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1. Introduction générale
1.1. Vue d’ensemble des réles biologiques des protéines

Les protéines remplissent 'ensemble des fonctions biologiques des organismes uni- et pluri-
cellulaires. Tous les mécanismes de régulation de ces fonctions qui ont été sélectionnés au
cours de I'évolution permettent d’adapter le taux de synthése des protéines et par conséquent
leur(s) activité(s) biologiques en fonction de I'environnement.

1.1.1. A l’échelle d’un organisme

Les exemples ci-dessous illustrent certains roles biologiques des protéines a I'échelle des
organismes, principalement pluricellulaires.

1.1.1.1. Certaines protéines sont des senseurs de [I’environnement d’un
organisme

Chez les animaux, ces protéines sont situées a la surface de cellules spécifiques qui sont en
relation directe avec le milieu extérieur, et sont le plus souvent transmembranaires.

La perception des sens chez ’'homme requiert la coopération de protéines impliquées dans
les voies de signalisation cellulaires pour assurer la transmission d’un signal sensoriel jusqu’au
cerveau. Par exemple, les opsines sont les protéines photoréceptrices essentielles aux
cellules de la vision, les cbnes et les batonnets, qui sont situées dans la rétine (Hussey et al.
2022). La perception du godt implique les nombreuses protéines TAS (Taste Receptors) et la
transduction du signal se fait par des protéines couplées aux protéines G et par des canaux
ioniques (Roper and Chaudhari 2017). La perception de I'odorat fait appel a des protéines
réceptrices qui sont toutes couplées aux protéines G (Lee et al. 2019), tandis que celle du
toucher implique principalement des canaux ioniques (thermorécepteurs, mécanorécepteurs,
etc.) composés de protéines situées a la surface des membranes des cellules spécialisées.
Dans tous les cas, ces protéines réceptrices convertissent un stimulus extérieur en un signal
moléculaire transmis vers le cerveau. Cette conversion passe par l'activation de voies de
signalisation cellulaires qui méne a I'activation de canaux ioniques permettant de générer un
potentiel d’action qui sera ensuite véhiculé jusqu'au cerveau ou il sera interprété par
l'intermédiaire d’autres protéines effectrices.

La réponse de l'organisme a une infection par un pathogéne dépend des immunoglobulines
présentes dans les membranes des cellules immunitaires. La reconnaissance d’'un antigéne
induit une réponse précoce qui se poursuit par une cascade d’événements constituant la
réponse immunitaire adaptative, les deux reposant sur une signalisation moléculaire largement
coordonnée par des protéines.

1.1.1.2. Les protéines circulantes assurent le maintien et la coordination des
fonctions biologiques chez les organismes pluricellulaires

Les protéines circulantes assurent le transport d’'informations, de métabolites et de nutriments
entre les organes. L’hémoglobine assure par exemple le transport du dioxygéne dans
'organisme : 'acheminement du dioxygéne aux cellules est essentiel a la production d’ATP
par la chaine respiratoire mitochondriale et donc a leur potentiel énergétique. Les anticorps
circulants et les cytokines sont des acteurs centraux de la réponse immunitaire adaptative.
L’hydrosolubilité des lipoprotéines, qui assurent le transport de lipides dans I'organisme et
notamment le cholestérol, est due aux protéines qui les constituent. Certaines hormones,
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produites par le systéme endocrinien, sont de nature protéique et sont essentielles a la
coordination des fonctions biologiques des organismes en agissant sur I'activation des cellules
cibles. On peut citer I'insuline, sécrétée par le pancréas, qui est essentielle pour la modulation
du métabolisme du glucose des cellules musculaires, hépatiques et adipeuses.

1.1.1.3. Les protéines des matrices extracellulaires sont essentielles au maintien
de la structure globale d’'un organisme

L’'organisation interne des organismes pluricellulaires est assurée par les matrices
extracellulaires qui sont principalement constituées de protéines comme des collagénes, des
protéoglycanes, des glycoprotéines ou des élastines.

La lame basale est une matrice extracellulaire synthétisée par les cellules épithéliales et
assure leur organisation en épithélium. Les cellules évoluent dans la matrice extracellulaire
qu’elles fabriquent. Les intégrines sont des protéines transmembranaires localisées a

linterface entre la matrice extracellulaire et la cellule épithéliale et sont essentielles a
'adhésion, a la mobilité, a la différentiation et a la prolifération cellulaires.

L’exemple le plus remarquable de matrice extracellulaire est incarné par la structure osseuse
qui est synthétisée dans un premier temps par les ostéoblastes puis par les ostéocytes. La
partie organique, interne, des os est synthétisée par les ostéoblastes et est principalement
constituée de collagéne. La matrice extracellulaire ainsi formée servira de matrice pour la
fixation du calcium et du phosphate inorganique pour former I'hydroxyapatite, principal
constituant minéral des os (Schlesinger et al. 2020).

1.1.2. A I’échelle cellulaire

Les cellules sont les unités fonctionnelles du vivant. Chaque cellule produit un ensemble de
protéines (protéome) qui difféere d’'un type cellulaire a I'autre selon le profil d’expression de
'ensemble de ses génes (génome). En plus de ses fonctions, le protéome d'une cellule
détermine aussi son état physiologique dans la mesure ou il est le reflet de mécanismes
moléculaires régulant la différenciation et le cycle cellulaires, ou encore I'apoptose.

1.1.2.1.Les protéines transmembranaires participent au fonctionnement
cellulaire

Les protéines transmembranaires constituent le lien entre la cellule et son milieu extérieur et
permettent 'échange d’informations codées de maniére moléculaire, soit par contact direct
avec une cellule voisine, soit par molécules effectrices sécrétées. Le méme principe s’applique
pour les organites au sein d’'une cellule, leur milieu extérieur étant dans ce cas le cytosol.

Roéles des protéines transmembranaires dans le maintien du potentiel de membrane

Les protéines de la membrane plasmique comme les canaux ioniques et les pompes a ions
sont impliquées dans la perméabilité membranaire et de ce fait dans le maintien du potentiel
de membrane. Ce potentiel est crucial pour le transport de molécules intra- et extra- cellulaires.
A ce titre, on peut citer les pompes a Na*/K* ATP-dépendantes (Skou 1957; Nguyen et al.
2022), qui, en maintenant simultanément un flux global entrant de potassium et un flux global
sortant de sodium, sont responsables de concentrations cytosoliques de 5-25 mM sodium et
de 100-160 mM de potassium (Sejersted and Sjggaard 2000; McKenna et al. 2008; Gast et al.
2021). Le maintien du potentiel de membrane est un parameétre critique pour, entre autres, la
transmission de potentiels d’action et donc pour la communication nerveuse, ainsi que pour la
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contraction musculaire. Dans les expériences de traduction in vitro réalisées dans le cadre de
ce travail de thése, nous avons choisi d’utiliser des concentrations en ions K* voisines de ces
concentrations cellulaires.

Roéles des protéines transmembranaires dans la signalisation cellulaire

Les protéines transmembranaires sont impliquées dans les voies de signalisation cellulaires
en réponse a un stimulus extracellulaire (hormone(s), ligand(s), métabolite(s), photons, etc.)
et permettent la transduction d’un signal qui régule les fonctions de base de la cellule.

Dans le cas particulier d’'une infection virale, certaines protéines transmembranaires sont
nécessaires pour l'invagination de la particule virale dans la membrane plasmique, ce qui
aboutit a I'injection du génome viral dans la cellule désormais infectée.

Roéles des protéines transmembranaires dans la maturation des protéines

Les protéines transmembranaires du réticulum endoplasmique et de I'appareil de Golgi sont
impliqguées dans la maturation des protéines membranaires et des protéines sécrétées, en
étant notamment essentielles a la formation de complexes moléculaires nommés cargos qui
permettent le transport de ces protéines vers leur localisation fonctionnelle, voire a la formation
de vésicules d’exocytose dans le cas des protéines sécrétées.

Roéles des protéines transmembranaires dans le métabolisme cellulaire

L’énergie apportée par 'hydrolyse de 'ATP en ADP est exploitée par la cellule dans un grand
nombre de réactions chimiques, ce qui fait de I'ATP une molécule essentielle au
fonctionnement cellulaire. La principale source de synthese de 'ATP dans la cellule est 'ATP
synthase de la mitochondrie. La chaine respiratoire mitochondriale est principalement
constituée de protéines transmembranaires situées dans la membrane interne de la
mitochondrie. Ces protéines assurent le transport d’électrons jusqu’a la réduction du
dioxygene en eau et c’est le pompage de protons vers I'espace intermembranaire qui permet
le maintien du gradient de pH essentiel a la synthése d’ATP par 'ATP synthase.

1.1.2.2. Les protéines du cytosquelette maintiennent I’architecture cellulaire

Les protéines du cytosquelette déterminent I'organisation tridimensionnelle de la cellule et sont
particulierement importantes pour les cellules polarisées comme les cellules épithéliales ou
les neurones. Le cytosquelette est constitué de trois types de polyméres de protéines qui sont
constamment remodelés. Les filaments d’actine sont des polyméres d’actines et sont plutét
flexibles. Situés sous la membrane plasmique, ils participent a la forme globale de la cellule
ainsi qu’a I'élasticité cellulaire. Ces propriétés sont essentielles lors de la mitose, la méiose ou
encore lors de la migration cellulaire car ils sont les constituants des lamellipodes. Les
filaments intermédiaires constituent la charpente de la cellule et servent notamment d’ancrage
aux organites et au maintien de la structure du noyau. Enfin, les microtubules, d’'une vingtaine
de nanométres de diamétre, sont des polyméres de tubulines a et (3. Polarisés, leur péle
négatif est situé dans le centrosome et leur pdle positif peut étre localisé dans toute la cellule.
L’assemblage et le désassemblage des microtubules est extrémement dynamique et régule
de la sorte le réseau de transport des molécules dans la cellule.

Les protéines motrices associées aux microtubules permettent le transport actif de protéines,
de molécules d’ARN et d’ADN, ou méme d’organites, de maniére ATP-dépendante. Elles se
distinguent selon qu’elles se déplacent vers le pble négatif ou positif des microtubules.
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Les protéines motrices sont en particulier impliquées dans les mécanismes moléculaires mis
en ceuvre lors de la contraction musculaire, de la migration cellulaire, de I'exocytose, du
transport intracellulaire ¢ ARN messagers, ou encore des mouvements chromosomiques lors
de la division cellulaire.

1.1.2.3. Les enzymes permettent la majorité des réactions chimiques du vivant

Les enzymes sont des protéines qui, en rapprochant spatialement les réactants, en les plagant
dans une conformation stéréochimique idéale et/ou en rendant certains groupements
chimiques davantage réactifs, catalysent les réactions chimiques de la cellule dont la cinétique
est trop lente pour se produire sans 'assistance des enzymes.

Les enzymes ont été classées selon le type de réaction chimique qu’elles catalysent. Elles
interviennent dans I'ensemble des processus biologiques.

La localisation des enzymes dans la cellule est indissociable de leur fonction : certaines sont
trouvées dans les membranes, les organites, le cytosol ou le milieu extracellulaire (on parle
dans ce dernier cas d’exo-enzymes).

1.1.2.4. Certaines protéines participent a I'assemblage de complexes
moléculaires

La cellule contient des complexes macromoléculaires qui catalysent certaines réactions
chimiques fondamentales de la biologie. C’est par exemple le cas du ribosome qui catalyse la
polymérisation des acides aminés en protéines lors de la traduction des ARN messagers.
L’assemblage du ribosome est abordé dans le paragraphe 1.2.1.2. Au cours de la synthése
des protéines, certaines protéines nommeées facteurs de traduction permettent 'assemblage
et la progression du ribosome sur TARN messager, et ainsi la synthése d’'une protéine. Ces
mécanismes seront abordés dans les parties a suivre.

Plus généralement, 'assemblage de complexes moléculaires concerne I'ensemble des
protéines qui, en ayant une affinité pour une molécule donnée, permettent le recrutement
d’autres protéines vers cette molécule sans qu’elles aient nécessairement d’affinité 'une pour
l'autre : c’est un recrutement indirect.

1.1.2.5. Des dysfonctionnements de la synthése des protéines sont a I’origine de
maladies

De nombreuses maladies sont liées au dysfonctionnement d’'une ou plusieurs protéine(s), a
leur sur- ou sous- expression, ainsi qu’a leur taux de synthése. La liste étant trés longue, citons
ici quelques exemples de maladies ou le mécanisme de synthése d’une protéine est
directement impliqué.

La synthése de poly-dipeptides toxiques dans les motoneurones est une des causes de la
sclérose latérale amyotrophique (maladie de Charcot). Ces dipeptides proviennent de la
traduction de séquences répétées apparaissant dans les transcrits du géne C9ORF72 chez
les patients atteints de sclérose latérale amyotrophique. Ces transcrits sont pris en charge par
le ribosome de la cellule, ce qui induit la synthése de poly-dipeptides toxiques qui provoquent
la mort des motoneurones (Tabet et al. 2018).

La présence d’'un codon stop prématuré dans ’ARN messager codant pour la dystrophine, une
protéine transmembranaire indispensable au maintien de [larchitecture des cellules
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musculaires, stoppe la synthése de la dystrophine, ce qui cause la myopathie de Duchenne
(Hoffman 2020).

Dans le cas d’'une infection virale, le détournement de la machinerie cellulaire de synthése des
protéines est essentiel a la production des protéines virales et donc a I'assemblage de
nouvelles particules virales fonctionnelles et infectieuses (Walsh and Mohr 2011; Jaafar and
Kieft 2019).

Enfin, un facteur d’initiation de la synthése des protéines, elF4E, est surexprimé dans de
nombreux cancers (Smith et al. 2021). Ce facteur guide I'assemblage de la machinerie
traductionnelle sur I'extrémité 5’ des ARN messagers. Sa surexpression dérégle les taux de
synthése des protéines de la cellule et participe dés lors au phénoméne de cancérisation.

1.1.3. A I’échelle moléculaire

Les fonctions des protéines sont strictement dépendantes de leur conformation tri-
dimensionnelle, elle-méme dictée par la séquence d’acides aminés qui les constituent,
d’éventuelles modifications post-traductionnelles, ainsi que par la vitesse de leur synthése.

Les protéines sont des polymeéres d’acides aminés qui adoptent un repliement tridimensionnel
leur conférant leur(s) fonction(s). Localement, les séquences d’acides aminés se replient en
deux motifs structuraux élémentaires : les hélices a et les feuillets B. Les acides aminés
hydrophiles sont généralement localisés a la surface des protéines qui fait face au solvant et
permettent souvent des interactions avec diverses molécules. Les acides aminés hydrophobes
permettent 'ancrage dans les membranes dans le cas de protéines membranaires, sinon ils
forment généralement le coeur hydrophobe de la protéine. Certaines protéines se
décomposent en plusieurs domaines fonctionnels, comme les domaines catalytiques ou les
domaines d’interaction avec d’autres molécules. Ces domaines sont souvent séparés par une
chaine peptidique non structurée qui leur confére de ce fait une certaine mobilité.

Les protéines sont parfois constituées de plusieurs chaines polypeptidiques qui peuvent
s’associer pour former des homo- (protéines identiques) ou hétéro- (protéines différentes)
oligomeres. C’est par exemple le cas de I'hémoglobine qui est un hétérotétramére formé de
deux chaines a (a-globine) et de deux chaines 3 (B-globine). C’est aussi le cas des anticorps
qui sont constitués de deux chaines lourdes et de deux chaines légéres.

Enfin, certaines protéines contiennent des modifications post-traductionnelles sur des acides
aminés précis qui peuvent affecter leur repliement et/ou leur(s) spécificité(s) d’interaction avec
des substrats. On peut citer la phosphorylation des résidus sérines, thréonines et tyrosines
par les protéines kinases qui interviennent dans la totalité des voies de signalisation cellulaires.

Conclusion

Ce tour d’horizon des roles biologiques des protéines montre que leur synthése cellulaire est
un mécanisme biologique fondamental qui est au cceur du fonctionnement du vivant. Des
études ont montré que la cellule dédie prés d’un tiers, voire la moitié pour certaines bactéries,
de ses ressources énergétiques a la mise en ceuvre de mécanismes permettant la traduction
fidéle et efficace de ses ARN messagers en protéine(s) (Buttgereit and Brand 1995; Russell
and Cook 1995; Li et al. 2014).
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1.2. Mécanismes assurant la biosynthése des protéines et sa fidélité

La biosynthése des protéines, ou traduction des ARN messagers, est un mécanisme conservé
dans les trois domaines du vivant. Elle fait intervenir une machinerie moléculaire dédiée au
décodage de l'information génétique permettant la synthése des protéines. Cette information
est codée dans la phase codante des ARN messagers sous la forme de triplets de nucléotides
appelés codons selon les régles du code génétique. De fortes homologies de fonction et de
séquences sont trouvées parmi les constituants de la machinerie de synthése de protéines
entre les Eucaryotes, les Bactéries et les Archées (Tableau 1). Cette forte conservation est
révélatrice du caractére fondamental et ancestral de la traduction des ARN messagers en
protéines chez tous les étres vivants. Les mécanismes régulateurs de la traduction seront
abordés dans les parties 1.3 et 1.4.

Le travail présenté dans ce manuscrit se focalise sur les mécanismes de la traduction des
ARN messagers chez les eucaryotes (Figure 1).
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Figure 1: vue d’ensemble des mécanismes de traduction canoniques, ou coiffe-
dépendants, chez les eucaryotes. elF : facteur dinitiation eucaryotique, eEF : facteur
d’élongation eucaryotique, eRF : facteur de terminaison eucaryotique, UTR : région non
traduite, cds : phase codante. D’aprées (Mailliot and Martin 2018).

1.2.1. Les principaux acteurs moléculaires de la traduction chez les eucaryotes

La synthése des protéines nécessite la coopération ordonnée et localisée de molécules d’ARN
et de protéines.

Les ARN sont le résultat de I'expression d’un géne, c’est-a-dire de sa transcription, qui est
soumise a de nombreux mécanismes de régulation qui ne seront pas détaillés dans ce rapport.
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Les ARN sont des polymeéres de ribonucléotides (adénosine, cytidine, guanosine et uridine)
qui peuvent étre modifiés ou non. Chez les eucaryotes, ils sont synthétisés par trois ARN
polymérases et se distinguent par leur caractére codant ou non-codant. Les ARN codants, ou
ARN messagers (ARNm), portent l'information génétique qui est traduite en protéines par les
ribosomes. Les ARN non-codants interviennent dans les mécanismes de régulation de la
totalité des processus biologiques, méme si I'étendue et parfois la nature de leurs implications
restent a déterminer précisément. Parmi les ARN non-codants figurent des acteurs majeurs
de la traduction : les ARN de transfert (ARNt) délivrent les acides aminés aux ribosomes qui
eux-mémes sont principalement constitués d’ARN ribosomiques (ARNr). Par conséquent,
méme s'il ne fait pas I'objet de cette étude, il est clair qu’'un premier niveau de régulation de la
traduction a lieu au niveau transcriptionnel par un étroit contrdle des taux de synthése des
molécules d’ARN mises en jeu, qu’elles soient codantes ou non. A linstar des protéines, le
repliement tridimensionnel des ARN est fondamental pour leur fonction. Il fait intervenir d’'une
part I'établissement de liaisons hydrogénes intramoléculaires entre les bases des nucléotides,
les groupements phosphates étant la plupart du temps c6té solvant et les plateaux de bases
trés souvent a l'intérieur de I’hélice ainsi formée, et d’autre part des interactions avec diverses
molécules. L'ensemble de ces interactions détermine la topologie de repliement des
différentes régions de 'ARN concerné, qui peut étre une simple tige-boucle, un pseudo-nceud
(interaction longue distance entre deux tiges-boucles) ou des structures bien plus stables
comme les G-quartets (Dumas et al. 2021). Les structures ou domaines qui en résultent
peuvent étre modulés par les conditions de pH, les concentrations en ions, ainsi que par leurs
interactions avec différentes protéines et petites molécules.

Les protéines directement impliquées dans la traduction peuvent se distinguer selon le type
d’ARN avec lequel elles interagissent. Leurs interactions avec les ARNm, les ARNr ou les
ARNt sont fondamentales et permettent I'assemblage de complexes de traduction
fonctionnels.

1.2.1.1. Les ARN messagers

Les ARN messagers (ARNm) eucaryotes sont le résultat de multiples modifications des ARN
issus de la transcription des génes correspondants par 'ARN polymérase Il dans le noyau des
cellules. Au contraire des ARNm procaryotes, ils sont essentiellement monocistroniques, c’est-
a-dire qu’ils ne codent en principe pour qu’une seule protéine.

Le produit de la transcription par 'ARN polymérase Il, ’ARN pré-messager (ARNpm), est sujet
a de nombreuses modifications co- et post- transcriptionnelles interconnectées. Parmi les plus
importantes figurent I'ajout d’une coiffe 7-méthyl-guasosine-triphosphate (m’Gppp) en 5,
I'ajout d’'une queue poly-adénosines (poly-A) en 3’ ainsi que I'épissage des introns, auxquels
peuvent s’ajouter d’autres modifications de bases. Le déroulement de ces mécanismes qui ont
lieu pendant la transcription peut influencer I'efficacité de la traduction des ARNm.

Mécanisme de synthése de la coiffe et de modifications de bases

Chez les eucaryotes, l'ajout de la coiffe m’G (Figure 2) fait intervenir trois activités
enzymatiques portées par trois enzymes nucléaires distinctes et a lieu de maniére co-
transcriptionnelle aprés la polymérisation d’une vingtaine de nucléotides (Cowling 2010;
Ramanathan et al. 2016). D’abord, une ARN triphosphatase clive I'extrémité 5’-triphosphate
de 'ARN néosynthétisé, ce qui donne une extrémité diphosphate et libére un phosphate
inorganique (Pi) :
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pppN1pN2 = ppN1pN; + Pi

Ensuite, une ARN guanylyl-transférase catalyse la formation d’une liaison 5'-5-triphosphate
en utilisant une molécule de guanosine triphosphate (GTP), ce qui libére un
pyrophosphate (PPi) :

ppN1pN2 + GTP = GpppNipN:2 + PPi

Enfin, une guanine-7-méthyltransférase catalyse la méthylation de I'azote 7 de la guanosine
précédemment ajoutée en 5’ en utilisant la S-adénosyl-méthionine (SAM) comme donneur de
groupement méthyl :

GpppN1pN2 + S-adénosyl-méthionine > m’GpppN1pN: + S-adénosyl-L-homocystéine

Coiffe 7-méthyl guanosine (m’G)
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Figure 2 : la coiffe 7-méthyl guanosine. R correspond aux nucléotides (Ni-1) qui composent
'’ARNm. Adapté de (Ramanathan et al. 2016).

La synthése de la coiffe m’G a I'extrémité 5’ de '’ARN en cours de synthése est fondamentale
pour sa stabilité ainsi que pour nombre de mécanismes moléculaires comme I'épissage de
ses introns, son export nucléaire ou sa traduction.

En plus de la coiffe m’G, d’autres modifications de base comme la Ns-méthyl-adénosine ou
les coiffes tri-méthylées sont possibles et peuvent influencer la traduction des ARNm. Ces
mécanismes seront abordés dans le paragraphe 1.4.1.1. Par ailleurs, certains virus ajoutent
une coiffe m’G en 5 des ARN viraux au moyen d’une seule protéine qui posséde les trois
activités enzymatiques précédemment décrites : c’est notamment le cas de la Vaccinia
Capping Enzyme (VCE), une protéine du virus de la vaccine (Martin and Moss 1975; Shuman
and Hurwitz 1981).

Mécanisme d’épissage des introns

L’ARN pré-messager en cours de synthése est également soumis a un large remodelage
nommeé épissage des introns (Shi 2017) dont les aspects mécanistiques et régulateurs ne
seront pas développés ici. Sur 'ARN pré-messager, I'information génétique codant pour la
protéine est fragmentée : les séquences codantes, les exons, sont séparées par des régions
non-codantes, les introns. L'épissage des introns correspond au clivage, par un complexe
ribonucléoprotéique nommé spliceosome, des séquences comprises entre les extrémités
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respectivement 5-P et 2-OH de deux introns qui ne sont pas nécessairement consécutifs
(Figure 3).

Intron

r 1

t L t Pre-mRNA
5'ss BPS Poly-Y 3'ss

5'—[ Exon 1 l Exon 2 }—3- Spliced mRNA

Figure 3: mécanisme simplifié de I'épissage des introns. BPS: séquence de
branchement ; ss : site d’épissage ; poly-Y : poly-pyrimidines. D’aprés (Bessa et al. 2020).

La jointure des exons qui respectivement précédent et suivent le ou les intron(s) concerné(s)
fait que TARNm sera composé d’'une combinaison d’exons. Tous les exons présents dans la
séquence de 'ARN pré-messager ne sont pas nécessairement présents sur TARNm, et
plusieurs combinaisons d’exons sont possibles pour un méme transcrit: I'épissage est
alternatif. La traduction des ARNm issus d’un épissage alternatif du méme ARN pré-messager,
et donc de I'expression du méme géne, donne des protéines distinctes dites isoformes.

Mécanisme d’ajout de la queue poly-adénosines a I'extrémité 3’

A l'exception notable des ARN messagers codant pour les histones dites « réplication-
dépendantes » qui ont une structure en tige boucle a leur extrémité 3’ (Lyons et al. 2016), les
ARN messagers eucaryotes sont polyadénylés a leur extrémité 3’ par un mécanisme co-
transcriptionnel en deux étapes. D’abord, la fixation des facteurs de polyadénylation sur des
motifs spécifiques localisés de part et d’autre du site de polyadénylation guide leur clivage par
des endonucléases. Intervient ensuite la polymérisation d’une succession de 150 a 250
adénosines (Tian 2005) par la poly-adénosines polymérase (PAP).

Transport des ARNm du noyau au cytoplasme

Toujours de maniére co-transcriptionnelle et en étroite coordination avec les mécanismes
précédents, TARN messager s’associe avec de nombreuses protéines pour préparer son
export du noyau vers le cytoplasme par les pores nucléaires (Stewart 2019). Cet assemblage
requiert I'accomplissement des mécanismes d’ajout de la coiffe, d'épissage et de
polyadénylation car ces modifications interviennent dans la reconnaissance des protéines
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formant le complexe d’exportation. Ce complexe ribonucléoprotéique, ou cargo, présente une
affinité pour les nucléoporines, et peut alors se rapprocher du pore nucléaire et sortir du noyau.
La diffusion du cargo étant bidirectionnelle, divers réarrangements moléculaires, dont
l'intervention d’hélicases, permettent de décrocher les protéines du cargo de ’ARNm, assurant
ainsi son transport unidirectionnel du noyau vers le cytoplasme (Figure 4).
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Figure 4 : schéma récapitulatif des différentes étapes de la maturation des ARNm dans
le noyau et de leur export nucléaire. D’aprés (Stewart 2019).

Eléments fonctionnels des ARNm

La séquence des ARNm se divise en trois régions toutes impliquées dans la régulation de leur
traduction en protéine (Figure 5), a savoir les régions non traduites 5’ et 3’ (5’°UTR et 3'UTR)
ainsi que la séquence codante qui contient I'information génétique pour la synthése de la
protéine. L’impact de ces éléments sur la traduction des ARNm sera abordé dans le
paragraphe 1.4 dédié a la régulation de la traduction par la séquence de TARNm.

S’UTR Phase codante 3'UTR

Codon Codon
d'initiation stop

m’Gppp AAAA...AAAA

Figure 5 : représentation simplifiée d’'un ARN messager eucaryote.

1.2.1.2. Les ribosomes : assemblages d’ARN et de protéines ribosomiques

Les ribosomes désignent un assemblage ribonucléoprotéique constitué d’ARN ribosomiques
(ARNr) entourés de protéines ribosomiques.

Les ARN ribosomiques

Ce sont les principaux constituants des ribosomes. Les ARNr sont issus de la maturation
d’ARN précurseurs issus de la transcription des génes correspondants au sein du nucléole
par les ARN polymérases | et lll. La premiére synthétise 'ARN précurseur des ARNr 18S, 5.8S
et 28S et la seconde le précurseur de 'ARNr 5S. Les ARN précurseurs sont ensduite clivés en
ARNr dont le repliement fonctionnel s’effectue de maniére co-transcriptionnelle et est assuré
par de multiples protéines, dont les principaux mécanismes sont expliqués dans la revue
(Henras et al. 2015).
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Les protéines ribosomiques

Le nombre et la diversité des protéines ribosomiques dans les trois domaines du vivant ont
poussé les chercheurs a définir une nomenclature unifiée et universelle des protéines
ribosomiques (Ban et al. 2014) qui sera utilisée dans ce travail.

Assemblage des ribosomes

La biogenése des ribosomes a lieu dans le noyau. Les protéines ribosomiques, nécessaires a
la biogénése et produites dans le cytoplasme, y sont donc exportées. Les ARNr et les
protéines ribosomiques s’assemblent dans le nucléole pour former les sous-unités 40S et 60S
du ribosome. Cet assemblage nécessite plus de 200 protéines, dont la plupart sont des
chaperonnes (Klinge and Woolford 2019). Ces nombreuses interactions moléculaires sont
nécessaires pour assurer le repliement fonctionnel des ARN ribosomiques des deux sous-
unités du ribosome. Une fois formées a la suite d’'un processus complexe qui ne sera pas
détaillé ici, les sous-unités ribosomiques sont exportées du noyau vers le cytoplasme pour les
derniéres étapes de leur maturation.

