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« Essayer d’aimer les questions elles-mêmes […] Vivez maintenant les questions. Peut-être, 

alors, cette vie, peu à peu, un jour lointain, sans que vous le remarquiez, vous fera-t-elle 

entrer dans la réponse. » 

Rainer Maria Rilke, 1903 
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CHAPITRE 1 : LA TRADUCTION EUCARYOTE  

1.1 Qu’est-ce qu’un gène ?  

Dans les cellules eucaryotes, l’information génétique est portée par l’acide 

désoxyribonucléique (ADN). Cet acide nucléique héberge le génome humain définit comme 

l’ensemble des gènes nécessaires au développement, fonctionnement, et à la régulation de 

l’ensemble des cellules. Bien qu’il soit fastidieux de donner une définition exacte de ce qu’est 
un gène, il a été initialement décrit par le Dr Mendel en 1865 comme un ensemble d’éléments 

cellulaires portant l’information génétique qui se transmet à travers les générations (Mendel, 

1965; Dunn, 2003). La dénomination « gène » apparait une quarantaine d’années plus tard suite 

aux découvertes du Dr Johannsen suivies des théories du Dr Muller (Johannsen, 1909; Muller, 

1922). Les travaux postérieurs du Dr Muller précisent que les gènes sont les unités essentielles 

de l’évolution et de la vie (Muller, 1927; Carlson, 1966; Muller, 1966). La recombinaison 

génétique vient ensuite démontrer que les gènes ont une notion de taille et qu’ils peuvent être 

segmentés. Un gène est alors caractérisé d'unité fondamentale sur la base de quatre critères : 

(1) la transmission héréditaire, (2) la recombinaison génétique, (3) la mutation et (4) la fonction 

(Portin and Wilkins, 2017). 

Grâce à la découverte du code génétique, les scientifiques démontrent que c’est la séquence 

en nucléotides de l’ADN (Adénine, Thymine, Cytosine, et Guanine) qui détermine la séquence 

des protéines. La définition du gène se précise et devient alors une séquence spécifique d’ADN 

transcrite en acide ribonucléique (ARN) puis traduite en protéine (Portin and Wilkins, 2017). A 

partir de cette définition nait ce que l’on appelle les cadres ouverts de lecture ou « Open 

Reading Frames » en anglais (ORFs). Les ORFs sont des séquences du génome codants pour 

des protéines fonctionnelles. Ils ont pour caractéristiques d’être localisés dans une phase de 
lecture spécifique, d’avoir une séquence en acide aminé conservée et une taille minimale de 

100 acides aminés (Basrai, Hieter and Boeke, 1997; Couso and Patraquim, 2017; Finkel, Stern-

Ginossar and Schwartz, 2018). L’ORF est apparenté au terme « Coding DNA Sequence » (CDS).  

La transcription, l’épissage alternatif, la traduction et les modifications post-traductionnelles 

sont, entre autres, des mécanismes qui régulent et permettent l’expression des gènes. 
L’expression génique débute dans le noyau par la transcription de l’ADN en ARN précurseur. 
Sous sa forme précurseur, le transcrit, est composé d’un enchainement de séquences 

nucléiques codantes et non codantes appelées exons et introns, respectivement. L’élimination 
des introns par épissage alternatif va permettre l’assemblage des différents exons. Après ajout 

de plusieurs éléments à l’ARN épissé, il devient ARN messager (ARNm). Il est alors exporté dans 

le cytoplasme où il va pouvoir être traduit en protéine par la machinerie cellulaire, ce 

phénomène est appelé la traduction. Bien que la traduction soit l’étape finale de l’expression 
génique, elle n’est en revanche que la première étape de la synthèse d’une protéine structurée 
et fonctionnelle.  

Etant au cœur de mon sujet de thèse, je fais le choix de ne développer dans ce manuscrit 

uniquement la traduction eucaryote. C’est un processus cellulaire essentiel puisque les 

protéines représentent 2/3 de la matière organique d’une cellule. La traduction est un 
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processus très conservé et couteux en énergie. Les acides ribonucléiques interviennent dans la 

traduction sous 3 natures différentes : l’ARNm, l’ARN ribosomal (ARNr) et l’ARN de transfert 

(ARNt). L’ARNm, cet enchaînement simple brin de nucléotides où l’uracile substitute la thymine, 

sert de modèle pour la formation du polymère d’acides aminés. Chaque acide aminé 
correspond à l’enchaînement de trois nucléotides (codon) spécifié par le code génétique. Ce 

décryptage ne peut se faire qu’avec l’aide des ARNt qui servent d’adaptateurs entre le codon 

et l’acide aminé à incorporer dans la protéine. Le ribosome est le catalyseur de la synthèse 

protéique par son activé enzymatique et par ses liaisons à l’ARNm et aux ARNt. 

1.2 Le code génétique et les ARN de transferts 

Durant la traduction, le ribosome traduit les transcrits par triplets de nucléotides définit comme 

codon. La lecture successive des codons va donc permettre l’incorporation des acides aminés 

correspondant au sein de la protéine naissante. Chaque codon est spécifique d’un acide aminé 

particulier. Etant donné qu’il y a 4 bases azotées, il y a 64 triplets de bases possibles, et donc, 
64 codons. Mais alors, pourquoi n’avons-nous pas 64 acides aminés ? Tout simplement parce 

qu’un même acide aminé peut être codé par différents codons. Le code génétique est donc 

composé de 4 bases, 64 codons et 20 acides aminés (Figure 1). Une protéine est une chaîne de 

50 acides aminés minimum. Couramment, on considère comme polypeptide et peptide un 

enchainement maximal de 50 et 20 acides aminés, respectivement. 

 

Figure 1. Code génétique et table des codons. 

(A) Le code génétique de l’ARNm est composé de quatre nucléotides différents : U, C, A et G, générant au total 64 
combinaisons différentes de triplet nucléotidique. (B) Le tableau des codons résume les 64 codons et précise quel 
codon spécifie quel acide aminé. 

A B 
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Les acides aminés (AA) sont classés selon leurs propriétés physiques et chimiques (Figure 2). 

On retrouve deux groupes majeurs : les acides aminés hydrophiles et les hydrophobes. Le 

groupe hydrophile est divisé en 3 sous- groupes : les acides aminés basiques, acides et neutres.  

Les codons sont répertoriés selon leur ordre de lecture de base. Il est intéressant de noter que 

dans le cadre des mutations synonymes, silencieuses et neutres d’un point de vue de 
l’évolution, la mutation s’effectue sur le troisième nucléotide du triplet dû à la redondance du 

code génétique. Chez les eucaryotes, la traduction canonique est initiée par la méthionine 

définit par le triplet « AUG » : également appelé codon start. En revanche, trois combinaisons 

de nucléotides peuvent annoncer l’arrêt de la traduction, on retrouve « UAA », « UAG », et 

« UGA » comme codon de terminaison (Figure 1 et 2).  

Le code génétique est décodé grâce aux ARNt qui s’apparient aux codons. L’ARN de transfert 
est une molécule d’ARNr, simple brin, composée d’environ 80 nucléotides. En trois dimensions, 

l’ARNt adopte une structure en « L » (Sharp et al., 1985).  La boucle inférieure contient 

l’anticodon : un enchaînement de 3 nucléotides complémentaires aux codons des transcrits. 

L’extrémité 3’ de la tige réceptrice de l’ARNt possède une séquence conservée « CCA » qui sert 
d’accepteur pour l’acide aminé (Figure 3). Puisqu’un anticodon est spécifique d’un codon on 

s’attendrait à avoir 64 ARNt. Le « wobble », phénomène caractérisé par le Dr Crick en 1966 

(Crick, 1966), permet une variation des nucléotides situés à la troisième position des codons 

de l'ARNm, ainsi que ceux localisés à la première position des anticodons de l'ARNt. Cette 

souplesse d’appariement permet de réduire le nombre d’ARNt nécessaire à la lecture du code 

génétique.  

Figure 2. Acides aminés : classification et propriétés générales (figure adaptée de compoundchem.com) 

Le code génétique humain code 20 acides aminés. Les acides aminés essentiels doivent être obtenus par l'alimentation, tandis 

que les acides aminés non essentiels peuvent être synthétisés par l'organisme. Les acides aminés hydrophobes sont 

représentés en rouge, en vert et en orange. Les acides aminés hydrophiles sont représentés par les autres couleurs. Cette 

carte renseigne uniquement les acides aminés du code génétique. La sélénocystéine est considérée comme le vingt et unième 

acide aminé présent chez les eucaryotes mais elle est codée par un mécanisme différent. C’est un acide aminé rare que l’on 
retrouve uniquement dans quelques enzymes. 
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1.3 Le ribosome : la « nanomachine » de décodage  

Le ribosome eucaryote est un complexe très sophistiqué et dynamique composé de protéines 

et d’ARNr structurés en deux sous-unités : une grande et une petite appelées chacune 60S et 

40S, respectivement (Figure 4). La grand sous-unité 60S se compose de trois ARNr (28S, 5S et 

5.8S) et de 47 protéines, alors que la petite est composée massivement que d’un seul ARNr 
(18S) et de 33 protéines (Khatter et al., 2015). L’ensemble des deux sous-unités forme un 

complexe dénommé « 80S » qui se réfère à son coefficient de sédimentation. Sa structure 

asymétrie a été mise en évidence par cristallographie chez la levure en 2010 par Adam Ben-

Shem et al, un an après l’attribution du prix Nobel à leur confrères Ramakrishnan, Steitz et 
Yonath pour la découverte de la structure du ribosome bactérien (Rodnina and Wintermeyer, 

2010; Ben-Shem et al., 2011). L’architecture dans l’espace des deux sous-unités l’une au-dessus 

de l’autre génère une cavité inter-sous-unité, assimilée à un tunnel, qui permet le passage des 

transcrits et des ARNt. Les deux sous-unités du ribosome fonctionnent en binôme même si 

leurs rôles diffèrent. Elles diffèrent d’abord par leur forme : la petite sous-unité est plus 

allongée avec plus de domaines structuraux alors que la grande est plus ronde et homogène. 

La sous-unité 60S peut être considérée comme le siège de la synthèse protéique puisqu’elle 
héberge le centre de peptidyl-transférase (PTC). Le PTC est responsable de la formation des 

liaisons peptidiques et du contrôle de la qualité des polypeptides naissants (Schluenzen et al., 
2000; Pelletier, Thomas and Volarević, 2018). Néanmoins, la petite sous unité n’a pas à rougir 
car c’est elle qui possède le centre de décodage de l’information génétique. Elle initie 

l’engagement de l’ARNm, décode l’information, contrôle ensuite la qualité de l’appariement 
de l’anticodon au codon et gouverne la translocation des ARNt aux différents sites du ribosome 

(Schluenzen et al., 2000). Le ribosome héberge trois sites de liaisons aux ARNt : le site E, P et 

Figure 3. Exemple d'un 

ARN de transfert histine 

(figure originale Cooper 

2019). 
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A, qui sont répartis sur l’ensemble des deux sous-unités (Figure 4). Chaque site possède sa 

propre fonction. Le site A « aminoacyl » permet le décryptage de la séquence d’ARNm en 

codon et un appariement de l’anti codon correspondant. Le site P « peptidyl », lui, associe 

l’acide aminé au polypeptide naissant. Pour finir, le site E « exit » permet l’expulsion des ARNt 

désacétylés. (Frank, 2003). Chez les eucaryotes on retrouve deux populations de ribosomes : 

ceux qui sont libres dans le cytosol et ceux qui sont liés au réticulum endoplasmique, spécialisés 

dans la synthèse de protéines de la voie sécrétoire.  

La synthèse des protéines se divise en 4 étapes cruciales : l’initiation, l’élongation, la 

terminaison, et le recyclage des ribosomes et des différents facteurs. Chacune de ces étapes 

est détaillée dans les sections suivantes.  

1.4 L’initiation de la traduction 

L’ARN mature est exporté du noyau, suite à l’épissage alternatif et à l’ajout d’une coiffe en 5’ 
et d’une polyadénylation en 3’, pour être traduit dans le cytoplasme. Avant d’aller plus loin 
dans l’initiation de la traduction, la question de la phase de lecture doit être traitée. Nous avons 
vu que les transcrits sont lus par triplets de nucléotides correspondant à des codons. De ce fait, 

il y a 3 façons de lire les codons : à partir du premier nucléotide, du deuxième, ou bien du 

troisième. Chaque transcrit contient alors 3 phases de lecture possibles. Puisque les transcrits 

possèdent une région non traduite, « 5‘ untranslated region » (5’UTR), en amont de leur 

séquence codante, c’est le codon start qui définit le début de la traduction et la phase de 
lecture définissant alors l’ORF (Figure 5). Pour démarrer la traduction d’un transcrit, le ribosome 

doit donc trouver le codon start. C’est sur cet objectif que repose l’étape d’initiation de la 
traduction.  

L’initiation de la traduction chez les eucaryotes est un processus complexe comparé à celle du 

règne procaryote. En effet, bien que la petite sous-unité du ribosome soit l’acteur principal de 
cette étape, celle-ci ne peut s’effectuer sans l’implication des facteurs d’initiation de la 
traduction (eIF) et du métabolisme. L’initiation, qui est la phase la plus longue de la traduction, 

Figure 4. Caractéristiques générales de la structure du ribosome et positions des ARNt (figures adaptées de Frank 2003 et 

Jobe et al 2009). 

(A) Structure schématique du ribosome 80S avec ses trois sites de liaisons aux ARNt : E, P, et A. (B) La grande sous-unité 

apparaît en bleu et la petite sous-unité en jaune. L'ARNt du site A (A/A) est en rose, et l'ARNt du site P (P/P) en vert. 

A B 
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comporte au moins 4 étapes : la formation des différents complexes d’initiation, le scanning, 

la reconnaissance du codon initiateur, et le recrutement de la large sous-unité.  

1.4.1 Les complexes d’initiation 

Il existe deux complexes d’initiation de la traduction. D’une part, le complexe de liaison à la 

coiffe, eIF4F, qui permet la reconnaissance et la bonne conformation du transcrit ; de l’autre le 

complexe de pré-initiation 43S (PIC) qui permet le chargement de la petite sous-unité avec un 

ARNt portant la méthionine (ARNt-Méth). La formation du complexe PIC s’effectue en deux 
temps. D’un côté, l’ARNt-Méth va venir s’associer avec le facteur eIF2 sous sa forme GTP. eIF2 

est une protéine G qui a une affinité 10 fois supérieure pour l’ARNt-Méth quand elle est sous 

sa forme GTP plutôt que sa forme GDP (Erickson and Hannig, 1996; Kapp and Lorsch, 2004). 

De leur côté, les facteurs eIF1, -1A, eIF3, et eIF5 lient la petite sous-unité du ribosome. Des 

études chez les mammifères et la levure montrent que la liaison de l’ARNt-Méth/eIF2-GTP à la 

petite sous unité est rendue possible par l’action de eIF1, -1A, et eIF3, qui auraient des rôles 

cumulatifs (Merrick and Pavitt, 2018). Ces dernières interactions stabilisent la bonne 

conformation de la sous-unité 40S dans le but de fixer le transcrit et de rendre le site P 

accessible à la fixation de l’ARNt-Méth/eIF2-GTP (Fraser, 2015; Merrick and Pavitt, 2018). 

L’assemblage de la sous-unité 40S complexée à un ARNt-Méth/eIF2-GTP avec les facteurs eIF1, 

-1A, eIF3, et eIF5 forme le complexe de pré-initiation PIC 43S (Figure 6A).  

Le deuxième complexe d’initiation se nomme le complexe de liaison à la coiffe pour sa 

dépendance à la reconnaissance de la guanosine méthylée en 5’. C’est d’ailleurs pour cela que 
l’on considère chez les eucaryotes la traduction comme majoritairement dépendante de la 

coiffe. Le complexe de liaison à la coiffe, désigné eIF4F, regroupe différents facteurs d’initiation 
qui sont impliqués dans la reconnaissance des deux extrémités du transcrit, le recrutement du 

PIC, et le déroulement de l’ARNm.  Il se construit par l’engagement des facteurs eIF4E, -4G, -

4A, -4B et de la « poly(A)-binding protein » (PABP). Premièrement, le facteur d’initiation eIF4E 

interagit avec la coiffe du transcrit en 5’ et la PABP lie la queue polyadénylée en 3’. 
Simultanément, le facteur eIF4G est recruté par eIF4E. Grâce à ses différents domaines de 

liaisons, eIF4G lie aussi PABP et permet le rapprochement des deux extrémités du transcrit, lui 

donnant ainsi une forme circulaire (Figure 6B) (Hinnebusch, 2014). Le facteur eIF4G est 

considéré comme le squelette du complexe de pré-initiation dû à ses nombreux domaines de 

liaison. Deuxièmement, les facteurs eIF4A et eIF4B sont recrutés par eIF4G. Le facteur eIF4A est 

un partenaire prépondérant dans le complexe de pré-initiation. Son activité hélicase, assurée 

Figure 5. Illustration des 3 phases de lecture d'un ARNm. Les flèches bleues représentent les trois positions possibles de 

démarrage de lecture des codons : à partir du premier nucléotide, deux deuxième, ou du troisième. Ce morcellement permet 

d’obtenir trois phases de lecture avec un enchaînement nucléotidique différent. La traduction de chaque phase démarre avec 

la reconnaissance du codon start AUG et chaque phase code pour un polypeptide différent. 
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par l’hydrolyse de l’ATP, lui permet de dénouer les structures secondaires de l’ARNm et de faire 

progresser le complexe de pré-initiation le long du transcrit. L’association du complexe PIC au 
complexe eIF4F/ARNm est déclenchée par les facteurs eIF3 et eIF4B. Le complexe de pré-

initiation est alors mature et débute le phénomène de scanning (Figure 6C). 

1.4.2 Le scanning et la reconnaissance du codon start AUG 

Le scanning est un mécanisme par lequel le complexe de pré-initiation mature balaye l’ARNm 
jusqu’à rencontrer un codon initiateur AUG. C’est le Dr Kozak qui en 1978 a été le premier à 

proposer ce modèle général d’initiation de la traduction connu sous le nom de scanning 

(Kozak, 1978, 1989). Le modèle a été par la suite confirmé par un grand nombre de recherche 

dans un contexte d’initiation canonique (Jean-Jean, Cassan and Rousset, 1993). Le scanning est 

un mécanisme rapide puisqu’il aurait une vitesse de lecture de 8 bases par seconde 
(Hinnebusch, 2014). Le scanning repose sur plusieurs paramètres : 1) la présence du complexe 

de pré-initiation mature, 2) une bonne conformation de la sous-unité 40S pour pouvoir se 

déplacer en avant, 3) la présence d’un contexte fort de traduction, et 4) un déroulement des 

structures de l’ARNm.  

Les facteurs eIF1, -1A, et eIF5 jouent un rôle important dans la conformation du complexe PIC 

et dans la fidélité de la reconnaissance du codon initiateur au site P (Fraser, 2015). eIF1 et eIF1A 

favorisent une conformation ouverte, propice au scanning, de la sous-unité 40S du complexe 

PIC. Cette conformation facilite l’inspection des codons au site P pour la complémentarité avec 
l’anticodon de l’ARNt-Méth (Thakur, Marler and Hinnebusch, 2019). Pendant le scanning, le 

GTP lié à eIF2 peut- être hydrolysé par l’activité GTPase de eIF5 mais le phosphate inorganique 

(Pi) est libéré uniquement à la rencontre de l’AUG. C’est le facteur eIF1 qui bloque la libération 
du Pi aux codons non-AUG (Figure 6D, E, et F) (Thakur, Marler and Hinnebusch, 2019).     

Un contexte fort de traduction est définit par la présence d’une séquence consensus en amont 

du codon AUG. La présence d’un contexte fort de traduction autour du premier codon AUG va 
permettre d’initier la traduction à cette position inhibant de ce fait la traduction sur les codons 
AUG situés en aval. La séquence varie selon l’embranchement phylogénétique mais la présence 

en position -3 d’une base azotée de la famille des purines est conservée (par convention, le A 
de l’AUG est numéroté +1) (Jean-Jean, Cassan and Rousset, 1993; Hinnebusch, 2014). Les 

codons « ACC » et « GCC » sont également utilisés de façon préférentielle aux alentours du 

start. Cependant, l’unique présence d’une purine en position -3 ne suffit pas à initier au premier 

codon AUG. La nature des résidus en -1, -2, -6 et +4 joue également un rôle prépondérant. La 

présence d’une guanine en position +4 est souvent associée à un contexte fort de traduction. 

L’étude de ces contextes chez le virus de l’hépatite B (HBV) montre en revanche que ce n’est 
pas une règle absolue (Jean-Jean et al., 1989; Fouillot et al., 1993). Dans ce cas de figure, la 

présence d’une purine en position -3 et d’une guanine en +4 autour de l’AUG du gène P n’est 
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pas caractérisée comme un contexte fort de traduction. Sur ce transcrit bi-cistronique, 5% des 

ribosomes ne s’arrêtent pas à l’AUG, ce qui permet la traduction d’un cadre de lecture situé en 
aval. Ce contexte de traduction est alors défini comme faible. Un contexte faible de traduction 

au premier AUG laisse passer les complexes d’initiation et favorise ainsi la traduction des codon 
AUG présents en aval dans la même phase de lecture. C’est le « leaky scanning ». Ce mécanisme 

Figure 6. Modèle d'une voie canonique d'initiation de la traduction eucaryote (figure adaptée de Hinnebusch 2014) 

L’initiation démarre avec la formation des complexes de pré-initiation 43S (A) et du complexe de liaison à la coiffe (B). Le 43S 

PIC est ensuite chargé sur un transcrit complexé au facteur eIF4F regroupant eIF4-A, -B, -E, -G, et PABP (C). L’activité hélicase 
du facteur eIF4A permet ensuite de dérouler les structures de l’ARNm permettant le scanning du transcrit jusqu’à la rencontre 

d’un codon AUG (D). La reconnaissance du codon AUG déclenche une cascade d’étapes, notamment la libération du Pi et la 
dissociation d’eIF1 (E). Le complexe PIC adopte alors une conformation fermée. eIF5B, sous sa forme liée au GTP, favorise la 

jonction de la sous-unité 60S au complexe PIC (F). Le complexe mature d’initiation 80S est prêt pour la phase d'élongation de 

la synthèse protéique (G).   

A 
B 

C 

D 

F 

G 

E 
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permet d’engager l’initiation à différents codons dans la même phase de lecture et donc de 

synthétiser plusieurs isoformes d’une même protéine. Le scanning du complexe de pré-

initiation mature le long du transcrit nécessite de l’ATP uniquement si l’ARNm est pourvu de 
structures secondaires. eIF4A exerce sa fonction d’hélicase grâce au support des facteurs eIF4G 
et eIF4B (Hinnebusch, 2014; Merrick and Pavitt, 2018). Le complexe eIF4F au complet permet 

donc la fixation du PIC mais améliore également le scanning si les structures rencontrées ne 

sont pas trop complexes (de type tige-boucle).  

• Focus sur les hélicases du complexe d’initiation 

eIF4A n’est pas la seule hélicase ou « DEAD-box RNA hélicases » requise pour le déroulement 

de l’ARNm. Il a été montré chez les eucaryotes que les hélicases, Ded1, Dhx29 et DDX3 

participent également à ce mécanisme notamment lors de la rencontre de structures 

complexes étendues dans la région 5’UTR de l’ARNm (Hinnebusch, 2014; Fraser, 2015). C’est 
par leur association avec le complexe eIF4F et plus particulièrement  avec le facteur eIF4G que 

DDX3 et Ded1 augmentent le taux d’initiation des ARNm qui possèdent des structures 
secondaires étendues (Hilliker et al., 2011; Soto-Rifo et al., 2012). Chez la levure, la déplétion 

de Ded1 entraîne une forte inhibition de la traduction alors que le rôle de DDX3, son 

homologue humain, n’est pas si clair (Berthelot et al., 2004; Marsden et al., 2006). Dans les 

cellules humaines, la déplétion de DDX3 n’impact pas la traduction de façon globale mais 
impact uniquement certains ARNm structurés (Lai, Lee and Tarn, 2008).  Une conséquence 

directe de la persistance d’une structure complexe proche de la coiffe dans les transcrits 

cellulaires et viraux est la diminution de la fixation du complexe PIC. Un très bel exemple est le 

virus de l’immunodéficience humaine 1 (VIH-1) qui possède une tige-boucle très stable à 

proximité de sa coiffe. Soto et al. ont démontré que les transcrits du VIH-1 sont bien traduits 

de façon coiffe dépendante et que DDX3 participe à ce phénomène de manière spécifique et 

temporelle (Soto-Rifo et al., 2012). DDX3 intervient dans la traduction des transcrits viraux 

uniquement lorsque ceux-ci présentent une tige-boucle proximale. Plusieurs études suggèrent 

un rôle essentiel mais ponctuel de DDX3 dans le scanning contrairement à eIF4A qui effectue 

plusieurs cycles d’hélicase. DDX3 déstabiliserait localement l’ARNm afin de générer une région 

monocaténaire assez longue pour le recrutement du complexe PIC (Rajagopal et al., 2012; 

Soto-Rifo et al., 2012).    

DDX3 est aussi impliquée dans la régulation de la traduction des cadres de lectures situés en 

5’ UTR appelés « upstream reading frames » (uORFs) (Chen et al., 2018; Guenther et al., 2018; 

Linsalata et al., 2019). Les uORFs sont connus pour réprimer la traduction de la séquence 

canonique située en aval (voir section 1.10.4.2). Comme exposé dans l’Annexe n°4, les travaux 

de nos collaborateurs Labaronne et al montre l’intervention de DDX3 dans la levée de 
l’inhibition de la traduction des protéines canoniques exercée par les uORFs du VIH-1 

(Labaronne et al., 2022). Indépendamment de sa fonction hélicase, DDX3 semble aussi être 

essentielle au recrutement de la large sous-unité du ribosome au complexe d’initiation 
(Geissler, Golbik and Behrens, 2012). Malgré le fait qu’il persiste encore quelques points 
d’ombre sur leur analogie, Ded1 et DDX3 présentent une forte conservation et une même 
localisation cellulaire (Senissar et al., 2014). 
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Ces hélicases à ARN ont de multiples fonctions dans la régulation des gènes, le métabolisme 

de l’ARN, la tumorigenèse, et les infections virales. Dans l’oncogenèse, il a été rapporté des 

propriétés anti et pro-tumorale de DDX3 en fonction du type cellulaire. Par exemple, DDX3 

favorise la transformation, la migration cellulaire ainsi que les métastases en modulant 

l’expression de la cadhérine E, du facteur de transcription ATF4 et la voie de signalisation Rac1 

(Ariumi, 2014; Chen et al., 2018). Dans les infections virales, DDX3 est impliquée dans la 

réplication du VIH-1, du virus de l’hépatite C (HCV) alors qu’elle restreint celle du virus de l’HBV 

(Schröder, 2010; Ariumi, 2014). DDX3 contribue également à l’induction de la voie de 
signalisation TBK1/IKK suite à l’engagement des Toll-like receptors et des hélicases de type 

RIG. 

L’initiation de la traduction se termine avec le recrutement de la large sous unité 60S catalysée 
par eIF5B. Le complexe de pré-initiation devient alors le complexe d’initiation 80S et peut 

démarrer l’élongation (Figure 6G).    

1.5 L’élongation 

Durant l’élongation, la petite et la grande sous-unité du ribosome travaillent de manière 

coordonnée conduisant à la synthèse de la chaîne polypeptidique. La première décode le 

transcrit au site A et la deuxième synthétise la chaîne polypeptidique. L’élongation est une série 

de cycles d’incorporation d’acides aminés au sein de la chaîne peptidique naissante jusqu’à la 
rencontre du codon de terminaison (Figure 7). Elle repose sur différentes étapes : 1) le 

décodage du transcrit au site A, 2) la formation de la liaison peptidique, et 3) la translocation 

du ribosome.   

Dans le cas de figure où le complexe 80S d’initiation a reconnu l’AUG, l’ARNt-Méth se situe au 

site P. Comme le site E, le site A est alors libre et le second codon du cadre ouvert du lecture 

(ORF) est prêt à accueillir un nouvel ARNt. L’élongation débute avec le facteur eEF1A qui forme 

un complexe tertiaire par sa liaison à une molécule GTP et à un ARNt porteur d’un acide aminé. 
Ce complexe nouvellement formé rejoint le site A. L’appariement entre le codon et l’anticodon 
est effectué grâce au centre de décodage de la sous-unité 40S et à l’hydrolyse du GTP par 
eEF1A (Dever, Dinman and Green, 2018). A cet instant, les sites P et A sont occupés et le site E 

est libre (Figure 7.1).  

La formation d’une liaison peptidique entre la méthionine du site P et l’acide aminé du site A 
est rendue possible par plusieurs acteurs. C’est d’abord le facteur d’initiation eIF5A qui par sa 
boule liaison au site E et à la tige acceptrice de l’ARNt permet la stabilisation et le bon 

positionnement du substrat porté par l’ARNt du site P (Dever, Dinman and Green, 2018).  Après 

cette accommodation, la peptidyl-transférase du PTC de la sous-unité 60S catalyse la formation 

des liaisons peptidiques entre les acides aminés permettant ainsi l’élongation de la chaîne 
peptidique. L’ARNt du site A, précédemment décrit comme porteur d’un acide aminé unique 
devient alors l’ARNt porteur de la chaîne polypeptidique naissante. L’ARNt du site P est 
désacétylé (Figure 7.2).  

Une étape clé de l’élongation est la translocation du ribosome. Elle permet le décalage du 

ribosome de trois nucléotides en avant conduisant ainsi au déplacement de l’ensemble des 
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ARNt. Le facteur eEF2 complexée au GTP est essentiel à ce mécanisme car il assure le maintien 

de la phase de lecture de l’ORF pendant la translocation (Figure 7.3). Il a été mis en évidence 

que c’est la diphtamide, modification post-traductionnelle unique à eEF2, qui lui confère ce 

contrôle. Liu et al. ont démontré que l’absence de diphtamide diminue la traduction et 

augmente les phénomènes de changement de phase de lecture appelés « frame shifting » (FS) 

(Liu et al., 2012). Plusieurs travaux ont prouvé la nécessité de mouvement du ribosome dans la 

translocation, majoritairement reportés comme dépendant de la petite sous-unité (Zhang 

2009). Klahoz et al révèlent que la petite sous-unité subit plusieurs changements de 

conformation du ribosome entre l’état de pré-translocation et l’état de post-translocation. 

Trois types de mouvements sont référencés : la rotation par rapport à la grande sous-unité, 

connue pour faciliter le positionnement des ARNt, le pivotement en direction du site E et le 

roulement qui permet une légère ouverture libérant le site de fixation des GTPases (Frank and 

Figure 7. Modèle de l’élongation de la traduction eucaryote (figure adaptée de Guerrero et al. 2015) 

1. Formation du complexe ternaire eEF1A-GTP/ARNt-acide aminé. L’accommodation du complexe ternaire au site A 
survient après l’hydrolyse du GTP, eIEF1A-GDP qui est alors libéré est recyclé par eEF1B. 2. Catalyse de la liaison 

peptidique, les ARNt du site P et A sont stabilisés par eIF5A. 3. Suite à la formation de la liaison peptidique, le facteur 

eEF2 avec sa modification diphtamide se lie au site A et induit la translocation des ARNt aux sites P et E. L’ARNt 
désacétylé du site E est ensuite libéré. 4. Le cycle suivant d’élongation peut commencer selon le même modèle. En 
bleu, rouge et orange sont indiqués les protéines virales du VIH qui modulent l’étape d’élongation. RTC : reverse 

transcription complexe. 
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Agrawal, 2000; Valle et al., 2003; Zhang, Dunkle and Cate, 2009; Budkevich et al., 2014; Khatter 

et al., 2015). L’ARN désacétylé du site P et l’ARNt porteur de la chaîne polypeptidique du site 

A transloque ensuite aux sites E et P, respectivement. Le site A est à nouveau libre pour le 

démarrage d’un nouveau cycle d’élongation (Figure 7.4). 

1.6 La terminaison et le recyclage 

La terminaison de la traduction repose sur un principe simple : l’entrée au site A d’un codon 
de terminaison. Dans le code génétique, trois séquences sont connues comme codon stop : 

« UAG », « UGA », et « UAA ». Ces codons n’ont pas d’acide aminés correspondant mais leur 
reconnaissance induit la libération de la chaîne polypeptidique. La terminaison est composée 

de trois étapes : 1) la reconnaissance d’un codon stop, 2) la libération de la chaîne 

polypeptidique, et 3) le recyclage des facteurs de traduction. Contrairement aux autres étapes 

de la traduction elle apparait selon moi comme l’étape la moins complexe. Elle est médiée par 

les deux facteurs de libération eRF1 et eRF3. eRF1 est un facteur multifonction. Par son 

extrémité C-terminale, il lie les facteurs de terminaison et de recyclage, eRF3 et ABCE1, 

respectivement. Dans un premier temps, eRF1 lie eRF3, une GTPase qui catalyse la libération 

de la chaîne polypeptidique. L’association de eRF1 à eRF3 inhibe la dissociation du GTP ce qui 
rend stable le complexe eRF1-eRF3-GTP appelé alors complexe de pré-terminaison (TC) 

(Hellen, 2018a) (Figure 8). C’est par l’extrémité N-terminale de ERF1 que le TC reconnait ensuite 

le codon de terminaison et se fixe au site A du ribosome.  Comme l’initiation, l’efficacité de la 
reconnaissance du codon stop est favorisée par la présence d’un contexte de terminaison : une 

purine en position +4, ou +5, si le résidu en +4 est une pyrimidine (Tate et al., 1995). C’est 
ensuite le domaine central de eRF1 qui stimule l’hydrolyse du GTP par eRF3. La chaîne 

polypeptidique est alors libérée.  

La protéine ABCE1 est très conservée et intervient dans le recyclage des éléments de 

traduction, plus précisément dans le détachement des deux sous-unités du ribosome. Suite à 

sa liaison à eRF1 et au ribosome, ABCE1 est capable de fixer l’ATP. L’hydrolyse de cet ATP 
engendre différents changements de conformations d’ABCE1 qui peut alors agir comme un 

levier pour libérer les deux sous unités (Figure 9) (Hellen, 2018a). ABCE1 peut également agir 

sur les sous-unités 80S libres ou sur les ribosomes en pause lors de l’élongation.  

La terminaison annonce la fin de la synthèse protéique. Le recyclage permet aux ribosomes et 

aux divers acteurs de participer à de multiples cycles de traduction.    

Figure 8. Modèle de terminaison de la traduction eucaryote (figure originale de Hellen 2018) 
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1.7 Le mal aimé génome non codant  

La traduction d’acides aminés en macromolécules protéiques est décrite comme la dernière 

étape de l’émergence d’un gène (Papadopoulos et al., 2021). Nous avons vu en début de 

chapitre que la définition initiale du gène consiste en une séquence d’ADN transcrite en ARN 
puis traduite en protéine. Néanmoins, sa définition a évolué depuis la découverte du 

séquençage puisque le Projet Génome Humain (HGP en anglais) révèle, en 2001, l’existence de 
nombreux gènes transcrit en ARN non codants. Les ARN non codants regroupent les « long 

ARN non-codant » (lncRNA), les microARN (miARNs), les pseudogènes, les ARN antisens, les 

courts ARN etc. Globalement, leurs fonctions biologiques ne sont pas bien caractérisées. La 

littérature rapporte un rôle régulateur des ARN non codants dans l’expression génique. 
Certains lncRNA régulent l’architecture des chromosomes, la transcription, la stabilité de l’ARN, 

et la traduction grâce à leurs domaines de liaison à l’ARN (Ji et al., 2015; Yao, Wang and Chen, 

2019). Les pseudogènes, homologues non fonctionnels d’un gène,  peuvent réguler 

l’expression des gènes en agissant comme des concurrents des miARNs (Pink et al., 2011).  

L’estimation du nombre de gène humain est aussi délicate que sa propre définition. Si l’on 
considère la définition initiale, qui est une séquence spécifique d’ADN transcrite en ARNm puis 

traduite en protéine, le nombre de gène est estimé aux alentours de 20 000. Dans le cas où 

l’on considère comme gène la totalité des transcrits traduits ou non en protéine, le nombre 

s’élève alors à environ 200 000 gènes (Salzberg, 2018). Vingt-deux ans après la première 

publication du génome humain, nos connaissances sur la capacité de codage du génome 

humain restent encore incomplètes.   

Durant de nombreuses années, le génome non codant a été ignoré, considéré comme non 

fonctionnel. Le dogme était : « Un gène = un ARN = une protéine » ; et le terme provocateur 

d’ADN poubelle pour les séquences non codantes fait même son apparition dans les années 

60. En 1977, les groupes de recherche des Drs Sharp et Roberts sont les premiers à remettre en 

cause le dogme avec la découverte de l’épissage alternatif (Berget, Moore and Sharp, 1977; 

Chow et al., 1977). L’élimination des introns lors de la maturation des transcrits donne lieu à 

plusieurs recombinaisons possibles entre les exons, permettant ainsi le codage de différentes 

protéines à partir d’un gène unique. C’est d’ailleurs un des mécanismes qui augmente la 

capacité de codage du génome humain. Malgré sa grande taille (environ 3 milliards de paires 

Figure 9. Modèle de recyclage des acteurs de la traduction (figure originale Hellen 2018). 
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de bases), il a été estimé que seulement 1.5% de notre génome coderait pour des protéines 

fonctionnelles (ENCODE Project Consortium, 2012; Nurk et al., 2022; Rhie et al., 2022). 

En plus du dogme, le génome humain a longtemps été annoté selon les caractéristiques des 

ORFs notamment celle d’une taille de minimum 100 acides aminés. Ce critère repose sur 

l’hypothèse qu’une courte séquence peptidique ne peut pas se replier et adopter une structure 

stable ; et donc, ne peut pas avoir de fonction. En conséquence, une multitude de régions 

génomiques de moins de 100 acides aminés, appelées « small ORFs » (sORFs), n’ont pas été 
annotées. Pour la majorité d’entre elles, l’absence d’une démonstration fonctionnelle appuya 

d’autant plus leur caractère non codant (Basrai, Hieter and Boeke, 1997; Ruiz-Orera and Albà, 

2019; Chen et al., 2020; Papadopoulos, 2022). Au courant des années 2010 plusieurs équipes 

pionnières dans le domaine révèlent, d’abord chez la levure puis chez le poisson zèbre, que 

ces courtes régions génomiques ont une signature traductionnelle (Ingolia et al., 2009a; 

Bazzini, Lee and Giraldez, 2012; Smith et al., 2014). Cela s’étend chez les mammifères, avec 

l’identification d’une activité traductionnelle en dehors des gènes codant pour des protéines 

annotées (Ingolia, Lareau and Weissman, 2011; Ingolia et al., 2014; Ruiz-Orera et al., 2014; Ji et 
al., 2015; Raj et al., 2016; Ruiz-Orera and Albà, 2019; Martinez et al., 2020). On ne peut plus 

ignorer l’existence et l’intérêt biologique de ces séquences. Si elles sont traduites c’est qu’elles 
ont peut-être une fonction, ou du moins, confèrent un avantage biologique.  

1.8 Nomenclature des régions génomiques non canoniques 

Suite à ces découvertes, plusieurs groupes de recherches se sont mis à étudier ces régions non 

canoniques, et par manque d’une dénomination universelle, la confusion entre les diverses 

appellations est vite arrivée. Le terme sORFs regroupe donc toutes les séquences non 

canoniques, courtes, initialement décrites comme inférieures à 100 acides aminés, bien que 

certaines études rapportent une taille supérieure de certains sORFs (Andrews and Rothnagel, 

2014). Les sORFs sont répartis en plusieurs sous-groupes. Parmi eux, on retrouve les sORFs 

codés dans les lncRNAs que je ne développerais pas dans la suite de ce chapitre. Je souhaite 

focaliser mon travail bibliographique sur toutes les sORFs qui ont un lien direct avec une 

CDS/ORF. Pour les classer, la première subtilité est alors de bien faire la dichotomie entre les 

séquences qui sont en phase avec la phase de lecture de l’ORF et celles qui ne le sont pas 

(Figure 10). On retrouve alors : 

Les sORFs traduits en phase de lecture de l’ORF, appelés aussi « in-frame ORFs » :  

- Ce sont des séquences étendues ou déplétées en région N- ou C-terminale de l’ORF, 

c’est-à-dire des isoformes de protéines canoniques. 

Les sORFs traduits dans une phase de lecture différente de celle de l’ORF, appelés aussi « out-

of-frame ORFs » : 

- Ce sont des séquences qui résultent d’un changement de phase de lecture par rapport 

à l’ORF. Leur phase de lecture chevauche alors celle de l’ORF. Elles sont communément 

appelées « ARFs » pour « alternative reading frames ». Leur phase de lecture étant 

décalée de 1 ou 2 nucléotides par rapport à l’ORF, les produits de traduction issus des 

ARFs ont une séquence en acides aminés totalement différente de celle de l’ORF. Les 
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ARFs se divisent en 3 sous-groupes : ceux localisés à l’intérieur d’un ORF, ceux qui 
s’étendent au-delà de l’ORF en 3’ sur une séquence non annotée, et ceux qui 
chevauchent un épissage alternatif.  

 

- Autre subtilité, il existe des sORFs localisées au sein des 5’UTR et 3’UTR, que l’on appelle 
« upstream reading frames » (uORFs) et « downstream reading frames » (dORFs), 

respectivement. Ces séquences ne sont donc pas dépendantes de la CDS, et sont 

communément classées dans les « out-of-frame ». En revanche, les uORFs et dORFs, 

peuvent être aussi considérés comme « in-frame » s’ils s’avèrent transcrits dans la 

même phase de lecture que leur ORF respectif. Ces sORFs se divisent en deux groupes :  

ceux spécifiquement localisés dans de la région UTR et ceux qui chevauchent l’ORF, 

créant une séquence chimère uORF-ORF ou ORF-dORF. 

Figure 10. Nomenclature des sORFs (figure adaptée de Ingolia et al. 2014). Des sites alternatifs d'initiation de la traduction 

peuvent être trouvés dans le 5’UTR et peuvent initier la traduction d'un court cadre de lecture ouvert en amont (rectangle 

orange). Ces uORF peuvent chevaucher le codon initiateur du gène codant pour la protéine canonique, ce qui entraîne une 

traduction hors cadre qui s'étend dans la séquence codante. La traduction dans un cadre de lecture alternatif peut également 

commencer au sein du gène codant pour la protéine (rectangle jaune). Un codon AUG en phase de lecture d'un gène peut 

conduire à une protéine tronquée (rectangle vert), tandis qu'un AUG en phase lecture situé en amont d'un gène sans codon 

stop intermédiaire peut produire un produit protéique étendu (rectangle bleu). Les régions ombragées représentent les 

séquences alternatives d'ARNm qui sont traduites.  

