutantes dans les pools de cellules Huh7 transfectées, nous
avons créé une lignée cellulaire mutante a partir d’une cellule unique. Nous avons sélectionné
le pool R36D résultant d’'une transfection transitoire dans laquelle nous avons observé une
efficacité de clivage de 20% du guide et détecté la mutation par amplification spécifique par
PCR; ainsi que les deux pools K38EOQ_L et K38E2_L transduits avec les lentivirus. Pour créer
une lignée cellulaire mutante a partir d’une cellule unique, nous avons utilisé I'instrument
automatisé Cytena™ qui distribue une cellule par puits. Nous avons préparé dix plaques de 96
puits pour chaque mutant et mis une cellule par puits. Nous avons optimisé les conditions de
culture cellulaire a I'aide de milieu conditionné, et apres prolifération cellulaire nous avons
dupligué les plaques. Une plaque a été congelée afin de remettre les cellules en culture
ultérieurement, tandis que pour l'autre plaque I’ADN a été extrait afin de cribler les clones par
PCR.

Pour identifier les mutants R36D ou K38E, nous avons utilisé des paires d’amorces qui
amplifient spécifiquement les ADN R36D ou K38E_O et K38E_2 respectivement. Nous avons
utilisé des ADN synthétiques R36D, K38E_0 et K38E_2 comme contrdles positifs et ’ADN
sauvage comme controle négatif pour confirmer que nous amplifions uniquement I’ADN
muté. Pour le mutant R36D, nous avons détecté 11 clones pour lesquels les produits de PCR
avaient la méme taille que le contréle positif sur les 431 clones testés. Et nous avons détecté
5 clones positifs avec les paires d’amorces amplifiant I’ADN K38E sur les 782 clones testés
(données non montrées).

Pour confirmer ces résultats et définir I’état allélique des clones, nous avons utilisé la droplet
digital™ PCR (ddPCR). Nous avons concu des sondes qui se sont hybridées de facon
compétitive avec un brin d’ADN sauvage ou un brin d’ADN muté. Ensuite, nous avons optimisé
les conditions de ddPCR en testant différentes températures d’hybridation et le nombre de
cycles de PCR (données non montrées). Nous avons vérifié la spécificité de chaque sonde en
testant des échantillons contréles ; il n’y avait que des copies WT dans I’échantillon sauvage
et seulement des copies mutantes dans les échantillons d’ADN synthétique mutant appelés
Gblocks (Figure 32). Le Gblock K38E a été congu pour permettre I'hybridation des deux
différentes sondes K38E reconnaissant ’ADN K38EO et ’ADN K38E2. 11 clones R36D et 5
clones K38E ont été analysés, pour deux d’entre eux (R36D_1_12A, R36D 3 3G), le nombre
de copies par microlitre était trop faible pour déterminer I'état allélique des clones (Figures
32A et 32B). Nous avons détecté uniquement de I’ADN sauvage pour les clones R36D_2 2B et
K38EO_3 5H, et avons conclu que ces clones n’étaient pas des mutants. Pour les clones
R36D_2 5B et R36D_3 1G, la ddPCR a montré que la mutation unique R36D a été introduite
dans la moitié des alleles avec un pourcentage respectif de 42% et 55% des copies
mutantes. Nous avons observé entre 20% et 33% de copies mutantes dans cing clones R36D
(Figure 32A) et environ 25% de copies mutées dans quatre clones K38E (Figure 32B). Ces
résultats suggérent que le nombre de copies de RACK1 dans les cellules Huh7 serait a minima
de quatre. En effet, nous avons confirmé par ddPCR la présence de quatre copies de RACK1
dans les cellules Huh7 (données non montrées). Il a été observé dans divers caryotypes que
les cellules Huh7 sont hétérogenes et que le nombre de chromosomes est variable, y compris
pour le chromosome 5 contenant le génome de RACK1 (Kasai et al., 2018). Cette observation
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Figure 32. Observation de I’état allélique des lignées R36D et K38E par analyse ddPCR.

(A-B) Les clones détectés comme positifs par PCR spécifique ont été amplifiés par ddPCR a I'aide
de paires d’amorces qui amplifient TADN WT (R36 ou K38) et 'ADN muté (R36D, K38EO ou
K38E2) pour détecter la concentration spécifique de copies WT ou mutées par microlitre. (C-D)
Deux clones R36D avec une fréquence d’alleles mutés d’environ 50% (2_5B et 3_1G) ont été
décongelés, un nouveau CRISPR a été effectué pour augmenter le pourcentage d’alleles mutés.
Les cellules ont été maintenues en culture pendant cing passages et le pourcentage de copies
mutées au cours de la culture a été déterminé par ddPCR. La fréquence des copies mutées a été
calculée par le logiciel QuantaSoft™.

Ensuite, nous avons décongelé les clones R36D_2 5B et R36D_3 1G contenant la plus
forte concentration de copies mutées et avons fait une deuxieme co-transfection transitoire
avec le plasmide puromycine exprimant le guide R36_g6, le plasmide Cas9 et le ssODN
R36D. Nous avons sélectionné les cellules résistantes a la puromycine et les avons gardées en
culture jusqu’au passage 5 pour observer si le nombre d’alléles mutés était stable au fur et a
mesure des passages. Nous avons réussi a augmenter le pourcentage de copies mutées a 99%
(Figures 32C et 32D), mais avons observé que la fréquence diminue a un alléle muté sur quatre
aprés un seul passage (R36D_2 5B P2 et R36D_3_1G_P2 comparés a R36D 5 2B P3 et
R36D_3 1G P3). Nous avons émis I’hypothése que la croissance des cellules exprimant RACK1
WT est plus rapide que celle des cellules mutées.

A ce stade, nous avons réussi a obtenir des lignées cellulaires exprimant les mutants
hétérozygotes RACK1R36P, et RACK1*3® mais aucune lignée homozygote stable pour ces
mutations. Nous nous sommes alors focalisés sur une autre stratégie pour obtenir une lignée
cellulaire exprimant le mutant RACK1R36D,K38E,

92



Résultats

B. Expression du mutant RACK1 exogene et analyse de son association au
ribosome

Dans cette deuxiéme approche, nous avons décidé d’exprimer de facon exogene la
protéine RACK1 sauvage et mutée (Figure 33). Les clonages et I'établissement des lignées
cellulaires ont été réalisés par Vincent Turon-Lagot (Thése de Vincent Turon-Lagot,
UMR_S1110, 2020). Les constructions plasmidiques codant pour ces deux protéines
contenaient des résistances au siARN ciblant RACK1. Les protéines RACK1 exogénes expriment
une étiquette Flag dans leur région C-ter permettant d’analyser spécifiquement leur
expression avec un anticorps anti-Flag par western blot. Nous avons produit une lignée
cellulaire stable exprimant en méme temps RACK1 exogene (WT ou DE) et RACK1
endogéne. Pour exprimer de facon transitoire seulement la protéine RACK1R36DK38E noys
avons transfecté les cellules avec des siARN ciblant RACK1 endogene (Figure 33). Cette lignée
nous permettait d’étre dans les mémes conditions que celles utilisées pour les analyses de
traduction IRES-dépendante ol I'expression de RACK1 est silencée (Figures 35E et 35F).

o Flag siIRACK
& ¢ ’ m ARNm RACKI"t
& \/\/\/\/\/
Transduction 7NN\
de lentivirus —_—

Puromycine

Cellules Huh7

Figure 33. Stratégie utilisée pour exprimer la protéine RACK1 exogéne contenant les mutations
R36D et K38E.
Un plasmide exprimant RACK1 WT ou mutant (RACK1 DE) qui est résistant au siRNA ciblant
RACK1 a été transduit dans les cellules Huh7. L’expression de RACK1 endogéne a été éteint par
transfection de siRACK1 pour exprimer seulement la protéine RACK1 exogéne contenant une
étiquette Flag.

Pour vérifier que le mutant empéche la liaison au ribosome, nous avons analysé le
profil des polysomes de RACK1 sauvage et mutée. Dans cette technique, les ribosomes sont
figés sur les ARNm qui sont en cours de traduction en utilisant la cycloheximide, un inhibiteur
qui bloque I'avancée des ribosomes sur les ARNm et empéche I’élongation de la traduction
(Schneider-Poetsch et al., 2010). Les différents composants du ribosome : la petite sous-unité
40S, la grande sous-unité 60S, le ribosome 80S mature et les polysomes sont séparés en
fonction de leur densité sur un gradient de sucrose et identifiés en suivant I'absorbance a
260nm. Avant d’observer si les deux points de mutation R36D et K38E empéchent la liaison au
ribosome, nous avons optimisé les conditions de profil des polysomes.
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1. Optimisations de I'analyse du profil des polysomes

Nous avons testé différentes conditions pour optimiser le profil des polysomes a partir
de la méthode décrite par (He and Green, 2013) que nous avons adaptée en testant les
pourcentages de gradient de sucrose, les méthodes de lyse, ainsi que différents traitements
pour immobiliser les ribosomes sur I’ARN.

Premiérement, les cellules Huh7 ont été prétraitées ou non avec une concentration finale de
100 pg/mL de cycloheximide pendant 10 minutes a 37°C pour immobiliser les ribosomes sur
les ARNm en cours de traduction. Les cellules ont été récoltées et lysées dans un tampon de
lyse contenant ou non de la cycloheximide puis les lysats cellulaires ont été séparés sur deux
gradients de sucrose différents (5-40% et 5-45%). Sans traitement a la cycloheximide nous
avons observé deux pics correspondant a la petite et a la grande sous-unité du ribosome
(Figures 34A et 34B, profils noirs). En comparaison, lorsque nous ajoutons de la cycloheximide,
nous avons observé un troisieme pic correspondant au ribosome mature 80S ainsi que
plusieurs pics (un a trois) correspondant aux polysomes (Figures 34A et 34B, profils rouges).
Sans traitement cycloheximide le ribosome mature a tendance a se dissocier, c’est pourquoi
le pic 80S était moins important dans les conditions sans traitement. Pour la suite des
expériences nous avons décidé de traiter les cellules avec 100 pg/mL de cycloheximide et
avons analysé les profils de polysomes sur un gradient de sucrose 5-45%. Le gradient de
sucrose 5-45% permettait d’observer plus de polysomes qu’avec le gradient 5-40 % (Figure
34B) et nous permet d’extraire I’ARN des fractions de polysomes dans le but d’analyser les
transcrits dont la traduction est régulée par RACK1.

Pour améliorer le profil des polysomes, nous avons décidé de comparer des conditions ou les
cellules sont prétraitées (PT) pendant 10 min a 37°C avec 100 pg/mL de cycloheximide avec
des cellules qui ne sont pas prétraitées (NPT). Dans ces deux conditions, les tampons de lyse
et les gradients de sucrose contenaient de la cycloheximide, et nous avons observé les mémes
profils (Figure 34C). Nous avons conclu que le prétraitement a la cycloheximide avant la lyse
cellulaire n’était pas nécessaire pour figer les ribosomes sur I’ARN. Dans ces conditions nous
avons observé qu’un seul pic de polysomes alors que nous nous attendions a voir trois pics
comparativement au profil de la Figure 34B. Nous avons émis I’hypothése que le gradient de
sucrose ne devrait pas étre de 5-45%, mais plutot de 5-40% comme dans la Figure 34A.
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Les cellules Huh7 ont été prétraitées avec ou sans 100 pg/mL de cycloheximide pendant 10 min a
37°C pour immobiliser les ribosomes sur I’ARNm. Ensuite, les cellules ont été récoltées et lysées
dans un tampon de lyse contenant de la cycloheximide. Différentes populations de polysomes ont
été fractionnées en fonction de leur taille sur un gradient de sucrose linéaire 5-40% (A) ou 5-45%

(B-E) et I'absorbance a 260 nm a été mesurée. Différentes conditions ont été comparées :

le

prétraitement a la cycloheximide (PT) ou non (NPT) (C), différentes concentrations de
cycloheximide : 100 pg/mL ou 1 mg/mL (D-E), et différentes conditions de lyse : soit les cellules ont
été centrifugées et le culot a été resuspendu dans un tampon de lyse (2 mL/g) (A-D) ou soit les
cellules ont été directement lysées dans le tampon de lyse (1 mL/plaque de Pétri 10 cm) (E).
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Pour empécher la dissociation du ribosome, nous avons augmenté la concentration de
cycloheximide jusqu’a 1 mg/mL et avons comparé deux protocoles de lyse. Dans le premier
protocole comme dans les expériences précédentes, les cellules Huh7 ont été récoltées et
centrifugées, le culot a été congelé 10 min a -80 °C et les cellules ont été resuspendues dans
un petit volume de tampon de lyse (2 mL/g = 400 pL / 1 plaque de Pétri 10 cm) (Figure 34D).
Dans le second protocole de lyse, les cellules ont été récoltées et resuspendues directement
dans un grand volume de tampon de lyse (1 mL / 1 plaque de Pétri 10 cm) tel que décrit dans
la méthode d’analyse des polysomes de (He and Green, 2013) (Figure 34E). Le deuxiéme
protocole de lyse permettait d’obtenir un meilleur profil que le premier (Figure 34E versus
Figure 34D). Lorsque nous avons augmenté la concentration de cycloheximide jusqu’a 1
mg/mL, le pic 80S était plus grand que le pic 60S (Figure 34E, profil bleu versus profil vert)
indiquant que plus la concentration de cycloheximide est importante moins le ribosome peut
se dissocier.

Ces séries d’expériences nous ont permis de trouver les conditions optimales d’analyse des
profils de polysomes, qui ont par la suite été utilisées pour caractériser I'association du mutant
RACK1 au ribosome. Les cellules sont récoltées et lysées dans 1 mL de tampon de lyse pour
une plaque de Pétri 10 cm contenant 1 mg/mL de cycloheximide sans pré-traitement
préalable, puis le lysat est déposé sur un gradient de sucrose 5-45%.