Principaux éléments fonctionnels du ribosome

D’une masse d’environ 4.5 x10° daltons (Yusupova and Yusupov 2015) et d'une envergure
d’'une vingtaine de nanomeétres, les ribosomes eucaryotes sont constitués des deux sous-
unités 40S et 60S. La petite sous-unité 40S est constituée de 'ARNr 18S ainsi que de 33
protéines ribosomiques. Associée aux facteurs d’initiation, elle forme la particule 43S qui
intervient dans I'ensemble du processus d’initiation de la traduction. La grande sous-unité 60S,
constituée des ARNr 28S, 5.8S et 5S ainsi que de 46 protéines ribosomiques, se joint a la
petite sous-unité aprés qu’elle a reconnu le codon d’initiation. Le ribosome 80S ainsi formé
démarre ensuite la synthése de la protéine. Le ribosome 80S contient trois sites
fonctionnels (Figure 6, Figure 7) nommés par rapport a I'état des ARN de transfert au cours
de la synthése de la protéine : le site E (Exit), le site P (Peptidyl-ARNt) et le site A (Amino-acyl
ARNY).

ARN{tMet,
(site P)

«~——elF2

Figure 6 : structure du complexe de pré-initiation 48S humain. Adapté de (Querido et al.
2020), PDB : 6ZMW
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80S

ARNm

Figure 7 : structure du ribosome 80S humain. Les positions des ARNt ont été modélisées
dans les sites E, P et A du ribosome humain (PDB : 6QZP) a I'aide des structures de ribosomes
bactériens (PDB : 4V5G). Adapté de (Schmeing et al. 2009; Natchiar et al. 2017)

Le site A correspond au site de décodage de l'information génétique en acide aminé par
l'interaction entre le codon de 'ARN messager et I'anticodon de ’ARN de transfert lié a I'acide
aminé (amino-acyl ARNt). Le site P contient le site peptidyl-transférase qui catalyse la
formation de la liaison peptidique entre le peptide naissant et 'acide aminé amené dans le site
A. Le produit final de la réaction est le peptidyl-ARNLt. Enfin, le site E est le site de décrochage
de ’ARNt déacylé a la suite de cette réaction. Le détail de ces mécanismes sera abordé dans
le paragraphe 1.2.3.

La catalyse de la liaison peptidique ainsi que la dynamique traductionnelle sont des
mécanismes extrémement conserves dans les trois domaines du vivant.

Déiiaiie Ribosome Petite et grande sous-unités ARNTr de la petite et de la grande Protéines ribosomiques
(Svedberg) du ribosome (Svedberg) sous-unité du ribosome (Svedberg)
308 16S (1493 nt) 21 (15u/ 6b)
Bactéries 708
23S (2891 nt)
508 55 (117 nt) 33 (18u/ 15b)
308 16S (1512 nt) 25 (15u/9e/ 1a)
Archées 708
23S (2967 nt)
50S 58 (122 nt) 38 (18u/ 20e)
408 18S (1860 nt) 33 (15u/ 18e)
Eucaryotes 80S
28S (4039 nt)
60S 5,88 (158 nt) 46 (18u/ 28e)
58 (120 nt)

Tableau 1: les ribosomes dans les trois domaines du vivant. S est le coefficient de
sédimentation exprimé en Svedberg. La longueur des ARN ribosomiques (ARNr) est indiquée
en nucléotides (nt). Les protéines ribosomiques sont désignées par une nomenclature officielle
comprenant un préfixe selon qu’elles sont conservées dans les trois domaines du vivant (u
pour universelle), ou conservées chez les bactéries (b), chez les archées (a) ou chez les
eucaryotes (e). Ce préfixe est suivi de la lettre S pour les protéines de la petite sous-unité ou
L pour les protéines de la grande sous-unité du ribosome, suivi d’'un numéro (Ban et al. 2014).
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1.2.1.3. Les ARN de transfert et les amino-acyl-ARNt synthétases

Les ARN de transfert (ARNt) sont issus de la maturation des ARN précurseurs synthétisés par
la transcription des génes correspondants par 'ARN polymeérase lll dans le noyau. La
maturation nucléaire des ARN précurseurs d’ARNt implique notamment la dégradation
contrélée par des exo- et endo- nucléases des extrémités 5’ et 3’, couplée ou non a de
I'épissage d’introns, ainsi que I'ajout du triplet de nucléotides CCA a I'extrémité 3’ par la
nucléotidyl-ARNt-transférase (Betat et al. 2014). A cela s’ajoutent de multiples modifications
de bases qui précédent ou suivent I'export des ARNt du noyau vers le cytoplasme. Les ARNt
sont des ARN non codants strictement essentiels au décodage de I'information génétique et a
la traduction des ARN en protéines, mais ils sont aussi impliqués dans d’autres mécanismes
moléculaires de la cellule (Schimmel 2018). Le nombre de génes codant pour les ARNt est
trés variable selon les organismes. Il en existe néanmoins au moins un par acide aminé
protéinogéne. L’abondance des ARNt d'une cellule détermine la vitesse de décodage des
codons correspondants lors de I'étape d’élongation, et est ainsi reliée a I'efficacité globale de
la traduction cellulaire. D’une longueur comprise entre 76 et 93 nucléotides, les ARNt adoptent
un repliement fonctionnel se caractérisant par une structure en « L » qui contient plusieurs
éléments conservés dans les trois domaines du vivant (Figure 8).

Tige boucle
thymine/pseudo-uridine/cytosine 5" Bras accepieur

o)

; Tige boucle
= - dihydro-uridine

Structure
boucle de secondaire
I’anticodon

Figure 8 : structures secondaire et tridimensionnelle de ’ARNt-Phénylalanine de la
levure (PDB : 1ehz).

De l'extrémité 5 vers 3’ se trouvent la tige-boucle dihydro-uridine (D), la tige-boucle de
'anticodon, un domaine variable et la tige-boucle thymine/pseudo-uridine/cytosine. Enfin, le
triplet CCA est porté par le bras accepteur de 'ARNt sur lequel sont fixés les acides aminés
par les aminoacyl ARNt synthétases. L’élément central du décodage du code génétique est la
boucle anticodon. Deux ARNt sont dits isoaccepteurs s’ils portent deux anticodons distincts
mais portent le méme acide aming, illustrant ainsi la redondance du code génétique. Deux
ARNt sont dits isodécodeurs s’ils portent le méme anticodon mais ont par ailleurs une
séquence nucléotidique et/ou des modifications de bases distinctes. Les roles et la diversité
des modifications des bases des ARNt sont nombreux (Grosjean and Westhof 2016;
Schaffrath and Leidel 2017). Les modifications de la base 34 située dans la boucle anticodon
sont en particulier impliquées dans la fidélité de décodage par l'interaction avec le troisieme
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nucléotide du codon (Pernod et al. 2020) mais également dans la vitesse de synthése des
protéines a I'échelle cellulaire (Nedialkova and Leidel 2015).

Les aminoacyl ARNt synthétases (aaRS) sont les enzymes permettant le chargement des
acides aminés a l'extrémité 3° des ARNt. Il y en a une par acide aminé protéinogéne. Le
chargement de ces acides aminés sur le bras accepteur des ARNt constitue la premiére étape
du décodage du code génétique. La fidélité du décodage passe par la reconnaissance
spécifique des deux substrats des aaRS: d'une part 'ARNt porteur de I'anticodon
correspondant a I'acide aminé chargé par 'aaRS et d’autre part 'acide aminé en question. La
reconnaissance de I'ARNt est dépendante d’'un jeu de nucléotides spécifiques appelés
déterminants qui peut étre couplé a des modifications de base. La reconnaissance de I'acide
aminé a lieu dans une poche spécifique de l'aaRS et implique principalement les
discriminations de taille et de charges de surface, assistée dans certains cas par des ions
métalliques (Rubio Gomez and Ibba 2020).

Le chargement de l'acide aminé sur I'extrémité 3’ de I’ARNt s’effectue en deux étapes.
D’abord, le groupement acide carboxylique C-terminal est rendu davantage réactif par une
réaction d’aminoacylation qui utilise 'ATP, formant ainsi un aminoacyl-adénylate. Les aaRS
catalysent ensuite I'estérification du groupe carbonyl de I'adénylate par I'extrémité hydroxyle
2’ ou 3’ du ribose de I'adénosine terminale, conduisant ainsi au chargement de 'acide aminé
sur le bras accepteur de ’ARNt. Les aaRS se distinguent en deux classes selon que la réaction
d’estérification implique I'hydroxyle 2’ (classe |) ou 3’ (classe Il) de I'adénosine terminale de
'ARNt (Eriani et al. 1990). Selon la classe d’'aaRS, l'interaction avec ’ARNt se fait par l'une
des deux faces de la structure en L des ARNt.

1.2.1.4. Les facteurs de traduction

De nombreux facteurs protéiques interviennent lors des étapes d'initiation (elF pour
« eukaryotic initiation factor »), d’élongation (eEF pour « eukaryotic elongation factor ») et de
la terminaison (eRF pour « eukaryotic release factor ») de la traduction. Certains remplissent
des fonctions trés similaires entre les trois domaines du vivant. Le Tableau 2 récapitule les
différents facteurs eucaryotiques mis en jeu au cours de la traduction chez les eucaryotes. lls
seront évoqués au fur et a mesure dans le texte a suivre.

olF s':::l"s“:l':lg‘: Masse (kDa) cEF s'::;"s’t':l;‘: Masse (kDa)
elF1 1 12,7 eEF1A 1 50,1
elF1A 1 16,5 cEF1B 3 24,8/31,1/50,1
elF2 3 36,1/384/51,1 eEF2 1 95,3
elF28 5 33,7/39/50,2/59,7/80,3 elF5A 1 16,8
elF3 13 800 (total)
elF4A 1 46,1 eRF :)Z’:T;&i Masse (kDa)
elF4B 1 69,3 v ] ”
elF4E 1 245 RF3 ; —
elF4G 1 1755
elF4F 3 eIF4E + elF4G + elF4A
elF4H 1 27,4
elF5 1 49,2
eIF5B 1 1389

Tableau 2 : les principaux facteurs de traduction eucaryotiques. elF : facteur d’initiation,
eEF : facteur d’élongation, eRF : facteur de terminaison.
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1.2.2. L’initiation de la traduction chez les eucaryotes

L’initiation de la traduction chez les eucaryotes constitue I'étape limitante de la synthése des
protéines. C’est une étape fondamentale dans la mesure ou elle détermine si une protéine est
synthétisée. L'étape d'’initiation est régulée par la majorité des mécanismes de régulation de
la traduction connus a ce jour. Malgre la diversité des acteurs protéiques et ribonucléiques mis
en jeu, les mécanismes d’initiation de la traduction se distinguent selon qu’ils nécessitent ou
non la présence de la coiffe m’G a I'extrémité 5° des ARNm.

1.2.2.1. L’initiation coiffe-dépendante

Le mécanisme canonique de l'initiation de la traduction (Figure 9) référe a la stricte nécessité
de la présence d’une coiffe 5-m’G pour recruter la petite sous-unité du ribosome et ses
facteurs associés a l'extrémité 5 de I'’ARNm qui sera traduit, déclenchant la série
d’évenements décrite ci-aprés (Jackson et al. 2010; Hinnebusch and Lorsch 2012; Aitken and
Lorsch 2012; Merrick and Pavitt 2018).
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elFs 1,1A;3 APE | elFs 4A, 4B, 4G, PABP 2
408 +mRNA ?
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Figure 9 : vue d’ensemble de l'initiation de la traduction chez les eucaryotes. TC :
complexe ternaire. D’aprés (Merrick and Pavitt 2018).

Fixation du complexe 43S a I'extrémité 5 de TARNmM

Le complexe protéique elF4F, composé des facteurs d’initiation elF4G, elF4A et elF4E, se fixe
sur la coiffe m’G par l'intermédiaire d’elF4E et I'assistance d’autres elF. L’affinité de elF4E
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pour la coiffe est augmentée par l'interaction de son domaine N-terminal avec elF4G (Gross
et al. 2003). Le facteur elF4G joue le role de plateforme en interagissant avec divers facteurs
du complexe de pré-initiation. Son interaction avec la protéine de fixation a la queue poly-A
(PABP) permet la circularisation de certains ARNm (Kahvejian et al. 2005) et de ce fait
augmente la concentration locale des facteurs de traduction ainsi que la stabilisation de
'ARNm. Ce phénomeéne n’est toutefois pas indispensable a linitiation de la traduction des
ARNm, comme suggéré par le fait que l'invalidation de linteraction elF4G-PABP n’est pas
Iéthale chez la levure (Kessler and Sachs 1998; Park et al. 2011). La proximité spatiale des
extremités 5’ et 3’ des ARNm qui permet leurs interactions avec de nombreuses protéines
pourrait étre simplement due au repliement tridimensionnel de ces ARNm (Vicens et al. 2018).
L’interaction de elF4G avec le facteur elF3 (Villa et al. 2013) permet le recrutement de la petite
sous-unité du ribosome associée a d’autres facteurs d'initiation. Parmi ces facteurs figurent
notamment le complexe ternaire elF2/GTP/ARNt-méthionine-initiateur (ARNteY), le facteur
elF5 qui est impliqué dans I'hydrolyse du GTP lié a elF2 en GDP aprés la reconnaissance du
codon initiateur, ainsi que les facteurs elF1 et elF1A impliqués dans le scanning et la fidélité
de décodage (Asano et al. 2000 ; Sokabe et al. 2012). Le complexe ribosomique ainsi recruté
sur la coiffe m’G est nommé complexe 43S ou complexe de pré-initiation. elF3 est notamment
impliqué dans la stabilisation des composants du complexe de pré-initiation par ses multiples
interactions avec les facteurs d’initiation (Zhou et al. 2008; des Georges et al. 2015; ValasSek
et al. 2017).

Scanning directionnel de la région 5’UTR a la recherche du codon d’initiation

Muni d’une activité hélicase par le facteur elF4A qui est exacerbée par ses interactions avec
elF4G (Schitz et al. 2008), elF4B (Rogers et al. 2001) ou elF4H (Sun et al. 2012), la particule
43S scanne de maniére unidirectionnelle la région 5 UTR de 'ARNm de maniére ATP-
dépendante, nucléotide par nucléotide, jusqu’a la reconnaissance du codon initiateur par
I’ARNtVe; dans le site P (Kozak 1978). Cette étape de scanning peut également faire intervenir
d’autres hélicases selon la longueur de la région 5’UTR, la présence de structures
secondaires, ou I'état physiologique de la cellule (Guenther et al. 2018; Sen et al. 2019).

Reconnaissance du codon initiateur

C’est une étape cruciale dans la mesure ou elle détermine I'exactitude de la traduction du code
geneétique et par conséquent la nature de la protéine synthétisée. Le principal moteur de la
reconnaissance du codon initiateur est la stabilité de l'interaction entre I'anticodon porté par
I’ARNtM®t lig a la particule 43S par I'intermédiaire d’elF2 et le codon d’initiation de la traduction
situé dans le site P de la particule 43S (Lomakin and Steitz 2013). La fidélité de
reconnaissance du codon initiateur est principalement assurée par la coopération des facteurs
elF1 et elF1A qui sont localisés de part et d’autre du site P (Pestova et al. 1998; Thakur and
Hinnebusch 2018; Zhou et al. 2020). En induisant une géne stérique au niveau du site P, ils
assurent le maintien d’'une conformation du 43S en cours de scanning telle que seule une
interaction codon-anticodon suffisamment stable permet de basculer de cette conformation
« ouverte » a une conformation « fermée », permettant a '’ARNtM®; de s’accommoder dans le
site P tout en bloquant 'avancement du complexe de scanning. Dans la conformation
« ouverte », elF1 agit comme un inhibiteur de I'hydrolyse spontanée du GTP lié a elF2 en GDP
(Algire et al. 2005) en interagissant avec elF5, et inhibe ainsi 'assemblage des sous-unités du
ribosome et le démarrage de la traduction.
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Assemblage du ribosome 80S et relargage différentiel des facteurs d’initiation

La reconnaissance du codon d’initiation dans le site P entraine une cascade d’événements
moléculaires menant a I'assemblage des deux sous-unités du ribosome et au recyclage
différentiel des facteurs d'initiation. Le complexe moléculaire assemblé sur le codon d’initiation
est maintenant nommé complexe 48S. En tant que protéine activatrice de GTPase (GAP)
spécifique du complexe ternaire elF2-GTP- ARNtet elF5 stimule I'activité GTPase de la sous-
unité elF2-y en se fixant a la sous-unité B de elF2 (elF2-B), ce qui a pour conséquence
'hydrolyse des GTP liés a elF2-y en GDP (Paulin et al. 2001), elle-méme facilitée par le
déplacement d’elF1 aprés 'accommodation de ARNtM®, dans le site P. L’avancement de
I'hydrolyse du GTP entraine une perte progressive d’affinité d’elF2 pour 'ARNtV®; (Kapp and
Lorsch 2004), ce qui conduit a son relargage du complexe 48S. L’assemblage des deux sous-
unités est grandement assuré par le facteur elF5B (Pestova et al. 2000) et en particulier par
l'interaction de son domaine C-terminal avec celui de elF1A (Nag et al. 2016), qui est rendue
possible par le déplacement d’elF1 aprés I'accommodation de 'ARNt"® dans le site P. Cette
interaction facilite 'assemblage des deux sous-unités du ribosome et permet le relargage
conjoint de elF2, elF1A et elF5B par I'hydrolyse du GTP lié a elF5B. Trés récemment, il a été
montré que elF5B guide le positionnement du bras accepteur de ARNtVe de telle sorte qu'il
soit compatible avec I'assemblage de la grande sous-unité du ribosome (Lapointe et al. 2022).
Quant aux facteurs d’initiation elF3 et elF4A/G/E, I'existence de mécanismes de ré-initiation
(Kozak 2001; Poyry et al. 2004) suggérent qu’ils pourraient, a ce stade, demeurer associés au
ribosome 80S ainsi assemblé durant les premiers temps de I'élongation.

L’interaction codon-anticodon, qui permet de décrocher le facteur elF1 du site P, est donc le
principal moteur de l'assemblage des sous-unités du ribosome et par conséquent du
démarrage de la synthése des protéines.

Recyclage des facteurs d’initiation

Les facteurs d'initiation sont soumis a des mécanismes de recyclage avant d’étre a nouveau
engagés dans un processus d’initiation.

Le recyclage du facteur elF2 nécessite 'échange de la molécule de GDP liée a elF2 en GTP
pour la formation de nouveaux complexes de pré-initiation 43S. Aprées son relargage du 48S,
elF2-GDP interagit avec elF2B, une protéine échangeuse de guanosine (GEF) qui catalyse
'échange du GDP en GTP (Sidrauski et al. 2015; Kashiwagi et al. 2019). Seul le complexe
elF2-GTP a l'affinité requise pour 'ARNtVe formant ainsi le complexe ternaire essentiel a la
formation du complexe de pré-initiation. Le taux de recyclage de elF2 est donc directement
relié au taux de traduction des ARNm cellulaires par le mécanisme d’initiation canonique. Le
recyclage du facteur elF2 est au coeur de mécanismes de régulation qui seront abordés dans
la partie 1.3.1.2 et est illustré dans la Figure 19.

Coiffes 5 alternatives

Certains ARNm possédent des coiffes 5’ alternatives qui modulent leur traduction. C’est par
exemple le cas des ARNm codant pour les séléno-protéines qui ont une coiffe 2,2,7- triméthyl-
guanosine (m?27G) (Wurth et al. 2014). L’ajout des groupements méthyls supplémentaires sur
les azotes 2 est réalisé a partir de la coiffe m’G dans le cytoplasme ou dans le noyau selon la
localisation cellulaire de I'enzyme triméthyl-guanosine synthétase 1 (Tgs1).
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1.2.2.2. L’initiation coiffe-indépendante

L'initiation coiffe-indépendante ne fait pas intervenir la coiffe m’G dans le mécanisme de
recrutement du ribosome sur TARNm, mais plutét des structures particulieres de TARNm en
association avec des facteurs protéiques. De telles structures sont appelées sites d’entrée
interne du ribosome (IRES). Selon la nature du mécanisme de recrutement du ribosome,
certains des elF requis pour l'initiation canonique peuvent étre impliqués. Historiquement
identifiés et considérés comme une des stratégies mises en ceuvre lors d’une infection virale
pour favoriser la traduction de 'ARN du virus (Lee et al. 2017), un nombre grandissant de
travaux suggére que des mécanismes d'initiation par l'intermédiaire d’'IRES sont également
utilisés pour la traduction de certains ARNm cellulaires (Godet et al. 2019; Kwan and
Thompson 2019).

Les IRES viraux

Les IRES viraux sont des éléments structurés retrouvés principalement dans les génomes de
virus a ARN qui sont capables de détourner la machinerie de traduction de la cellule infectée
vers la traduction des ARN viraux, au détriment des ARNm cellulaires. Assistés ou non par
des facteurs, ils permettent de recruter la particule 43S ou un ribosome 80S. Les IRES viraux
ont été classés en fonction du nombre et du type de facteurs protéiques nécessaires a leur
fonctionnement et de la complexité de leur structure tridimensionnelle (Mailliot and Martin
2018).

Les IRES de classe | nécessitent 'ensemble des facteurs d’initiation de la traduction a
I'exception d’elF4E, le facteur qui fixe la coiffe m’G dans le mécanisme canonique. L'IRES de
la région 5’UTR du Poliovirus (PV) est I'RES de classe | le mieux étudié (Figure 10).
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Figure 10 : structure secondaire de la région 5’UTR de ’ARN du Poliovirus. L'IRES
minimal est encadré en pointillés. D’aprés (Mailliot and Martin 2018).
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Le repliement fonctionnel de cet IRES a été caractérisé par sondage enzymatique (Pilipenko
et al. 1989; Skinner et al. 1989; Burrill et al. 2013) ainsi que par des études de covariations
dans les séquences d’autres virus de la famille des poliovirus (Rivera et al. 1988). D’'une
longueur de 743 nucléotides, la région non traduite du poliovirus contient divers éléments
structuraux impliqués dans la réplication de I'ARN viral et dans sa traduction (Andino et al.
1990, 1993). Le domaine V de I'lRES permet le recrutement de formes complétes et tronquées
de elF4G, qui résultent de son clivage par la protéine 2A, une protéase virale. La protéine
résultante conserve son affinité pour elF4A et elF3 mais n’est plus incapable d’interagir avec
elF4E, inhibant ainsi la traduction cellulaire coiffe-dépendante (Gradi et al. 1998). Etant donné
que la protéine elF4G tronquée est encore capable de recruter les autres facteurs d’initiation,
la particule 43S est recrutée sur I'lRES par I'intermédiaire de linteraction elF4G-elF3. Cette
interaction améne la particule 43S a étre déposée sur un AUG localisé aux positions 586-588
au niveau du domaine VI. S’ensuit le scanning des 160 nucléotides de la région 5° UTR du
virus a la recherche du codon de démarrage de la traduction (Lozano and Martinez-Salas
2015). L’assemblage du ribosome sur le codon d'initiation s’effectue de maniére similaire au
mécanisme canonique. A noter que d’autres IRES de classe | ne font pas nécessairement
scanner le complexe 43S recruté et le déposent directement sur un AUG, comme c’est le cas
pour 'RES du Human Rhino Virus 2 (Kaminski et al. 2010). Les autres domaines de I'|RES
interagissent avec d’autres protéines essentielles au fonctionnement de I'lRES ainsi qu’a la
réplication de 'ARN viral : ce sont des ITAF, pour IRES trans-acting factors. Elles peuvent étre
cellulaires ou virales.

Les IRES de classe Il nécessitent également I'ensemble des facteurs d’initiation de la
traduction a I'exception de celui fixant la coiffe m’G (elF4E). Les IRES des régions 5’UTR de
I'Encephalomyocarditis Virus (EMCV) et du Foot and Mouth Disease Virus (FMDV) sont les
IRES de classe Il les plus étudiés (Figure 11).
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Figure 11 : structure secondaire de I'IRES de EMCV. L’'IRES minimal est encadré en
pointillés. D’aprés (Mailliot and Martin 2018).
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Au contraire des IRES de la classe |, ces IRES recrutent la particule 43S a proximité du codon
d’initiation et ne font donc pas intervenir de scanning a proprement parler. C’est un mouvement
oscillant de type brownien limité a quelques nucléotides qui permet de positionner le codon de
démarrage dans le site P du 43S recruté sur I'IlRES. Les structures secondaires des IRES
EMCV et FMDV sont bien caractérisées et sont trés similaires. Le domaine J-K des deux IRES
est essentiel au recrutement du facteur elF4G, par lintermédiaire duquel est recrutée la
particule 43S de maniére analogue au mécanisme d’initiation canonique (Jang and Wimmer
1990; Hoffman and Palmenberg 1995; Kolupaeva et al. 1998; Lozano and Martinez-Salas
2015; Imai et al. 2016). A noter que le facteur elF4G est également clivé lors de I'infection par
ces virus (voir paragraphe précédent). Dans I'lRES d’EMCYV, le recrutement d’elF4G est
largement influencé par une boucle de six adénosines consécutives au sein du domaine J-K
(Hoffman and Palmenberg 1995; Imai et al. 2016). Deux AUG initiateurs en phase peuvent
servir de codon d'’initiation dans les deux IRES. lls sont séparés de 9 nucléotides dans EMCV,
et de 84 nucléotides dans FMDV. En ce sens, le recrutement au niveau du domaine V du
facteur elF4B permettrait d’assister leur reconnaissance, dans ce cas-la, par un mécanisme
de scanning. L’assemblage du ribosome qui suit la reconnaissance de 'AUG s’effectue de
maniere similaire au mécanisme canonique. Le domaine lll, et notamment le motif GNRA de
sa partie apicale, est essentiel a la fonctionnalité des deux IRES, bien que les mécanismes
impliqués demeurent mal compris (Robertson et al. 1999; Lépez de Quinto and Martinez-Salas
1997). Les autres domaines de I'lRES fixent des facteurs protéiques, cellulaires ou viraux,
essentiels au maintien de la conformation tridimensionnelle de I'|RES (ITAFs chaperonnes) ou
plus généralement essentiels au cycle viral.

Les IRES de classe Ill nécessitent un nombre plus restreint de facteurs d'initiation, parmi
lesquels le facteur elF3 joue un réle majeur. L’'IRES du virus de I'hépatite C (HCV) en est
I'exemple le plus connu (Figure 12).
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Figure 12 : structure secondaire de I'IRES de HCV. L’'IRES minimum est encadré en
pointillés. D’aprés (Mailliot and Martin 2018).
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En plus du mécanisme principal qui sera expliqué ci-aprés, d’autres mécanismes d’initiation
de la traduction guidée par I'lRES de HCV coexistent selon I'état d’avancement des
mécanismes moléculaires mis en ceuvre dans la cellule en réponse a l'infection. L’emploi de
'un ou l'autre mécanisme est notamment dépendant de la concentration intracellulaire en
Mg?*, du taux de phosphorylation de elF2 et donc de la disponibilité des complexes ternaires
elF2-GTP-ARNtVe, (voir paragraphe 1.3.1), et peut nécessiter des facteurs d'initiation
alternatifs comme elF2A ou elF2D en coopération avec elF3 et elF1A (Lancaster et al. 2006;
Pestova et al. 2008; Terenin et al. 2008; Dmitriev et al. 2010; Kim et al. 2011; Jaafar et al.
2016). Modérément compacte (environ 400 nucléotides) et constitué de quatre domaines
structuraux, cet IRES a la particularité de fixer directement la petite sous-unité du ribosome
par un réseau d’interactions avec les domaines Il et Ill qui est responsable d’une constante
d’affinité plutét élevée : Ko = 10° (Fuchs et al. 2015). Le complexe de pré-initiation 48S se
forme par l'intermédiaire du facteur elF3, dont I'interaction avec la particule 40S recrutée est
stabilisée par les interactions des sous-unités elF3a et elF3c du facteur elF3 avec le domaine
lll de 'IRES (Hashem et al. 2013; Sun et al. 2013; Erzberger et al. 2014). Le déplacement de
la sous-unité elF3j du tunnel par lequel passe ’ARN viral est essentiel au positionnement de
'AUG de I'IRES dans le site P du ribosome. Les changements conformationnels du 48S
nécessaires a 'accommodation de I'|RES sont médiés par la formation du complexe ternaire
elF2-GTP-ARNtVe, couplée a I'action des facteurs elF3, elF1A et elF1 par un mécanisme
encore mal compris (Fraser et al. 2009). A ce titre, le domaine |l serait impliqué dans le
positionnement optimal de 'ARNtV® dans le site P. Par ailleurs, le domaine Il de I'IlRES est
essentiel a 'assemblage du ribosome 80S, et serait ainsi impliqué dans I'hydrolyse du GTP
fixé sur elF2 et dans les mécanismes de relargage des facteurs d'initiation (Otto and Puglisi
2004; Locker et al. 2007).

Les IRES de classe IV assemblent directement un ribosome 80S sur le site d'initiation de la
traduction sans I'assistance d’aucun facteur d’initiation, ni méme de 'ARNtVe; (Wilson et al.
2000; Pestova and Hellen 2003). Trés compacts (environ 200 nucléotides), ils adoptent un
repliement dont 'un des domaines se structure en un pseudo-nceud qui mime linteraction
entre la boucle anticodon d’'un ARNt et un codon. Ce leurre moléculaire permet le
positionnement de ce pseudo-nceud directement dans le site A du ribosome avant sa
translocation dans le site P. Démarre alors la traduction de la phase codante par lI'incorporation
d’'un ARNt dans le site A. L'IRES de la région intergénique (IGR) du virus de la paralysie du
cricket (CrPV) constitue le modéle d’étude des IRES de classe IV (Figure 13), bien que de tels
IRES soient trouvés dans d’autres virus de la famille des dicistrovirus.
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Figure 13 : structure secondaire de I'lGR du CrPV. PK: pseudo-nceud ; ASL : tige-boucle
codon-anticodon ; SL : tige-boucle. D’aprés (Mailliot and Martin 2018).