1.9 Les mécanismes non canoniques de traduction 

Une des raisons pour laquelle les régions non annotées ont longtemps été considérées comme 

impertinentes c’est qu’elles n’initient pas nécessairement leur traduction avec un codon AUG. 
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En effet, même si la traduction eucaryote est caractérisée comme coiffe dépendante, d’autres 
mécanismes non canoniques permettent l’expression et la régulation des transcrits. La section 
suivante détaille l’expression des transcrits selon les mécanismes non canoniques de traduction 

(Figure 11). Beaucoup de ces découvertes reposent sur l’étude des génomes viraux et de leur 
traduction.  

1.9.1 Le leaky scanning  

Le leaky scanning correspond à une absence de reconnaissance du codon AUG par le ribosome. 

Dans le cas d’un contexte défavorable de traduction, le complexe mature d’initiation 80S 
continue son scanning au-delà du premier codon AUG de la CDS ou de l’uORF pour initier au 

Figure 11. Exemples de mécanismes de traduction non canoniques (figure originale de Firth and Brierley 2012). 

Les flèches rouges indiquent l'initiation de la synthèse protéique. L’épaisseur des flèches est proportionnelle à la 
voie empreintée par les ribosomes. Les flèches vertes indiquent le déplacement probable des sous-unités 40S de 
manière non canonique. Lorsque deux polypeptides distincts sont synthétisés, les ORFs sont représentés dans des 
nuances de bleu différentes ; lorsqu'un événement de recodage au cours de l'élongation entraîne l'extension C-
terminale d'un polypeptide, les deux ORFs sont représentés dans la même couleur. Il est important de noter ici, que 
l’ORF traduit après un frame shifting peut également encoder un polypeptide distinct (qui pourrait être représenté 
avec une nuance de bleu différente). 
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codon start suivant (Benitez-Cantos et al., 2020). Le leaky scanning est aussi favorisé par la 

présence de codons start alternatifs, ou « near-cognate AUG », connus pour initier la traduction 

de manière suboptimale. Le mécanisme de leaky scanning est d’avantage retrouvé dans 
l’expression de protéines isoformes tronquées en N-ter (Firth and Brierley, 2012; Andreev et al., 
2022). C’est un des mécanismes les plus couramment utilisé par les virus à ARN pour traduire 
des protéines polycistroniques. Par exemple, dans le VIH-1, les protéines Vpu et Env sont 

codées par le même transcrit. C’est l’ignorance par les ribosomes du codon AUG de vpu, 

présent dans un contexte faible de traduction, qui permet la traduction du codon start de env 
situé en aval (Schwartz, Felber, Fenyö, et al., 1990; Anderson et al., 2007).  

1.9.2 Le codon read-through 

Le codon read-through peut être considéré comme un leaky scanning intervenant à l’étape de 
terminaison de la traduction. C’est un mécanisme alternatif où la traduction s’étend au-delà du 

codon stop ce qui permet l’expression de transcrits non annotés en aval et en phase de l’ORF. 
L’absence de reconnaissance du codon stop est rendue possible par l’incorporation d’un ARNt 
« near-cognate » analogue avec le codon stop. Cette analogie permet de décoder le codon 

stop et de continuer la lecture jusqu’au prochain codon de terminaison. Chez la levure, le site 

A du ribosome a montré une sensibilité au mauvais appariement d’un ARNt near-cognate. Les 

deux résidus en position +4 et +5 influencent la sélection de ces ARNt homologues chez la 

levure comme chez l’humain (Hellen, 2018b). Toutefois, tous les fonctionnements du codon 

read-through n’ont pas été élucidés. Dans certains modèles, le codon read-through se base 

sur le recrutement de facteurs alors que dans d’autres, c’est la présence d’un motif particulier 
(autre que le résidu en +4) ou d’une structure complexe qui permet la pervasivité de la 
terminaison (Firth and Brierley, 2012; Hellen, 2018a). Le codon read-through est donc un 

mécanisme qui agit en cis- et en trans- pour permettre l’expression d’ORF alternatives 

prolongées en C-terminale.   

1.9.3 Le ribosome shunting 

Le ribosome shunting est un mécanisme dans lequel la traduction démarre à partir d’un court 
uORF situé en amont d’une longue région 5’UTR structurée en tige boucle. Lors de la 
terminaison de la traduction de l’uORF, le ribosome est alors capable de contourner la structure 

en tige-boucle permettant la traduction d’un AUG en aval sans à avoir à dérouler la structure 

de l’ARN. C’est donc un mécanisme dépendant de la coiffe mais partiellement dépendant du 
scanning. Il est largement utilisé par les génomes viraux tels que : le virus de la mosaïque du 

chou-fleur, l’adénovirus humain 5, et le papillomavirus humain (HPV). Il est également proposé 

comme modèle pour initier la traduction de la protéine de l’enveloppe du VIH-1 à partir de la 

séquence 5’UTR du gène vpu (Krummheuer et al., 2007; Firth and Brierley, 2012; Guerrero et 
al., 2015; Sorokin et al., 2021).  

1.9.4 La ré-initiation 

La ré-initiation a été mise en évidence pour la première fois il y a une quarantaine d’années 
par le Dr Kozak (Kozak, 1984, 1987). Comme son nom l’indique, elle permet de recruter le 

ribosome pour une nouvelle initiation.  Elle est en grande partie décrite dans les uORFs bien 
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qu’elle soit aussi effective pour réinitier à la fin d’une CDS. Les données de la littérature 

suggèrent que la ré-initiation est majoritairement utilisée par les virus pour initier des régions 

génomiques chevauchantes. Les différents mécanismes de ré-initiation, dont un grand nombre 

restent à élucider, sont présentés succinctement ci-dessous :  

- La ré-initiation canonique impliquant les facteurs d’initiations. Dans ce cas de figure, la 

ré-initiation se produit uniquement si la sous-unité 40S reste associée au transcrit après 

l’action de ABCE1 dans la libération des facteurs de recyclage. Cette ré-initiation 

s’effectue généralement suite à la traduction d’une région génomique très courte. Le 

taux de ré-initiation a été montré comme négativement corrélé à la longueur de l’uORF 
et à la durée de l’élongation. La distance qui sépare les deux régions à traduire est 

également importante pour permettre la ré-initiation. Il faut que le ribosome ait le 

temps de réacquérir certains facteurs d’initiation comme le complexe ternaire PIC 43S.  

eIF3, retenu pendant l’élongation, joue aussi un rôle majeur dans cette ré-initiation en 

stabilisant l’association 40S/ARNm (Firth and Brierley, 2012; Hellen, 2018b).  

- La ré-initiation impliquant des facteurs d'initiation non canoniques tels que DENR-

MCTS1 et eIF2D. DENR-MCTS1 et eIF2D ont été précédemment décrits comme des 

acteurs spécialisés dans la ré-initiation, agissant sur un sous-ensemble d'ARNm liés à 

des fonctions spécifiques (Janich et al., 2015; Castelo-Szekely et al., 2019; Bohlen et al., 
2020). Par exemple, DENR-MCTS1 s'est avéré favoriser la ré-initiation de transcrits 

oncogènes tel que ATF4 (Bohlen et al., 2020). L'implication de son homologue, eIF2D, 

dans la ré-initiation de transcrits possédant des uORFs a également été montrée 

(Vasudevan et al., 2020). Ces facteurs jouent un rôle clé en déplaçant l'ARNt désacétylé 

du site P lors de la terminaison et en recrutant un nouvel ARNt initiateur (Dmitriev et 
al., 2010). Malgré les avancées, de nombreux aspects du mécanisme de ré-initiation 

médié par ces facteurs non canoniques restent à élucider, notamment : les transcrits 

ciblés et la spécificité de l'activité de ré-initiation (est-elle limitée aux uORFs ?). De plus, 

il reste à déterminer si ces facteurs sont capables d'induire le scanning et quels sont 

leurs partenaires potentiels. 

- La ré-initiation par l’implication de « Termination upstream ribosome binding site » 

(TURBS). Dans ce processus, le ribosome est forcé de réinitier au lieu de se détacher du 

transcrit. La présence de ces sites de liaisons du ribosome à proximité du codon stop 

capture la petite sous-unité 40S. Dans le cas du virus de la grippe B (IBV), cela permet 

une ré-initiation si un codon start est disponible à proximité (Sorokin et al., 2021).   

- La ré-initiation par l’implication de protéines virales. Elle est principalement décrite dans 

les virus de plantes. En bref, la protéine virale TAV des pararétrovirus de plantes 

interagit dès l’initiation avec le facteur eIF3 engendrant une cascade d’activation de 
facteurs cellulaires. Les facteurs cellulaires recrutés lient les 2 sous-unités 40S et 60S 

permettant leur maintien et une meilleure ré-initiation. La rétention du facteur eIF3 

durant l’élongation favorise également l’attachement de la sous-unité 40S au transcrit 

après l’étape de terminaison. (Sorokin et al., 2021).   
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1.9.5 Les IRES 

Les « internal ribosome entry sites » (IRES) induisent l’initiation de la traduction par le 

recrutement des ribosomes à des positions internes sur les transcrits. Ces structures complexes 

de type tige-boucle ont été initialement identifiées en 1988 chez le poliovirus et le virus de 

l’encéphalomyocardite (Jang et al., 1988; Pelletier and Sonenberg, 1988). Plus largement, les 

IRES sont ensuite retrouvés chez le VIH, l’HCV, et le virus de la fièvre aphteuse (Buck et al., 2001; 

Yang and Wang, 2019). Les virus utilisent les IRES à leur profit pour 1) initier la traduction de 

leur protéine indépendamment de l’initiation des transcrits cellulaire, 2) poursuivre la 

traduction des ARNm viraux quand la traduction de l’hôte est inhibée, et 3) accéder à des ORFs 
qui seraient autrement inaccessibles, c’est-à-dire qui ne possèdent pas de coiffe à leur 

extrémités 5’UTR (Firth and Brierley, 2012).  

L’IRES initie la traduction indépendamment de la coiffe mais requière souvent la participation 
de facteurs supplémentaires tels que les facteurs d’initiation et les facteurs agissant sur l’IRES 
appelés « IRES-transacting factors » (ITAFs). Les IRES sont classés en 4 sous-groupes selon leur 

degré de dépendance vis-à-vis des facteurs d’initiation et des ITAFs (Figure 12). A l’image d’une 
traduction canonique, les IRES du groupe II, III et IV sont dépendants de la présence d’un codon 
AUG, du recrutement d’un ARNt-Méth, des facteurs eIF, et des ITAFs pour recruter la sous-

unité 40S et démarrer la traduction. La différence entre le groupe III et IV réside dans le besoin 

ou non de scanning. Les IRES de groupe III recrute et fixe la petite sous unité du ribosome 

directement au codon initiateur, le scanning n’étant alors pas nécessaire. Pour les IRES du 

groupe IV, la petite sous unité balaie la région non traduite dans une direction 5’ à 3’ jusqu’à 
la rencontre du codon AUG (Yang and Wang, 2019). A contrario, les IRES du groupe I ont une 

forte activité et sont capables d’initier sans codon AUG, ITAFs ou bien même sans complexe 
ternaire eIF2/ARNt-Méth/GTP. Les IRES du groupe II, nécessitent l’implication de quelques 

Figure 12. Classification des IRES viraux (figure originale de Yang and Wang 2019). 

Quatre groupes d’IRES viraux sont répertoriés. Ils sont subdivisés selon leurs 
structures et l'exigence en ITAF et  eIF.  
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facteurs d’initiation mais n’implique pas l’ARNt-Méth. Plus la structure d’un IRES est complexe 
moins elle dépend de trans-facteurs pour initier la traduction (Yang and Wang, 2019). 

En condition de stress, la traduction des protéines eucaryotes dépendantes de la coiffe est 

inhibée. Les gènes cellulaires susceptibles à une traduction par IRES sont donc majoritairement 

ceux impliqués dans la réponse à un stress cellulaire (apoptose, mitose, hypoxie, restriction 

nutritionnelle) ou à une infection virale. A l’inverse des IRES viraux, les IRES cellulaires partagent 

peu d’homologie de structure rendant leur classification plus difficile. Ils sont néanmoins 
catégorisés en 2 groupes en fonction de leur dépendance ou non aux ITAFs pour le 

recrutement de la petite sous-unité du ribosome. Une étude de 2016 a montré par l’utilisation 
de rapporteur in vivo qu’environ 10% des transcrits de humains contiennent des éléments 
structuraux similaires aux IRES (Weingarten-Gabbay et al., 2016).     

1.9.6 Le décalage de phase de lecture ou ribosomal frame shifting (FS) 

Le décalage de phase de lecture est un décalage programmé du ribosome d’un nucléotide en 
aval (+1 FS) ou en amont (-1 FS) de la phase de l’ORF. Ce décalage génère donc un changement 

de phase de lecture par rapport à l’ORF. Grâce à ce changement de phase de lecture, un gène 
peut coder différentes protéines, l’une codée dans la phase de l’ORF, et l’autre, codée dans une 

des deux phases alternatives. Les deux protéines issues de ce même ORF sont généralement 

fonctionnelles. C’est un phénomène que l’on retrouve dans tous les génomes et qui permet 

d’enrichir le protéome alternatif (Namy et al., 2004; Ketteler, 2012). Historiquement le FS a été 

mis en évidence dans les génomes viraux et les rétrotransposons. De nombreux virus à ARN 

requièrent le FS pour l’expression de leurs protéines (le plus souvent une réplicase) et leur 

infectiosité. Un exemple très connu est la traduction de la polyprotéine Gag-Pol du VIH-1 qui 

nécessite un -1 FS (le FS du VIH-1 est davantage développé dans le chapitre 3). C’est d’ailleurs 
un mécanisme fréquent chez les rétrovirus pour la synthèse du précurseur Gag-Pol à partir 

duquel dérive la transcriptase inverse (Brierley, 1995).  

L’utilisation du FS est également bien renseignée 
chez les coronavirus responsables du syndrome 

respiratoire sévère (SARS-CoV) (Brierley and Dos 

Ramos, 2006). Le FS dépend de la présence d’une 
séquence glissante de 1 à 15 nucléotides et d’une 
structure secondaire de type tige-boucle ou 

pseudonoeud (« pseudoknot » en anglais) (Figure 

13). La séquence glissante est composée de deux 

triplets homopolymériques construient selon ce 

motif : XXXYYYZ où X peut-être n’importe quel 
nucléotide, Y un A ou un U, et Z n’est pas un G 
(Brierley and Dos Ramos, 2006).  

La combinaison de ces deux éléments perturbe le 

décodage ce qui génère une pause du ribosome 

puis un changement de phase de lecture.  

Figure 13. Exemple de sites de décalage programmé 

du ribosome (FS) du VIH-1 (figure originale de 

Brierley and Dos Ramos 2006). La structure en tige-

boucle originale proposée par Jacks et al. 1988b est 

représentée avec la séquence glissante UUUUUA en 

amont. 
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Le décalage de phase en -1 et +1 FS est également employé dans de nombreux gènes 

cellulaires. C’est le cas par exemple pour le gène codant l’IL10 et les antienzymes (Jacks et al., 
1988; Namy et al., 2004; Ketteler, 2012).  

1.9.7 Les codons start alternatifs ou codons non-AUG 

Comme leur nom l’indique, les codons start alternatifs sont des codons initiateurs qui portent 

un autre acide aminé que la méthionine. Les deux acides aminés les plus répandus sont : la 

leucine et la valine, principalement codés par les triplets « CUG », « UUG », et « GUG », 

respectivement. De nombreuses études définissent le codon « CUG » comme le codon le plus 

efficace pour une initiation non-AUG. Contrairement aux génomes bactériens l’initiation de la 

traduction par codons alternatifs a longtemps été considérée comme rare chez l’humain. La 

communauté de la traduction des ARNm s’est longtemps accrochée au modèle de scanning et 
d’initiation canonique (Apcher et al., 2022). Le laboratoire du Dr Shastri est le premier à avoir 

mis en évidence qu’après la lecture d’un codon « CUG » il y a incorporation d’une leucine, et 
non pas d’une méthionine comme précédemment admit dans la communauté (Schwab et al., 
2004; Starck et al., 2012). Il dira par la suite avoir rencontrer beaucoup de difficultés à 

convaincre les rapporteurs du papier décrivant ce mécanisme (Apcher et al., 2022). Plus tard 

dans le modèle bactérien, l’analyse in silico de plus de 600 génomes révèle que 12% des gènes 

annotés initient avec un GUG, et 8% avec « UUG » (Villegas and Kropinski, 2008). L’étude de 
l’efficacité de traduction par l’utilisation de gènes rapporteurs a montré que les codons 

« UUG » et « GUC » ont une efficacité de traduction de 12 à 15% par rapport à l’AUG ; les 

codons CUG, AUU, AUC, AUA, et ACG ont des rendements protéique plus faible allant de 1 à 

3% (Sussman, Simons and Simons, 1996).  Dans une étude de screening, l’efficacité de 
traduction s’est révélée meilleure quand un U est à la deuxième position du triplet (Hecht et 
al., 2017). Chez les eucaryotes, l’utilisation de gènes rapporteurs ultra-sensibles démontrait une 

efficacité de ces codons alternatifs allant de 1.7 à 19.5% dans des cellules 293T (Ivanov et al., 
2010). Par le biais de différentes constructions et d’immunoprécipitations, plusieurs équipes de 

recherches ont démontré que les protéines eucaryotes FGF-2, VGEF, et c-myc sont initiées non 

pas par un codon méthionine mais bien à partir d’un codon leucine « CUG » (Kearse and Wilusz, 

2017; Cao and Slavoff, 2020).  

L’initiation non-AUG peut se produire lorsque le contexte d’initiation AUG est faible 
(typiquement le leaky scanning si le codon en aval est un codon alternatif), ou s’il y a un déficit 
en ARNt-Méth. Le mécanisme d’initiation non-AUG se base sur la reconnaissance et 

l’appariement d’ARNt near-cognates aux codons alternatifs de démarrage. L’exactitude du 

mécanisme reste à élucider. Cependant, la présence 1) d’un contexte nucléotidique, 2) des 
facteurs d’initiations eIF1 et eIF5, 3) des hélicases, et 4) le taux d’élongation, impactent 

directement la lecture de codons non-AUG (Andreev et al., 2022).   

Le contexte d’initiation est différent entre un codon AUG et un non-AUG. Ici, la nature des 

résidus en position -4 et +4 est cruciale pour une bonne efficacité d’initiation contrairement à 

l’initiation AUG où se sont les positions -3 et +4 qui prédomines. De récentes études mettent 

en lumière que dans un contexte d’initiation optimal, l’efficacité de traduction d’un non-AUG 

est comparable à celle d’un AUG (Andreev et al., 2022). Un contexte d’initiation optimal 
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correspondrait à l’enchainement de nucléotides suivant : (A/C), (A/G), (C/A), (A/C/G), CUGG. 

Une étude phylogénétique eucaryote soutient l’importance de la présence des résidus C, A, et 
G en position -4, -3, et +4, respectivement (Loughran et al., 2020). Cette observation remet en 

cause l’opinion dominante jusqu’à présent décrite comme quoi les codons non-AUG 

initieraient seulement à une efficacité de 5-10% de celle de l’AUG (Andreev et al., 2022).  

La littérature est unanime sur l’influence de la quantité des facteurs eIF1 et eIF5 dans la 
discrimination des codons AUG et non-AUG. Chacun des deux facteurs s’autorégule par boucle 
rétroactive négative mais ce réseau de régulation est interconnecté. eIF1 favorise l’initiation 
AUG alors que eIF5 favorise la traduction des codons non-AUG (Arias et al., 2014). La balance 

entre les deux facteurs est donc capitale et finement régulée. Cette balance entre eIF1 et eIF5 

permet de réguler et de rendre l’initiation plus stricte en réponse au stress. Une altération dans 

eIF1 engendre une diminution de sa liaison à eIF2 et favorise la reconnaissance de codon non-

AUG leucine et valine par le complexe PIC (Andreev et al., 2008; Fijałkowska et al., 2017; Thakur, 

Marler and Hinnebusch, 2019). L’initiation par la reconnaissance d’un codon « CUG » a été 

montrée comme indépendante du facteur d’initiation eIF2 mais dépendante du facteur eIF2A 

(Schwab et al., 2004; Starck et al., 2012). 

Les hélicases influencent également l’initiation non-AUG. Elles permettent le déroulement des 

structures de l’ARNm. Lorsque ces structures sont caractérisées de « difficiles » ou qu’il y a une 
absence d’hélicases, cela augmente le pausing du ribosome. La présence de codons rares, 

l’indisponibilité d’ARNt chargés ou le ralentissement médié par la formation de la chaîne 
polypeptique sont aussi des événements qui induisent des pauses ribosomiques. Le pausing a 

été montré comme favorisant la ré-initiation aux codons non-AUG en amont (Andreev et al., 
2022). Lié au pausing, une vitesse d’élongation faible engendrera également une initiation en 

amont de la séquence traduite.  

Les études récentes sont catégoriques : la capacité de codage des génomes dépasse largement 

nos précédentes estimations. En 2009, l’arrivée du ribosome profiling bouleverse la 
communauté scientifique. Par l’obtention d’empreintes ribosomales in vivo, Ingolia et al 

démontrent que 20% des régions traduites dans le 5’UTR de la levure initient avec un codon 

non-AUG (Ingolia et al., 2009a). Ils rapportent même que les uORFs, en condition privative, ont 

une efficacité de traduction six fois supérieure à celle retrouvée en phase de croissance. Cette 

efficacité de traduction est plus forte que celle retrouvée pour les ORFs. Le phénomène est 

d’autant plus fort si l’initiation se fait par un codon alternatif ; principalement les codons Ile 

« AUA » et leucine « CUG ». En 2011, la même équipe reproduit ces résultats dans le modèle 

murin (Ingolia, Lareau and Weissman, 2011). En 2012, Lee et al décrivent qu’environ la moitié 
des transcrits humains traduits sont initiés avec un codon start alternatif avec une 

prédominance de 16% pour la leucine « CUG » (Lee et al., 2012).  

La sensibilité au nucléotide près du ribosome profiling en fait un formidable outils pour 

analyser, in vivo et à l’échelle du génome, les mécanismes de traduction et la diversité du 

protéome. Etant au centre de ma thèse, la technique du ribosome profiling et ses apports 

scientifiques sont davantage développés dans la section suivante.  
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1.10. Le ribosome profiling 

1.10.1 Historique et technique 

L’analyse de l’expression génique a longtemps reposé sur la détermination de la quantité des 

transcrits par la technique de Northern blot et plus récemment par séquençage de l’ARN (RNA 

seq). L’importance de la traduction dans l’expression des gènes a motivé le développement 

d’approches expérimentales pouvant répondre aux nombreuses questions mécanistiques et 

régulatrices de la traduction. L’avènement de la génomique et du profilage de l’expression 
génique a inspiré la conception de méthodes similaires appliquées à la traduction. Le Ribosome 

Profiling permet l’identification in vivo de tous les ORFs et sORFs (uORF, ARFs, etc.) traduits à 

l’intérieur d’une cellule. On définit le translatome comme l’ensemble de ces évènements de 
traduction. Comme le disent Gloria A Bar et Jonanthan S Weissman dans leur revue, le ribosome 

profiling indique quelles, quand, où et comment les protéines sont traduites (Brar and 

Weissman, 2015).  

Le ribosome profiling se base sur la méthode moléculaire 

classique d’isolation d’empreintes ribosomales in vitro 

développée dans le courant des années soixante-dix (Steitz, 

1969; Wolin and Walter, 1988). La méthode classique 

consiste à traiter à la RNAse des transcrits isolés in vitro dans 

le but d’éliminer les régions qui ne sont pas protégées par 

les ribosomes. Ces premières investigations ont dévoilé que 

les fragments protégés par les ribosomes, appelés « 

Ribosomal Protected Fragments » (RPF), mesurent en 

moyenne 30 nucléotides. Mais les études ultérieures ont 

permis de préciser que leur longueur varie entre 28 et 32 

nucléotides. En 2009, l’équipe du Dr Weissman est la 

première à combiner cette méthode avec l’analyse de 

séquençage à haut-débit (Ingolia et al., 2009a). Le ribosome 

profiling repose sur l’isolation directe et in vivo des transcrits 

en cours de traduction. Une banque d’ADN complémentaire 
suivit d’un séquençage de nouvelle génération (NGS) sont 
ensuite réalisés sur les RPF (Figure 14). S.cerevisiae a été le 

premier organisme étudié par ribosome profiling (Ingolia et 
al., 2009a).  

En 2012, Dr Nicholas T Ingolia, affilié au laboratoire du Dr 

Weissman, rend accessible le protocole du ribosome 

profiling alors publié dans Nature Protocols (Ingolia et al., 
2012). L’utilisation du séquençage à haut débit est commune entre le RNAseq et le ribosome 

profiling. Les deux techniques diffèrent dans la nature des fragments isolés. Dans le RNAseq 

l’ensemble des transcrits, qu’ils soient ou non en cours de lecture, sont analysés. Dans le 

ribosome profiling, l’isolation des fragments uniquement protégés par les ribosomes permet 

Figure 14. La technique du ribosome 

profiling (figure originale de Ingolia 

2014). 
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d’obtenir l’ensemble des transcrits en cours de traduction in vivo. Les différences entre les deux 

techniques sont présentées dans la figure 15.  

Dans un premier temps tous les ARNm, qu’ils soient nus ou protégés par les ribosomes, sont 
récupérés à partir d’un lysat cellulaire. Un ARNm qui est couvert par un seul ribosome est 
appelé monosome et polysome s’il est couvert de plusieurs. Le traitement à la RNAse permet 

ensuite l’élimination des fragments d’ARNm qui ne sont pas protégés par les ribosomes. Dans 

un second temps, une dénaturation des ribosomes isole les RPF qui sont ensuite retro-transcris 

en une banque d’ADN complémentaire puis séquencés (NGS), on parle alors de « RiboSeq ». 

Le ribosome profiling se termine avec le traitement puis l’alignement des empreintes 

ribosomales sur le génome correspondant. Cette dernière étape est réalisée par le biais d’outils 
bio-informatique déjà disponibles pour le RNAseq (Figure 16).  

Le principal défi du ribosome profiling est d’inhiber rapidement la traduction afin d’avoir une 
vision d’ensemble des ribosomes à un instant et pour un état physiologique donné. La 

cycloheximide (CHX) est un antibiotique qui a été largement utilisé dans les premières 

expériences de ribosome profiling pour figer et stabiliser les ribosomes en cours d’élongation. 
La CHX fixe le site E de la large sous-unité, proche de la position où se lie l’ARNt désacétylé. La 

présence de la CHX au site E bloque la translocation et la libération de l’ARNt désacétylé figeant 

alors l’élongation. L’utilité et l’impact de la CHX sur les évènements de traduction a soulevé un 

Figure 15. Différences entre le RiboSeq et RNAseq (figure originale de Brar and Weissman 2015).  

(A) Les ARNm liés aux ribosomex sont isolés en fonction de leur taille et traités avec une nucléase non spécifique (typiquement 

la RNase I), générant des fragments d'ARNm protégés appelés "empreintes". Ces empreintes ribosomales sont isolées et 

rétrotranscrites en une banque d’ADN complémentaire qui est ensuite séquencée à haut-débit. Les empreintes ribosomales 

permettent d’identifier de façon précise le codon de départ et le codon d'arrêt d'un gène, ce qui facilite l'identification des 

régions génomiques. En comparaison, le RNAseq capture des fragments aléatoires couvrant la totalité des transcrits. 

L'information positionnelle déterminée par un RNAseq standard permet de déterminer approximativement les limites du 

transcrit, mais elle est moins précise que celle recueillie par le profilage des ribosomes, en raison de la perte des extrémités 

5ʹ et 3ʹ pendant la méthode de génération des fragments qui est généralement utilisée lors du RNAseq.  
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désaccord dans la communauté. En effet, si l’inhibition de l’élongation par la CHX n’est pas 
complète, cela peut entraîner une accumulation artificielle des ribosomes à des positions 

spécifiques. Cette pause, bien qu’artificielle, actionne le mécanisme de ré-initiation non-AUG 

et biaise le signal en amont (Kearse et al., 2019; Santos et al., 2019). Désormais plus 

couramment employée, la congélation rapide en azote liquide du culot cellulaire permet un 

arrêt instantané de la traduction et une distribution globale des ribosomes (Brar and Weissman, 

2015).  

Le ribosome profiling est une méthode d'une grande sensibilité mais dépendante de la 

profondeur de séquençage : jusqu'à 10 millions d'empreintes possibles dans une cellule de 

mammifère, permettant ainsi la détection des événements de traduction même les plus rares. 

1.10.2 Analyse des données et périodicité 

L’analyse bio-informatique contient plusieurs obstacles tels que l’alignement sur les régions 
épissées du génome, la possibilité d’alignements génomique multiples et la contamination en 

ARNr.  Chaque laboratoire utilise son propre code informatique pour palier à ces problèmes et 

traiter les données. En revanche, ils reposent tous sur des étapes communes présentées ci-

dessus (Figure 17).  

Lors d'une expérience de ribosome profiling, il est important de vérifier si le signal obtenu est 

bien spécifique à un signal de traduction et pas à un signal de transcription comme lors d'un 

RNAseq. Pour cela, nous cherchons à identifier où se trouvent les sites de décodage du 

ribosome (A ou P) sur les ARNm en cours de traduction. Ceci s’appuie sur la détermination du 
« P-site offset » pour chaque taille de fragment, c’est-à-dire la longueur en nucléotides qui 

sépare l’extrémité 5’ des RPF de la position du site P du ribosome correspondant (Figure 18A). 

Figure 16. Profil d'empreintes ribosomales ; le translatome (figure originale de Ingolia 2014). 

Les fragments d’ARNm protégés par les ribosomes sont obtenus par un traitement avec une ou plusieurs nucléases. 
Les fragments d’ARN protégés sont ensuite isolés des ribosomes par dénaturation. Les empreintes ribosomales 
reflétent la densité des ribosomes à chaque position sur le transcrit. L’annotation du génome est représenté par la 
ligne verte inférieure. La partie épaisse représente la séquence codante pour la protéine et la ligne fine représente 
la région annotée comme non codante. 
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Pour une ORF donnée, tous les RPF sont alignés sur un génome de référence. Le but est de 

récupérer les RPF qui s'alignent sur le codon start AUG de l'ORF. L'initiation de la traduction 

étant un processus plus long que le décodage d'un codon sur le reste de l'ARNm, une 

surreprésentation des reads sur cet AUG est attendue. Ainsi, la taille des RPF pour laquelle il y 

a le plus fort enrichissement est retenue car elle correspond aux reads dont le site P du 

ribosome se trouve sur le codon start. La distance entre l’extrémité 5’ de ces RPF et le début 

du codon start déterminera le P-site offset au sein de l’échantillon pour une taille de RPF 

donnée. Cet offset sera ensuite appliqué à l’ensemble des reads de même taille, quel que soit 

leur position sur le génome. Une fois ces P-site offsets déterminés, chaque read peut alors être 

représenté par une unique position correspondant à la première base de son site P théorique. 

Le décodage de l'ARNm par les ribosomes s'effectuant par triplets de nucléotides, la densité 

ribosomale devrait être enrichie tous les trois nucléotides et dans la phase de lecture des ORF. 

Les deux autres phases présumées non codantes seraient donc minoritairement représentées. 

(Figure 18B). L’expérimentateur devrait donc être capable d'observer ce signal périodique du 

ribosome. La périodicité est non seulement un contrôle qualité interne, mais aussi une analyse 

essentielle pour détecter des événements de traduction non canoniques tels que le décalage 

de phase de lecture ou la traduction des uORFs. 

Figure 17. Etapes clés de l'analyse bio-informatique des données de ribosome profiling. 

Un exemple d’outil bio-informatique est indiqué entre paranthèse pour chaque étape. La dernière étape 
d’alignement est optionnelle si le génome de référence est différent du génome étudier. Typiquement, dans l’étude 
des génomes viraux par ribosome profiling le génome de référence, sur lequel est établi la périodicité, correspond 
le plus souvent au génome de l’hôte.   
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1.10.3 Identification des sites d’initiations 

Le ribosome profiling permet également de déterminer et d'étudier les sites d'initiation, qu'ils 

soient situés dans des régions annotées ou non. Le ribosome effectue une pause dans son 

scanning suite à la rencontre des codons d’initiation et de terminaison. Classiquement, sur le 
profil d’empreinte ribosomale cela se retranscrit par une accumulation des reads aux codons 

start et stop, et une diminution des reads entre ces deux codons correspondant à l’élongation 

(Ingolia et al., 2009a). L’utilisation d’antibiotiques, avant la congélation de l’échantillon, permet 

un enrichissement accru des RPF aux sites d’initiation. Deux antibiotiques sont couramment 

utilisés : l’harringtonine (HAR) et la lactimidomycine (LTM).  

1.10.3.1 Harringtonine  

L’harringtonine inhibe la traduction par sa fixation aux sous-unités 60S libres des ribosomes. 

Les sous-unités 60S libres fixent l’harringtonine et forment un complexe 80S qui sera bloqué 

aux sites d’initiation (Fresno, Jiménez and Vázquez, 1977; Ingolia, Lareau and Weissman, 2011). 

Ce mécanisme d’action sous-entend que les sous-unités 60S qui ont déjà formé le complexe 

mature d’initiation 80S sont résistantes à l’harringtonine. C’est pourquoi, l’harringtonine agit 

sur les ribosomes qui initient la traduction mais n’a pas d’impact sur ceux qui sont en cours 

d’élongation. Pour obtenir un enrichissement des ribosomes aux sites d’initiation, il est crucial 

de leur laisser suffisamment de temps pour terminer leur cycle d'élongation. Au moment du 

recyclage, l’harringtonine fixe alors la sous-unité 60S devenue libre qui ne pourra plus réinitier.  

Un des artefacts majeurs de l’utilisation de l’harringtonine est le pausing du ribosome. Un 

ribosome qui s’arrête à une position spécifique et qui n’a pas le temps de finir son élongation 

pourra être interpréter comme un site initiateur.  

Figure 18. Périodicité (figure adaptée de Brar and Weissman 2015). (A) Détermination du P-site offet : distance qui sépare 

l’extrémité 5’ du site P où se situe l’AUG. (B) La densité de l'empreinte ribosomale sur les ORFs commence au codon de départ 

et se termine au codon d'arrêt. Le signal est périodique si la couverture ribosomale est enrichie sur la phase de l’ORF, 
correspondant au déplacement codon par codon du ribosome sur le transcrit. Les deux autres phases alternatives sont moins 

représentées.   

A B 
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1.10.3.2 Lactimidomycine  

La lactimidomycine inhibe la traduction par sa fixation au site E du ribosome. Contrairement à 

la CHX, la LTM fixe le site E uniquement si celui-ci est vide. De ce fait, la LTM n’a accès au site 

E uniquement lors des premières étapes de l’initiation où l’ARNt initiateur entre au site P (Steitz, 

2008; Schneider-Poetsch et al., 2010) (Figure 19). Comme l’HAR, la LTM arrête l’initiation de la 
traduction tout en permettant aux ribosomes déjà engagés de finir l’élongation.  

La différence majeure entre l’HAR et la LTM est que la LTM lie le ribosome sous sa forme 
complexée 80S contrairement à l’HAR qui ne lie uniquement les sous-unités 60S libres (Fresno, 

Jiménez and Vázquez, 1977; Schneider-Poetsch et al., 2010). Puisque la LTM et l’HAR laissent 
les ribosomes terminer leur cycle d’élongation, les deux traitements antibiotiques présentent 

les mêmes artefacts.  

1.10.4 Les applications du ribosome profiling 

1.10.4.1 Translatome et annotations des gènomes 

De manière globale, le ribosome profiling permet une annotation de l’ensemble de génome, 
renseigne de manière quantitative sur la synthèse protéique et fournit des informations sur le 

contrôle et la régulation des transcrits. Les propriétés biologiques presque universelles des 

ribosomes à travers les espèces et l’absence de manipulation génétique rend le ribosome 
profiling applicable à une grande diversité de modèles. Le ribosome profiling a été utilisé pour 

étudier une large variété d’organismes tels que les bactéries, les virus, les plantes, les levures, 

les protozoaires, les poissons zèbres, les drosophiles, les nématodes et l’humain (Brar and 

Weissman, 2015). L’application du ribosome profiling aux génomes humain et viraux sera 
d’avantage détaillé dans cette section. Une fresque non exhaustive retraçant les diverses 
applications du ribosome profiling est représentée en figure 20.  

Figure 19. Schéma représentatif des différents modes d'action de la CHX et LTM (figure originale de Lee 

et al 2012). Les inhibiteurs de la traduction CHX et LTM se lient au site E du ribosome. La CHX se 
lie à tous les ribosomes en cours de traduction (à gauche) ce qui entraîne une inhibition de la 
translocation. La LTM s'incorpore préférentiellement aux ribosomes initiateurs lorsque le site E est 
exempt d'ARNt (à droite).  



39 

 

Analyse qualitative et quantitative de la synthèse protéique 
Une des premières applications du ribosome profiling est l’analyse qualitative et quantitative 
de la synthèse protéique (Figure 21). Puisque la densité ribosomale obtenue est indicative du 

nombre de ribosomes à une position donnée, on peut corréler la densité ribosomale avec le 

niveau de la synthèse protéique. En complément d’une analyse RNAseq, le ribosome profiling 
permet d’obtenir l’efficacité de traduction que l’on appelle « TE » pour « translational 

efficiency ». L’activité traductionnelle d’un ORF est évaluée par la division de la couverture 

ribosomale par la quantité d’ARNm. Un transcrit abondant peut ne pas être couvert par les 

ribosomes, reflétant une activité traductionnelle basse. A l’inverse, un transcrit présent en petite 

quantité peut être fortement traduit si les empreintes ribosomales associées à cette région 

sont nombreuses. La combinaison des deux techniques permet également d’étudier les gènes 

épissés. La couverture ribosomale apportée par le RiboSeq permet d’affirmer ou d’infirmer la 

traduction des régions introniques révélées par le RNAseq (Ingolia et al., 2009a; Brar and 

Weissman, 2015) (Figure 21).  

Le RiboSeq permet également de mettre en lumière les aspects mécanistiques de la traduction 

dans chaque organisme et dans n’importe quel état cellulaire. Dans leur papier princeps, 

Ingolia et al montrent que les uORFs sont majoritairement représentés dans le translatome de 

la levure (Ingolia et al., 2009a). En plus de révéler qu’environ 20% des régions traduites dans le 
5’UTR initient avec un codon non-AUG, ils mettent en évidence que l’inhibition de la traduction 
d’un gène en aval exercée par la traduction de certains uORFs peut-être levée en condition 

privative. Le gène GCN4 est régulé par la présence de 4 uORFs successifs. En phase de 

croissance, le premier uORF est majoritairement traduit. Les ribosomes ré-initient alors sur les 

uORFs en aval inhibant ainsi la traduction de l’ORF GCN4. En condition privative, la ré-initiation 

des uORFs est contournée pour se faire directement sur l’ORF GCN4.  Dans le modèle murin, 

la même équipe démontrent qu’une grande partie des sites d’initiation, notamment dans la 
région 5’UTR, sont construits de codons non-AUG (Ingolia, Lareau and Weissman, 2011). Les 

Figure 20. Fresque non exhaustive des applications du ribosome profiling de son développement à ce jour. 

La couleur du cadre indique l’axe d’étude. Les modèles d'étude des génomes viraux sont mis en évidence grâce à un 
surlignage de couleur verte, les autres sont surlignés en gris. 
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codons d’initiation alternatifs leucine et valine sont décrits comme les plus répandus. L’année 
suivante, l’équipe du Dr Qian confirme ces observations sur le génome humain avec une 

prédominance pour la leucine « CUG » (Lee et al., 2012). Courant des années 2015, c’est au 
tour des mécanismes de terminaison d’être étudiés par ribosome profiling. Une centaine de 

dORFs sont alors mis en évidence dans le génome humain (Bazzini et al., 2014; Guydosh and 

Green, 2014; Ji et al., 2015).  

Avec le ribosome profiling il est également possible de mesurer in vivo la traduction de façon 

localisée dans des structures subcellulaires. La combinaison d’une purification par biotinylation 

au RiboSeq permet de cibler une catégorie spécifique de ribosomes. Par cette approche, Jan 

et al ont démontré in vivo chez la levure et l’humain, que la majorité des protéines sécrétoires 
sont transloquées dans le réticulum endoplasmique de manière co-traductionnelle (Jan, 

Williams and Weissman, 2014).     

Figure 21. Données qualitatives et quantitatives obtenues par ribosome profiling (figure originale de Brar and 

Weissman 2015). 
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Annotation des génomes viraux 
Le ribosome profiling a été pionnier dans l’annotation des génomes viraux et l’identification 

de nouveaux cadres de lecture. En 2012, Stern-Ginossar et al (affilié à l’équipe du Dr Weissman) 

décodent le génome du cytomégalovirus humain (HCMV) et mettent en évidence la traduction 

d’une centaine de cadres ouverts de lectures précédemment non annotés (Stern-Ginossar et 
al., 2012). L’analyse de la densité ribosomale indique une traduction de sORFs en phase de 
lecture (produits de traduction tronqués en N-ter), de uORFs, d’ARFs et de sORFs dans des 
transcrits non annotés. La majorité de ces séquences non canoniques sont décrites comme très 

courtes, codant des polypeptides de moins de 20 acides aminés. Par l’utilisation de l’HAR et de 
la LTM, ils démontrent qu’une partie de ces sORFs initient avec un codon start alternatif, là 

encore, majoritairement par le biais d’une leucine « CUG ». Pour finir, ils mettent en lumière 

que ces sites d’initiations influencent l’expression des protéines virales dans le temps. Le HCMV 

a été le premier génome viral étudié par ribosome profiling.  

En 2014, le RiboSeq apporte une meilleure connaissance du génome du virus de l’herpès 
associé au sarcome de Kaposi (KSHV) (Arias et al., 2014). Les auteurs étudient les modifications 

transcriptionnelles et traductionnelles durant le cycle lytique. En combinant le RNAseq au 

RiboSeq, ils démontrent que les ribosomes lient rapidement les transcrits indépendamment de 

leur quantité. La régulation des gènes lytiques du KSHV est alors principalement 

transcriptionnelle. L’étude identifie aussi un nombre important de sORFs et uORFs qui 

augmente de 45% la capacité de codage du KSHV. En concordance avec les précédentes 

publications, ces séquences sont souvent traduites à partir de codon start alternatifs. Ils ne 

communiquent cependant pas sur la prédominance du codon utilisé.  