2. Analyse du profil des polysomes de RACK1 sauvage et mutée

Pour vérifier/confirmer si les mutations R36D et K38E empéchent la liaison de RACK1
au ribosome nous avons comparé le profil des polysomes des protéines RACK1 WT et RACK1
mutante. Les lignées cellulaires Huh7 exprimant RACK1 exogene WT et DE ont été transfectées
avec des siRACK1 pour éteindre I'expression de RACK1 endogene. Apres 72 heures de silencing
les cellules ont été récoltées et lysées en suivant les conditions décrites dans la Figure 34E
avec 1 mg/mL de cycloheximide, les lysats ont été chargés sur un gradient linéaire de sucrose
5-45%. Nous avons chargé la méme quantité protéique de lysat pour chaque échantillon. Dans
les cellules Huh7 exprimant RACK1 WT nous avons observé une diminution du pic 80S lors du
silencing RACK1 par rapport au silencing contréle (Figure 35B versus Figure 35A). Cette
différence pourrait s’expliquer par le fait d’avoir chargé moins de lysat en raison d’une légere
augmentation de la mortalité cellulaire lorsque RACK1 est silencée. De plus, la diminution du
pic 80S était encore plus importante dans les cellules ol le mutant était exprimé et RACK1
endogene silencée (Figure 35D).

Pour étudier si ce défaut de nombre de ribosomes matures était d( a une différence dans le
recrutement de RACK1 a la petite sous-unité, nous avons analysé par western blot la
distribution de la protéine RACK1 dans les différentes fractions ribosomiques. Nous avons
chargé le méme volume d’échantillon pour chaque fraction et utilisé deux anticorps pour
détecter d’'un cOté seulement la protéine exogene avec un anticorps anti-Flag, et de I'autre
coté un anticorps anti-RACK1 qui détecte I'expression totale de RACK1 (a la fois I'endogéne et
I’exogene). Nous avons vérifié que le silencing de RACK1 fonctionnait en analysant I’expression
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de RACK1 dans la lignée cellulaire Huh7 ou nous avons observé une diminution de 90%
d’expression aprés 72 heures de transfection siRACK1 (Figure 35E). Dans les cellules Huh7
exprimant RACK1 WT ou DE, il y a une diminution de 30% de I'expression totale de RACK1
(Figure 35E). Lorsque nous avons utilisé I'anticorps anti-Flag, nous n’avons détecté aucune
bande protéique dans le lysat des cellules Huh7 prouvant que I'anticorps était bien spécifique
a la protéine RACK1 exogene (Figure 35F). De plus, nous avons observé cing fois plus de
protéines exogeénes que ce soit dans la lignée cellulaire mutante ou WT apres le silencing de
RACK1 comparé au controle, nous indiquant qu’en plus d’étre résistant au siRACK1, RACK1
exogene est surexprimée dans les cellules silencées (Figure 35F).

Dans la lignée cellulaire ou les protéines RACK1 WT endogéne et exogéne ont été exprimées,
nous avons détecté la forme libre de RACK1 dans les fractions 1 a 3 et aussi la forme associée
au ribosome dans les fractions 4 a 12 sauf pour la fraction 11 (Figure 35A). En paralléle, nous
avons détecté la distribution de la protéine ribosomique RPS14 dans les différentes fractions
pour vérifier que I'absence de RACK1 endogene et exogéne dans la fraction 11 était
directement liée a une perte d’échantillon (Figure 35A). Nous n’avons plus observé la forme
libre de RACK1 lorsque I'expression de RACK1 endogene est éteinte (Figure 35B, fractions 1 a
3) suggérant que lors du silencing de RACK1, la protéine sauvage exogene est
préférentiellement recrutée au ribosome.

Pour la lignée cellulaire mutante, nous nous attendions a voir une diminution du recrutement
de RACK1 dans les fractions 40S, 80S et les polysomes ainsi qu’une augmentation de la
proportion de la forme libre. Ceci a été confirmé car nous avons observé plus de forme libre
pour la protéine RACK1 mutante que WT en comparant la distribution des protéines aprés
silencing de RACK1 (Figure 35D versus Figure 35B, fractions 1 et 2). L'augmentation de la forme
libre n’était pas liée a une quantité plus élevée de protéines dans les puits puisque nous avons
détecté la méme quantité de protéine RPS14 dans les conditions WT et mutante. Lorsque
I’expression de RACK1 endogene est éteinte nous avons observé une augmentation de la
forme libre RACK1-Flag par rapport a la condition siCTRL (Figure 35D versus Figure 35C,
fractions 1 et 2) pouvant provenir de la surexpression du mutant suite a la perte d’expression
de RACK1 endogéne, qui a aussi été observée dans les lysats cellulaires (Figure 35F). Dans la
condition ou RACK1PE est exprimée et que les cellules ont été transfectées avec un siRACK1,
avec l'anticorps anti-Flag nous avons observé un faible recrutement de RACK1-Flag dans les
fractions 40S, 60S, 80S et polysomales (Figure 35D, fractions 3 a 12) indiquant que la présence
de la double mutation DE semble inhiber le recrutement de RACK1 au ribosome. Dans cette
méme condition, avec I'anticorps anti-RACK1 (ciblant RACK1 endogéne et exogéne) nous
avons observé la présence de RACK1 au ribosome pouvant provenir de RACK1 endogéne
(Figure 35D). Le silencing de RACK1 endogéne semble ne pas étre efficace dans cette
condition. Il est possible que la quantité de protéine RACK1 endogéne qui n’a pas été éteinte
par la transfection siRACK1 soit préférentiellement recrutée au ribosome pour maintenir ses
fonctions ribosomiques. Nous avons conclu que le modele développé n’était pas adapté pour
étudier spécifiquement le role ribosomique de RACK1 dans la traduction IRES-dépendante.
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Figure 35. La double mutation R36D,K38E de RACK1

ribosome.

inhibe l'association de RACK1 au

(A-D) Les cellules Huh7 exprimant RACK1 WT ou mutée (DE) résistante au siRACK1 et apres 72h
de silencing siCTRL ou siRACK1 ont été lysées dans le tampon de lyse contenant 1 mg/mL de
cycloheximide. Les lysats cellulaires ont été séparés dans un gradient de sucrose de 5-45% et
I'absorption a 260 nm a été mesurée. La distribution des protéines ribosomiques RACK1 et
RPS14 dans les gradients a été analysée par western blot a I'aide des anticorps anti-RACK1, anti-
Flag pour détecter RACK1-Flag, et anti-RPS14. (A-B) Cellules Huh7 exprimant RACK1 WT et
transfectées avec un siCTRL (A) ou siRACK1 (B). (C-D) Cellules Huh7 exprimant RACK1 DE et
transfectées avec un siCTRL (C) ou siRACK1 (D). (E-F) Dans les lysats cellulaires les niveaux
d’expression de RACK1 ont été quantifiés par analyse western blot en utilisant I'anticorps anti-
RACK1 pour détecter RACK1 endogéne et exogene (E) ou un anticorps anti-Flag pour détecter
seulement RACK1 exogene (F). Les valeurs représentent |'expression de RACK1 apres
normalisation a la B-actine.
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Dans la premiére partie de ma thése nous avons observé que RACK1 est impliquée a la
fois dans la traduction IRES-dépendante d’un large spectre d’ARN viraux et cellulaires ce qui
pourrait en faire une cible de choix pour le développement d’antiviraux a spectre large. Pour
comprendre le role de RACK1 dans la traduction IRES-dépendante nous avions besoin de cibler
spécifiguement le réle ribosomique de RACK1 indépendamment de ses autres fonctions dans
la cellule. Afin d’établir le mutant RACK1R36PK38E décrit comme empéchant la liaison de RACK1
au ribosome (Kim et al., 2017), nous souhaitions introduire ces deux points de mutation dans
une lignée Huh7 dérivée d’hépatocarcinomes humains. Dans une premiere stratégie nous
avons utilisé la technologie du CRISPR/Cas9 pour introduire par knock-in les simples mutations
R36D et K38E pour ensuite produire la double mutation de facon séquentielle. Avec cette
technologie nous avons généré des lignées cellulaires issues d’un clone unique contenant les
simples mutations. L’analyse de la fréquence allélique de la mutation par ddPCR nous a permis
d’identifier 6 et 4 clones hétérozygotes pour les mutations RACK1R3D et RACK1K38E
respectivement.

Dans une seconde stratégie nous avons exprimé de facon exogene le mutant DE contenant
des résistances au siARN ciblant RACK1 et avons éteint de facon transitoire I'expression de
RACK1 endogene par transfection siRACK1. Nous avons caractérisé le recrutement de la
protéine RACK1 au ribosome par analyse des profils de polysomes. Avec cette technique, en
condition de silencing de RACK1 endogene et de surexpression du mutant DE, nous avons
observé que la protéine RACK1PE n’était plus recrutée au ribosome mais que dans notre
modele, le knock-down de RACK1 endogéne ne semblait pas étre efficace.

En conclusion, ce modéle ne nous permettait pas d’étudier de fagon spécifique la fonction
ribosomique de RACK1 dans la traduction IRES-dépendante afin de comprendre le réle de de
RACK1 dans les maladies IRES-dépendantes. Il serait intéressant par criblage d’'une banque de
petites molécules d’identifier un inhibiteur de I'interaction entre RACK1 et le ribosome.
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PARTIE Il. R6le de RACK1 dans le microenvironnement tumoral

I.  RACK1 régule I'expression de la cytokine pro-inflammatoire CXCL10

Un autre aspect des études de mon laboratoire porte sur le développement du
carcinome hépatocellulaire (CHC) notamment suite a des infections virales comme le VHC.
RACK1 est fortement exprimée dans le CHC ou elle contribue a la tumorigenése (Ruan et al.,
2012). Il avait été identifié au laboratoire que RACK1 régule I'expression de chimiokines
comme le chimioattractant CXCL10 dont le niveau d’expression est un facteur de pronostique
pour la survie globale chez les patients atteints d’un CHC (Li et al., 2017). Pour étudier
I'implication de RACK1 dans I’expression de CXCL10 dans le CHC, nous avons utilisé un modele
cellulaire Huh7 dérivé d’hépatocarcinomes humains ou I'expression de RACK1 est éteinte de
facon transitoire avec un siARN ciblant RACK1. Nous avons testé différents temps aprées la
transfection du siRACK1, et avons observé 88% de baisse d’expression de RACK1 apres 72
heures et 96 heures de silencing par rapport aux conditions Mock ou siCTRL (Figure 36A). A 72
heures, nous avons analysé I'expression de CXCL10 et avons observé 20 fois plus d’expression
du transcrit CXCL10 dans la condition ol RACK1 est silencée par rapport aux controles (Figure
36B). Comme RACK1 peut agir a la fois dans la transduction du signal et dans le contréle
traductionnel des ARNm, nous avons analysé la stabilité de 'ARNm CXCL10 lorsque
I’expression de RACK1 est éteinte. Apres 48 heures de transfection siARN, nous avons analysé
la cinétique de dégradation de 'ARNm CXCL10 a O, 2, 4, 8 et 24 heures en présence ou en
absence d’un traitement a I'actinomycine-D, un antibiotique qui bloque I'activité de la
polymérase et la synthése de nouveaux ARNm CXCL10. Comme prédit, sans actinomycine-D,
I’expression de I’ARNm CXCL10 est stable dans les conditions Mock et siCTRL, au contraire,
nous avons observé 5 fois plus de transcrits aprés 72 heures de silencing de RACK1 (Figure
36C, symboles solides). Lorsque la transcription est bloquée par I'actinomycine-D, nous avons
observé que la cinétique de dégradation de I’ARN est la méme dans les conditions Mock,
SiCTRL et siRACK1 avec une diminution de 80% de I'expression de I’ARNm CXCL10 apres 24
heures de traitement par rapport au temps zéro (Figure 36C, symboles vides). Parallelement,
nous avons vérifié le silencing de RACK1 apres 48 et 72 heures de transfection correspondant
au début et a la fin de la cinétique (Figure 36D). Ces résultats indiquent que le niveau de
transcrits observé apres le silencing de RACK1 provient d’'une augmentation de la transcription
de CXCL10 plutét que d’une stabilisation de ’ARNm. Les résultats obtenus suggérent que
RACK1 est un régulateur négatif de I'expression de la cytokine CXCL10 via la signalisation des
voies de l'inflammation dans les cellules Huh7.
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Figure 36. L’inhibition de RACK1 induit une augmentation de I’expression de CXCL10 dans le
CHC.

(A) Analyse de I’expression de RACK1 par western blot dans les cellules Huh7 apres 24h, 48h,
72h et 96h de transfection avec un siCTRL et un siRACK1. Les valeurs représentent le
pourcentage de knock-down de RACK1 apres normalisation stain free. (B) Détection de
I’expression de CXCL10 lors du silencing de RACK1 par RT-gPCR. (C) Analyse de la dégradation
de ’ARNm CXCL10 par RT-gPCR apres 72h de silencing de RACK1. Cinétique de dégradation avec
et sans incubation a I'actinomycine-D pendant 24h. (D) Le niveau d’expression de RACK1 a été
analysé par western blot dans les cellules Huh7 aprés transfection de siCTRL et siRACK1, et avec
et sans incubation a I'actinomycine-D. Les valeurs représentent I'expression de RACK1 apres
normalisation a la B-actine. Pour les analyses de RT-gPCR, les valeurs représentent la moyenne
+ SD de trois réplicats indépendants issus de trois expériences (n=3). La significativité statistique
a été déterminée par le test Kruskal-Wallis (B). Les valeurs P correspondent a : **, < 0,01 ; ***,
<0001 ; ns signifie « non significatif ».