Ces IRES se structurent généralement en trois pseudo-nceuds nommés PKI, PKII et PKIII. PKI
adopte une topologie qui mime I'interaction codon-anticodon, et, avec PKIl, est essentiel au
recrutement des deux sous-unités du ribosome (Schiuler et al. 2006). PKIIl est quant a lui
dispensable au recrutement des sous-unités du ribosome, mais est indispensable au
démarrage de la traduction une fois le 80S assemblé (Jan and Sarnow 2002). L’assemblage
du ribosome sur cet IRES implique soit les recrutements successifs des sous-unités 40S puis
60S, soit le recrutement direct d’'un ribosome 80S (Petrov et al. 2016). Dans tous les cas, la
présence du PKI dans le site A nécessite sa translocation dans le site P, sans quoi aucun
aminoacyl-ARNt ne peut étre amené au site A lors de la phase d’élongation. La translocation
de PKI du site A vers le site P est médiée par le recrutement du facteur d’élongation eEF2
(voir 1.2.3.3.) au niveau du site A (Yamamoto et al. 2007). Le site A désormais vacant, la
phase d’élongation peut avoir lieu dans la phase +0 ou +1 (Ren et al. 2012). Cette propriété
peut étre imputée a la relative flexibilité du PKI. La sélection du cadre de lecture est
dépendante de la conformation du PKIIlI pour le positionnement du PKI dans le site A du
ribosome (Au et al. 2015).

Les propriétés de I'lRES de EMCV et de I'lGR du CrPV seront particuliérement utilisées dans
ce travail. Par ailleurs, une partie du travail de thése est dédiée a la mise au point d’une
méthode d’identification systématique d’IRES dans un génome viral (2.2).

Les IRES cellulaires

D’abord cantonnés aux ARN viraux, les mécanismes d’initiation coiffe-indépendants sont aussi
impliqués dans la traduction de certains ARNm cellulaires et font partie des stratégies
sélectionnées au cours de I'évolution permettant d’adapter rapidement le protéome d’une
cellule aux changements environnementaux qui générent un stress cellulaire, dont une des
conséquences est en général I'inhibition du mécanisme d’initiation canonique de la traduction.
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A l'instar de certains IRES viraux, leur traduction nécessite des facteurs protéiques auxiliaires
nommeés ITAF (IRES trans-acting factors). Les mécanismes relatifs a la traduction des ARNm
cellulaires en condition de stress seront abordés dans la partie 1.4, et permettront d’évoquer
le concept de traduction sélective des ARN messagers (1.5).

1.2.3. La phase d’élongation des protéines

La phase d’élongation (Figure 14) démarre lorsque le ribosome 80S est assemblé sur le codon
d’initiation avec I'ARNtMe situé dans le site P par l'intermédiaire de I'interaction codon-
anticodon, les sites E et A étant vacants. L’avancement du ribosome sur ’TARN messager de
I'extrémité 5’ vers I'extrémité 3’ consiste en la répétition successive, codon par codon, des trois
étapes décrites dans les paragraphes suivants (Dever et al. 2018).
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Figure 14 : vue de I'’ensemble des mécanismes impliqués dans I’étape d’élongation de
la traduction. Le GTP est représenté par un point vert et le GDP par un point rouge. D’aprés
(Dever et al. 2018).

1.2.3.1. Accommodation de I'amino-acyl-ARNt dans le site A du ribosome

La diffusion moléculaire fait successivement entrer les complexes ternaires eEF1A/GTP/aa-
ARNt au niveau du codon localisé dans le site A du ribosome jusqu’a 'accommodation d’'un
aa-ARNt. Seule une interaction codon-anticodon suffisamment stable permet
'accommodation de 'aa-ARNt dans le site A et I'activation subséquente de I'’hydrolyse du GTP
de elF1A qui entraine son relargage.
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La reconnaissance du codon par 'aa-ARNt repose sur les liaisons hydrogénes engagées dans
l'interaction codon-anticodon, mais également sur celles engagées avec trois nucléotides clés
du ribosome dans I'hélice h44 de 'ARNr 18S (A1824, A1825, G626 du ribosome de lapin)
(Ogle et al. 2001). Ces trois nucléotides modulent la géométrie de I'hélice formée par les
liasisons hydrogénes entre les deux premiéres bases du codon et les deux derniéres de
'anticodon (Loveland et al. 2017). Ce faisant, ils permettent de discriminer les interactions
codon-anticodon invalides (pas d’appariements Watson-Crick) des interactions valides
(appariements Watson-Crick parfaits) ou partiellement valides (appariements Watson-Crick et
mésappariements tolérés a ce stade), et constituent ainsi un premier garant de la fidélité de
décodage sur les deux premiéres bases du codon. La tolérance est moins stricte au niveau de
la troisiéme position du codon et des appariements non Watson-Crick y sont possibles : c’est
la position ‘Wobble’ dont une conséquence est la dégénérescence du code génétique. A ce
stade, les aa-ARNt invalides ne sont pas stabilisés dans le site de décodage et par conséquent
n’y résident pas, permettant ainsi 'entrée d’autres aa-ARNt qui seront testés de la méme
maniére. La stabilisation de l'interaction codon-anticodon par le nucléotide G626 (Loveland et
al. 2017) entraine des changements conformationnels majeurs au sein du ribosome et
aboutissent a 'activation de I'hydrolyse du GTP lié a eEF1A par linteraction entre d’'une part
la boucle sarcine-ricine de la grande sous-unité du ribosome et d’autre part la Switch 2 loop
du domaine GTPase de elF1A, ce qui permet le positionnement optimal d’'un résidu histidine
nécessaire pour la catalyse (Shao et al. 2016). La cinétique d’hydrolyse du GTP de eEF1A est
dépendante des changements conformationnels induits par I'interaction codon-anticodon et
est dés lors impliquée dans la discrimination des interactions codon-anticodon valides des
partiellement valides. La vitesse de I'hydrolyse détermine en effet si 'aa-ARNt s’accommode
définitivement dans le site A tout en se dissociant de elF1A-GDP ou s'il est éjecté du ribosome
conjointement avec eEF1A-GDP. L’hydrolyse différentielle du GTP constitue ainsi un second
garant de la fidélité de décodage. Enfin, des modifications de bases de I'anticodon des ARNt
permettent d’augmenter la stabilité de I'interaction avec le codon, ce qui constitue un troisiéme
garant de la fidélité de décodage. Ceci est particuliérement important pour les combinaisons
codon-anticodon qui sont riches en nucléotides A et U (Pernod et al. 2020).

A linstar de elF2-GDP avec elF2B, le facteur eEF1A-GDP est recyclé en eEF1A-GTP par
l'intermédiaire d’'une protéine a activité GEF : eEF1B (Gromadski et al. 2007).

1.2.3.2. Formation de la liaison peptidique

La catalyse de la liaison peptidique est un mécanisme strictement conservé dans les trois
domaines du vivant. Suite au relargage de eEF1A-GDP et a 'accommodation de I'aa-ARNt
dans le site A, le domaine peptidyl-transférase de la grande sous-unité du ribosome assure le
positionnement optimal du peptidyl ARNt et de 'amino-acyl ARNt situés respectivement dans
les sites P et A. Dans le cas particulier du décodage du deuxiéme codon, '’ARNt présent dans
le site P est TARNt"®! et non un peptidyl-ARNt. Le facteur elF5A, en se fixant dans le site E,
favorise le bon positionnement du bras accepteur de 'ARNt du site P par rapport a celui du
site A, et de ce fait accélére la formation de la liaison peptidique (Gutierrez et al. 2013 ;
Melnikov et al. 2016 ; Schmidt et al. 2016). Cette liaison est le résultat de I'amidation du
carbone du groupement acide carboxylique de I'extrémité C-terminale du peptide naissant par
le groupement a-amine de I'acide aminé lié a 'aa-ARNt du site A (Figure 15). Ensuite, le
pivotement de la téte de la petite sous-unité du ribosome repositionne 'ARNt du site P
désormais déacylé a cheval sur les sites E et P et le nouvellement formé peptidyl-ARNt a
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cheval sur les sites A et P, ce qui amorce la translocation (Ratje et al. 2010; Budkevich et al.
2011; Behrmann et al. 2015).

Site E Site P Site A Site E Site P Site A

‘{JH RH OO
C. C

S

Figure 15 : schéma représentant la formation de la liaison peptidique. R correspond au
radical des acides aminés. P correspond au peptide naissant. Les liaisons peptidiques sont
indiquées en rouge, les liaisons esters reliant les acides-aminés a I'extrémité 3'-CCA des ARNt
sont indiquées en orange.

1.2.3.3. Translocation du ribosome et relargage de ’ARNt déacylé

La translocation de 'ARNt déacylé dans le site E et du peptidyl-ARNt dans le site P est
dépendante de I'énergie apportée par I'hydrolyse du GTP lié au facteur eEF2 qui se fixe dans
le site A vacant. Bien que son mode d’action ne soit pas entiérement élucidé, I'hypothése
actuelle est que cette hydrolyse finalise les mouvements de rotations de la téte de la petite
sous-unité du ribosome précédemment amorcés en levant les interactions entre les
nucléotides clés de I'hélice h44 de 'ARNr 18S et l'interaction codon-anticodon impliquant le
nouveau peptidyl-ARNt, permettant ainsi leur progression au sein du ribosome (Spahn et al.
2004; Taylor et al. 2007; Abeyrathne et al. 2016; Murray et al. 2016). Ces changements
conformationnels aboutissent au relargage de eEF2-GDP et au positionnement précis de
I’ARNt déacylé et du peptidyl-ARNt dans les sites E et P respectivement. |l est essentiel que
les interactions codon-anticodon restent stables pendant ce mouvement, faute de quoi il y
aurait un risque de changement de cadre de lecture, et donc d’'une protéine au moins tronquée
du cété C-terminal, sinon non fonctionnelle. En ce sens, des études suggérent qu’'une
modification post-traductionnelle d’une histidine de eEF2 en diphthamide est essentielle pour
la fidélité du décodage chez les eucaryotes car son absence augmenterait la probabilité de
décalage de cadre de lecture au moment de la translocation (Abeyrathne et al. 2016; Murray
et al. 2016). Enfin, le relargage de 'ARNt déacylé du site E est essentiel pour l'arrivée de
elF5A. Il a également été proposé que l'arrivée de elF5A dans le site E accélére la sortie de
I’ARNt déacylé qui s’y trouve lors de 'accommodation d’un nouvel aa-ARNt dans le site A.

1.2.4. La terminaison de la traduction

Les trois étapes précédentes se répétent successivement, codon par codon, jusqu’a la
présence d’un des trois codons stop canoniques (UAA, UAG, UGA) dans le site A. Etant donné
gu’aucun ARNt de la cellule ne peut s’apparier avec les codons stop, le site A reste vacant, ce
qui enclenche une série d’événements menant a la dissociation des sous-unités du ribosome
ainsi qu’au relargage de la protéine synthétisée (Hellen 2018). Les trois codons stop
canoniques (a quelques organismes pres) sont reconnus dans le site A vacant par le domaine
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N-terminal de eRF1 (Bertram et al. 2000) dont le repliement tridimensionnel s’apparente a
celui des ARNt (Song et al. 2000). La fidélité de reconnaissance du codon stop par eRF1 est
dépendante d’une part du codon stop et des nucléotides +4 et +5 en aval, en considérant le U
du codon stop comme le +1 (McCaughan et al. 1995), et d’autre part des motifs GTS et
YxCxxxF de eRF1 (Brown et al. 2015). Le relargage de la protéine néosynthétisée est
dépendant de l'activité GTPase de eRF3-GTP, un facteur qui interagit avec le domaine C-
terminal de eRF1. L'interaction de eRF3 avec la boucle sarcine-ricine du ribosome entraine
I'hydrolyse de sa molécule de GTP et permet 'accommodation de eRF1 dans le site A en
positionnant son motif conservé GGQ en face du bras accepteur du peptidyl-ARNt dans le site
P (Shao et al. 2016). Le motif GGQ catalyse I'hydrolyse de la liaison ester reliant 'extrémité
3'CCA de 'ARNt a la protéine synthétisée qui est ainsi relarguée dans le tunnel du ribosome.
Une étude a démontré l'implication du facteur elF5A qui augmente la vitesse de cette
hydrolyse (Schuller et al. 2017). Aprés la terminaison, le recyclage des sous-unités
ribosomiques et des facteurs eRF1 et eRF3 repose sur linteraction entre eRF1 et ABCE1
(Pisarev et al. 2010). Aprés la dissociation, TARNt du site P et TARNm restent fixés a la petite
sous-unité du ribosome et sont décrochés par la fixation des facteurs d’initiation elF3, elF1A
et elF1 pour la formation de nouveaux complexes d’initiation (Pisarev et al. 2010).

1.2.5. Localisation cellulaire de la traduction

Chez les eucaryotes, la traduction a exclusivement lieu dans le cytosol, et peut étre associée
dans certains cas aux membranes de certains organites comme le réticulum endoplasmique
ou le noyau, ou a certains organelles dépourvus de membranes comme les granules de stress.
Pour certains types cellulaires comme les neurones, la spatialisation de la traduction des
ARNm est essentielle a leur fonction.

1.2.5.1. La spatialisation de la traduction est dépendante du type cellulaire

C’est dans les cellules spécialisées que la spatialisation et la répartition de la traduction des
ARNm sont les plus marquées (Martin and Ephrussi 2009). Dans les fibroblastes, la traduction
des ARNm de la B-actine est localisée au niveau des lamellipodes et est essentielle au
remodelage du cytosquelette qui dans ce cas permet la migration cellulaire. Dans les neurones
matures, la traduction des ARNm localisés dans la partie terminale des axones participe
largement a la plasticité synaptique (Figure 16). La traduction localisée de TARNm codant pour
le facteur de transcription VegT est déterminante dans linduction du mésoderme lors du
développement embryonnaire du Xénope, qui est 'organisme modéle pour ce type d’études.
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Figure 16 : illustration de I'importance de la localisation cellulaire de la traduction des
ARNm pour la fonctionnalité des neurones. Le transport de certains ARNm et leur
traduction localisée est essentielle pour la réception de signaux au niveau des parties post-
synaptiques comme les épines dendritiques (a) et au développement des parties pré-
synaptiques a I'extrémité des axones (b). Le transport des ARNm dans les neurones peut faire
intervenir leur association aux lysosomes (c). Certaines protéines mitochondriales codées par
les génes nucléaires sont adressées aux mitochondries par leur traduction associée aux
endosomes (d). La fonctionnalité des synapses est largement dépendante des protéines
transmembranaires et excrétées dont la maturation dépend de la traduction localisée de leurs
ARNmM au niveau du réticulum endoplasmique (e). D’aprés (Das et al. 2021).

Le transport des ARNm vers une localisation cellulaire essentielle a la fonction de la protéine
codée implique la formation de granules d’ARNm transportés sur le cytosquelette par des
protéines motrices. Les motifs nucléotidiques qui permettent 'assemblage de ces granules
sont généralement localisés dans les régions 3’'UTR des ARNm.

1.2.5.2. La traduction associée a la membrane du réticulum endoplasmique est
essentielle a la maturation des protéines membranaires et sécrétées

La traduction des ARNm associée a la membrane du réticulum endoplasmique est essentielle
a la maturation de la protéine synthétisée et concerne en particulier la totalité des protéines
membranaires et des protéines sécrétées (Reid and Nicchitta 2015). Dans les deux cas, ce
sont des protéines fondamentales pour la communication intra- et inter- cellulaires et donc
pour le fonctionnement global de I'organisme, comme cela a été précédemment illustré avec
les neurones (Figure 16). Prés d’un tiers des protéines synthétisées est concerné (Pechmann
et al. 2014). L’association de la traduction d’une protéine en cours de synthése a la membrane
du réticulum endoplasmique dépend du repliement co-traductionnel du peptide naissant en un
motif N-terminal hydrophobe qui est reconnu par la particule de reconnaissance du signal,
abrégée SRP (Walter et al. 1981; Walter and Blobel 1981). L’interaction entre la SRP et un
récepteur SRP situé dans la membrane du réticulum endoplasmique y associe le complexe
traductionnel et libére le motif hydrophobe initialement reconnu par la SRP. S’ensuit alors
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l'invagination co-traductionnelle de la protéine en cours de synthése dans la lumiére ou la
membrane (selon la protéine) du réticulum endoplasmique aprés l'ancrage du motif
hydrophobe dans le translocon, une protéine transmembranaire reliant le cytoplasme a la
lumiére du réticulum endoplasmique. Commence ainsi la maturation de la protéine dans le
réticulum endoplasmique puis dans I'appareil de Golgi, ou elle fera I'objet de nombreuses
modifications post-traductionnelles nécessaires a leur(s) fonction(s) dans la cellule.

1.2.5.3. La traduction associée aux granules de stress

La traduction des ARNm associée aux granules de stress (Mateju et al. 2020) peut étre
interprétée comme une stratégie pour concentrer localement les différents facteurs protéiques
nécessaires a la traduction des ARNm traduits spécifiquement dans ces conditions.

Ces quelques exemples montrent que lintégration fonctionnelle d’'une cellule au sein d’'un
organisme passe egalement par la localisation cellulaire précise de la traduction de 'ensemble
de ses ARN messagers.

43



1.3. Mécanismes trans-régulateurs de la traduction

Les trois étapes de la traduction sont sujettes a des mécanismes de régulation faisant
intervenir de maniére plus ou moins concertée divers facteurs agissant en frans qui peuvent
étre des ARN non-codants, des facteurs protéiques, certaines petites molécules, ainsi que la
séquence de la protéine en cours de synthése. Ces mécanismes sont largement dépendants
de 'environnement et de la signalisation cellulaires.

Dans cette partie, I'accent sera mis sur la régulation de linitiation de la traduction. Par souci
d’exhaustivité, les régulations liées aux phases d’élongation et de terminaison seront
brievement évoquées.

Bien gu’indissociables des aspects trans-régulateurs de la traduction qui font I'objet de ce
paragraphe, les éléments cis-régulateurs localisés dans la séquence des ARNm seront
discutés dans le paragraphe 1.4.

1.3.1. Certains facteurs d’initiation, d’élongation ou de terminaison sont des cibles
d’effecteurs de voies de signalisation

La plupart des mécanismes moléculaires mis en jeu dans la traduction est reliée a des voies
de signalisation dont certains facteurs d'initiation, d’élongation ou de terminaison de la
traduction sont des cibles. La traduction est ainsi directement connectée aux changements
environnementaux captés par la cellule. L'intégration directe de ces signaux au niveau
traductionnel permet la synthése rapide d’un nouvel ensemble de protéines qui permet
d’orchestrer la réponse adaptative de la cellule en réponse a ces changements.

1.3.1.1. La voie mTOR (mammalian target of rapamycin)

La voie mTOR (Figure 17) est liée a I'état énergétique et a 'environnement nutritionnel de la
cellule et contréle la synthése des biomolécules selon les ressources cellulaires disponibles.
Parmi ses nombreuses cibles figurent notamment des protéines impliquées dans la traduction.
Le terme mTOR référe au domaine sérine/thréonine kinase de deux complexes protéiques
cytosoliques nommés complexes mTOR-1 (MTORC1) et mTOR-2 (MmTORC?2). Le premier est
en lien avec la régulation de la biosynthése des protéines, des lipides ou des nucléotides,
tandis que le second est plutét lié a la régulation de l'activité de protéines kinases impliquées
dans le maintien de l'intégrité cellulaire et dans le remodelage du cytosquelette (Saxton and
Sabatini 2017).
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Figure 17 : vue d’ensemble de la voie mTOR. A. Les voies de signalisation en amont de
mTOR qui ménent a leur activation ou a leur inactivation. B. Les voies de signalisation en aval
de mTORCH1, qui découlent de son activation ou de son inhibition. D’aprés (Saxton and
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Le complexe mTORC1 est inactivé dans des situations de déficit en acides aminés ou dans
des conditions d’hypoxie qui entrainent la baisse du rendement de production d’ATP par la
chaine respiratoire mitochondriale, comme c’est notamment le cas dans les cellules tumorales
peu voire pas vascularisées. L’inactivation de mTORC1 entraine l'inhibition de la traduction
coiffe-dépendante cellulaire et un ralentissement du métabolisme, en réponse a ce déficit
énergétique.

Activé, le complexe mTORC1 phosphoryle la protéine de fixation a elF4E (4E-BP), ce qui
réduit son affinité pour elF4E et favorise ainsi la traduction coiffe-dépendante (Brunn et al.
1997). L’inactivation de mTORC1 entraine une baisse du taux de phosphorylation de 4E-BP,
et donc 'augmentation de son affinité pour elF4E. Ainsi séquestré, le facteur elF4E ne peut
plus former le complexe d’initiation elF4F, inhibant ainsi la traduction coiffe-dépendante.

Une seconde catégorie de substrat de mTORC1 est constituée par les protéines S6 kinases 1
(S6K1). Phosphorylées, les S6K1 phosphorylent a leur tour des facteurs influengant I'initiation
de la traduction coiffe-dépendante. En particulier, la phosphorylation de elF4B favorise
linitiation de la traduction en augmentant I'activité hélicase de elF4A (Holz et al. 2005). Par
ailleurs, les S6K1 phosphorylent et dans ce cas inhibent les protéines PDCD4 qui, activées,
inhibent elF4B (Dorrello et al. 2006) et eEF2K, la kinase spécifique du facteur d’élongation
eEF2 (Wang 2001). La phosphorylation de eEF2 par eEF2K sur la thréonine 56 inhibe la
translocation des ARNt et bloque ainsi la traduction.

En revanche, des facteurs de croissance et diverses hormones permettent I'activation de
mTORC1 par l'intermédiaire des voies sous contréle des kinases phosphoinositide 3-kinase
(PI3K)-AKT et Ras-ERK (extracellular signal-regulated kinase). Ainsi, mTORC1 assure le
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maintien de la synthése des protéines lors de la croissance et de la division cellulaire (Ma and
Blenis 2009).

mTORC2

Enfin, plusieurs travaux suggérent I'implication de mTORC2 dans la maturation du peptide
naissant lors de la phase d’élongation (Oh et al. 2010; Zinzalla et al. 2011).

1.3.1.2. La voie ISR (Integrated Stress Response)

En réponse aux nombreux changements environnementaux dont certains peuvent étre
considerés comme des stress, la cellule active une série de cascades de signalisation appelée
voie ISR (Intergrated Stress Response) qui convergent toutes vers un effecteur commun: le
facteur d’initiation de la traduction elF2.

La phosphorylation de la sous-unité a de elF2 (elF2a) sur la sérine 51 est au cceur de la
régulation traductionnelle dirigée par I'lSR. Quatre voies utilisent des sérine/thréonine kinases
susceptibles de réaliser cette phosphorylation selon le type de stress: PKR, PERK, HRI,
GCN2 (Figure 18).

Integrated Stress Response
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\__ synthesis /

Figure 18: schéma illustrant les quatre cascades de signalisation menant a
phosphorylation de la sous-unité elF2a lors de I'ISR. ISRIB est une molécule qui améliore
l'activité GEF de elF2B et de ce fait favorise le recyclage de elF2 (Zyryanova et al. 2018). Le
salubrinal est une molécule qui inhibe la déphosphorylation de elF2 (Boyce et al. 2005). ER :
réticulum endoplasmique ; AA : acide-aminé ; dsRNA : ARN double-brin. D’aprés (Zhang et al.
2022).

Le facteur de transcription ATF4, dont TARNm est spécifiquement traduit en présence de elF2
phosphorylé (voir Figure 28), est I'un des principaux orchestrateurs de I'lSR car il remodéle le
transcriptome de la cellule en réponse au stress.

La phosphorylation de elF2a provoque l'inhibition de la traduction coiffe-dépendante par un
mécanisme qui implique elF2B, le facteur permettant le recyclage du complexe ternaire elF2-
GTP-ARNtMe (Figure 19). La phosphorylation de elF2 est possible lorsqu’il est engagé dans
le complexe ternaire, qu’il soit lié au GTP ou au GDP, mais aussi lorsqu’il est sous sa forme
libre. Lorsque elF2 est phosphorylé dans le complexe ternaire, il peut toujours former un
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complexe 43S d’initiation de la traduction, a la suite de laquelle il sera relargué du complexe
d’initiation sous sa forme libre liée au GDP. La forme phosphorylée de elF2-GDP a une
meilleure affinité pour elF2B que la forme non-phosphorylée, et inhibe son activit¢ GEF
(Sudhakar et al. 2000; Krishnamoorthy et al. 2001; Kashiwagi et al. 2019). En séquestrant
elF2B de la sorte, la phosphorylation de elF2a inhibe la formation de nouveaux complexes
ternaires elF2-GTP-ARNtVe essentiels a I'initiation de la traduction coiffe dépendante.
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Figure 19 : mécanisme d’inhibition de la traduction coiffe-dépendante cellulaire par la
phosphorylation de la sous-unité elF2a lors de I'ISR.

A ce jour, quatre sérine/thréonine kinases de elF2a ont été identifiées et caractérisées.
HRI

Son rble a initialement été caractérisé dans les érythrocytes comme étant le principal
coordinateur des taux de a- et B- globines, d’héme et de fer, qui, en s’assemblant, forment
’'hémoglobine. L’activation de la HRI passe par une succession d’autophosphorylations qui
sont proportionnellement dépendantes de la concentration en héme (lgarashi et al. 2011).
Ainsi, une faible concentration cellulaire en heéme méne a la phosphorylation de elF2a par la
HRI et au ralentissement de la synthése des constituants de 'hémoglobine.

Le réle de la HRI n’est cependant pas limité aux globules rouges et son implication a aussi été
démontrée dans la maturation des macrophages (Liu et al. 2007).

GCN2

A l'instar de mTORCH1, la protéine GCN2 est un senseur de la concentration en acides aminés
dans la cellule, mais, contrairement a mTORCH1, elle est activée par leur faible abondance.
GCN2 est donc une protéine essentielle a la réponse au stress métabolique en condition de
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carence en acides aminés. La fixation de GCN2 a des ARNt non chargés provoque sa
dimérisation et son autophosphorylation (Narasimhan et al. 2004). Ainsi activée, GNC2
phosphoryle elF2a. Par ailleurs, I'activation de GCN2 contribue indirectement au maintien de
l'inactivation de mTORC1 par I'intermédiaire de la protéine Sestrin2, dont la transcription du
géne correspondant nécessite le facteur de transcription ATF4 dont ARNm est
spécifiquement traduit lorsque elF2 est phosphorylé (Ye et al. 2015).

PKR

D’abord caractérisée comme un senseur d’ARN double-brin d’origine virale, la protéine PKR
est activée par une série d’autophosphorylations suite a la reconnaissance de portions d’ARN
double-brin, qu’ils soient d’origine exogénes ou endogénes. Cette reconnaissance est
dépendante de la taille et de la conformation des structures adoptées par les ARN. Il a
également été démontré que I'’ARN simple-brin peut interagir avec la PKR et I'activer (Mayo
and Cole 2017). L’activation de la PKR est controlée par de multiples acteurs ribonucléiques
et protéiques. Le fait que des ARN exogénes et endogénes puissent mener a I'activation de la
PKR et a linhibition de la traduction cellulaire coiffe-dépendante par la phosphorylation
subséquente de elF2a pose la question de la sélectivité d’interaction entre la PKR et ses
interacteurs, et en particulier entre les molécules du soi et du non-soi. D’autres études
structurales sont nécessaires pour élucider le « code PKR » (Bou-Nader et al. 2019).

PERK

La protéine PERK, avec les protéines IRE1a et ATF6, fait partie des trois protéines
transmembranaires du réticulum endoplasmique impliquées dans la réponse au stress
provoqué par la présence de protéines mal repliées dans la lumiére du réticulum (UPR pour
Unfolded Protein Response). Cette voie de signalisation est fondamentale pour le maintien
de 'lhoméostasie cellulaire, dont le déréglement peut induire 'apoptose (Hetz et al. 2020).
L’activation de ces trois protéines senseurs passe par la détection d’aberrations
conformationnelles de protéines présentes dans la lumiére du réticulum endoplasmique par
un jeu d’interactions complexes avec des protéines chaperonnes ainsi que les protéines mal
repliées. elF2 étant situé dans le cytosol, I'activation de la PERK dans la lumiére du réticulum
endoplasmique meéne a la phosphorylation de elF2a par son domaine cytosolique.

1.3.1.3. Les facteurs de traduction non-canoniques impliqués dans la traduction
des ARNm cellulaires en conditions de stress

Les voies mTOR et ISR ont en commun de mener a l'inhibition de la traduction coiffe-
dépendante cellulaire, soit en inactivant elF4E, soit en inactivant le complexe ternaire elF2-
GTP-ARNtMe Cela ne signifie pas pour autant 'arrét total de la traduction, et certains ARNm
dont la protéine résultante est impliquée dans la réponse au stress sont spécifiquement
traduits malgré l'inactivation de ces facteurs. Interviennent alors des facteurs de traduction dits
non-canoniques, impliqués dans l'initiation de la traduction de ces ARNm.

Un exemple est la traduction de TARNm codant pour le facteur de transcription ATF4 qui est
responsable de la transcription de génes impliqués dans la régulation du métabolisme des
acides aminés, la résistance au stress oxydant ou qui sont essentiels dans la coordination de
la réponse aux protéines mal repliées. L’ensemble des génes activés par ATF4 constitue la
réponse intégrée au stress (ISR). Il a été démontré que la traduction de TARNm d’ATF4 est
dépendante des facteurs d’initiation non-canoniques tels que elF2D et DENR (Bohlen et al.