Le premier rétrovirus à être étudié par ribosome profiling est le virus de la leucémie murine 

(MLV) (Irigoyen et al., 2018). Contrairement au VIH-1, les ORFs codant pour gag et pol du MLV 

sont localisés dans la même phase de lecture. Dans ce cas de figure, la traduction de pol n’est 
donc pas dépendante d’un FS mais d’un codon-readthrough (Yoshinaka et al., 1985). Irigoyen 

et al montrent in vivo qu’environ 7% des ribosomes continuent au-delà du stop du gag 

conduisant à la traduction de pol. Parallèlement, ils rapportent une signature traductionnelle 

aux régions 5’UTR des transcrits de gag et env. La traduction étendue en N-terminale de gag, 

dénommée « Glyco-Gag », peut-être initiée par la valine « GUG » en plus de la leucine « CUG » 

déjà décrite dans la littérature. Cette double initiation permet d’augmenter les variants de 

Glyco-gag. Une augmentation de la densité ribosomale est observée au site accepteur de 

l’épissage de env. Deux pics d’initiation correspondant à deux codons CUG sont observés dans 

cette région. Cette observation laisse sous-entendre un rôle des codons starts alternatifs dans 

la modulation de la traduction de env en plus de l’épissage canonique. L’ensemble de ces 
données a contribué à une meilleure connaissance du paysage traductionnel des rétrovirus et 

à une caractérisation du changement de cadre de lecture gag-pol médié par codon read-

through.    

En comparant in silico l’adaptation spécifique de diverses souches virales de la grippe à leur 
hôte, ici chez les mammifères, Machkovech et al montrent une sélection négative des sites non 

canoniques d’initiation « CUG » dans les souches virales de la grippe au cours du temps 
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(Machkovech, Bloom and Subramaniam, 2019). Parallèlement, le ribosome profiling révèle dans 

les transcrits viraux plusieurs sites d’initiation alternatifs situés en aval des codons canoniques 

initiateurs. De façon étonnante, tous les transcrits tronqués en partie N-terminale initient avec 

un codon canonique AUG. La suppression des 14 acides aminés en N-terminale provoque une 

perte de la queue cytosolique de la protéine N1 neuraminidase et d’une partie de son domaine 
transmembranaire. L’étude a montré que cette neuraminidase tronquée est active 

enzymatiquement et est exprimée à la surface des cellules infectées. Ils n’investissent pas 
cependant la question de son rôle immunologique ou viral. Concernant l’impact de l’infection 
virale sur la traduction de l’hôte, les auteurs ne rapportent pas de variation globale dans 

l’utilisation des codons starts alternatifs des transcrits humain. Avec un faible échantillonnage 

(n=8), ils montrent néanmoins qu’un sous-ensemble de gènes régulés à la hausse par 

l’infection virale sont enrichis en codon starts alternatifs. 

Le génome du SARS-CoV-2 est le dernier génome viral en date étudié par ribosome profiling. 

Dans leur article publié dans Nature, Finkel et al, dévoilent la capacité de codage du SARS-

CoV-2 (Finkel et al., 2021). Premièrement, ils observent pour la plupart des ORFs, une 

corrélation entre leur abondance et leur couverture ribosomale, reflétant une efficacité de 

traduction similaires entre les ORFs à des temps précoces d’infection. L’efficacité du FS 

permettant la traduction de l’ORF1b est estimée à 57% et plusieurs sites potentiels de pausing 
sont identifiés en amont de ORF1b. Grâce au ribosome profiling, les auteurs mettent en 

évidence vingt-trois nouvelles régions du génome couverte par les ribosomes. Ces régions sont 

distribuées sur l’ensemble de génome et sont localisées « in-frame » ou « out-of-frame ». Ces 

23 nouveaux ORFs comprennent : des sORFs étendus en N-ter et C-ter, des uORFs, des 

séquences leaders et des ARFs. Au total, 14 uORFs et 6 ARFs sont identifiés dont 2 ARFs 

chevauchant le gène codant la protéine spike. Avec une belle densité ribosomale, les auteurs 

mettent en évidence les zones d’initiations non canoniques des uORFs et des ARFs identifiés. 
En comparant l'abondance et la densité ribosomale, ils ont démontré que les séquences non 

canoniques sont exprimées à des niveaux similaires à ceux de leur ORF respectif. Certains ARFs 

sont très conservés parmi les génomes de coronavirus et présentent des caractéristiques 

structurelles qui supposent une fonction des polypeptides traduits.  

Si l’on se concentre maintenant sur le modèle humain, plus particulièrement dans le cas des 

cancers, le ribosome profiling a permis en 2014 et 2016 d’établir les signatures traductionnelles 
des tumeurs cérébrales et des lymphocytes B isolés de leucémie lymphoïde chronique, 

respectivement (Gonzalez et al., 2014; Sbarrato et al., 2016).  L’utilisation du ribosome profiling 
sur des cellules cancéreuses humaines montre qu’environ 85% des produits de traductions ne 
sont pas annotés dans la base du génome humain et que 50% d’entre eux correspondent à 
des produits alternatifs ne dérivant pas de séquences codantes (Ruiz Cuevas et al., 2021; 

Yewdell, 2022).  

1.10.4.2 Identification du protéome alternatif 

Comme nous l’avons vu, l’utilisation du ribosome profiling à permis de révéler la diversité du 

protéome par l’identification de nouveaux cadres de lectures. La fonctionnalité et l’impact 
biologique de ces sORFs ne sont pas encore bien caractérisés. Pour cause, la plupart des études 
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qui ont identifiés les sORFs par ribosome profiling n’ont pas encore poursuivi leurs travaux par 

une étude fonctionnelle. Cependant certaines études, combinant le plus souvent plusieurs 

technologies à large échelle, ont déjà commencé à étudier leurs fonctions. Les sORFs jouent 

un rôle important dans la régulation trans-transcriptionnelle et cis-traductionnelle, le 

développement embryonnaire, la régulation des processus cytoplasmiques et mitochondrial, 

le métabolisme, et certains pourraient être des protogènes (Carvunis et al., 2012; Couso and 

Patraquim, 2017; Cao and Slavoff, 2020; Schlesinger and Elsässer, 2022; Wright et al., 2022).  

Les uORFs 
Les uORFs sont des éléments cis connus pour réprimer l’expression des gènes situés en aval. 

La reconnaissance d’un codon AUG en 5’UTR séquestre les différents acteurs de la traduction 
alors moins disponibles pour traduire la séquence canonique (Orr et al., 2020). Ce mécanisme 

de régulation médié par les uORFs est très répandu dans les familles de virus à ADN et ARN. 

Par exemple, la traduction de la protéine virale UL4 du HCMV et des ORF35 et 36 du KHSV est 

sous le contrôle de uORFs. Pour le virus Ebola, la présence de uAUG est essentielle à sa 

réplication puisqu’il régule la traduction de sa polymérase L en réponse au stress (Shabman et 
al., 2013). Dans les transcrits bicistroniques vpu/env du VIH-1, la présence d’un uORF en amont 
du gène vpu a un effet stimulateur sur la traduction du gène env (Krummheuer et al., 2007). En 

d'autres termes, la présence de l'uORF régule négativement la traduction du gène vpu, mais 

régule positivement la traduction du gène env. De manière plus complexe, dans le modèle 

simien du virus de l’immunodéficience (SIV), 5 uORFs présents dans différents variant épissés 
régulent de façon différentielle l’expression des protéines rev et env (van der Velden et al., 
2012, 2013).  

Chez l’humain, les uORFs régulent négativement 30 à 80% des transcrits en aval (Calvo, 

Pagliarini and Mootha, 2009). Le rôle des uORFs dans la traduction varie selon plusieurs critères 

: la longueur du 5’UTR, la structure de cette région, et la contenance en GC (Somers, Pöyry and 

Willis, 2013). De récentes études bio-informatiques indiquent la présence d’au moins un uORF 

dans environ 50% des transcrits humains (Chen and Tarn, 2019). De par leur rôle capital dans 

le contrôle de la traduction et leur grand nombre, la modification des fonctionnalités des uORFs 

entraîne le développement de nombreuses maladies.  

Un exemple bien renseigné dans la littérature est celui de la protéine MYC. MYC est un proto-

oncogène qui régule la prolifération cellulaire et la transformation. Deux isoformes de la 

protéine MYC sont traduites : une à partir du codon canonique AUG et l’autre à partir d’un 
uORF « CUG » générant une protéine avec une extrémité N-terminale distincte. Cette extrémité 

lui confère des capacités supplémentaires de liaisons à l’ADN ce qui lui permet de réguler les 

gènes qui contrôlent la croissance cellulaire.  La surexpression de cette protéine non canonique 

inhibe la croissance cellulaire. Sa suppression ou sa mutation corrèle avec le développement 

de certaines tumeurs comme le lymphome de Burkitt (Hann et al., 1988; Kearse and Wilusz, 

2017). Dans d’autres type de cancers, la perturbation de la transcription des gènes 

suppresseurs de tumeurs génère une augmentation de la longueur du 5’UTR inhibiteur, des 
structures secondaires, et des codons AUG en 5’UTR. Cela engendre un recrutement accru des 
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ribosomes en 5’UTR et réduit l’expression des protéines antitumorales codées en aval (Somers, 

Pöyry and Willis, 2013).  

L’étude de la perte de cheveux héréditaire (Hypotrichose héréditaire de Maria Unna) a 
également rapporté un rôle des uORFs (Wen et al., 2009). Les uORFs interviennent aussi dans 

les troubles psychiques. Le polymorphisme dans le deuxième uORF de la sérotonine HTR3A a 

été significativement lié au trouble bipolaire (Niesler et al., 2001). 

Comme décrit précédemment, un grand nombre de uORFs sont facteurs agissant en cis qui 

inhibent la traduction de l’ORF en aval par le recrutement des ribosomes sur leur propre codon 

initiateur. Cependant, certains uORFs régulent la traduction en cis par le biais du polypeptide 

qu’ils synthétisent. Ces courts peptides, appelés « peptidoswitch », répondent à de petites 

molécules spécifiques de l’environnement cellulaire (Andrews and Rothnagel, 2014). Les petites 

molécules interagissent avec le peptide naissant par liaison directe ou par le biais d’un 
intermédiaire. La fixation de la petite molécule environnementale au peptide naissant bloque 

le ribosome au niveau de l’uORF, ce qui empêche sa progression et inhibe la traduction de la 

séquence codante en aval.  Par exemple, chez l’humain, la polyamine fixe le peptidoswitch 

SAMDC, inhibant ainsi la traduction de l’ORF SAMDC (Law et al., 2001). Le peptidoswitch est 

une des premières fonctions caractérisées des peptides dérivés des uORFs (Fang et al., 2004; 

Andrews and Rothnagel, 2014; Dever, Ivanov and Sachs, 2020).  

Les ARFs 
L’étude fonctionnelle des sORFs s’est davantage concentrée sur les sous-groupes des lncRNA 

et des uORFs contrairement aux ARFs qui peinent à être caractériser chez l’humain. Voici 

cependant quelques exemples rapportés au génome humain : 

- L’ARF « AltPRP » est une protéine alternative de la protéine du prion. L’AltPrP est un 
peptide de 73 résidus codé par un ARF chevauchant le cadre de lecture de la protéine 

du prion. La traduction du peptide alternatif est initiée par un codon AUG entouré d’une 
séquence Kozak optimale. AltPrP présente une conservation et une homologie 

importante dans un large éventail de mammifères. Elle est localisée aux mitochondries 

et est régulée positivement par le stress du réticulum endoplasmique et l’inhibition du 
protéasome (Vanderperre et al., 2011).   

- L’ARF « AltFUS », résultant d’un décalage de cadre de lecture en +1 de l’ORF « FUS », 
inhibe l’autophagie et renforce ainsi la toxicité médiée par la protéine « FUS » (Brunet 

et al., 2021). Les variants du gène FUS ont montré une importance clinique dans les 

troubles neurodégénératifs (Deng, Gao and Jankovic, 2014).  

- L’ARF « Alt-RPL36 » régule négativement la voie de signalisation PI3K-AKT-mTOR 

impliquée dans la synthèse protéique et la croissance cellulaire (Cao and Slavoff, 2020; 

Cao et al., 2021). 

- L’ARF « AltB2R », marqueur du cancer du sein et de la prostate, régule positivement 
l’activité du récepteur à la bradykinine de type B2 (Gagnon et al., 2021). 

A ma connaissance, aucune étude n’a rapporté de fonction virologique des ARFs identifiés dans 

les divers génomes viraux.  
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Même si la plupart des polypeptides issus de sORFs (en particulier les ARFs, mais cela n'a pas 

été suffisamment étudié pour être certain) ne produisent probablement pas de protéines 

fonctionnelles, ils constituent néanmoins une partie importante du répertoire immunologique. 

Le laboratoire du Dr Nilabh Shastri, novateur dans le domaine de la présentation antigénique 

non canonique, montre en 1999 que les produits issus des ARFs peuvent être une source de 

substrats peptidique pour les molécules du CMH-I (Malarkannan et al., 1999). En effet, les 

peptides dérivés d’une initiation « CUG » peuvent servir d’épitopes aux cellules T CD8+ (Dolstra 

et al., 1999; Starck et al., 2008, 2012). C’est notamment le cas dans le carcinome rénal où le 

peptide issu de l’initiation CUG du VEGF active la réponse T CD8+ (Weinzierl et al., 2008). De 

façon complémentaire, il a été reporté que la réponse immunitaire augmente l’initiation 
« CUG » (Prasad, Starck and Shastri, 2016). Ce mécanisme peut-être une stratégie de l’hôte 
pour générer des épitopes suite à un stress cellulaire.  

Les nombreux travaux du Dr Yewdell dans ce domaine définissent les produits défectueux de 

traduction (« DRiPs » pour « defective ribosomal products ») comme source majoritaire 

d’épitopes liés au complexe majeur d’histocompatibilité de classe I (CMH-I) (Yewdell, Antón 

and Bennink, 1996; Yewdell and Nicchitta, 2006; Antón and Yewdell, 2014). Les DRiPs peuvent 

être issus de protéines canoniques mal repliées durant l’élongation ou de polypeptides non 

canoniques. La caractéristique majeure des DRiPs est la rapidité : dans leur apparition et dans 

leur dégradation. L’incidence des DRiPs dans la présentation antigénique est d’avantage 
développée dans le chapitre 2 du manuscrit.  

Certains peptides dérivés d’ARFs ou de lncRNA stimulent efficacement une réponse T 

spécifique. C’est le cas par exemple du transcrit beta 2.7 du génome HCMV précédemment 

désigné comme non codant. Ingolia et al montrent chez quatre donneurs infectés une forte 

réponse T contre les peptides issus des huit cadres de lectures nouvellement identifiés (Ingolia 

et al., 2014). Chez le SARS-CoV-2, des réponses T ont également été mise en évidence contre 

des peptides non canoniques. L’un d’eux, dérivé d’un ARF chevauchant l’ORF de la 

nucléoprotéine stimule une réponse CD8+ avec une magnitude plus forte que celles retrouvées 

contre tous les peptides de classe I testés (Weingarten-Gabbay et al., 2021). Dans le modèle 

simien et humain du virus de l’immunodéficience, une réponse T CD8+ contre des peptides 

alternatifs est observée en phase aigüe et chronique d’infection bien que ceux-ci n’aient pas 
été identifiés par ribosome profiling (Maness et al., 2007, 2010; Garrison et al., 2009; Bansal et 
al., 2010; Berger et al., 2010; Champiat et al., 2012). Notre équipe de recherche a montré en 

2004, une réponse T CD8é contre six peptides dérivés d’ARFs chez des individus infectés 

asymptomatiques et traités (Cardinaud et al., 2004).  

Depuis les années 90, les chercheurs ont constaté que certains lymphocytes T infiltrant les 

tumeurs reconnaissaient des antigènes tumoraux non canoniques et que cette reconnaissance 

est associée à une régression tumorale (Uenaka et al., 1994; Wang et al., 1996; Mayrand, 

Schwarz and Green, 1998; Dolstra et al., 1999; Rosenberg et al., 2002; Laumont and Perreault, 

2018). Des études très récentes et prometteuses de thérapies personnalisées utilisent le 

ribosome profiling pour identifier l’ensemble des ORFs et ARFs spécifiques à la tumeur. 

Combiné avec de la spectrométrie de masse, cela permet l’identification de néoantigènes 

présentés à la surface des cellules cancéreuses.  Cette approche permet l’identification et 
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l’isolation des lymphocytes T infiltrant la tumeur spécifiques de ces peptides d’intérêts. 
L’expansion in vitro de ces lymphocytes T montrent une bonne immunogénicité quand ils sont 

réinjectés chez le patient (Arnaud et al., 2022; Chong, Coukos and Bassani-Sternberg, 2022).   

L’ensemble des études énoncées dans ce chapitre (et d’autres non discutées) confirment 

l’intérêt d’étudier le génome préalablement considéré comme non codant ainsi que les 

mécanismes menant à l’expression de nouveaux cadres de lectures. Les nouvelles études qui 
combinent plusieurs analyses à haut débit telles que le ribosome profiling et la spectrométrie 

de masse confirment le rôle des évènements non conventionnels de traduction dans la 

présentation antigénique. Ils sont une source sous-estimée d’antigènes immunogènes. Le 
chapitre suivant présente les différentes voies canoniques et non canoniques de présentation 

des antigènes. Je me concentrerai ensuite sur les sources alternatives d'antigènes et les 

techniques pour les mettre en évidence, qui forment un des axes principaux de mes travaux de 

thèse. 
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CHAPITRE 2 : LA PRESENTATION ANTIGENIQUE AUX 
LYMPHOCYTES T 

Le locus CMH contient les gènes codant les molécules du CMH de classe I (CMH-I) et de classe 

II (CMH-II). Les molécules du CMH-I sont exprimées par toutes les cellules nuclées tandis que 

les molécules du CMH-II sont exprimées par les cellules présentatrices d’antigènes (APCs). Les 
APCs regroupent les cellules dendritiques (DCs), les lymphocytes B (LBs), les macrophages, les 

granulocytes mais aussi d’autres types cellulaires comme les fibroblastes lors d’un contexte 
inflammatoire (Lin and Loré, 2017; Eiz-Vesper and Schmetzer, 2020). Cette diversité classe I et 

classe II des molécules du CMH permet la présentation d’épitopes de natures différentes et 

l’activation des différents acteurs de l’immunité innée et adaptative. Les lymphocytes T (LTs) 

cytotoxiques CD8+ reconnaissent des épitopes présentés sur les molécules du CMH-I, alors que 

les LTs auxiliaires CD4+ reconnaissent des épitopes sur les molécules du CMH-II. La 

reconnaissance du complexe épitope/CMH par le TCR (« T cell receptor ») des lymphocytes T 

est une étape clé de l’activation des lymphocytes (Pishesha, Harmand and Ploegh, 2022). Chez 

l’Homme, le locus CMH est nommé HLA et se positionne sur le chromosome 6. Le chromosome 
6 héberge en plus des gènes codant les molécules HLA, des gènes associés aux fonctions des 

molécules HLA, mais également des gènes non codants et des pseudogènes (Shiina et al., 
2009).  

Dans ce chapitre, je présenterai dans un premier temps les voies canoniques et non canoniques 

de présentation des antigènes. Je focaliserai ensuite mon attention sur les sources alternatives 

d’antigènes qui constituent l’un des axes majeurs de mes recherches doctorales.  

2.1 Les molécules du CMH de classe I 

2.1.1 Génétique 

Deux types de gènes du CMH codent pour les molécules du HLA-I : les gènes dits « classiques » 

et ceux considérés comme « non classiques ». Ils ont été subdivisés en deux catégories selon 

leurs propriétés génétique, structurales, et fonctionnelles. Les gènes classiques sont des gènes 

très polymorphiques qui codent chacun pour les protéines distinctes HLA-A, -B, et -C. Les 

gènes non classiques sont moins polymorphiques et n’ont pas toujours un rôle définit. Ils 
codent pour les protéines HLA-E, -F et -G. Mon propos se focalisera sur les molécules HLA-I 

classiques. Les gènes du CMH-I présentent le degré de polymorphisme le plus élevé du 

génome humain (Shiina et al., 2009).  Plus de 9 100 allèles ont été décrits à ce jour pour le locus 

HLA-B, 7 700 pour HLA-A, 7 600 pour HLA-C, la plupart des individus étant hétérozygotes 

(Robinson et al., 2020). Les variations de séquences à l’origine de ce polymorphisme sont 

principalement localisés proche du site d’ancrage des peptides. Les gènes du CMH-I sont 

localisées sur le bras court du chromosome 6, les locus B et C en position centromérique et le 

locus A en positon télomérique (Figure 22). Cette région classe I, du bras court du chromosome, 
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héberge également des locus codant pour des gènes associés aux fonctions du CMH-I, des 

gènes non-codants, et des pseudogènes.  

Figure 22. Carte génétique du locus HLA sur le chromosome 6 (figure originale de Shiina et al 2009). 

La région HLA classe I, classe II, et classe III sont séparées par des flèches et des encadrés. La région classe III ne code pour 

aucune molécule HLA mais contient des gènes codants pour des composants du complément et des cytokines impliquées 

dans les réponses immunitaires. Les rectangles blancs, gris, rayés et noirs indiquent respectivement les gènes exprimés, les 

gènes candidats, et les gènes non codants et pseudogènes. Les rectangles rouges indiquent les gènes codants HLA-A, -B, et -

C. Les gènes codants les protéines TAP et les sous-unités inductibles du protéasome sont représentés par un rectangle bleu. 

Les divers gènes codants les chaines α et β des molécules du CMH-II sont renseignés par des rectangles blancs au sein la 

région « Class II region ».    
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2.1.2 Structure et localisation 

Les molécules du CMH-I sont des complexes protéiques de type immunoglobuline composés 

d’une chaîne lourde α liée de manière non covalente à la chaine invariante β2-microglobuline 

(β2m). Les gènes HLA-A, -B, et -C, codent la chaîne α tandis que la β2m est codée par un gène 

se trouvant en dehors du locus CMH (Figure 22). La chaine α est constituée d’une extrémité C-

terminale constante, d’un domaine transmembranaire, et d’une extrémité N-terminale variable. 

L’extrémité N-terminale est composée des deux sous-unités α1 et α2 qui forment un sillon 

accueillant les peptides antigéniques. Le sillon peptidique est composé de feuillets β et 
d’hélices α (Figure 23). Une fois synthétisée de manière co-traductionnelle dans le réticulum 

endoplasmique (RE), la molécule du CMH-I chargée avec le peptide migre à la surface des 

cellules nucléées. Le complexe peptide-CMH-I (pCMH) est ensuite reconnu par les TCR des LTs 

CD8+ permettant une détection rapide des cellules tumorales ou infectées. La molécule de 

costimulation CD8 exprimée par les LTs CD8+ renforce l’interaction par sa liaison au sous-

domaine α3 de la molécule du CMH-I.   

2.1.3 Nature des peptides présentés 

Les extrémités du sillon peptidique du CMH-I affichent une conformation fermée qui limite la 

taille des peptides fixés de 8 à 10 acides aminés. La plupart des molécules HLA-I ont une forte 

préférence pour la liaison de 9mers. L’analyse structurale du HLA-A2, premier HLA à avoir été 

cristallisé, révèle l’existence de six « sous poches » distinctes au sein d’un sillon peptidique 
HLA-A2 (Saper, Bjorkman and Wiley, 1991). Les résidus qui composent chaque région sont 

approximativement conservés dans toutes les structures définies du CMH de classe I. 

Figure 23. Structure moléculaire d’une molécule du CMH-I (figure originale de Abbas et al 2020). 

Représentation schématique et tridimensionnelle d’une molécule du CMH-I. Le sillon peptidique de fixation est formé par 

les deux domaines α1 et α2.  



50 

 

Néanmoins, les résidus les plus polymorphiques sont exposés à la face externe du sillon qui 

est directement en contact avec le peptide. Cela confère à chaque molécule du CMH des 

spécificités de liaisons aux peptides et aux TCR (Liu and Gao, 2011). L’équipe du Dr Hans George 

Rammensee a montré en 1991 que la nature des peptides fixés au sillon diffère selon l’allèle 
de la molécule du CMH-I (Falk et al., 1991). En utilisant les techniques d’immunoprécipitation 
et de spectrométrie de masse sur quatre molécules HLA différentes, ils ont mis en évidence 

que les peptides chargés à la surface des molécules du CMH-I possèdent deux sites d’ancrage 

occupés par un résidu fixe. La position du premier site d’ancrage varie de la position 2 à 5 selon 
l’allèle, alors que la position du deuxième site d’ancrage est préférentiellement retrouvée à la 

position 9. Ils rapportent que les résidus d’ancrage à la position 9 sont tous hydrophobes. Le 

Dr Rammensee a été l’un des premiers à combiner l’immunoprécipitation des molécules du 
CMH et la spectrométrie de masse pour identifier l’ensemble des peptides présentés à la 
surface des molécules du CMH. Cette approche est maintenant connue sous le nom 

d’immunopeptidomique, et le Dr Rammensee est considéré comme l’un des précurseurs de 
cette technique. L’identification des résidus d’ancrage nous permet de prédire l’affinité de 
liaison entre des peptides et un allèle du CMH-I. L’équipe du Dr Rammensee a développé 

« Syfpeithi », un algorithme qui permet d’établir un score de prédiction pour les ligands des 
molécules du CMH (H.-G. Rammensee et al., 1999). Une autre équipe a développé en 2008 un 

serveur similaire nommé « NetMHC » (Lundegaard et al., 2008). La compilation de toutes les 

séquences peptidiques permet d’établir des règles qui définissent quels peptides sont 
susceptibles de se lier à une molécule HLA donnée. Par exemple, la molécule HLA-A2 préféra 

fixer un peptide ayant à la position 2 une leucine, méthionine, isoleucine ou une valine, même 

si la leucine semble être l’acide aminé le plus fréquent ; il est préférable que l’acide aminé 
retrouvé à la position 9 soit une valine, une leucine ou une isoleucine (Figure 24). L’interaction 

entre les extrémités du peptide et les résidus du sillon s’effectue par le biais de liaisons 
hydrogènes. 

Figure 24. Motif peptidique de fixation à la molécule HLA-A0201 (figure originale de NetMHCpan-4.1). 

Position, nature, et fréquence des résidus qui composent les ligands de la molécule HLA-A0201. Compilation des nombreuses 

données obtenues par immunopeptidomique. La taille de la lettre détermine sa prévalence à la position indiquée pour 

l’ensemble des séquences peptidiques de la base de données.  
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2.2 Les molécules du CMH de classe II 

2.2.1 Génétique 

Les gènes classiques et non classiques du CMH-II codent les protéines HLA-DP, -DQ, et -DR ; 

et HLA-DM et -DO, respectivement. Comparativement aux gènes du CMH-I, ceux du CMH-II 

sont moins polymorphiques avec environ 4 400 allèles décrits à ce jour pour le locus HLA-DR, 

3 000 pour HLA-DQ, 540 pour HLA-DP (Robinson et al., 2020). Le locus du CMH-II code aussi 

pour des protéines impliquées dans la voie de présentation antigénique du CMH de classe I 

comme les protéines TAP (« transporter associated with antigen processing ») et les sous-

unités inductibles du protéasome (Figure 22). Les gènes classiques du CMH-II possèdent 

plusieurs copies dont certaines sont sous forme de pseudogènes. Les molécules HLA de classe 

II sont des hétérodimères composés d’une chaîne α codée un gène A (DRA1, DPA1, et DQA1) 

et d’une chaîne β codée par un gène B (DRB1, DPB1, et DQB1). A la différence des autres 
molécules HLA où la chaîne β est codée par un gène unique, la chaîne β de la molécule HLA-

DR peut être codée par 3 gènes supplémentaires (DRB3, DRB4, et DRB5) (Delbos, Malard and 

Congy, 2018). Dans le cas du gène codant HLA-DR, plus de 3 000 allèles de la chaîne β sont 
retrouvés (Robinson et al., 2020). Malgré cette grande diversité dans la chaîne β, sept allèles 
sont surreprésentés dans la population caucasienne représentant environ 60% des allèles HLA-

DRβ1 (Texier et al., 2000). Les allèles HLA-DRβ1*01 et -DRβ1*03 sont les plus prépondérant 
dans la population française couvrant 20% de la fréquence des allèles du locus HLA-DRβ1 
(Gonzalez-Galarza et al., 2020). L’expression du CMH-II est finement régulée par le facteur de 

transcription CIITA (Chang et al., 1994; Steimle et al., 1994).  

2.2.2 Structure et localisation  

Les molécules du CMH-II forment donc un complexe protéique de type immunoglobuline 

composé d’une chaîne lourde α et β associées de manière non covalente. Cependant, 

contrairement au CMH-I, les molécules du CMH-II ne contiennent pas de β2-microglobuline. 

Chacune des chaînes est constituée d’une partie intracellulaire C-terminale, un domaine 

transmembranaire et deux domaines extracellulaires (α1, α2 ou β1, β2) (Figure 25). Les 

domaines α1 et β1 qui contiennent des résidus polymorphes forment le sillon peptidique des 

molécules du CMH de classe II. Le sillon peptidique des molécules du MCH-II a une 

conformation ouverte par rapport à celle des molécules du CMH-I ce qui lui permet de fixer 

des peptides plus longs allant de 12 à 25 acides aminés (Rammensee, Friede and Stevanoviíc, 

1995). Une fois synthétisée de manière co-traductionnelle dans le RE, les molécules du CMH-

II chargées avec le peptide transitent par le compartiment de chargement des molécules de 

classe II (MIIC) avant d’être acheminées à la membrane plasmique. Le complexe pCMH est 

ensuite reconnu par le TCR des LTs CD4+ qui, à leur tour, activeront les divers acteurs de 
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l’immunité innée et adaptative. La molécule de costimulation CD4 exprimée par le LT CD4+, par 

sa liaison au sous-domaine β2, renforce l’interaction avec la molécule du CMH.   

2.2.3 Nature des peptides présentés 

Bien que le sillon peptidique des molécules de classe II contienne davantage de résidus 

d'ancrage, les ligands des molécules du CMH-II semblent avoir une affinité plus faible pour le 

sillon comparé aux ligands fixant le sillon des molécules du CMH-I. Il a été rapporté que les 

molécules du CMH-II sont capables de scanner, grâce à leur conformation ouverte, un 

polypeptide long et désordonné jusqu’à trouver des régions avec un motif de séquence 
optimal (Liu and Gao, 2011). Comme pour les molécules du CMH de classe I, les résidus 

polymorphes sont regroupés sous forme d’une série de six poches expliquant la spécificité 

allélique des motifs de liaison peptidique (Texier et al., 2000).  Pour l’ensemble des molécules 
du CMH-II, trois à quatre de ces poches qui hébergent les résidus d’ancrage interviennent dans 
la fixation des peptides. Par exemple, les résidus d’ancrages de HLA-DR sont les positions P1, 

P4, P6, et P9. Bien qu’il y ait plusieurs sites d'ancrage présents au sein des sillons, une position 

d'ancrage prédominante est généralement observée : la position P1 pour DR1 et la position P4 

pour DR17 (Rammensee, Friede and Stevanoviíc, 1995; Liu and Gao, 2011). A l’image des 

molécules du CMH-I, l’existence de serveurs compilant un vaste ensemble de données de 
spectrométrie de masse permet de prédire les motifs de fixation des peptides aux molécules 

du CMH-II.  Les ligands de HLA-DRβ1 possèdent préférentiellement en position 1, 4, 6 et 9, une 

Figure 25. Structure moléculaire d’une molécule du CMH-II (figure originale de Liu and Gao 2011). 

Représentation tridimensionnelle d’une molécule du CMH-II. Le sillon peptidique de fixation est formé par les deux 

domaines α1 et β1. 
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phénylalanine, une leucine, une alanine et une valine, respectivement (Reynisson et al., 2020) 

(Figure 26).  

2.3 La restriction HLA aux lymphocytes T CD8+ et CD4+ 

La restriction HLA est découverte en 1974 par les Drs Zinkernagel et Doherty qui obtiennent 

conjointement le prix Nobel de physiologie ou médecine en 1996 pour leurs travaux 

(Zinkernagel and Doherty, 1974, 1997). La restriction HLA fait référence à la spécificité du TCR 

pour une molécule HLA donnée outre la nature du peptide présenté (La Gruta et al., 2018). La 

majorité des lymphocytes T, cytotoxiques ou auxiliaires, expriment un TCR αβ qui a pour 

fonction la reconnaissance du complexe peptide-CMH (pCMH). Cette reconnaissance est 

cruciale pour la production de molécules effectrices et de cytokines par les lymphocytes T. Le 

TCR est un hétérodimère de chaînes α et β. Chaque hétérodimère est constitué d’un domaine 
constant et d’un domaine variable, ce dernier étant formé de trois boucles hypervariables 

Figure 26. Motifs de fixation à la molécule HLA-DRβ1*0101 (figure originale de NetMHCIIpan-3.2). 

Position, nature, et fréquence des résidus qui composent les ligands de HLA-DRβ1*0101. Compilation des nombreuses 

données obtenues par immunopeptidomique. La taille de la lettre détermine sa prévalence à la position indiquée pour 

l’ensemble des séquences peptidiques de la base de données. 

Figure 27. Représentation schématique de la structure du TCR et de l'engagement des différents récepteurs (figures 

originales de La Gruta et al 2018 et Abbas et al 2020). (A) Schéma décrivant les interactions typiques entre les boucles CDR 

du TCR et le pCMH de classe I (gauche) ou de classe II (droite). (B) Représentation simplifiée du corécepteur CD4 et des 

molécules de costimulation du TCR impliquées dans la transduction du signal. 

A B 
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distinctes, à savoir CDR1, CDR2 et CDR3 (« complementarity diversity receptor »). Ces boucles 

hypervariables reconnaissent et interagissent avec le pCMH (Figure 27). Après la 

reconnaissance du complexe pCMH et du corécepteur, la chaîne CD3 liée de manière non 

covalente aux chaines α et β du TCR, engage la signalisation du TCR suite à la phosphorylation 

de ses motifs ITAM (« immunoreceptor-based activation motif ») (Figure 27). 

2.4 Apprêtement et présentation des antigènes  

2.4 1 La voie de présentation des antigènes par les molécules du CMH-I  

2.4.1.1 Présentation des antigènes endogènes : la voie canonique  

Les ligands des molécules du CMH de classe I dérivent de protéines de source endogène c’est-
à-dire des protéines cytosoliques issues de la traduction cellulaire. Toutes protéines cellulaires 

dont la durée de vie est dépassée constitue une source antigénique. La voie canonique de 

présentation des antigènes de classe I repose sur le processus de protéolyse qui est assuré par 

le protéasome. Après avoir assuré leurs fonctions, les protéines à dégrader sont conjuguées à 

Figure 28. Voie de présentation des antigènes de classe I (figure adaptée de Blum et al 2013). 

(A) Voie de biosynthèse et d’apprêtement des antigènes sur les molécules du CMH-I : la voie canonique. Les antigènes 

dérivent de la traduction de transcrits cellulaires ou viraux. Ils sont dégradés par le protéasome puis les peptides générés 

sont acheminés au RE grâce aux pompes TAP. Les peptides sont chargés directement ou découpés par des aminopeptidases 

de la famille ERAP avant le chargement sur les molécules du CMH-I. Les complexes pCMH transitent par l’appareil de Golgi 
et sont acheminés à la surface des cellules. (B) La voie non canonique : la présentation croisée. Les antigènes dérivent de 

pathogènes exogènes ayant échappés à la phagocytose.    

A 

B 
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l’ubiquitine qui est ensuite reconnue par le protéasome. Les peptides résultant de la 
dégradation protéolytique sont ensuite transférés dans le RE, lieu de synthèse des molécules 

du CMH-I, grâce aux pompes TAP. Dans le RE, les molécules du CMH-I liées à la face interne 

des molécules TAP, fixent les peptides et sont ensuite transportées à la surface de la cellule 

(Figure 28).  

Le protéasome 

Découvert en 1980, le système ubiquitine-protéasome (UPS) permet la dégradation des 

protéines cytosoliques (Ciechanover et al., 1980; Hershko et al., 1980). Ce système implique 

deux étapes successives : 1) le marquage du substrat par la fixation covalente de plusieurs 

molécules d'ubiquitine, et 2) la dégradation de la protéine marquée par le protéasome avec 

libération d'ubiquitine libre et réutilisable (Glickman and Ciechanover, 2002). Il existe une 

distinction entre le protéasome constitutif, exprimé de manière ubiquitaire dans toutes les 

cellules, et l'immunoprotéasome, exprimé dans de nombreuses cellules immunitaires (LTs, DCs, 

LBs). L’immunoprotéasome est inductible par les cytokines pro-inflammatoires telles que 

l'IFNγ, l’IFN de type 1, et le TNFα (Ferrington and Gregerson, 2012; Abi Habib et al., 2022). Le 

protéasome constitutif, aussi appelé protéasome 26S, résulte de l’assemblage du protéasome 
20S avec deux sous-unités 19S (Figure 29). Le protéasome 20S est constitué de quatre anneaux 

heptamériques empilés que l’on appelle « ring domain ». Les deux anneaux externes sont 

identiques et composés de sept sous-unités α, tandis que les deux anneaux internes sont 

identiques mais composés de sept sous-unités β (Abi Habib et al., 2022). Les sous-unités β 

forment la chambre catalytique dans laquelle sont dégradées les protéines. L’ajout des deux 
sous-unités 19S à chaque extrémité du protéasome 20S permet la reconnaissance des 

protéines ubiquitinées et leur translocation dans la sous-unité 20S. Le protéasome génère des 

peptides sous la forme de larges précurseurs qui seront ensuite raccourcis dans leur région N-

Figure 29. Représentation schématique du protéasome 20S et 26S (figure originale de Almond and Cohen 2021). 
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terminale par les aminopeptidases présentes dans le RE. L’extrémité C-terminale des 

précurseurs est définie par le protéasome.  

L’immunoprotéasome diffère du protéasome 26S par la substitution de certains monomères 

du β-ring domain (Figure 30). En réponse aux cytokines pro-inflammatoires ou au stress 

cellulaire, les sous-unités LMP2, MELC-1 et LMP7 sont exprimées et préférentiellement 

incorporées dans les protéasomes 26S. Ces nouvelles sous-unités catalytiques confèrent à 

l’immunoprotéasome des propriétés de clivage distinctes et modulent le répertoire de 
peptides présentés par les molécules du CMH-I. LMP2, MELC-1 et LMP7 augmentent le clivage 

des protéines après un résidu hydrophobe en position C-terminale. Les polypeptides sont donc 

davantage susceptibles de se lier aux molécules du CMH-I puisque les résidus hydrophobes de 

l’extrémité carboxyle constituent un site d’ancrage à la position 9 du sillon des molécules du 
CMH-I (Falk et al., 1991; Tanaka, 2009; Ferrington and Gregerson, 2012). De manière globale, 

la modification de ces trois sous-unités catalytiques affecte le répertoire des peptides du CMH-

I et les réponses T CD8+ antivirales (Chen et al., 2001; de Verteuil et al., 2010). 

Transport des peptides vers le RE et assemblage des complexes peptides-

molécule du CMH de classe I 
Le complexe de chargement des peptides (PLC) est localisé dans le RE et joue un rôle 

fondamental dans le processus de chargement des peptides sur les molécules du CMH de 

classe I. Le PLC est, entre autres, responsable de la sélection, du traitement et du chargement 

des peptides de haute affinité sur les molécules du CMH-I (Margulies et al., 2022). Le PLC est 

composé des molécules du CMH de classe I nouvellement synthétisées, des chaperonnes 

tapasine, calréticuline, ERp57 ainsi que de la protéine TAP (Blees et al., 2017).  

Figure 30. Représentation schématique de l’immunoprotéasome (figure adaptée de Ferrington and Gregerson 2012).  
LMP2, MELC-1, et LMP7 sont représentées par les sous-unités (rouges foncées) β1i, β2i, et β5i, respectivement. En réponse 
à l’IFN et TNFα elles sont préférentiellement incorporées à la place des sous unités (rouges claires) β1, β2, et β5, du 
protéasome 20S.  
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Une fois dégradé par le système UPS, le précurseur peptidique est transporté dans le RE par le 

biais de la protéine TAP. La protéine TAP est un hétérodimère composé des deux sous-unités 

TAP1 et TAP2 ancrées à la membrane du RE. La protéine TAP permet une translocation efficace 

dans le RE de peptides cytosoliques de 8 à 16 acides aminés (van Endert et al., 1994; Koopmann 

et al., 1996; Momburg and Hämmerling, 1998; Burgevin et al., 2008). Quand ils pénètrent dans 

le RE, les précurseurs peptidique produits par le protéasome ont principalement une taille 

minimale de 15 acides aminés (Rock and Goldberg, 1999; Reits et al., 2004). Ils sont donc trop 

longs pour se fixer directement sur les molécules du CMH-I et nécessitent une ultime étape de 

protéolyse pour pouvoir se fixer efficacement dans le sillon des molécules du CMH-I.  

Chez l’Homme, deux aminopeptidases, ERAP1 (« endoplasmic reticulum aminopeptidase ») et 

ERAP2 sont impliquées dans ce processus. Elles coupent le précurseur dans sa partie N-

terminale (Saric et al., 2002; Saveanu et al., 2005). ERAP1 et ERAP2 partagent une structure 

similaire mais ont une spécificité propre de clivage des ligands des molécules du CMH-I. ERAP1 

a plus d’affinité pour les résidus hydrophobes tandis qu’ERAP2 montre une préférence pour 
les résidus basiques (Saveanu et al., 2005). De plus, ERAP1 favorise la production d’épitopes de 
huit à neuf acides aminés, taille requise pour une liaison stable aux molécules du CMH-I (York 

et al., 2002). ERAP2 interviendrait davantage dans la prise en charge des précurseurs complexes 

ou lorsque l’extension N-terminale est composée de résidus basiques. Ces deux 

aminopeptidases ne font pas partie du PLC mais ont un rôle essentiel dans la diversité des 

peptides générés capables de se fixer aux molécules CMH-I. Elles sont d’ailleurs inductibles par 
l’IFN ce qui augmente le répertoire d’épitopes en réponse à un stress cellulaire. La déplétion 

d’ERAP chez la souris a un impact direct sur le répertoire de peptides endogènes présentés 

(Hammer et al., 2007). En outre, les cellules déficientes en ERAP présentent à leur surface des 

complexes pCMH instables ayant la capacité d’activer les LTs CD8+ et les cellules B. Les 

aminopeptidases ERAP1 et ERAP2 sont donc essentielles à la diversité du répertoire 

antigénique et joue un rôle dans la tolérance immunitaire définie comme l’absence d’activation 
des cellules immunitaires suite à la reconnaissance des peptides du soi. 