Nous avons émis I’"hypothése que dans le contexte du CHC RACK1 pourrait favoriser la
progression du cancer en inhibant la réponse pro-inflammatoire des cytokines. Les cytokines
peuvent agir comme des signaux dans le microenvironnement tumoral afin d’influencer le
destin final de la tumeur. Les macrophages se trouvent parmi les populations qui composent
le microenvironnement et sont activés par divers stimuli pour se différencier en deux sous-
populations (M1 et M2) afin de bloquer ou promouvoir le développement tumoral (Ruytinx et
al., 2018; Shapouri-Moghaddam et al., 2018). Récemment, il a été décrit que la surexpression
de RACK1 dans le carcinome épidermoide oral (OSCC) est associée a linhibition du
recrutement des macrophages et a I'augmentation du rapport M2/M1 dans I'environnement
de la tumeur d’'une maniére NF-kB dépendante (Dan et al., 2020). Considérant nos résultats
précédents, nous avons émis I’hypothése que le silencing de RACK1 induisant I'expression de
cytokines pro-inflammatoires pourrait moduler la polarisation des macrophages dans le
microenvironnement tumoral et favoriser la progression du CHC.
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Il. Roéle de RACK1 dans la polarisation des macrophages de type M1 et M2
A. Mise au point d’outils d’identification des populations de macrophages

1. Optimisation de la polarisation in vitro des macrophages dérivés des THP-1

Pour étudier le réle de RACK1 dans le microenvironnement tumoral hépatique, nous
avons dans un premier temps développé des outils afin d’identifier les populations de
macrophages de type M1 et M2, puis vérifié le role de RACK1 dans le microenvironnement de
I’OSCC pour ensuite étudier RACK1 dans le contexte du CHC.

Nous avons développé un essai de polarisation in vitro des macrophages dérivés des
THP-1. Les cellules THP-1 sont issues d’une lignée monocytaire humaine qui a la capacité de
mimer un phénotype proche des macrophages primaires (Maess et al., 2014) et qui
est actuellement utilisée comme modele pour étudier les macrophages humains (Chanput et
al., 2014). Dans I'essai de polarisation in vitro nous avons différencié les cellules THP-1 en
macrophages non polarisés (MO0) en ajoutant 200 ng/mL de phorbol 12-myristate 13-acétate
(PMA) ; puis les macrophages MO ont été polarisés en macrophages de type M1 ou M2 en
ajoutant respectivement 20 ng/mL d’IFN-y et 100 ng/mL de LPS ou 20 ng/mL d’IL-4 et 20
ng/mL d’IL-13 (Figures 37A a 37G) tel que décrit dans le protocole adapté (Tjiu et al., 2009).
Dans la littérature, la concentration de PMA et la durée du traitement varient selon les
études. Pour obtenir les meilleures conditions de différenciation MO, nous avons testé
différentes concentrations de PMA (données non montrées) et comparé 24 a 48 heures de
traitement. Nous avons identifié les populations THP-1 et MO a l'aide des marqueurs de
surface cellulaire CD32 et CD14 par cytométrie en flux. En effet, il a été décrit que les
monocytes THP-1 expriment le marqueur CD32 mais pas le CD14 et qu’en réponse a la PMA
I’expression du CD32 est diminuée contrairement au CD14 qui est augmentée (Forrester et
al., 2018). Lorsque nous avons comparé I'expression de CD32 et CD14 dans les macrophages
MO avec les THP-1, nous avons observé une population positive de CD14 aprés 48 heures de
différenciation PMA (12% a 48h versus 0,72% a 24h), et avons observé que la diminution de
I’expression du CD32 était plus importante apres 48 heures qu’apres 24 heures de traitement
(Figure 37H). Nous avons donc décidé de différencier les THP-1 en macrophages en utilisant
48 heures de traitement PMA pour la suite de nos expériences (Figure 37C). Ensuite, nous
avons testé 24 ou 48 heures de stimuli pour induire la polarisation M1 et M2. Aprés 24 et 48
heures de traitement IFN-y/LPS nous avons observé que les cellules adoptaient une
morphologie étoilée typique des macrophages M1 (Figures 37D et 37E) et exprimaient le
méme niveau de CD40 (Figure 37| panel de gauche). Au niveau morphologique, nous ne
pouvions pas discriminer les populations M0 et M2 (Figure 37C versus Figures 37F et 37G),
mais nous avons observé qu’aprés 24 heures de traitement IL-4/I1L-13 les cellules exprimaient
le marqueur de surface cellulaire CD209 et que le niveau d’expression n’augmentait pas apres
48 heures de traitement. Nous avons alors décidé d’utiliser la condition 24 heures de
traitement pour polariser les macrophages en type M1 et M2 afin de tester différents
anticorps spécifiques aux marqueurs de surface de chaque population dans le but de
constituer un panel d’anticorps en cytométrie en flux.
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Figure 37. Optimisation de la polarisation des macrophages de type M1 et M2 dérivés de THP-1.
(A) Représentation schématique du protocole. (B-G) Images de microscopie des différentes
populations de cellules. Les cellules THP-1 (B) ont été différenciées en macrophages aprés 24h ou
48h (C) de traitement PMA puis polarisées en macrophages de type M1 aprés 24h (D) ou 48h (E) de
traitement IFN-y/LPS, ou en macrophages de type M2 apres 24h (F) ou 48h (G) de traitement IL-
4/IL-13. (H) Aprés 24h et 48h de traitement PMA, les marqueurs de surface cellulaire des
macrophages MO ont été identifiés avec les anticorps CD32-PE et CD14-PerCP-Vio700 en cytométrie
en flux. (1) Apres 48h de différenciation suivie de 24h ou 48h de polarisation, les marqueurs de
surface cellulaire caractéristiques des macrophages de type M1 et M2 ont été identifiés
respectivement par les anticorps CD40-APC-Vio770 ou CD209-APC en cytométrie en flux.
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2. Mise au point d’un panel d’anticorps d’identification des populations M1 et M2 par
cytomeétrie en flux

Nous avons testé différents marqueurs de surface cellulaire qui ont été décrits dans la
littérature comme étant exprimés dans les différentes populations de macrophages : le CD14
pour les MO et M1, le CD16 pour les MO, le CD32 pour les THP-1 et M2, les CD40 et CD86 pour
les M1, les CD163, CD206 et CD209 pour la population M2 (Figure 38A). Dans nos expériences,
nous n’avons observé aucune expression des CD16, CD163 et CD206 dans les populations de
THP-1, MO, M1 et M2 (Figures 38A et 38B). Les cellules THP-1 de monocytes exprimaient le
marqueur de surface CD32 et nous avons observé une diminution de son expression apres
différenciation des monocytes en macrophages. Il a été décrit qu’apres traitement aux IL-4 et
IL-13 I'expression de CD32 augmente dans les macrophages de type M2 comparé au
macrophages non polarisés MO (Forrester et al., 2018). Nous avons observé un décalage
positif du signal CD32 dans les macrophages de type M2 mais ce décalage n’est pas
suffisamment important pour nous permettre de discriminer la population M1 de la
population M2 (Figure 38A, CD32). Dans deux expériences indépendantes nous avons obtenu
des résultats contraires concernant I'expression du CD14 ; dans la premiére expérience le
traitement PMA induisait une augmentation de I'expression du CD14 dans les macrophages,
et dans la seconde expérience nous n’avons détecté aucune population CD14 positive (Figure
38A, deux histogrammes de gauche). Le CD14 est I'un des marqueurs les plus décrits dans les
macrophages activés dérivés de lignées cellulaires primaires, en revanche son expression dans
les macrophages dérivés de cellules THP-1 est controversée. En effet, il a été décrit que les
conditions de culture cellulaire des THP-1 peuvent modifier leur réponse au traitement a la
PMA et particulierement I'expression du CD14 (Aldo et al., 2013). C'est pourquoi nous avons
décidé de ne pas utiliser le CD14 comme marqueur discriminant les cellules THP-1 non
différenciées des cellules différenciées. Pour identifier la population de type M1 nous avons
marqué les cellules avec les anticorps CD40 et CD86 ; le marqueur CD40 était plus exprimé
dans la population M1 que le CD86 (70% versus 23%) (Figure 38B). Apres traitement aux IL-
4/IL-13 nous avons observé une augmentation de I'expression du CD209, 35% de population
positive dans les macrophages de type M2 comparés a 6% dans les macrophages non polarisés
(Figure 38B). Ensuite, nous avons testé le panel d’anticorps CD40, CD209 sur les différentes
populations ainsi que les isotypes controles de chaque fluorochrome (Figure 38C). Seule la
population M1 était positive pour le marqueur CD40 (Figure 38C, panel de gauche). Pour le
marqueur CD209 nous avons observé une population positive dans les macrophages de type
M2 et une légere expression dans les macrophages MO (Figure 38C, panel de droite) ; nous
avons ensuite calculé le fold change de I'intensité moyenne de fluorescence (FMI) des cellules
marquées avec le CD209 par rapport a la FMI de I'isotype controle, ce qui nous a permis de
discriminer de fagon significative (p < 0,0001) les macrophages de type M2 par rapport aux
autres populations ; et il en est de méme pour le CD40 avec les M1 (Figure 38D). Ces
différentes expériences nous ont permis de développer et de valider un panel d’anticorps
permettant d’identifier les macrophages de type M1 et M2 selon |'expression de leurs
marqueurs de surface cellulaire (M1 : CD40+ ; M2 : CD209+) par cytométrie en flux.
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Figure 38. Validation des marqueurs de surface

macrophages de type M1 et M2.

(A) Les populations de cellules THP-1, macrophages

MO d

cellulaire spécifiques des populations de

ifférenciés pendant 48h, macrophages

polarisés pendant 24h en type M1 et M2 ont été marquées avec différents anticorps pour identifier
les marqueurs de surface cellulaire qui sont spécifiques a chaque population par cytométrie en flux.
(B) Représentation du pourcentage de population positive pour les différents anticorps testés. (C)
Chaque population de cellules a été marquée avec les anticorps CD40-APC-Vio770 et CD209-APC pour
valider le panel d’identification des macrophages de type M1 et M2. (D) Représentation de I'expression
des CD40 et CD209 dans les populations THP-1, MO, M1 et M2. L'expression du CD40 ou CD209
correspond au fold change de la FMI des cellules marquées par rapport a la FMI de I'isotype contréle.
Les valeurs représentent la moyenne * SD de trois réplicats indépendants issu d’une expérience (n=1).
La significativité statistique a été déterminée par le test ANOVA a une voie. La valeur P correspond a :

Rxxk <0,0001.
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3. Identification des populations M1 et M2 par détection des cytokines sécrétées

Ensuite, nous souhaitions identifier les macrophages de type M1 et M2 en détectant
la sécrétion de cytokines spécifiques a chaque population. Nous avons utilisé un essai basé sur
des billes multiplexées afin d’identifier huit cytokines différentes dans un méme échantillon
par cytométrie en flux. Nous avons polarisé les macrophages comme décrit précédemment
dans une plaque 12 puits avec 24 heures de traitement, nous avons observé une
augmentation 100 fois supérieure de la sécrétion de CXCL10, IL-1B et CCL-3 dans les
surnageants des macrophages M1 par rapport au MO et M2, ainsi qu’une augmentation 10
fois supérieure de la sécrétion d’IL-6 (Figure 39). Les concentrations des cytokines IFN-a, IFN-
vy, IL-10 et IL-12 dans les surnageants MO, M1 et M2 étaient sous le seuil de détection défini
par la gamme standard. En conclusion, I'essai en billes multiplexées ne pourra étre utilisé que
pour détecter les cytokines pro-inflammatoires IL-6, IL-13, CCL3 et CXCL10 spécifiques aux
macrophages de type M1.

IFN-a
IFN-y ccL3

10000 10000+

10000+

1000+

1000+ 1000

100~ 100

Concentration des cytokines (pg/mL)

Concentration des cytokines (pg/mL,

Mo M124h M148h M2 24h M2 4Bh

M124h  M14Bh M2 24h M2 48h Mo M124h M148h M224h M24Bh

CXCL10 IL-1B IL-6
10000+ 10000-y 10000+

1000+ 1000+ 1000+

100 100 --- 100 T e ... ... ...

10+

Concentration des cytokines (pg/mL)
Concentration des cytokines (pg/mL)

Mo M124h M14Bh M224h M2 4Bh M124h  M14Bh M2 24h M2 4Bh

IL-10 IL-12p70
10000+ 10000+

M124h M148h M224h M24Bh

1000

L TR g o= e ny

Concentration des cytokines (pg/mL)

Mo M124h M148h M224h MZ 48h Mo M124h M148h M224h MZ 48h

Figure 39. Détection de la sécrétion de cytokines spécifiques aux macrophages de type M1 et de
type M2.