48



2020; Vasudevan et al. 2020), qui seraient impliqués dans I'acheminement de 'ARNt initiateur
vers le complexe de pré-initiation et dans des mécanismes de ré-initiation.

D’autres facteurs d’initiation non-canoniques seraient impliqués dans I'acheminement de
I’ARNt initiateur au complexe de pré-initiation lorsque elF2 est phosphorylé. Le facteur elF5B
a été caracterisé comme essentiel dans la traduction non-canonique de certains ARNm codant
pour des protéines anti-apoptotiques, comme XIAP, Bcl-xL, clAP1, et c-FLIPs (Thakor and
Holcik 2012; Ross et al. 2019). Le facteur elF2A est également impliqué dans des mécanismes
de traduction non-canoniques en réponse a la phosphorylation de elF2a. Il est en particulier
essentiel a la traduction de I'lRES de HCV en conditions de stress induit par 'infection virale
(Kim et al. 2011). Bien que leur implication dans la réponse au stress cellulaire et plus
particulierement dans les mécanismes de traduction non-canoniques soit clairement
démontrées, le mode d’action précis de ces facteurs d'initiation non-canoniques n’est pas
encore totalement élucidé (Komar and Merrick 2020).

Un autre exemple est la phosphorylation, induite par un stress métabolique, de la sous-unité
elF3d de elF3 qui est impliquée dans la traduction non-canonique de 'ARNm codant pour le
facteur de transcription c-Jun (Lamper et al. 2020). Etant responsable de I'activation de génes
impliqués dans la prolifération et la différenciation cellulaires, ainsi que dans I'apoptose, c’est
un facteur déterminant pour la fonctionnalité d’une cellule. Un tel stress induit I'inactivation de
elF4E par 4E-BP via mTORC1 et la phosphorylation de elF3d augmente son affinité de
reconnaissance pour la coiffe m’G. La traduction de c-Jun est strictement dépendante de la
forme phosphorylée de elF3d, dans la mesure ou des structures secondaires de son extrémité
5’ bloquent la fixation du complexe elF4F et de ce fait inhibent sa traduction par un mécanisme
canonique (Lee et al. 2016).

Enfin, les voies mTOR et ISR sont simultanément mises a contribution dans la réponse de la
cellule aux changements environnementaux et ne sont donc pas mutuellement exclusives, ce
qui illustre la complexité des mécanismes de réponse aux stress. Par exemple, I'activation de
4E-BP par I'intermédiaire d’ATF4, spécifiquement traduit aprés la phosphorylation de elF2 par
GCN2, permet la traduction sélective d’ARNm codant pour des peptides antimicrobiens lors
d’une infection bactérienne chez la drosophile (Vasudevan et al. 2017).

1.3.2. Certains pathogénes produisent des protéines qui manipulent la machinerie
traductionnelle de la cellule

Dans cette partie, 'accent sera mis sur la traduction cellulaire lors d’'une infection virale.

1.3.2.1. Détournement de la machinerie traductionnelle cellulaire par des
protéines virales

Des protéines virales peuvent influencer plusieurs étapes de la traduction des ARNm
cellulaires selon le stade de l'infection virale (Walsh and Mohr 2011). La régulation spatiale et
temporelle de l'activité des différents facteurs de traduction est critique pour I'aboutissement
de 'assemblage de particules virales infectieuses et fait souvent intervenir la modulation des
voies mTOR et ISR précédemment évoquées. Les paragraphes a suivre illustrent quelques
stratégies mises en place lors de l'infection par certains virus (Figure 20). Ces stratégies ne
sont pas mutuellement exclusives.
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Figure 20 : vue d’ensemble des stratégies virales permettant de détourner la machinerie
de traduction cellulaire. Les encadrés verts et orangés recensent respectivement les
éléments cis- et trans- régulateurs utilisés pour contréler de la traduction. Les pointillés gris
indiquent les molécules et les complexes moléculaires ciblés par ces stratégies virales. Adapté
de (Walsh and Mohr 2011).

Un certain nombre de facteurs de traduction sont la cible de protéases virales. Le clivage du
facteur elF4G par la protéase 2A des pircornavirus (Gradi et al. 1998) ou la protéase du HIV-
1 (Ventoso et al. 2001) donne une protéine qui conserve son affinité pour elF4A et elF3 mais
qui devient incapable d’interagir avec elF4E, inhibant ainsi la traduction coiffe-dépendante
cellulaire. La protéase 3C des pircornavirus clive le facteur elF5B, empéchant ainsi
'assemblage des deux sous-unités du ribosome (de Breyne et al. 2008). La protéase 3C de
FMDV clive également elF3 (Belsham et al. 2000).

Le facteur elF4E, essentiel a la traduction coiffe-dépendante, peut également étre au coeur de
certaines stratégies virales. L’inhibition de la traduction coiffe-dépendante cellulaire est surtout
observée lors de linfection par des virus dont la traduction des ARN n’est pas coiffe-
dépendante, que ce soit par l'intermédiaire d’'IRES ou par I'intermédiaire de la protéine VpG
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(voir ci-aprés), et peut étre fonction du stade de I'infection. La protéine 4E-BP ainsi que la voie
mTOR plus en amont sont les principales cibles de ces mécanismes, dont la finalité est la
modulation du taux de phosphorylation de 4E-BP et par conséquent du taux de traduction
coiffe-dépendante. De maniére non exhaustive, on peut citer (Figure 20) :

- parmi les virus a ARN de polarité positive : l'infection par le virus EMCV, dont 'ARN
génomique contient un IRES, induit la déphosphorylation de 4E-BP et donc I'inhibition
de la traduction coiffe-dépendante (Gingras et al. 1996). De maniéere assez paradoxale
aux premiers abords, la protéine NS5A du virus de 'hépatite C, qui contient aussi un
IRES, permet I'activation de la voie mTOR et promeut ainsi la traduction coiffe-
dépendante (George et al. 2012). Le maintien de la traduction cellulaire par la
stimulation de elF4E lors de linfection par HCV pourrait étre impliqué dans la
cancérogénese hépatique, une des conséquences possibles de l'infection par HCV.

- parmiles a ARN de polarité négative : la protéine M du VSV (Vesicular Stomatitis Virus)
inhibe la kinase AKT, ce qui résulte en I'inhibition de I'activitt de mTORC1 et méne
ainsi a la déphosphorylation de 4E-BP en phase tardive d’infection (Dunn and Connor
2011). La traduction des ARN viraux, alors nécessairement coiffe-indépendante, est
assurée par un mécanisme encore inconnu (Neidermyer and Whelan 2019), bien que
des études aient suggéré le role de la protéine 100K dans un mécanisme impliquant
un saut du ribosome sur 'ARN « ribosome shunting » (Xi et al. 2004) ;

- parmiles virus a ADN : la protéine E6 du Papillomavirus humain (HPV-1), active la voie
MmTORC1 et par conséquent permet le maintien de la traduction coiffe-dépendante
(Spangle and Munger 2010). A l'inverse, le petit antigéne de SV40 la désactive et
inhibe la traduction coiffe-dépendante (Yu et al. 2005). Par ailleurs, SV40 figure parmi
les rares virus a ADN dont les ARNm possédent des IRES (Yu and Alwine 2006).

D’autres stratégies, complémentaires des précédentes, consistent a détourner 'assemblage
du complexe de pré-initiation canonique sur 'ARN viral par la présence de la protéine VpG a
son extrémité 5'. La protéine VpG est un mime fonctionnel de la coiffe m’G et permet dés lors
le recrutement des facteurs elF3 et elF4E a l'extrémité 5 de 'ARN viral, nécessaires a
'assemblage d’'un complexe de pré-initiation.

La régulation de la disponibilité du complexe ternaire elF2-GTP-ARNtV® est au cceur de I'ISR
activée par la PKR, et est une cible privilégiée lors de I'infection virale. Selon la nature coiffe-
dépendante ou coiffe-indépendante du mécanisme de traduction des ARN viraux, les
stratégies virales se distinguent selon qu’elles exacerbent ou atténuent la traduction canonique
en fonction du stade de I'infection. Par exemple, la protéine K3L du virus de la vaccine promeut
la déphosphorylation de elF2a alors que la protéine NS5A de HCV favorise la phosphorylation
de elF2a, maintenant ainsi le stress cellulaire.

Les facteurs d’élongation et de terminaison sont également impliqués dans ces stratégies
virales. Les protéines Gag et reverse transcriptase des rétrovirus interagissent avec eEF1A
(Cimarelli and Luban 1999) et eRF1 (Orlova et al. 2003) respectivement. Remarquablement,
la traduction d’'une uORF de 'ARN du cytomégalovirus humain inhibe la terminaison de la
traduction en interagissant avec eRF1 (Janzen et al. 2002), soulignant le caractéere
indissociable des mécanismes cis- et trans- régulateurs de la traduction mis en ceuvre lors
d’une infection virale.

Enfin, la protéine NSP1 du SARS-CoV-2 affecte a la fois [linitiation (partie 2.3) et la
terminaison (Shuvalov et al. 2021) de la traduction. Son réle sur l'initiation fera I'objet de la
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partie 2.3 de ce travail et illustre aussi la coopération de mécanismes cis- et trans- régulateurs
permettant la modulation de la traduction lors d’une infection virale.

1.3.2.2. Exemple d’une infection par un champignon

La restrictocine est un peptide fongique synthétisé par le champignon Aspergillus fumigatus
lors de l'infection de la drosophile. La restrictocine entraine le clivage de la boucle sarcine-
ricine du ribosome, ce qui empéche 'accommodation des aa-ARNt dans le site A au cours de
I'élongation et inhibe ainsi la traduction (Xu et al. 2022).

1.3.2.3. Exemple d’une infection bactérienne

Certaines bactéries produisent des toxines comme la toxine diphtérique ou I'exotoxin A qui
provoquent I'’ADP-ribosylation du résidu diphthamide de eEF2 et bloquent I'étape de
translocation, inhibant ainsi la traduction (Schaffrath et al. 2014).

Ces quelques exemples montrent que l'inhibition et/ou le détournement de la traduction
cellulaire au cours d’une infection par un pathogéne fait partie intégrante des stratégies
moléculaires sélectionnées au cours de I'évolution pendant le processus d’infection.

1.3.3. Certaines petites molécules sont des inhibiteurs de la traduction

Initialement caractérisées par leur activité antibiotique ou antifongique, ces molécules ont un
interét expérimental indéniable dans le cadre d’études en lien avec le ribosome car elles
permettent d’isoler et de caractériser des complexes ribosomiques a des stades intermédiaires
de la traduction. Leurs modes d’action sur le ribosome ont été caractérisés par des études
structurales. Les principaux inhibiteurs qui ont été utilisés dans le cadre de ce travail ou dans
d’autres études seront détaillés ci-dessous.

Puromycine

La puromycine est un antifongique et un antibiotique produit par la bactérie Streptomyces
alboniger et cible spécifiquement les ribosomes procaryotes et eucaryotes. Le groupement lié
au carbone 1 de son ribose ressemble structuralement a I'adénosine terminale du brin
accepteur des ARNL, ce qui lui confére une affinité pour le site A du ribosome. La puromycine
peut entrer dans le site A d’'un ribosome pendant la phase d’élongation. Son positionnement
dans le site A permet la puromycylation du peptide naissant au niveau du peptidyl-ARNt, ce
qui entraine sa dissociation prématurée du ribosome et le recyclage des deux sous-unités
ribosomiques. Le mode d’action de la puromycine est donc spécifique des ribosomes engagés
dans I'étape d’élongation.

Homoharringtonine

L’homoharringtonine est un alcaloide produit par les plantes qui se fixe spécifiquement a
cheval sur les sites P et A de la grande sous-unité du ribosome (Garreau de Loubresse et al.
2014). L’'assemblage des deux sous-unités aprés la reconnaissance du codon initiateur méne
alors a un ribosome 80S dont le site A n’est pas vacant, empéchant ainsi le démarrage de la
traduction. Le mode d’action de 'homoharringtonine est donc spécifique des ribosomes en
initiation, les bloquant au stade 80S sur le site d'’initiation.
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Cycloheximide

La cycloheximide est un antifongique produit par la bactérie Streptomyces griseus et est
spécifique du ribosome eucaryote. C’est un inhibiteur de la translocation des ARNt durant
I'étape d’élongation, bloquant ainsi les ribosomes au stade 80S sur TARNm. Des études
structurales ont montré que la cycloheximide se loge dans le site E du ribosome au niveau de
I'emplacement du bras accepteur de ’ARNt déacylé, empéchant ainsi ’ARNt provenant du site
P de s’y positionner lors de la translocation (Garreau de Loubresse et al. 2014). Son mode
d’action permet donc de bloquer la translocation et est ainsi spécifique des ribosomes 80S en
fin d’initiation et/ou engagés dans I'étape d’élongation.

GMP-PNP (5-guanylyl imidodiphosphate)

C’est un analogue non-hydrolysable du GTP, et est donc un inhibiteur de toutes les étapes de
la traduction nécessitant I'hydrolyse du GTP. Le GMP-PNP inhibe d’une part 'assemblage de
la grande sous-unité du ribosome puisqu’il dépend de I'hydrolyse du GTP lié a elF5B, et d’autre
part I'étape d’élongation qui fait intervenir I'hydrolyse du GTP lié a eEF1A. Son mode d’action
permet d’isoler des complexes de traduction principalement bloqués au stade 48S sur le codon
initiateur.

1.3.4. Les ARN interférents inhibent la traduction des ARNm qu'’ils ciblent

La région 3'UTR des ARNm peut contenir des séquences complémentaires a des ARN
interférents comme les micro-ARN ou les petits ARN interférents sur lesquelles ces derniers
s’hybrident. Ces ARN interférents peuvent étre d'origine endogéne ou exogéne. Leur
appariement au niveau de '’ARNm cible permet le recrutement de protéines associées aux
ARN interférents et entrainent l'inhibition de la traduction de TARNm, soit en induisant la
dégradation de 'ARNm, soit en interférant avec le mécanisme d’initiation de la traduction
(lIwakawa and Tomari 2022).

Ces mécanismes dépendent de I'assemblage des ARN interférents avec de multiples
protéines pour former un « RNA-induced silencing complex » (RISC) en association avec des
protéines Argonaute (Ago). Le recrutement de ce complexe est guidé par I'hybridation de
'ARN interférant sur une séquence cible de la région 3' UTR de certains ARNm et induit
l'inhibition de leur traduction (Figure 21). Le complexe RISC peut en effet provoquer la coupure
de la coiffe en 5 de TARNm et sa dégradation subséquente par la nucléase XRN1 et/ou
interférer avec des facteurs de traduction.
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Figure 21: vue d’ensemble des mécanismes d’inhibition de la traduction par le
recrutement du complexe RISC guidé par les ARN interférents sur TARNm. A. Le
recrutement du complexe RISC induit la coupure de la coiffe en 5 de 'ARNm et sa
dégradation. B. Le complexe RISC interfére avec la mécanique d'’initiation de la traduction.
D’apres (Iwakawa and Tomari 2022).

1.3.5. Le peptide naissant agit comme un régulateur de sa propre synthése

Le repliement d’'une protéine commence dés la sortie du peptide naissant du tunnel du
ribosome, et peut constituer un signal de localisation cellulaire de la traduction, comme cela a
été vu avec la traduction associée au réticulum endoplasmique (voir 1.2.5.2). Le repliement
co-traductionnel du peptide naissant est déterminé par la nature des acides aminés qui le
constituent, mais également par la vitesse d’élongation du ribosome. Réciproquement, le
repliement co-traductionnel d’'une protéine influence aussi la vitesse d’élongation. Enfin, le
décodage des codons, qui dépend de la disponibilité des aa-ARNt correspondants, est un
modulateur essentiel de la vitesse d’élongation. Ce dernier point sera abordé dans le
paragraphe 1.4.2.2 en tant qu’élément cis-régulateur de la traduction. Ce paragraphe se
focalise uniquement sur l'influence qu’exerce le peptide naissant sur sa propre synthése.

La manifestation la plus évidente d’une telle régulation est la traduction de clusters de codons
codant pour des acides aminés qui induisent une forte géne stérique dans le ribosome, dont
les plus connus sont les triplets de prolines (PPP). Une conséquence de cette géne stérique
est le ralentissement drastique de la cinétique de formation de la liaison peptidique par le site
peptidyl-transférase du ribosome. Lorsque ce ralentissement conduit a une pause compléte
du ribosome, on parle de «ribosome stalling ». La traduction des poly-prolines induit un
ralentissement du ribosome tel que la reprise normale de I'élongation de la traduction
nécessite l'intervention du facteur elF5A (Gutierrez et al. 2013). La durée du blocage du
ribosome au niveau des motifs PPP est aussi modulée par la nature des acides aminés qui
les entourent (Starosta et al. 2014). Par ailleurs, des expériences d’invalidation du facteur
elF5A ont permis d’identifier d’autres triplets d’acides aminés qui induisent des pauses du
ribosome, dont les deux plus fréquents sont PDP et DPG (Schuller et al. 2017). Une autre
étude suggeére que le repliement en feuillets B du peptide naissant entraine un ralentissement
de la vitesse d’élongation du ribosome pour les mémes raisons (Burke et al. 2022).
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Certains peptides issus de la traduction de phases codantes situées dans la région 5’UTR en
amont de la phase codante principale (UORF) présentent parfois de treés fortes conservations
de séquences parmi différents organismes, suggérant un réle potentiel dans la régulation de
la traduction de TARNm correspondant (Dever et al. 2020).

Enfin, des phases codantes peuvent coder pour des peptides auto-clivants comme le peptide
2A, dont la séquence peptidique est telle que le I'activité peptidyl-transférase du ribosome
échoue a former la liaison peptidique entre une glycine et une proline (Donnelly et al. 2001;
Sharma et al. 2012). Ces mécanismes sont notamment employés par les picornavirus comme
moyen de produire plusieurs protéines a partir d’'une seule phase codante (Luke et al. 2008).

1.3.6. La vitesse d’élongation est liée au niveau de stress cellulaire

Un ralentissement trop prononcé des ribosomes en cours d’élongation sur un méme ARNm
meéne a leurs collisions. La collision entre deux ribosomes sur un ARNm survient lorsqu’un
ribosome ralentit ou s’arréte a un endroit précis de la phase codante qui impacte sa vitesse
d’élongation. Il est alors rattrapé par le ribosome en cours de traduction qui le suit & une vitesse
normale. Les causes de ce ralentissement peuvent étre des modifications de bases dans la
phase codante (paragraphe 1.4.1.1), la nature des acides aminés décodés (paragraphe
précédent) ou la faible disponibilit¢ des ARNt lorsque le ribosome décode les codons
correspondants (paragraphe 1.4.2.2). Un déficit d’acides aminés ralentit la synthése des aa-
ARNLt et réduit indirectement la vitesse d’incorporation des aa-ARNt dans le site A, ce qui
diminue la vitesse d’élongation. C’est une cause majeure de la collision de ribosomes.

Un taux basal de collisions de ribosomes dans la cellule est résolu par des mécanismes de
contréle qualité des ribosomes et des ARNm nommés « No-go decay » (Yan et al. 2019). Les
ribosomes arrétés dans la phase codante (sans codon stop dans le site A) demeurent ainsi
car leur mécanisme de recyclage canonique ne peut s’enclencher puisqu’il dépend de la
présence d’'un codon stop dans le site A. La détection de deux ribosomes en collision est
assurée par la protéine GCN1 qui se fixe spécifiquement sur deux ribosomes adjacents, qui
en retour active la kinase GCN2 impliquée dans la voie ISR (Pochopien et al. 2021). Une des
conséquences est I'ubiquitination des protéines ribosomiques eS10 et uS10 par la protéine
ZNF598 (Juszkiewicz et al. 2018). L’ubiquitination entrainerait ensuite le recrutement direct ou
indirect de nucléases menant a la dégradation des ARNm sur lesquels les ribosomes sont a
'arrét. Le mécanisme par lequel les ribosomes sont recyclés a la suite de 'ubiquitination est
encore mal connu.

Lorsque le taux de collisions des ribosomes est trés élevé, cela induit une série d’événements
moléculaires reliés a des voies de stress (Wu et al. 2020a). D’abord, I'activation prolongée par
GCN1 de la kinase GCN2, impliquée dans la phosphorylation de elF2a dans le cadre de I'|SR,
permet l'inhibition de la traduction coiffe-dépendante. Ce mécanisme peut étre interprété
comme une réponse de la cellule au déficit d’acides aminés en dirigeant les ressources vers
la synthése des protéines indispensables pour la réponse au stress. Si ce mécanisme ne
s’avere pas suffisant pour revenir a un état cellulaire basal, les collisions excessives des
ribosomes qui résultent de cet échec induisent le recrutement de la protéine ZAKa, qui, en se
fixant sur les ribosomes juxtaposés par leur collision, active la signalisation moléculaire
menant a I'apoptose.

La vitesse d’élongation est donc un paramétre déterminant de I'état physiologique de la cellule,
et apparait comme un facteur décisionnel dans le déclenchement des voies d’apoptose.
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1.4. Mécanismes cis-régulateurs de la traduction des ARNm cellulaires

L’ARNm code pour une protéine mais également pour la régulation de sa traduction. Ces
informations de régulation sont contenues a la fois dans les régions UTR et dans les phases
codantes sous la forme de motifs de quelques nucléotides et/ou de structures secondaires
plus ou moins complexes (Figure 22). La cis-régulation de la traduction est indissociable des
aspects trans-régulateurs précédemment évoques.

RBP
D G
[m7G ﬂ
5'O- D AUG

Sequence RNP Pseudo- Hairpin uORF  uAUG RNA RG4 Binding  IRES
motif complex knot modification site Kozak

IncRNA

\/
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AUG
stop

—A 3

80S ribosome

Figure 22 : vue d’ensemble des éléments cis-régulateurs de l'initiation de la traduction
chez les eucaryotes. Hairpin : structure en épingle a cheveux; RG4 : structure en G
quadruplex ; IncRNA : long ARN non-codant; Pseudo-knot : structure en pseudo-nceud ;
RBP : protéines pouvant se lier a ’ARN ; RNP complex : complexe ribonucléoprotéique.
D’aprés (Leppek et al. 2018).

L’accent sera mis sur la régulation de l'initiation de la traduction chez les eucaryotes. Par souci
d’exhaustivité, les régulations liées aux phases d’élongation et de terminaison seront
évoquées mais ne seront pas nécessairement approfondies.

1.4.1. Eléments de larégion 5’°UTR

La région 5UTR des ARNm concentre la majeure partie des éléments cis-régulateurs de
l'initiation de leur traduction, qu’elle soit canonique ou non-canonique.

1.4.1.1. Les modifications de base

Au-dela de la coiffe m’G présente a I'extrémité 5° des ARNm eucaryotes sur laquelle repose
le mécanisme d'initiation canonique, d’autres modifications de bases sont essentielles pour la
traduction de certains ARNm. Elles ont lieu au moment de la synthése et/ou de la maturation
des ARN pré-messagers dans le noyau.

Ns-méthyl-adénosine (m°®A)

La plus importante est certainement la Ng-méthyl-adénosine (m®A) (Dominissini et al. 2012),
qui correspond a la méthylation d’'une adénosine sur I'azote 6 (Ns). Son impact sur la traduction
se manifeste par deux principaux mécanismes qui impliquent soit le facteur d’initiation elF3,
soit la déstabilisation de structures secondaires (Figure 23). La modification m°A est
particulierement impliquée dans la traduction des ARNm en condition de stress.
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Figure 23 : vue d’ensemble des rdles des m°A sur la traduction des ARNm. a. Les
enzymes « writers » sont des méthyltransférases tandis que les « erasers » sont des
déméthylases. Les protéines « readers » sont celles capables d’interagir avec la base
modifiée, en l'occurrence ici la m°A. b. Les nucléotides modifiés mPA interagissent avec
diverses protéines impliquées dans la stabilité et/ou la traduction de TARNm modifié. ¢. Les
modifications m®A peuvent induire des changements conformationnels permettant le
recrutement de protéines sur 'TARNm. D’aprés (Leppek et al. 2018).

Le premier mécanisme fait intervenir le facteur d’initiation elF3 qui reconnait une ou plusieurs
modifications m®A de maniére coiffe-indépendante, recrutant ainsi le complexe 43S
directement au niveau des adénosines méthylées sur TARNm (Meyer et al. 2015). Selon le
positionnement des m°®A par rapport au codon d’initiation, le recrutement des facteurs de
scanning par l'intermédiaire de l'interaction entre elF4G et elF3 peut s’avérer indispensable.
Ce type de mécanisme peut étre interprété comme une forme d’IRES cellulaire, nommée m°A
Internal Ribosome Entry Site (MIRES). Le profil de méthylation des adénosines de la région
5'UTR est modulé par 'activité des méthyltransférases nucléaires qui catalysent la méthylation
des adénosines sur 'azote 6 durant la maturation des ARN pré-messagers, ainsi que par
I'import nucléaire de protéines qui fixent la modification m°A et inhibent ainsi I'activité des
enzymes de déméthylation nucléaires. Un exemple de ce dernier mécanisme est I'import
nucléaire de YTHDF2, qui, en réponse a un choc thermique, migre dans le noyau et stabilise
les modifications m®A d’ARNm codant pour des protéines de réponse au choc thermique,
comme les chaperonnes HSP70 (Zhou et al. 2015). En particulier, la méthylation des
adénosines intervient dans la traduction nécessairement coiffe-indépendante des ARN
circulaires (Legnini et al. 2017; Yang et al. 2017) puisqu’ils n'ont pas d’extrémité 5'. Enfin, les
modifications m®A assurent également la distinction par la cellule entre les ARN circulaires
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endogénes et exogénes, les premiers n’étant pas pris pour cible par les mécanismes
cellulaires d'immunité innée (Chen et al. 2019).

Une autre conséquence de la présence de m®A dans les ARNm est le dépliement de structures
secondaires présentes dans la région 5’UTR qui pourraient bloquer la particule 43S en cours
de scanning et/ou empécher le recrutement de certains facteurs essentiels a linitiation de la
traduction (Liu et al. 2015; Spitale et al. 2015). A cela peut s’ajouter le recrutement interne du
facteur elF3, et avec lui celui de la particule 43S comme précédemment évoqué.

Si la méthylation des adénosines situées dans la région 5’UTR a plutot un effet stimulant sur
la traduction, la méthylation de celles situées dans la phase codante ou dans la région 3’'UTR
a plutot un effet inhibiteur. La méthylation des adénosines situées dans la phase codante
déstabilise les interactions codon-anticodon et ne permet donc pas 'accommodation des ARNt
lors de la phase d’élongation (Choi et al. 2016). La méthylation des adénosines situées dans
la région 3'UTR peut quant a elle favoriser la dégradation des ARNm en recrutant des
protéines impliquées dans le NMD (Non-sense Mediated Decay) (Wang et al. 2014). Le
mécanisme de NMD entraine alors la dégradation des ARNm concernés (Hug et al. 2016).

Autres modifications

D’autres modifications de bases ont été caractérisées, comme la Ns-méthyl-adénosine,
trouvées principalement dans les régions 5’'UTR, ou I'’hydroxyméthyl-cytosine, principalement
trouvée dans les phases codantes. Les deux améliorent respectivement l'efficacité de
linitiation (Dominissini et al. 2016) et de I'élongation de la traduction (Delatte et al. 2016).

Initiation sur une coiffe hyperméthylée

La traduction des ARNm qui codent pour les séléno-protéines est particuliere dans la mesure
ou ces ARNm possédent une coiffe tri-méthylée m?27G dont l'interaction avec le facteur elF3
par les sous-unités c, d et e permet le recrutement de la particule 43S (Hayek et al. 2022).
Toutefois, ce mécanisme est encore mal compris.

Les réles de elF3 dans ces mécanismes d’initiation non-canoniques soulignent I'importance
de ce facteur qui apparait trés impliqué dans les mécanismes d’initiation impliquant des
interactions avec les bases modifiées des ARNm.

1.4.1.2. La longueur et la séquence de la région 5’UTR

Chez les eucaryotes, la longueur des régions 5’UTR suit une distribution asymétrique étirée
vers les grandes valeurs (Leppek et al. 2018), avec des valeurs médianes comprises entre 50
et 200 nucléotides. Chez 'Homme, la valeur médiane est voisine de 200 nucléotides, et
environ 25% des régions 5’UTR ont une longueur inférieure a 150 nucléotides ou supérieure
a 400 nucléotides (Figure 24).
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Figure 24 : distribution des longueurs des régions 5’UTR chez différents organismes
eucaryotes. La longueur des régions 5’UTR ainsi que leur valeur médiane sont données en
nucléotides (nt). n correspond au nombre de régions 5UTR de transcrits annotés dans la
banque RefSeq. D’aprés (Leppek et al. 2018).

Traduction coiffe- et scanning- dépendante des ARNm avec de longues régions 5UTR

En plus de elF4A, d’autres ARN hélicases comme Ded1/DDX3 ou DHX29 (Sen et al. 2015)
peuvent s’avérer nécessaires pour le scanning des longues régions 5’UTR puisqu’elles
participent au dépliement des structures secondaires que l'activité hélicase modérée de elF4A
ne peut déplier.

Traduction coiffe-dépendante mais scanning-indépendante des ARNm avec de courtes
régions 5UTR

La traduction des ARNm avec de trés courtes régions 5’UTR fait intervenir des mécanismes
coiffe-dépendants mais scanning-indépendants.