Une fois générés, les épitopes sont chargés sur les molécules du CMH-I et soumis à un contrôle 

qualité avant d’être exportés du RE. La tapasine qui est une protéine transmembranaire du PLC 
assure la sélection de peptides de haute affinité, processus nommé édition des peptides ou 

« peptide roofreading » en anglais (Thomas and Tampé, 2017, 2021). La tapasine, en 

association avec la chaperonne ERp57, favorise la dissociation des peptides sous optimaux fixés 

sur les molécules du CMH-I et la fixation de peptides plus affins (Wearsch and Cresswell, 2007).  

Le complexe pCMH devient alors stable, se dissocie du PLC, et est exporté à la membrane 

plasmique en transitant par l'appareil de Golgi. 

2.4.1.2 La présentation croisée : la voie alternative  

Découvert en 1976 par le Dr Bevan, la cross-présentation est un mécanisme par lequel une 

source antigénique exogène est dégradée puis présentée sur les molécules du CMH-I (Bevan, 

1976). Ce processus est spécifique aux APCs, et les DCs sont particulièrement efficaces pour 

présenter des antigènes de manière croisée en raison de leur capacité de dégradation moins 

importante par rapport aux autres APCs (Rodriguez et al., 1999; Savina et al., 2006). La 
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présentation croisée a une place importante dans l’immunité adaptative puisqu’elle permet 
aux DCs de présenter aux LTs CD8+ des peptides dérivés de pathogènes qui ne les infectent 

pas. En plus de l’activation des LTs CD8+, la présentation croisée est aussi impliquée dans la 

tolérance immunitaire. C’est la plasticité cellulaire des DCs et leur habilité à reconnaitre des 
signaux de danger via leur PRR (« pattern recognition receptors ») qui leur permet de passer 

d’un statut tolérogène à immunogène (Adiko et al., 2015).   

Il existe deux voies principales pour la présentation des antigènes exogènes sur les molécules 

du CMH-I lors de la présentation croisée (Adiko et al., 2015). La première est la voie vacuolaire 

qui est indépendante des protéines TAP et du protéasome tandis que la seconde, appelée voie 

cytosolique, dépend de ces dernières (Figure 31). A ce jour, nous n’avons pas une 
compréhension complète des implications de la voie vacuolaire et cytosolique dans la 

présentation croisée des antigènes in vivo. 

 

Figure 31. La voie vacuolaire et cytosolique de présentation croisée vacuolaire par les molecules du 

CMH-I (figure originale de Blander 2018). (1) La voie vacuolaire dégrade les antigènes phagocytés par le 

biais des cathepsines S. Le pH optimal est maintenu par les ROS générés par la NADPH oxidase. (2) La 

voie cytosolique repose sur la rétro-translocation au cytosol de l’antigène phagocyté. L’antigène alors 
présent dans le cytosol est dégradé par le protéasome puis acheminé dans le RE où il sera chargé sur les 

molécules du CMH-I nouvellement synthétisées comme lors de la présentation endogène des antigènes 

de classe I.  
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La voie vacuolaire  
Après son internalisation, l’antigène est séquestré dans des vésicules d’endocytose où il est 
ensuite dégradé puis chargé sur les molécules du CMH-I qui seront ensuite exportées à la 

membrane plasmique. Cette localisation exclusivement endosomale est spécifique à la voie 

vacuolaire (Blander, 2018).  

Les molécules du CMH-I recrutées aux vésicules endolysosomales proviennent de différentes 

sources subcellulaires (Figure 32). Par exemple, les molécules du CMH-I recyclées depuis la 

membrane plasmique dans les endosomes peuvent être directement chargées avec des 

peptides issus de l’endocytose ou bien servir de réserve de molécules du CMH-I en formant le 

compartiment de recyclage endosomal (Aderem, 2002; Lizée et al., 2003; Blander, 2018). 

Deuxièmement lors de la phagocytose, l’activation des signaux du TLR (« Toll-like receptor ») 

induit le recrutement des molécules du CMH-I du compartiment de recyclage endosomal au 

phagosome ce qui permet de mettre en contact l’antigène avec les molécules du CMH-I (Nair-

Gupta et al., 2014). D’autres sources subcellulaires des molécules du CMH-I que je ne détaille 

pas dans cet écrit sont possibles (Blander, 2018).  

L’antigène est dégradé par le biais de protéases vacuolaires dont la plus importante est la 

cathepsine S de par son activité à pH alcalin (Shen et al., 2004). En effet, la production de ROS 

dans la présentation croisée par les DCs permet de maintenir le pH du phagaosome alcalin.  

Figure 32. Les différentes sources de molécules de classe I dans la présentation croisée (figure originale de Blander 2018). 

Quatre sources distinctes de molécules du CMH-I peuvent être utilisées par les DCs. (1) Trafic direct des molécules du CMH-I 

du RE vers les compartiments endolysosomaux contenant le cargo phagocyté. (2) Le détournement de la voie sécrétoire des 

molécules du CMH-I vers des particules endosomales. (3) Le recrutement des molécules du CMH-I de la membrane aux 

compartiments endolysosomaux. (4) Le recrutement de molécules du CMH-I recyclés par la signalisation des TLR.  
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Le chargement des épitopes sur les molécules du CMH-I est suivie de l’exportation des pMHC 
vers la membrane plasmique.  

La voie cytosolique 
La voie cytosolique est dépendante de la protéine TAP et du protéasome. A l’inverse de la voie 
vacuolaire, le cargo du phagosome est libéré dans le cytoplasme par rétro-translocation 

(Figures 28 et 31). L’exportation des antigènes vers le cytosol peut se faire selon deux modèles : 

par le biais d’un transporteur ou par la perturbation des membranes du phagosome (Gros and 

Amigorena, 2019). Dans l’hypothèse de la molécule de transport, les antigènes doivent être 
dépliés avant leur translocation. Cette étape est assurée par l’enzyme GILT, une thiol réductase 
phasogomale exprimée constitutivement par les DCs, qui réduit les ponts disulfures des 

antigènes. Les Drs Singh and Cresswell ont montré que l’initiation des réponses LTs CD8+ 

spécifiques de l’HSV-1 ou du virus de la grippe A est fortement dépendante de GILT (Singh 

and Cresswell, 2010). La protéine Hsp90 est l’une des protéines de transport impliquée dans 

l’export de l’antigène déplié au cytosol (Imai et al., 2011). Une fois dans le cytosol, l’antigène 
est soit replié par le biais de Hsp90 qui restaure son activité, soit dégradé par le protéasome 

et chargé sur les molécules du CMH-I néosynthétisées (Giodini and Cresswell, 2008).     

Ces deux voies non canoniques de présentations des antigènes de classe I impliquent des 

facteurs moléculaires et de voies intracellulaires complexes dont certaines restent incomprises 

ou controversées. Bien que certaines questions doivent être résolues, la présentation croisée 

contribue significativement à l'immunité en exposant les LTs CD8+ à de nombreux antigènes 

viraux, bactériens et tumoraux. 

2.4.2 La voie de présentation des antigénes par les molécules du CMH-II  

2.4.2.1 Présentation des antigènes exogènes : la voie canonique 

Historiquement, les molécules du CMH-II présentent des peptides de sources exogènes 

(bactéries, champignons) qui ont été internalisés depuis le milieu extracellulaire dans les APCs. 

La voie canonique de présentation des antigènes de classe II repose sur l’engagement de la 
voie vésiculaire et fait intervenir de nombreux facteurs moléculaires. Différentes voies 

d’endocytose peuvent être utilisées pour la capture et l’apprêtement des antigènes telles que 
la macropinocytose, la phagocytose, et l’endocytose modulée par les récepteurs de surface. 
Les cargos internalisés dans les endosomes précoces fusionnent avec les lysosomes et sont 

ensuite acheminés jusqu’au compartiment de chargement des molécules du CMH-II (MIIC). Les 

antigènes y subissent leur dernier traitement protéolytique et l’épitope le plus affin est chargé 
dans le sillon de fixation des peptides des molécules du CMH-II. Le pCMH est exporté à la 

surface cellulaire pour interagir avec les LTs CD4+ (Figure 33). 

L’endocytose modulée par les récepteurs de surface  
Les APCs possèdent des récepteurs de surface qui favorisent l’endocytose de particules 
exogènes dans le MIIC. Les récepteurs de types lectine, tel que le récepteur au mannose, sont 

exprimés à la surface des DCs et des LB. Ils fixent les résidus carbohydrates des pathogènes et 

les internalisent soit par endocytose dépendante des clathrines soit par phagocytose (Roche 

and Furuta, 2015). Les DCs matures et les LB expriment également à leur surface des récepteurs 
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à la partie Fc des immunoglobulines de type G (FcR) qui capturent les complexes immuns. Ces 

différents récepteurs de surface ciblent les antigènes dans les compartiments endolysosomaux 

puis dans le MIIC pour leur présentation aux LTs CD4+.  

La lectine « DC-SIGN » est notamment connue dans le contexte du VIH-1 pour capturer et 

promouvoir la présentation de peptides viraux sur les molécules du CMH-II et initier une 

réponse LT CD4+ spécifique (Moris et al., 2006a). DC-SIGN est un récepteur présent sur les 

macrophages et les DCs, en condition inflammatoire, qui fixe les pathogènes par la 

reconnaissance de glycoprotéines riches en mannose. L’expression de DC-SIGN est délétère 

car elle favorise l’attachement du virus à la cellule cible lors de l’infection. Bien que l’infection 
des DCs soient généralement peu productive (10 à 100 fois moins efficace in vivo que 

Figure 33. Voie de présentation des antigènes de classe II (figure adaptée de Blum et al 2013). Les protéines α et β du CMH-

II s'associent aux trimères de la chaîne invariante Li (I) pour former des nonamères. Ces complexes transitent vers les 

endosomes tardifs/MIIC soit via l'appareil de Golgi, soit par recyclage à partir de la surface cellulaire. Dans le MIIC, la chaîne 

Li est protéolysée séquentiellement pour donner le fragment résiduel de la chaîne Li, CLIP. Le déplacement de CLIP du sillon 

pour un ligand affin du CMH-II est médié par HLA-DM, lui même régulé par HLA-DO.  Les antigènes sont livrés aux endosomes 

tardifs/MIIC par phagocytose, pinocytose, endocytose et autophagie puis traités par les cathepsines. Les complexes CMH-II-

peptides sont ensuite transportés à la surface des cellules pour être reconnus par les cellules T CD4+. 
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l’infection des TCD4+), elles agissent néanmoins comme des vecteurs de transport pour le virus. 

Après sa reconnaissance par DC-SIGN, le virus est séquestré dans des compartiments appelés 

corps multivésiculaires (MVB). Si le MVB fusionne avec un lysosome, le virus est dégradé et 

présenté sur les molécules du CMH-II. Sinon, le virus est transporté par l’intermédiaire de la DC 

vers les ganglions lymphatiques où il sera libéré par synapse immunologique ou exocytose. Ce 

processus est appelé trans-infection (Figure 34) (Martín-Moreno and Muñoz-Fernández, 2019). 

Concernant les LBs, ils internalisent principalement les antigènes exogènes par l’intermédiaire 
de leur récepteur BCR (« B-cell receptor »). Le BCR est une immunoglobuline qui reconnait un 

épitope spécifique. Les LBs dotés de BCR spécifiques d’antigènes sont 1 000 fois plus efficaces 

dans le traitement et la présentation de l’antigène aux LTs apparentés que les LBs dotés de 
BCR aspécifiques (Rock, Benacerraf and Abbas, 1984). 

Le MIIC 
Le MIIC est un compartiment vésiculaire spécialisé dans la présentation des antigènes de classe 

II. C’est un endosome tardif qui a un pH acide et où les molécules HLA-DR, -DM, -DO, et les 

cathepsines B, H, L et S sont présentes (Lautwein et al., 2002; Hartman et al., 2010). Après leur 

synthèse dans le RE, les molécules du CMH-II sont couplées à la chaîne invariante Li, aussi 

appelée CD74. CD74 est une glycoprotéine transmembranaire qui stabilise et protège le sillon 

peptidique des molécules du CMH-II par son domaine CLIP, inhibant ainsi la fixation des 

épitopes de faible affinité (Roche and Cresswell, 1991; Romagnoli and Germain, 1994; Sadegh-

Nasseri et al., 1994; Busch et al., 1996; Blum, Wearsch and Cresswell, 2013; Lindner, 2017). Les 

Figure 34. Les différentes voies et acteurs moléculaires utilisés par le VIH-1 à l’intérieur de la DC (figure originale de Martin-

Moreno and Munoz-Fernandez 2019). Grâce à l’intervention de facteurs de restriction cellulaires tels que p21, SAMHD1, et 

APOBEC3G, l’infection des DCs par le VIH-1 est peu efficace (panel de gauche). Néanmoins le VIH-1 peut pénétrer dans la DC 

par endocytose et s’accumuler dans les MVB. La présence du virus dans les MVB peut conduire à l’activation ou à la trans-

infection des LTs CD4+. 
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molécules du CMH-II présentes dans le MIIC proviennent soit de la ré-internalisation des 

molécules du CMH-II exposées à la membrane plasmique soit d’une néosynthèse dans le RE 
(Roche et al., 1993; Raiborg and Stenmark, 2009). A ce stade, les molécules du CMH-II du MIIC 

sont immatures.  

L’acidification du MIIC mène à l’activation des protéases endolysosomales représentées 
principalement par la famille des cathepsines. La protéolyse de CD74, essentielle au 

chargement de peptides de haute affinité, est finement régulée par HLA-DM et les cathepsines. 

Plusieurs cathepsines et endo-peptidases ont été rapportées pour jouer un rôle dans la 

dégradation de CD74 mais les cathepsines S et L semblent jouer un rôle prépondérant 

(Manoury et al., 2003; Blum, Wearsch and Cresswell, 2013). La chaîne invariante CD74 est donc 

entièrement dégradée à l’exception du peptide CLIP qui reste intégré dans le sillon peptidique. 
C’est finalement la molécule HLA-DM qui catalyse la dissociation de CLIP pour un peptide de 

plus haute affinité (Denzin and Cresswell, 1995; Sanderson et al., 1996). La molécule HLA-DO 

est exprimée par les APCs et permet une régulation négative de HLA-DM (Guce et al., 2013).  

Le processus de transport des molécules du CMH-II chargées du MIIC à la surface de la cellule 

n'est pas encore bien caractérisé. Deux voies de transport ont été proposées : l'une impliquant 

un réseau d'actine et l'autre impliquant le transport du MIIC le long des microtubules (Neefjes 

et al., 2011). Le mouvement du MIIC et son extension vers la surface de la cellule sont 

directement liés à la capacité des DC à présenter des antigènes aux LT CD4+ (Boes et al., 2002). 

2.4.2.2 Les voies alternatives de présentation antigénique classe II 

A l’image de la présentation croisée où des peptides de source exogène sont présentés par les 

molécules du CMH-I, des peptides issus de la synthèse protéique peuvent être présentés par 

les molécules du CMH-II. Ces voies alternatives de présentation antigénique sont capables 

d’initier une réponse LT CD4+ spécifique de peptides issus de protéines néosynthétisées. Ce 

phénomène a été initialement décrit dans les années 1980, notamment quand Jacobson et al 

ont mis en évidence la reconnaissance de peptides cytosoliques dérivés du virus de la rougeole 

par des LTs CD4+ (Jacobson et al., 1988). Par la suite, de nombreuses études ont également 

démontré que certaines protéines virales pouvaient être présentées par les molécules du CMH-

II selon la voie de présentation endogène (Leung, 2015). L’ultime démonstration est faite suite 
à l’analyse du répertoire de peptides présentés par les molécules du CMH-II (appelé ligandome 

ou immunopeptidome) qui révèle qu’une fraction des peptides présentés est issue de protéines 
intracellulaires (Chicz et al., 1993; H. Rammensee et al., 1999; Dongre et al., 2001; Muntasell et 
al., 2002). Depuis, de nombreuses voies alternatives ont été identifiées, en particulier grâce à 

l’étude des antigènes viraux (Purnima, Ganesan and Eisenlohr, 2017). Différentes voies 

d'apprêtement des antigènes endogènes restreints aux molécules de classe II sont proposées, 

notamment la voie vésiculaire, la voie cytosolique, et l'autophagie (Figure 35).  
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La voie vésiculaire : l’exemple du recyclage des molécules du CMH-II 
Dans ce modèle, les peptides sont chargés sur les molécules du CMH-II matures suite à leur 

internalisation par la voie de recyclage.  Le chargement des peptides sur les molécules du CMH-

II est indépendant de HLA-DM et de CD74 (Figure 35, voie n°1). Après leur recyclage depuis la 

membrane plasmique, les molécules du CMH-II se situent dans les endosomes précoces. Il a 

été mis en évidence que suite à leur absorption, certains peptides de la grippe, résistants aux 

protéases des endosomes précoces, sont chargés sur les molécules de classe II recyclées (Pinet 

et al., 1995; Sinnathamby and Eisenlohr, 2003). Ayant une conformation ouverte, le sillon du 

CMH-II présents dans les endosomes précoces peut fixer de grands peptides qui ne nécessitent 

pas de traitement protéolytique comme il peut y avoir lieu dans les endosomes tardifs. Dans 

ce cas de figure, les endosomes précoces et tardifs (voie exogène canonique) génèrent des 

complexes pMHC-II différents (Griffin, Chu and Harding, 1997). L’étude de Tewari et al montre 
que la génération et l’acheminement de peptides de la grippe dans les endosomes précoces 
où se situent les molécules du CMH-II recyclées sont dépendants du protéasome et de la 

protéine TAP (Tewari et al., 2005) (Figure 35, voie n°4b). En utilisant un modèle murin, Miller et 

al ont montré que la majorité des réponses CD4+ dirigées contre les protéines du virus de la 

grippe sont générées suite au traitement de l’antigène par la voie de présentation endogène 
dans les APCs infectées (Miller et al., 2015) (Figure 35, voie n°5a). Ce processus est décrit 

comme dépendant du protéasome mais indépendant des pompes TAP.  

Figure 35. Les différentes voies non canoniques de présentation des antigènes intracellulaires par les molécules du CMH-

II (figure adaptée de Purnima et al. 2017 et Pereira, 2019). Les différents phénomènes menant à la présentation d’antigènes 
endogènes sur les molécules du CMH-II sont représentés. 1) La voie de recyclage indépendante de HLA-DM ; 2) La 

macroautophagie ; 3) L’autophagie modulée par des chaperonnes (CMA) ; 4a et 4b) les voies d’apprêtement dépendante de 

TAP ; 5a et 5b)  les voies d’apprêtement indépendante de TAP ; 6)  L’acheminement par un mécanisme TAP indépendant et 
HLA-DM dépendant. EE : endosome précoce ; LE : late endosome ; ER : reticulum endoplasmique ; ERAD : complexe de 

dégradation associé au RE.  
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La voie cytosolique  
Chargement dans les endosomes tardifs ou le RE 

Les mécanismes permettant de charger les précurseurs peptidiques dans les endosomes tardifs 

ou dans le RE peuvent dépendre séparément de HLA-DM et de TAP, ou être totalement 

indépendant de ces éléments (Purnima, Ganesan and Eisenlohr, 2017). Dani et al, montrent que 

des peptides cytosoliques sont présents dans les endosomes tardifs et que la formation du 

complexe pMHC est dépendant de la chaîne invariante et de la chaperonne HLA-DM. 

Néanmoins, l’acheminement du précurseur dans l’endosome tardif ne nécessite pas 
l’implication de TAP (Figure 35, voie n°6) (Dani et al., 2004). Malnati et al mettent en évidence 

l’implication de la protéine TAP dans la présentation des peptides dérivés du virus de la grippe 
restreints par HLA-DR1 (Malnati et al., 1992) (Figure 35, voie n°4a). Une autre étude vient 

démontrer que l’acheminement des peptides endogènes dans le RE peut être TAP indépendant 
(Miller et al., 2015) (Figure 35, voie n°5a). Dans le même esprit, l’antigène tumoral NY-ESPO-1 

est apprêté par un processus TAP-indépendant sur les molécules du CMH-II (Tsuji et al., 2012; 

Matsuzaki et al., 2014). Son apprêtement nécessite l’activité de la protéine HSP90. Dans le 

modèle du mélanome, l’antigène gp100 est chargé sur les molécules du CMH-II par le biais 

d’une séquence signal d’adressage au MIIC. Ces séquences optimisent la réponse LT CD4+ 

spécifiques de gp100 (Lepage and Lapointe, 2006).  

L’autophagie et l’implication de ses différents effecteurs moléculaires 

Plusieurs études ont démontré l’implication de l’autophagie dans la présentation des peptides 
endogènes. Par l’utilisation de molécules inhibitrices et de ARN interférant, deux études 
montrent que l’antigène nucléaire EBNA1 de l’EBV active une réponse LT CD4+ via la 

macroautophagie (Münz et al., 2000; Paludan et al., 2005; Leung et al., 2010) (Figure 35, voie 

n°2). L’analyse de l’immunopeptidome des molécules du CMH-II révèle que l’autophagie 

participe au traitement des protéines cytosoliques et nucléaires (Dengjel et al., 2005).   

Toutefois, un autre mécanisme de présentation non canonique des antigènes de classe II 

indépendant de la voie autophagique vient d’être mise en évidence au laboratoire. Ce 
mécanisme repose sur l’implication d’un seul effecteur moléculaire de l’autophagie : le 
récepteur autophagique TAX1BP1. Lors de précédents travaux réalisés au laboratoire, Coulon 

et al, ont mis en évidence que des peptides dérivés des protéines endogènes Gag et Env du 

VIH-1 sont chargées sur les molécules du CMH-II et initient une réponse des LTs CD4+ (Coulon 

et al., 2016). Le traitement endogène de ces protéines virales est démontré comme étant un 

mécanisme indépendant de l’autophagie. Néanmoins, on observe une potentialisation de la 
réponse CD4+ quand les antigènes sont directement adressés à l’autophagosome. D’autres 
exemples où le processus de l’autophagie (formation de l’autophagosome puis fusion avec une 

vésicule lysosomale) n’intervient pas dans la présentation des antigènes endogènes ont été 
décrits (Paludan et al., 2005; Leung, 2015). Une littérature de plus en plus fournie indique que 

certains effecteurs moléculaires de l’autophagie peuvent affecter directement ou indirectement 

la présentation des antigènes restreints par les molécules du CMH-II (Fletcher et al., 2018; 

Sarango et al., 2022). Les récepteurs autophagiques sont impliqués dans de multiples 

processus cellulaires tels que la xénophagie, la mitophagie, la dégradation des bactéries 



66 

 

internalisées etc. Notre équipe s’est donc intéressé à étudier le rôle des récepteurs 
autophagiques dans la présentation des antigènes endogènes par les molécules du CMH-II.  

L’étude menée par Sarango et al démontrent que seule la déplétion de TAX1BP1 entraine une 

diminution drastique de l’activation des LTs CD4+ spécifiques de peptides dérivés du VIH-1 et 

du HCMV (Sarango et al., 2022). L’analyse de l’immunopeptidome montre que la déplétion de 

TAX1BP1 influence drastiquement la nature des peptides présentés par les molécules du CMH-

II. Les auteurs montrent une relocalisation périnucléaire des molécules du CMH-II en l’absence 
de TAX1BP1. Ils observent également que le récepteur autophagique stabilise et protège la 

chaîne invariante CD74 d’une dégradation ce qui permet le maintien du contrôle qualité des 
peptides présentés. L’analyse de l’interactome de TAX1BP1 montre une interaction avec la 
calnexine, chaperonne présente dans le RE qui assure la stabilité de la chaîne invariante CD74. 

Cette étude démontre donc le rôle majeur du récepteur autophagique TAX1BP1 dans la 

présentation des antigènes viraux endogènes par les molécules du CMH-II. La voie 

d’apprêtement par laquelle les peptides sont acheminés au MIIC reste à élucider.    

2.5. Les sources d’antigènes présentés par les molécules du CMH 

Nous venons de voir qu’une partie importante des peptides présentés par les molécules du 
CMH de classe I et II sont issus de protéines endogènes cytosoliques ou nucléaires, soulignant 

le lien direct entre la traduction et la présentation des antigènes. Dans cette sous-partie de 

mon manuscrit, je vais détailler le rôle de la traduction canonique et non canonique en tant 

que sources antigéniques, qui constituent un axe important de mon sujet de thèse.  

2.5.1 La traduction canonique comme source antigénique  

2.5.1.1 Les protéines retraitées VS les DRiPs 

Les protéines néosynthétisées à partir d’un ORF sont stables, assurent leurs fonctions, puis sont 
dégradées selon une cinétique de premier ordre avec une demi-vie caractéristique. Lorsque la 

protéine a assuré ses fonctions et a atteint son temps de demi-vie, elle est alors appelée 

« retraitée » (« retirees » est le terme employé en anglais) et elle est ensuite dégradée par le 

protéasome puis présentée à la surface des cellules par les molécules du CMH. La dégradation 

par le protéasome des protéines mal repliées suite à leur traduction ou des protéines stables 

ayant assurées leurs fonctions est essentielle au maintien de l’homéostasie cellulaire en 
condition physiologique (Kniepert and Groettrup, 2014; Rock et al., 2014). Historiquement, le 

renouvellement protéique régulier constitue la source majoritaire d’antigène, que les protéines 
soient défectueuses ou exemptes d’erreurs (Antón and Yewdell, 2014; Rock et al., 2014).  

Néanmoins, en 1992, le Dr Esquivel fait la découverte que les LTs CD8+ sont capables de 

reconnaître des peptides viraux présentés à la surface des molécules du CMH-I de cellules 

infectées bien avant que les protéines virales puissent être détectées (Esquivel, Yewdell and 

Bennink, 1992). Cela sous-entend l’existence d’un mécanisme alternatif, plus rapide que la 
traduction canonique, menant à la production de peptides immunogènes. Suite à cette étude 

les Drs Yewdell, Antón et Bennink introduisent le modèle des DRiPs (« Defective ribosomal 

products ») (Yewdell, Antón and Bennink, 1996). A l’origine, les DRiPs sont définis comme des 
produits défectueux de traduction qui n’atteignent pas une conformation stable et qui sont 
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dégradés pendant ou rapidement après leur traduction. A cette époque, le Dr Yewdell se 

focalise sur la traduction des ORFs et conclut que les DRiPs proviennent d’une terminaison 
prématurée ou d’un mauvais repliement de la chaîne naissante. La caractéristique des DRiPs 
est leur rapidité : dans leur apparition et leur dégradation. En utilisant la méthode de pulse-

chase, Schubert et al, sous la direction des Drs Yewdell et Bennink, démontrent que la 

dégradation des DRiPs par le protéasome s’effectue dans les 30 minutes maximum après leur 
synthèse (Schubert et al., 2000). Les auteurs montrent également dans plusieurs types 

cellulaires que les DRiPs représentent environ 30% des produits nouvellement synthétisés. Les 

DRiPs sont néanmoins comptabilisés avec les protéines stables mais à courtes durée de vie que 

l’on appelle les SLiPs (« Short-life proteins ») due à la difficulté technique pour les distinguer. 

Environ 70% des protéines synthétisées sont stables avec une demi-vie d’en moyenne 3 000 

minutes, alors que le reste, les DRiPs et les SLiPs ont une demi-vie d’en moyenne 10 minutes 
avant leur dégradation par le protéasome (Schubert et al., 2000; Yewdell, 2003). De plus, en 

transfectant des cellules HeLa avec le clone moléculaire infectieux du VIH-1 (pNL4-3) et en 

utilisant des inhibiteurs du protéasome, ils détectent par pulse-chase des DRiPs ubiquitinés 

issus du précurseur Gag Pr55. La conclusion de leurs nombreux travaux dans ce domaine est 

que les DRiPs représenteraient la source majeure d’antigènes associés aux molécules de classe 

I et participent à l’immunosurveillance des cellules T (Antón and Yewdell, 2014).  

Plus récemment, des travaux ont caractérisé les DRiPs à un niveau moléculaire. Une étude 

analysant l’immunopeptidome des molécules du CMH-I montre que la majorité des peptides 

viraux sont détectés avant la détection des peptides viraux issus de protéines canoniques suite 

à l’infection par le virus de la grippe A (IAV) (Wu et al., 2019). La dégradation des DRiPs par le 

protéasome a été montrée comme dépendante et indépendante de l’ubiquitination en 
fonction du modèle cellulaire utilisé et des circonstances exactes de la génération des peptides 

(Wei et al., 2017; Yewdell and Hollý, 2020). Beaucoup de questions fondamentales sur la 

synthèse des DRiPs, leur nature, leur dégradation restent ouvertes.  

Il convient de souligner que les DRiPs ont été initalement définis comme des produits 

défectueux issus de la traduction des ORFs (Yewdell, Antón and Bennink, 1996). Cependant, 

suite à la publication de nombreuses études mettant en évidence les différents rôles 

biologiques de la traduction des sORFs, la définition des DRiPs s’est étendue aux produits issus 
de la traduction non canonique, et plus largement, à toutes les erreurs qui se produisent lors 

de la conversion de l’information génétique en protéines (Antón and Yewdell, 2014). Ainsi, à 

ce jour, les DRiPs sont définis comme l’ensemble des produits de traduction défectueux, qu’ils 
proviennent de régions canoniques ou non canoniques. Par conséquent, les DRiPs peuvent 

également être inclus dans la section suivante du manuscrit, intitulée « La traduction non 

canonique comme source antigénique ».  

2.5.1.2 Le peptide splicing  

L’épissage du protéasome, ou « peptide splicing », est un mécanisme par lequel le protéasome 

génère des peptides composés de deux fragments initialement éloignés dans la protéine 

parentale (Vigneron et al., 2019). En 2004, la découverte de peptides épissés issus de cellules 

cancéreuses a remis en question le concept général selon lequel les LTs CD8+ ne reconnaissent 
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que des peptides dérivés de fragments linéaires de protéines (Hanada, Yewdell and Yang, 2004; 

Vigneron et al., 2019). Deux équipes de recherche ont identifié chacune un peptide épissé par 

le protéasome, présenté à la surface des cellules tumorales et reconnus par les LTs CD8+ 

(Hanada, Yewdell and Yang, 2004; Vigneron et al., 2004). Le phénomène par lequel les deux 

fragments peptidiques sont assemblés par le protéasome est appelé transpeptidation. Plus la 

séquence séparant les deux fragments est courte, plus l’épissage par le protéasome est 
efficace. Quelques années plus tard, l’existence d’un épissage inverse, où les deux fragments 
peptidiques sont assemblés dans un ordre inverse est rapporté (Vigneron et al., 2019). Le 

protéasome comme l’immunoprotéasome sont les deux médiateurs de l’épissage peptidique. 
Des peptides épissés immunogènes ont été rapportés dans le VIH-1, la Listeria, et le diabète 

de type 1 (Delong et al., 2016; Platteel et al., 2016; Paes et al., 2019). Le modèle du diabète de 

type 1 est d’ailleurs la première et unique démonstration de peptides épissés restreint aux 
molécules du CMH-II. Le peptide, reconnu par les clones LTs CD4+ diabétogènes, est issu de 

l’épissage de fragments peptidiques provenant de deux protéines différentes présentes dans 

les granules sécrétoires des cellules β (Delong et al., 2016).    

Néanmoins, l’abondance des peptides épissés et leur relevance immunologique est très 
controversée dans la communauté scientifique (Admon, 2021; Lichti et al., 2022). Certains 

chercheurs s’accordent sur le fait que les peptides épissés ne composent pas une large fraction 
de l’immunopeptidome, voir même qu’ils en sont totalement absents. Leurs affirmations sont 
fondées sur les méthodologies utilisées, biochimiques et bioinformatiques. Par exemple, l’eau, 
qui est un inhibiteur compétitif de la transpeptidation, est trop abondante dans le milieu 

intracellulaire rendant la transpeptidation alors inefficace voir peu probable. L’annotation 
bioinformatique des peptides épissés serait incorrecte. Il serait davantage probable que les 

peptides épissés soient finalement des peptides non épissés résultant de transcrits non 

canoniques pas encore identifiés (et donc pas répertorié dans la base de données). De plus, 

pour certaines études la disponibilité des données brutes n’est pas toujours évidente, et la 
validation technique et biologique des peptides identifiés sont souvent manquantes.  

2.5.1.3 Les néoantigènes 

Dans une cellule tumorale, les multiples altérations de l’ADN peuvent conduire à la formation 
de séquences en acides aminés nouvelles appelées néoantigènes. A la différence des antigènes 

associés aux tumeurs et aux antigènes de la lignée germinale du cancer (« C/G antigens »), les 

néoantigènes sont totalement absents des tissus sains car ils dérivent de mutations spécifiques 

à la tumeur. C’est une caractéristique majeure pour la pertinence immunologique et 
thérapeutique des néoantigènes. Cela garantit un répertoire de cellules T disponibles qui n’est 
pas déplété par la tolérance centrale des cellules T et évite l’activation d’une réponse auto-

immune (Schumacher and Schreiber, 2015).   

Les néoantigènes peuvent dériver de mutations non synonymes, d’insertions et de délétions, 
mais aussi de changement de phase de lecture (FS), etc. Les néoantigènes qui dérivent 

d’évènements non canoniques de traduction seront abordés dans la section suivante. Dans le 

cas des tumeurs viro-induites telles que le cancer du col de l’utérus lié au HPV, le cancer de la 
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nuque lié à l’EBV, tout épitope qui dérive d’ORFs viraux est une source potentielle de 
néoantigènes (Jiang et al., 2019).  

En 1988, De Plaen et al sont les premiers à mettre en évidence la reconnaissance d’un peptide 
muté par les cellules T spécifiques de tumeur (De Plaen et al., 1988). S’en suit plusieurs 
découvertes charnières dans le domaine notamment en 1995 et en 1996 où des néoantigènes 

sont identifiés pour être communs à plusieurs patients et où la réactivité des lymphocytes T 

infiltrant la tumeur est spécifique de néoantigènes (Wölfel et al., 1995; Robbins et al., 1996). De 

nombreux néoantigènes ont ensuite été identifiés dans le mélanome et le carcinome rénal, et 

plus largement dans les tumeurs malignes. Plus tard, les groupes de recherche dirigés par les 

Drs Schreiber et Sahin, ont utilisé des modèles de souris pour montrer que les données 

génomiques du cancer peuvent être utilisées pour identifier des ensembles potentiels de 

néoantigènes qui peuvent ensuite être évalués pour leur réactivité aux cellules T (Castle et al., 
2012; Matsuzaki et al., 2014). D’autres travaux basés sur la reconnaissance des cellules T ont 
ensuite révélé que des réponses CD8+ mais aussi CD4+ dirigées contre des néoantigènes sont 

fréquemment observées au sein des lymphocytes T infiltrant les tumeurs (TILs) chez les patients 

atteints de mélanome (Robbins et al., 2013; van Rooij et al., 2013; Linnemann et al., 2015; 

Verdegaal et al., 2016; Tran, Robbins and Rosenberg, 2017). Cependant, peu d’équipes de 
recherches étudient l’implication de la réponse immunitaire médiée par les LTs CD4+ contre les 

néoantigènes (Tran et al., 2014; Schumacher and Schreiber, 2015) 

2.5.2 La traduction non canonique comme source antigénique 

2.5.2.1 La traduction cytosolique 

Le laboratoire du Dr Boon est le premier à mettre en évidence le potentiel de la traduction non 

canonique comme substrat antigénique. En 1989, son équipe montre que des cellules 

transfectées avec des fragments d’ADN tumoraux déplétés de leurs séquences promotrices ou 
de motifs d’initiation pouvaient être malgré tout reconnus par des LTs CD8+ spécifiques de la 

tumeur (Boon and Van Pel, 1989). Le laboratoire du Dr Nilabh Shastri, novateur dans le domaine 

de la présentation antigénique non canonique, montre en 1993, que l’épitope « SIINFEKL » 

dérivé de l’ovalbumine provient d’un cadre de lecture incorrect (Shastri and Gonzalez, 1993; 

Apcher et al., 2022). Le Dr Boon et son équipe font la découverte du premier néoantigène dérivé 

d’intron en 1995 (Coulie et al., 1995). De manière captivante, en 1996, le groupe du Dr Steven 

A. Rosenberg fait la toute première démonstration que les TILs peuvent reconnaître un peptide 

issu d’un ARF. Le peptide alternatif « MSLQRQFLR », issu du gène gp75 du mélanome, est codé 

par un codon AUG qui est présent immédiatement en amont de l’ARF. Les auteurs observent 
également une corrélation entre la présence des LTs CD8+ spécifiques du peptide alternatif 

(considéré comme néoantigène) et la régression tumorale (Wang et al., 1996).  En 1999, un ARF 

issu d’un FS en +1 du gène de la carboxylestérase intestinale est décrit pour générer un épitope 
reconnu par les TILs de carcinome rénal in situ. Aucune des trois mutations ponctuelles sur les 

trois codons AUG de l’ARF n’abolit la reconnaissance par les cellules T. En revanche, la mutation 
du premier codon non-AUG « ACG » en amont abolit la reconnaissance par les LTs CD8+ 

(Ronsin et al., 1999). La même année, le laboratoire du Dr Nilabh Shastri montre par 

spectrométrie de masse et des tests d’activation des cellules T que les produits issus d’une 
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initiation non-AUG peuvent être une source de substrats peptidique pour les molécules du 

CMH-I (Malarkannan et al., 1999). En effet, les peptides traduits à partir d’une initiation « CUG » 

sont des sources antigénique pour activer la réponse CD8+ (Dolstra et al., 1999; Starck et al., 
2008, 2012). C’est notamment le cas dans le carcinome rénal où le peptide issu de l’initiation 
CUG du VEGF active la réponse T CD8+ (Weinzierl et al., 2008). De façon complémentaire, il a 

été reporté que la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires lors d’une infection virale ou 
microbienne favorise la présentation d’épitopes issus d’une initiation « CUG » par les molécules 

du CMH-I (Prasad, Starck and Shastri, 2016). Ce mécanisme pourrait être une stratégie de l’hôte 
pour générer des épitopes suite à un stress cellulaire. Le reconnaissance de néoantigènes 

dérivés d’ARFs ou issus d’une traduction dépendante d’IRES par les TILs ont également été mis 
en évidence (Rosenberg et al., 2002; Carbonnelle et al., 2013).  

Parallèlement, l’idée que les substrats des molécules du CMH-I puissent dériver d’évènements 

non conventionnels de traduction fait aussi son chemin sur le modèle viral. Les observations 

du Dr Fetten ont montré que l’induction d’un décalage de cadre de lecture ne perturbent pas 
la présentation par les molécules du CMH-I de l’épitope non canonique dérivé de la 

nucléoprotéine du virus de la grippe (Fetten, Roy and Gilboa, 1991). Et pour cause, Bullock et 

al ont ensuite démontré que la traduction de ce peptide alternatif est issu d’un leaky scanning 
(Bullock and Eisenlohr, 1996). La production et la reconnaissance par les LTs CD8+ spécifiques 

de ce peptide est confirmée in vivo. Un autre exemple d’épitope dérivé de la nucléoprotéine 

de la grippe est démontré pour être codé par un ARF (Elliott, Bodmer and Townsend, 1996). 

Mayrand et al ont fait la démonstration que l’épitope immunodominant « SYNTGRFPP » 

reconnus par les LTs CD8+ est codé par un ARF du rétrovirus murin LP-BM5 (Mayrand, Schwarz 

and Green, 1998).  

Notre équipe de recherche a été l’une des premières à étudier la traduction non canonique du 

VIH-1 en tant que source antigénique. En 2004, Cardinaud et al mettent en évidence des 

réponses T CD8+ dirigées contre six peptides dérivés d’ARFs chez les individus infectés 
asymptomatiques et traités (Cardinaud et al., 2004). Plus tard, les études se multiplient dans le 

modèle simien et humain du virus de l’immunodéficience où une réponse T CD8+ contre des 

peptides dérivés d’ARFs est observée en phase aiguë et chronique d’infection bien que ces 

ARFs n’aient pas été identifiés par ribosome profiling (Maness et al., 2007, 2010; Garrison et al., 
2009; Bansal et al., 2010; Berger et al., 2010; Champiat et al., 2012; Peng et al., 2018). 

2.5.2.2 La traduction nucléaire 

Malgré le fait que les études pionnières mettent en évidence dans les années 60 la présence 

de ribosome en cours de traduction dans le noyau par des marquages radioactifs et de la 

microscopie électronique, le dogme a rapidement dicté que la synthèse protéique n’a lieu 
exclusivement que dans le cytoplasme (Allfrey, Mirsky and Osawa, 1957; Carneiro and Leblond, 

1959; Birnstiel and Hyde, 1963; Zimmerman et al., 1969; Wu and Warner, 1971). Les recherches 

sur la traduction nucléaire reprennent une trentaine d’années plus tard avec les travaux de 
Iborra et al (Iborra, Jackson and Cook, 2004). L’équipe du Dr Yewdell rapporte en 2010 que 

l’inhibition de l’export nucléaire du transcrit de la neuraminidase s’accompagne d’une 
réduction de seulement 5 fois l’expression du peptide correspondant à la surface cellulaire 
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suggérant ainsi que les sources antigéniques peuvent être compartimentées (Dolan et al., 
2010). Malgré leur effort ainsi que ceux de deux autres équipes, le scepticisme sur la traduction 

nucléaire persiste (Antón and Yewdell, 2014). En 2011, les travaux du Dr Apcher apportent un 

soutien à la traduction nucléaire puisque les auteurs montrent que les cellules T CD8+ OT-1 

reconnaissent aussi bien le peptide « SIINFEKL » qu’il soit issu d’intron ou d’exon (Apcher et al., 
2011). L’épissage alternatif a lieu dans le noyau et permet l’élimination des introns, étape qui 
est nécessaire à la maturation des transcrits avant leur export du noyau vers le cytoplasme. 

L’introduction d’un changement de cadre de lecture dans le peptide issu de l’intron abolit sa 
reconnaissance par les cellules T. En bloquant l’export nucléaire ils observent une 
augmentation de la synthèse du peptide qu’il soit généré à partir de l’intron ou de l’exon. Pour 
finir, les auteurs mettent en évidence par ribopuromycylation, une technique 

d’immunofluorescence qui permet de cartographier les sites de traduction à des niveaux 
subcellulaires, une colocalisation dans le noyau de l’épitope avec les ribosomes en cours de 

traduction (Apcher et al., 2011; Bastide, Yewdell and David, 2018).  

Figure 36. Les diverses sources non canoniques d'antigènes (figure originale de Apcher et al 2016). 