Détection de la sécrétion de cytokines dans les surnageants des cellules MO, des macrophages de
type M1 et M2 polarisés pendant 24h ou 48h dans un volume 12 puits par un essai avec des billes
multiplexées. Les valeurs représentent la moyenne + SD de deux réplicats techniques différents
issus d’une expérience (n=1). Les lignes en pointillés représentent le seuil de détection.
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B. Etude du rble de RACK1 sur la polarisation des macrophages in vitro

Aprés avoir développé des outils pour identifier les populations M1 et M2, nous
voulions vérifier le réle de RACK1 issu du carcinome épidermoide oral (OSCC) dans la
polarisation des macrophages. En effet, RACK1 a été décrit comme induisant
préférentiellement la polarisation des macrophages associés a la tumeur vers un type M2 dans
le contexte du OSCC (Dan et al., 2020). Nous avons émis I’hypothése que RACK1 pouvait
induire le phénotype de type M2 dans le carcinome hépatocellulaire (CHC) et favoriser la
progression du cancer. Nous voulions valider le role de RACK1 dans le microenvironnement
du OSCC comme preuve de concept pour ensuite étudier RACK1 dans le contexte d’une lignée
d’hépatocarcinome. Pour étudier le role de RACK1 dans la polarisation des macrophages nous
avons diminué I'expression de RACK1 dans une lignée cellulaire HSC-3 dérivée du carcinome
épidermoide de la langue par transfection de siARN ciblant RACK1. Pour définir les bonnes
conditions de silencing de RACK1 dans les cellules HSC-3 nous avons testé différents réactifs
ainsi que différentes concentrations pendant 4 jours de transfection. Nous avons observé 80%
de baisse d’expression de RACK1 apres 72 heures de transfection dans la condition siRACK1
par rapport au controle siCTRL avec le réactif RNAIMAX contre 60% et 67% avec le réactif
Lipofectamine 2000 (Figure 40A). Nous avons utilisé cette derniere condition : 3 jours de
silencing dans les cellules HSC-3 pour produire le milieu conditionné qui a été collecté et
ajouté sur les macrophages différenciés en MO pendant 24 heures. Nous avons défini les
populations M1 et M2 parmi les cellules viables exprimant respectivement les marqueurs de
surface cellulaire CD40 et CD209 en cytométrie en flux (Figure 40B). Nous avons vérifié
I’expression de RACK1 dans les cellules HSC-3 transfectées avec les siARN CTRL et RACK1
(Figure 40C), et bien que I'expression de RACK1 ait été réduite de 88% dans la condition
siRACK1, il n’y avait aucune différence d’expression des marqueurs de surface cellulaire entre
les macrophages qui ont été cultivés avec le milieu conditionné siCTRL ou ceux cultivés avec
le milieu conditionné siRACK1. De plus, lorsque nous avons comparé le ratio M2/M1 des
conditions siCTRL et siRACK1 nous avons observé que I'expression de RACK1 n’avait pas
d’incidence sur la polarisation des macrophages M1 et M2 (Figure 40D). Des essais en paralléle
avec le milieu conditionné provenant des cellules Huh7 ont été réalisés (données non
montrées), nous avons observé la méme expression des marqueurs de type M1 et M2 lorsque
RACK1 est exprimée ou éteinte (siCTRL versus siRACK1). Ces résultats nous ont indiqué que
RACK1 ne semble pas réguler la polarisation M1 et M2 ni dans le contexte du OSCC, ni dans
celui des cellules d’hépatocarcinome.
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Figure 40. Dans le carcinome épidermoide oral RACK1 n’est pas impliquée dans la polarisation
des macrophages dérivés des THP-1.

(A) Analyse de I'expression de RACK1 par western blot dans les cellules HSC-3 aprés 24h, 48h, 72h
ou 96h de transfection de siCTRL et siRACK1 en utilisant la Lipofectamine 20000 ou le RNAIMAX©
comme agent de transfection. Les valeurs représentent le pourcentage d’expression de RACK1
aprées normalisation stain free. (B) Les cellules HSC-3 ont été transfectées avec un siCTRL ou un
SiRACK1 pendant 72h dans un milieu contenant 10% de sérum, puis les surnageants ont été
collectés et ajoutés sur des cellules THP-1 différenciées en macrophages apres 48h de traitement
PMA. Représentation de la stratégie de gating utilisée pour identifier les marqueurs de surface
cellulaire spécifiques aux macrophages de type M1 et M2 avec les anticorps CD40-APC-Vio770 et
CD209-APC par cytométrie en flux ; six réplicats indépendants issus d’une expérience (n=1). (C) La
perte d’expression de RACK1 a été analysée par western blot dans les cellules HSC-3 aprés 72h de
transfection. Les valeurs représentent I'expression de RACK1 apres normalisation a la B-actine.
(D) Représentation du rapport M2/M1. Les populations M2 et M1 correspondent au fold change
de la FMI des cellules marquées avec le CD209-APC ou CD40-APC-Vio770 respectivement, par
rapport a la FMI de I'isotype controle. Les valeurs représentent la moyenne + SD de six réplicats
indépendants issus de trois expériences (n=3). La significativité statistique a été déterminée par
le test Mann-Whitney non apparié. La valeur P correspond a : ns, « non significatif ».
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Dans l'article (Dan et al., 2020), I'essai de polarisation in vitro des macrophages a été réalisé
en utilisant un milieu conditionné sans sérum. Afin de se placer dans les mémes conditions
expérimentales que celles décrites dans la publication, nous avons transfecté les siARN dans
les cellules HSC-3 en l'absence de sérum pendant 72 heures. Dans une expérience
préliminaire, aprés avoir ajouté le surnageant HSC-3 sur les macrophages MO pendant 24
heures, par analyse des marqueurs de surface en cytométrie en flux nous avons observé la
méme expression du marqueur CD40 dans les macrophages polarisés avec le milieu
conditionné siCTRL ou siRACK1 mais une diminution de I'expression du CD209 dans la
condition siRACK1 (Figure 41A). La baisse d’expression de RACK1 induit une diminution de la
population M2 et module le ratio M2/M1 (Figure 41B, condition 0% FBS, 72h). Nous n’avons
pas pu vérifier I'expression de la protéine RACK1 dans les cellules HSC-3 parce que la viabilité
des cellules était trop faible pour en extraire les protéines totales. En effet, le sérum contient
les facteurs nécessaires a la prolifération rapide des cellules in vitro et son absence dans le
milieu conduit a un arrét de la croissance cellulaire. La privation de sérum est utilisée en
culture cellulaire pour imiter les conditions de stress auxquelles font face les cellules au sein
de la tumeur in vivo. Dans le microenvironnement tumoral, les cellules sont soumises a de
nombreuses conditions de stress telles que I’hypoxie, le stress oxydatif et la privation
d’éléments nutritifs. Il existe de nombreux liens entre RACK1 et la résistance au stress. En
réponse au stress, RACK1 est séquestrée dans des granules de stress qui empéchent
I’activation de la voie MAPK menant a la survie cellulaire et a I'inhibition de 'apoptose (Gandin
et al., 2013). Il a été montré que RACK1 participe a la formation de I'autophagosome par sa
phosphorylation par I'AMPK et qu’un défaut de RACK1 dans les hépatocytes conduit a
I'accumulation de lipides dans le foie (Zhao et al., 2015).En outre, dans le
microenvironnement tumoral du carcinome hépatocellulaire, I'autophagie a été décrite
comme pouvant réguler directement le facteur de transcription NF-kB pour contréler la
polarisation des macrophages pro-tumoraux M2 (Chang et al., 2013). Nous avons alors
proposé d’étudier le role de RACK1 dans la polarisation des macrophages M1 et M2 en
réponse au stress cellulaire. Pour cela, nous avons testé différentes conditions de privation de
sérum dans le milieu conditionné combiné avec la baisse d’expression de RACK1 par
transfection siARN. Nous avons étudié la viabilité et la prolifération des cellules HSC-3
cultivées dans un milieu contenant 10%, 1% ou 0% de sérum pendant 72 heures (Figures 41D
et 41E). Comme dans I'expérience précédente, en absence de sérum la viabilité cellulaire
diminuait drastiquement (90%) aprés 48 heures, par contre apres 24 heures de culture la
viabilité des cellules était encore de 80%. Aprés 3 jours de culture dans 1% de sérum la viabilité
cellulaire a diminué de 30% (Figure 41E). Nous avons alors décidé d’analyser la polarisation
des macrophages avec du milieu conditionné provenant de cellules cultivées pendant 72
heures avec 1% de sérum ou pendant 24 heures avec 0% de sérum. Nous n’avons observé
aucune différence dans le rapport M2/M1 entre les macrophages polarisés avec le milieu
conditionné ol RACK1 est exprimée ou éteinte par transfection siRACK1 (Figure 41B). Le
silencing de RACK1 a été confirmé par western blot (Figure 41C). Ces différentes expériences
nous ont permis de conclure que I'expression de RACK1 ne modulait pas la polarisation des
macrophages que ce soit en réponse au stress cellulaire ou non. De plus, nous avons observé
que I'ajout des milieux conditionnés provenant des cellules HSC-3 ou Huh7 n’induisait pas de
polarisation des macrophages en M1 ou M2, mais que les macrophages demeuraient au stade
non polarisé MO (données non montrées). Malgré de nombreuses optimisations, nous n’avons
pas été en mesure de reproduire les résultats préliminaires obtenus et décrits dans la
littérature (Dan et al., 2020).
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Figure 41. Dans le carcinome épidermoide oral RACK1 ne module pas la polarisation des
macrophages dérivés des THP-1 en réponse a la privation de sérum.

(A-B) Les cellules THP-1 sont différenciées en macrophages aprés 48h de traitement PMA et
mises en culture avec les surnageants des cellules HSC-3 transfectées avec des siCTRL et siRACK1
pendant 72h. Comparaison de différentes conditions : absence de sérum dans le milieu pendant
72h (0% FBS, 72h), absence de sérum dans le milieu pendant 24h (0% FBS, 24h) ou milieu
contenant 1% de sérum pendant 72h (1% FBS, 72h). (A) Représentation de la stratégie de gating
utilisée pour identifier les marqueurs de surface cellulaire spécifiques aux macrophages de type
M1 et M2 avec les anticorps CD40-APC-Vio770 et CD209-APC par cytométrie en flux ; expérience
sans sérum pendant 72h. (B) Représentation du ratio M2/M1 ou les cytokines ont été
accumulées pendant 24h ou 72h dans le milieu conditionné avec 1% ou 0% sérum. Les
populations M2 et M1 correspondent au fold change de la FMI des cellules marquées avec le
CD209-APC ou CD40-APC-Vio770 respectivement, par rapport a la FMI de I'isotype contréle ou
des cellules non marquées. Les valeurs représentent la moyenne + SD de quatre réplicats
indépendants issus d’'une (1% FBS, 72h) (n=1) ou de trois expériences (0% FBS, 24h) (n=3). (C) La
perte d’expression de RACK1 a été analysée par western blot dans les cellules HSC-3 apres 72h
de transfection. Les valeurs représentent I'expression de RACK1 aprés normalisation a la B-
actine. (D-E) Les cellules HSC-3 ont été cultivées dans des milieux contenant 0%, 1% ou 10% de
sérum pendant 72h, la concentration cellulaire a été mesurée avec le compteur de cellules
automatisé TC20™ (D), la viabilité cellulaire a été déterminée par essai PrestoBlue™(E). Les
valeurs représentent la moyenne + SD de trois réplicats indépendants issus d’'une expérience
(n=1). La significativité statistique a été déterminée par le test Mann-Whitney non apparié (B)
et le test ANOVA a une voie (E). Les valeurs P correspondent a: *,< 0,05 ; **, < 0,01 ; ns signifie
« non significatif ».
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Dans la seconde partie de ma thése nous avons étudié le réle de RACK1 dans le
microenvironnement tumoral. L'expression de RACK1 est dérégulée dans de nombreux
cancers et plusieurs études ont montré que RACK1 pouvait étre utilisée comme un nouveau
marqueur de mauvais prognostique (Li and Xie, 2015). Le changement d’expression de RACK1
dans les tissus tumoraux peut avoir des conséquences sur de nombreuses voies de
signalisation et contribuer a la progression tumorale. Dans le modeéle cellulaire Huh7 dérivée
d’hépatocarcinomes humains ol RACK1 est surexprimée, nous avons observé que le silencing
de RACK1 induit une augmentation de la transcription de la cytokine pro-inflammatoire
CXCL10. RACK1 pourrait alors réguler I'expression de cytokines au sein du
microenvironnement tumoral pour contréler I'activité des cellules immunitaires associées a
I'inflammation. Nous avons étudié plus particulierement le réle de RACK1 dans la modulation
de la polarisation des macrophages. Nous avons observé que RACK1 n’avait pas d’impact sur
la polarisation M1 et M2 ni dans le contexte du OSCC, ni dans celui du CHC dans des conditions
normales de culture cellulaire ainsi qu’en présence de stress induit par I'absence de sérum
dans le milieu conditionné pendant 24h. Des résultats préliminaires ont montré une
diminution du ratio M2/M1 dans la condition ou RACK1 est silencée par rapport au siCTRL en
absence de sérum pendant 72h. Cependant cette expérience doit étre répétée et nécessite
d’autres validations pour étre confirmée. Il est possible que le stress induit par I'absence de
sérum pendant 24 heures ou dans le milieu contenant 1% de sérum ne soit pas suffisant pour
induire une différence de polarisation significative. RACK1 participe a la réponse au stress que
ce soit en activant 'autophagie en absence de nutriments (Zhao et al., 2015), sa séquestration
dans les granules de stress en réponse a I’"hypoxie, ou en activant I'apoptose en réponse au
stress oxydatif (Arimoto et al., 2008) ; il serait intéressant d’analyser I'impact de I'absence
d’expression de RACK1 combinée a différents stress cellulaires tels que I’hypoxie ou
I'induction de I'autophagie sur la polarisation des macrophages pour comprendre la relation
entre I'expression de RACK1 et le stress cellulaire dans le microenvironnement tumoral.
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Discussion

PARTIE I. Role de RACK1 dans la traduction IRES-dépendante virale et cellulaire

I.  RACK1 est impliquée dans la traduction IRES-dépendante des ARN viraux et
cellulaires

RACK1 a été identifiée comme un facteur d’h6te nécessaire a la réplication de plusieurs
virus comme la Dengue (Hafirassou et al., 2017), le virus de la bursite infectieuse (Lin et al.,
2015), ou le virus MuV (mumps virus) responsable de la maladie des oreillons (Kubota et al.,
2002). Lors de ces différentes infections, le virus détourne plusieurs fonctions de la cellule
hote a son profit comme I'apoptose ou I'autophagie. En 2014, une nouvelle fonction de RACK1
a été identifiée dans la traduction des protéines virales des virus a ARN utilisant un mécanisme
de traduction indépendant de la coiffe (Majzoub et al., 2014). De nombreux virus possedent
al'extrémité 5’ de leur ARN une séquence formant une structure appelée IRES qui leur permet
de recruter le ribosome indépendamment de la présence d’une coiffe en 5’. Ce mécanisme
permet de détourner la machinerie de traduction cellulaire au profit du virus et de s’affranchir
du mécanisme de traduction classique (Jang et al., 1988; Kieft, 2008). Notre laboratoire a
identifié que RACK1 est un facteur d’h6te nécessaire a la traduction IRES-dépendante des virus
CrPV et VHC et que I'association de RACK1 au ribosome chez la drosophile est nécessaire a la
traduction du CrPV (Majzoub et al., 2014). RACK1 étant impliquée dans la traduction IRES-
dépendante de deux virus différents, dans le cadre de mon travail de thése nous souhaitions
investiguer le role de RACK1 ribosomique dans la traduction IRES-dépendante des virus de
facon générale. Ce travail devait nous permettre d’identifier le spectre d’action de RACK1 pour
valider cette protéine en tant que nouvelle cible thérapeutique d’intérét pour développer des
solutions antivirales a large spectre.