La traduction des ARNm dont le codon d’initiation est entouré par le motif SAASAUGGCGGC
(ou S est C ou G) est dépendante d’'un mécanisme nommé TISU, pour « Translation Initiation
on Short UTR » (Haimov et al. 2015). Dans ces ARNm, ce motif est localisé a une distance
comprise entre 5 et 30 nucléotides du site de démarrage de la transcription, ce qui résulte en
des régions 5’'UTR trés courtes dont la longueur est comprise entre 5 et 30 nucléotides, avec
une longueur médiane de 12 nucléotides (Elfakess and Dikstein 2008). Différentes études ont
montré que le mécanisme de traduction des ARNm TISU nécessite la présence de la coiffe
m’G mais n’utilise pas de scanning. L'initiation de la traduction des ARNm TISU repose
largement sur le contexte nucléotidique du codon initiateur qui empéche les phénomeénes de
« leaky scanning » (Haimov et al. 2015).

D’autres ARNm ayant de courtes régions 5’UTR comme celui codant pour I'histone H4 font
intervenir des structures secondaires pour la reconnaissance du codon d'’initiation de maniéere
scanning-indépendante (Martin et al. 2011). L'ARNm codant pour I'histone H4 a une région
5'UTR coiffée longue de seulement 9 nucléotides, et I'extrémité 3’ n’est pas polyadénylée. La
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phase codante et la région 3' UTR comprennent respectivement 312 et 54 nucléotides et sont
aussi relativement courtes. L’initiation de la traduction de TARNm de I'histone H4 fait intervenir
des éléments structuraux présents dans la phase codante. Certains de ces éléments
interagissent avec les facteurs d’initiation elF4E (Martin et al. 2011), elF3 (Hayek et al. 2021)
ou avec le ribosome par l'interaction avec 'ARNr 18S (Martin et al. 2016). Le recrutement
interne de elF4F permet de déloger la coiffe m’G initialement enfouie dans une structure
compacte. Dans ce mécanisme, la particule 43S est alors directement déposée au niveau du
codon initiateur sans étape de scanning.

1.4.1.3. Le codon d’initiation et son contexte nucléotidique

Le contexte nucléotidique du codon initiateur est un élément essentiel pour la modulation de
I'efficacité de l'initiation de la traduction. Les travaux pionniers de Marylin Kozak ont montré
que la présence de purines aux positions -3 et +4 (+1 étant le A de 'AUG initiateur par
convention) est impliquée dans la reconnaissance efficace de ’'AUG initiateur (Kozak 1986).
Les autres positions proximales ont ensuite rapidement été analysées et s’avérent également
importantes, dans une moindre mesure toutefois que les -3 et +4 (Kozak 1987). En moyennant
les séquences des phases codantes de génomes eucaryotes, la séquence « consensus » la
plus fréquente autour du codon initiateur a été déterminée comme étant GCCRCCAUGR, ou
R est une purine (A ou G). Ce motif est communément appelé la séquence de Kozak.

Il convient de préciser a ce stade qu’il s’agit Ia d’'une séquence moyenne, établie en calculant
le nucléotide le plus abondant sur chaque position, qui ne constitue en aucun cas un motif
majoritairement trouvé parmi les séquences eucaryotes. En effet, seules quatre séquences
peuvent étre dérivées de GCCRCCAUGR (GCCACCAUGA, GCCACCAUGG,
GCCGCCAUGA, GCCGCCAUGQG), et elles ne sont donc absolument pas représentatives de
'ensemble des quelques cent mille contextes nucléotidiques des AUG des phases codantes
annotées dans le génome humain, dont environ vingt-huit mille sont distincts (voir 2.1.1.1). La
séquence consensus de Kozak est indicatrice des nucléotides les plus préférentiellement
trouvés sur chaque position autour du codon AUG, indépendamment des nucléotides voisins,
et ne devrait pas étre interprétée en dehors de ce cadre trés restreint.

De nombreuses expériences de mutations ponctuelles réalisées par Marylin Kozak ont
démontré I'existence de contextes nucléotidiques favorables et défavorables pour linitiation
de la traduction et ont davantage souligné le caractére essentiel des positions -3 et +4. En
effet, muter les positions -3 et +4 en pyrimidines (C ou U) est fortement défavorable pour la
traduction (Kozak 1986, 1987). Néanmoins, ces observations ne sont valables que dans le
cadre des contextes nucléotidiques testés car rien ne permet de les généraliser a 'ensemble
des contextes nucléotidiques des codons d’initiation des phases codantes trouvées dans les
génomes eucaryotes.

La séquence moyenne autour du codon initiateur a ensuite été confirmée par des analyses
bio-informatiques généralisées sur les séquences codantes connues du génome humain et
plus généralement sur celles d’autres génomes eucaryotes (Nakagawa et al. 2007; Hernandez
et al. 2019). Il ressort de ces analyses une séquence moyenne légérement distincte de celle
déterminée par Marylin Kozak : GCMRNCAUGG, ou R est Aou G et M est A ou C. Ces études
révelent néanmoins que seules les positions -3 et -2 sont universellement conservées chez
les eucaryotes, les autres étant soumises a une certaine variabilité en fonction de 'organisme
étudié (Tableau 3).

60



Groupe Contexte nucléotidique du codon initiateur (AUG)
-6 -5 -4 -3 -2 -1 AUG +4
Vertébrés G C R M C - G
Tuniciers M A M - G/U
Invertébrés M R M - G/A/U
Plantes vertes R M - G
Algues rouges A M - A/U
Mycétes M R M - U
Amocebozoaires R M - R
Alvéolés R M - R
Excavés R M - C/A/U
Universellement conservé R M

Tableau 3: nucléotides les plus conservés du contexte nucléotidiqgue du codon
d’initiation des positions -6 a +4 chez différents eucaryotes. R: Aou G; M: A ou C.
Adapté de (Hernandez et al. 2019).

Des études structurales ont montré que la quasi-totalité des nucléotides au voisinage immédiat
du codon initiateur établissent des interactions (Figure 25) avec des facteurs d'initiation, des
protéines ribosomiques ou des portions d’ARN ribosomiques dans le complexe de pré-
initiation assemblé sur le codon de démarrage (Pisarev et al. 2006; Martin et al. 2016; Hussain
et al. 2014; Babaylova et al. 2020; Bhaskar et al. 2020; Simonetti et al. 2020; Thakur et al.
2020).

Babaylova et al., 2020
tRNAMt

elF2aD1
elF3d h18
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188
Martin et al., 2016

-6 3 -2 -1 +1 42 +3 +4 Critical contacts for Kozak

5 -4
Kozak hﬂﬂlﬂ';‘lll(ﬂ Simonett et al., 2020

Figure 25 : vue d’ensemble des interactions entre les nucléotides proximaux du codon
d’initiation avec les facteurs d’initiation, les ARN et protéines ribosomiques, et ’ARNtV®

Une partie du travail de thése est dédiée a lidentification des contextes nucléotidiques
optimaux pour linitiation sur un codon AUG, et a la recherche de potentiels motifs minimaux
permettant d’expliquer leur efficacité (partie 2.1.1.1).
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Enfin, le codon d’initiation AUG, bien que largement préférentiel, n’est pas le seul a pouvoir
générer I'assemblage du ribosome et le démarrage de la traduction (Figure 26). Des
expériences de ribosome profiling montrent que d’autres codons, gu’ils soient AUG-like (un
nucléotide de différence avec 'AUG) ou non-AUG, peuvent étre reconnus comme codon
d’initiation (Ingolia et al. 2011; Chothani et al. 2022).

Figure 26 : taux d’utilisation des codons d’initiation dans la cellule déterminés par des
études de ribosome profiling. D’aprés (Chothani et al. 2022; Ingolia et al. 2011).

Une partie du travail de these aborde I'implication de structures secondaires situées en aval
des codons dans l'initiation de la traduction sur des codons non-AUG (voir 2.1.1.2).

1.4.1.4. Les phases codantes situées dans la région 5’UTR en amont du codon
d’initiation principal et les mécanismes de ré-initiation

Les phases codantes situées en amont de la phase codante considérée comme principale
(UORF pour « upstream Open Reading Frame ») sont des éléments majeurs de la cis-
régulation de la traduction. Généralement, la traduction des uORFs inhibe celle de la phase
codante principale en agissant comme un piége a particules 43S. Dans certains cas, lorsque
le nombre de nucléotides séparant 'UORF de la phase codante principale n’est pas trop élevé,
cette derniére peut étre traduite par un mécanisme de ré-initiation. La traduction de TARNm
d’ATF4 sera prise comme exemple pour illustrer ces mécanismes. A noter que le peptide
résultant de la traduction des uORFs peut également agir comme un facteur trans-régulateur
a part entiére. Les uUORFs sont trouvées dans prés de la moitié des phases codantes annotées
du génome humain (Calvo et al. 2009) et la plupart est largement utilisée dans la cellule
(Ingolia et al. 2011; Chothani et al. 2022).

Eléments cis-régulateurs modulant I'initiation de la traduction des uUORFs

Le contexte nucléotidique du codon initiateur de 'TuUORF module évidemment l'initiation de sa
traduction comme expliqué dans le paragraphe précédent.

Parfois, l'inhibition de I'ORF principale par [initiation sur des uORFs fait intervenir la
coopération de facteurs cis- et trans- régulateurs. Des éléments structuraux de la région 5UTR
peuvent moduler la reconnaissance du codon initiateur des uORFs par un mécanisme
d'initiation de la traduction appelé « STructure Assisted RNA Translation » ou mécanisme
START (Eriani and Martin 2018; Despons and Martin 2020). Ce mécanisme repose sur la
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présence d'une structure secondaire localisée en aval du codon initiateur de 'uORF dont la
stabilité est suffisante pour stopper ou du moins suffisamment ralentir la particule 43S en cours
de scanning. Selon la nature du triplet de nucléotides se trouvant dans le site P a ce moment-
la, ce ralentissement peut favoriser la stabilisation de l'interaction codon-anticodon et mener a
l'initiation de la traduction sur ce codon, méme si ce n’est pas un AUG. Ce blocage comblerait
le déficit énergétique inhérent aux interactions codon-anticodons les moins favorables qui
normalement fait que la particule 43S poursuit le scanning, comme c’est le cas pour les codons
non-AUG ou les codons se trouvant dans un contexte nucléotidique défavorable a leur
reconnaissance par la particule 43S. Le taux de traduction des uORFs par le mécanisme
START et le taux de traduction de 'ORF principale sont alors modulés par le recrutement
d’hélicases au niveau du complexe de scanning, comme I'ARN hélicase Ded1p/DDX3
(Guenther et al. 2018). Son activitt ARN hélicase permet le dépliement des structures
secondaires en aval de 'UORF et favorise ainsi l'initiation sur TAUG de I'ORF principale, qui
autrement est inhibée par la traduction des uORFs par le mécanisme START (Figure 27).

m’G AUG

_______________

uORF

Figure 27 : illustration du mécanisme START pour la traduction d’'uORFs. ATIS : site
alternatif d’initiation de la traduction, AUG : codon d’initiation de I'ORF principale. D’aprés
(Eriani and Martin 2018).

Traduction de TARNmM codant pour le facteur de transcription ATF4

Déja mentionnée a plusieurs reprises comme étant centrale dans la réponse au stress, la
traduction de '’ARNm codant pour le facteur de transcription ATF4 fait intervenir un jeu
d’'uORFs couplé a des mécanismes de ré-initiation (Vattem and Wek 2004) qui sont assistés
par des facteurs de traduction non canoniques (Bohlen et al. 2020; Vasudevan et al. 2020).
Ces mécanismes permettent sa traduction sélective en conditions de stress (Figure 28).

Le mécanisme proposé pour expliquer la sélectivité traductionnelle de TARNm d’ATF4 est le
suivant (Vattem and Wek 2004). La région 5UTR de 'ARNm d’'ATF4, longue de 264
nucléotides, contient deux uORFs. La premiére (UORF1), dite activatrice, contient 12
nucléotides a partir du nucléotide 68 dans la région 5’UTR, et est essentielle a la traduction de
la phase codante principale. Cette uUORF est séparée par 87 nucléotides de la seconde uORF
(UORF2), dite inhibitrice, qui contient 180 nucléotides et dont la phase de lecture est
chevauchante avec la phase codante principale : son codon stop comprend en effet les
nucléotides 81, 82 et 83 de la phase codante principale. |l est clair que la traduction de lTUORF2
inhibe celle de la phase codante principale, qui dépend alors de la vitesse de ré-initiation du
complexe d’initiation aprés la traduction de 'uORF1. La concentration cellulaire du complexe
ternaire elF2-GTP-ARNt® ainsi que les concentrations des facteurs de traduction non-
canoniques DENR et elF2D modulent la vitesse de ré-initiation. Aprés la traduction de
'uORF1, le ribosome se dissocie et reforme une particule 43S compétente pour le scanning
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grace au maintien des facteurs essentiels pour le scanning, elF3, elF4G et elF4A, sur le
complexe de traduction 80S durant I'élongation sur lTUORF1 (Pdyry et al. 2004). L’'implication
du mécanisme de scanning dans la ré-initiation est suggérée par le fait que I'insertion d’une
tige-boucle qui bloque ou du moins ralentit le scanning entre TuUORF1 et 'UORF2 diminue la
traduction de 'ORF principale. C’est la vitesse de chargement du 'ARNtVe; dans la particule
43S en cours de scanning qui détermine si la ré-initiation de la traduction aura lieu sur TAUG
de 'UORF2 ou sur ’AUG de I'ORF principale. Une concentration élevée de complexe ternaire,
et donc de elF2a non phosphorylé, permet la ré-initiation rapide du complexe d’initiation sur
'uORF2, dont la traduction empéche celle de 'ORF principale. En revanche, une faible
concentration de complexes ternaires, en relation avec le taux de phosphorylation de elF2aq,
ralentit sensiblement la vitesse de ré-initiation et favorise alors la ré-initiation sur 'ORF
principale plutdét que sur TuORF2, étant donné que la particule 43S au cours de scanning aura
alors dépassé I'AUG de 'uORF2 au moment du chargement de '’ARNtVe;. Par conséquent, la
distance séparant 'TUORF1 de 'UORF2 et de 'ORF principale est un élément cis-régulateur
critique pour la synthése d’ATF4. Le mode d’acheminement de ’ARNtM® dans la particule 43S
apreés la traduction de 'uORF1 ferait intervenir le facteur elF2D plutét que le peu de complexes
ternaires encore fonctionnels apres la phosphorylation de elF2a (Vasudevan et al. 2020). Dans
tous les cas, la cinétique de recrutement de I'ARNtM® dans la particule 43S doit étre
suffisamment lente pour permettre la ré-initiation sur I'ORF principale et non pas sur TUORF2
et ainsi produire le facteur de transcription ATF4 qui orchestre ensuite la réponse au stress.

uORF1 scanning UORF2
A. Gre[rMet
I- —_— s
nERpp AUG ) Cg—— leg—Auc (F3) AUG |
<> Gore[Met st £ S A e s 5 T TN D
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Gyp[tMe |- creM
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e
Met l- GrpftMet
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DENR
elF2D
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Figure 28 : modéle de la traduction de ’ARNm d’ATF4. L'uORF1 est toujours traduite par
le mécanisme d’initiation canonique, a la suite de quoi le ribosome se dissocie et entame un
nouveau scanning grace a la persistance de certains facteurs d'initiation sur le ribosome 80S.
A. Dans des conditions physiologiques normales, la concentration cellulaire en complexes
ternaires est élevée favorisant ainsi l'initiation de la traduction de 'uORF2, ce qui a pour
conséquence d’empécher la traduction de la phase principale codante d’ATF4 située en aval.
B. Lorsque la concentration du complexe ternaire est faible en raison de la phosphorylation de
elF2a dans le cadre de 'SR, un phénoméne de leaky-scanning de 'uORF2 favorise la
traduction de la protéine ATF4. Ce mécanisme utilise des facteurs d’initiation non-canoniques
comme elF2D ou DENR.
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1.4.1.5. Les motifs d’ARN inhibiteurs des ribosomes

Un exemple de motif d’ARN inhibiteur de la traduction a été mis en évidence dans la région
5’'UTR des ARNm du gene homéotique Hox a11 par notre équipe (Alghoul et al. 2021). Il
repose sur I'action synergique de deux éléments localisés dans la région 5’UTR : un motif
start-stop (un codon AUG suivi d’un codon stop) séparé par 19 nucléotides d’une structure en
tige-boucle de 50 nucléotides dont les 16 paires de bases G-C qui la constituent lui conférent
une stabilité assez élevée (enthalpie libre de -21,6 kcal/mol). LAUG étant reconnu par la
particule 43S en cours de scanning, un ribosome 80S est assemblé sur 'AUG, et le codon
stop se retrouve alors dans le site A, ce qui doit normalement constituer un signal de
recrutement des eRF pour le recyclage du ribosome. Néanmoins, la structure secondaire est
positionnée a une distance telle du codon AUG qu’elle bloque I'entrée du site A et empéche le
recrutement des eRF et le recyclage du ribosome, le piégeant ainsi au niveau du start-stop.

Par ailleurs, cette structure peut bloquer la particule 43S en cours de scanning. En effet, muter
le codon AUG du start-stop ne permet pas d’initier la traduction sur 'AUG principal de a11.
Ainsi, en plus d’empécher l'arrivée des eRF au niveau du site A, la structure bloque aussi les
particules 43S qui n'auraient pas reconnu efficacement 'AUG du start-stop en raison d’'un
« leaky-scanning » et qui n'auraient donc pas été affectées par le mécanisme d’inhibition lié
au motif start-stop.

La faculté de la structure a11 a bloquer une particule 43S en cours de scanning en fait un outil
de choix pour I'étude de linitiation de la traduction par un mécanisme START qui sera
présentée dans la partie 2.1.1.2.

1.4.1.6. Les structures secondaires situées dans la région 5’UTR qui inhibent la
traduction canonique

La région 5’UTR des ARNm peut contenir des structures suffisamment stables qui peuvent
soit empécher la reconnaissance de la coiffe 5-m’G, soit bloquer la particule 43S en cours de
scanning, soit défavoriser la reconnaissance du codon d’initiation. Dans le premier cas, I'accés
a la coiffe m’G nécessite I'activité hélicase des facteurs elF4H, elF4B et elF4A qui déplient les
régions structurées proximales de I'extrémité 5’ de 'ARNm et/ou diverses protéines trans-
régulatrices. Dans les deux autres cas, le niveau d’inhibition dépend de l'activité hélicase de
la particule 43S, mais également de protéines remodelant ces structures secondaires, que I'on
peut qualifier de chaperonnes d’ARN. Ces trois mécanismes seront illustrés dans les
paragraphes qui suivent a partir d’exemples caractérisés dans la littérature.

Structures qui empéchent la reconnaissance de la coiffe 5-m’G

Des structures localisées a I'extrémité 5’ des ARNm, couplées ou non a des protéines, peuvent
induire une géne stérique au niveau de la coiffe m’G qui empéche sa reconnaissance par le
complexe elF4F.

Le premier exemple découvert se trouve a I'extrémité 5° des ARNm codant pour la ferritine :
c’est I'élément de réponse au fer (IRE) (Hentze et al. 1987). L'IRE est formé par une tige-
boucle de 55 nucléotides et constitue le site de fixation des protéines IRP-1 et IRP-2 (iron-
regulated protein 1/2). La structure IRE étant située a seulement 10 nucléotides de la coiffe
m’G, la fixation de ces protéines sur I'IRE entraine une géne stérique a I'extrémité 5’ de ’ARN
qui n'empéche pas le recrutement de elF4F mais bloque le recrutement de la particule 43S en

65



interférant avec linteraction elF3-elF4G (Muckenthaler et al. 1998). En I'absence des
protéines IRP-1 et IRP-2, 'assemblage du complexe de pré-initiation sur la coiffe s’effectue
normalement. La fixation de ces protéines a I'|RE est régulée par la faible concentration
cellulaire de fer, la fixation de lion fer aux IRP réduisant leur affinité pour I'IRE. Par
conséquent, ce mécanisme moléculaire participe activement au maintien de 'homéostasie de
la concentration cellulaire en fer.

Un autre exemple a été mis en évidence dans la levure concernant la traduction de TARNm
codant pour HAC1, un facteur de transcription impliqué dans I'activation de génes impliqués
dans la réponse aux protéines mal repliées. Ces génes codent principalement pour des
enzymes ou des chaperonnes résidentes du réticulum endoplasmique (Patil et al. 2004). La
formation d’'un complexe de pré-initiation de la traduction sur la coiffe m’G de ’ARNm de HAC1
est inhibée par la présence d’une structure proximale (Uppala et al. 2022). Remarquablement,
cette structure est formée par les interactions entre 11 nucléotides d’un intron, qui n’a pas été
retiré lors de I'épissage de 'ARN pré-messager, et 11 nucléotides de la région 5UTR (du
premier exon) (Uppala et al. 2022). En conditions de stress générées par la présence de
protéines mal repliées dans le réticulum endoplasmique, cet ARNm se rapproche d’'une RNase
transmembranaire du réticulum endoplasmique qui dégrade spécifiguement cet intron
(Sidrauski and Walter 1997) de telle sorte que la jonction des exons 1 et 2 soit effectuée
(Sidrauski et al. 1996). L'ARNm désormais dépourvu de la structure inhibitrice peut alors étre
traduit par un mécanisme canonique.

Enfin, la structure TAR (frans-activation response element) présente a I'extrémité de la région
5 UTR de HIV-2 serait responsable de I'inhibition du recrutement d’'un complexe de pré-
initiation au niveau de la coiffe de 'ARN viral (Soto-Rifo et al. 2012). La modulation temporelle
de la structure du TAR par des protéines virales et/ou cellulaires au cours de I'infection serait
un facteur déterminant pour la production des protéines virales et 'assemblage de nouvelles
particules virales.

Structures qui bloquent la particule 43S en cours de scanning

Il existe peu d’exemples a I'heure actuelle.

On peut citer ’TARNm codant pour l'ornithine décarboxylase (ODC) chez le rat (Manzella and
Blackshear 1990) dont la traduction est inhibée par une structure secondaire trés stable de sa
région 5’'UTR. Cette structure est probablement impliquée dans le blocage de la particule 43S
en cours de scanning, empéchant ainsi la reconnaissance du codon initiateur.

Un autre exemple est la structure a11 précédemment évoquée qui, en plus d’empécher
l'arrivée des eRF dans le site A du ribosome 80S piégé sur le codon AUG du motif start-stop,
bloque les éventuelles particules 43S qui n'auraient pas reconnu '’AUG du start-stop en raison
d’un « leaky scanning ».

Le dépliement de telles structures fait intervenir le recrutement d’hélicases additionnelles au
niveau du complexe de scanning comme DDX3 ou DHX29. Etant donné que la suppression
de l'activité hélicase de Ded1p (levure) ou de DDX3 (mammiféres) est trés délétére pour la
traduction générale (Sen et al. 2015; Guenther et al. 2018; Sen et al. 2019), le dépliement des
régions 5UTR structurées semble nécessaire pour la traduction de nombreux ARN
messagers. La modulation du niveau d’expression et d’activité des hélicases cellulaires
constitue ainsi un autre paramétre essentiel de la régulation de la traduction.
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Structures qui modulent la reconnaissance du codon initiateur

Certaines structures peuvent étre considérées comme les équivalents eucaryotes des
riboswitchs bactériens, qui, aprés la fixation d’'un ligand, modulent I'accessibilité du codon
AUG. De tels mécanismes ont été décrits chez les eucaryotes et concernent principalement la
régulation d’'IRES cellulaires. La fixation de protéines spécifiques, qualifiees d'IRES frans-
acting factors (ITAFs), permet le remodelage de la structure et module ainsi 'accessibilité du
codon initiateur.

La traduction de TARNm codant pour APAF1, une protéine impliquée dans le déclenchement
de l'apoptose, serait régulée par un tel mécanisme (Coldwell et al. 2000), bien que des
mécanismes coiffe-dépendants aient également été décrits pour cet ARNm, remettant ainsi
en cause I'existence de cet IRES (Andreev et al. 2012). Un élément de réponse qui permettrait
de lever cette ambiguité serait 'importance du type cellulaire, et donc du protéome, sur la
fonctionnalité de 'RES de TARNm APAF1. Il est en effet davantage traduit dans les cellules
neuronales (Mitchell et al. 2003). Le mécanisme d'initiation par I'|RES consiste en I'ouverture
progressive de la structure secondaire de la région 5’UTR par les protéines UNR d’abord et
PTB ensuite, ce qui permet 'assemblage du complexe 43S au niveau du site d’initiation de la
traduction.

1.4.1.7.Les éléments permettant le recrutement d’un complexe de pré-
initiation dans les ARNm cellulaires

L’initiation de la traduction par des IRES cellulaires apparait essentielle pour la traduction
sélective de certains ARNm en conditions de stress, en relation avec les facteurs trans-
régulateurs présentés dans la partie précédente. Les IRES cellulaires sont traduits par des
mécanismes de traduction coiffe-indépendants apparus au cours de I'évolution dans les
cellules eucaryotes. Leur fonctionnement est surtout lié a l'inhibition de la traduction coiffe-
dépendante, soit par l'inactivation de elF2 et de elF4E dans le cadre des voies ISR et mTORC,
soit par des éléments cis-régulateurs agissant de la sorte, comme les uUORFs. De nombreux
ARNmM impliqués dans la réponse au stress ou dans le développement sont traduits par des
IRES cellulaires (Godet et al. 2019). Globalement moins structurés que les IRES viraux, les
IRES cellulaires font plutdt intervenir des facteurs protéigues nommés IRES trans-acting
factors (ITAFs) pour favoriser le recrutement d’'un complexe de pré-initiation de maniére coiffe-
indépendante et permettre ainsi la traduction sélective ’ARNm.

Certains mécanismes d’'IRES cellulaires ont déja été abordés. Les modifications m®A dans la
région 5UTR des ARNm permettent le recrutement interne de la particule 43S par
I'intermédiaire de I'interaction entre elF3 et les m®A, et sont particuliérement impliquées dans
la traduction des ARN circulaires (Prats et al. 2020). Certains ITAFs permettent le remodelage
de la structure des ARNm en jouant le réle de chaperonnes d’ARN : un exemple a été abordé
dans le paragraphe précédent avec la traduction de 'TARNm codant pour APAF1. D’autres
mécanismes ont également été suggérés, parmi lesquels figurent la modulation de la
localisation cellulaire de certains ITAFs et/ou du complexe de traduction, ou encore
linteraction de certains ITAFs avec certaines protéines ribosomiques qui guident le
recrutement du ribosome.

L’implication prononcée du protéome dans les mécanismes de traduction coiffe-indépendants
serait indicatrice d’une forte dépendance de la traduction de ces IRES au type cellulaire, dont
le protéome est caractéristique.
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1.4.2. Eléments de la phase codante
1.4.2.1. La présence d’un codon stop prématuré

La présence d’'un codon stop prématuré dans une phase codante, résultat d’'un intron non
excisé, d’une mutation, d’'une erreur de polymérisation de ’ARN polymérase Il, ou parfois d’'un
décalage de cadre de lecture, déclenche une série de mécanismes connue sous le nom de
« non-sense mediated decay » (NMD) qui méne a la dégradation de 'TARNm et au retrait de la
coiffe m’G (Lykke-Andersen and Jensen 2015). Le NMD fait intervenir en premier lieu
linteraction du facteur eRF3 avec la protéine UPF1 qui recrute ensuite des protéines
responsables de la dégradation de TARNm et du clivage de la coiffe. La distinction entre un
codon stop canonique et un codon stop prématuré repose sur deux caractéristiques. La
premiere fait intervenir la présence du complexe EJC (Exon Junction Complex) qui est
composé de protéines déposées par la réaction d’épissage des ARN pré-messagers sur les
jonctions exon-exon. Lorsque le complexe EJC n’est pas présent a proximité du codon stop, il
est reconnu comme prématuré, ce qui enclenche le NMD. Le second fait intervenir des
interactions entre la PABP (Poly-A Binding Protein) accrochée a I'extrémité 3° des ARNm, le
facteur eRF 3 et dans certains cas le facteur elF4G qui empéchent le recrutement des protéines
du NMD. Un codon stop suffisamment proche de la queue poly-A est ainsi interprété comme
canonique, alors qu’un codon stop trop distant est reconnu comme prématuré. De maniére
générale, les mécanismes de discrimination des codons stop canoniques des prématurés sont
encore mal compris (Lykke-Andersen and Jensen 2015; Hug et al. 2016).

1.4.2.2. Les séquences modulant la vitesse d’élongation

En plus des aspects trans-régulateurs déja évoqués dans les paragraphes 1.3.5 et 1.3.6, la
nature des codons joue un rdle majeur dans la vitesse d’élongation, en relation avec la
concentration cellulaire en aa-ARNt cellulaires correspondants. En effet, 'abondance des aa-
ARNt d’'une cellule eucaryote ne correle pas nécessairement avec I'abondance des codons
qui sont utilisés dans le protéome. Un codon qui doit étre décodé par un aa-ARN!t rare, c’est-
a-dire peu abondant dans la cellule, entrainera un ralentissement de la vitesse d’élongation de
la traduction.

Dans une situation physiologique, la modulation de la vitesse d’élongation par I'usage des
codons permet, en plus de I'acide aminé incorporé dans le peptide naissant, de moduler le
repliement de la protéine synthétisée en sortie du ribosome. La position des zones de
ralentissement voire de pause du ribosome lors de la synthése n’est pas aléatoire, et peut par
exemple étre localisée entre deux domaines protéiques. Dans ce cas, la pause du ribosome
permet de réguler le repliement d’'un domaine de la protéine synthétisée en sortie du ribosome.
Ainsi, la phase codante des ARNm code pour une protéine mais comporte également des
informations de repliement par l'intermédiaire de 'usage de codons décodés par des ARNt
rares qui sont localisés de telle sorte que leur lente cinétique de décodage assure le repliement
fonctionnel de la protéine en cours de synthése.