Comme nous l’avons vu dans le chapitre 1 (section 1.10.4.2), la traduction de régions 

génomiques non canoniques telles que les ARFs et les uORFs peut entrainer la synthèse des 

polypeptides fonctionnels. Par exemple, certains peptides issus de uORFs appelés 

« peptidoswitch » inhibent la traduction de la séquence codante située en aval. La protéine 

MYC traduite à partir de l’uORF contrôle la croissance cellulaire. Les protéines « AltFUS » et 



72 

 

« AltRPL36 » issues d’ARFs, inhibent l’autophagie et régulent négativement les voies de 

signalisations impliquées dans la synthèse protéique et la croissance cellulaire, respectivement. 

Malgré l’existence de quelques exemples, les démonstrations fonctionnelles manquent 
cruellement pour la plupart des régions non annotées identifiées (sORFs). Néanmoins, 

l’ensemble des études discutées dans cette section soulignent la capacité des régions non 
annotées à coder pour des peptides immunogènes et leur importance en tant que réservoir 

immunologique (Figure 36). Les régions non annotées sont une source d’antigènes, qu’elles 
codent ou non pour une protéine fonctionnelle. Le développement de la spectrométrie de 

masse appliquée à la présentation antigénique a été une avancée majeure dans l’étude des 
peptides présentés à la surface des molécules du CMH que l’on définit de ligandome ou 

d’immunopeptidome. En effet, au fil des ans, les scientifiques ont consacré de nombreux efforts 
pour identifier les antigènes tumoraux qui pourraient être ciblés par les thérapies, visant à 

stimuler une réponse immunitaire contre la tumeur. Dans la section suivante de mon manuscrit, 

j’exposerai en détail comment la spectrométrie de masse peut être utilisée pour définir 
l’immunopeptidome. De façon non exhaustive, je conclurai ce chapitre en présentant 
quelques-unes de ses utilisations. 

2.6. La spectrométrie de masse en tandem appliquée à 
l’immunopeptidome 

2.6.1 Définition de l’immunopeptidomique  

L'immunopeptidomique est une nouvelle discipline biotechnologique émergeante qui utilise 

une approche de biologie computationnelle pour définir l’ensemble des peptides présentés à 
la surface des cellules par les molécules du CMH, également appelé immunopeptidome. En 

d’autres termes, l’immunopeptidomique est l’identification et la quantification des répertoires 
de peptides présentés sur les molécules du CMH d’un échantillon après purification par 
immunoprécipitation et traitement des épitopes élués par chromatographie liquide couplée à 

la spectrométrie de masse (Caron et al., 2015; Purcell, Ramarathinam and Ternette, 2019). C’est 
une technique permettant d’interroger de manière exhaustive le répertoire des complexes 
pCMH présentés naturellement in vivo (Bassani-Sternberg and Coukos, 2016).  

L’immunopeptidomique repose sur quatre grandes étapes : 1) la préparation de l’échantillon, 
2) l’immunoprécipitation des molécules du CMH, 3) l’identification des épitopes par analyse 
des données de spectrométrie de masse, et 4) la validation du résultat par des analyses 

complémentaires (Figure 37). 

La première étape de l’immunopeptidome repose donc sur l’isolation des épitopes liés aux 
molécules du CMH à partir de lignées cellulaires ou de tissus. Historiquement, plusieurs 

approches ont été envisagées comme l’utilisation de tampon acide pour détacher les 

complexes pCMH à la surface cellulaire, ou encore la génération de molécules du CMH solubles 

plus faciles à purifier à partir du milieu extracellulaire. Ces approches n’ont pas été concluantes 
notamment à cause de leur taux élevé de contamination et de leur difficulté d’applications à 
des échantillons clinique, respectivement (Purcell, Ramarathinam and Ternette, 2019). En 

utilisant un anticorps spécifique des molécules du CMH, il a été possible d’isoler directement 
les complexes pCMH solubilisés à partir de lysats cellulaires et tissulaires. Les équipes des Drs 
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Engelhard et Hunt, Natheson, et Rammensee sont des pionniers dans le développement et 

l'utilisation de l'immunoprécipitation combinée à la spectrométrie de masse (Rötzschke et al., 
1990; Van Bleek and Nathenson, 1990; Falk et al., 1991; Hunt et al., 1992; Engelhard et al., 1993). 

Cette technique implique l’immunoprécipitation des molécules du CMH et la dissociation 
ultérieure du peptide lié. Depuis, de nombreux ajustements de protocole ont été effectués, 

allant de l’immunoprécipitation aux choix de la chromatographie d’affinités, afin d’améliorer le 
rendement en peptides.  

Typiquement, deux types d’anticorps monoclonaux sont utilisés pour purifiés les molécules 

HLA : W6.32 et TU36 qui reconnaissent les molécules HLA de classe I et classe II, 

respectivement. L’anticorps W6.32 reconnait un déterminant antigénique partagés au sein des 
différents locus HLA-A, -B, et -C. L’anticorps TU36 lui est spécifique du locus HLA-DR. D’autres 
anticorps, spécifiques de certains allèles HLA peuvent être utilisés. 

Une fois l’immunoprécipitation effectuée, les peptides sont dissociés des molécules HLA par 

une élution en tampon acide, et les peptides élués sont séparés en fonction de leur taille, de 

leur polarité, et de leur hydrophobicité par chromatographie liquide à haute pression avant 

d’être directement injectés dans un spectromètre de masse.  

Figure 37. Etapes clés de l'immunopeptidomique (figure originale de Purcell et al 2019). 
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2.6.2 Principe de la spectrométrie de masse 

La spectrométrie de masse est une technique physique d'analyse permettant de caractériser la 

structure moléculaire et chimique d’un composé. L’identification des molécules repose sur leur 
séparation en phase gazeuse en fonction de leur rapport masse/charge (m/z ratio). Le 

spectromètre de masse est souvent associé à un système de chromatographie, et à des 

méthodes de séparation et d’identification (Figure 38). Le principe de base de séparation de la 

spectrométrie de masse repose sur l’ionisation. Chaque peptide ou protéine complète ionisée 

se fragmente en ions chargés avec des rapports m/z différents. Les molécules ionisées sont 

ensuite soumises à un champ électrique dans une chambre de collision sous vide extrêmement 

poussé ce qui les fait « voler » jusqu’à l’analyseur de masse. Par des champs électriques et 

magnétiques, l’analyseur de masse va séparer les ions en fonction de leur m/z. Simultanément, 

la distribution et l’abondance des ions est enregistrée par le détecteur de masse qui convertit 
le courant ionique en courant électrique. La distribution et l’abondance des ions sont 
représentées sous la forme de spectres de masse. L’interprétation des spectres, et donc 

l’identification des séquences peptidiques peut se faire selon plusieurs approches, par 
exemple : 1) les données spectrales récoltées peuvent être mises en correspondance avec des 

spectres de références répertoriés dans la base de données, on cherche alors une similarité 

spectrale, 2) les données spectrales récoltées permettent l’identification de la masse du peptide 
qui est ensuite mise en correspondance avec des masses théoriques. Dans tous les cas, 

l’interprétation des spectres est faite à l’aide de logiciels tels que Mascot, MaxQuant, PEAKS 
studio, etc.  

La spectrométrie de masse en tandem (MS/MS) est une méthode utilisée pour déterminer la 
séquence des peptides. Elle couple minimum deux cycles de spectrométrie de masse. Le 
deuxième cycle consiste à sélectionner et isoler un ion fragmenté issu d’une première 
spectrométrie de masse. Cet ion est appelé l’ion précurseur. Il est sélectionné par le premier  
analyseur noté MS1. L’ion sélectionné est ensuite fragmenté par une deuxième spectrométrie 
de masse et les fragments générés sont collectés par l’analyseur MS2 (Figure 39). 

Figure 38. Représentation schématique d’un spectromètre de masse (figures adaptées de Bronkhorst et Vedantu.com). 

Le spectromètre de masse se compose principalement de 4 éléments : la source d’ionisation, l’analyseur, le détecteur et la 
partie qui traite le signal pour générer le spectre de masse. 
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2.6.3 Identification des peptides  

Les logiciels de protéomique conçus pour l’analyse des données LC-MS/MS doivent être 

préalablement implémentés avec des données d’immunopeptidomique publiées ou avec un 

fichier FASTA contenant un génome de référence. L’avantage d’utiliser un génome de référence 
est que ça facilite la détection de peptides non canoniques tels que ceux porteurs de mutations, 

qui ne seraient pas forcément répertoriés dans une base de données publique. Cela sous-

entend que la base de données doit être personnalisée, la plus riche possible, mais aussi la plus 

représentative de ce qui se passe in vivo. L’implémentation des bases de données passe par la 

protéogénomique, le plus souvent en déterminant l’exosome et/ou le transcriptome des tissus 

tumoraux et des tissus appariés afin d’identifier les variations somatiques non synonymes 

(Figure 40). La protéogénomique, typiquement le RNA-seq, va permettre l’identification de 
toutes les potentielles sources peptidiques. Cependant, cette approche est permissive et 

présente un taux élevé de faux positifs, ce qui signifie qu'elle peut prédire des peptides comme 

étant des fixateurs, alors qu'en réalité ils ne sont pas naturellement présentés. Cela gonfle la 

base de données protéique et entrave le score de correspondance spectre-peptide qui est alors 

biaisé. Pour déterminer si le spectre correspond réellement au peptide, on définit une valeur 

seuil de score appelée taux de fausses découvertes « FDR » (« False Discovery Rate ») qui 

permet de séparer les vraies des fausses identifications. Un FDR à 1% garantit une attribution 

précise et fiable des séquences aux spectres MS/MS (Bassani-Sternberg and Coukos, 2016). 

Dans l’étude de la présentation des antigènes viraux non canoniques, la base de données se 

limite le plus souvent au génome viral traduit dans les six phases de lecture possibles. 

L’identification des peptides est souvent couplée à plusieurs étapes finales de validation (Figure 

41). La première étape consiste généralement à vérifier la capacité du peptide identifié à fixer 

les molécules du CMH par l’utilisation des algorithmes de prédictions de fixations (SYFPEITHI, 

NetMHC, EpitoolKit). Le plus souvent, elle est également accompagnée de la synthèse du 

peptide et d’une vérification de son spectre de masse par MS. L’évaluation de son l’affinité est 
également informative. Sette et al définissent qu’un IC50 inférieur à 500nM est un seuil 
universel correct pour confirmer l’identification d’un épitope et son affinité (Sette et al., 1994; 

Paul et al., 2013). La validation de l’épitope identifié par LC-MS/MS peut s’accompagner de 

Figure 39. Représentation schématique d'un spectromètre de masse en tandem MS-MS (figure originale de 

Bilgraer 2015). L’ion précurseur est sélectionné par le premier analyseur MS1 puis fragmenté dans la cellule à 
collision. Les ions fragmentés résultants sont analysés par le second analyseur MS2. 
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l’évaluation de son immunogénicité par des tests de réactivités des cellules T. Cela consiste à 

charger des APCs autologues avec l’épitope et à les cocultiver avec des cellules mononuclées 
sanguines périphériques (PBMCs). L’activation des cellules T est le plus souvent mesurée par 
ELISPOT IFN ou par marquage cytokinique intracellulaire (ICS).  

Cette approche apparait comme l’étape ultime de la caractérisation d’un nouvel épitope T 
immunogène suite à son identification par LC-MS/MS (Zhang et al., 2019; Chong, Coukos and 

Bassani-Sternberg, 2022). 

Figure 40. Les différentes bases de données utilisées pour l'identification de peptides non canoniques par LC-MS/MS (figure 

originale de Chong et al 2022). La création de bases de données est une étape clé de l’identification de peptides par 

spectrométrie de masse. Les bases de données peuvent être génériques établies à partir de données publiées ou 

personnalisées avec les données de séquençages disponibles. Des filtres supplémentaires peuvent être ajoutés en fonction 

de la question scientifique posée. L’identification des peptides est combinée à un contrôle FDR. D’autres outils de recherche 
peuvent être utilisés pour l’identification des peptides, tel que les algorithmes de novo qui n’utilisent pas de base de données 
préexistantes pour identifier les peptides.    

Figure 41. Les différentes procédures de validation de l’immunopeptidomique (figure originale de Chong et al 2022). 
La validation des peptides identifiés peut s’effectuer par le biais d’une validation ciblée par MS, d’une évaluation des 
caractéristiques, de la prédictions de liaison aux moélcules HLA, et d’une évaluation de l’immunogénicité. 
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2.6.4 Applications de l’immunopeptidomique à l’identification de peptides non 
canoniques 

Dans cette section, je vais me concentrer sur l’utilité de l’immunopeptidomique pour 
l’identification des peptides non canoniques, qui sont des peptides qui ne dérivent pas de 

séquences codantes annotées (CDS ou ORFs) mais de sORFs, de lncRNA ou de pseudogènes.  

2.6.4.1 Application dans le cancer 

Depuis l'avènement de l'immunopeptidomique, une dizaine d'études remarquables ont réussi 

à identifier de nombreux peptides non canoniques chez l'homme dans le contexte du cancer. 

Ce qui ressort de ces études est que les sources alternatives de peptides sont multiples. On 

retrouve : les pseudogènes, les lncRNA, les régions introniques et intergéniques non codantes, 

les UTR, l’épissage du protéasome, et des nouvels ORFs non annotés. En fonction du modèle 

cellulaire étudié et des allèles HLA, le nombre de peptides non canoniques identifiés par LC-

MS/MS représente entre 1,5 et 15% du total des peptides identifiés. De façon surprenante, 

deux études rapportent une fréquence très élevée (30% à 44%, respectivement) de peptides 

issus de l’épissage du protéasome présentés sur les molécules HLA de classe I(Liepe et al., 2016; 

Faridi et al., 2018).  

Jusqu’à présent seules quelques études ont rapporté l’existence de peptides non canoniques 

pour lesquels des cellules T spécifiques ont été trouvées (voir Annexe n°1). Dans un modèle de 

cellules B transformées par l’EBV, Laumont et al ont identifié par LC-MS/MS 168 peptides non 

canoniques. Les spectres MS/MS sont comparés à deux bases données construites à partir des 

données de RNA-seq obtenues à partir d’un des échantillons analysés. La première base de 
données aligne les reads sur le génome de référence alors que la deuxième aligne les reads 

sur l’ensemble des six phases de lectures. La fréquence des peptides non canoniques chargés 

sur les molécules du CMH de classe I est de 6,5% à 13% selon les critères de sélection appliqués. 

Ils ont mis en évidence que les peptides issus de régions non canoniques sont plus courts, avec 

des préférences de liaison à l’allotype différentes, et présentent plus de polymorphisme 
génétique.  Les auteurs ont terminé leur étude avec l’évaluation de l’immunogénicité de quatre 
peptides non canoniques choisis au hasard, dont la séquence a été validée par LC-MS/MS. Les 

PBMCs sont cocultivés avec des DCs dérivés de monocytes autologues chargées avec un des 

quatre peptides. Après douze jours de culture avec différentes cytokines, les LTs CD8+ sont 

triés et leur réponse contre le peptide est testée par ELISPOT IFN. Seuls les peptides non 

canoniques les plus polymorphiques sont reconnus par les LTs CD8+ (Laumont et al., 2016). 

Dans une seconde étude et de manière rigoureuse, ils démontrent par LC-MS/MS que la 

majorité des néoantigènes présentés à la surface des molécules du CMH-I dérivent de régions 

non codantes (Laumont et al., 2018). Ils font la démonstration ex vivo et in vivo que certains 

néoantigènes stimulent une réponse T spécifique.  

2.6.4.2 Application dans les maladies infectieuses  

Malgré l’apport de connaissances qu’offre la MS sur la présentation des antigènes et leurs 

sources, peu d’études se sont penchées sur la caractérisation de l’immunopeptidome viral. Les 
premières caractérisations de peptides viraux par LC-MS/MS ont été faites sur les virus EBV et 

BVDV (« bovine viral diarrhea virus ») où les auteurs ont identifié des peptides canoniques 
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présentés sur les molécules du CMH et reconnus par des LTs CD8+ (Herr et al., 1999; Planz et 
al., 2001). Van Els et al ont réalisé le premier immunopeptidome du virus de la rougeole. Ils 

identifient trois peptides viraux présentés sur les molécules HLA-A*0201 d’une lignée 
lymphoblastoïde B. De façon remarquable, un peptide dérivé de la protéine canonique C est 

exprimé à une très forte densité (>105 copies par cellule) et est immunogène chez les souris 

transgéniques HLA-A2/Kb. Les auteurs ont également démontré l’existence d’une pression de 
sélection immunitaire sur cet épitope puisque les souches virales persistantes montrent des 

mutations au niveau des sites d’ancrages à HLA-A*0201 (van Els et al., 2000).  

Plus récemment, une étude révèle des informations sur la présentation de peptides issus de la 

présentation croisée par les DCs (Wu et al., 2019). Les auteurs montrent que le peptide 

« PA224-232 » du virus la grippe A, malgré qu’il soit faiblement présenté à la surface des 

cellules infectées, figure parmi les peptides issus de la présentation croisée les plus abondants. 

Ils démontrent également que ce peptide initie une réponse immunodominante des LTs CD8+. 

L’immunopeptidome du VIH-1 
En 2003 Hickman et al caractérisent l’impact de l’infection du VIH-1 sur la présentation des 

peptides de l’hôte (Hickman et al., 2003). En infectant la lignée cellulaire CD4+ SupT1 

préalablement transfectée pour exprimer des molécules HLA-B*0702 solubles, ils identifient 15 

peptides du soi qui sont présentés de manière différentielle à la surface des cellules infectées. 

Les peptides surexprimés au cours de l’infection par le VIH-1 dérivent de protéines de l’hôte 
impliquées dans de multiples voies cellulaires telles que la régulation du cycle cellulaire, la 

transcription et la traduction. Ils établissent un lien entre la dégradation des protéines sources 

de l’hôte suite à l’infection et la présentation sur les molécules HLA. Pour finir, les auteurs 

émettent l’hypothèse que l’augmentation de la présentation des peptides du soi à la surface 
des cellules infectées est peut-être la cause de l’apparition de réactions auto-immunes 

fréquemment observées chez les personnes vivant avec le VIH (PVVIH).   

A ma connaissance Nicola Ternette et al sont les premiers à caractériser l’immunopeptidome 
des molécules classe I du VIH-1 (Ternette et al., 2016). L’immunoprécipitation est réalisée à 
partir de cellules T CD4+ primaires et d’une lignée cellulaire T humaine C8166 préalablement 
infectées. L’interprétation des spectres de MS/MS est effectuée à l’aide d’une base de données 
contenant toutes les séquences humaines annotées, y compris la traduction des six phases de 

lectures du génome de référence HIV-IIIB séquencé, ainsi que toutes les séquences canoniques 

connues du VIH-1. Les auteurs identifient entre 2416 et 6795 peptides présentés par les 

molécules du CMH à la surface des cellules primaires et des cellules C8166. Seulement 75 

peptides dérivent du VIH-1 ce qui représente 1,1% du total des peptides identifiés. 9 peptides 

présentés par les molécules du CMH des cellules primaires sont identifiés. L’analyse de 
prédiction de fixation confirme la bonne position des résidus d’ancrage des peptides identifiés 
par LC-MS/MS. Les peptides viraux élués dérivent de l’ensemble des régions du génome viral 
à l’exception des gènes vpr, vif, et tat. Dans l’ensemble, un tiers des peptides n’avaient jamais 
été décrits comme des fixateurs des molécules du CMH-I. Plus de 82% des séquences 

identifiées proviennent de régions protéiques pour lesquelles des réponses T avaient déjà été 

signalées sans connaître précisément l’épitope reconnu. De façon intéressante, ils révèlent la 



79 

 

présentation d’un peptide dérivé d’ARF à la surface des cellules C8166. SR11 code pour la 

séquence suivante « SYALASDAQNR » et chevauche le gène env en antisens.  

Dans une autre étude, le même groupe de recherche isole 105 peptides à la surface de cellules 

infectées par le candidat vaccin « MVA.HIVcons » (Ternette et al., 2015). La majorité des 

peptides proviennent du vecteur mais 7 peptides sont dérivés du VIH. Les PBMCs des 

personnes vaccinées réagissent aux séquences peptidiques identifiées par LC-MS/MS. Les 

réponses contre les peptides dérivés des régions conservées du VIH sont détectables 

rapidement après l’infection et leur abondance corrèle avec les niveaux d’expression protéique. 
Dans une troisième étude, ils développent une approche computationnelle basée sur le 

séquençage de novo afin d’identifier des peptides de classe I épissés par le protéasome (Paes 

et al., 2019). Sur un total de 198 peptides viraux identifiés seulement 5 sont définis comme des 

épitopes épissés. Ils concluent que les peptides épissés par le protéasome constituent une 

composante mineure de l’immunopeptidome de classe I des cellules infectées par le VIH-1.  

Marcilla et al ont défini l’immunopeptidome de l’hôte présenté par les molécules HLA associées 
au contrôle de l’infection à VIH (Marcilla et al., 2016). Les allèles Mamu-B*08 et HLA-B*27 ou –
B*57 sont respectivement surreprésentés chez les macaques et individus qui contrôlent la 

réplication virale. Les auteurs ont donc cherché à caractériser et comparer les motifs d’ancrage 
des peptides fixés sur les molécules HLA protectrices simiennes et humaines. Ils démontrent 

que les peptides ont des similarités dans leur motif de liaison notamment à la position 2 où 

une arginine est présente dans la majorité des ligands. La position 9 d’ancrage se montre moins 
restrictive pour les ligands HLA-B*27. Il est étonnant de constater qu'ils n'ont pas étendu cette 

approche aux peptides dérivés du VIH-1. 

D’autres études d’immunopeptidomiques sur le VIH-1 ont permi de révéler 1) l’impact de 
l’infection sur le répertoire de peptides présentés par les molécules HLA-C*03 :04 et les 

conséquences sur l’engagement des récepteurs inhibiteurs KIRs des cellules NK, 2) un nouveau 
mécanisme d’échappement dépendant de l’extension en N-ter des ligands d’HLA-B*57, 3) de 

nouveaux épitopes immunodominants du VIH-1 présentés par les molécules HLA-C, et 4) de 

nouveaux épitopes d’HLA-B*57 (Pymm et al., 2017; Ramarathinam et al., 2018; Chikata et al., 
2019; Ziegler et al., 2020). A ma connaissance, aucune de ces études ne démontrent la 

présentation par les molécules du CMH de peptides dérivés de sORFs (ARFs, uORFs, dORF etc.).  

2.6.7 Du ribosome profiling à l’immunopeptidomique : la combinaison d’outils 
puissants  

Le translatome, qui constitue l’ensemble des ARNs activement traduits, est la base de données 
idéale pour l’interprétation des spectres obtenus par MS puisqu’il réduit l’espace de recherche 
à des évènements se produisant in vivo et de ce fait optimise le taux de FDR. De plus, en 

détectant une signature traductionnelle au niveau d’une séquence non annotée et en 
identifiant un peptide dérivé de cette séquence présentés par les molécules du CMH, nous 

avons une preuve incontestable de l’existence des sORFs en tant que réservoir immunologique. 
Cependant à ce jour, seules quelques études ont établi un lien entre le translatome et 

l’immunopeptidome. 
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Dans le contexte d’un carcinome rénal à cellules claires, Smith et al établissent un lien entre la 

traduction des rétrovirus endogènes humains (hERV) et la génération d’épitopes immunogènes 
(Smith et al., 2018). En réanalysant des données publiées de RNA-seq et ribosome profiling, les 

auteurs mettent en évidence une signature traductionnelle de certaines séquences d’hERV qui 
codent pour de potentiels épitopes spécifiques à la tumeur. Ils évaluent ensuite in vitro la 

capacité des épitopes à se fixer sur les molécules HLA par des expériences d’échange de 
peptides (« UV exchange assay »). Une réponse T spécifique de gag et pol est détectée par 

marquage tétramère dans les PBCMs infiltrant la tumeur. De plus, les auteurs montrent que la 

présence de ces épitopes dérivés de hERV au sein des tumeurs corrèle avec une meilleure 

évolution de la maladie, ce qui en fait de nouvelles cibles d’immunothérapie dans le carcinome 
rénal.       

La même année, Erhard et al développent un nouvel outil d’analyse des données de ribosome 
profiling : PRICE qu’ils utilisent pour définir de nouvel sORFs à partir de base de données 

publiées sur les génomes du HSV et du HCMV (Erhard et al., 2018). Parallèlement, ils définissent 

l’immunopeptidome des molécules du CMH-I infectées par le HCMV. Ils mettent alors en 

évidence que certains produits de traduction non canoniques sont la source de 112 peptides 

retrouvés dans leur immunopeptidome. Leurs travaux révèlent également 500 nouvelles 

protéines non canoniques du HCMV qui n’était pas référencées. 

L’équipe du Dr Bassani-Sternberg a réalisé une étude unique en son genre en caractérisant 

pour la première fois simultanément le translatome et l’immunopeptidome à partir d’un même 
échantillon (Chong et al., 2020). L’immunopeptidome des molécules de classe I et classe II a 
été réalisé sur sept lignées cellulaires de mélanome dérivées de patients et deux échantillons 

tissulaires de cancer du poumon. Une centaine de peptides dérivés de séquences présumées 

non codantes, d’éléments transposables, et d’ARFs est identifiée sur les molécules HLA-I par 

patient. Au total, cela correspond à l’identification de 452 peptides non canoniques uniques.  
L’interprétation des spectres de MS obtenus à partir de l’immunoprécipitation des molécules 

du CMH-II n’est réalisée que sur 4 des échantillons traités. Seulement quatre peptides non 
canoniques sont retrouvés à la surface des molécules HLA-II sur les quatre échantillons 

analysés. Les auteurs évaluent ensuite l’implication de ces peptides dans la reconnaissance 

immunitaire de la tumeur en mesurant la libération d’IFN lors de la stimulation par le peptide 

des lymphocytes T infiltrant la tumeur ou des PBMCs autologues. Seul le peptide non 

canonique « KYKDRTNILF » issu d’un sORF localisé en 3’UTR (dORF) active une réponse T CD8+. 
Les auteurs finissent leur étude en démontrant que certains peptides non canoniques 

spécifiques à la tumeur sont partagés entre les patients ce qui confère un avantage 

thérapeutique à ces peptides non canoniques.   

Dans la même dynamique, l’équipe du Dr Yewdell établissent une corrélation entre le 

translatome, l’immunopeptidome, et le protéome (Ruiz Cuevas et al., 2021). L’analyse de trois 
lignées cellulaires lymphoblastiques B montrent que 85% des produits de traduction ne sont 

pas annotés dans la base de données du génome humain et que 50% d’entre eux 
correspondraient à des produits alternatifs ne dérivant pas de régions génomiques codant les 

protéines. Par une approche computationnelle, ils définissent qu’environ trois quarts des 
régions non canoniques sont initiées avec un codon non-AUG, le plus souvent CUG, bien que 
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tous les codons near-cognate soient bien représentés. L’immunopeptidome révèle que 7,5% 
des peptides associés aux molécules du CMH-I dérivent de protéines non canoniques avec une 

répartition égalitaire entre celles provenant de nouvelles isoformes ou celles provenant d’ARFs, 
uORFs etc. L’analyse du protéome montre que sur 14 498 protéines identifiées 17% sont non 

canoniques (Ruiz Cuevas et al., 2021; Yewdell, 2022). 

En combinant des données de transcriptomique et de Riboseq dans un flux de travail innovant, 

martinez et al identifient dans le génome humaine un millier de sORFs (Martinez et al., 2020). 

Les séquences sont conservées chez au moins une autre espère de mammifère, ce qui suggère 

que les protéines codées par ces sORFs pourraient être fonctionnelles. Ils étudient ensuite 

l’impact d’un stress cellulaire sur l’efficacité de traduction (TE) des sORFs. L’induction du stress, 
provoque une augmentation du TE pour un certain nombre de sORFs. En utilisant 

l’harringtonine ils montrent que 40% des sORFs n’ont pas de codons AUG dans leur cadre de 
lecture, et de ce fait, sont initiés par d’autres mécanismes non canoniques. La ré analyse de 
données de MS/MS publiées montre que des peptides dérivés des sORFs sont retrouvés à la 

surface des molécules du CMH, validant le fait que ces régions non annotées du génome sont 

une source antigénique.  

Ouspenskaia et al définissent le translatome pour un nombre remarquable de cellules : 29 

cellules humaines primaires et cancéreuses. Cette étude identifie plus de 200 000 nouveaux 

sORFs non annotés. Comme leurs confrères, ils démontrent que les protéines non annotées ne 

représentent que 3,3% de l’immunopeptidome et 0.1% du protéome. (Ouspenskaia et al., 2022; 

Yewdell, 2022).  

Récemment, deux papiers publiés par la même équipe mettent en lumière le fait que des sORFs 

du SARS-CoV-2 sont traduits et que certains polypeptides générés sont présentés à la surface 

des cellules et capables d’induire une réponse T spécifique (Finkel et al., 2021; Weingarten-

Gabbay et al., 2021). L’immunopeptidome de cellules infectées par le SARS-CoV-2 a permis de 

mettre en évidence que 9 peptides présentés à la surface des molécules du CMH-I sont issus 

d’évènements non canonique de traduction. Dans leur étude de 2021, les auteurs avaient 
montré par ribosome profiling la traduction de 6 uORFs, 11 ARFs, et 6 sORFs codant des 

isoformes. Au total, l’immunoprécipitation des molécules du CMH-I suivie de l’analyse par 
spectrométrie de masse détecte uniquement 28 peptides qui dérivent d’ORF canoniques et 9 
qui dérivent de trois ARFs : deux chevauchant la protéine spike (ORFS.iORF1 et -iORF2) et 

l’autre chevauchant la nucléoprotéine (ORF9b).  La majorité des peptides identifiés sont des 

fixateurs d’HLA-A02:01 qui est l’allèle le plus représenté dans la population. Ils étudient 
également la capacité des peptides non canoniques à initier une réponse T chez des souris 

HLA-A02 immunisée et chez des individus HLA-A02 convalescents. Sur six individus testés, 

deux montrent une sécrétion significative d’IFN par les lymphocytes T contre le pool de 

peptides non canoniques identifiés par LC-MS/MS. Le peptide « ELPDEFVVVTV » dérivé de 

ORF9b stimule une réponse CD8+ avec une magnitude plus forte que celles retrouvées contre 

tous les peptides SARS-Cov-2 de classe I testés canoniques et non canoniques (Weingarten-

Gabbay et al., 2021). 
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En associant l'immunopeptidomique à la protéogénomique tels que le RNA-Seq et le RiboSeq, 

il est possible d'évaluer de manière exhaustive la relation entre la transcription, la traduction 

et la présentation antigénique. Cette approche novatrice et intégrative peut être appliquée à 

de nombreux modèles permettant la compréhension des mécanismes moléculaires impliqués 

dans la pathogenèse de nombreuses maladies. Les études discutées dans ce chapitre 

confirment le rôle des évènements non conventionnels de traduction dans la présentation 

antigénique et leur potentiel thérapeutique.  

Globalement, les réponses immunes restreintes aux peptides de classe II, qu’ils soient 
canoniques ou non canoniques, n’ont été que très peu étudiées dans le domaine du cancer ou 

des maladies infectieuses en comparaison avec les réponses immunes de classe I. A ce jour, 

aucune étude spécifique n’est publiée sur l’immunopeptidome viral de classe II. Aux vues de 

l’implication des voies non canoniques d’apprêtement des antigènes de classe II, il reste encore 

beaucoup à découvrir sur le répertoire des antigènes viraux et cellulaires de classe II.  
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CHAPITRE 3 : Le VIH-1 

3.1 Contexte épidémiologique de l’infection à VIH 

Tout a commencé en 1981 quand les premiers signes de l’épidémie apparaissent en Occident. 

À Los Angeles, cinq individus présentant une pneumonie soudaine à Pneumocystis Pneumonia 

sont admis à l’hôpital (Pneumocystis Pneumonia --- Los Angeles, 1981). Il s’agira en réalité des 
premiers cas de VIH-1 aux Etats-Unis. Les individus infectés présentent des symptômes de type 

lymphadénopathie qui précédent souvent le syndrome de l’immunodéficience acquise, 
aujourd’hui connu sous le nom de SIDA. De manière exceptionnelle, les cliniciens, les 
épidémiologistes, et les chercheurs, dans un premier temps Américain et Français, unissent 

rapidement leurs forces pour identifier l’agent pathogène et secourir un grand nombre de 

malades, puisque le virus se propage de l’autre côté de l’Atlantique, marquant alors le début 

d’une épidémie émergente dramatique. Les cliniciens considèrent initialement la possibilité 
d'une infection par le virus T-lymphotrope humain (HTLV). Cette hypothèse est rapidement 

écartée par les chercheurs qui savent que le HTLV immortalise les lymphocytes T, tandis que 

les cliniciens observent plutôt une diminution de ces derniers. Dans les laboratoires de l’Institut 
Pasteur, les Drs Françoise Barré-Sinoussi et Luc Montagnier mettent en culture les cellules 

ganglionnaires du patient BRU, et observent la production de la transcriptase inverse par les 

lymphocytes T, ce qui est caractéristique de la réplication d’un rétrovirus. Ils observent 
également pour la première fois le virus par microscopie électronique. Ce travail est publié le 

20 mai 1983 dans la prestigieuse revue Science et sera récompensé par l’obtention du prix 
Nobel de Médecine et de Physiologie en 2008 (Barré-Sinoussi et al., 1983). Les équipes de 

Pasteur s’intéressent ensuite au tropisme du VIH. Le chercheur David Klatzmann identifie le 

récepteur CD4 des lymphocytes T comme le récepteur majeur du virus (Klatzmann, Barré-

Sinoussi, et al., 1984; Klatzmann, Champagne, et al., 1984). En 1985, le génome du VIH est 

séquencé révélant un génome complexe de 9749 nucléotides et distinct du HTLV-1 même si 

l’organisation génomique est similaire (Alizon et al., 1984; Hahn et al., 1984; Luciw et al., 1984; 

Rabson and Martin, 1985; Sanchez-Pescador et al., 1985; Wain-Hobson et al., 1985). L’ensemble 
de ces travaux signent la découverte d’un nouveau rétrovirus humain appelé le virus de 

l’immunodéficience humain (VIH).   

Depuis le début de l’épidémie, 84,2 millions de personnes ont été infectées par le VIH coutant 

la vie à plus de 40 millions d’entre elles (World Health Organization (WHO), no date). Malgré 

la mobilisation internationale des différents corps de la santé communautaire depuis plus de 

40 ans, la pandémie du VIH perdure. En 2021, le nombre de personnes vivant avec le VIH 

(PVVIH) était de 38,4 millions, et 650 000 décès liés au VIH ont été enregistrés à travers le 

monde (World Health Organization (WHO), no date). L’Organisation Mondiale de la Santé 
(OMS) tire la sonnette d’alarme. En effet, les infections augmentent là où elles diminuaient 

(Asie et Pacifique) et le taux de nouvelles infections n’a diminué que de 3,6% entre 2020 et 

2021, ce qui constitue la plus faible baisse annuelle depuis 2016. De plus, seulement 73% des 

personnes qui connaissent leur statut sérologique reçoivent un traitement d'après le rapport 

du programme commun des Nations unies sur le VIH/SIDA (UNAIDS) (‘IN DANGER: UNAIDS 
Global AIDS Update 2022’, 2022). L'objectif « 90-90-90 : un traitement pour tous », fixé par 
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l'OMS pour l’année 2020, n'a pas été atteint. Cet objectif visait à ce que 90% des personnes 

infectées connaissent leur statut, que 90% d'entre elles reçoivent un traitement antirétroviral, 

et que 90% des individus infectés aient une charge virale indétectable sous traitement. Les 

deux derniers objectifs avaient pour but de lutter contre les inégalités d'accès aux soins et les 

problèmes d'observance principalement rencontrés dans les pays du Sud. En 2020, les taux de 

réalisation étaient de 84%, 73%, et 66% respectivement (‘IN DANGER: UNAIDS Global AIDS 
Update 2022’, 2022). Les Nations unies ont adopté une nouvelle cible « 95-95-95 » qui doit 

être atteinte d'ici 2030 pour mettre fin aux inégalités et vaincre le VIH.  

3.2 Origine et diversité génétique du VIH 

Historiquement, le foyer épidémique ne naît pas aux Etats-Unis mais en Afrique centrale, plus 

précisément à Kinshasa en 1900 (Peeters, D’Arc and Delaporte, 2014). Il faut attendre environ 

80 ans pour que l’épidémie se dissémine aux Etats-Unis suite à l’importation de litres de sérum 
contaminés en provenance des Caraïbes (Products et al., 1995; Vermund and Leigh-Brown, 

2012). En Afrique, l’épidémie n’est connue qu’en 1984 lorsqu’elle est révélée dans la population 
hétérosexuelle. Les chercheurs identifient en 1986, un deuxième virus responsable du SIDA 

(Clavel et al., 1986; Rey et al., 1986). Ce virus est nommé VIH-2 puisqu’il s’agit du deuxième 
agent pathogène responsable du SIDA, le premier agent pathogène identifié en 1983 étant 

appelé VIH-1. Le VIH-2 reste à ce jour une épidémie localisée à l’Afrique de l’Ouest.  Bien que 
morphologiquement similaire au VIH-1, le VIH-2 est caractérisé par une charge virale plus 

faible, une progression plus lente vers le stade SIDA et un profil antigénique distinct (Clavel et 
al., 1986).  

La diversité du VIH est représentée par l’existence des deux types du VIH (VIH-1 et -2), ainsi 

que de quatre groupes distincts du VIH-1, et de multiples sous-types et recombinants. Au cours 

des années 1990, il est devenu évident que le VIH est une zoonose et que le primate africain 

est son hôte naturel (Sharp and Hahn, 2011; Peeters, D’Arc and Delaporte, 2014). Beaucoup 

d’espèces différentes de singes sont infectées par le virus de l’immunodéficience simienne (SIV) 
mais certaines espèces ne développent pas le stade SIDA. Ces espèces sont alors définies 

d’hôtes naturels du virus. La diversité du SIV est complexe et implique une transmission inter-

espèces ainsi que des recombinaisons entre lignées éloignées. En 1989, les chercheurs 

identifient les premières souches de SIV chez le chimpanzé au Gabon. Le chimpanzé, 

contrairement au macaque rhésus, développe le stade SIDA suite à l’infection par le SIV. De 

nombreuses études épidémiologiques à large échelle révéleront par la suite que les SIV les 

plus proches du VIH-1 sont le SIV des chimpanzés (SIVcpz) et le SIV des gorilles (SIVgor). Au 

total, il y a eu quatre transmissions inter-espèces du singe à l’homme donnant naissance aux 

groupes M, N, O et P du VIH-1 (Peeters, D’Arc and Delaporte, 2014). Les virus du groupe M 

sont responsables de la pandémie mondiale du VIH-1. Le groupe M est lui-même divisé en 

neuf clades (A, B, C, D, F, G, H, J, et K) en fonction de leur polymorphisme dans les gènes gag 

et env. Le sous-groupe B est le plus répandu en Europe de l’Ouest, en Amérique du Nord et 
du Sud (Figure 42). Le sous-groupe C est très fortement représenté en Afrique du sud et Asie 

centrale.  Le sous-groupe A est majoritaire en Afrique de l’Est, en Europe de l’Est et également 

en Asie centrale (Los Alamos HIV Databases, no date). La diversité du VIH-1 est augmentée par 
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la présence de formes recombinantes (CRF), plus d’une centaine de CRF ont été identifiées 

jusqu'à présent.   

Les SIV présents chez le singe vert (Sooty Mangabey) sont les plus proches parents du VIH-2. 

Les neufs sous-groupes de VIH-2 sont le résultat de neuf transmissions inter-espèces (Peeters, 

D’Arc and Delaporte, 2014).  

Pour plus de simplicité, sauf indication contraire, chaque fois que le VIH est mentionné dans la 

suite de ce manuscrit, cela fera référence au sous-type M du VIH-1. 

3.3 Structure du virion et du génome viral 

Le VIH est un Lentivirus appartenant à la famille des Retroviridae. C’est un virus sphérique ayant 
un diamètre d’environ 145 nanomètres (Briggs et al., 2003). Le VIH est un virus enveloppé à 

ARN monocaténaire de polarité positive (Figure 43). L’enveloppe du VIH est constituée d’une 
bicouche lipidique provenant de l’hôte et d’environ 14 exemplaires de la glycoprotéine 
d’enveloppe Env (Env) (Zhu et al., 2006). Dans la membrane, les glycoprotéines de l’enveloppe 
sont assemblées en trimère composé chacun de deux sous-unités gp120 et d’une sous-unité 

gp41. La glycoprotéine gp120 comporte 5 domaines variables annotés V1 à V5, les boucles V1 

et V2 étant les plus diversifiées en termes de séquence et de taille (Modrow et al., 1987; Zolla-

Pazner and Cardozo, 2010; Pan et al., 2015). La matrice protéique (MA) composée de la protéine 

p17 s’associe à la face interne de l’enveloppe. A l’intérieur de la matrice sont présentes la 
protéine accessoire Vpr, l’enzyme protéase (PR) et la capside (CA) (van Heuvel et al., 2022). La 

capside du VIH est formée de la protéine p24 assemblée de façon icosaédrique qui protège le 

Figure 42. Distribution géographique des sous-types du VIH-1 (figure adaptée de Fischer et al. 2021) 

Les diagrammes circulaires représentent la distribution des sous-types et recombinants (CFR01_AE, CRF02_AG) 

du VIH-1 dans chaque région du monde entre 1959 et 2022 selon la base de données du VIH (LANL database). La 

surface du diagramme est proportionnelle au nombre de séquences référencées pour cette région du monde. 
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génome viral. La capside contient le génome viral, constitué de deux copies d’ARN simple brin, 
complexées aux protéines de la nucléocapside (NC), aux intégrases (IN), et aux transcriptases 

inverses (RT).  

Le génome du VIH, d’une longueur d’environ 9kb, est composé de 9 ORFs codant 15 protéines 

(Frankel and Young, 1998; Jäger et al., 2011; Sertznig et al., 2018). L’ARN génomique 
monocaténaire est flanqué aux extrémités 5’ et 3’ de séquences nucléotidiques répétées 

appelées « Long Terminal Repeat sequence » (LTR). Les LTRs sont subdivisés en trois régions : 

U3, R, et U5. Les régions R sont identiques aux chaque extrémités de l’ARN et jouent un rôle 

important dans l’étape de transcription inverse du cycle réplicatif. Les gènes gag, pol et env 

sont communs aux rétrovirus. L’ORF gag code pour les protéines MA, CA, NC et p6. L’ORF pol 
permet la synthèse des protéines IN, PR, et RT. Son expression est régulée par un signal 

alternatif de traduction situé au sein de l’ORF gag, et résulte en un précurseur protéique Gag-

pol appelé Pr55gag. L’ORF env code également pour un précurseur protéique : la glycoprotéine 

gp160. Dans le cytoplasme, le précurseur Gag-pol est clivé par la PR tandis que gp160 est clivé 

par une furine (Hallenberger et al., 1992). En plus des gènes communs aux rétrovirus, le VIH 

code pour des protéines dites accessoires à savoir les protéines Vif, Vpr, Vpu, Tat, Rev, et Nef. 