Pour étudier le role de la protéine RACK1 dans la traduction IRES-dépendante d’ARN
viraux, nous avons utilisé des cellules Huh7 que nous avons transfectées avec un systeme
luciférase rapporteur dont la traduction est sous le controle des IRES d’intérét. Nous avons
confirmé que RACK1 est nécessaire a la traduction IRES-dépendante du VHC et observé une
diminution significative de la traduction IRES-dépendante pour d’autres IRES viraux, i.e.
EMCV, FMDV et PV lorsque I'expression de RACK1 est fortement diminuée par transfection de
siARN ciblant RACK1. Une étude récente a décrit les mémes roles de RACK1 pour la traduction
de PV, EMCV et VHC que ceux observés pendant mon travail de thése (LaFontaine et al., 2020).
Les auteurs ont montré que la traduction IRES-dépendante d’EMCV, PV et VHC est réduite
dans une lignée KO de RACK1 générée par CRISPR/Cas9 dans des cellules haploides HAP1. Pour
confirmer l'impact de la perte d’expression de RACK1 sur l'infection virale, il aurait été
intéressant de compléter cette étude par la détermination du potentiel infectieux d’EMCV et
de FMDV dans des cellules ou I'expression de RACK1 est éteinte.

Nos résultats nous ont permis de montrer que RACK1 est nécessaire a l'initiation de la
traduction de plusieurs virus dont la traduction est régulée par différents types d’IRES. Pour
rappel, les IRES sont classées en quatre types qui different par leur structure secondaire et
tertiaire, leur mode de recrutement au ribosome et le nombre et la nature des facteurs
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nécessaires a l'initiation de la traduction (Mailliot and Martin, 2018; Yang and Wang, 2019).
Ainsi, I'IRES de PV appartient a la famille des IRES de type | alors que les IRES d’EMCV et de
FMDV font partie des IRES de type Il. Pour démarrer leur traduction, ces deux types d’IRES ont
besoin de tous les facteurs d’initiation de la traduction a I'exception d’elF4E et de I'extrémité
N-ter d’elFAG qui est clivée par une protéase virale (Balvay et al., 2009). L'IRES du VHC, quant
a lui, appartient a la catégorie des IRES de type Ill dont la traduction est initiée par le
recrutement d’elF3, du complexe ternaire constitué d’elF2/GTP/Met-ARNt;Met et de la sous-
unité 40S pour former le complexe 48S qui va par la suite s’assembler avec la sous-unité 60S
a I'aide d’elF5 (Niepmann, 2013). Nos résultats suggerent que RACK1 régule la traduction de
différents types d’IRES dont le mécanisme d’initiation differe, ainsi RACK1 semble impliquée
a plus large échelle dans un mécanisme universel de traduction IRES-dépendante. Avoir une
meilleure compréhension du réle de RACK1 dans le mécanisme de régulation de la traduction
permettrait de valider RACK1 comme une cible pour lutter contre un large spectre de virus.

Concernant le mécanisme d’action permettant la traduction IRES-dépendante, RACK1
est une protéine ribosomique localisée a l'arriere de la téte de la petite sous-unité 40S a
proximité du tunnel d’entrée et de sortie de ’ARNm (Larburu et al., 2016). Cette localisation
lui offre 'opportunité d’interagir avec des régulateurs de la traduction tels que les facteurs
d’initiation (Nielsen et al., 2017). Par exemple, lors de I'infection par le VHC, RACK1 n’interagit
pas directement avec I'IRES du VHC mais se trouve a proximité de la région du ribosome qui
se lie a I'IRES (Johnson et al., 2017). RACK1 pourrait ainsi étre nécessaire au recrutement ou a
I'activité des facteurs d’initiation elF3 et elF2 nécessaires a la traduction du VHC. Le facteur
elF3 se lie a la sous-unité 40S et a I'IRES du VHC (Kieft et al., 2001), et il a été identifié que
RACK1 s’associe avec I'un des domaines périphériques d’elF3 pour former le complexe de pré-
initiation 43S chez la levure Saccharomyces cerevisiae (Hashem et al., 2013; Kouba et al.,
2012). Dans I'étude de Majzoub et al. il a été observé que la sous-unité elF3j est nécessaire a
la traduction IRES-dépendante de I'IRES en 5’ de CrPV et que cette sous-unité est importante
pour la réplication du VHC (Majzoub et al., 2014). Il est possible que RACK1 régule le
recrutement et/ou I'activité d’elF3j pour initier ou faciliter la traduction IRES-dépendante de
CrPV et du VHC. De facon intéressante, une autre étude a montré que RACK1 module les
interactions entre les régions non-structurées d’elF4G contrélant ainsi I'association entre
elF4G1 et elF3 (Dobrikov et al., 2018a). En effet, RACK1 associée a la PKCPII est impliquée dans
la régulation de I'assemblage d’elF4G1 et d’elF3 en régulant la phosphorylation des résidus
S1093 et S1364 d’elFAG1 et d’elF3a respectivement. La protéine elF4G1 est clivée en deux lors
de l'infection de virus appartenant aux IRES de type | et |l et seule |la région C-ter de la protéine,
appelée aussi elF4G1c est associée au ribosome pour initier la traduction IRES-dépendante. Le
résidu S1093 phosphorylé par la PKCBII se trouve dans la région C-ter d’elF4G1, ainsi RACK1
pourrait étre impliquée dans la régulation de la traduction IRES-dépendante des IRES de type
| et Il via la phosphorylation d’elF4Gcl. De plus, il a été identifié que la phosphorylation
d’elF4G1 par le complexe RACK1-PCKpII est impliquée dans la traduction IRES-dépendante de
type | de I'entérovirus PVSRIPO, qui est une chimere atténuée du poliovirus contenant I'IRES
d’HRV-2 (Dobrikov et al., 2018a, 2018b). Nous proposons que RACK1 régule la traduction IRES-
dépendante de différents types d’IRES en régulant I'activité d’elF3 et d’elF4G ainsi que leurs
interactions. Il serait alors intéressant d’identifier les mécanismes moléculaires dans lesquels
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RACK1 serait impliquée. Afin de déterminer si I'activité de la PKCPBII est nécessaire pour la
régulation de la traduction médiée par RACK1, nous pourrions analyser la traduction IRES-
dépendante de PV, EMCV, FMDV et VHC a l'aide de rapporteurs luciférase en utilisant un
inhibiteur de I'activité de la PKCBII ou des mutants phospho-mimétiques des résidus S1093 et
S1364 d’elFAG1 et d’elF3a ou les résidus sérines seraient remplacés par des résidus alanines
ou acides glutamiques. Observer les interactions entre les facteurs d’initiation et RACK1 par
co-immunoprécipitation sur des fractions 48S récoltées aprés analyse des profils des
polysomes, ainsi qu’identifier le complexe d’initiation apres infection par le VHC, EMCV ou
FMDV par cryo-EM en présence et en absence de RACK1 pourrait étre envisagé. Ces études
permettraient de mieux comprendre le réle de RACK1 dans la régulation de la traduction IRES-
dépendante des virus.

La présence d’IRES a également été documentée dans les ARNm cellulaires (Komar and
Hatzoglou, 2011). Bien que la traduction chez les eucaryotes soit majoritairement assurée par
un mécanisme dépendant de la coiffe en 5’, certains ARNm cellulaires utilisent a la fois un
mécanisme coiffe-dépendant et coiffe-indépendant pour initier leur traduction. Les IRES
cellulaires sont utilisés par la cellule pour réguler des fonctions physiologiques comme la
traduction du facteur de croissance angiogénique FGF-2 (fibroblast growth-factor-2) lors de la
formation du réseau synaptique (Audigier et al., 2008) ou de FGF-1 qui est actif lors de la
différenciation des myoblastes et la régénération des muscles (Conte et al., 2009). Certains
ARN cellulaires porteur d’IRES peuvent étre responsables de pathologies, par exemple une
mutation dans I'IRES de c-myc induit la traduction aberrante de c-myc chez les patients
atteints de multiples myélomes (Chappell et al., 2000). Toutefois, la fonction principale des
IRES des ARNm cellulaires est de maintenir la traduction des transcrits lors de périodes de
stress, incluant les dommages a I’ADN, la privation d’acides aminés ou de nutriments,
I’hypoxie ou le stress au réticulum endoplasmique (Godet et al., 2019). En réponse a certains
stress cellulaires, la traduction IRES-dépendante est utilisée pour palier le défaut de traduction
coiffe-dépendante : la traduction de ’ARNm Cat-1 (arginine/lysine amino acid transporter) est
augmentée via un mécanisme IRES-dépendant lors de privation des cellules en acides aminés
(Majumder et al., 2009) ; un basculement entre la traduction coiffe-dépendante vers la
traduction coiffe-indépendante a été observé pour VEGFA et HIF-1a sous condition hypoxique
dans le cancer du sein (Braunstein et al., 2007). Dans I’environnement tumoral les cellules sont
sujettes a de nombreuses conditions de stress ce qui conduit a une baisse globale de
traduction dans le but de préserver I'énergie et les nutriments (Sheikh and Fornace, 1999).
Afin de maintenir leur propre prolifération, les cellules tumorales ont développé des
mécanismes alternatifs pour préserver la traduction des genes essentiels et de favoriser leur
survie pendant la tumorigenése. Dans le cancer, I'inactivation du suppresseur de tumeur p53
active la formation de « ribosomes cancer » qui sont préférentiellement recrutés par les
ARNmM contenant des IRES ce qui conduit a I'augmentation aberrante de la traduction IRES-
dépendante de certains genes impliqués dans le cancer comme les facteurs angiogéniques
FGF1, FGF2, VEGFA, c-myc (Marcel et al., 2013). Actuellement, on estime qu’environ 10% des
ARNm des mammiféres contiennent des éléments qui fonctionnent comme des IRES
(Weingarten-Gabbay et al., 2016). Certains ARNm cellulaires peuvent étre traduits a la fois par
des mécanismes de traduction dépendants de la coiffe mais aussi indépendants, c’est le cas
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de c-myc et LEF-1, un facteur de transcription qui controle la voie de signalisation Wnt (Pérard
et al., 2010) dont la traduction peut étre régulée en fonction des conditions cellulaires. Alors
gue d’autres transcrits ne semblent étre traduits qu’a partir d’'un mécanisme IRES-dépendant
(Ungureanu et al., 2006). Par exemple, la traduction d’Apaf-1 est induite de facon IRES-
dépendante pendant I'apoptose lorsque la traduction coiffe-dépendante est inhibée (Coldwell
et al., 2000). Le mécanisme d’initiation de la traduction IRES-dépendante cellulaire n’est pas
bien connu. Les IRES cellulaires sont moins structurés que les IRES des virus et sont plus
difficiles a classer. La large diversité des IRES cellulaires chez les eucaryotes suggere que les
mécanismes d’initiation utilisés sont plus divers et plus complexes que ceux utilisés par les
IRES viraux (Yang and Wang, 2019). RACK1 ayant été identifiée comme étant impliquée dans
la traduction IRES-dépendante virale et son expression étant modulée dans de nombreux
cancers (Li and Xie, 2015), nous avons émis I'hypothese que RACK1 pouvait réguler la
traduction IRES-dépendante d’ARNm cellulaires impliqués dans la tumorigenese.