La synthése des protéines destinées a étre maturées dans le réticulum endoplasmique permet
d’illustrer le principe selon lequel 'usage des codons est essentiel au repliement co-
traductionnel des protéines. En effet, I'existence d’un cluster de codons décodés par des ARNt
peu abondants situé 35 a 40 codons en aval du domaine dont le repliement co-traductionnel
forme le motif hydrophobe reconnu par la SRP a la sortie du ribosome induit le ralentissement
de la vitesse d’élongation au niveau de ces codons (Pechmann et al. 2014). Il s’avéere que ces
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35 a 40 codons correspondent exactement a la distance séparant le site P de I'extrémité du
tunnel de sortie du peptide naissant (Figure 29). Ainsi, le ralentissement local de la vitesse
d’élongation généré par ce cluster de codons est essentiel au repliement fonctionnel du motif
hydrophobe afin qu’il puisse étre reconnu par la SRP, menant ensuite a 'ancrage du peptide
naissant dans la membrane du réticulum endoplasmique et a sa maturation.

REST: mRNA-encoded
slowdown of translation

SS 1
- RN, 4
5 y
60S _
! o5

Figure 29 : schéma illustrant le ralentissement programmé du ribosome pour la
reconnaissance du motif hydrophobe par la SRP, permettant ensuite I’ancrage du
complexe de traduction dans la membrane du réticulum endoplasmique. PTC : site
peptidyl-transférase ; SRP : particule de reconnaissance du signal ; SS : séquence du signal.
D’aprés (Pechmann et al. 2014).

Plus généralement, la nature des premiers (resp. derniers) codons de la phase codante
influence également la vitesse de traduction en tout début (resp. toute fin) d’élongation (Tuller
et al. 2010). Cette étude a montré que, chez les eucaryotes, les 30 a 50 premiers acides
aminés sont traduits a une vitesse relativement faible, suggérant que I'élongation nécessite le
décodage d’un certain nombre de codons avant d’atteindre ce qu’on pourrait nommer le régime
permanent. Il s’avére que ces premiers codons sont décodés par des aa-ARNt rares, et qu’'une
telle caractéristique est conservée chez les organismes testés. La faible vitesse de traduction
des premiers codons serait indicatrice d’un couplage initiation-élongation qui pourrait favoriser
le positionnement ou la stabilisation du ribosome dans la bonne phase de lecture.

Par ailleurs, certaines séquences ou structures secondaires qui provoquent le ralentissement
du ribosome en cours d’élongation peuvent étre impliquées dans des décalages du cadre de
lecture qui sont essentiels a la traduction de certaines protéines virales (paragraphe suivant).

1.4.2.3. Les séquences de décalage de cadre de lecture

Certaines séquences des ARNm peuvent induire un décalage du cadre de lecture des
ribosomes lors de la phase d’élongation, en interférant avec le positionnement des ARNt dans
les sites P et A du ribosome. Le taux de décalage de cadre de lecture est étroitement lié a la
vitesse d’élongation, qui elle-méme dépend des facteurs cis- et/ou frans- régulateurs déja
évoqués.

On distingue les décalages de cadre spontanés qui ménent trés probablement a la rencontre
d’'un codon stop prématuré et donc a une protéine non-fonctionnelle, des décalages dits
programmeés qui permettent la synthése d’'une protéine fonctionnelle.
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Ces décalages peuvent étre induits par de courts motifs nucléotidiques et/ou par des structures
secondaires. Presque tous les virus a ARN ont évolué vers ce mécanisme pour la synthése
de plusieurs protéines a partir du seul ARN génomique.

Décalage induit par des motifs nucléotidiques

Certains motifs nucléotidiques contiennent des codons décodés par des ARNt rares, ce qui
provoque un ralentissement accru du ribosome a cet endroit. Un tel mécanisme a été décrit
dans le cadre de la traduction du rétrotransposon Ty1 chez la levure qui contient un motif
responsable du décalage de la phase de lecture (Belcourt and Farabaugh 1990). La séquence
de décalage, CUU AGG C, contient en particulier le codon AGG décodé dans le site A par un
ARNt-Arg trés peu abondant dans la levure. En résulte une pause du ribosome a cet endroit,
puis un décalage de la phase +0 (CCU) vers la phase +1 (UUA).

On peut noter qu'un déficit d’acides aminés dans la cellule résulterait en I'appauvrissement
généralisé de tous les aa-ARNt et donc a une probabilité accrue de décalage de cadre de
lecture lors de la traduction des ARNm. Cela ménerait a la synthése abondante de protéines
au repliement aberrant, qui activerait ensuite la réponse cellulaire aux protéines mal repliées.
Ce phénomeéne est atténué par la cellule qui active des voies de stress en réponse a une
carence d’acides aminés par les voies ISR (PERK et GCN2) et mTORC1, ce qui conduit a
l'inhibition générale de la traduction cellulaire et a la traduction d’ARNm spécifiques. Si la
carence est trop prolongée, la cellule enclenche les voies d’apoptose.

Décalage induit par des structures secondaires

Le décalage programmé du cadre de lecture est essentiel pour la synthése des protéines
virales. Par exemple, la synthése de 'ORF pol du HIV-1, dont découlent les enzymes du HIV,
est dépendante d’'un décalage de cadre de lecture programmé au cours de la traduction de
'ORF gag, dont découlent certaines protéines structurales (Jacks et al. 1988). Ce décalage
fait intervenir l'action synergique de deux éléments cis-régulateurs: une séquence de
glissement U UUU UUA séparée d'une structure en tige-boucle de 26 nucléotides par un
« spacer » de 8 nucléotides. Le rble de la structure en tige-boucle est de retenir le ribosome
sur la séquence de glissement. L'efficacité de cette pause dépend de la stabilité de la tige-
boucle et de la distance la séparant de la séquence de glissement, si bien que cette derniere
se retrouve dans le site A (Mouzakis et al. 2013). La distance séparant les deux éléments cis-
régulateurs est donc critique pour l'induction du décalage de cadre de lecture. L'arrét du
ribosome induit par la tige-boucle est suffisamment long pour permettre, dans environ 10%
des cas (Plant and Dinman 2006; Mathew et al. 2015), des réarrangements des appariements
codons-anticodons localisés dans les sites P (codon UUU) et A (codon UUA) vers le cadre de
lecture -1 (site P: UUU, site A: UUU). Un mécanisme similaire est impliqué lors de la
traduction de 'TORF1a du SARS-CoV-2, au cours de laquelle le décalage de cadre permet la
traduction de 'ORF1b, a la différence prés que la structure située en aval de la séquence de
glissement se replie en un pseudo-nceud (Bhatt et al. 2021).

1.4.2.4. Les structures secondaires proximales situées en aval du codon initiateur

Le mécanisme START, déja évoqué pour l'initiation sur les uAUG, peut aussi intervenir dans
l'initiation de la traduction de la phase codante principale.
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Dans le cas de la sclérose latérale amyotrophique, des séquences répétées GGGGCC dans
un intron du géne C90RF72 provoquent un défaut d’épissage qui entraine 'accumulation d’'un
ARNmM aberrant a partir du géne C90RF72 (Tabet et al. 2018). Ce transcrit étant coiffé du coté
5’, un complexe de pré-initiation de la traduction peut s’assembler et entame le scanning. Les
séquences GGGGCC formant des structures trés stables contenant des G-quartets, la
progression du complexe de scanning est stoppée si bien qu’'un codon CUG se retrouve dans
le site P du ribosome et peut de ce fait étre reconnu comme un codon d'initiation. L’initiation
sur ce codon CUG dépend donc de la présence des G-quartets en aval qui stabilisent le
complexe de scanning sur ce codon (Figure 30). La traduction initiée a partir de ce codon
entraine la synthése de poly-dipeptides hautement toxiques pour les motoneurones.

C90RF72 intron

m’G——CUG

Figure 30 : initiation de la traduction des ARNm aberrants C9ORF72 sur un codon CUG
par un mécanisme de type START D’aprés (Eriani and Martin 2018).

Plus généralement, des prédictions de structures secondaires réalisées sur les 65 premiers
nucléotides situés en aval du codon d’initiation AUG des ORFs annotées de divers génomes
eucaryotes suggérent que le mécanisme START pourrait étre impliqué dans [l'initiation de la
traduction de 0.5 a 2% des ORFs eucaryotes (Despons and Martin 2020). Par ailleurs, des
expériences de ribosome profiling montrent que l'utilisation de codons non-AUG est trés
répandue dans la traduction d’ORFs, d’'uORFs et de dORFs (downstream ORFs) chez les
eucaryotes (Ingolia et al. 2011; Chen et al. 2020; Chothani et al. 2022). Le degré d’'implication
du mécanisme START dans l'initiation de leur traduction n'est en revanche pas connu. Les
travaux de Marylin Kozak avaient déja suggére le réle de telles structures pour linitiation de la
traduction sur des codons AUG ou non-AUG situés dans des contextes nucléotidiques plus ou
moins favorables (Kozak 1990).

Une partie de ce travail de these est dédiée a l'identification des paramétres cis-régulateurs
requis pour initier la traduction par le mécanisme START (partie 2.1.1.2).

1.4.3. Eléments de larégion 3’UTR
1.4.3.1. Les phases codantes situées en aval du codon stop principal (dORF)

La traduction de phases codantes situées dans la région 3’UTR, en aval du codon stop de la
phase principale (nommées dORF pour « downstream ORF »), a été mise en évidence par
des expériences de ribosome profiling (Bazzini et al. 2014; Mackowiak et al. 2015; Chen et al.
2020; Chothani et al. 2022). Les dORF, a l'instar des uORF, sont essentielles a la régulation
de la traduction de la phase codante principale, et le peptide résultant de leur traduction peut
également étre un facteur trans-régulateur (Chen et al. 2020). La ou le nombre d’'uORF correle
généralement avec l'inhibition accrue de la traduction de la phase codante principale, le
nombre de dORF corréle quant a lui avec la traduction accrue de 'ORF principale (Wu et al.
2020b). Le mécanisme d’initiation de la traduction sur les dORFs n’est pas le résultat d’un
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défaut de reconnaissance du codon stop de la phase principale (Chen et al. 2020; Wu et al.
2020b), et peut impliquer l'utilisation de codons non-AUG (Chen et al. 2020; Chothani et al.
2022). L’initiation de la traduction des dORF serait alors nécessairement coiffe-indépendante
et pourrait faire intervenir les mécanismes de type IRES précédemment évoqués.

1.4.3.2. La PABP et la queue poly-adénosines

Leurs principaux réles ont déja été évoqués. lIs interviennent dans la circularisation des ARNm
lors de I'initiation de la traduction. La PABP (Poly-A Binding Protein) est en particulier une cible
de certains facteurs trans-régulateurs, qu’ils soient endogénes ou exogénes, notamment lors
d’une infection virale (Figure 20). Enfin, la PABP est certainement impliquée dans l'inhibition
du NMD lors de la reconnaissance des codons stops canoniques (Hug et al. 2016).

1.4.3.3. Les séquences complémentaires d’ARN interférents

Les séquences cibles des ARN interférents sont en général localisées dans les régions 3'UTR
des ARNm. L’hybridation des ARN interférents permet le recrutement de protéines impliquées
dans l'inhibition de la traduction de ’ARNm, soit en induisant sa dégradation, soit en interférant
avec des protéines essentielles pour sa traduction (voir paragraphe 1.3.4 et Figure 21).

1.4.3.4. Les motifs de localisation cellulaire des ARNm

L’'importance de la localisation cellulaire de la traduction, qui passe par le transport des ARNm
vers la localisation en question, a déja été abordée dans le paragraphe 1.2.5. L’adressage des
ARNmM nécessite 'assemblage de protéines qui reconnaissent des motifs nucléotidiques et
structuraux précis de la région 3'UTR des ARNm concernés. La localisation cellulaire des
ARNmM et de la traduction est primordiale pour certaines cellules spécialisées comme les
neurones, ou pour la régulation spatio-temporelle de I'expression génétique au cours du
développement embryonnaire.
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1.5. La coordination des mécanismes de régulation permet la traduction sélective
des ARNm

Une conséquence de l'action conjointe des mécanismes cis- et trans- régulateurs est la
traduction sélective d’'un ensemble d’ARN messagers en fonction de I'état physiologique de la
cellule et est ainsi déterminante pour le maintien de son intégration fonctionnelle dans un
organisme. Selon les informations environnementales captées par certaines protéines
transmembranaires et/ou par diverses protéines intracellulaires, la cellule modifie son
protéome en conséquence. L’adaptation de ce schéma traductionnel passe notamment par
linactivation de certains facteurs de traduction impliqués dans le mécanisme d’initiation
canonique, a savoir elF2 par le biais de la voie ISR, et elF4E par le biais de la voie mTORC1.
En éteignant la traduction d’'une maijorité de ses ARN messagers de la sorte, la cellule redirige
les ressources traductionnelles vers la synthése de protéines essentielles a la prise en compte
des signaux qu’elle a initialement intégrés, parmi lesquelles figurent des facteurs de
transcription qui permettent de moduler le transcriptome et ainsi d’orchestrer la suite de la
réponse adaptative. C’est pourquoi la synthése des facteurs de transcription est, la plupart du
temps, finement régulée au niveau traductionnel. La modulation du protéome cellulaire peut
donc étre vue comme le premier maillon de la réponse adaptative de la cellule a des
changements environnementaux.

La traduction des ARN messagers dans ces conditions fait nécessairement appel a des
meécanismes d'’initiation coiffe-indépendants, parmi lesquels les IRES cellulaires occupent une
place prépondérante.

Dans le cas particulier d’'une infection virale, la traduction cellulaire est détournée vers la
traduction des ARN viraux par I'action conjointe de facteurs frans-régulateurs, qu’ils soient
d’origine cellulaire ou virale, et/ou cis-régulateurs.

Il a été proposé que des ribosomes spécialisés puissent constituer une autre facette de la
sélectivité traductionnelle (Shi et al. 2017). La spécialisation des ribosomes dépend de
'ensemble des protéines ribosomiques qui les constitue et déterminerait ainsi 'ensemble des
ARNmM qu’ils sont capables de traduire, et notamment ceux arborant des IRES.

Enfin, un ralentissement global de la traduction enclenche une réaction de la cellule, qui, selon
la gravité du déficit énergétique qui en est généralement la cause, peut mener a I'activation
des voies d’apoptose. Par conséquent, le taux de traduction d’une cellule peut étre vu comme
un barométre de son état physiologique.
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1.6. Objectifs de la thése

Les travaux réalisés dans le cadre de ce travail de thése ont consisté a rechercher et a
caractériser des éléments cis-régulateurs de la traduction eucaryote a 'aide d’approches in
vitro et de méthodes de criblage a haut-débit.

Le premier volet de ce travail est dédié a la recherche de séquences qui modulent la
reconnaissance du codon initiateur par le ribosome (partie 2.1).

Le contexte nucléotidique du codon initiateur est un élément cis-régulateur essentiel pour sa
reconnaissance par la particule 43S en cours de scanning. L’analyse des contextes des AUG
des phases codantes annotées dans les génomes eucaryotes, bien qu’informative, ne donne
pas d’information sur I'efficacité traductionnelle de ces contextes, car ils peuvent trés bien avoir
été sélectionnés au cours de I'évolution pour d’autres raisons que leur efficacité. Ainsi, les
contextes nucléotidiques les plus favorables ou défavorables a l'initiation de la traduction sur
un codon AUG ne sont pas vraiment connus. Pour les identifier, nous avons réalisé un criblage
d'une banque d’ARN rapporteurs contenant lI'ensemble des 262144 combinaisons
NNNNNNAUGNNN, avec N={A ; U ; G ; C}, a l'aide d’'un dispositif micro-fluidique de maniere
a déterminer quelles sont les combinaisons qui sont acceptées et validées par le ribosome, ou
au contraire celles qui sont rejetées. Ce dispositif permet de miniaturiser dans des
microgouttes des réactions de traductions in vitro réalisées a I'aide d’extraits acellulaires de
traduction préparés a partir de lysats de cellules HEK293FT. Le séquengage des variants
sélectionnés a l'issue des criblages permet d’identifier les contextes les plus favorables.

Par ailleurs, des études de ribosome profiling ont démontré que prés de la moitié des initiations
de la traduction dans la cellule a lieu sur un codon AUG, démontrant ainsi que des codons
non-AUG sont aussi largement utilisés par la cellule, notamment pour la traduction d'uORFs
et de dORFS (Ingolia et al. 2011; Chen et al. 2020; Chothani et al. 2022). Dés lors, nous avons
cherché a déterminer dans quelle mesure le mécanisme START (Eriani and Martin 2018;
Despons and Martin 2020) qui permet la traduction de codons sous-optimaux, est mis en
ceuvre pour linitiation de la traduction sur un codon non-AUG.

Enfin, nous avons initié une collaboration avec I'équipe de Karen Perronet a Paris avec pour
objectif d’étudier la vitesse de scanning du ribosome par des approches d’études en molécules
uniques couplées a de la microscopie TIRF (Total Internal Reflection Fluorescence). Ce projet
qui en est encore a ses débuts est présenté brievement dans la partie 2.4.1.

Le second volet de ce travail est dédié a la mise au point d'une méthode de criblage permettant
d’identifier de maniére systématique des IRES dans un génome viral (partie 2.2).

Les techniques actuelles d’identification d’IRES viraux s’appuient sur le criblage par FACS
(Fluorescence-Activated Cell Sorting) de cellules transfectées par des plasmides contenant
des génes rapporteurs, couplé au séquencage a haut-débit des variants sélectionnés. Le
criblage par FACS de cellules transfectées avec une banque de plasmides codant pour des
rapporteurs bicistroniques a été employé pour identifier de nombreuses séquences de
traduction coiffe-indépendantes cellulaires ou virales (Weingarten-Gabbay et al. 2016).
Néanmoins, un probléeme de cette approche est la potentielle présence de promoteurs
cryptiques et/ou de sites de clivage dans les régions candidates qui générent des ARNm
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monocistroniques a l'origine de nombreux faux-positifs. Par ailleurs, la taille des banques
criblées est limitée a l'efficacité de transfection des cellules, ce qui force leur conception
rationnelle et ne permet pas de cribler des génomes viraux de maniére systématique. Enfin,
la transfection de cellules ne donne pas beaucoup de marge de manceuvre dans la conception
de stratégies expérimentales permettant d’évaluer I'impact de facteurs trans-régulateurs sur
la traduction, contrairement aux approches in vitro.

Une nouvelle méthode de criblage pour l'identification d’IRES viraux a été développée dans le
cadre de ce travail : elle repose sur le fractionnement de complexes de traduction sur gradient
de sucrose. La mise au point de cette méthode a été réalisée a partir du génome du virus de
la paralysie du cricket (CrPV) qui contient deux IRES bien caractérisés dans la littérature. Le
criblage de la banque de rapporteurs synthétisée a partir de ce génome modéle a été réalisé
avec des extraits de traduction in vitro préparés a partir de lysats de réticulocytes de lapin et
de lysats de cellules embryonnaires de drosophile (S2), plus pertinents pour le criblage du
génome du CrPV puisqu’il infecte la drosophile. A terme, ces méthodes seront appliquées a
I'étude d’autres génomes viraux.

Le troisieme volet de ce travail est dédié a I'étude de la traduction de ’ARN du SARS-CoV-2
et de modéles d’ARN cellulaires en présence de la protéine virale NSP1, caractérisée comme
étant un inhibiteur de la traduction (partie 2.3).

Les résultats de ces trois volets seront présentés sous la forme de manuscrits en vue d’'une
soumission prochaine (parties 2.1 et 2.2) ou d’articles déja publiés (partie 2.3). Une derniére
partie est dédiée aux autres projets pour lesquels ce travail de thése a contribué (partie 2.4).

Le chapitre suivant s’'organise en quatre parties indépendantes :

e Caractérisation d’éléments cis-régulateurs modulant la reconnaissance du codon
initiateur par le ribosome

o Recherche systématique d’'IRES dans un génome viral

e Etude de I'impact de la protéine NSP1 sur la traduction des ARNm cellulaires et sur la
traduction de ’ARN génomique du SARS-CoV-2

e Contributions a d’autres projets de recherche
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2. Résultats, discussions et perspectives

2.1. Caractérisation d’éléments cis-régulateurs modulant la reconnaissance du
codon initiateur par le ribosome

2.1.1. Introduction du projet
2.1.1.1. Etude du contexte nucléotidique du codon AUG

Le contexte nucléotidique du codon initiateur est un élément cis-régulateur essentiel pour sa
reconnaissance par la particule 43S en cours de scanning. L’analyse des contextes des AUG
des phases codantes annotées dans les génomes eucaryotes, bien qu’informative, ne donne
pas d’information sur I'efficacité traductionnelle de ces contextes, car ils peuvent trés bien avoir
été sélectionnés au cours de I'évolution pour d’autres raisons que leur efficacité. Ainsi, les
contextes nucléotidiques les plus favorables ou défavorables a l'initiation de la traduction sur
un codon AUG ne sont pas vraiment connus a ce jour.

Afin de caractériser des contextes nucléotidiques favorables ou défavorables a l'initiation de
la traduction, nous avons réalisé un criblage d’'une banque d’ARN rapporteurs contenant
'ensemble des 262 144 combinaisons NNNNNNAUGNNN, avec N = {A; U; G ; C}, a l'aide
d’un dispositif micro-fluidique. Le criblage s’effectue par la miniaturisation dans des
microgouttes de réactions de traductions in vitro réalisées a 'aide d’extraits préparés a partir
de lysats de cellules HEK293FT. Le séquengage des variants sélectionnés a l'issue du criblage
permet d’identifier les contextes les plus favorables.

Les résultats ont confirmé le caractére essentiel du contexte nucléotidique du codon d’initiation
pour le démarrage de la traduction car seulement 10% des combinaisons NNNNNNAUGNNN
de la banque de départ ont été sélectionnées aprés trois tours de criblage. Ensuite, la diversité
des séquences sélectionnées suggere l'absence de séquence consensus, ou de motif
minimal, qui permettrait d’expliquer I'efficacité traductionnelle de ces séquences. En d’autres
termes, chaque arrangement de nucléotides aux positions -6 a +6 exerce un effet unique sur
linitiation de la traduction. L’analyse des phases codantes annotées du génome humain a
montré que seules 11% des combinaisons NNNNNNAUGNNN possibles sont utilisées. Parmi
ces 11%, le contexte le plus retrouvé n’est pas une séquence ayant le consensus Kozak. Dans
'ensemble, la diversité des 28454 contextes nucléotidiques distincts utilisés pour initier la
traduction des phases codantes humaines suggére aussi 'absence de contexte nucléotidique
consensus pour le démarrage de la traduction, méme si une certaine préférence a été
observée sur les C entourant la position -3, en particulier aux positions -2 et -1.

2.1.1.2. Implication du mécanisme START dans l’initiation de la traduction sur un
codon non-AUG

Des études de ribosome profiling ont démontré que prés de la moitié des initiations de la
traduction dans la cellule a lieu sur un codon non-AUG, démontrant ainsi que ces codons sont
largement utilisés dans la cellule, notamment dans le cadre de la traduction d’'uORFs et de
dORFS (Ingolia et al. 2011; Chen et al. 2020; Chothani et al. 2022). Dés lors, nous avons
cherché a déterminer dans quelle mesure le mécanisme START (Eriani and Martin 2018;
Despons and Martin 2020), qui permet la traduction a partir de codons sous-optimaux, est mis
en ceuvre pour linitiation de la traduction sur un codon non-AUG.
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En utilisant la structure a11 pour bloquer une particule 43S en cours de scanning, nous avons
déterminé les paramétres critiques permettant linitiation de la traduction par un mécanisme
START avec des expériences de traduction in vitro en utilisant différents extraits acellulaires.

Les résultats montrent que la présence d’'une structure secondaire suffisamment stable, située
a une distance adéquate du codon d’initiation, permet d’initier la traduction sur certains codons
non-AUG comme les codons CUG ou ACG. De plus, la stabilit¢ minimale de la structure
permettant d’initier la traduction sur un codon non-AUG par un mécanisme START est
dépendante de I'extrait acellulaire utilisé pour la traduction in vitro, suggérant le réle du contenu
cellulaire, et notamment celui en ARN hélicases, dans la modulation des parameétres cis-
régulateurs du mécanisme START.

2.1.2. Etude d’éléments cis-régulateurs critiques pour la reconnaissance du codon
initiateur chez les eucaryotes

Ces résultats sont présentés sous la forme d’'un manuscrit en vue d’'une soumission d’ici peu.
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MANUSCRIT 1

Etude d’éléments cis-régulateurs
critiques pour la reconnaissance du
codon initiateur chez les eucaryotes
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Abstract

In eukaryotes, translation initiation is a highly regulated process, which combines cis-
regulatory sequences located on the messenger RNA along with frans-acting factors like
eucaryotic initiation factors (elF). One critical step of the process of translation initiation is the
start codon recognition by the scanning 43S particle, which leads to ribosome assembly and
protein synthesis. Start-codon selection stringency involves frans- and cis- regulators which
both modulate the stability of the codon-anticodon interaction in the P-site and therefore the
assembly of the ribosome. In this work, we investigated the influence of the start codon
proximal sequences on translation initiation. First, we studied the AUG nucleotide context
using a microfluidic-based in vitro screening method of an RNA reporter library featuring a
randomized AUG context (NNNNNNAUGNNN), where N is any of the four ribonucleotides. We
coupled this study with bioinformatic analysis of AUG contexts of the annotated ORFs in the
human genome. Our results suggest that although the AUG nucleotide context does play a
critical role, it does not feature a minimal sequence pattern that can explain translation initiation
efficiency on its own. Next, we investigated the involvement of secondary structures
downstream the initiation codon in the so-called the START (Structure-Assisted RNA
translation) mechanism on non-AUG translation initiation. The results demonstrate that
downstream secondary structures can efficiently promote non-AUG translation initiation
provided they are stable-enough to stall a scanning 43S particle and located at an optimal
distance from this non-AUG codon to trigger and stabilise the codon-anticodon base-pairing in
the P site.
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1. Introduction

In eukaryotes, translation initiation is a highly regulated process, which combines cis-
regulatory sequences located on the messenger RNA along with frans-acting factors like
eukaryotic initiation factors (elF). The canonical translation initiation mechanism starts with the
recognition of the 5’ m’G cap by elF4E, which is associated with elF4G and elF4A to form the
elF4F complex. The interaction between elF4G and 43S-bound elF3, enables the recruitment
of the 43S particle on the m’G cap. Then, the 43S particle scans the 5’UTR thanks to the ATP-
dependent RNA helicase activity of elF4A, which is enhanced through its interactions with
elF4G, elF4B and elF3 (Rogers et al. 2001; Schiitz et al. 2008). During scanning, the 43S
particle is maintained in a so-called open conformation by the combined actions of elF1A and
elF1 which destabilize the codon-anticodon interaction in the P-site, inhibit spontaneous
hydrolysis of elF2-bound GTP (Algire et al. 2005) and therefore prevent ribosomal subunits
joining (Pestova et al. 1998; Thakur and Hinnebusch 2018; Zhou et al. 2020). The codon-
anticodon interaction involves the nucleotide triplet from the codon being analysed in the P-
site and the anticodon of the initiator tRNAMe; which is bound to elF2-GTP in the 43S particle
(Lomakin and Steitz 2013). When a stable-enough codon-anticodon base-pairing is
established during scanning, it displaces elF1 from the P-site and triggers the switch from the
open to the close conformation of the 43S. This results in the activation of the GTPase activity
of elF2 by elF5 and in the subsequent hydrolysis of elF2-bound GTP into GDP (Paulin et al.
2001). As GTP hydrolysis goes on, elF2 loses its affinity for the Met-tRNAY® and is released
from the 48S particle (Kapp and Lorsch 2004). Subunits joining is mediated by elF5B (Pestova
et al. 2000) and its interaction with elF1A (Nag et al. 2016), which contributes to release elF2,
elF1, elF1A and elF5B from the initiation complex through the hydrolysis of elF5B-bound GTP.
The assembled 80S ribosome then starts protein synthesis by incorporating the first amino-
acyl-tRNA in its vacant A-site.

Start-codon selection stringency is mediated by elF1 and elF1A which prevent unstable codon-
anticodon interactions like those involving non-cognate codons (Pestova et al. 1998; Thakur
and Hinnebusch 2018; Zhou et al. 2020). However, even AUG codons which establish a
perfect Watson-Crick base-pairing with the anticodon loop of the Met-tRNAV®'; are sometimes
not recognized as the initiation codon. Moreover, several studies (Tang et al. 2017; Tabet et
al. 2018) along with ribosome profiling data (Ingolia et al. 2011; Chen et al. 2020; Chothani et
al. 2022) suggest that non-AUG codons can be used for translation initiation in eukaryotes.
Therefore start-codon selection is influenced by additional trans and cis factors. Several
reports, starting with the initial studies from Kozak (Kozak 1986, 1987), suggested the start
codon nucleotide context plays a major role on start codon recognition efficiency. The
established human consensus nucleotide context GCCRCCAUGR (R is A or G) was obtained
by averaging the nucleotide contexts of all ORFs. Particularly, -3 and +4 positions (the A of the
AUG is +1 by convention) were reported critical for efficient start codon recognition (Kozak
1986, 1987), and the purine at -3 is conserved in eukaryotes (Hernandez et al. 2019). In
addition, structural reports demonstrated in particular interactions between the -3 position and
elF2a subunit (Simonetti et al. 2020; Thakur et al. 2020). Distal cis-regulatory elements may
also influence start codon selection stringency. For example, translation of CO9ORF72
transcripts into toxic poly-dipeptides is initiated on a CUG codon that is upstream of very stable
RNA structures that contain G-quartets (Tabet et al. 2018). To that respect, we recently
described a mechanism of translation initiation called STructure Assisted RNA Translation or
START (Eriani and Martin 2018; Despons and Martin 2020). START initiation relies on the
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presence of a downstream secondary structure that enhances initiation and can improve
initiation on non-AUG codons by stabilizing the 43S particle with those codons in the P-site.