Les protéines accessoires interviennent dans différentes étapes du cycle viral. Les protéines Tat 

Figure 43. Structure et organisation génomique du VIH-1 (figure adaptée de Heuvel et al. 2022). 

(A) Représentation schématique d’un virion mature. Le VIH est une particule sphérique enveloppée d’une bicouche lipidique 
qui contient les protéines Env. Les protéines p17 (MA) forment la matrice située à la face interne de l’enveloppe. Les protéines 
p24 (CA) forment la capside qui contient l’ARN génomique complexé aux protéines p32 (IN), p7 (NC) et p66 et p51 (RT). La 
protéine accessoire Vpr ainsi que la protéine p21 (PR) sont présentes à l’intérieur de la matrice. (B) Représentation 

schématique d’un génome du VIH. L’ARN génomique monocaténaire d’environ 9 kb est flanqué aux extrémités 5’ et 3’ par 
des régions LTRs, elles-mêmes composées de trois régions distinctes : U3-R-U5. Les gènes du VIH sont répartis et exprimés 

sur 3 phases de lectures distinctes. La phase de lecture dans laquelle sont exprimés les gènes varie en fonction de la souche 

virale.   

A 

B 
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et Rev sont impliquées dans la phase précoce du cycle viral en favorisant la transcription et la 

traduction des gènes. Vif et Vpr inhibent les facteurs de restrictions cellulaires qui empêchent 

la réplication du virus tandis que Vpu et Nef interagissent avec les facteurs de restrictions qui 

inhibent entre autres l’étape de bourgeonnement (Roy et al., 2014).    

3.4 Pathogénèse de l’infection à VIH  

Le VIH se transmet par passage à travers les muqueuses lors de rapport sexuel non protégés, 

l’utilisation de matériel injectable contaminé, mais aussi de la mère à l’enfant au cours de la 
grossesse, de l’accouchement et de l’allaitement.  

Suite à la transmission, la pathogénèse du VIH se décompose en trois étapes : la primo-

infection, la phase chronique, et la phase SIDA (Figure 44).  

3.4.1 La primo-infection  

La primo-infection débute par une phase d’éclipse d’une durée d’une à deux semaines.  Durant 
la phase d’éclipse la virémie est indétectable et la réponse immunitaire inexistante. C’est une 
phase asymptotique qui permet la réplication du virus et sa propagation du site initial de 

l’infection aux nombreux autres sites de réplication (Coffin and Swanstrom, 2013). Selon le 

mode de transmission les premiers foyers de réplication peuvent se situer au niveau des 

muqueuses oropharyngées, gastro-intestinales ou génitales (Belyakov and Berzofsky, 2004). 

3.4.1.1 La phase d’éclipse 

Dans les muqueuses résident les différentes cibles du VIH qui sont : les LTs CD4+, les 

macrophages, les DCs, et les cellules de Langerhans (LCs). Toutes expriment le récepteur CD4 

et le corécepteur du virus CCR5 (Hladik and McElrath, 2008). En fonction de leur sous-type 

cellulaire, les DCs et les LTs CD4+ expriment de manière différentielle le deuxième corécepteur 

du virus CXCR4. Les souches virales qui utilisent CCR5 comme corécepteur ont un tropisme 

appelé X5, ou X4 si elles utilisent le corécepteur CXCR4. La majorité des cellules TCD4+ 

résidentes de la lamina propria sont des cellules mémoires qui expriment le récepteur CCR5 à 

Figure 44. Evolution naturelle de l'infection à VIH (figure originale de Peressin et al 2014). 

Représentation schématique des trois différentes phases de l’infection à VIH. Les différents 
acteurs de l’immunité ainsi que la charge virale sont représentés par des lignes distinctives. 
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un niveau plus élevé que les TCD4+ circulant dans le sang (Belyakov and Berzofsky, 2004; Hladik 

and McElrath, 2008). A l’inverse, les LTs CD4+ circulant expriment préférentiellement le 

corécepteur CXCR4. Dans 80% des cas d’une transmission par les muqueuses, un seul variant 
se propage chez l’individu receveur malgré une grande diversité de souches virales chez le 
donneur. Le variant unique qui établit l’infection est appelé « transmitted founder virus » (TF) 

et a un tropisme X5  (Wolinsky et al., 1992; Zhu et al., 1993; Salazar-Gonzalez et al., 2008, 2009; 

Fischer et al., 2010; Ochsenbauer et al., 2012). Les LTs CD4+ CCR5+ constituent donc une cible 

privilégiée du virus et soutiennent la majorité de la réplication virale dans les premiers jours 

qui suivent l’infection. Comme abordé dans la section 2.4.2.1 du chapitre 2, les DCs ne sont 

que rarement infectées de manière productive par le VIH mais potentialisent sa dissémination 

par le phénomène de trans-infection (Pope et al., 1995; Martín-Moreno and Muñoz-Fernández, 

2019). Par la formation d’une synapse virologique ou suite à l’exocytose du virus capturé, les 

DCs favorisent l’infection des LTs CD4+ CCR5+ environnants. Les DCs sont également un 

vecteur de transport du virus jusqu’aux ganglions lymphatiques généralisant l’infection.  

3.4.1.2 Propagation et prolifération du VIH au GALT 

La phase d'éclipse se termine lorsque la virémie est suffisamment élevée pour que le virus soit 

détectable dans le sang, marquant ainsi le début de la primo-infection, également connue sous 

le nom de phase aiguë. La phase aigüe est caractérisée par la propagation et la prolifération 

du virus au tissu lymphoïde du tube digestif (GALT pour « gut-associated lymphoid tissue » en 

anglais) (Veazey et al., 1998; Brenchley et al., 2004). Le GALT est une cible privilégiée du VIH 

puisqu’il contient environ 60% de cellules T et que les LTs CD4+ CCR5+ mémoires activés y 

sont très abondants (Veazey et al., 1998; Meng et al., 2000). Ainsi, le GALT favorise une 

réplication virale massive, ce qui conduit à une déplétion sévère des LTs CD4+. Cette déplétion 

est associée à une charge virale élevée, atteignant environ 107 copies d'ARN viral par millilitre 

de sang. Il est important de souligner que la déplétion des LTs CD4+ n'est pas limitée au GALT, 

elle affecte également les LTs CD4+ périphériques (Moir, Chun and Fauci, 2011; Coffin and 

Swanstrom, 2013). La déplétion drastique des LTs CD4+ a longtemps été considérée comme la 

conséquence d’une infection productive. Or, en 1995, Finkel et al ont démontré que la majorité 

des LTs CD4+ déplétés ne sont pas infectés (Finkel et al., 1995). La mort cellulaire est induite 

par divers mécanismes : l’apoptose, l’autophagie, et la pyroptose (Grivel, Malkevitch and 

Margolis, 2000; Jekle et al., 2003; Espert et al., 2006; Espert and Biard-Piechaczyk, 2009; Doitsh 

et al., 2014).  

3.4.1.3 Le viral set-point 

La dissémination du virus présent dans le GALT aux autres tissus lymphoïdes tels que les 

ganglions lymphatiques permet l’établissement de réservoirs dans les LTs CD4+ latents de 

différents tissus. Le GALT et les ganglions lymphatiques sont des réservoirs persistants du VIH 

(Moir, Chun and Fauci, 2011; Vanhamel, Bruggemans and Debyser, 2019; Chaillon et al., 2020).  

Cette hausse de la charge virale et la diminution des LTs CD4+ est souvent accompagnée de 

l’apparition des premiers symptômes cliniques assimilés à ceux d’une grippe. Trois à quatre 
semaines après l’infection, la virémie plasmatique atteint son pic et décline ensuite 
progressivement jusqu’à atteindre un point d’équilibre appelé « viral set-point ». Le viral set-
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point est un facteur déterminant pour prédire la progression de la maladie chez les individus 

infectés par le VIH (Mellors et al., 1996). Parallèlement au viral set-point, le système immunitaire 

se met en place et se manifeste par l’apparition de deux types de réponses : la réponse 

humorale et une réponse cytotoxique. Cette dernière, médiée par les LTs CD8+, corrèle 

directement avec la diminution de la charge virale. La pression immunitaire exercée par les LTs 

CD8+ entraine une diminution de la charge virale d’en moyenne d’un facteur 100 (Coffin and 

Swanstrom, 2013). Cependant, le virus mute dans la région codant les épitopes reconnus par 

les LTs CD8+ pour échapper à cette pression de sélection. La réponse T CD8+ et l’évolution 
virale apparaissent très tôt au cours de l’infection, bien avant l’apparition d’anticorps 
neutralisants (Koup et al., 1994; Goonetilleke et al., 2009). Les premières IgM et IgG ciblant des 

antigènes de l’enveloppe sont détectables 13 et 28 jours après l’infection, respectivement 
(Tomaras et al., 2011). Malheureusement, cette réponse anticorps n’est pas capable de 
neutraliser la souche virale autologue. Il faudra attendre plusieurs mois avant l’apparition 
d’anticorps neutralisants (voir section 3.7.1).  

3.4.2 La phase chronique  

La phase chronique est la phase de l’infection la plus longue pouvant durer de 1 à 20 ans sans 
aucun symptôme. La phase chronique repose sur le contrôle de la charge virale par la réponse 

immunitaire. Malgré un contrôle de la virémie, l’exposition des antigènes du VIH persiste à bas 
bruit provoquant une activation chronique du système immunitaire. L’activation systémique 
des cellules de l’immunité innée et adaptative favorise la sécrétion de cytokines pro-

inflammatoires et augmente le renouvellement cellulaire (Appay and Sauce, 2008). Au niveau 

du GALT, la libération des facteurs solubles induite par le VIH, entraîne la perturbation de la 

barrière de la muqueuse intestinale et provoque une translocation de produits microbiens dans 

la circulation, ce qui favorise l’activation globale du système immunitaire. Ces phénomènes ont 

pour conséquences l’apparition de troubles liés à l’inflammation et une convergence des 

lymphocytes T CD8+ et CD4+ vers des sous-populations plus activées et différenciées. 

L’activation du système immunitaire se traduit par une fréquence accrue des marqueurs CD38 

et HLA-DM sur les LTs CD8+ et CD4+, et l’accumulation de monocytes CD14+ CD16+ pro-

inflammatoires (Sauce, Elbim and Appay, 2013). Les cellules T expriment des molécules de 

costimulation inhibitrices telles que PD-1, CTLA-4, TIM-3 etc, qui résultent en une perte de 

fonctionnalité, un état d’épuisement et une progression de la maladie (Day et al., 2006; 

Petrovas et al., 2006; Trautmann et al., 2006; Kaufmann et al., 2007; Jones et al., 2008). Le 

traitement antirétroviral (TARV) réduit que partiellement l’expression à la hausse des ces 
molécules inhibitrices exprimées par les cellules T (Blackburn et al., 2009; Youngblood et al., 
2013). Les cellules T chroniquement activés ont des capacités prolifératives diminuées et une 

réduction de leurs fonctions effectrices.  

3.4.3 La phase SIDA 

L’immunodéficience acquise, caractéristique de la phase SIDA, est la conséquence de la 
déplétion constante des LTs CD4+ et du déclin progressif de l’immunocompétence. On 
considère que lorsque la concentration de LTs CD4+ diminue à 200 cellules/mL, la charge virale 

n’est plus contrôlée. Le système immunitaire alors en état d’épuisement, n’est plus capable de 
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faire face aux maladies opportunistes. Sans prise en charge, le SIDA est l’une des maladies 
infectieuses les plus mortelles avec un taux de mortalité supérieur à 95% (Coffin and 

Swanstrom, 2013).   

3.5 Le cycle viral du VIH-1 

Le VIH se réplique en un à deux jours et le cycle réplicatif se décompose en 11 étapes. On 

distingue dans l’ordre : l’attachement, la fusion, la transcription inverse, la décapsidation, 

l’intégration, la transcription, la traduction, l’assemblage, le bourgeonnement, la libération et 
la maturation (Figure 45).  

3.5.1 Attachement et fusion  

L’attachement du virus à la cellule cible est facilitée par l’interaction de la protéine Env avec 
des récepteurs de surface tels que l’intégrine α4β7, DC-SIGN, les glycolipides, etc. (Chen, 2019). 

Ces molécules de surface ne sont pas des corécepteurs d’entrée du VIH mais favorisent 
l’infection, en permettant le rapprochement de Env à son récepteur d’entrée : le récepteur CD4 

(Cicala et al., 2009; Hijazi et al., 2011; Martín-Moreno and Muñoz-Fernández, 2019). Plusieurs 

études in vitro et ex vivo ont montré que les LTs CD4+ exprimant l’intégrine α4β7 sont 
préférentiellement infectés (Martinelli et al., 2013; Joag et al., 2016; Sivro et al., 2018). 

Néanmoins, la fixation du virus à ces récepteurs de surface n’est pas essentielle pour une 
infection productive. 

La fixation de la glycoprotéine gp120 au récepteur CD4 joue un rôle central dans le processus 

d’entrée du virus dans la cellule cible (Chen, 2019; Murakami and Ono, 2021). La liaison de la 

gp120 au récepteur CD4 provoque un réarrangement conformationnel de la protéine Env ce 

qui permet l’extension de la gp41 et l’insertion du peptide de fusion à la membrane plasmique. 
Ce phénomène entraine un repliement dynamique de la gp41 qui provoque le rapprochement 

Figure 45. Cycle réplicatif du VIH (figure originale de sciences of hiv.org). 11 étapes clés composent le cycle réplicatif du VIH. 

Premièrement, le virus se fixe à la cellule cible par la fixation du récepteur CD4 et corécepteur CCR5. Il y a ensuite fusion des 

membranes et libération de la capside dans le cytoplasme. La transcription inverse a lieu à l’intérieur de la capside qui est 
acheminée au noyau à travers les pores nucléaires. La décapsidation, l’intégration du génome viral à celui de la cellule hôte, 

et la transcription se réalisent dans le noyau. Dans le cytoplasme, l’ARNm viral est traduit en protéines. Enfin, les protéines 
néo-synthétisées sont assemblées à la membrane plasmique pour former un nouveau virion qui sera libéré par 

bourgeonnement. La maturation de la particule virale est la dernière étape du cycle réplicatif. 
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et la fusion des membranes du virus et de la cellule cible (Lin and Da, 2020). La capside est 

alors libérée dans le cytoplasme de la cellule hôte.  

Les corécepteurs CCR5 et CXCR4 interviennent dans l’étape de fusion en permettant le 
rapprochement et la stabilisation du complexe gp120-CD4 afin de favoriser l’insertion du 
peptide de fusion à la membrane plasmique (Chen, 2019).  

3.5.2 La transcription inverse  

La transcription inverse est le mécanisme selon lequel un ARN génomique simple brin est 

transcrit en ADN complémentaire double brin. La transcription inverse a lieu dans la capside et 

fait appel aux deux activités enzymatiques de la transcriptase inverse (RT). L’activité polymérase 
de la RT va permettre la synthèse d’un brin d’ADN complémentaire à partir d’une séquence 
d’ADN ou d’ARN, tandis que l’activité ribonucléase H hydrolyse l’ARN uniquement si ce dernier 
est sous la forme d’un double hybride ADN/ARN (Hu and Hughes, 2012).  

La transcription inverse débute par la synthèse du brin d’ADN (-) à partir d’une matrice qui 
n’est autre que la région 5’LTR de l’ARN viral génomique. La RT utilise l’ARN de transfert (ARNt) 
Lys3 de l’hôte comme amorce, qui en s’appariant avec un codon présent au site de liaison PBS 

va permettre l’initiation de la polymérisation du brin d’ADN complémentaire (Figure 46 étape 

A). La molécule d’ARN composant le double hybride naissant ADN/ARN est dégradé par 

l’activité ribonucléase H de la RT (Etape B). Les séquences répétées « R » situées aux deux 

extrémités de l’ARN viral servent d’amorces en transférant l’ADN (-) de l’extrémité 5’ à 
l’extrémité 3’ (Etape C). La synthèse du brin d’ADN (-) se poursuit le long du génome en même 

temps que la dégradation du brin d’ARN (Etape D). Cependant, deux régions de l’ARN 
génomique sont résistantes à l’activité RNAse H. Ces séquences, appelées « ppt », sont 

enrichies en purine et servent d’amorces pour la synthèse du brin d’ADN (+). En plus de 
synthétiser le brin d’ADN (+), la RT copie également les 18 premiers nucléotides de l’amorce 
de l’ARNt Lys3 (Etape E). Ces 18 nucléotides sont donc complémentaires à la séquence PBS de 
l’extrémité 5’ du brin d’ADN (-). Les deux extrémités s’hybrident et l’élongation des brins d’ADN 
(+) et (-) se poursuit (Etape F). Le produit final est un ADN double brin qui contient à chacune 

de ses extrémités les séquences « U3-R-U5 », essentielles à l’étape d’intégration (Etape G) (Hu 

and Hughes, 2012). L’ADN viral en association avec les protéines virales Vpr, MA, IN, et la 
protéine cellulaire nommée « facteur barrière à l’auto-intégration » (BAF1) forment le 

complexe de pré-intégration PIC que j’appellerai ici « PICv » pour « PIC viral » afin de ne pas 

induire de confusion avec le complexe PIC de l’initiation eucaryote énoncé dans le chapitre 1.   

L’immense diversité génétique du VIH observé au cours de l’infection est le plus souvent 
attribuée à la RT puisqu’elle possède un taux élevé d’erreur expliqué par l’absence de fonction 
de relecture. Néanmoins, d’autres étapes du cycle réplicatif peuvent être à la source d’erreurs 
à savoir : la transcription de l’ADN viral en ARNm par l’ARN polymérase II de l’hôte et les hyper-
mutations G-A médiées par le facteur de restriction cellulaire APOBEC3G (Hu and Hughes, 

2012; Coffin and Swanstrom, 2013). Peu importe la source d’erreur, le taux global de mutations 

pour un cycle réplicatif est de 3.10-5 mutations par base (Coffin and Swanstrom, 2013).  
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Plusieurs études ont récemment révolutionné le domaine du VIH en démontrant que la 

libération du matériel génétique par le désassemblage de la capside (ou décapsidation) n’avait 
pas lieu dans le cytoplasme mais à l’intérieur du noyau (Li et al., 2021; Scoca and Di Nunzio, 

2021). Li et al ont récemment montré que la capside passe les pores nucléaires, et se 

désassemble près du site d’intégration une à deux heures avant l’intégration (Li et al., 2021).  

3.5.3 L’intégration  

Une fois libéré de la capside, l’intégrase se tétramérise au sein du PICv, en se fixant aux 
extrémités de l’ADN viral au niveau des LTRs. Ce processus forme un complexe appelé 

« intasome » (Craigie and Bushman, 2012; Engelman and Singh, 2018). L’intégrase élimine 
ensuite un dinucléotide GT à chaque extrémités 3’ de l’ADN viral. Les groupements hydroxyles 
libres en 3’ servent alors de nucléophiles pour catalyser le transfert de brin (Engelman, Mizuuchi 

and Craigie, 1991). L’extrémité 3’OH de l’ADN viral forme alors une liaison covalente avec 
l’extrémité 5’phosphate de l’ADN cellulaire. L’intégration s’effectue préférentiellement dans 
des régions génomiques activement transcrites ou riches en gènes (Berry et al., 2018). Une fois 

l’intégration terminée, l’ADN viral est stable et qualifié de provirus. 

Suite à l’intégration, le provirus peut être éteint transcriptionnellement ce qui entraine la 

formation de réservoirs viraux, ou transcrit puis traduit en protéine afin de produire de 

nouvelles particules virales. Le provirus est transcrit en ARN viral par le processus de 

transcription cellulaire faisant intervenir l’ARN polymérase II et des facteurs de transcription 

mais implique également les protéines virales accessoires Tat et Vpr. Comme pour les ARN 

Figure 46. Etapes clés de la transcription inverse du VIH (figure originale de Hu and Hughes, 2012). 

Le génome viral est représenté par les lignes bleu clair. L’amorce cellulaire (Lys3) est indiquée par 

les flèches épaisses bleu clair, et la polymérisation des brins complémentaires correspond aux 

flèches bleu foncé. La dégradation de l’ARN génomique par la RNAse H est représentée par les lignes 
en pointillés. 
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cellulaires, l’ARN viral subit également un processus d’épissage alternatif pour éliminer les 
introns et générer des isoformes différentes. Une fois épissé, l’ARN viral est exporté dans le 
cytoplasme, où il est traduit en protéines par les ribosomes de la cellule hôte.  

3.5.4 La traduction 

3.5.4.1 Les différents transcrits 

L’ADN du provirus est transcrit en ARN pré-messager de 9kb qui contient tous les ORFs du VIH 

ainsi que tous les sites d’épissage alternatif. Dans le noyau,  l’épissage alternatif permet la 
génération de plus de 50 isoformes d’ARN viral (Schwartz, Felber, Benko, et al., 1990; Purcell 

and Martin, 1993; Ocwieja et al., 2012; Sertznig et al., 2018). Par conséquent, les ARNm du VIH 

sont classées en fonction de leur taille. On retrouve : 1) l’ARNm génomique non épissé de 9kb 
dit de pleine longueur, 2) les ARNm partiellement épissés de 4kb et 3) les ARNm de 2kb multi 

épissés (Figure 47) (de Breyne and Ohlmann, 2018; Sertznig et al., 2018; Nguyen Quang et al., 
2020). Chacune de ces formes joue un rôle différent dans la production de nouvelles particules 

virales. L’ARNm génomique non épissé peut être utilisé comme matériel génétique et être 

encapsidé lors de l’assemblage des nouvelles particules virales ou servir de substrat pour la 
traduction des protéines Gag et des précurseurs protéiques Gag-pol. Les ARNm de 4kb codent 

Figure 47. Les différents transcrits du VIH (figure originale de De Breyne and Ohlmann, 2018). 

(A) Représentation schématique du génome du VIH. (B) Représentation schématique des différents types de transcrits. Les 

positions des sites accepteurs (A1 à A7) et donneurs (D1 à D4) de l’épissage alternatifs sont indiqués. L’ARN génomique non 
épissé de pleine longueur permet la synthèse des protéines Gag et Gag-pol. Le site RRE, essentiel à la fixation de Rev pour 

l’export nucléaire des ARN partiellement et non épissés, est indiqué par un carré rouge. Les exons des transcrits partiellement 

et multi épissés sont représentés par des rectangles noirs. L’ensemble de ces transcrits possèdent un exon non codant en 5’ 
(exon1). Deux autres exons non codants (carrés gris) peuvent être inclus.   

A 

B 
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pour les protéines Vif, Vpr, un exon de Tat, et l’ARNm bicistronique env/vpu. Les ARNm de 2kb 

codent pour les protéines Tat, Rev, et Nef. L’épissage alternatif permet de favoriser l’initiation 
de la traduction des protéines codées en 3’ en réarrangeant les ORFs en aval de l’extrémité 5’ 
(Sertznig et al., 2018).  

Les ARN sont exprimés de manière différentielle. Les ARN entièrement épissés sont les 

premiers transcrits générés lors de l’infection puisque leur export nucléaire est indépendant de 

la protéine Rev (Kim et al., 1989). La traduction des ARN partiellement et non épissés est 

dépendante de la protéine Rev, qui suite à sa traduction, permet l’export nucléaire des 
transcrits par sa fixation à la protéine cellulaire CRM1 et à l’élément réactif de Rev « Rev-

responsive element » (RRE) localisé dans le gène Env (Malim et al., 1989; Cochrane, Chen and 

Rosen, 1990; Fernandes, Booth and Frankel, 2016). L’expression des ARN est également 
différentielle d’un point de vue quantitatif. Par exemple, la quantité des transcrits de 2kb codant 
pour Tat est cinq fois inférieure aux transcrits codant pour Rev et Nef. Les transcrits codant 

pour Env représentent environ 90% des ARNm partiellement épissés (de Breyne and Ohlmann, 

2018).  

3.5.4.2 La traduction dépendante de la coiffe 

Comme les ARNm cellulaires, les ARNm viraux possèdent une coiffe m7G à l’extrémité 5’ qui 
permet le recrutement de complexe de pré-initiation PIC. Pour rappel, lors de l’initiation de la 
traduction des ARNm cellulaires, le complexe PIC composé de la petite sous unité 40S du 

ribosome, l’ARNt méthionine, et les facteurs d’initiation eIF2, -1, -1A, -3, et -5 se lie au complexe 

eIF4F préalablement fixé à la coiffe. Le complexe d’initiation devient alors mature et débute le 
phénomène de scanning jusqu’à la rencontre du codon AUG. La reconnaissance du codon AUG 
induit le recrutement de la large sous unité du ribosome 60S au complexe d’initiation. Le 
ribosome devient mature et démarre l’élongation. Néanmoins, le processus d’initiation de la 

traduction des ARNm viraux est plus compliqué en raison de la présence de de nombreuses 

structures d’ARNm, notamment la structure TAR, au sein des LTRs. TAR est une structure 
essentielle à la régulation de la transcription puisqu’elle se situe dans la région « R » de 

l’extrémité 5’ et fixe la protéine virale Tat qui stimule la transcription (Rice, 2017). Cependant, 

la structure TAR constitue un obstacle majeur au recrutement du complexe PIC à la coiffe et au 

scanning (Parkin et al., 1988; SenGupta et al., 1990; Svitkin, Pause and Sonenberg, 1994; de 

Breyne and Ohlmann, 2018). Afin de permettre la traduction de ses protéines virales le VIH 

recrute des protéines cellulaires pour contourner la structure TAR. On distingue : les protéines 

La, Staufen 1, TRBP et les protéines DEAD-Box hélicase. L’immunoprécipitation de l’ARNm de 
lymphocytes T infectés par le VIH a révélé une interaction entre la protéine La et l’ARNm viral 
(Chang et al., 1995). Quelques années plus tard Hühn et al ont montré que La possède une 

activité hélicase, et favorise le déroulement des structures des régions LTRs (Hühn et al., 1997). 

La protéine TRBP favorise l’initiation de la traduction par sa liaison à la structure TAR et par 

l’inhibition de la protéine kinase PKR, qui induite par l’IFN, bloque l’initiation de la traduction 
par phosphorylation du facteur d’initiation eIF2α (de Breyne and Ohlmann, 2018). La protéine 

Staufen 1 lie les ARN double brins et intervient dans de nombreux processus cellulaires. En 

combinant l’immunoprécipitation des ARN à du Ribo-Seq et du RNA-seq, l’équipe du Dr Ricci 

a montré que Staufen 1 lie les ARNm en cours de traduction et préférentiellement les ARNm 
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enrichis en structures secondaires (Ricci et al., 2014). D’autres études ont également montré le 
rôle de Staufen 1 dans le recrutement des polysomes et le déroulement des structures 

secondaires des LTRs (Villacé, Marión and Ortín, 2004; Dugré-Brisson et al., 2005; Hartman et 
al., 2006). Pour finir, l’hélicase DDX3 dépendante de l’ATP déroule les structures secondaires 
de l’ARNm (voir chapitre 1 section 1.4.2). L’expression de DDX3 est stimulée par la protéine Tat 
(Yedavalli et al., 2004). En effet, l’analyse du méta-gène humain a montré des modifications des 

génétiques traduisant une augmentation de l’expression de DDX3 lors du cycle viral (Bushman 

et al., 2009). L’ensemble de ces facteurs cellulaires jouent un rôle important dans l’initiation de 
la traduction du VIH dépendante de la coiffe. Malgré un grand nombre d’études beaucoup de 
questions mécanistiques restent encore ouvertes.  

3.5.4.3 Le frameshifting 

L’expression des gènes du VIH est également modulée au niveau traductionnel. Les protéines 

Gag sont dix à vingt fois plus exprimées que les précurseurs protéiques Gag-pol alors qu’ils 
sont issus du même transcrit (Shehu-Xhilaga, Crowe and Mak, 2001). La traduction de pol n’est 
pas initiée avec un codon start AUG en début de l’ORF mais est dépendante d’un mécanisme 
alternatif de traduction appelé le « ribosome frameshifting » (FS) définit dans le chapitre 1 en 

section 1.9.6. L’ORF codant pour pol est alors traduit uniquement si le ribosome engagé dans 

l’élongation de gag poursuit la traduction en aval du codon stop. Le FS gag/pol est un 

phénomène qui induit un changement de cadre de lecture du ribosome qui se décale d’un 
nucléotide en 5’. Le changement de cadre de lecture en -1 du ribosome est provoqué par la 

présence de deux séquences nucléotidiques spécifiques situées 200 nucléotides en amont du 

codon stop de gag (Brierley and Dos Ramos, 2006; Guerrero et al., 2015) (Figure 48). 

Depuis sa première mise en évidence en 1988 par Jacks et al, la structure du signal de FS et 

son rôle dans la réplication ont été l’objet de nombreuses études (Jacks et al., 1988; Brierley 

and Dos Ramos, 2006). Le FS est dépendant d’une séquence signale « UUUUUUA » appelée 

séquence glissante. Cette séquence est conservée parmi les isolats du VIH et sa mutation 

Figure 48. Le -1 ribosomal frameshifting du VIH (figure originale de Guerrero et al, 2015). 

Le -1 FS a lieu environ 200 nucléotides en amont du codon stop de gag, au niveau de la séquence heptanucléotidique 

glissante UUUUUUA. L’élément d’ARN en tige boucle en aval de la séquence glissante contrôle le décalage de phase.    
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entraîne une réduction l’efficacité du FS et diminution drastique de 
l’infectivité (Biswas et al., 2004). Cependant, l’unique présence de la 
séquence glissante n’est pas suffisante pour induire le FS qui implique 
également la présence d’une structure en tige boucle. L’efficacité du FS 
est d’ailleurs corrélée à la stabilité de cette boucle. Plusieurs modèles 

de tige boucle sont proposés mais le plus décrit est le modèle définit 

par le laboratoire du Dr Brakier-Gingras (Figure 49) (Dulude, Baril and 

Brakier-Gingras, 2002; Baril et al., 2003; Gaudin et al., 2005). La présence 

de ces deux éléments structuraux déclenche une pause du ribosome 

au niveau de la tige boucle. Cette pause entraine le décalage de cadre 

de lecture en -1 (Namy et al., 2006).  

L’efficacité du FS -1 du VIH-1 est de 5% à 10% (Jacks et al., 1988). Le 

maintien de ce ratio est primordial puisque la 

traduction unique de gag ou de gag-pol  
mènent à la production de particules virales 

non infectieuses et à l’inhibition du clivage des 
précurseurs protéiques par la protéase (Park and Morrow, 1991; Karacostas et al., 1993; Shehu-

Xhilaga, Crowe and Mak, 2001; Cen et al., 2004).  

La traduction de l’ARNm génomique non épissé est initiée selon 2 mécanismes majeurs : 

l’initiation dépendante de la coiffe et le recrutement du complexe de pré-initiation PIC par les 

IRES. 

3.5.4.4 La traduction dépendante d’IRES 

Au sein de l’ARNm génomique du VIH, trois séquences IRES ont été caractérisées pour initier 
la traduction indépendamment de la coiffe (Figure 50). La première séquence IRES se situe 

dans la région 5’UTR au niveau du site PBS et a été mise en évidence dans les cellules T et les 

monocytes infectées (Gendron et al., 2011; Plank, Whitehurst and Kieft, 2013; Plank et al., 2014). 

Figure 49. Représentation schématique de la structure 

d’ARN du -1 FS (figure originale de Brierley et al, 2006). 

Modèle de structure d’ARN proposé par Dulude et al 2002.  

Figure 50. Les IRES du VIH (figure originale de Guerrero et al, 2015). Les trois IRES du VIH sont représentés : celui localisé 

dans la région 5’ (HIV-1 IRES) et les deux IRES successifs situés dans l’ORF de gag (HIV-1 Gag IRES). Les différentes structures 

des IRES sont représentées et annotées.  PBS : Primer binding site, est le site de liaison de l’amorce Lys3 intervenant dans la 

transcription inverse. IRENE est une région qui régule négativement l’activité de l’IRES.  
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Le facteur eIF1A permet le recrutement du complexe PIC à l’IRES. Cependant, l'identification 

précise des acteurs cellulaires impliqués dans ce mécanisme reste incomplète. Deux IRES 

supplémentaires ont été décrits dans l’ORF de gag  (Buck et al., 2001; Deforges et al., 2017). 

L’interaction de ces IRES avec les sous-unités 40S des ribosomes ont été décrites comme 

directes et indépendantes des facteurs cellulaires (Deforges et al., 2017). Seul le facteur eIF4A 

est nécessaire dans la reconnaissance du codon AUG (de Breyne et al., 2012). 

3.5.4.5 Impact de l’infection virale sur les protéines cellulaires  

Tout au long du cycle réplicatif, les protéines du VIH inhibent différents facteurs cellulaires de 

la traduction afin de moduler l’expression des protéines virales. Par exemple, la protéase du 
VIH est capable de cliver les facteurs eIF4GI, PABP, et eIF3d entraînant ainsi une inhibition de 

l’initiation dépendante de la coiffe (Ventoso et al., 2001; Alvarez et al., 2006; Castelló et al., 
2009). La protéolyse de ces facteurs d’initiation induit une diminution drastique de la traduction 
coiffe dépendante (coiffe-eIF4E-eIF4G-PABP) des ARNm cellulaires et viraux (de Breyne and 

Ohlmann, 2018). Il a été rapporté depuis 1995 que l’expression de la protéine Vpr entraine un 
arrêt du cycle cellulaire en phase G2. Les mécanismes impliqués dans l’inhibition du cycle 
cellulaire ne sont pas tous élucidés. Vpr semble activer la voie de signalisation des dommages 

à l’ADN. L’arrêt du cycle en phase G2 corrèle avec une forte diminution de la traduction coiffe 

dépendante.  

Lors de l’inhibition de la traduction cellulaire par l’action des protéines virales, la traduction du 
VIH dépendante des IRES a été démontrée fonctionnelle, ce qui permet la poursuite du cycle 

viral et la production de nouveaux virions (Vagner, Galy and Pyronnet, 2001; de Breyne and 

Ohlmann, 2018). La cinétique de traduction est la suivante, les transcrits codants les protéines 

accessoires sont traduits rapidement par une traduction dépendante de la coiffe, à l’inverse de 
l’ARNm génomique non épissé de 9kb dont la traduction est majoritairement initiée à un stade 
plus tardif par les IRES.      

Exemple d’APOBEC3G 

Certaines étapes du cycle viral sont inhibées par les facteurs de restriction cellulaires 

APOBEC3G, SAMHD1, Tethrin, TRIM5α (Colomer-Lluch et al., 2018). APOBEC3G est une cytidine 

désaminases qui catalyse la conversion de la cytidine en uridine dans le brin d’ADN (-) 
entravant ainsi la transcription inverse et l’intégration du VIH (Sheehy et al., 2002). Néanmoins, 

l’action d’APOBEC3G est contrecarrée par la protéine virale Vif selon deux mécanismes. 
Premièrement, la liaison de Vif à APOBEC3G provoque le recrutement de l’ubiquitine ligase E3 
qui poly-ubiquitine APOBEC3G alors dégradée par le protéasome. Deuxièmement, Vif perturbe 

la traduction d’APOBE3G. Mariani et al ont été les premiers a montré le rôle de Vif sur la 
traduction d’APOBEC3G (Mariani et al., 2003). En utilisant la méthode du pulse-chase, ils 

démontrent que Vif provoque la diminution de la synthèse d’APOBEC3G d’environ un facteur 
5. Stopak et al confirment ce résultat en montrant que Vif inhibe la traduction d’APOBEC3G de 
30 à 40% (Stopak et al., 2003). En absence de Vif, les ribosomes qui traduisent APOBEC3G sont 

recrutés au codon AUG de l’ORF par le mécanisme de ré-initiation à partir de l’uORF (chapitre 

1 section 1.9.4). Lors de l’infection à VIH, Vif inhibe ce mécanisme de ré-initiation par la 
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séquestration des ribosomes au niveau de l’uORF d’APOBEC3G (Libre et al., 2021). Les auteurs 

montrent également une relocalisation cellulaire dans les granules de stress corrélée à la 

fonctionnalité de l’uORF et dépendante de Vif. Le rôle précis des facteurs cellulaires dans le 
mécanisme d’inhibition d’APOBEC3G via l’uORF médié par Vif, reste à déterminer.  

La figure 51 représente les différents éléments viraux et cellulaires impliqués dans le contrôle 

de la traduction du VIH.   

Figure 51. Les différents facteurs viraux et cellulaires impliqués dans le contrôle de la traduction du VIH (figure originale 

de Breyne and Ohlmann 2018). 

3.5.5 Assemblage, bourgeonnement et maturation 

Dans les cellules T CD4+ infectées, les protéines virales néosynthétisées sont assemblées à la 

membrane plasmique pour former de nouveaux virions (Figure 52). La protéine Env est 

acheminée à la membrane plasmique par la voie sécrétoire, transitant du RE au Golgi puis dans 

des vésicules sécrétoires jusqu’à rejoindre la membrane. Les protéines Gag et Gag-pol se 

multimérisent dans le cytoplasme tout en recrutant l’ARNm génomique puis rejoignent la 
membrane plasmique. Le complexe d’assemblage Env-Gag-Gag-pol-ARNm génomique 

recrute les facteurs cellulaires ESCRT qui interviennent dans le bourgeonnement et la scission 

de la membrane plasmique. Le virion libéré devient mature suite à la protéolyse du précurseur 

Gag-pol par la protéase PR ce qui permet la formation de la capside et donc la maturation du 

virion (Freed, 2015).   
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3.6 Les réservoir viraux 

Le réservoir du VIH est un ensemble de cellules infectées de manière latente (White, 2022). En 

virologie, la latence fait référence à un stade non productif d’infection dans un ensemble de 
cellules transcriptionnellement silencieuses, mais qui conservent la capacité à produire des 

particules virales lors de stimulation (Vanhamel, Bruggemans and Debyser, 2019). C’est donc 
une infection non productive mais réversible qui persiste malgré de longues périodes de 

virémie supprimée par les TARV. Dans le contexte du VIH, la latence se caractérise par 

l’intégration d’un génome viral inactif transcriptionnellement mais compétent pour la 
réplication (Sloan et al., 2015).  

Plusieurs études ont démontré que le réservoir s’établit dans les premiers jours suivant 
l’infection, pendant la phase d’éclipse (Chun et al., 1998; Vanhamel, Bruggemans and Debyser, 

2019). Chez les individus asymptomatique le réservoir est constitué de 106-107 cellules. On sait 

d’ailleurs que l’initiation précoce de TARV diminue la taille des réservoirs et est associée à une 
meilleure évolution de la maladie (Vanhamel, Bruggemans and Debyser, 2019). La localisation 

du provirus dans les sanctuaires et la longue demi-vie des cellules quiescentes constituent des 

obstacles majeurs à l’éradication du VIH.  

Les cellules mémoires sont localisées dans un grand nombre de tissus, élargissant alors le 

réservoir du VIH à l’intestin, le cerveau, les poumons, les organes lymphoïdes, la peau, aux 

Figure 52. Assemblage, bourgeonnement et maturation des virions (figure originale de Freed 2015). 
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organes génitaux etc. (Mueller and Mackay, 2016). Certains de ces tissus comme le cerveau, la 

moëlle osseuse, les tissus adipeux, le tractus génital sont considérés comme des sanctuaires 

où l’accès des drogues y est encore plus difficile. Parmi les lymphocytes T CD4+ mémoires, la 
sous-population mémoire centrale est considérée comme la cible préférentielle du virus. 

L’implication des macrophages, des fibroblastes, des cellules microgliales et des podocytes 
dans les réservoirs est débattue malgré l’identification de provirus dans ces cellules (Vanhamel, 

Bruggemans and Debyser, 2019). Les DCs folliculaires présentent dans les follicules B des 

ganglions lymphatiques contribueraient aux réservoirs en présentant à leur surface et de 

manière constante un ensemble de virions (Spiegel et al., 1992). 

3.7 La réponse lymphocytaire anti-VIH 

Etant au centre de ma thèse, je développerai principalement dans cette section les réponses 

lymphocytaires T CD4+ et CD8+ dirigées contre le VIH. Les grandes lignes de la réponse 

humorale seront abordées puisqu’elle participe également à la reconnaissance et à 
l’élimination des cellules infectées.  

3.7.1 La réponse humorale  

Dans le cadre d’une infection à VIH, la réponse humorale est altérée. En effet, les premières 

immunoglobulines plasmatiques produites en primo-infection, à savoir des IgM et des IgG 

spécifiques de gp41 et gp120, respectivement, ne sont pas capables de neutraliser la souche 

virale autologue (Tomaras et al., 2008). Les anticorps capables de neutraliser la souche virale 

autologue n’apparaissent qu’en phase chronique d’infection. Un anticorps est dit neutralisant 
quand il est capable d’interférer avec une ou plusieurs étapes du cycle viral (Zolla-Pazner, 

2004). Les anticorps neutralisants du VIH cibles différents sites sur les protéines gp120 et gp41 

de Env. Ces sites sont appelés sites de vulnérabilité (Mouquet, 2014). Les épitopes de la gp120 

qui induisent une réponse humorale neutralisante sont majoritairement situés dans la boucle 

V2 et V3 et dans le domaine de fixation au récepteur CD4. Au sein de la gp41 se sont les 

épitopes issus du peptide de fusion, du domaine transmembranaire plus précisément le 

« membrane-proximal external region », de sa région de répétition heptadique, et de 

l’interface gp120-gp41 qui stimulent la synthèse d’anticorps neutralisants (Caillat et al., 2020). 

La réponse immune exerce une pression de sélection sur les virus conduisant à l’émergence de 
mutations d’échappement dans les épitopes de l’enveloppe reconnus par les anticorps 
neutralisants. Ce phénomène explique entre autres la grande diversité des séquences codantes 

pour Env intra et inter-individus.   

Dans la population de PVVIH, une proportion équivalente à 10-25% génère des anticorps 

capables de neutraliser plusieurs souches virales, communément appelés anticorps cross-

neutralisants, tandis que le reste de la population génère des anticorps qui neutralisent 

uniquement la souche autologue (Gray et al., 2011; Hraber et al., 2014). En 2009, de nouveaux 

anticorps neutralisants à large spectre (bNAbs) sont découverts (Scheid et al., 2009). Parmi les 

25% d’individus générant des anticorps cross-neutralisants, 1 à 2% développent des bNAbs 

capables de neutraliser in vitro un large spectre de souches virales à travers les clades (Simek 

et al., 2009; Hraber et al., 2014; Moore, Williamson and Morris, 2015; Landais and Moore, 2018; 

Moris, Pereira and Chakrabarti, 2019a). Les individus qui produisent les bNAbs sont appelés 



101 

 

« Elite Neutralizer » (EN). Néanmoins, le profil EN n’est pas corrélé au profil des « Elite 

Controllers » (EC). Les EN ont une charge virale élevée, un taux élevé de Tfh circulants, et des 

populations de LTs régulateurs et natural killer altérées (Moore, Williamson and Morris, 2015; 

Haynes et al., 2023).  