De la méme fagon que pour les IRES viraux, nous avons observé l'impact sur la
traduction IRES-dépendante cellulaire de la baisse d’expression de RACK1 dans des cellules
Huh7. Nous avons observé que le silencing de RACK1 induit une baisse significative de la
traduction IRES-dépendante des ARNm de BiP, Apaf-1, c-myc et Cat-1. Le transcrit de BiP
(Binding immunoglobulin protein) a été identifié comme le premier ARNm cellulaire
contenant une structure IRES (Macejak and Sarnow, 1991), sa traduction est médiée par I'IRES
lorsque la traduction coiffe-dépendante est inhibée suite a des changements
environnementaux comme la chaleur (Cho et al., 2007). La protéine BiP est une chaperone qui
joue un réle dans le repliement et I'assemblage des protéines naissantes au réticulum
endoplasmique. Suite a un stress, I'induction de BiP représente un composant important de
la voie UPR (unfolded protein response) qui est activée en réponse a |'accumulation de
protéines mal repliées ou non repilées. BiP posséde aussi des propriétés anti-apoptotiques,
son expression est induite dans de nombreux cancers ou elle contribue a la croissance
tumorale et confére aux cellules cancéreuses une résistance aux médicaments (Li and Lee,
2006). La protéine Apaf-1 (Apoptotique peptidase activating factor 1) est une molécule clé de
I’apoptose (Shakeri et al., 2017). L'IRES d’Apaf-1 est actif dans la plupart des cellules humaines
pour maintenir un niveau d’expression constant méme dans des conditions ou la traduction
coiffe-dépendante est compromise (Coldwell et al., 2000). La protéine est régulée a la baisse
dans le cancer du c6lon et dans le cancer du poumon non a petites cellules (Ahn et al., 2016),
et sa déplétion contribue a la transformation des cellules cancéreuses dans un modele de
souris (Cecconi and Gruss, 2001). A I'inverse, la surexpression de RACK1 active Apaf-1 dans les
cellules dérivées de leucémie (Lei et al., 2016). Nous avons observé une baisse de la traduction
IRES-dépendante de BiP et d’Apaf-1 dans des cellules Huh7 ol I'expression de RACK1 est
inhibée. L‘'expression de RACK1 est régulée a la hausse dans de nombreux cancers comme le
CHC (Ruan et al., 2012), le cancer du poumon non a petite cellules (Shi et al., 2012) et 'OSCC
(Dan et al., 2020) et correle avec la progression du cancer et la chimiorésistance. Nous
émettons I'hypothése que RACK1 puisse réguler la traduction IRES-dépendante d’ARNm
cellulaires impliqués dans la progression tumorale et que RACK1 pourrait étre une cible en
oncologie moléculaire. Afin d’identifier si RACK1 peut étre une cible thérapeutique pour
réguler I'incidence de BiP et d’Apaf-1 dans le cancer, il serait intéressant d’étudier la régulation
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de I'expression de ces deux protéines dans les cellules ol RACK1 est inhibée et d’observer la
chimiorésistance et la réponse apoptotique des cellules. Ainsi ces travaux permettraient
d’identifier que RACK1 régule spécifiquement la traduction IRES-dépendante de certains
transcrits cellulaires qui favorisent le développement du cancer.

Il est possible qu’en condition de stress ou dans des cellules cancéreuses, lorsque la traduction
canonique est inhibée, RACK1 active la traduction IRES-dépendante afin de maintenir
I'expression de certains transcrits essentiels a la survie cellulaire. Il serait intéressant
d’analyser si des conditions de stress cellulaire permettent d’augmenter la traduction IRES-
dépendante de certains transcrits en comparant la traduction (par rapporteurs luciférase ou
par analyse du profil des polysomes) dans des conditions normales versus des conditions de
stress couplées a la perte d’expression de RACK1. Différents stress pourraient étre induits
comme le stress apoptotique en activant les récepteurs Fas ou TNF (anticorps anti-CD95) ou
en utilisant des inducteurs de I'apoptose comme la staurosporine ou la camptothécine, ainsi
que la privation de nutriments ou les UV. Le stress au réticulum endoplasmique mérite
également d’étre considéré, il induit notamment I'expression de BiP dans les cellules
cancéreuses (Macejak and Sarnow, 1991). Il serait également intéressant d’analyser la
traduction IRES-dépendante de la B-caténine qui active le stress au réticulum endoplasmique
(Raab et al., 2009) et dont I'expression est régulée lors de la croissance tumorale pour
permettre la survie des cellules. Dans le cancer gastrique, RACK1 controle négativement la
voie de signalisation Wnt en stabilisant le complexe de destruction de la B-caténine (Deng et
al., 2012). L'une des dernieres conditions de stress pouvant étre mise en ceuvre est I’hypoxie.
L'hypoxie permettrait d’étudier la traduction de I'IRES d’HIF-1a qui est régulée dans le cadre
du CHC (Miao et al., 2019). HIF-1a est activé pendant I'apoptose et est impliqué dans la
prolifération des métastases et dans I'angiogenese. Plus globalement, il serait intéressant
d’identifier les transcrits régulés par RACK1 en conditions de stress avec un séquencage
complet du transcriptome des cellules Huh7 sur les fractions polysomales. Ces travaux
permettraient d’identifier si RACK1 régule spécifiquement certaines voies de signalisation
pour favoriser la survie cellulaire dans des conditions de stress.

Il a été décrit qu’en réponse au stress la population de protéines ribosomiques ou d’ARNr peut
étre hétérogene et entrainer une modification quantitative ou qualitative du translatome (Xue
and Barna, 2012). Le ribosome ne constitue pas une population homogene et il est possible
gu’en condition de stress, dans I'environnement tumoral ou lors d’une infection, RACK1 soit
spécifiguement recrutée au ribosome pour réguler la traduction de génes impliqués dans la
prolifération du cancer ou pour la traduction des protéines virales. Cependant, |'application
d’un stress cellulaire pourrait aussi activer la fonction de RACK1 dans des voies de signalisation
en réponse au stress. RACK1 est une protéine appartenant a la famille des protéines a motifs
de répétition WD (Coyle et al., 2009) ce qui lui permet d’interagir avec de nombreuses
molécules impliquées dans différentes voies de signalisation (Adams et al., 2011). Il a été
identifié qu’en réponse au stress RACK1 régule différentes voies impliquées dans I'autophagie,
I’'apoptose ou la traduction. L'autophagie est induite par RACK1 complexée a Beclin-1 suite a
sa phosphorylation par ’AMPK en absence de nutriments (Zhao et al., 2015). En réponse au
stress RACK1 peut se transloquer d’un compartiment a I'autre (Arimoto et al., 2008). Par
exemple, quand les cellules sont exposées a des drogues génotoxiques ou a des rayonnements
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UV, RACK1 active la voie des MAPK ce qui induit I'apoptose. Au contraire, quand les cellules
sont dans des conditions d’hypoxie, RACK1 est séquestrée dans les granules de stress et inhibe
I’'apoptose (Arimoto et al., 2008). Lors d’un stress induit par le TPA, RACK1 recrute au ribosome
JNK et induit sa phosphorylation et son activation par la PKC (Lépez-Bergami et al., 2005). JNK
activée entraine la phosphorylation du facteur d’élongation de la traduction eEF1A2
(eukaryotic translation elongation factor 1A isoform 2) ce qui favorise la dégradation des
peptides nouvellement synthétisés (Gandin et al., 2013) dont le mauvais repliement
augmente lorsque les cellules sont soumises a un stress cellulaire (Hartl et al., 2011). Ainsi
dans des conditions de stress il est difficile de savoir si RACK1 régule la traduction par son réle
ribosomique ou par son réle dans d’autres voies de signalisation.

RACK1 régule également spécifiquement la traduction de transcrits impliqués dans
croissance et survie du CHC en induisant la phosphorylation du facteur d’initiation elF4E ce
qui améliore la traduction des ARNm de la cycline D1, MYC, VEGF et BCL-2 (Ruan et al., 2012).
En réponse a certains stimuli comme I’activation de la voie Raf-ERK1/2, RACK1 régule la
traduction globale coiffe-dépendante et augmente significativement la traduction de
transcrits sensibles aux esters phorboliques (Dobrikov et al., 2018b). Ces études suggérent que
RACK1 peut réguler la traduction de certains transcrits via un mécanisme coiffe-dépendant.
Cependant les observations sur le role de RACK1 dans la traduction coiffe-dépendante
divergent dans la littérature. En effet, si les publications précédentes montrent que la baisse
de RACK1 induit une diminution de la traduction coiffe-dépendante de certains transcrits
(Dobrikov et al., 2018b; Gallo et al., 2018) ; lors de mon travail de thése ainsi que dans d’autres
études, aucune différence sur la traduction coiffe-dépendante n’a été observée lorsque
I’expression de RACK1 est éteinte (LaFontaine et al., 2020; Majzoub et al., 2014). Ces résultats
contradictoires concernant I'implication de RACK1 dans la traduction coiffe-dépendante
peuvent étre dus a des différences spécifiques liées aux lignées cellulaires utilisées (RACK1
régule la traduction coiffe-dépendante dans les lignées cellulaires HeLa et HEK293 versus
HAP1 et Huh7) (Dobrikov et al., 2018b; Gallo et al., 2018; Majzoub et al., 2014; LaFontaine et
al., 2020). De plus, les articles décrivant un réle de RACK1 dans la traduction médiée par la
coiffe montrent que RACK1 stimule la traduction de facon PKCBII-dépendante (Dobrikov et al.,
2018b; Grosso et al., 2008a) dont I'expression de 'ARNm est potentiellement régulée a la
hausse dans les lignées cellulaires Hela et HEK293
(https://www.proteinatlas.org/ENSG00000166501-PRKCB/cell). Ainsi des niveaux
d’expression variables de la PKCBII selon les lignées cellulaires pourraient expliquer les effets
guelquefois contradictoires décrits sur le role de RACK1 dans la traduction coiffe-dépendante.
En effet, Dobrikov et al. ont observé une augmentation de la traduction de certains genes
apres traitement au TPA qui active la PKCBII, il est possible que RACK1 augmente la traduction
coiffe-dépendante apres stimulation de la PKCBII mais pas en absence de stimuli (Dobrikov et
al., 2018b). Dans cette étude il a aussi été suggéré que RACK1 puisse moduler la traduction a
la fois coiffe-dépendante et IRES-dépendante. Il serait alors intéressant de confirmer dans
notre systeme que RACK1 régule la traduction IRES-dépendante des ARNm cellulaires étudiés
indépendamment de la traduction coiffe-dépendante. Nous pourrions observer la traduction
IRES-dépendante et coiffe-dépendante lorsque I'expression de RACK1 est éteinte combinée
au silencing du facteur d’initiation elF4E nécessaire a la reconnaissance de la coiffe. Dans notre
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modele nous avons utilisé des rapporteurs ADN bicistroniques mais il serait aussi possible
d’utiliser des rapporteurs ARN transcrits de facon in vitro afin d’empécher des événements
d’épissage ou des promoteurs cryptiques qui pourraient se produire dans un modeéle
bicistronique.

Nous avons montré que RACK1 est impliquée dans la traduction IRES-dépendante
d’ARN viraux et cellulaires dans des cellules ou I'expression de RACK1 est éteinte par
transfection siARN. L’extinction totale de RACK1 par siARN peut a la fois avoir inhibé le réle de
RACK1 dans la traduction mais aussi dans les voies de signalisation. Pour caractériser
spécifiqguement le réle de RACK1 dans la traduction IRES-dépendante il nous est paru
nécessaire de découpler la fonction ribosomique de RACK1 de ses autres fonctions dans la
cellule. Empécher l'interaction de RACK1 avec le ribosome permettrait de lutter contre de
nombreuses infections virales humaines (EMCV, FMDV, PV, VHC). Ainsi inhiber I’activité d’un
facteur hote de la cellule comme RACK1 pourrait étre une stratégie complémentaire aux
traitements actuels qui ciblent directement le virus (DAA) en proposant une solution a large
spectre d’action. De plus, cibler le role de RACK1 dans l'initiation de la traduction pourrait étre
une solution pour diminuer la chimiorésistance dans le traitement des cancers, ol la présence
de RACK1 au ribosome favorise la croissance et la survie cellulaire (Ruan et al., 2012). A ce
jour, un inhibiteur de RACK1 a été décrit comme inhibant la prolifération du virus du VHS-1
(virus de I’herpés simplex) en empéchant la phosphorylation du résidu Tyr248 impliqué dans
I'interaction avec la protéine Src (Ullah et al., 2019). Bien que le mécanisme par lequel
I'inhibiteur inhibe la réplication de VHS-1 n’est pas clairement établi, cette étude montre que
de petites molécules peuvent avoir la capacité d’inhiber I'activité de RACK1 dans la réplication
virale. Avoir une meilleure compréhension du mécanisme et des facteurs importants pour la
régulation de la traduction IRES-dépendante permettrait de développer des agents
thérapeutiques a large spectre ciblant spécifiquement la traduction de génomes viraux ou des
geénes cellulaires impliqués dans des pathologies sans impacter d’autres fonctions cellulaires.

Il. Développement d’une lignée cellulaire mutante RACK1R6D.K38E

découpler les fonctions ribosomiques et cytosoliques de RACK1

pour

Considérant le role central de RACK1 dans des fonctions cellulaires critiques, afin
d’étudier spécifiquement le réle de RACK1 dans la traduction IRES-dépendante, nous
souhaitions découpler sa fonction ribosomique de sa fonction de signalisation dans la cellule.
Notre objectif était d’établir une lignée cellulaire possédant les deux points de mutations R36D
et K38E (DE), correspondant aux résidus R38D et K40E chez la levure, dans des cellules Huh7
dérivées de CHC humain afin de valider le réle ribosomique de RACK1 dans l'infection virale
et le développement de maladies IRES-dépendantes.

Dans un premier temps, nous avons utilisé la stratégie du CRISPR/Cas9 pour introduire
de facon endogene les mutations DE. Nous avons optimisé les conditions de CRISPR en testant
différents agents de transfection, en choisissant les guides ayant la meilleure efficacité de
clivage ainsi qu’en améliorant les conditions de culture cellulaire avec du milieu conditionné
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pour la sélection clonale. Nous avons développé différentes techniques pour détecter la
présence des mutants, par PCR spécifique a la mutation, digestion enzymatique et ddPCR nous
permettant de définir la fréquence allélique de la mutation. Avec la stratégie du CRISPR/Cas9
nous avons réussi a obtenir des lignées cellulaires hétérozygotes pour les simples mutations
R36D et K38E confirmant que la stratégie permet d’introduire les mutations. Cependant nous
avons éprouvé des difficultés a obtenir un modéle homozygote du fait de la polyploidie du
modele cellulaire. Bien que nous ayons réussi a augmenter la fréquence de la mutation R36D,
au cours du temps la présence de RACK1 WT était a nouveau détectée par ddPCR. Il a été
décrit que le mutant RACK1PE inhibe I'expression de génes impliqués dans la croissance du
CHC (Ruan et al., 2012). Notre modeéle étant basé sur des cellules Huh7 dérivées de CHC, il est
possible que les cellules mutantes aient une vitesse de croissance plus faible que les cellules
sauvages, ainsi les cellules ayant intégré la mutation sont remplacées au fur et a mesure par
des cellules nayant pas été éditées. Bien que le CRISPR soit un outil puissant, de nombreuses
limitations existes. La technologie n’est pas efficace a 100%, le génome de toutes les cellules
n'est pas édité. Avec la stratégie de knock-in utilisée, les mutations sont introduites par
recombinaison homologue (HDR) qui est un événement de faible fréquence dans la cellule. De
plus, la structure des matrices ssODN peut influencer la fidélité du mécanisme HDR (Guo et
al., 2018). La technologie CRISPR/Cas9 n’est pas précise a 100%, bien que rares, certains effets
off-target peuvent avoir des conséquences sur la survie des cellules lorsque des genes
essentiels sont modifiés.