In this work, we investigated the influence of the start codon proximal sequences on translation
initiation. First, we studied the AUG nucleotide context using a microfluidic-based in vitro
screening of an RNA reporter library featuring a randomized AUG context
(NNNNNNAUGNNN) coupled with bioinformatic analysis of the annotated ORFs in the human
genome. Our results suggest that although the AUG nucleotide context does play a critical
role, it does not feature a minimal sequence pattern that can explain translation initiation
efficiency on its own. Moreover, the analysis of the AUG nucleotide context of annotated
human ORFs revealed a strong selection pressure towards cytidines flanking the -3 position,
especially those at positions -2 and -1. Additionally, the most represented AUG nucleotide
context in the human ORFs is not a Kozak sequence, and overall, the nucleotide contexts of
the AUG contexts in the human ORFs are very diverse, further supporting the absence of a
broad consensus sequence. Next, we investigated the involvement of the START mechanism
on non-AUG translation initiation. The results demonstrate that downstream secondary
structures can efficiently promote non-AUG translation initiation provided that they are stable-
enough to stall a scanning 43S particle and located at an optimal distance from this non-AUG
codon to trigger and stabilise the codon-anticodon base-pairing in the P site.
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2. Material and methods
2.1. Oligonucleotides information

All the oligonucleotides’ sequences used in this study are provided in supplementary material
(Table S1). Oligonucleotides were purchased by Integrated DNA Technologies company. In
the text, oligonucleotides are referred to by their red numbers in the Table S1.

2.2. Cell-free translation extracts preparation
2.2.1. Rabbit reticulocytes lysates

Untreated rabbit reticulocytes lysates (RRL) were prepared as previously described (Pelham
and Jackson 1976).

2.2.2. HEK293FT and SH-SY5Y cell lysates from cells cultured in physiological
conditions

HEK293FT cells were seeded at 0.03 x10° cells/cm? and grown for 2 days at 37°C in a 5%
CO2 humidified atmosphere. The culture medium is Gibco Dulbecco's Modified Eagle Medium
+ GlutaMAX (Life Technologies) that is supplemented with 10% of inactivated fetal bovine
serum (Life Technologies). Neuroblastoma SH-SY5Y cells were cultured in the same
conditions and same medium but supplemented with 1 mM of non-essential amino acids
(Gibco). The total culture surface was 4500 cm?, leading approx. to 200 to 400 x10° cells before
harvesting. Cells were harvested at room temperature in their culture medium by centrifugation
(300g) at 4°C and washed two times with a cold buffer containing 20 mM HEPES-KOH pH
7.5, 100 mM potassium acetate, 2 mM magnesium acetate, 1 mM DTT. After washing, the cell
pellets were resuspended in the same buffer supplemented or not (if TEV protease is be used,
see later) with 1X Halt™ Protease Inhibitor Cocktail EDTA-free (Thermo Scientific™) to reach
a concentration of 50-100 x10° cells/mL. Cells were lysed by nitrogen cavitation with a Cell
Disruption Bomb (Parr Instrument Company) after a one-hour incubation under a pressure of
30 bars at 4°C. The lysate was cleared by centrifugations at 10,000g at 4°C, aliquoted, flash-
frozen in liquid nitrogen and stored at -80°C. Total protein concentration was determined with
Bradford assay (Biorad).

2.2.3. HEK293FT cell lysates from cells cultured in stress conditions

To prepare cell-free translation extracts from HEK293FT cells cultured in stress conditions, the
same procedure was used except that the culture medium was supplemented with 5mM DTT
3 hours before harvesting to induce endoplasmic reticulum (ER) stress, which triggers the
unfolded protein response (UPR) (Kozutsumi et al. 1988; Hetz et al. 2020). This pathway leads
in particular to the phosphorylation of the elF2 a-subunit by the protein kinase R-like
endoplasmic reticulum kinase (PERK) (Harding et al. 2000; Scheuner et al. 2001).

2.2.4. Measurements of elF2 a-subunit phosphorylation by Western Blot

Aliquots of in vitro translation reactions were run on 12% SDS-PAGE. Proteins were
transferred on PVDF membranes (Immobilon®-P Transfer Membrane) for 1h at 10V.
Membranes were saturated with [PBS 1X, Tween20 0.5%, BSA 50mg/mL]. The primary
antibodies (@elF2a: #9722 and @elF2a-phosphorylated: #3597, Cell Signalling) were diluted
ten thousand times in PBS 1X, Tween 20 0.5%, BSA 50 mg/mL and hybridized overnight at
4°C. Membranes were then washed three times in [PBS 1X, Tween20 0.5%)] before the 2-
hours hybridization of the secondary antibody (@rabbit A120-101-P, Bethyl Laboratories)
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which was diluted ten thousand times in PBS 1X, Tween20 0.1%. Membranes were finally
washed three times in PBS 1X, Tween 20 0.1% before the addition of the ECL substrate
(Clarity Western ECL Substrate #1705061). Chemiluminescence signals were revealed with
Biorad chemiDoc (MP) apparatus and resulting TIFF images were analyzed with ImageJ
software.

2.3. Screening of the NNNNNNAUGNNN reporter library
2.3.1. Reporter library synthesis

The starting library was synthetized in three steps. First, the insert EMCVscan-
NNNNNNATGNNN-eGFP(20nt) used for Gibson assembly was PCR-amplified using primers
n°® 1 and 2 (Table S1) and the pUC19-EMCVscan plasmid as a template. Then Gibson
assembly of the PCR-amplified insert into the pUC19-Ncol-eGFP plasmid linearized by Ncol
was performed using the NEBuilder® HiFi DNA Assembly Master Mix (#£2621). Finally, the
reporter library was PCR amplified using the Gibson assembly reaction as a template with
primers n°3 and 4 (Table S1).

The same strategy was used to construct the reporters with non-randomized AUG contexts for
the in vitro translation assays performed in 3.2.3. First, the insert scan-NNNNNNATGNNN-
Renilla(20nt) used for Gibson assembly was PCR-amplified using forward primers n°5 to 21,
reverse primer n°22 (Table S1) and the pUC19-Xbal-Renilla plasmid as a template. Then
Gibson assembly of the PCR-amplified insert into the pUC19-EMCVscan-Spel plasmid
linearized by Spel was performed using the NEBuilder® HiFi DNA Assembly Master Mix
(#E2621). Finally, the construct was PCR amplified using the Gibson assembly reaction as a
template with primers n°25 and 22.

2.3.2. Microfluidics-based screening of the reporter library

Screening was performed as previously described (Pernod et al. 2020). Briefly, each molecule
of the DNA reporter library is individualized into 2 pL droplets. Upon thermocycling, these
droplets are injected into a fusion device, together with 18 pL droplets containing a mixture for
in vitro coupled transcription and translation reaction with HEK293FT cell-free translation
extracts prepared from cells cultured in physiological conditions. After droplets fusion, the final
concentrations are 15% HEK293FT cell-free extract (1.8 pg/uL total protein), 100 mM
potassium acetate, 5 mM magnesium acetate, 1 mM of each NTP, 1.5 mM of each amino acid,
20 mM HEPES-KOH pH 7.5, 0.5 mM spermidine, 1 mM DTT, 0.8 mM ATP, 0.1 mM GTP, 8
mM phospho-creatine, 0.1 pg/uL creatine phospho-kinase, 0.5 U/uL RNase inhibitor
(Promega) and 0.125 mg/mL of home-made recombinant T7 RNA polymerase. The emulsion
is incubated 1h at 30°C and further injected into a fluorescence-activated sorting device. Three
rounds of selection were conducted by PCR-amplifying the DNA contained in the sorted
droplets, as described in the next paragraph with primers n°3 and 4 (Table S1).

2.3.3. Libraries preparation for sequencing

DNA molecules contained in the sorted droplets were amplified by PCR in a 50 uL reaction
using 0.25 mM dNTP, 0.75X GC buffer (NEB), 0.04 uM primers n°23 and 24 (Table S1) and
0.01 pg/pL home-made Phusion DNA polymerase. PCR products were purified by Solid Phase
Reverse Immobilization (SPRI) beads (Beckman) and used as a template (0.5 ng/uL) for a 100
ML PCR using 10 pyL each Nextera Index primers (lllumina), 0.75X GC buffer (NEB), 0.25mM
dNTP, 0.01 pg/uL recombinant Phusion DNA polymerase. Indexed libraries were SPRI-
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purified, checked on BioAnalyser and analysed on a MiSeq Instrument (lllumina) with a MiSeq
V3 150 cycles reagent kit with a single-end protocol (lllumina).

2.3.4. Data analysis strategy
The whole data analysis strategy has been conducted using a self-made Python algorithm.

FastQ quality scores filtering

Since this work focuses on the region that is covered by the 48S complex when the AUG start-
codon is in the P-site of the initiating ribosome (the A of the AUG is the +1 position), we decided
to filter out sequences if at least one nucleotide within the -16 to +16 mRNA positions has a Q-
score that is inferior to 30. The Q-score is a function of the probability of incorrect base calling.
A base with a Q-score of 30 has 1 chance over 1000 to be incorrect. Then, we kept the
sequences that have both the AUG start-codon located at the expected position (nucleotides
689, 690, 691 in the reporter sequence) and a perfect match with no mutation in the -16 to +16
window, apart from the randomized sequences flanking the AUG start site.

Background sequences filtering in the libraries

To calculate a threshold proportion below which the sequences are considered background,

the algorithm draws the scatterplot cumulated p = f (%) = f(x), where p is the observed
proportions of each sequence variant. For filtering the data, the following functions y =
y”m/(1 +a.e®om forROand R1ory = y;m. (1 + a.e?*) for R2 and R3 are fitted into the data

points. The use of two distinct functions was motivated by the different shapes of the
distributions of R0-R1 and R2-R3 respectively, which influence the goodness of fit. In both
functions, b is called the “characteristic proportion” and is strictly dependent on the shape of
the distribution. The algorithm eventually determines a threshold proportion corresponding
respectively to 6, 5, 15 and 15 (chosen empirically) times the characteristic proportion
calculated for RO, R1, R2 and R3 respectively. Finally, sequences that are found in the selected
libraries but not in the starting library are also filtered out.

Analysis of unigue sequences in non-overlapping subgroups

Since each selected libraries (R1 to R3) at a round of selection n is contained into the previous
one n-1, it is necessary to generate non-overlapping datasets to further highlight sequence
patterns that are specific to each selected library. It is done by determining the last library R,,
in which a sequence is significantly found (i.e. whose count is superior to the background
threshold previously determined) and attribute it to the corresponding subgroup X,,, provided
the sequence is also present in the previous rounds R;.,,. This presence-absence approach is
preferred over an “enrichment” approach because of the following statement: if the
experimental set-up were free of PCR-induced biases (or PCR-free), the enrichment of a given
sequence would only depend on the number of unique sequences that have been lost during
the screening process. This implies that each sequence within a selected library should have
the same enrichment, regardless of its proportion. The only translation-related feature is the
significant presence of a sequence in a specific library, which has been dealt with in the
previous paragraph. This implies that each sequence within a selected library should have the
same enrichment. Finally, the sequences that have been filtered out are attributed to the Non-
Attributed (NA) subgroup.
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Calculation of the importance of a position

To determine which positions i are the most critical among the randomized ones, a
convergence parameter is calculated using the chi-square distance between the observed
frequency of each nucleotide (nt) and the theoretical frequency that would be observed under
the assumption of equiprobability. This convergence parameter is calculated as:

(proportion(nt) — 0.25)?
0.25%

convergence(i) =
nt=A4U,G,C

It can be interpreted as a convergence indicator in a sense that it measures how much the
nucleotide frequencies at a given position diverged from the initial repartition and therefore
converged toward new frequencies through the screening.

Motif calculations

A direct consequence of the principle that translation-related enrichment is equivalent for all
sequences of the same subgroup is that they cannot be ranked. Then, a way to conduct
quantitative approaches within a subgroup is to perform motif calculations from the sequences
in the same subgroup. These calculations consist in counting each k-motif that can be
generated from the sequences in each subgroup, excluding the +1, +2 and +3 positions that
are constant (AUG start-codon). A k-motif refers to any combination of k (k < 9) nucleotides in
the randomized region, the other 9 - k nucleotides left are N. The number of k-motifs that can
(9%')”(, , Where k is the number of fixed nucleotides
{A, U, G, C}. For instance, the NNNACCAUGNNN motif is one out of the 84 possible (k=3)-
motifs that can be generated from the sequence GCCACCAUGGCG. Similarly, the number of
sequences that feature a k-motif is 4°~*. The total number of distinct k-motifs is () x 4*. Each
motif is attributed a score that measures its coverage in the starting library: if all the sequences
that feature a k-motif are found in the starting library, their number is 4°=%, then the score of

the k-motif equals 1, otherwise score(k_motif) = where ng, is the number of sequences

be generated from one sequence is (}) =

NRo
49—k’

featuring the k-motif in the starting library.

Determination and ranking of non-overlapping motifs

Motifs that do not share the k fixed nucleotides at the same positions are considered
overlapping, because one can be contained into the other. For example, GCCNNNAUGNNN
and GNNACNAUGNNN are contained into each other. To generate sets of non-overlapping

motifs, the following iterative pipeline is used for each value of k = {2...8}. The maximum
9!
k!(9-k)!"

number of iterations i is (2) =

i=1: the k-motifs are ranked according to their abundance, in descending order. The most
abundant k-motif, along with all the others sharing the fixed nucleotides at the same positions
and weighted according to their abundance. That makes a first list of non-overlapping motifs
that have been generated at the first iteration (L1).

i=2: the previously identified motifs are removed and the k-motifs left are ranked according to
their abundance, in descending order. The most abundant k-motif, along with all the others
sharing the fixed nucleotides at the same positions and weighted according to their abundance.
That makes a second list of non-overlapping motifs (L2), that may overlap however with the
previous ones (L1).
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i=n: the previously identified motifs are removed and the k-motifs left are ranked according to
their abundance, in descending order. The most abundant k-motif, along with all the others
sharing the fixed nucleotides at the same positions and weighted according to their abundance.
That makes a n™list of non-overlapping motifs (Ln).

Because each list contains non-overlapping motifs, the sum of the proportions of each motif
contained in each list equals 1.

2.4. Motif research in the human genome

We used a self-made Python algorithm to count the occurrence of a given k-motif in the
annotated ORFs starting with an AUG codon in the human genome. The sequences were
downloaded from the NCBI site ftp.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/ and further processed to
remove ORFs which a) are annotated as pseudogenes, b) whose length is not a multiple of 3,
c) have a premature stop codon d) don’t have a stop codon, e) don’t start with an AUG,
resulting in 118,629 ORFs. As the frequency of a NNNNNNAUGNNN motif is related to the
number of fixed bases (a motif with k=3 fixed nucleotides such as NNNGGGAUGNNN will be
more frequent than one with k=5 fixed nucleotides such as NGGGGGAUGNNN), the observed
occurrences cannot be used to rank motifs with different numbers of fixed nucleotides. To do
so, the following ratio is calculated: observed number of motif M / expected number of motif M,
abbreviated from now on Obs/Exp. The expected number of a motif corresponds to its
expected occurrence if it is randomly present in human sequences among all the others. For
instance, if the motif NNNRNNAUGNNN (R = A or G) is randomly present among all the
NNNNNNAUGNNN motifs, it would represent half of them in the absence of bias (i.e., without
selection pressure).

2.5. Reporter synthesis for in vitro translation

All plasmids containing the 5’UTR and protein reporter sequences of interest were prepared
using the NEBuilder® HiFi DNA Assembly Cloning Kit (#E55208S). Site-directed mutagenesis
was performed with NEB Q5® Site Directed Mutagenesis Kit (#E0554S). Then, the
corresponding T7-5’UTR-reporter DNA construct is PCR-amplified using forward primers n°25
to 27 and reverse primer n°22 (Table S1). Corresponding RNA reporters are synthetized in a
100 pL in vitro transcription reaction using 0.1 uM of T7-DNA template, 5 mM Tris-HCI pH 8,
30 mM MgCl;, 1 mM spermidine, 5mM DTT, 0.01% Triton X-100, 5 mM of each ribonucleotide
(ATP, CTP, GTP, UTP pH 7.5), 0.5 U/uL RNase inhibitor (Promega) and 0.125 mg/mL of
home-made recombinant T7 RNA polymerase. The reaction is incubated 1h at 37°C. For co-
transcriptional capping, the reaction is started in the absence of GTP and in the presence of
0.5 mM of anti-reverse m’G-cap analog (NEB #S1411) for 10 min. GTP is then gradually added
up to 5 mM at 1h incubation. After 1h incubation, 0.02 mg/mL pyrophosphatase (Merck) is
added and after 30 min, the DNA template is removed by 1h incubation with 0.2U/uL DNasel
(Roche). The transcription products are loaded on a 1 mL G-25 Superfine Sephadex column
(Cytiva). The resulting eluate is phenol-extracted and ethanol-precipitated. Resulting RNA
pellets are resuspended in 30 pL milli-Q water, frozen, and quantified by absorbance
measurement.

2.6. In vitro translation assays

RRL: the final concentrations in the reaction are 50% RRL, 100 mM potassium acetate, 1 mM
magnesium acetate, 1.5 mM of all amino acids but methionine, 0.5 U/uL RNase inhibitor
(Promega), 0.125 pCi/uL 3°S-methionine (Perkin-Elmer) and 0.2 uM reporter RNA in a total
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volume of 20 pL. The reaction is incubated 1h at 30°C or 2h at 30°C if TEV protease is used
for co-translational cleavage.

HEK293FT extracts: the final concentrations in the reaction are 15% extract (1.8 ug/uL total
protein), 100 mM potassium acetate, 1 mM magnesium acetate, 1.5 mM of all amino acids but
methionine, 20 mM HEPES-KOH pH 7.5, 0.5 mM spermidine, 1 mM DTT, 0.8 mM ATP, 0.1
mM GTP, 8 mM phospho-creatine, 0.1 ug/uL creatine phospho-kinase, 0.5 U/uL RNase
inhibitor (Promega), 0.125 uCi/pL *°S-methionine (Perkin-Elmer) and 0.2 uM reporter RNA in
a total volume of 20 uL. The reaction is incubated 1h at 30°C or 2h at 30°C if TEV protease is
used for co-translational cleavage.

Co-translational cleavage of in vitro synthesized reporter proteins with TEV protease: cleavage
occurs by adding home-made recombinant TEV protease into in vitro translation reactions at
a final concentration of 0.035 ug/pL.

2.7. Assessment of in vitro translation products levels

%S-signal quantification: 5 uL of in vitro translation reactions are analyzed by 12% SDS-PAGE.
38- translation products bands are quantified with a phosphorimager (Typhoon FLA 7000).
Image analysis is conducted with ImagedJ software using the resulting TIFF files.

Luciferase assay: the amount of in vitro synthetized Renilla luciferase was assessed upon
injection of 100 pL coelenterazine 0.25 pymol/mL (Synchem) into 10 L of in vitro translation
reaction using a luminometer (Varioskan LUX, Thermo Scientific™). Subsequent photon
emission was measured for 10 seconds.

Real-time measurement of eGFP_synthesis: in vitro synthesis of eGFP was assessed by
measuring the emitted fluorescence (Aex = 485nm and Aem = 520nm) every minute with a
Mx3005P QPCR Instrument (Agilent).

2.8. Predictions and free energy calculations of RNA secondary structures

These calculations were conducted using the Mfold V2.3 for RNA (Zuker 2003) on the various
a11 structure mutants used in this work. Constraints were implemented according to our
probing data that enabled to draw the 2D-model of the wild type structure (Alghoul et al. 2021).
No constraints were implemented for predictions of secondary structures in the eGFP coding
sequence.

95



3. Results

3.1. Functional characterization of the cell-free translation extracts prepared from
HEK293FT cells cultured in physiological or stressed conditions

We prepared cell-free translation extracts from HEK293FT cells that were grown in optimal
conditions and in stress conditions. These extracts were first validated with in vitro translation
assays using two reporters: a luciferase reporter containing in its 5’UTR the IRES of the
intergenic region (IGR) from the Cricket Paralysis Virus (CrPV) genome and a regular cap-
dependent reporters shown in Figure 1A. While cap-dependent translation is strongly inhibited
in the stressed extracts due to higher rates of elF2 phosphorylation (see below), IGR-driven
translation is enhanced (Figure 1A). This is probably because IGR does not require initiation
translation factors. In that sense, since the ribosomes contained in the stressed-extracts fully
retained their translational function, the IGR-mediated initiation does not rely on elF2-
dependent mechanisms.

elF2 a-subunit phosphorylation is a key parameter to assess the stress intensity of the cell
free-extracts. We determined by Western Blot the initial rate of elF2a phosphorylation being
33 +/- 3% in the “stressed” extracts and 15 +/- 2% in the non-stressed ones. (Figure 1B).

These extracts have been used for characterizing cis-regulatory elements involved in both
AUG and non-AUG translation.

3.2. Identification of optimal and suboptimal AUG-flanking sequences for translation
initiation

We used a microfluidic-based high-throughput screening pipeline (Pernod et al. 2020) with
cell-free translation extracts prepared from HEK293FT cells cultured in physiological
conditions to search for optimal and suboptimal AUG-flanking sequences for translation
initiation (Figure 2A-B). The sequences and motifs highlighted by the data analysis were further
validated and characterized by in vitro translation assays. In addition, we also analyzed the
motifs that are found in the human genome with bioinformatic analysis.

3.2.1. Microfluidic-based high-throughput screening of NNNNNNAUGNNN reporter
library

To mimic cap-dependent translation in a coupled in vitro transcription and translation reaction
(IVTT), we used a reporter that contains in its 5’UTR a modified version of the EMCV IRES
followed by a 128 nucleotides-long flexible linker (Figure 3A). To minimize the potential
inhibiting effects of secondary structures in the 5’UTR, the linker is mostly made of CAA
repeats that do not fold into secondary structures. Its length was chosen in accordance with
the average 5’'UTR length of human transcripts (Leppek et al. 2018). The coding sequence of
the enhanced Green Fluorescent Protein (eGFP) has been inserted downstream the 5UTR
and its AUG nucleotide context was randomized as followed: NNNNNNAUGNNN, where N is
any of the four nucleotides (Figure 3A). After IVTT, synthesized eGFP will allow fluorescence
activated sorting during the screening process. We used a modified EMCV IRES to recruit a
scanning-competent 43S particle at the 5’ end of the RNA reporter library (Figure 3B). To fulfill
this objective, we depleted the native AUG of the IRES by site-directed mutagenesis to prevent
residual translation initiation on the IRES start codon and to force the recruited 43S particle to
scan the flexible linker until it reaches the AUG start codon of the eGFP. We found that the
eGFP coding sequence has a strong inhibitory effect on translation initiation, possibly because
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it folds into secondary structures that interfere with AUG recognition. Therefore, we inserted
an unfolded linker GAA(CAA)7 between the AUG start codon and eGFP coding sequence that
efficiently rescued translation (Figure S1).

In vitro translation assays conducted with our model reporters confirmed that the modified
version of the EMCV IRES can promote efficient scanning until the ribosome reaches the AUG
of interest, which makes this IRES suitable for recruiting the translation machinery and mimic
cap-dependent initiation (Figure 3C).

3.2.1.1. The sequence variants’ representation in the starting library is not uniform

Counts of unique sequences in the starting library R, follow a right-skewed distribution,
meaning there are over-represented sequences. 75% of sequence variants are present less
than 21 times in the starting library (Figure 4A, left). The analysis of the nucleotide composition
of the sequences reveals a strong bias towards A-rich sequences, most probably due to the
successive PCR amplification steps during library construction because no selection has yet
taken place (Figure 2B). The count of sequences is an exponential function of the number of
adenosines in the randomized region, regardless of their position (Figure 4A, right). Such a
behavior is not observed with the three other nucleotides thereby confirming a specific bias for
adenosines (Figure S2). The log-distribution (Figure 4B, right) of sequence counts in the
starting library RO and in the R1 library features a loss of monotonicity in its left tail, suggesting
rare observations. The bimodal aspect of the count log-distribution of each unique sequences
in the R2 and Ra3 libraries allows to easily identify rare observations that are considered as
background. Graphical representations of the calculated threshold proportions (Figure 4B, left)
efficiently discriminate 1) the non-monotonic from the monotonic part of the distribution for RO
and R1, 2) the two modes of R2 and R3, which validates the method for threshold
determination explained in the material and method section. Finally, sequences that are found
in the selected libraries but not in the starting library are also filtered out.

3.2.1.2. Ninety percent of the sequences are sorted out after two rounds of
selection

Sequencing of the starting library reveals that we screened a total of 221,197 different AUG
contexts, which is slightly lower than the expected total number of possibilities (4° = 262,144).
The starting library then contains 84% of the possible combinations. Without applying any of
the filters described in the material and methods section or classifying the sequences into non-
overlapping subgroups, we recovered a total of 147,633 distinct sequences in R1, 8200 in R2
and 6730 in R3. One third of the sequences were eliminated by the first round of selection and
more than 90% were lost after the second round of selection, further suggesting that the start
codon nucleotide context is an essential cis regulator of translation initiation. Since each
selected libraries (R1 to R3) at a round of selection n is contained into the previous one n-1, it
is necessary to generate non-overlapping datasets to further highlight sequence patterns that
are specific to each selected library. Statistics and numbers for each non-overlapping
subgroup after filters application (see Material and Methods section) are depicted in Figure 2C.

3.2.1.3. The combinations with in-frame stop codons and upstream out-of-frame
AUGs are lost

To validate our approach, we first checked the most enriched 3-nucleotides combinations in
the ‘not selected’ subgroup X,. Among the lost sequences, we found the three combinations
with in-frame downstream stop codons along with the two combinations containing upstream
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and out-of-frame AUG codons (Figure 5A). Since these five combinations are known to inhibit
translation initiation, these observations demonstrate that the experimental set-up and analysis
strategies allows to functionally characterize translation relevant motifs, even in the presence
of strongly PCR-biased sequences.

3.2.1.4. UAGNNNAUGNNN motifs are inefficient for translation

The search for the most enriched 3-nucleotides motifs in the “unselected” X, subgroup also
leads to the identification of the UAGNNNAUGNNN motif (Figure 5B). Surprisingly, this motif
contains an in-frame upstream stop codon UAG. To make sure this motif does not correspond
to a stop codon of an upstream ORF whose translation would inhibit the initiation on the main
AUG, we calculated the enrichment of the equivalent motif containing the two others stop
codons, namely the motifs UAANNNAUGNNN and UGANNNAUGNNN motifs in all the
subgroups (Figure 5B). Only the UAGNNNAUGNNN motif was lost indicating that this
observation is not due to any upstream translation event, but to an inhibiting effect on
translation initiation by UAG at positions -6, -5 and -4 of the AUG context. However, the
UAGNNNAUGNNN motif is the least represented 3-uplet in the starting library, which
questions its significance (Figure 5B). At this stage, we could not exclude that the loss of this
motif is also due to its low abundance in the starting library. The suspected negative effect of
UAG at positions -6, -5 and -4 was then further investigated with in vitro translation assays
(see below).

3.2.1.5. Adenosines are beneficial for translation at all positions

Calculations of the frequencies of each base at each position between the selected X,,-, and
unselected X, sequences reveal that adenosines are strongly over-represented at all the
randomized positions in the selected sequences (Figure 6A). This indicates that adenosines
have a beneficial effect on translation initiation especially for positions -6 to +4. Calculation of
the convergence of each position for each subgroup measures how fast these positions
converge to specific nucleotide(s), and therefore diverge from their initial (approx.
equiprobable) state. First, the well-characterized -3 and +4 positions, along with the less-
characterized -6 position, converge faster toward specific nucleotides (mainly A). Another
remarkable feature is that positions +5 and +6, the last two nucleotides of the second codon,
are those subjected to the lowest convergence, suggesting that the second codon downstream
the AUG start codon is less important for translation efficiency (Figure 6B). The remaining
positions -1, -2, -4 and -5 are also influential although to a clearly lesser extent than -6, -3 and
+4. Furthermore, except for A-rich sequences, those displaying strong nucleotide
homogeneity, with more than four times the same nucleotide in the randomized region, are
gradually depleted through the screening (Figure 6C). Even if it may be partly due to the PCR-
bias already mentioned, the fact that these sequences emerge in the last rounds of sequences
strongly suggest that this is also linked to their high translatability. A strong argument in favor
of this statement is that the A-rich contexts with an in-frame stop codons (AAAAAAAUGUAA
for instance) or out-of-frame upstream AUGs are not selected (Figure S3).

3.2.1.6. Influence of the second encoded amino acid

We checked the influence of the second encoded amino acid by calculating their frequencies
in all subgroups (Figure 6D). First, the three stop codons are largely counter selected. Because
each amino acid can be encoded by several codons, those frequencies were divided by the
number of codons coding for the corresponding amino acid. A few amino acids stand out in
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the efficient X; subgroup, mainly Lysine (K) and Glutamic Acid (E) which are enriched after
each round of selection. Lysine and Glutamic acid are encoded by codons that have at least
two adenosines. On the other hand, Proline (P), Phenylalanine (F), and to a lesser extent,
Cysteine (C) and Valine (V), are gradually lost after each selection round most probably
because these codons do not contain A residues. Therefore, we cannot conclude that these
differences are due to the nature of the amino acid itself or to the nucleotide composition of
their codons.