Les bNAbs sont des IgG qui reconnaissent différents sites de vulnérabilité de Env (Haynes et 
al., 2023). Les bNAbs neutralisent directement les virions et stimulent l’ADCC dépendante du 
FcR (Julg and Barouch, 2021). Certains bNAbs peuvent neutraliser jusqu’à 95% des souches 
de VIH (Klein et al., 2013).  

3.7.2 La réponse lymphocytaire T  

3.7.2.1 La réponse lymphocytaire T CD4+ anti-VIH 

Les lymphocytes T CD4+ (LTs CD4+) sont les médiateurs de la réponse immune. On distingue 

plusieurs sous-populations : les Th1, Th2, Th9, Th17, Th22, les Tfh, et les T régulateurs induits 

(Eyerich et al., 2009; Zhu, Yamane and Paul, 2010). Chaque population est caractérisée par un 

facteur de transcription distinct, associée à des fonctions effectrices spécifiques. La 

différentiation d’un LT CD4+ naïf en l’une de ces sous-populations est conditionnée par l’APC 
et l’environnement cytokinique (Rouers, Jeger-Madiot, et al., 2017).  

La réponse CD4 auxiliaire 
Les LTs CD4+ spécifiques du VIH sont détectables en phase aigüe et chronique d’infection (Betts 

et al., 2001; Palmer et al., 2002). Néanmoins, leur fréquence est faible (0,2 à 2,94%) et bien 

inférieure à celle des LTs CD8+ (1,6 à 18,4%) (Betts et al., 2001). Younes et al mettent en 

évidence que cette baisse de fréquence est causée par un défaut de sécrétion d’IL2 engendrant 
une absence de prolifération des LTs CD4+ spécifiques du VIH (Younes et al., 2003). L’absence 
de LTs CD4+ spécifiques du VIH ayant des capacités prolifératives est une caractéristique de 

l’infection progressive à VIH (Wahren et al., 1987; Berzofsky et al., 1988; Krowka et al., 1989; 

Porichis and Kaufmann, 2011). Un LT CD4+ activé exprime les marqueurs moléculaires 

d’activation CCR5 et CD38, ainsi que le marqueur de prolifération cellulaire Ki-67 (Zaunders et 
al., 2005; Sauce, Elbim and Appay, 2013). Sans traitement, la fréquence des LTs CD4+ activés 

détectés en phase aigüe d’infection diminue (Oxenius et al., 2000; Rosenberg et al., 2000). 

Boritz et al ont mis en évidence une corrélation négative entre la charge virale et les capacités 

prolifératives des LTs CD4+ spécifiques du VIH (Boritz, Palmer and Wilson, 2004). Le traitement 

antirétroviral permet le maintien et la restauration des capacités prolifératives des LTs CD4+ 

(Autran et al., 1997; Weiss et al., 1999).  

La présence des LTs CD4+ spécifiques du VIH est essentielle pour la génération de réponses T 

CD8+ effectrices et mémoires ainsi que pour la génération de réponses lymphocytaires B 

(Janssen et al., 2003; Juno et al., 2017). Dans le modèle simien, Li et al ont montré que le 

recrutement des TCD8+ à la muqueuse est corrélé à la proportion de LTs CD4+ et que le ratio 

CD8/CD4 représente un bon pronostic de l’infection (Li et al., 2009). La présence de Tfh 

spécifiques du VIH est essentielle au développement d’anticorps. En effet, la proportion de Tfh 
dans les organes lymphoïdes secondaires est corrélée avec la production d’anticorps 

neutralisants à large spectre (Locci et al., 2013; Martin-Gayo et al., 2017). Chez le singe, 
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Havenar-Daughton et al ont également montré que le développement d’anticorps 
neutralisants est lié à la quantité de Tfh dans les centres germinatifs (Havenar-Daughton et al., 
2016). Néanmoins, la balance bénéfices/risques de la forte proportition de Tfh est sensible car 

les Tfh sont une cible privilégiée de l’infection chez le macaques et l’humain. L’infection à VIH 
provoque une modification de l’architecture des ganglions lymphatiques et un 
dysfonctionnement des Tfh dont les mécanismes restent à élucider (Tangye et al., 2013; Rouers, 

Jeger-Madiot, et al., 2017; Jeger-Madiot, Heredia and Graff-Dubois, 2019). 

La réponse CD4 cytotoxique 
Mis en évidence dans les années 1980, les LTs CD4+ cytotoxiques (CTLs) sont une sous-

population de LTs CD4+ caractérisée par la sécrétion de perforines et granzyme B, et par la 

répression et l’expression des facteurs de transcription ThPOK et Runx3, respectivement (Appay 

et al., 2002; Mucida et al., 2013; Reis et al., 2013; Juno et al., 2017). ThPOK est un facteur de 

transcription exprimé continuellement dans les LTs CD4+ du thymus puis dans les LTs CD4+ 

matures pour inhiber les gènes cytotoxiques de la lignée CD8+, eux-mêmes régulés par le 

facteur de transcription Runx3 (Cheroutre and Husain, 2013; Mucida et al., 2013; Reis et al., 
2013). La population T CD4+ cytotoxique a d’abord été considérée par la communauté 

scientifique comme un artefact causé par la culture in vitro des LTs, et/ou à une mauvaise 

identification de LTs CD8+ (Juno et al., 2017). Les Drs Heinkelein, Suni et Appay ont été les 

premiers à mettre en évidence l’existence ex vivo de LTs CD4+ cytotoxiques spécifiques du 

VIH, du HCMV et de l’EBV (Heinkelein et al., 1996; Suni et al., 2001; Appay et al., 2002). Appay 

et al ont mis en évidence une fréquence des LTs CD4+ CTLs plus élevée chez les individus 

infectés que chez les individus séronégatifs. Les LTs CD4+ CTLs spécifiques du VIH sont détectés 

à tous les stades d’infection mais semblent plus abondants chez les individus infectés 
chroniquement et non traités. Les LTs CD4+ CTLs identifiés expriment la perforine, le granzyme 

A, le TNFα, l’IFN, et GMP-17/TIA-1, et semblent avoir un phénotype mémoires (CD27 et CD28 

négatives). En concordance avec ces résultats, Zaunders et al ont montré un phénotype 

cytotoxique des LTs CD4+ CCR5+ chez les individus non progresseurs infectés par le VIH ou le 

HCMV (Zaunders et al., 2004). Un an plus tard, la même équipe a détecté chez des individus 

non traités en tout début de primo-infection, une fréquence élevée de LTs CD4+ fortement 

activés (CCR5+, Ki-67+, et CD38+) qui expriment également la perforine et le granzyme B 

(Zaunders et al., 2005). Les LTs CD4+ CTLs sont aussi caractérisés par l’expression du marqueur 
de dégranulation CD107a et de LAMP-1(Juno et al., 2017). L’activité cytotoxique des LTs repose 
sur la libération des granules lytiques cytoplasmiques, composées de perforines et de 

granzymes, de manière polarisée vers la cellule cible ; ce mécanisme est appelé dégranulation 

(Betts and Koup, 2004). Récemment, Collora et al ont mis en évidence, par combinaison de 

diverses techniques en « single-cell », que sous traitement antirétroviral, le clone de LTs CD4+ 

infecté le plus représenté possède un phénotype CTL mémoire avec l’expression du granzyme 
B (Collora et al., 2022). L’ensemble de ces études soulignent l’importance de la réponse 
cytotoxique médiée par les LTs CD4+ dans la lutte contre l’infection à VIH.   

Malgré l’ensemble de ces travaux, les phénotypes et la dynamique de différentiation des LTs 
CD4+ au cours de l’infection à VIH restent peu documentés. Les cellules T CD4+ spécifiques du 

VIH semblent avoir majoritairement un profil Th1 avec la sécrétion d’IFN, un profil Tfh, et un 
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profil CTL. Plusieurs études montrent également l’induction d’un profil Th17 en phase aigüe 

d’infection qui se perd en phase chronique (Brenchley et al., 2008; MacParland et al., 2016). Les 

réponses T CD4+ spécifiques du VIH ciblent des épitopes dérivés de l’ensemble des gènes du 
VIH (Ranasinghe et al., 2012).  

3.7.2.2 La réponse lymphocytaire T CD8+ anti-VIH 

En primo-infection, l’apparition des LTs CD8+ corrèle directement avec la diminution de la 

charge virale (Borrow et al., 1994; Koup et al., 1994; Yang et al., 1997; Chen et al., 2009; Ndhlovu 

et al., 2015). Il a été observé que la pression immunitaire exercée par les LTs CD8+ entraine une 

diminution de la charge virale d’en moyenne d’un facteur 100 (Coffin and Swanstrom, 2013). 

La conséquence de cette pression de sélection est l’apparition très rapide de variants 
d’échappement situés au sein des épitopes reconnus par les LTs CD8+ lors de la phase aigüe 

(Goonetilleke et al., 2009; Liu et al., 2013). L’étude de la réponse T CD8+ dans le modèle primate 

non humain a montré une très forte augmentation de la virémie suite à la déplétion des LTs 

CD8+ en phase aigüe et chronique d’infection (Schmitz et al., 1999).  

Lors de la phase chronique on observe chez les individus non traités, une diminution de la 

fréquence des LTs CD8+ liée à une réduction de l’expression des antigènes circulants du VIH 
(Jones and Walker, 2016). L’exposition continue des antigènes résiduels du VIH durant la phase 
chronique provoque une altération et l’épuisement de la réponse T CD8+.  

Durant les deux premières années qui suivent la mise sous traitement des personnes infectées, 

la fréquence des LTs CD8+ spécifiques du VIH diminue (Gray et al., 1999; Kalams et al., 1999; 

Ogg et al., 1999; Casazza et al., 2001; Addo et al., 2003). Les réponses restent néanmoins 

détectables chez la majorité des individus même après plusieurs années de traitement. Le TARV 

permet une diminution de l’expression des récepteurs d’inhibition exprimés par les LTs CD8+ 

et une réduction de la fréquence des LTs CD8+ pro-apoptotiques (Rinaldo et al., 2000; Rehr et 
al., 2008).  Néanmoins, Migueles et al ont montré que les capacités prolifératives et effectrices 

ne sont pas restaurées après l’initiation du traitement (Migueles et al., 2002, 2008). Plusieurs 

études ont démontré que seule une initiation précoce en phase aigüe d’infection permet de 
restaurer les capacités prolifératives et une activité cytotoxique in vitro (Oxenius et al., 2000; 

Takata et al., 2022). D’autres études observent également une restauration de la 

polyfonctionnalité et une diminue partielle de l’expression des molécules associées à 
l’épuisement immunitaire après une longue période de traitement (Rehr et al., 2008; 

Grabmeier-Pfistershammer et al., 2011).    

3.8 Les différents statuts cliniques  

Les prédispositions génétiques, la capacité du système immunitaire à contrôler la réplication 

virale, et l’aptitude virale sont d’autant plus de facteurs qui influencent l’évolution de la 
maladie. Plusieurs statuts cliniques sont observés chez les individus infectés. On distingue : les 

progresseurs qui, sans traitement antirétroviral (TARV), progressent dans la maladie, et les non 

progresseurs qui ont une charge virale faible et un taux de LTs CD4+ élevé et stable pendant 

une longue période sans TARV. Parmi ce dernier groupe, les « Elite Controllers » (EC) sont les 
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individus qui maintiennent une charge virale en dessous des limites de détection et qui ne 

progressent pas vers le stade SIDA.    

3.8.1 Les Elite Controllers 

Découvert en 2004, les Elite Controllers (EC) forment un groupe restreint qui représente 1% 

des individus infectés par le VIH (Lambotte et al., 2005; Deeks and Walker, 2007; Okulicz et al., 
2009). Ces individus sont cliniquement caractérisés par : une infection à VIH connue depuis 

plus de dix ans, une charge virale indétectable équivalente à < 400 copies/ml dans 90 % des 

mesures, et l’absence de TARV (Lambotte et al., 2005; Lambotte, 2012). Les EC sont un groupe 

d’individus qui s’approche le plus d’une guérison fonctionnelle. Dans les stratégies de thérapies 

curatives ou prophylactiques, de nombreux efforts ont été déployés pour identifier les facteurs 

et déterminants liés au contrôle du VIH. Les différentes caractéristiques virologiques, 

génétiques et immunologiques des EC sont listées ci-dessous. 

3.8.1.1 Caractéristiques virologiques 

La plupart des EC sont infectés par des virus compétents pour la réplication mais les individus 

parviennent sans TARV à maintenir une virémie indétectable et stable au cours du temps 

(Lambotte et al., 2005; Grabar et al., 2009). Malgré une charge virale indétectable, il a été 

démontré par l’utilisation d’une méthode ultrasensible de quantification, une réplication virale 

à bas bruit chez les EC (Pereyra et al., 2009). La réplication virale n’est donc pas inexistante chez 

les EC même si la charge virale est indétectable. Des études ont observé chez certains individus 

un rebond viral temporaire, appelé blips, associé à une diminution du taux de LTs CD4+ 

(Boufassa et al., 2011; Rosás-Umbert et al., 2019). L’évolution immunovirologique à long terme 
des EC est donc incertaine (Lambotte, 2012). La taille du réservoir est plus faible chez les EC 

que chez les individus infectés virémiques (Lambotte et al., 2005).  

3.8.1.2 Caractéristiques génétiques 

Il a été rapidement mis en évidence que certains allèles HLA-I sont associés à des évolutions 

cliniques distinctes. On distingue les HLA-I protecteurs associés à une évolution de la maladie 

plus lente et les HLA-I associés à la progression. Parmi les EC, les allèles protecteurs HLA-

B*2705, -B*5701, et B*5703 sont surreprésentés (Migueles et al., 2000; Lambotte et al., 2005). 

Les allèles HLA-B*27 et -B*57 ont été associés à un contrôle de la réplication virale et à une 

persistance des fonctions effectrices des lymphocytes T au cours du temps (Pereyra et al., 2010; 

Thèze et al., 2011; Jones and Walker, 2016). L’expression de l’allèle HLA-B*57 a également été 

corrélée à la présence de cellules B sécrétrices d’IgG1 et à une activité neutralisante des 
anticorps (Rouers, Klingler, et al., 2017). 

3.8.1.3 Caractéristiques immunologiques 

La réponse lymphocytaire T 
La réponse T CD8+ des EC présente plusieurs caractéristiques associées au contrôle viral. Tout 

d’abord, suite à l’exposition à l’antigène les cellules T CD8+ spécifiques du VIH ont des capacités 

prolifératives et effectrices accrues en comparaison à la réponse T CD8+ observée chez les 

individus sous traitement (Sáez-Cirión et al., 2007). En effet, les LTs CD8+ des EC ont une 

capacité supérieure à lyser les cellules infectées in vitro lors de coculture avec des LTs CD4+ 
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infectés autologues. Cette capacité de lyse est dépendante de la sécrétion élevée de perforine 

et granzyme, dont l’expression est régulée par le facteur de transcription T-bet (Hersperger et 
al., 2010). Deuxièmement, la réponse T CD8+ chez les EC a été démontrée ayant  une 

polyfonctionnalité supérieure à celle des individus progresseurs (Betts et al., 2006; Sáez-Cirión 

et al., 2007; Migueles et al., 2008; Ferre et al., 2009; Hersperger et al., 2010). La 

polyfonctionnalité est la capacité d’un lymphocyte T à produire plusieurs cytokines ou 
chimiokines simultanément telles que l’IL2, l’IFN, le TNFα, Mip1β et CD107a. La 
polyfonctionnalité est un critère clé dans la prédiction de l’évolution de la maladie puisque la 
fréquence des réponses T CD8+ ayant cinq fonctions (= sécrétions de 5 cytokines) est 

inversement corrélée avec la charge virale chez les individus progresseurs (Betts et al., 2006). 

En d’autres termes, la capacité à supprimer la réplication in vitro et la présence d’une réponse 
T CD8+ polyfonctionnelle a été démontré comme étant associée à un contrôle de l’infection.  

Des expériences in vitro et ex vivo visant à caractériser la réponse T CD8+ spécifique de l’épitope 
immunodominant KK10 chez les EC ont montré une corrélation entre l’avidité du TCR et la 
polyfonctionnalité (Almeida et al., 2007, 2009; Iglesias et al., 2011). L’avidité du TCR reflète une 
efficacité fonctionnelle des clones LTs CD8+ en présence d’une faible concentration d’antigène 
Des expériences sur le SIV ont également confirmé l’importance de l’avidité du TCR dans le 
contrôle de l’infection (Osuna et al., 2014). L’avidité du TCR est donc également un critère de 
prédiction de la qualité fonctionnelle des LTs (Lissina et al., 2016).  

De façon intéressante, le répertoire d’épitope reconnu par les TCRs semblent également varier 
entre les EC et les progresseurs. La réponse T CD8+ des EC ciblent préférentiellement des 

épitopes dérivés de Gag et ont une réactivité croisée accrue, c’est-à-dire qu’un seul TCR est 
capable de reconnaître plusieurs épitopes issus de mutations d’échappement (Turnbull et al., 
2006; Pereyra et al., 2008; Miura et al., 2009; Sáez-Cirión et al., 2009; Chen et al., 2012; Mothe 

et al., 2012; Lissina et al., 2016).  

Les efforts mis en œuvre pour caractériser la réponse lymphocytaire T chez les EC ont permi 
de renforcer les preuves que la réponse T CD4+ joue un rôle fondamental dans la réponse 

immune anti-VIH. En effet, la présence de LTs CD4+ est associée à un contrôle de la réplication 

virale et à une meilleure progression de la maladie (Rosenberg et al., 1997; Pitcher et al., 1999; 

Chevalier et al., 2011; Schieffer et al., 2014). A l’image de la réponse T CD8+, la réponse T CD4+ 

chez les EC présente une polyfonctionnalité plus élevée, une avidité des TCRs plus forte et cible 

majoritairement des épitopes issus de Gag (Rosenberg et al., 1997; Betts et al., 2001; Dyer et 
al., 2008; Ferre et al., 2010; Vingert et al., 2010; Schieffer et al., 2014; Benati et al., 2016; Lissina 

et al., 2016; Galperin et al., 2018; Kervevan and Chakrabarti, 2021). De plus, les LTs CD4+ 

retrouvés chez les EC ont des capacités prolifératives accrues et une diminution de l’expression 
des récepteurs de co-inhibition (Kervevan and Chakrabarti, 2021). Les LTs CD4+ des EC 

produisent de l’IL2, ce qui leur permet un maintien de leur capacité proliférative nécessaire au 

contrôle de la réplication (Younes et al., 2003; Harari et al., 2004; Potter et al., 2007).  

Dans leur étude Ferre et al mettent en évidence que les EC porteurs des allèles HLA-DQB1*13 

et -DQB1*06 possèdent des réponses T CD4+ polyfonctionnelles au niveau des muqueuses 

(Ferre et al., 2010). En accord avec ces observations, l’équipe du Dr Chakrabarti met également 
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en évidence que la réponse T CD4+ des EC dirigée contre Gag est caractérisée par une 

fréquence plus élevée de sécrétion d’IFN et de perforine, d’expression de CD107a, et par une 
polyfonctionnalité (Vingert et al., 2012). Ce phénomène est observé chez les EC malgré une 

exposition antigénique très faible tandis que les LTs CD4+ d’individus virémiques montrent une 
perte de fonction. En effet, la réponse T CD4+ CTL CD107a+ est plus fréquente chez les EC, et 

elle est corrèle avec un viral set point plus bas (Johnson et al., 2015).  

L’avidité des TCRs pourrait expliquer la magnitude plus élevée des réponses T CD4+ chez les 

EC (Vingert et al., 2010). Ranasinghe et al mettent en évidence que la source protéique 

d’épitopes ciblée par les LTs CD4+ diffère selon le statut clinique (Ranasinghe et al., 2012). Les 

EC ont une fréquence environ six fois plus élevée de LTs CD4+ spécifiques de peptides issus de 

Gag comparée aux patients très virémiques. A l’inverse, une fréquence élevée de réponses T 

CD4+ dirigées contre des peptides issus de Env est associée à un profil d’individus très 
virémiques.  

Récemment, l’immunométabolisme a été montré comme un déterminant dans la pathogénèse 
du VIH. La plasticité du métabolisme des LTs CD4+ et macrophages leur confère une restriction 

d’infection. Dans la population LTs CD8+ mémoires, la plasticité du métabolisme permet une 

activité soutenue des cellules par l’adaptation aux conditions restrictives de réplication telles 
que le stress métabolique, une stimulation antigénique persistante, et des signaux négatifs tels 

que les espèces réactives de l’oxygène (ROS) (Sáez-Cirión and Sereti, 2021).      

La réponse lymphocytaire B 
La réponse humorale est hétérogène parmi les EC (Moris, Pereira and Chakrabarti, 2019b). 

Certains individus possèdent des titres faibles d’anticorps neutralisants et une baisse de la 
neutralisation croisée en comparaison aux individus virémiques (Bailey et al., 2006; Pereyra et 
al., 2008, 2009; Lambotte et al., 2009). A l’inverse, la présence d’anticorps ayant une forte 
capacité de neutralisation croisée ou d’anticorps neutralisants à large spectre (bNAbs) ont 
également été observées chez des EC (Scheid et al., 2009, 2011). 

Récemment, les travaux des Drs Rouers et Buckner ont mutuellement démontré que l’une des 
caractéristiques de la réponse humorale des EC est le maintien des différentes sous-population 

de LTs B mémoires spécifiques du VIH malgré une stimulation antigénique limitée (Buckner et 
al., 2016; Rouers, Klingler, et al., 2017). Dans le modèle simien, la réplication virale à bas bruit 

observée chez les animaux controllers a été décrite comme ayant lieu dans les centres 

germinatifs des organes lymphoïdes (Fukazawa et al., 2015). Il est donc possible que la 

persistance des sous-populations B repose sur la proximité de l’antigène aux sites de 
production des anticorps. Le maintien des sous-populations a été montré dépendant des 

fonctions des Tfh, qui sont préservées chez les EC (Buranapraditkun et al., 2017). Dans leur 

étude de 2017, Rouers et al mettent en évidence chez des individus porteurs de l’allèle 
protecteur HLA-B*57, une corrélation entre la fréquence des cellules sécrétrices d’anticorps et 
la capacité à neutraliser différents variant, y compris les TF (Rouers, Klingler, et al., 2017). 

D’autres études ont ensuite mis en évidence une différence dans les isotypes des IgG sécrétées 
entre les progresseurs et les EC, chez qui le profil d’anticorps est enrichi en IgG2 et IgG3 
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(Sadanand et al., 2018). Il a également été observé que les sérums des EC présentant de fortes 

activités antivirales polyfonctionnelles sont enrichis en IgG1 et IgG3 (Ackerman et al., 2016). 

Ces observations suggèrent une forte affinité de liaison des anticorps IgG1 et IgG3 spécifiques 

de l’enveloppe aux récepteurs Fc. Néanmoins, l’implication du phénomène d’ADCC (« antibody 

dependent cell cytoxicity ») dans le contrôle de l’infection reste à ce jour controversé (Moris, 

Pereira and Chakrabarti, 2019b).    

3.9 Les stratégies thérapeutiques  

3.9.1 Le traitement antirétroviral  

3.9.1.1 Les antirétroviraux 

Les TARV ont permis aux PVVIH d'avoir une meilleure espérance de vie tout en restaurant et 

préservant leur immunité. Les TARV ont transformé l'infection à VIH en une maladie chronique. 

De plus, les TARV sont également importants pour limiter la diversité génétique du virus. 

Lorsqu'ils sont combinés à une bonne observance, les TARV permettent de supprimer la charge 

virale et le risque de transmission du VIH. 

En 1985, deux ans après l’identification du virus, le premier agent thérapeutique est testé dans 
le cadre d’un essai clinique. L’HPA23 est un antirétroviral (ARV) qui agit sur la transcription 
inverse de rétrovirus murins. Malheureusement, l’essai thérapeutique n’est pas concluant et les 
études se focalisent alors sur la zidovidine aussi connue sous le nom d’AZT. L’AZT est un 
inhibiteur nucléosidique de la transcriptase inverse (INTI). Puis vient le tour de la didanosine 

qui est également un INTI. Avant les années 1990 la stratégie thérapeutique consistait à utiliser 

des ARV en monothérapie. Toutes fois, même avec l’introduction de la bithérapie en 1994, ces 
stratégies thérapeutiques n’empêchaient pas la réplication virale puisqu’un rebond est observé 

après 24 semaines. L’année 1996 fut une année charnière dans le traitement contre le VIH avec 
la découverte de la trithérapie qui dévoile des résultats très encourageants. La trithérapie 

combine trois antirétroviraux, dont une classe de molécules innovantes : les inhibiteurs de 

protéases (IP). Après une quarantaine d’années de progrès constants, une dizaine d’ARVs ont 
été approuvés par la Food and Drug Administration (HIVinfo.org). On distingue plusieurs types 

d’ARV : les INTI, les IP, les inhibiteurs de l’intégrase (INI), les inhibiteurs non nucléosidiques de 
la transcriptase inverse (INNTI), les inhibiteurs de fusion (IE), et les inhibiteurs du CRR5. La 

trithérapie, aussi appelée thérapie antirétrovirale combinée (cART) est la combinaison de deux 

INTI avec un IP, ou un INNTI, ou bien un INI. Une charge virale inférieure à 50 copies/mL est le 

seuil international reconnu d’une trithérapie efficace.  

3.9.1.2 L’échec thérapeutique 

L’échec thérapeutique se définit par une perte d’efficacité du TARV. L’échec peut être 
virologique si la charge virale augmente, immunologique si le nombre de LTs CD4+ diminue, 

ou clinique suite à l’apparition de maladies opportunistes.   

L’échec virologique est le plus précoce, survenant avant l’échec immunologique et clinique. Il 

est facilement détectable par une analyse de la charge virale. L’échec virologique est 
diagnostiqué si le seuil de la charge virale plasmatique est supérieur à 1 000 copies/mL (World 
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Health Organization (WHO), no date). Il existe plusieurs facteurs qui favorise la survenue de 

l’échec virologique.  

L’observance est le premier facteur évalué suite à la découverte d’un échec virologique. En 

effet, la diminution soudaine de la concentration du TARV dans l’organise favorise l’émergence 
de variants résistants aux drogues. Des études sociologiques montrent que les facteurs 

d’inobservance sont multiples et évolutifs. On retrouve :  le jeune âge, l’absence de partage du 

statut sérologique avec le conjoint, l’état dépressif etc. Dans les pays du Sud, il est favorisé par 
une difficulté d’accès aux soins, l’insécurité alimentaire, et la peur de la stigmatisation.  

L’échec virologique peut également être détecté chez des individus observants. Dans ce cas de 

figure, les cliniciens étudient les caractéristiques du virus et des drogues. Lors de la primo-

infection et avant tout traitement, il existe des mutations de résistances aux ARV que l’on 

appelle résistances primaires. L’analyse de ces résistances au sein des populations permet de 
faire évoluer le traitement de première ligne en inter-changeant les ARV. La conséquence finale 

de l’accumulation de résistance est la diminution des options thérapeutiques.  

3.9.2 Le traitement prophylactique 

L’année 2004 signe la révolution de la prévention du VIH avec l’apparition de PrEP aussi 
appelée prophylaxie de préexposition (« pre-exposure prophylaxis »). La PreP est le premier 

outil de prévention à avoir montré son efficacité. La PrEP consiste en la prise d’ARVs pour 
prévenir l’infection chez des individus non infectés très exposés. Cette population peut inclure 
des hommes ayant des rapports sexuels avec des hommes (HSH), des personnes ayant des 

partenaires infectés (couples sérodiscordants), des travailleurs.ses du sexe et les usagers de 

drogues injectables. Lorsque l’observance est respectée, la PrEP est extrêmement efficace avec 
une réduction des risques de 99% chez les hommes et de 90% chez les femmes (Anderson et 
al., 2012; Baeten et al., 2012). La PrEP, commercialisée sous le nom de Truvada ou Descovy, se 

présente sous la forme d’un seul comprimé combinant deux INTI : le téfovofir et l’emtricitabine 
(Nicol, Adams and Kashuba, 2013). Ces INTI ont été choisis pour leur efficacité dans le modèle 

animal et leur pharmacocinétique favorable (Cranage et al., 2008; Denton et al., 2008; García-

Lerma et al., 2008; Parikh et al., 2009; Anderson et al., 2012). Initialement, la PrEP a été 

recommandé en prise continue. La protection par prise intermittente de la PreP dans la 

population HSH a été démontrée en 2016 par l’essai iPergay en France (ANRS | Résultats finaux 
de l’essai ANRS IPERGAY, 2016). Pour les femmes et les femmes trans, le schéma recommandé 

reste à ce jour une prise en continue.  

3.9.3 La vaccination VIH 

Plusieurs obstacles sont rencontrés dans l’élaboration d’un vaccin efficace contre le VIH. 
Premièrement, le VIH possède une grande diversité qui se traduit par un nombre élevé de 

variants intra et inter-individus. L’établissement de réservoirs viraux et l’échappement au 
système immunitaire sont également des freins au développement d’un agent thérapeutique 
efficace. Une deuxième problématique rencontrée lors du développement d’un vaccin VIH est 
la difficulté d’exécution des tests d’efficacité qui est liée au manque de groupes « contrôle » 

où les individus ne peuvent pas être sans protection.  
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Différents types de vaccins ont été testés depuis le début des premiers essais vaccinaux en 

1990 : les protéines recombinantes de l’enveloppe, les bNAbs, les vaccins vectorisés, les vaccins 

à ARN et mosaïques (Kim et al., 2021). Malgré un nombre conséquent d’essais, l’essai RV144 
conduit en Thaïlande est la seule étude à avoir démontré une efficacité à 31% à 3,5 ans après 

immunisation (Haynes et al., 2012). L’essai RV144 fait appel à la combinaison de deux vaccins 
« ALVAC-HIV » et « Aidsvax » administrés en utilisant le principe du « prime-boost ». Cette 

stratégie permet de renforcer la réponse immunitaire induite par « ALVAC », vecteur 

recombinant de la variole du canari, par l’injection de protéines recombinantes de l’enveloppe 
« Aidsvax ». L’immunisation induit une réponse T CD4+ polyfonctionnelle spécifique de 

l’enveloppe, des anticorps IgG ayant des fonctions d’ADCC (Kim et al., 2021).  

3.9.4 Les stratégies curatives  

Au vu de la complexité de la pathogénèse du VIH, les stratégies de guérison doivent passer 

par une double approche : réduire les réservoirs et renforcer les barrières de l’hôte (Deeks et 
al., 2012).  Cette double approche est décomposée en trois grands axes : 1) cibler les réservoirs, 

2) induire des mécanismes optimaux de contrôle, et 3) limiter l’inflammation chronique.  

3.9.4.1 Cibler les réservoirs 
Deux stratégies ont vu le jour pour cibler les réservoirs : le « shock and kill » et le « block and 

lock ».  

Le shock and kill  

La stratégie du shock and kill vise à lever la latence du virus dans les cellules quiescentes et à 

les éliminer. La grande variabilité des sites d’intégration du provirus et la difficulté à définir des 

marqueurs spécifiques des cellules quiescentes sont les principaux obstacles rencontrés dans 

cette stratégie. L’utilisation de super-agonistes tels que l’IL15, et le TLR7 a récemment montré 

des résultats prometteurs ex vivo et in vivo dans l’induction de la transcription du VIH et 
l’augmentation de l’expression des gènes viraux ainsi que dans l’activation des acteurs de 
l’immunité adaptative dans les organes lymphoïdes (Du et al., 2018; Garrido et al., 2018; Webb 

et al., 2018; Miller et al., 2022). C’est une piste prometteuse dans la stratégie  « shock and kill » 

bien que les marqueurs des cellules quiescentes infectées soient encore à déterminer. Les 

marqueurs PD1, CD32a, OX40 pourraient être des marqueurs indicateurs, tout comme les 

marqueurs anti apoptotique des cellules infectées. 

Le block and lock 

A l’inverse du shock and kill, le block and lock a pour but de verrouiller la latence (Ahlenstiel et 
al., 2020). Là encore, deux approches sont utilisées pour empêcher la réactivation du provirus 

intégré : la répression du provirus par des agents bloquant la transcription et l’élimination du 
virus par la modification des gènes. La stratégie du block and lock apparait comme davantage 

prometteuse puisqu’elle permet une inhibition de la réplication virale mais des zones d’ombres 
subsistent concernant la durée du traitement et la génotoxicité. Cette stratégie est également 

beaucoup mieux acceptée chez les PVVIH que le shock and kill.  
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Dans le cadre du "shock and kill" ou du "block and lock", les mêmes problèmes persistent : la 

difficulté à identifier les cellules du réservoir, à accéder aux sanctuaires et la présence de 

nombreux sites d'intégration. 

3.9.4.2 Renforcer les barrières de l’hôte  
Diverses stratégies sont utilisées pour renforcer les barrières de l’hôte telles que : l’introduction 
de résistance intrinsèque, les vaccins thérapeutiques, les modulateurs immuns, et la thérapie 

cellulaire adoptive.  

Le développement d’anticorps à double affinité (« Dual-Affinity Re-targeting Molecules », 

DART) permet une cytolyse des cellules infectées par le VIH. Les DARTs sont des anticorps 

bispécifiques qui combinent une chaîne spécifique aux antigènes de la protéine d’enveloppe 
et une chaîne spécifique de la molécule CD3 (Ferrari et al., 2017). Cette double spécificité 

permet la reconnaissance de l’antigène Env présenté à la surface des cellules infectées et 
l’engagement simultané des LTs CD8+ par le récepteur CD3 de façon indépendante des 

molécules du CMH. Plusieurs études in vitro et in vivo ont montré l’efficacité des DARTs dans 
l’élimination des LTs CD4+ infectés médiée par les LTs CD8+ (Sloan et al., 2015; Tuyishime et al., 
2021).  

La découverte des anticorps neutralisants à large spectre (bNAbs) en 2009 a ouvert de 

nouvelles perspectives et entraîné des progrès significatifs dans la lutte contre l’infection à VIH. 

D’un point de vue prophylactique, l’immunothérapie passive par les bNAbs a démontré son 
efficacité dans des modèles murins et simiens par un contrôle de la charge virale à des niveaux 

indétectables et par une potentialisation de la réponse LTs CD8+ et une amélioration des 

réponses LTs CD4+ spécifiques du virus. Plusieurs bNAbs ont fait preuve de leur efficacité en 

essais cliniques thérapeutiques chez l’Homme. C’est notamment le cas des bNAbs 3BNC117, 
10-1074, et N6 (Julg and Barouch, 2021). L'utilisation de bNAbs en monothérapie a souvent 

conduit à l'émergence de variants résistants, ce qui a suscité l'idée de combiner des bNAbs 

ciblant différents sites de vulnérabilité de l'enveloppe pour réduire les risques d'échappement. 

Plusieurs études démontrent la nécessité de combiner l’administration de deux ou plusieurs 
bNAbs afin d’étendre le contrôle de la charge virale à plusieurs mois et d’éviter le rebond viral 
lié à l’émergence de virus résistants (Shingai et al., 2013; Bar-On et al., 2018; Mendoza et al., 
2018). Plusieurs bNAbs à triple spécificité sont actuellement en cours d’évaluation chez 

l’Homme. La diversité des séquences de l’enveloppe parmi les différents clades du VIH reste 
l’obstacle majeur de la thérapie par les bNAbs. En plus d’exister entre les individus, 
l’hétérogénéité virale existe également entre les tissus complexifiant l’utilisation des bNAbs 
(Chaillon et al., 2020).  La stratégie des bNAbs représente une piste très prometteuse pour 

l’établissement d’un vaccin curatif contre le VIH. Il reste à déterminer la combinaison idéale  et 

le nombre d’épitopes cibles requis pour éviter l’échappement viral (Julg and Barouch, 2021). 

3.9.4.3 « HIV cure » et « Cancer cure » : des divergences et similitudes 
Le VIH et le cancer présentent des caractéristiques communes telles que l'exposition chronique 

aux antigènes, l'épuisement des lymphocytes T, l’échappement au système immunitaire, la 
latence, et la mortalité en absence de traitement (Vigano et al., 2020).  
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Les similitudes entre le cancer et l’infection à VIH ont permis de décliner les thérapies 

prometteuses du cancer au VIH. La stratégie « shock and kill » vient d’ailleurs de la 
cancérologie. Les oncologues ont vite utilisé des approches combinatoires pour atteindre la 

rémission. Les inhibiteurs de points de contrôle PD-1, PDL-1 et CTLA-4 ont été une révolution 

en cancérologie avec des premiers essais cliniques en 2010 très concluants. Ces inhibiteurs 

restaurent la réponse immune en bloquant la liaison du récepteur PD-1 exprimé par les 

lymphocytes T à leur ligand PDL-1 exprimé par les cellules tumorales. Les anticorps 

monoclonaux ciblant les points de contrôle ont un taux de réponses élevé en situation de 

maladie disséminée. L’utilisation d’un inhibiteur de point de contrôle PD-1 dans le VIH se 

montre moins efficace que dans le cancer, avec une plus forte toxicité et un effet modéré mais 

reste une stratégie prometteuse à combiner avec d’autres (Boyer and Palmer, 2018). 

L’utilisation des thérapies cellulaires ont également inspiré le domaine du VIH avec le 
développement de la reprogrammation des cellules T CD8+ en T CD8+ ayant des propriétés 

associées au contrôle naturel de l’infection, ou en utilisant des CAR-T cells (Qi et al., 2020; 

Perdomo-Celis et al., 2022).  

Il est très probable que l'efficacité de guérison du VIH découle de la combinaison de plusieurs 

stratégies thérapeutiques, tant dans l'approche utilisée que dans les acteurs de l'immunité 

ciblés (cellulaire et humoral). C’est le cas notamment des travaux des Drs Walker-Sperling et 

Barouch qui montrent un contrôle virologique suite à l’injection de la triple combinaison de 
ligand de TLR7, de bNAbs, et de vaccin (Moldt et al., 2022; Walker-Sperling et al., 2022).  

La découverte des neoantigènes a permis l’émergence de nouvelles immunothérapies du 
cancer (Brennick et al., 2017; Verdegaal and van der Burg, 2017; Chen et al., 2021). Récemment, 

les neoantigènes ont été utilisés sous forme de vaccins peptidiques, ARN, ADN, de vaccin basé 

sur les DCs et d’immunothérapies adoptives à base de TCR transgéniques (Bassani-Sternberg 

and Coukos, 2016; Laumont and Perreault, 2018; Arnaud et al., 2021; Chen et al., 2021). Dans 

le cancer, la majorité du protéome dérive de régions non codantes et ces produits alternatifs 

de traduction ont un rôle en tant que source antigénique (Ruiz Cuevas et al., 2021). Une étude 

publiée en 2021 démontre même un rôle fonctionnel des ORFs non canoniques dans la survie 

des cellules cancéreuses. Dans le cancer du sein, l’ORF alternatif GREP1 code pour une protéine 
sécrétée qui favorise l’expression de la cytokine oncogène GDF15 (Prensner et al., 2021). De 

plus, 99% des mutations spécifiques aux cellules cancéreuses ont lieu dans les régions non 

codantes (Khurana et al., 2016). 

Toutes ces études justifient l’intérêt d’étudier le génome non codant et les évènements de 
traduction non canoniques afin de mieux comprendre le développement des pathologies et 

pour mieux appréhender la conception des stratégies thérapeutiques. Dans la prochaine et 

dernière section de ce manuscrit, je détaillerai les données de la littérature sur l’existence des 

régions non codantes du VIH appelées cadres alternatifs de lectures. 
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3.10 Les ARFs du VIH  

Jusqu'à présent, la découverte des cadres alternatifs de lecture (ARFs) du VIH a reposé sur des 

méthodes d’identification indirectes telles que l’immunologie inverse et la méthode HLA 
footprint.  

La méthode HLA footprint consiste en une corrélation entre les mutations d’échappement et 
les molécules HLA de classe I. Les cellules infectées présentent par les molécules du CMH-I des 

peptides viraux aux LTs CD8+. La reconnaissance des peptides par les LTs CD8+ est restreinte 

par les molécules HLA. L’activation d’une réponse T CD8+ spécifique induit une pression de 

sélection qui provoque des mutations d’échappement au sein de l’épitope reconnu. Les 
mutations qui entraînent une absence de reconnaissance par les LTs CD8+ sont sélectionnées 

par le virus dans le cas où elles ne sont pas délétères à la réplication. Ces mutations sont 

caractérisées d’ « empreintes » HLA (Goulder et al., 1997; McMichael and Klenerman, 2002; 

Moore et al., 2002; Martinez-Picado et al., 2006; Schneidewind et al., 2007; Matthews et al., 
2008, 2009). Les mutations d’échappement sont donc associées aux molécule HLA et certaines 
sont conservées au sein des souches circulantes, ce qui permet de prédire les mutations de 

certains épitopes (Leslie et al., 2004; Schneidewind et al., 2007; Matthews et al., 2008).  

Au total, neuf études ont identifié des ARFs dans le génome du VIH-1, et deux études se sont 

intéressées aux ARFs exprimés dans le génome du SIV (voir Annexe n°2) (Cardinaud et al., 2004; 

Maness et al., 2007, 2010; Garrison et al., 2009; Bansal et al., 2010, 2015; Berger et al., 2010, 

2015; Champiat et al., 2012; Ternette et al., 2016; Peng et al., 2018).   

3.10.1 Les ARFs identifiés au laboratoire  

Notre équipe de recherche a été précurseur dans l’étude des ARFs du VIH. De précédentes 

études extérieures au laboratoire sur les virus, les maladies auto-immunes, et les cancers ont 

démontré l’existence d’ARFs ayant la capacité à coder des polypeptides immunogènes 

reconnus par les LTs CD8+. Des ARFs dérivés de la nucléoprotéine de la grippe ont été identifiés 

par les Drs Bullock, Fetten, et Elliot, tandis que le peptide "SYNTGRFPPL", codé par un ARF du 

rétrovirus murin LP-BMP5, a été identifié par le Dr Mayrand (Fetten, Roy and Gilboa, 1991; 

Bullock and Eisenlohr, 1996; Elliott, Bodmer and Townsend, 1996; Mayrand, Schwarz and Green, 

1998) (chapitre 2 section 2.5.2.1). Dans ce contexte, notre équipe a précédemment étudié si 

des polypeptides dérivés d’ARFs pouvaient être générés lors de l’infection à VIH et stimuler 

une réponse T. Les ARFs candidats ont été sélectionnés après analyse des six phases de lecture 

du génome viral et en fonction de la présence de codons start AUG et de motifs Kozak, qui 

suggéraient une expression potentielle des ARFs (Cardinaud et al., 2004). Selon ces critères de 

sélection Cardinaud et al ont identifié 3 ARFs du VIH localisés dans les gènes gag, pol et env. 