Une seconde stratégie a permis d’exprimer de facon exogeéne le mutant DE et d’éteindre
ponctuellement RACK1 endogeéne par transfection de siRACK1. Nous avons mis point et
optimisé I'analyse du profil des polysomes nous permettant de vérifier I’association de RACK1
au ribosome. Nous avons identifié¢ que la présence des mutations DE semble inhiber
I’association entre RACK1PE et le ribosome. Cependant, nous n’avons pas réussi a éteindre le
recrutement de RACK1 endogene au ribosome. Ce modele cellulaire ne nous permettait donc
pas d’étudier de fagon spécifique le role ribosomique de RACK1 dans la traduction IRES-
dépendante afin de comprendre la fonction de RACK1 dans 'infection virale et ses pathologies
associées. Il est possible que dans les conditions de silencing, la quantité de RACK1 observée
dans les fractions 40S, 80S et polysomales correspondent a RACK1 endogene. RACK1 libre est
instable et a une demi-vie réduite en dehors du ribosome. RACK1 s’associe rapidement et
stablement au ribosome pendant plusieurs heures dans des essais in vitro (Johnson et al.,
2019). Soit les conditions de silencing n’étaient pas assez efficaces, soit le peu de RACK1
endogene résiduel, restant présent dans les cellules, a été totalement recruté au ribosome de
facon stable. Nous souhaitions identifier spécifiquement RACK1 exogéne avec un anticorps
anti-Flag. Il a été supposé chez la levure que RACK1 associée au ribosome puisse se complexer
en dimere (Yatime et al., 2011). Il est possible qu’un dimere se soit formé entre les protéines
endogenes et exogeénes et que dans ces conditions l'utilisation de I’anticorps anti-Flag ne
permet pas spécifiquement de détecter la forme exogene de RACK1. De plus, la formation
d’un dimére entre RACK1WT et RACK1PE permettrait d’associer la forme mutante de RACK1 au
ribosome via son interaction avec la forme sauvage (Johnson et al., 2019).

L’association entre le mutant RACK1PE et le ribosome a été décrite chez la levure
Saccharomyces cerevisiae ou les acides aminés R38 et K40 interagissent avec |I’hélice 39 de
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I’ARNr 18S (Coyle et al., 2009; Sengupta et al., 2004). Le changement de charge induit par les
deux mutations R38D et K40E empécherait ainsi I'association de RACK1 avec la surface de
I’ARNr chargée négativement. Une étude de la structure cristallographique d’Ascl a permis
d’identifier que seul le résidu R38 s’associe avec le ribosome en interagissant avec la protéine
eS17 et non pas avec I’ARNr, alors qu’au contraire le résidu K40 ne semble former aucune
liaison avec le ribosome, que ce soit avec ’ARNr ou des protéines ribosomiques suggérant que
la mutation K40E ne devrait pas étre responsable de la baisse d’affinité avec le ribosome (Ben-
Shem et al., 2011; Nielsen et al., 2017). Une autre étude chez la levure suggére que la liaison
entre le mutant DE et le ribosome est peut-étre sous-estimée (Thompson et al., 2016). La
perte d’association entre Ascl et le ribosome observée par analyse des profils de polysomes
pourrait étre liée a I'introduction des mutations mais aussi de fagon combinée aux conditions
expérimentales. Ascl se détacherait du ribosome lors de l'ultracentrifugation des lysats
cellulaires sur le gradient de sucrose. Dans cette étude, par un traitement des échantillons au
formaldéhyde précédent I'étape d’ultracentrifugation, Thompson et al. ont observé que le
mutant DE a toujours la capacité de s’associer au ribosome in vivo mais dans une moindre
mesure par rapport a laforme WT (Thompson et al., 2016). Une étude a observé chez la levure
gue le double mutant DE n’induit pas une libération totale d’Ascl au ribosome in vivo, mais
semble augmenter la flexibilité spatiale de la protéine et que son positionnement au ribosome
difféere de la forme sauvage. Le mutant Asc1P peut toujours se lier au ribosome mais n’est pas
aussi bien incorporé au ribosome qu’Asc1VT (Opitz et al., 2017). L'identité de séquence entre
RACK1 levure et humain est de 53% (Ullah et al., 2008). En comparaison avec RACK1, son
homologue Ascl chez la levure contient de nombreuses substitutions au niveau de l'interface
d’interaction avec le ribosome (Johnson et al., 2019; Nielsen et al., 2017). Il est possible que
I'introduction des deux points de mutations dans le modéle humain n’induise pas les mémes
effets sur la conformation de la protéine ou son association avec le ribosome que chez la
levure. Une étude récente souhaitant étudier I'interaction entre RACK1 et le ribosome humain
n’a pas réussi a produire et purifier la forme mutante RACK1R3PX38E hymaine indiquant que la
présence des mutations puisse rendre instable la protéine ou induire son mauvais repliement
(Johnson et al., 2019). Il semble que RACK1 humaine s’associe plus longtemps et avec une
meilleure affinité qu’Ascl au ribosome (Johnson et al., 2019). De plus, dans le modele
cellulaire que nous avons utilisé, RACK1 est nécessaire a la traduction de transcrits spécifiques
impliqués dans la croissance et la survie cellulaire (Ruan et al., 2012). Il est possible que les
différences entre le modele levure et humain, notamment concernant la forte affinité de
RACK1 humaine avec le ribosome peuvent expliquer nos résultats montrant que dans notre
modeéle, méme si le mutant DE semble inhiber I'association au ribosome, le knock-down de
RACK1 endogéne n’est pas efficace dans le but de maintenir I'activité de RACK1 dans la
traduction. Ce modeéle n’est alors pas adapté pour étudier spécifiquement le réle ribosomique
de RACK1 humaine dans la traduction IRES-dépendante.

Pour découpler la fonction ribosomique de RACK1 de sa fonction dans la signalisation,
il serait intéressant par une approche génétique de créer de nouveaux mutants. Le double
mutant D109V, Q153R a été décrit comme empéchant l'interaction d’Ascl avec protéine
ribosomique eS17 ce qui entraine un défaut de la traduction globale chez la levure (Kuroha et
al., 2010). Le mutant D109Y montre une forte perte d’association avec le ribosome chez la
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levure (Thompson et al., 2016; Nielsen et al., 2017) et son homologue chez I’'Homme D107Y
ne peut plus se lier avec la petite sous-unité 40S (Johnson et al., 2019).

Nous pourrions aussi utiliser une approche pharmacologique et cribler une banque de petites
molécules dans le but d’identifier un petit peptide qui empécherait I'association de RACK1 au
ribosome tout en préservant ses fonctions cellulaires. Le criblage d’une banque de molécules
chimiques a déja permis d’identifier des inhibiteurs d’interaction protéine-protéine. Par
exemple, les Nutlins inhibent I'interaction entre les protéines p53 et Mdm?2 et leur utilisation
représente une stratégie intéressante pour activer I'apoptose p53-dépendante dans les
tumeurs surexprimant Mdm?2 (Vassilev et al., 2004). Actuellement il n’y a qu’un seul inhibiteur
de RACK1 qui a été décrit dans la littérature mais celui-ci cible un résidu tyrosine qui se trouve
dans l'interface libre au solvant lorsque RACK1 est associée au ribosome (Ullah et al., 2019).

Que ce soit avec un modele mutant ou avec un inhibiteur, il sera important de valider la perte
d’interaction de RACK1 avec le ribosome par I'analyse des profils de polysomes, puis
d’analyser le comportement général de la cellule lorsque RACK1 ne peut plus se lier au
ribosome par des tests fonctionnels de viabilité et de prolifération cellulaire. Il est important
gue le modele mutant ou l'utilisation d’une molécule inhibitrice ne cible que les fonctions
ribosomiques de RACK1 indépendamment de ses autres fonctions dans la cellule. Le modele
développé permettrait de comparer le translatome par séquencage des ARN en cours de
traduction sur les fractions polysomales. Ces études pourraient étre réalisées dans différentes
conditions : apres infection pour identifier les transcrits régulés par RACK1 impliqués dans la
propagation virale ; dans des conditions standard ou de stress afin d’identifier les protéines
dont I'expression est régulée par RACK1. La génération de ce type de modéle devrait
également permettre d‘étudier les mécanismes moléculaires de RACK1 dans l'initiation de la
traduction et le recrutement des facteurs d’initiation comme elF3 et elF4G.

PARTIE Il. R6le de RACK1 dans le microenvironnement tumoral

En réponse a I'environnement cellulaire I'expression de RACK1 est dérégulée, c’est
notamment le cas dans de nombreux cancers ol RACK1 est surexprimée (Li and Xie, 2015) et
contribue a la progression tumorale par son role dans la prolifération cellulaire, I'adhésion, la
migration et I'angiogenese (Adams et al., 2011). Par exemple, RACK1 est impliquée dans la
régulation des voies de I'inflammation via son interaction avec les kinases MAPK, JNK ou le
complexe IKK dans les voies TNF-a et NF-kB (Yao et al., 2014). Un faible changement de
I’expression de RACK1 peut avoir des conséquences sur la régulation de nombreuses voies de
signalisation et contribuer a la progression tumorale. Il avait été décrit chez les patients
atteints de CHC une augmentation de I'expression de RACK1 dans les tissus tumoraux par
rapport aux tissus adjacents (Guo et al., 2013; Ruan et al., 2012), et que I'expression de RACK1
correle avec la progression clinique du CHC. Dans les cellules d’hépatocarcinomes humains
Huh7, lorsque I'expression de RACK1 est fortement réduite par silencing nous avons observé
une augmentation de I'expression de la cytokine pro-inflammatoire CXCL10. Le role de RACK1
dans I'expression de CXCL10 a été confirmé dans un modeéle d’hépatocytes primaires humains
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(PHH) provenant de résections hépatiques de patients ou la perte d’expression de RACK1
induit une augmentation de la transcription et de la sécrétion de CXCL10 (These de Vincent
Turon-Lagot, UMR_S1110, 2020). Par une analyse du transcriptome entre des cellules Huh7
naives et des cellules ol I'expression de RACK1 est abaissée, il a été montré que RACK1 régule
les voies de signalisation NF-kB, Jun/INK, RIG-I, et que le silencing de RACK1 induit la
surexpression des cytokines pro-inflammatoires IL-6, IL-8, CXCL10, IL-18 et IL-33 (These de
Vincent Turon-Lagot, UMR_S1110, 2020). Dans le contexte du CHC, RACK1 module
I’environnement inflammatoire en régulant la sécrétion de cytokines. Il a été décrit que la
perte d’expression de RACK1 liée a I'dge induit un défaut d’activité de la PKCBIl et de
production de certaines cytokines ce qui participe au déséquilibre des réponses
inflammatoires appelé « inflammaging » (Corsini et al., 1999, 2016a). La baisse d’expression
de RACK1 correle avec la sécrétion des cytokines TNF-a et IL-8 dans des cellules THP-1 (Corsini
et al., 2014), alors que l'utilisation d’un pseudo-substrat de RACK1 qui active directement la
PKCBII induit I'expression des cytokines IL-6, IL-8 et IFN-y dans les cellules immunitaires
(Corsini et al., 2015). Dans la réponse immunitaire innée, RACK1 participe a la sécrétion de la
cytokine pro-inflammatoire IL-1pB via I’activation de la conformation active de I'inflammasome
NLRP3 dans les macrophages (Duan et al., 2020). Ainsi, par différents mécanismes RACK1 peut
moduler la production et la sécrétion de cytokines.

Au sein du microenvironnement tumoral, les cytokines peuvent agir en tant que
signaux pour influencer le destin final de la tumeur. Les macrophages associés a la tumeur
(TAM) se trouvent parmi les populations qui constituent le microenvironnement de la tumeur,
ils sont activés par divers stimuli et se différencient en sous-populations M1 et M2 pour
bloquer ou favoriser le développement du cancer (Ruytinx et al., 2018; Shapouri-Moghaddam
et al., 2018). Dans le CHC, une forte expression d’IL-10 entraine une augmentation de la
production et de la sécrétion d’interleukines IL-4 et IL-13 qui induisent la polarisation des
macrophages pro-tumoraux M2. Au contraire, la surexpression de ces trois interleukines
inhibe la production ainsi que la sécrétion d’IFN-y et de TNF-a qui participent a la polarisation
des macrophages antitumoraux M1 (Lewis, 2014). Le CHC est caractérisé par un
enrichissement de macrophages de type M2 qui sont d’importants promoteurs de l'initiation
et de la progression de la tumeur. Les TAM représentent une cible intéressante pour perturber
la formation et le développement du CHC (Zhou et al., 2020).