3.2.1.7. Kozak and non-Kozak sequences

The fact that -3 and +4 positions are the first ones that discriminate the first selected sequences
X, from the unselected ones X, leads to question the Kozak motif. The Kozak consensus
sequence has been defined since decades (Kozak 1986, 1987). In parallel, we calculated the
average sequence context from 118,629 annotated human ORFs that are translated from an
AUG start codon. The result is consistent with the previously described Kozak consensus
(Figure 7A), which corresponds to the average motif GCCACCAUGGCG. It is cytidine-rich
except for the -3 and +4 positions which mostly have a purine (A or G) These two positions
have been shown to be critical for translation initiation efficiency (Kozak 1986, 1987). In our
selections, motifs calculations reveal that the proportion of the four so-called minimal Kozak
motifs, with a purine at -3 and +4 positions, gradually increases after each round of selection,
eventually representing 42% of the sequences in the efficient group X3, thereby confirming that
Kozak consensus is efficiently translated in our selections (Figure 7B, left). In contrast,
cytidines that are found at positions -5, -4, -2 and -1 in the Kozak consensus, are mostly
depleted in the efficient group X5 (Figure 7B, right), since only 21% of the selected Kozak
sequences has at least one cytidine at positions -5 or -4 or -2 or -1. The few motifs with one C
found at positions -5 or -4 or -2 or -1 are present in X5 but do not show a clear preference for
a specific pattern at the other positions, with only 42% of them having a minimal Kozak motif
(Figure 7C). Moreover, many Kozak sequences are lost after the first round of selection and
represent one quarter of the unselected sequences X, (Figure 7B), suggesting that -3 and +4
positions are not sufficient for optimal translational efficiency. The -3A and +4A are most of the
time associated and represent 17% of the last subgroup X5 (Figure 8A). Non-Kozak sequences
with pyrimidines at -3 and +4 are gradually depleted through the rounds of selection (Figures
7B and 8B). They represent 12% of the final selected sequences X3, without featuring a strong
requirement for a precise -3/+4 combination, although -3U / +4C is slightly more represented
in the efficient subgroup X; (Figure 8B). Altogether, these data suggest that translation
initiation efficiency does not rely so much on the -3/+4 nucleotide combination.

3.2.1.8. Efficient AUG-contexts do not feature any minimal sequence patterns

Data analysis showed that all positions are important to discriminate sequences in each round
of selection, with adenosines being more preferred on average than the other three
nucleotides. That makes calculation of representative sequence(s) that would synthetize the
selected subgroups X,, challenging, as none of the randomized positions can be left behind in
the calculation. Average sequence determination is irrelevant anyhow unless assuming all
positions are strictly independent from each other indicating the absence of linkage information
between nucleotides in the same sequence. Indeed, n abundant nucleotides at n distinct
positions are not necessarily found in the same sequences and could belong to at most n
separate subclasses of sequences within the data.
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In the following paragraphs, a k-motif refers to any combination of k (k < 9) nucleotides in the
randomized region, the other 9 - k nucleotides left are N (any of the four ribonucleotides). It is
trivial that the higher k, the less probable the k-motifs are and thus the lower their proportion,
but at the same time the higher k, the more impactful the motif becomes. Indeed, a motif such
as ACNUGNAUGCNN would have more impact than, for example, ACNNNNAUGNNN as its
sequences have more nucleotides in common and are consequently more homogeneous.
Similarly, the lower k, the broader the motif as it accounts for more sequences, but the less
impactful it becomes because it has few determinant nucleotides (k). Therefore, a good
consensus sequence is a trade-off between a high value of k and the number of individual
sequences it accounts for. The following points further support the absence of clear preferential
AUG-contexts in the selected sequences X; from positions -6 to +6, and that each individual
sequence can be considered as a cis-regulatory pattern on its own.

First, there are no non-overlapping k-motifs (Figure 9A) that can efficiently summarize the
sequences of the selected subgroups X,-.,. Figure 9B displays the distribution of the
proportions of each k-motif in the subgroups. Using the pipeline described in the material and
methods section, we showed that the most influent 2- and 3- non-overlapping motifs contain
specific nucleotides at positions (-3 +4) and (-6, -3, +4) with the most abundant ones only
representing 17% and 7% of the selected sequences X; (Figure 9C). Figure 9D is an extension
of Figure 9C to all iterations and shows the X; subgroup coverage as a function of the
cumulated proportions of each possible set of non-overlapping motifs that constitute the X,
subgroup. The fact that 50% of 2- and 3- motifs of distinct non-overlapping sets summarize at
most 75% of the efficient subgroup X; for both 2- and 3- combinations is in favor of the absence
of minimal sequence patterns within the selected sequences.

Second, there are very few k-motifs that are exclusive to one subgroup, and when they are,
they account for very few sequences because k is equal to 7 (max. 16 distinct sequences) or
8 (max. 4 sequences). To that respect, Figure 10 shows the repartition of each sequence that
feature each k-motifs in each subgroup. It reveals there are no k-motifs with k < 7 that are
exclusively found in only one subgroup. Among the 7- and 8- motifs, almost 90% and 50% of
them respectively are found in distinct subgroups, meaning that even a difference of 1 to 2
nucleotides between sequences can modulate their translation efficiency.

In that sense, the variants of these 7- and 8- motifs found in more than one subgroup do not
feature any precise position regarding their variable nucleotide(s). Figure 11A-B show 7- and
8- motifs with respectively at least one quarter or one half of their variants found in the last
subgroup X; and the rest found in at least one of the other subgroups X,,.; except the NA
subgroup. Because they are found in distinct subgroups, these are motifs whose variants have
distinct translational efficiency, depending on the remaining variable nucleotides N in the motifs
(two variable nucleotides in 7-motifs, only one in 8-motifs). The position of these variable
nucleotides is strictly dependent on each motif as shown on the middle colormaps of Figure
11. In other words, there are no positions that are specifically targeted by the N (variable)
nucleotides, which further supports that every nucleotide combination between the nine (and
not less) randomized positions can control the efficiency of translation initiation.

In conclusion, only 10% of the sequences from the starting library are efficiently translated
(belonging to the X5 subgroup). Among these, at least 8 positions are interconnected in a
precise pattern that cannot be modified without loss in translation efficiency, which implies the
absence of minimal sequence patterns that can explain translation efficiency on their own.
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3.2.2. Motifs research in the human genome

To strengthen the conclusions from our selections, we analyzed the previously identified motifs
in the annotated ORFs of the human genome to verify that they are indeed used in living cells.
For this purpose, we determined the proportion of each motif the human ORFeome and
calculated the ratio observed frequency over expected frequency (Obs/Exp ratio). It is worth
mentioning here that a high Obs/Exp ratio means that the motif is used by the ribosome but
does not necessarily correlate with a high translation efficiency. It is indeed possible to consider
that motifs that are poor substrates for the ribosome could have been selected during the
evolution as cis regulators of translation initiation.

3.2.2.1. A-rich nucleotide contexts

A striking feature of the selected sequences in the screening experiment is that adenosines
are on average enriched at all positions. To further investigate this feature, we measured the
representativity of A-rich AUG nucleotide contexts in the human ORFs by calculating their
Obs/Exp ratios. Figure 12 AC show that the Obs/Exp increases as the number of adenosines
in the context increases. Strikingly, adenosines are particularly absent at positions -4 and +6,
but well featured at position -2 (Figure 12B). The most represented A-motifs in the genomes
are AANAAAAUGAAA and AANAAAAUGAAN with an Obs/Exp ratio of 24 and 20 respectively,
in the same range as the previously described Kozak consensus NCCRCCAUGRNN (ratio of
18) and GCCRCCAUGRNN (ratio of 32) contexts.

3.2.2.2. Kozak and C-rich motifs

The screening results suggested that the cytidines flanking the -3 position that are present in
the Kozak consensus are not essential for optimal translation efficiency. To evaluate the
importance of these cytidines in the human ORFeome, the Obs/Exp ratios were calculated for
NNNNNNAUGNNN motifs having either two, three or four C or D (A, U or G) at positions -5, -
4, -2, -1, in the presence or absence of a purine (R) at positions -3, +4 (Figure 13). Compared
to the minimal Kozak motif NNNRNNAUGRNN, the Obs/Exp ratios of C-rich motifs are higher
(Figure 13A-B) and keep increasing as the number of cytidines at positions -5, -4, -2, and -1
increases, suggesting that cytidines at these positions were positively selected in the human
genome through the evolution (Figure 13B, left). The presence of a purine (R) at positions -3
and +4 further increases this ratio. However, purines at -3 and +4 alone are not especially
enriched. In contrast, the same calculations with D do not lead to the same observation
confirming a position selection of C during evolution (Figure 13A, right). Altogether, these
observations suggest that cytidines flanking the -3 position were selected through the evolution
in the human genome and that strong positive selection of purines at -3 and +4 is only observed
in such C-rich nucleotide contexts.

3.2.2.3. The most abundant AUG nucleotide context among the annotated human
ORFs is not the Kozak context

By counting each individual nucleotide context among the 118,629 in human ORFeome, we
found that there are 28,454 distinct contexts, meaning that only 11% of the 4° possible
NNNNNNAUGNNN contexts are present in the human ORFs and therefore used for translation
initiation (Figure 14A). This observation further supports the fact that the start codon nucleotide
context is an essential cis regulator of translation initiation. The representativity of these
contexts is not uniform and follows a right-skewed distribution (Figure 14B): 75% are found
less than 5 times, suggesting a broad diversity of nucleotide contexts that are used by the
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human ribosome. The most abundant one, AGCACCAUGUCG, is found 411 times and does
not even feature a Kozak context, indeed this abundant motif contains the unfavorable +4U
according to the Kozak context (Figure 14C, top line). The second most abundant one,
GGGAAGAUGGCG, which is closer to the Kozak consensus is found 149 times, almost 3
times less. The Kozak consensus GCCACCAUGGCG is found 76 times, almost 6 times less
than the most abundant one though. However, the broad consensus GCCRCCAUGRNN is
found 920 times (not shown), thus representing only 0.8% of the 118,629 analyzed human
OREFs, which is too low to be considered as a genuine consensus.

Considering the respective abundance of each motif, only 2-motifs (and 3-motifs to way lesser
extents) which represent at best 20% (10%) of the AUG contexts of the human ORFs might
be considered as a consensus (Figure 14D). Indeed, non-overlapping motifs calculations using
our iterative method show that the most representative motif is the 2-motif NNNNCCAUGNNN
that accounts for 20% of the human AUG contexts. It is closely followed by other 2-motifs at
distinct positions as shown in Figure 14F.

Altogether, these analyses suggest that there is a great diversity of AUG nucleotide contexts
in the human ORFeome that cannot be summarized with one minimal consensus pattern
(Figure 14B). At best, 50% of the possible 2-motifs contain 80% of all the human AUG contexts
(Figure 14E), which further supports their diversity. Consequently, 2-motifs like
NNNNCCAUGNNN  (20%), NNNNNCAUGGNN (20%), NNNANNAUGGNN (18%),
NNNNCCAUGGNN (10%) can be considered as consensus because they are highly abundant
(Figure 14D-E-F), however the fact they only feature two or three fixed nucleotides makes
them highly susceptible to different cis-regulatory properties because of their link with the other
nucleotides left.

3.2.3. Validation of motifs with in vitro translation assays

The conclusions drew from the results of the AUG-context screening and the genomic analysis
were further investigated with in vitro translation assays using untreated rabbit reticulocytes
lysates. We used in vitro transcribed m’G-capped reporter mMRNAs. To validate the results with
m’G-capped reporters. The eGFP coding sequence was replaced by the Renilla luciferase
coding sequence for quantification purposes (Figure 15A).

The reporters having the UAGNNNAUGNNN motif are twice less efficiently translated than a
minimal Kozak motif NNNRNNAUGRNN and the UAGUNNAUGNNN is almost inactive (Figure
15B, right). It is however rescued when an extended Kozak context (ACC) is put at -3, -2 -1
positions or when A residues are located at all the other positions, which is in good agreement
with the observation made in our selections on the UAGNNNAUGNNN motif and the A-rich
motifs.

According to our selection, A-rich sequences are efficiently translated. The reporter having A
residues at the nine positions is at least as efficiently translated as sequences having a minimal
Kozak motif but is almost half as efficiently translated as the 5’UTR B-globin reporter, a well-
characterized and highly efficient template for the ribosome (Figure 15B, right).

Purines at -3 and +4 positions improve translation efficiency of any motif independently or their
positions -5, -4, -2 and -1. Concerning motifs with cytidines at positions -5, -4, -2, -1, they are
more efficiently translated than the average NNNNNNAUGNNN motif, regardless of the -3
nucleotide. The presence of a purine at the -3 position in a motif when C are present at -5, -4,
-2, -1 results in a boost in their translation efficiency, which does not happen with any other
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nucleotide combination lacking cytidines at these positions (D at -5 -4 -2 -1) (Figure 15B, left).
This result further supports the importance of the -3 position when it is flanked by cytidines as
observed in our human ORFeome analysis.

The 40% difference in translational efficiency between the GCCACCAUGGCG and
NCCRCCAUGRNN reporters further supports functional importance and the interplay of all
positions between -6 and +6, thereby validating the absence of consensus k-motifs (with k <
9) for translation initiation.

3.3. Translation initiation on AUG-like codons requires a stable downstream
secondary structure

Recently, we described a novel mechanism of translation initiation called STructure Assisted
RNA Translation or START mechanism (Eriani and Martin 2018; Despons and Martin 2020).
Such an initiation event relies on the presence of a downstream secondary structure that
enhances initiation and can improve initiation on suboptimal codons like AUG-like codons. This
implies that the structure is stable-enough to efficiently stall a scanning 43S complex on the
suboptimal codons, while being located at an appropriate distance downstream the start codon
(Despons and Martin 2020). Indeed, a structure located too close to the start codon would
rather decrease translation initiation efficiency due to steric hindrance. Similarly, a structure
located too far downstream the start codon would not promote its recognition and lead to leaky
scanning. Genome-wide analysis performed on the beginning of annotated ORF sequences in
various genomes suggested that START mechanisms may be used to regulate translation
initiation in the three kingdoms of life (Despons and Martin 2020). The goal of this work is to
investigate the potential role of the START mechanism in AUG-like translation.

We performed in vitro translation assays using m’G-capped mRNA reporters encoding the
Renilla luciferase. These reporter mRNAs feature a linear 5UTR followed by a start codon of
interest (Figure 16). We inserted a 50-nucleotides GC-rich a11 secondary structure
downstream the start codon that we have previously characterized in the 5UTR of Hox a11
MRNA (Alghoul et al. 2021). Since these reporters will produce distinct N-terminal fusion
domains that might modulate the luciferase activity, we introduced a TEV protease cleavage
site immediately upstream the Renilla coding sequence to generate the same reporter protein
with all mRNA reporters. The a11 structure has been shown to block a scanning complex due
its high stability (AG = -21,6 kcal/mol) since it contains 16 G-C base pairs (Alghoul et al. 2021).
With these reporters, we investigated the influence of both the location and the structure
stability on translation initiation efficiency, as well as the nature of the start codon.

3.3.1. The optimal position of the secondary structure for translation on a CUG
codon ranges from +23 to +26

To determine the optimal distance between the a11 secondary structure and the start codon,
in vitro translation assays using untreated rabbit reticulocytes lysates were conducted with
reporter mMRNAs containing an AUG or a CUG start codon with the a11 secondary structure
located at positions +11 to +35. The results show that the optimal structure positions for CUG-
translation ranges from +23 to +26 (Figure 17A). Translation efficiency decreases as the
structure is located closer than +17 or further away than +32 from the CUG codon.
Interestingly, when the a11 structure is located at +26, translation initiation from the CUG
codon is even more efficient than on an AUG codon. When an AUG codon is used with the
same reporters in place of the CUG, their translation is insensitive to the distance between a11
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structure and the initiation codon, suggesting that only initiation on a CUG requires the
presence of a structure at an optimal distance to the start codon for efficient translation (Figure
17B).

3.3.2. The optimal stability of the secondary structure is influenced by the cell type

Next, we examined the required stability of the secondary structure for efficient translation
initiation on a CUG codon. We used reporters with AUG or CUG upstream the a11 secondary
structure that is localized at the rather optimal position +20 that was determined in the previous
section. To modulate the stability of the a11 structure, we introduced silent mutations that
progressively decrease the number of G-C base pairs, resulting in stabilities ranging from -
21.6 to -4 kcal/mol (Figure 18). Silent mutations were used to avoid any putative side effects
due to amino acid substitutions, except for the -4 kcal/mol mutant that contains mutations
leading to 3 amino acids changes in the N-terminal fusion of the translated reporter protein.
However, since TEV cleavages were performed co-translationally, all the translated mRNAs
produced the same luciferase.

We first confirmed with rabbit reticulocyte lysates that AUG-reporters translation is not
influenced by downstream structures (Figure 18A). On the contrary, CUG translation requires
a structure with a stability that is higher than -21.6 kcal/mol when it is situated at +20. When
the stability is gradually diminished, translation efficiency decreases stepwise, and it is almost
70% reduced when the structure has a stability that is lower than -15 kcal/mol. This shows the
importance of a downstream secondary structure with a stability of at least -15 kcal/mol for the
initiation of translation on a CUG codon.

Using HEK293FT or SH-SY5Y cell-free translation extracts, we observe the same trend as
with RRL (Figure 18B-C). However, the stability requirement for efficient translation initiation
on a CUG codon is different with these extracts. Initiation on a CUG codon indeed requires an
a11 secondary structure with a stability of -21.6 kcal/mol, which suggests that these human
extracts do not contain the same set of RNA helicases that could be responsible for distinct
optimal stabilities of downstream structures for CUG initiation. When the a11 structure stability
is lower, translation from the CUG is exponentially reduced compared to the stepwise reduction
observed with RRL.

3.3.3. The START mechanism does not rescue translation initiation for all AUG-like
codons

Next, we extended these experiments to other AUG-like codons, CUG, GUG, UUG, ACG and
AUC with the -15 kcal/mol a11 structure situated at position +20 in RRL (Figure 19A). Overall,
the AUG-like codons are less efficiently recognized by the ribosome. In addition, all AUG-like
codons are not equivalent, and their hierarchy is as follows regarding translation efficiency:
CUG>ACG>UUG>AUC>GUG. We repeated the same experiment with HEK293FT cell
extracts using the -21.6 kcal/mol a11 structure. The previously established hierarchy is
identical with HEK293FT extracts using this structure. Finally, with stressed HEK293FT cells
extracts, minor differences in initiation patterns are observed, even though the UUG codon is
significantly less efficiently used (Figure 19B).
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3.3.4. Downstream secondary structures are found in human smORF that are
translated from AUG-like codons

This part is still ongoing. To evaluate the involvement of the START mechanism in non-AUG
translation in the cell, we plan to run the secondary structure prediction algorithm used in our
previous study (Despons and Martin 2020) on a dataset containing the human small ORFs
(UORFs, dORFs and ncORFs) identified by Chothani et al. Secondary structure predictions
within the +16/+65 window downstream the initiation codons of these ORFs will provide
information on the involvement of putative secondary structures in non-AUG translation in

human cells.
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4. Discussion
4.1. Influence of the AUG context on translation initiation

The screening for the optimal AUG nucleotide contexts highlighted the importance of
adenosines at any position between -6 and +6 for efficient translation initiation. The more A
residues in the sequence, the more efficient translation initiation is likely to be. Intriguingly,
such sequences are not especially enriched in the human ORFeome, but still efficiently
translated in vitro. Previous in silico studies classified the eucaryotic AUG contexts into two
independent categories: GCCGCCAUGNNN and AAAAAAAUGNNN (Nakagawa et al. 2007).
Our screening experiment has functionally corroborated for the first time the importance of
stretches of A upstream of the AUG start codon. The fact that we have mostly selected this
second A-rich category preferentially might be due at least partly to the PCR bias that we
observed during library construction. Nevertheless, our selection and functional validation by
cell-free translation assays confirmed that the AAAAAAAUGNNN context co-exist next to the
classical Kozak consensus as an efficient nucleotide combination for translation initiation. In
the human ORFeome, an increased number of adenosines in the AUG context correlates with
an increased observed/expected ratio, further supporting that such contexts are not rejected
by initiating ribosomes.

Apart from these A-rich contexts, no precise sequence pattern emerged from the selected
sequences by our screening experiment and from the AUG contexts of the human ORFeome.
Both analyses showed a high diversity of AUG nucleotide contexts, suggesting that at least
every position from -6 to +6 are determinant for translation initiation efficiency and are totally
interdependent. Considering that all these positions within and beyond the -6 to +6 window
have been shown to interact with either initiation factors and/or ribosomal RNA and proteins
(Simonetti et al. 2020), such interdependence is explained by the multiple molecular contacts
with these nucleotides of the mRNA. Each proximal AUG sequence creates its own chemical
environment and local spatial constraints that modulate the various interactions with the 48S
complex and therefore influence translation initiation efficiency. In summary, translation
initiation is a function of several interdependent variables, including the energetic contributions
brought by each nucleotide of the start codon context.

Concerning Kozak contexts, our experiment showed that -3 and +4 positions, although more
influential than the others, do not stand alone to explain the translational efficiency of these
sequences. Moreover, it did not highlight any requirements in -3 flanking cytidines in either
non-Kozak sequences or Kozak sequences. However, ORFeome analysis showed that these
cytidines were positively selected through the evolution and do not seem to have such an
impact on translation initiation efficiency in vitro, except when an A is present at -3. On the
contrary, the -3 position is a highly influential position for translation efficiency, as already
suggested in the literature (Kozak 1987; Hernandez et al. 2019; Simonetti et al. 2020; Thakur
et al. 2020) and further supported by our experiments. From these observations, we propose
that the -3-flanking cytidines are more likely to be involve in frans- than cis-regulation and may
rather interact with various factors. In fact, the nucleotide in -3 position interacts directly with
the elF2 alpha subunit (Thakur et al. 2020). For technical reasons, we used the EMCV IRES
in place of the m’G-cap in the reporter library used for the screening. Although this IRES can
promote ribosomal scanning and is expected to recruit a 43S complex with most of the initiation
factors except elF4E, the recruited 43S complex might be slightly different to the one recruited
on a regular m’G-cap. Such subtle differences would likely result in a change regarding the
trans-regulation mechanisms involved in AUG recognition.
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Similar studies have already been conducted in vivo using FACS to screen cells transfected
with plasmid libraries of AUG-contexts (Ambrosini et al. 2022; Diaz de Arce et al. 2018;
Noderer et al. 2014). They always find the average sequence of the selected variants, whether
they initiate from an AUG or not, being close to the Kozak motif, and consequently very distant
to the one determined by our screening which is A-rich. Although we demonstrated that
averaging sequences is not informative, several points might explain these differences. The
first one is the 5’UTR used in the RNA reporter upstream of the randomized region. Differences
in the length and the sequence of the UTR being scanned to reach the AUG start codon might
change the composition of the 48S particle that is assembled on this AUG. To that respect, the
fact we used a 5’'UTR strictly linear, CAA-rich without any secondary structure could lead to
the assembly of a different 48S complex than with a structured 5’UTR. A second point, closely
related to the first, is the size of the screened libraries and therefore the analyzed positions. In
the mentioned studies, they range from 4° to 42 distinct variants at positions -6 to +5 (Noderer
et al. 2014), -4 to +7 (Ambrosini et al. 2022) or -4 to +1 (Diaz de Arce et al. 2018). In our
selection, we used a larger library (4° variants) with randomized nucleotides from -6 to +6. The
other fixed nucleotides outside this region can influence the selected AUG-contexts. The last
point is the coding sequence itself. As already mentioned, we have found that the beginning
of the eGFP coding sequence strongly inhibits translation initiation in vitro using various cell-
free extracts. We believe that it blocks start-codon accessibility by folding into a stable
secondary structure (Figure S4A). We alleviated this bias by introducing a linear 24-
nucleotides spacer between the second codon and the eGFP coding sequence to improve
start-codon accessibility without impairing eGFP fluorescence (Figure S1). Therefore, we
studied the influence of the AUG context in a predicted structure-free environment (Figure
S4B). If such inhibition also occurs in vivo, it will raise another way to interpret those FACS-
seq data also obtained with the eGFP coding sequence. Indeed, in these experiments, the
randomized AUG-context could be efficiently used by the 43S either because it disrupts the
potential secondary structures induced by the eGFP coding sequence that impair AUG
recognition, thereby rescuing translation initiation, or because it is actually an optimal initiation
context (or both). This issue can be extended to any study dealing with optimal start-codon
contexts and their associated protein coding sequences by integrating local secondary
structures that modulate start codon accessibility. To our knowledge, the extent of that matter
is not known for the annotated ORFs in the human genome, from which Kozak consensus has
been determined.

4.2. Translation initiation on non-AUG codons

Our data demonstrates that the START mechanism requires a stable-enough RNA structure
to promote translation initiation on AUG-like codons and further supports the initial work on
that topic (Kozak 1990). Considering the length of ribosome footprints provided by ribosome
profiling data (approx. 30 nucleotides around the AUG start codon), we expected the optimal
distance between the structure and the start-codon to be close or slightly superior to half the
number of nucleotides protected by initiating ribosomes (approx. superior to 15-16
nucleotides), because a structure too close to the start-codon would induce the destabilization
of a scanning complex before reaching the AUG start codon, while a structure too far away
from the CUG codon would lead to leaky-scanning. We found that this distance ranges
between 20 and 23 nucleotides, which is slightly longer than the 14nt distance found by Kozak
(Kozak 1990). It cannot be excluded however that the optimal distance may also be dependent
on the tri-dimensional shape of the structure itself. A small structure with few base pairs might
require a closer distance to the start-codon than one with many base-pairs that might contain
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kinks that could lead to a structure pointing toward the ribosome. This potential relationship
remains to be investigated. Finally, the sequence of the structure loop itself may also have its
own importance as it may interact with either the ribosome and/or factors. Indeed, such
interactions between helix h16 of the rRNA and nucleotides at positions +17 to +19 have been
reported in the case of histone H4 mRNA in our lab (Martin et al. 2016).

The structure must be stable-enough to block a scanning ribosome and therefore we chose
the a11 GC-rich structure (-21 kcal/mol) for this study as we previously demonstrated that it
does stall a scanning pre-initiation complex (Alghoul et al. 2021). We determined the threshold
stability being close to -15 kcal/mol for initiation on CUG and ACG codons. Other non-AUG
codons may require an even more stable secondary structure. Other parameters such as
enhanced nucleotide context, specific trans-acting factors or base-pairing with the initiator
tRNAMet remain to be investigated.

We have not investigated the influence of the start-codon context, but it can reasonably be
assumed that it is the same as with an AUG codon. Previous reports indeed suggest that
initiation on non-AUG codons is influenced by their nucleotide context in the same way as with
an AUG codon, with the average preferred nucleotide context being the Kozak context (Ivanov
et al. 2011; Diaz de Arce et al. 2018; Hernandez et al. 2019).

Overall, being able to initiate translation on an AUG-like codon regardless the type of cell
extracts suggest that a stable-enough downstream secondary structure is the main factor
influencing the initiation on a non-AUG codon. This suggests that the trans-acting factors
contributions seem to be less critical when a stable structure is present at the appropriate
distance from the start codon. Because the optimal structure stability for efficient initiation on
AUG-like codons is dependent on the type of extract used for the in vitro translation assays,
scanning-associated factors might play a major role in those regulation mechanisms. For
instance, factors such as elF1 and elF1A which control the codon-anticodon interactions (Zhou
et al. 2020; Pestova et al. 1998) and RNA helicases (Guenther et al. 2018; Sen et al. 2019).
The helicase content of the cell would indeed determine which secondary structures can be
unwound, and therefore in which stability range the 43S ribosome can scan through to prevent
aberrant initiation by a START mechanism.

The established AUG-like codon hierarchy is rather consistent with ribosome profiling data that
quantified the use of various start-codon by initiating ribosomes (Ingolia et al. 2011; Chen et
al. 2020; Chothani et al. 2022). One striking exception is the GUG codon that is efficiently used
in those experiments but not in ours. Thermodynamic studies of the codon-anticodon
interaction with a GUG codon demonstrated an increased so-called ‘free-energy penalty’ due
to elF1 and elF1A interactions that further impairs the initiation on GUG codons but not on
CUG codons (Lind and Aqvist 2016). Therefore, initiation on GUG codons is more stringent
than on a CUG codon and requires more free energy compensation. Such compensation might
come from an even more stable downstream secondary structure and/or from various trans-
acting factors that modulate start codon selection stringency. One example is the balance
between elF5-mimic protein SMP and elF5 that have been characterized to respectively
increase or decrease that stringency (Singh et al. 2011; Tang et al. 2017).

Secondary structures predictions may provide a tool to predict ORF translation from non-
predicted non-AUG codons and unveil potential new ORFs and uORFs in genomes.
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5. Conclusion

This work provides further insights into cis-regulatory parameters that influence start codon
recognition. First, its proximal nucleotide context plays a critical role, although it does not
feature a minimal sequence pattern that can explain translation initiation on its own. Moreover,
the analysis of the AUG nucleotide context of annotated human ORFs revealed a strong
selection pressure towards cytidines flanking the -3 position, especially those located at -2 and
-1 positions. Additionally, the most represented AUG nucleotide context in the human ORFs is
not a Kozak sequence, and overall, the nucleotide contexts of the AUG contexts in the human
ORFs are very diverse, further supporting the absence of a broad consensus sequence.
Finally, downstream secondary structures can efficiently promote non-AUG translation
initiation provided that they are stable-enough to stall a scanning 43S particle and located at a
favourable distance from this non-AUG codon to trigger codon-anticodon base-pairing in the
P site.
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