Récemment, il a été décrit un nouveau réle de RACK1 dans le microenvironnement
tumoral du cancer épidermoide oral (OSCC) ou RACK1 est fortement exprimée et dont
I’expression corréle avec la progression de la tumeur (Liu et al., 2018). La surexpression de
RACK1 dans I'OSCC est associée a l'inhibition du recrutement des macrophages ainsi qu’a
I’augmentation du ratio M2/M1 au sein de I'environnement tumoral favorisant la progression
du cancer (Dan et al, 2020). Nous souhaitions étudier le rbéle de RACK1 dans le
microenvironnement tumoral du cancer du foie et avons émis I’hypothése que lors de la
réponse inflammatoire, RACK1 pourrait réguler I'expression et la sécrétion de cytokines
pouvant induire préférentiellement la polarisation des macrophages pro-tumoraux et ainsi
favoriser le développement du cancer.
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Pour étudier le role de RACK1 dans la polarisation des macrophages, nous avons dans
un premier temps mis au point des outils nous permettant d’identifier les populations de type
M1 et M2. Nous avons développé une expérience de polarisation in vitro a partir d’une lignée
de monocytes THP-1 dérivée de leucémie aigué qui ont la capacité de mimer les phénotypes
M1 et M2 des macrophages humains en fonction des conditions de culture (Maess et al.,
2014). Nous avons observé que I'expression de RACK1 n’avait pas d’impact sur la polarisation
macrophages ni dans I’OSCC, ni dans le CHC. Dans une expérience préliminaire, par analyse
des marqueurs de surface en cytométrie en flux nous avons observé que le silencing de RACK1
contréle le ratio M2/M1 en diminuant la polarisation de type M2 dans la condition ou les
cellules du milieu conditionné ont été cultivées en absence de sérum pendant 3 jours pour
reproduire les conditions expérimentales décrites dans la littérature (Dan et al., 2020). Le
sérum contient les facteurs nécessaires a la prolifération rapide des cellules in vitro et son
absence dans le milieu conduit a un arrét de la croissance cellulaire. Nous souhaitions vérifier
si RACK1 modulait la polarisation des macrophages M1 et M2 en condition de stress et avons
testé différentes conditions de privation de sérum (0%, 24h ; 1%, 72h). Ces expériences ne
nous ont pas permis d’observer une différence du ratio M2/M1 dans les conditions ou
I’expression de RACK1 est réduite par siARN par rapport a la condition contréle. Dans la
publication de Dan et al., le milieu conditionné induisant une différence de ratio M2/M1 a été
récolté apres 48 heures de culture en absence de sérum. Dans nos conditions expérimentales,
nous avons testé 24 heures de milieu sans sérum car au bout de 48 heures nous avons observé
une baisse de la viabilité cellulaire de 90% ce qui ne nous permettait pas de vérifier la perte
d’expression de RACK1 par western blot. Le stress induit pendant 24 heures n’a
potentiellement pas été suffisant pour observer une différence significative de polarisation
entre les phénotypes M2 et M1. Dans l'article publié par Dan et al.,, a aucun moment les
auteurs n’ont discuté de la possibilité que I'absence de sérum dans le milieu conditionné peut
avoir influencé le devenir des macrophages. RACK1 étant impliquée dans des voies de
signalisation en réponse au stress, un effet combiné entre le stress induit par I'absence de
sérum et I'expression de RACK1 peut étre a I'origine de la modulation de la polarisation des
macrophages M1 et M2.

Dans I'environnement tumoral les cellules sont soumises a de nombreuses conditions
de stress telles que I’hypoxie, le stress oxydatif et la privation de nutriments. Par exemple, en
réponse a I’"hypoxie RACK1 empéche I'activation de la voie MAPK ce qui conduit a la survie
cellulaire et inhibe I'apoptose (Arimoto et al., 2008). En I'absence de nutriment, RACK1
participe a la formation de I'autophagosome via sa phosphorylation par 'AMPK et il a été
décrit qu’un défaut de RACK1 dans les hépatocytes peut conduire a I'accumulation de lipides
dans le foie (Zhao et al., 2015). L'autophagie peut étre impliquée dans un mode non-
conventionnel de sécrétion des cytokines (Stow and Murray, 2013). De plus, dans le
microenvironnement tumoral du CHC, l'autophagie a été décrite comme pouvant réguler
directement le facteur de transcription NF-kB pour contréler la polarisation des macrophages
pro-tumoraux M2 (Chang et al., 2013). Il serait donc intéressant d’induire des stress tels que
I’hypoxie ou I'autophagie dans les cellules ou I'expression de RACK1 est éteinte pour observer
si le réle de RACK1 dans la réponse au stress peut influencer le devenir du
microenvironnement tumoral. En plus d’observer le ratio entre les macrophages M2 et M1, il
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faudrait vérifier le recrutement total des macrophages lorsque I'expression de RACK1 est
réduite. En effet, Dan et al. avaient observé qu’en plus de moduler le ratio M2/M1, la
surexpression de RACK1 inhibe le recrutement des macrophages totaux. |l serait intéressant
d’identifier les cytokines régulées par RACK1 qui sont produites dans I’environnement tumoral
du CHC et qui conduisent a la polarisation de type M2 pour comprendre comment I'expression
de cytokines telles que CXCL10 peuvent influencer le devenir de la tumeur. CXCL10 est une
chimiokine dont I’expression correle avec I'agressivité de la tumeur chez les patients atteints
de CHC (Li et al. 2017). Deux études ont montré que I'expression de CXCL10 est directement
impliquée dans le recrutement des macrophages. Dans la stéatohépatite non alcoolique
(NASH) qui est un trouble inflammatoire lipotoxique, CXCL10 médie le recrutement des
macrophages pro-inflammatoires mais pas des autres cellules immunitaires associées a
I'inflammation. La délétion génétique de CXCL107 chez des souris réduit I'infiltration pro-
inflammatoire de macrophages hépatiques (M1) et permet d’atténuer I'inflammation dans le
foie (Tomita et al., 2016). Dans une autre étude, il a été identifié¢ que les fibroblastes
pulmonaires activés induisent la sécrétion de CXCL10 ce qui favorise la polarisation du
phénotype M1 des macrophages. La sécrétion de CXCL10 augmente I'expression des
marqueurs de surface cellulaire de type M1 (iNOS et CD86) et entraine une diminution des
marqueurs de type M2 (Arg | et CD206) (Tsai et al., 2019). Dans le cadre du CHC, il serait
intéressant de comprendre au niveau moléculaire comment CXCL10 régule la réponse
inflammatoire et notamment son impact sur la polarisation des macrophages dans le
microenvironnement tumoral.
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Dans la premiére partie de ma thése, notre objectif était d’étudier le role de la
protéine RACK1 dans la traduction IRES-dépendante des ARN viraux et cellulaires. J'ai pu
confirmer que RACK1 est impliquée dans la traduction IRES-dépendante du VHC et identifier
son implication dans la traduction d’autres ARN viraux comme EMCV, FMDV et PV qui
appartiennent a différents types d’IRES. Mes résultats de these suggerent que RACK1 peut
étre impliquée dans un mécanisme universel de traduction IRES-dépendante. De plus, nous
avons identifié que RACK1 régule aussi la traduction IRES-dépendante de certains ARNm
cellulaires comme BiP ou Apaf-1 dans des cellules dérivées de CHC. RACK1 pourrait alors
réguler la traduction IRES-dépendante de certains ARNm spécifiques impliqués dans la
prolifération des cellules cancéreuses.

Pour étudier spécifiquement le rble ribosomique de RACK1 dans la traduction IRES-
dépendante, nous souhaitions dans un premier temps exprimer le mutant R36D,K38E de fagon
endogéne par CRISPR/Cas9, malgré nos efforts nous n’avons pu produire que des mutants
hétérozygotes pour les simples mutations. Nous avons alors exprimé de fagon exogene le
mutant R36D,K38E qui semble impacter le recrutement au ribosome mais n’avons pas réussi
a éteindre I'expression de RACK1 endogene. Nous avons conclu que ce modeéle n’était pas
adapté pour étudier la fonction ribosomique de RACK1 et qu’il serait intéressant de
développer un inhibiteur de RACK1 pour observer précisément le réle de RACK1 dans la
traduction IRES-dépendante indépendamment de ces fonctions cellulaires. Inhiber
I'interaction de RACK1 au ribosome permettrait a la fois de comprendre les mécanismes
moléculaires auxquels participe RACK1 dans la traduction IRES-dépendante de différents
types d’IRES viraux, mais aussi d’identifier le spectre d’action de RACK1 dans I'infection virale,
ainsi que les transcrits dont la traduction est régulée par RACK1 et qui conduisent a la
prolifération et a la survie des cellules cancéreuses. Ces études permettraient de valider
RACK1 comme une cible thérapeutique pour un large spectre de maladies IRES-dépendantes.

Dans la seconde partie de ma thése, nous avons étudié le role de RACK1 dans le
microenvironnement tumoral. Plusieurs études ont montré que I'expression de RACK1 jouait
un réle important dans la progression du cancer et pouvait étre utilisée comme un indicateur
de mauvais pronostique (Li and Xie, 2015). Un faible changement d’expression de RACK1 peut
avoir des conséquences sur la régulation de nombreuses voies de signalisation et contribuer
a la progression tumorale. Nous avons observé une augmentation de I'expression de la
cytokine pro-inflammatoire CXCL10 en absence de RACK1 dans les cellules dérivées de CHC.
Nous souhaitions étudier I'impact de I'expression de RACK1 sur la sécrétion des cytokines
pouvant influencer I'environnement tumoral en modulant la polarisation des macrophages.
Nous avons observé que I'expression de RACK1 n’avait pas d’effet sur la polarisation des
macrophages dans le CHC. Mais des résultats préliminaires suggérent que le stress cellulaire
combiné a la perte d’expression de RACK1 peut inhiber la polarisation des macrophages pro-
tumoraux. Il serait intéressant d’étudier le roéle de RACK1 dans la polarisation des
macrophages en réponse a différents stress cellulaires et aussi d’identifier comment
I’expression de cytokines comme CXCL10 peuvent réguler le microenvironnement tumoral. La
poursuite de ces travaux permettrait de mieux comprendre comment la régulation de
I’expression de RACK1 dans le cancer permet de moduler I'activité des cellules immunitaires
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associées a l'inflammation dans le but d’induire un microenvironnement favorable au
développement du cancer.
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Etude du role de la protéine RACK1 dans la traduction IRES-dépendante
dans les hépatocytes et son impact sur la différenciation des macrophages

Résumé

RACK1 (Receptor for Activated C Kinase 1) est une protéine impliquée dans de nombreuses fonctions cellulaires
fondamentales. L'altération de son homéostasie est décrite dans le carcinome hépatocellulaire (CHC) ol sa
surexpression favorise la croissance tumorale et la chimiorésistance. Associée au ribosome, elle a été identifiée
comme un facteur d’h6te nécessaire a la traduction IRES (Internal Ribosomal Entry Site)-dépendante de
génomes viraux dont le virus de I’hépatite C (VHC). Les objectifs de ma thése étaient de développer une lignée
cellulaire exprimant une forme mutante de RACK1 incapable de se lier au ribosome afin d’étudier
spécifiguement la fonction ribosomique de RACK1 dans la traduction IRES-dépendante virale et cellulaire. Mon
travail de thése a permis de créer un double mutant de RACK1 humaine, décrit dans la littérature comme
incapable de se lier au ribosome dans la levure en mettant en ceuvre des techniques de knock-in CRISPR Cas9
et des techniques de gain et perte de fonction. La caractérisation fonctionnelle du modéle a montré qu’il n’était
pas adapté pour étudier le role ribosomique de RACK1. En utilisant différents types d’IRES associés a des genes
rapporteurs j’'ai identifié que RACK1 pourrait étre impliquée dans un mécanisme universel de la traduction des
ARN viraux médiée par des IRES, et observé que RACK1 régule la traduction IRES-dépendante d’ARNm
cellulaires pouvant étre impliqués dans la progression du cancer. Des résultats préliminaires suggerent qu’en
réponse au stress cellulaire I'expression de RACK1 permettrait de moduler le phénotype des macrophages
associés a la tumeur. Ces travaux de these offrent une meilleure compréhension du réle de RACK1 dans la
traduction IRES-dépendante dans les hépatocytes ainsi que sa fonction au sein du microenvironnement
tumoral dans le but de valider RACK1 comme une cible thérapeutique pour lutter contre I'infection virale et
ses pathologies associées.

Mots-clés : RACK1, traduction, IRES, microenvironnement tumoral

Résumé en anglais

RACK1 (Receptor for Activated C Kinase 1) is a protein involved in many cellular functions. The alteration of its
homeostasis is described in hepatocellular carcinoma (HCC) where its overexpression promotes tumor growth
and chemoresistance. Associated with the ribosome, it has been identified as a host factor necessary for IRES
(Internal Ribosomal Entry-Site)-dependent translation of viral genomes including hepatitis C virus (HCV). The
objectives of my thesis were to develop a cell line expressing a mutant form of RACK1 unable to bind to the
ribosome in order to specifically study the ribosomal function of RACK1 in viral and cellular IRES-dependent
translation. In my thesis work | created a double mutant of human RACK1, described in the literature as unable
to bind to the ribosome in yeast by implementing CRISPR Cas9 knock-in techniques and techniques of gain and
loss of function. The functional characterization of this model showed that it was not suitable to study the
ribosomal role of RACK1. Using different types of IRES | identified that RACK1 might be involved in a universal
mechanism of IRES-mediated viral RNA translation, and observed that RACK1 regulates IRES-dependent
translation of cellular mRNAs that may be involved in cancer progression. Preliminary results suggest that in
response to cellular stress the expression of RACK1 would modulate the phenotype of tumor-associated
macrophages. This thesis work offers a better understanding of the role of RACK1 in IRES-dependent translation
in hepatocytes as well as its function within the tumor microenvironment in order to validate RACK1 as a
therapeutic target to fight viral infection and its associated diseases.

Keywords : RACK1, translation, IRES, tumor microenvironment
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