Les auteurs ont ensuite évalué la capacité des peptides issus des ARFs à fixer les molécules 

HLA-B*0702 en utilisant l’algorithme SYFPEITHI. Au total, ils ont défini 6 peptides 

potentiellement présentés par les molécules HLA-B*0702. Parmi les peptides, un retiendra 

particulièrement leur attention par sa forte capacité de liaison, c’est le peptide « QPRSDTHVF » 

codé par un ARF localisé dans gag, qu’ils nommeront Q9VF. Les auteurs ont ensuite évalué la 
capacité des peptides à stimuler une réponse T CD8+ spécifiques in vivo en immunisant des 

souris transgéniques HLA-B*07. Les 6 peptides sélectionnés sont immunogéniques et induisent 
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une réponse T CD8+. Cette observation a été confirmée chez les PBMCs  d’individus infectés, 

puisqu’une réponse T CD8+ a été mise en évidence contre chacun des peptides. L’introduction 
d’un codon stop au sein de l’ARF codant Q9VF abolit sa reconnaissance par les LTs CD8+. Pour 

conclure, les auteurs ont démontré que les ARFs identifiés sont conservés parmi les isolats du 

clade B de 24 à 80%, Q9VF étant conservé à 68%. 

De façon très intéressante, une seconde étude menée au laboratoire a mis en évidence une 

mutation d’échappement dans l’épitope Q9VF (Cardinaud et al., 2011). Un polymorphisme a 

été observé à la 5ème position de l’épitope où l’asparagine est substituée par un résidu aspartate 

(Q9VF5D->Q9VF5N). Les deux peptides sont reconnus ex vivo par les LTs CD8+ d’individus 
infectés HLA-B*07. Environ 16% des individus testés ont présenté une réponse T CD8+ contre 

les épitopes Q9VF. Notre équipe a cherché à comprendre les mécanismes d’expression du 
variant Q9VF5N. En infectant des cellules T avec des isolats de laboratoire portant ou non la 

mutation, il a été démontré que l’épitope Q9VF5N n'était reconnu ni par les LTs CD8+ 

spécifiques de Q9VF5N, ni par ceux spécifiques de Q9VF5D, tandis que l’épitope Q9VF5D était 

bien reconnu par les clones T spécifiques Q9VF5D. Des expériences de liaisons aux protéines 

TAP et de spectrométrie de masse MS/MS ont été réalisées sur des immunoprotéasomes 

purifiés, permettant de mettre en évidence que l'introduction du résidu aspartate induisait un 

clivage par le protéasome de l'épitope, abolissant ainsi sa production et sa présentation par 

les molécules HLA.  

3.10.2 Les ARFs publiés par les autres laboratoires 

Suite aux travaux de l’équipe du Dr Moris, huit études ont démontré l’existence de réponses T 
CD8+ dirigées contre des peptides dérivés d’ARFs du VIH (Garrison et al., 2009; Bansal et al., 
2010, 2015; Berger et al., 2010, 2015; Champiat et al., 2012; Ternette et al., 2016; Peng et al., 
2018).  Sept études ont travaillé avec des isolats du clade B (Garrison et al., 2009; Berger et al., 
2010, 2015; Champiat et al., 2012; Bansal et al., 2015; Ternette et al., 2016; Peng et al., 2018), 

tandis qu’une seule étude a étudié les ARFs exprimés dans les isolats du clade C (Bansal et al., 
2010).  

3.10.2.1 Identification par approche computationnelle 

Quatre études ont utilisé une approche computationnelle pour identifier les ARFs du VIH 

(Garrison et al., 2009; Champiat et al., 2012; Bansal et al., 2015; Berger et al., 2015).  

Pour identifier les ARFs, les chercheurs ont analysé les six phases de lecture du génome viral et 

ont recherché la présence de codons start AUG en amont des séquences (Champiat et al., 2012; 

Berger et al., 2015). Berger et al ont identifié 5 ARFs antisens pour lesquels ils observent une 

réponse T spécifique chez des individus chroniquement infectés (Berger et al., 2015). Dans une 

autre étude menée par Champiat et al, 13 ARFs en sens et 70 en antisens ont été identifiés, 

chevauchant principalement la région Env (Champiat et al., 2012). Les auteurs ont évalué les 

réponses T spécifiques des peptides dérivés d’ARFs par ELISPOT IFN, chez des individus en 

phase aigüe et chronique d’infection avant et après TARV. Des pools de peptides ont été utilisés 

pour faciliter le criblage. L’objectif de cette étude étant de caractériser l’impact du TARV sur les 
réponses T spécifiques des ARFs au cours de l’infection, aucune déconvolution des pools 
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positifs n’a été réalisée. Les pools 2 et 3 contenants les peptides dérivés d’ARFs en sens ont été 

reconnus par les PBMCs d’individus en phase aigüe et chronique d’infection. Les chercheurs 

ont montré que le TARV semblait favoriser l'émergence de réponses T spécifiques des ARFs, et 

ont émis l'hypothèse que la pression de sélection médiée par le TARV exercée sur les ORFs 

pourrait également impacter l'expression des ARFs. 

Par une approche similaire de prédiction in silico, Garrison et al ont mis en évidence 4 peptides 

dérivés d’ARFs pour lesquels ils détectent une réponse T chez des individus infectés (Garrison 

et al., 2009). Les peptides « SRDIHHYRFR » et « RIFTIIVSD » dérivent des sites d’épissage 
alternatif des exons de Tat et Rev, respectivement. De façon intéressante, les auteurs ont 

également montré que la réponse T dirigée contre les peptides dérivés d’ARFs est plus 
fréquente chez les individus chroniquement infectés traités et les EC que les individus 

virémiques. Ces observations rejoignent celles de Champiat et al (Champiat et al., 2012).  

Dans cette même ligne, les recherches menées par le Dr Bansal ont révélé que les réponses T 

spécifiques de peptides dérivés d’ARFs sont plus fréquentes chez les individus porteurs des 

allèles HLA protecteurs HLA-B*27, -B57, et –B58 (Bansal et al., 2015). L'étude a identifié 

plusieurs peptides dérivés d'ARFs localisés principalement sur le brin antisens, bien que deux 

peptides dérivés d'ARFs situés sur le brin sens aient également été identifiés et reconnus par 

les PBMCs d'un donneur HLA-B27. 

Identification des ARFs du SIV par approche computationnelle 
Selon un protocole similaire d’identification, c’est-à-dire une analyse du génome viral suivie 

d’une prédiction de fixation des peptides dérivés d’ARFs sur les molécules du CMH Mamu-

B*17, Maness et al ont identifié un ARF codé par Env (Maness et al., 2007). Parmi 20 macaques 

testés, le peptide prédit nommé cRW9 est reconnu par les LTs CD8+ de 13 macaques 

chroniquement infectés dont deux sont des macaques contrôlant naturellement l’infection. Sur 
ces deux animaux controllers les auteurs ont évalué la fréquence des LTs CD8+ spécifique de 

cRW9, en comparaison avec celles dirigées contre des peptides canoniques en utilisant des 

tétramères Mamu-B*17 couplés au peptide cwR9. Une réponse spécifique à cRW9 a été 

détectée chez les deux animaux mais était particulièrement forte chez l’un deux, avec une 
fréquence représentant 41% des réponses T CD8+ totales. L’analyse du séquençage du génome 
viral au moment de la mort des macaques révéla la présence d’une mutation identique au sein 
de cRW9 chez 5 animaux. La substitution d’un tryptophane en arginine à la position d’ancrage 
C-terminale provoque une diminution drastique de la fixation de l’épitope aux molécules 
Mamu-B*17. Enfin, les auteurs ont démontré que cette mutation est une mutation 

d’échappement à la pression exercée in vivo par les LTs CD8+.  

3.10.2.2 Identification par HLA footprint 

Concernant les ARFs du VIH, l’utilisation de la méthode HLA footprint par trois équipes de 
recherche a permis d’identifier des ARFs du VIH exclusivement localisés au sein des gènes gag, 

pol, et nef (Bansal et al., 2010; Berger et al., 2010; Peng et al., 2018). Le fait qu’aucune de ces 
études ne mettent en évidence des ARFs issus de Env est un biais de la méthode HLA footprint. 

En effet, les réponses T associées à un contrôle viral ciblent principalement des épitopes issus 

de Gag, Pol puis plus modestement Nef, motivant ainsi les recherches de mutation 
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d’échappement dans ces régions spécifiques du génome (Carlson et al., 2008; Matthews et al., 
2008).  

Au total ce sont 70 et 13 ARFs du VIH qui ont été décrits en sense dans les études de Berger 

et al, et de Peng et al, respectivement (Berger et al., 2010; Peng et al., 2018). L’étude de Bansal 
et al qui, comme celle de Peng et al, s’intéressent aux ARFs du VIH situés en antisense, a révélé 

391 ARFs répartis sur les deux brins du génome viral (Bansal et al., 2010). En se basant sur le 

polymorphisme associé aux molécules HLA de classe I et l’utilisation de l’algorithme Epipred 
pour définir l’épitope le plus probable de la séquence candidate, les auteurs ont sélectionné et 
synthétisé 24 peptides dérivés d’ARFs antisens pour lesquels ils ont testé leur capacité à 

stimuler une réponse T chez les individus infectés (Bansal et al., 2010). Les peptides sont 

reconnus par les cellules T de donneurs en phase aigüe et chronique d’infection. Dans 
l’ensemble, 48% des peptides testés sont reconnus par les cellules T d’au moins un donneur. 

L’étude longitudinale effectuée sur 37 individus infectés a permis de mettre en évidence que 
les peptides dérivés d’ARF en antisens sont rapidement mutés après le début de l’infection, à 
l’instar des épitopes issus des protéines canoniques, connus pour être soumis à une pression 

du système immunitaire dès la première année d’infection (Brumme et al., 2008). L’étude de 
Peng et al précisent ces précédentes observations en démontrant que les peptides dérivés 

d’ARFs antisens sont bien immunogéniques en phase aigüe et chronique d’infection, mais que 
les mutations observées aux stades précoces d’infection, ne sont globalement pas associées à 

la réponse immunitaire dirigée contre les peptides dérivés d’ARFs (Peng et al., 2018). 

Dans leur étude Berger et al ont sélectionné et synthétisé 22 peptides dérivés d’ARFs du VIH 
en sens pour évaluer les réponses T spécifiques chez des donneurs infectés chroniquement 

(Berger et al., 2010). Dix peptides dérivés d’ARFs ont été reconnus par les lymphocytes T des 
donneurs, certaines séquences peptidiques étant chevauchantes, cela signifie que 8 ARFs ont 

la capacité à coder des polypeptides viraux. Le peptide « RTSKASLER » (RR9) qui est codé par 

un ARF localisé au sein du gène pol et présenté par les molécules HLA-A*A03, est celui qui 

induit le plus de réponses T. Un polymorphisme associé aux molécules HLA-A*03 

statistiquement significatif a été observé au niveau du 6ème résidu de l’épitope. La mutation de 
la sérine en une proline abolit la reconnaissance par les LTs in vitro. Le mécanisme d’initiation 
de la traduction du petite RR9 a été ensuite investigué. La leucine présente en amont du 

peptide RR9 a été mutée en une méthionine ou valine et l’impact de cette mutation sur 
l’expression du peptide a été évaluée par des tests d’inhibition de la réplication virale par des 

clones T spécifiques.  Les auteurs ont montré que le variant possédant la méthionine est 

fortement inhibé par les clones à la différence du variant portant la valine pour lequel aucune 

inhibition n’a été observée. Ces données suggèrent un rôle de la leucine en tant que codon 

start alternatif du peptide RR9. 

3.10.2.3 Identification par immunopeptidomique 

A ma connaissance, l’étude de Ternette et al publiée en 2016 est l’unique démonstration directe 
et non biaisée de l’existence des ARFs en tant que source antigénique grâce à la mise en 
évidence d’un peptide dérivé d’ARF présenté par les molécules du CMH-I par 

immunopeptidomique (Ternette et al., 2016). Dans cet article, les auteurs ont cherché à 
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caractériser le répertoire de peptides viraux associé aux molécules du CMH de classe I, à partir 

de cellules humaines infectées. La lignée cellulaire C8166 et des cellules T CD4+ primaires 

provenant de 3 donneurs ont été infectées par l’isolat de laboratoire HIV IIIB. Une lyse suivie 
d’une immunoprécipitation des molécules du CMH de classe I ont été effectuées. L’analyse de 
la spectrométrie de masse LC-MS/MS réalisée sur les épitopes élués a permis de mettre en 

évidence un total de 75 peptides uniques provenant du génome viral. Le nombre total de 

peptides identifiés variait de 2 416 à 6 795, en fonction de l’échantillon, avec un enrichissement 
des 9-mers. Pour l’ensemble des cellules, les auteurs ont observé un enrichissement des acides 
aminés prédits aux résidus d’ancrage pour le génotype de l’allèle HLA correspondant. Les 
peptides viraux identifiés sont majoritairement issus des protéines Gag, Pol, et Env ; des 

peptides issus de Nef, Rev, et Vpu sont identifiés, bien que minoritaires. L’ensemble de ces 
peptides dérivent donc de protéine canonique, à l’exception d’un, nommé SR11, qui est issu 
d’un ARF. SR11 a été isolé dans les cellules C8166 et dérive d’un ARF lu en antisense qui 

chevauche le gène env. La capacité des peptides viraux à stimuler une réponse T chez des 

individus infectés a été ensuite évaluée par ELISPOT IFN. Parmi 24 donneurs testés, les PBMCs 

d’un seul donneur reconnaissent le peptide dérivé de l’ARF SR11. Dans cette étude les auteurs 
identifient un peptide dérivé d’ARF du VIH par immunopeptidomique, mais ne discutent pas 
la nature et les causes du différentiel obtenu entre l’immunopeptidome viral et cellulaire.  

Les ARFs du VIH localisés sur le brin sens (5'-3') ont été mis en évidence dans la littérature par 

des méthodes indirectes, et leur nombre s'élève à 103 d'après les données disponibles. 

Toutefois, seule une petite partie de ces ARFs ont été validés pour leur expression par la 

détection d'une réponse T spécifique ou par immunopeptidomique. Contrairement aux virus 

HCMV, KSV, SARS-CoV-2, etc., pour lesquels l'ensemble des événements de traduction a été 

caractérisé in vivo par ribosome profiling, aucune démonstration n'a été faite sur le génome 

du VIH. Par conséquent, il est primordial d'établir une liste exhaustive des ARFs du VIH de 

manière non biaisée.  
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Mise en contexte 

Les avancées récentes dans les méthodes de détection à haut débit ont révélé l'existence de 

petits cadres ouverts de lecture (sORFs) qui codent pour des polypeptides ou micro-protéines 

de moins de 100 acides aminés. Ces sORFs sont largement présents dans le génome humain, 

principalement dans les régions non traduites 5' UTR des gènes connus. Bien que certaines de 

ces micro-protéines aient été montrées comme ayant des rôles fondamentaux, par exemple 

dans la régulation de l’expression des gènes, le développement embryonnaire, les fonctions 

mitochondriales etc, les fonctions biologiques de la plupart d'entre elles restent énigmatiques. 

La caractérisation des sORFs repose principalement sur la technique du ribosome profiling 

(RiboSeq) qui permet une évaluation impartiale des séquences d'ARNm activement traduites. 

En combinant le Riboseq et la spectrométrie de masse LC-MS/MS, plusieurs études notamment 

dans le cancer, ont mis en évidence que de nombreux peptides présentés par les molécules du 

CMH dérivent de sORFs, ce qui valide leur rôle en tant que source antigénique. Des études ont 

également démontré que les lymphocytes T infiltrant les tumeurs reconnaissent des peptides 

tumoraux traduits à partir d’une sous-population de sORFs appelée cadre alternatif de lecture 

(ARFs). Le microenvironnement immunitaire de la tumeur ainsi que les conditions de stress 

favorisent les évènements non canoniques de traduction des sORFs.  

Le VIH-1 et le cancer présentent des caractéristiques communes telles que l’induction d’un 
stress majeur pour la cellule, l’exposition chronique aux antigènes, l’épuisement des 
lymphocytes T et la résistance. Dans ce contexte, notre équipe de recherche a cherché à avoir 

une approche similaire, à grande échelle et non biaisée, appliquée à l’infection à VIH-1. De 

façon non surprenante, des évènements non canoniques de traduction tels que les ARFs ont 

été décrits par RiboSeq dans plusieurs génomes viraux tels que HCMV, KSV, MLV, et SARS-

CoV-2, mais aucune démonstration n’a été faite à ce jour sur le génome du VIH. Notre équipe 

avait déjà montré que plusieurs ARFs du VIH codent pour des petits polypeptides reconnus 

par les lymphocytes T de donneurs infectés par le VIH. D’autres équipes ont également 
démontré l’existence de peptides dérivés d’ARFs, mais toutes ces observations, y compris les 

nôtres, étaient basées sur l’immunologie inverse ou l’HLA footprint, autrement dit sur des 
approches indirectes. L’intégralité de ces études se sont concentrées sur la présentation de ces 
peptides non canoniques par les molécules du CMH-I aux lymphocytes T CD8+, et ont 

démontré qu’une réponse T spécifique est induite tout au long de l’infection à VIH et semble 

préférentiellement abondante chez les EC. 

Notre objectif était de mettre en évidence le potentiel des régions présumées non codantes 

du VIH en définissant tous les ARFs et ORFs activement traduits et d'évaluer si les ARFs du VIH 

codent pour des polypeptides viraux. Pour répondre aux questions de ce sujet passionnant, 

plusieurs objectifs ont été soigneusement considérés :  

Objectif 1 : Caractérisation du translatome du VIH-1 

La traduction des ARFs et des ORFs a été identifiée par ribosome profiling. Les ARFs qui 

présentaient une signature traductionnelle significative par rapport au bruit de fond ont été 

évalués quant à leur conservation au sein des clades B et C du VIH. 
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Objectif 2 : Définition de l’immunopeptidome du VIH-1 

Le répertoire de peptides présentés par les molécules du CMH de classe I et II des cellules 

infectées a été établi par immunopeptidomique afin de confirmer le rôle des ARFs en tant que 

source antigénique. 

 

Objectif 3 : Détermination du potentiel immunogène des ARFs 

La capacité des ARFs à coder des polypeptides viraux immunogènes a également été évaluée 

par la détection de réponses T spécifiques dans les PBMCs de donneurs infectés selon un 

protocole d’expansion in vitro qui précédait des tests ELISPOT IFN.  
 

Objectif 4 : Evaluation des propriétés phénotypiques et fonctionnelles des lymphocytes T 

spécifiques des peptides dérivés d’ARFs 

Les réponses T spécifiques des peptides dérivés d’ARFs ont été caractérisées par cytométrie en 
flux pour évaluer leurs phénotypes et polyfonctionnalité au travers de l’expression des 
marqueurs CD4, CD8, Mip1, IFN, IL2, CD107a, et TNF. 

 

Résumé des résultats 

Dans une lignée T CD4+ infectée par l’isolat de laboratoire NL4-3, le ribosome profiling a révélé 

la traduction de 98 ARFs répartis sur l’ensemble du génome viral. Il s'agit du premier 
translatome complet du VIH-1. Un second ribosome profiling en présence d’harringtonine 
nous a permis de prédire des codons AUG ou non-AUG comme sites d’initiation de certains 
ARFs. En générant une base de données interne au laboratoire du VIH-1, nous avons démontré 

que les ARFs sont hautement conservés parmi les isolats de clade B et de clade C du VIH-1 

avec une conservation médiane en acides aminés de 88% et 89%, respectivement. En analysant 

la conservation des régions chevauchantes des ORFs et de la troisième phase, nous avons 

observé que les ARFs ne semblent pas soumis à une sélection positive, la phase de l’ORF étant 
significativement plus conservée. Cependant, 8 ARFs sont plus conservés que la région 

chevauchante de l’ORF. Sur la base de leur conservation et de la prédiction de leur fixation aux 

molécules du CMH, nous avons synthétisé et testé par ELISPOT IFNγ un total de 96 peptides 

dérivés des ARFs sur les PBMCs de 3 individus traités et 4 individus contrôlant naturellement 

l'infection. Parmi ces peptides, 46 ont été reconnus par les lymphocytes T, démontrant ainsi 

qu’au moins 42 ARFs codent pour des polypeptides viraux. Les peptides reconnus dérivent de 

l’ensemble des régions génomiques, y compris la région 5'UTR. Certains peptides dérivés 

d’ARFs ont induit une sécrétion d'IFNγ aussi forte que celle obtenue après stimulation avec des 

peptides dérivés d'ORFs. Parallèlement, l’analyse de l’immunopeptidome a permis d’identifier, 
dans des cellules T CD4+ primaires infectées, un ligand de HLA-A*0201 dérivé d’un ARF identifié 

par notre second ribosome profiling. De plus, nous avons également étudié les caractéristiques 

phénotypiques et fonctionnelles des cellules T ciblant les peptides dérivés d'ARFs chez les 

individus infectés par marquage cytokinique intracellulaire. La majorité des réponses observées 

était médiées par des lymphocytes T CD4+ polyfonctionnels sécrétant au moins 3 cytokines 

simultanément. L’analyse du profil cytokinique a révélé des similitudes entre les réponses T 

spécifiques des peptides dérivés d’ARFs et d’ORFs.
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Abstract  

Alternative reading frames (ARFs) were described in several viral genomes using ribosome 
profiling such as HCMV, KSV, and SARS-CoV-2 but no demonstration has been made on HIV 
genome. Using ribosome profiling, we uncovered 98 conserved HIV ARFs distributed across 
the genome, with high conservation among HIV clade B and C isolates. Our analysis revealed 
that at least 42 ARFs encode viral polypeptides, as demonstrated by T-cell responses targeting 
45 ARF-derived peptides in patients under treatment or naturally controlling the infection. At 
the same time, we identified a ligand of HLA-A*0201 derived from an identified ARF on 
primary infected cells. These responses were mediated by polyfunctional CD4+ T-cells 
secreting at least 3 cytokines simultaneously. Our discovery expands the list of conserved viral 
polypeptides that might be potential targets for vaccination strategies. 
 
 

 

Key Words:  

Virus / HIV-1 translation / ribosome profiling / Immunopeptidome / CD4+ and CD8+ T cells / 
polyfunctionality 
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Introduction 
Open reading frames (ORF) of the human genome have been long annotated using 

restricted criteria including the presence of classical start (AUG) and stop codons, and the 
potential to encode protein longer than 100 amino acids (aa) (Andrews and Rothnagel, 2014). 
Recent advances in detection methods challenged this definition revealing that thousands of 
small ORF (sORF) encode polypeptides or microproteins shorter than 100 aa (Martinez et al., 
2020). These sORF are widely spread along the human genome, some overlap, on a different 
frame, classical ORF but the majority is found within 5’ untranslated regions (UTR) of known 
genes (Ji et al., 2015). Although some microproteins encoded by sORF have been shown to 
play fundamental roles, for instance, in DNA repair, mitochondrial functions, RNA regulation, 
etc (Schlesinger and Elsässer, 2022; Wright et al., 2022), the biological functions of most 
remain enigmatic. Nonetheless, the thorough characterization of sORF greatly diversified the 
translation landscape in healthy and malignant cells expanding in particular the sources of 
cancer antigens.  

To date the characterization of sORF mostly relies on the ribosomal profiling technic 
(Riboseq) that allows unbiased assessment of actively translated mRNA sequences. However, 
only a limited number of studies correlated Riboseq data with the generation of peptides 
(Yewdell, 2022). Combining Riboseq and liquid chromatography–tandem mass spectrometry 
(LC-MS/MS) several studies revealed that a fraction of peptides displayed by MHC molecules 
(so-called immunopeptidome) is derived from sORF that are specific or overrepresented in 
tumor cells (Chong et al., 2022; Erhard et al., 2020; Ouspenskaia et al., 2022). Other studies 
demonstrated that the tumour immune microenvironment is likely to favour the expression of 
human endogenous retroviruses (hERVs) that are normally silent in healthy tissues and of out-
of-frame polypeptides that both constitutes antigens sources for T cell immunity (Bartok et al., 
2021; Smith et al., 2018). Remarkably, these findings and others (Starck et al., 2016) 
highlighted that noncanonical translation events from sORF, in 5’UTR or out-of-frame, and 
internal start codons are likely favoured in the context of stress.  

Viral infections represent a major stress to the cell whose translation machinery is 
mobilized in the translation of viral proteins (Stern-Ginossar et al., 2019). Viruses acquired 
specific features to control viral protein expressing such as sequences favouring frame-shifting 
and internal entry of ribosomes (Firth and Brierley, 2012; Sorokin et al., 2021). Thereafter not 
surprisingly peptide derived from alternative translation events were described during the last 
decades in influenza (Bullock and Eisenlohr, 1996; Yang et al., 2016; Zanker et al., 2019), 
murine leukemia virus (MLV) (Gaur and Green, 2005) and human immunodeficiency virus 
(HIV-1) (Bansal et al., 2010; Berger et al., 2010; Cardinaud et al., 2004) infected cells.  

The expression of these non-canonical viral peptides often referred to as cryptic epitopes 
(CE), was mainly studied in the context of peptide presentation by MHC class-I molecules to 
cytotoxic CD8+ T cells (CTLs), probably due to the fact that sORF are more likely to generate 
MHC-associated peptide than transcripts from canonical ORF (Ruiz Cuevas et al., 2021). To 
date, only a limited number of studies combined Riboseq and immunopeptidomic approaches 
to characterize the landscape and origin of viral peptides presented by MHC-I molecules in the 
context of viral infection. These studies confirmed that MHC-I molecules present peptides from 
un-annotated ORF within alternative reading frames (ARF) of the human cytomegalovirus 
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(HCMV) (Erhard et al., 2018) and of the severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 
(SARS-CoV-2) (Weingarten-Gabbay et al., 2021). 
 

In the context case of HIV-1 infection, the existence of peptides derived from ARF 
(ARFP) was highlighted using T cell-based assays (Cardinaud et al., 2011, 2004; Champiat et 
al., 2012). CTLs specific to peptides derived from ARF were indeed detected during the acute 
and chronic phase of infection and seem preferentially abundant in patients with favourable 
clinical outcome expressing protective HLA alleles (Bansal et al., 2015). Underlining the 
contribution of ARFP-specific CTL in the control of viral replication, several labs have shown 
that HIV adapts to and escapes from ARFP-specific T cell responses by introducing mutations 
within ARF (Bansal et al., 2010; Berger et al., 2010; Cardinaud et al., 2011, 2004). Remarkably, 
in the macaque model of SIV infection, a single mutation within an ARFP-derive epitope was 
strongly associated with viral rebound (Maness et al., 2010, 2007). Bioinformatics approaches 
analysing the association between HLA polymorphisms and HIV sequence variations (HLA 
footprint) revealed that viral RNA might encode ARF-derived peptides from both forward and 
reverse viral ARF (Bansal et al., 2010; Berger et al., 2010; Peng et al., 2018). 

In the present study, we used Riboseq to delineate the first translatome of HIV-1 in 
infected CD4+ T cells. In addition to canonical viral ORF, we identify 98 ARF, corresponding 
to sORF, that are distributed across HIV genome including the 5’UTR region. Using a database 
of complete and unique HIV genomes, we show that most aa sequences of ARF are highly 
conserved among HIV-1 clade B and C strains, with 8 ARF aa sequences being more conserved 
than the overlapping ORF region. Using T-cell based assays and immunopeptidomic, we 
demonstrate that at least 42 ARF encode viral polypeptides. In PBMCs of HIV-infected 
individuals, ARFP elicit potent and poly-functionnal T cells responses mediated by both CD4+ 
and CD8+ T cells. Our findings broaden the spectrum of HIV immunogen that might help in 
the design of efficacious vaccines and might reveal the existence of viral microproteins or 
pseudogenes. 
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Results 

 

HIV Ribosome Profiling reveals 98 Alternative Reading Frames 

To date, the existence of ARF in the HIV-1 genome has been highlighted using indirect 
approaches such as T cell-based assays and HLA footprint analyses. We thus intended to 
provide an unbiased assessment of actively translated viral mRNA sequences in HIV-infected 
cells. To this end, we infected the CD4+ T cell line, SupT1, with HIVNL4-3 and analysed viral 
mRNA translation using ribosome profiling. 24h post-infection, the viability of the cells and 
the infection rates were analysed using a viability dye and a combination of anti-HIV-Gag and 
anti-CD4 antibodies, respectively (Supplementary Fig 1A and 1B). Combining Gag and CD4 
stainings allowed the direct detection of cells expressing HIV-Gag protein and the indirect 
assessment of cells expressing viral proteins that down modulate CD4 expression such HIV-
Nef, -Vpu or -Env, respectively (Tanaka et al., 2003). Among the three biological replicates, 
the viability of the cells ranged from 44 to 71% and from 54 to 73% of Gag+CD4- and Gag+CD4+ 
infected cells (Supplementary Fig 1B). The cells were then harvested, polysome extracted, 
ribosome-protected fragments (RPF) isolated and sequenced (Supplementary Fig 1A). Data 
were analysed using the RiboDoc tool   (François et al., 2021) and some inhouse biological 
pipelines. The length of RPFs ranged between 25–35 nts (not shown). We analysed the 
periodicity of the reads by aligning the RFP to annotated start codons of human coding 
sequences (CDS). The reads, in particular the 28- and 29-mer, uniformly aligned along the 
human CDS with a periodicity of three nucleotides corresponding to codon triplets, thus 
strongly suggesting that the RPF correspond to bona fide translation events (Supplementary Fig 
1C). The data from the three biological replicates were then combined and viral RPF aligned to 
the HIVNL4-3 genome (Figure 1A). The ribosome footprints aligned only on the forward strand 
throughout the viral genome. On the Figure 1, note that each reading frame is highlighted by a 
specific colour: green, red and blue for Frame 0 (F0), 1 (F1) and 2 (F2), respectively (Figure 
1A). The number and density of RPF was particularly high in 5’ UTR and 3’ UTR regions of 
the HIV genome (Figure 1A). This is coherent with the described pausing of ribosomes just 
before starting and after terminating translation of viral CDS in the 5’ and 3’ UTR regions, 
respectively (Han et al., 2014; Ingolia et al., 2009; Wolin and Walter, 1988). As excepted, we 
observed patches of RPF in frame and uniformly covering the CDS of known viral proteins 
such as HIV-Gag and -Env (Figure 1A, in green and red, respectively). The decrease in density 
and number of RPF covering and aligning on the CDS of HIV-Gag and -Pol also highlighted 
the specific feature of the HIV-GagPol poly-protein expression, which is controlled by a 
ribosomal frameshifting during translation (Brierley and Dos Ramos, 2006; Jacks et al., 1988; 
Namy et al., 2006). Based on the number of RPF and the length of the CDS, we calculated the 
relative expression of each CDS (Figure 1C). Although we did not observe a correlation 
between the length of the CDS and the relative expression, the relative expression of HIV-
GagPol polyprotein was about 6% of HIV-Gag, which is consistent with the literature (Chen et 
al., 1995; Jacks et al., 1988). Thereafter, our ribosome profiling of HIV translation identifies 
all known HIV CDS and confirms specific features of the regulation of HIV translation.  
Strikingly, we also observed patches of RPF overlapping known CDS but aligning on other 
reading frames (e.g. patches of RPF in red overlapping HIV-Gag CDS or RPF in blue 
overlapping HIV-Vif CDS) suggesting the existence of permissive translation events of ARF 
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in HIV genome (Figure 1A). Having no information, thus far, on potential start codons, we then 
defined an ARF as a sequence between two stop codons with minimal size of 10 codons (shorter 
sequences being unlikely to be processed to produce MHC-ligands). In order to discriminate 
between background/technical events and bona fide translation events, we then determined the 
number of reads in frame within each potential ARF, which allowed calculating a mean of 
RPF/codon for each ARF. We observed that 75% of the ARF had less than 8 RPF/codon and 
decided to use this value as minimum threshold to define bona fide translation of ARF. Based 
on these criteria, we identified 98 HIV ARF sequences distributed across the viral genome 
(Figure 1A bottom panel, 1D and Table 1). Examples of potential ARFs that failed or succeeded 
to pass our selection criteria are presented in Supplementary Fig 1A, right panel. Note that ARF 
were named based on the CDS that they overlap plus a specific number (e.g. HIV-GAG15). 
Figure 1B, four examples of selected ARF overlapping HIV-Gag, -Vif, -Env and -Nef CDS are 
highlighted, named ARF-GAG15, ARF-VIF3, ARF-ENV4 and ARF-NEF7, respectively.  
Interestingly, nine of the ARF were previously described in the literature using indirect 
approaches (Table 1) (Bansal et al., 2010; Berger et al., 2010; Champiat et al., 2012; Garrison 
et al., 2009; Peng et al., 2018). We also identified 9 ARF in the 5’ UTR region of HIV genome, 
commonly referred as uORF, which is consistent with previous studies describing translation 
events in the 5’ UTR regions of different viral mRNA (Arias et al., 2014; Bencun et al., 2018; 
Finkel et al., 2021; Stern-Ginossar et al., 2012; Whisnant et al., 2020; Yang et al., 2015; Zong 
et al., 2017). Note that we sequenced a large number of RPFs on the 5' UTR region which might 
be due to arrest of the ribosomes before initiation and to the fact that all the viral transcripts 
carry this 5' UTR region (de Breyne and Ohlmann, 2018; Han et al., 2014; Sertznig et al., 2018).  
In a second set of Riboseq experiments, using Harringtonine (HAR), a drug that stops the 
elongation step of translation and thus leads to the accumulation of ribosomes at starts sites, we 
intended to define the start codons of each CDS and ARF. Unfortunately, the number of reads 
was limited and did not allow the thorough and systematic identification of start codons with 
the exception of the start codons of env and vpr CDS (Supplementary Fig 2A and B) and four 
ARFs (Supplementary Fig 2C to F). We calculated the amino acid (AA) length of the selected 
ARF, keeping in mind that this is an overestimate since we did not readily define the start sites 
of the ARFs. The AA length of ARF ranges from 10 to 101 AA with a mean of 23,5 AA 
(Supplementary Fig 1D).  
Using ribosome profiling, we therefore reveal the existence of at least 98 ARFs distributed 
across the HIV genome that are actively translated in infected CD4+ T cells. We confirm and 
extend previous work showing that other region than annotated HIV CDS are indeed translated.  
 
Identified ARFs are conserved among HIV clade B and C isolates 

Assuming that these ARFs might be a reservoir of genetic novelty and a source of T-cell 
antigen, we analysed their aa conservation among clade B and C HIV isolates. To this end, 
using the Los Alamos HIV Sequence Database, we created in house databases of clade B and 
C HIV sequences containing: complete HIV genome sequences without aberrant mutations 
within known CDS and isolated from different individuals. We obtained 1609 and 411 clade B 
and C sequences, respectively. Using UGENE, we then aligned the ARF that we identified in 
HIVNL4-3 genome to the databases (Figure 2). The ARF AA conservation ranged from 48% to 
98% with a median of 88% and 42% to 98% with a median of 89% among the clade B and C, 
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respectively (Figure 2A and 2B). We did not notice a particular trend in AA conservation when 
comparing the reading frames in which the ARF are located (Supplementary Figure 3A). In 
contrast, a statistically significant different in AA conservation can be observed depending on 
the overlapping ORF (Supplementary Figure 3B). The most significant difference in AA 
conservation is found between ARFs overlapping pol and env genomic regions, which 
consistent with the fact that env ORF is the most variable region (Stefic et al., 2019). There is 
no difference in ARF AA conservation between clade B and C regardless of the reading frame 
in which the ARF are translated (Supplementary Figure 3D). Finally, we noticed no correlation 
between ARF AA conservation and ARF relative expression (Supplementary Figure 3E). 
 
We then investigated whether it is the conservation of the ORF that imposes the conservation 
of the ARF. To this end, we analyzed the percentage of AA conservation of the overlapping 
ORF sequence and third frame (i.e, corresponding neither ORF nor ARF). To simplify the 
analysis, ARFs that overlap two ORFs were excluded. We observed a significantly higher 
conservation of ORF regions compared to the ARF and third frame, with 93, 88 and 88% AA 
conservation, respectively (Figure 2C and Supplementary Figure 3C). It is interesting to note 
that the most variable ARF among clade B and C, ARF-ENV3, overlaps the highly variable 
V1-loop of HIV-Env glycoprotein (Figure 2 and Supplementary Figure 3C) (Curlin et al., 2010; 
Hamoudi et al., 2013; Palmer et al., 1996; Pan et al., 2015). These observations further highlight 
that ORF encoding the known viral proteins required for viral replication are under positive 
selection and also influenced by the pressure of humoral immune responses (Ruiz-Orera and 
Albà, 2019; Stefic et al., 2019). In addition, there is no statistical difference in AA sequence 
conservation between the ARF frame and the third one (88.25 and 88% respectively, 
Supplementary Figure 3C), which might imply that there is a low or none selection pressure on 
ARFs. However, it is particularly interesting to note that 8 ARFs sequences are more conserved 
than their overlapping ORF: ARF-GAG9, -VIF5, -VPU1, -ENV4, -ENV9, -ENV20, -ENV21, 
and -NEF3 (Figure 2C). 
Overall, we demonstrated that 98 non-canonical transcripts identified by ribosome profiling are 
highly conserved among HIV clade B and C clinical isolates. Although, most ARF are probably 
not under selective evolutionary pressure, eight ARF are more conserved than their overlapping 
ORFs. These ARF might encode polypeptides implicated in the viral life cycle in infected cells 
and/or with the potential to elicit antiviral immune responses.  
To determine whether all these ARF readily encode viral polypeptides, we then used two 
complementary approaches, monitoring on one hand immune responses to ARF-derived 
polypeptide in the PBMCs of HIV-infected individual and on the second hand, using a 
biochemical approaches to isolate directly, in infected cells, ARF-derived peptides. 
 
At least 42 ARFs encode viral polypeptides eliciting T cell responses 

We first designed a set of peptides to be synthetized and tested their capacity to elicit T-cell 

responses in the PBMCs of HIV-infected individuals, using a cultured IFN-Elispot assay. 
ARF-derived peptides were selected based on their AA conservation among HIV isolates and 
their predicted capacity to bind HLA alleles exhibiting high frequencies in the general 
population (Table 2). For ARF with a long potential AA sequences, several peptides were 
synthetized and tested (Table 2). We then monitored T cell-responses to potential ARF-derived 

129



peptides, using blood samples from individuals under anti-retroviral treatment (ART) and 
individuals who naturally control viral replication without treatment, so-called elite controllers 
(EC) (Table 3). As control, we also included peptides derived from canonical HIV proteins 
(HIV) and when possible, from non-HIV common viral peptides (CEF).  In total, 96 ARF-
derived peptides were synthesized ranging from 11 to 24 AA in length, and distributed in 9 
different pools (Table 2). The HIV-classical peptide pool was composed of previously 
characterized T-cell epitopes (Berzofsky et al., 1991; Fonseca et al., 2006; Geretti et al., 1994; 
Malhotra et al., 2003; Mirano-Bascos et al., 2008; Ranasinghe et al., 2012; Schrier et al., 1989; 
Wahren et al., 1989) (Supplementary Table 1). 
PBMCs from HIV-infected individuals were seeded in wells of p24-well plates and loaded with 
the different peptides pools in the presence of various cytokines. 7-days later, a fraction of the 
cells was counted and loaded with or without the peptide pool used for the initial culture and 

T-cell reactivity, and monitored using an IFN-Elispot assay (Supplementary 4A and B). 
Although with different magnitude, the PBMCs from all the donors reacted in a specific manner 
to the pool of peptides derived from classical HIV-proteins (HIV+) (Supplementary 4B). Out 
of the 7 samples from infected individuals 6 reacted to at least one peptide pool (Supplementary 
4B). Cells from donor EC-1 reacted to up to 8 peptide-pools. In contrast using cells from donor 

ART-3, we could not identify peptide positive response due to the high IFN-secretion observed 
in wells without peptide re-stimulation (-). The response to the pool of classical HIV peptides 
was also particularly low in this donor (HIV+) (Supplementary 4B). Overall, several peptide-

pools (including Pool-1, -2, -3, -4 and -6) induced very strong and specific IFN-secretions in 
PBMCs from several HIV-positive donors (Supplementary 4B). The cells were then allowed to 
expand further by renewing the cytokine cocktail and tested on day 12, after the initial culture, 
for their capacity to react to individual peptides of the pools tested positive at day-7 (Figure-3 

and Supplementary 5). Note that, despite the high background of IFN-secretion observed at 
day 7, we tested the capacity of the cells from donor ART-3 to react to individual peptides of 
the pool 4, 6 and 8 that showed a tendency of specific responses at day-7 (see Supplementary 
4B). In addition, responses where the spots appeared visually particularly large at day-7, even 
if not exceeding our selection threshold in terms of spot numbers, were also tested at day 12.  
The reactivity of each individual to the peptides is summarized and exhaustively presented, 

with pictures of wells of the IFN-Elispot plates, in Figure-3 and Supplementary 5, respectively. 
At day-12, all samples from HIV-infected donors exhibited very strong and saturated responses 

to classical HIV-peptide in the IFN-Elispot assay. Remarkably, the PBMCs of all donors 
reacted to at least one individual ARF-derived peptide (Figure-3). Among the donors, the 
median of T-cell responses against ARF-derived peptides was 6. However, responses were very 
heterogeneity with donor EC-1 reacting 33 ARF-derived peptides and EC-2 only to a single 
one (Figure 3A). A total 60 ARF-derived peptide-specific T cell responses were identified 
across HIV infected donor samples (Figure 3A). 14 ARF-derived peptides elicited T-cell 
responses in samples from two different individuals (Figure 3B). Using the exact same protocol, 
the entire set of ARF-derived peptide pools was also tested, at day-7, on PBMCs from non-
infected donors (n=3) and on day-12, peptide deconvolution performed on pools stimulating 

IFN-responses (Supplementary 6). Cross-reactivity to one peptide pool was observed for EFS 
1619 and EFS 5174 samples (Supplementary 6) but the peptide specificity could not be 
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confirmed when testing individual peptides (not shown). Donor EFS 0685 exhibited a high 
background on all tested peptide pools (Supplementary 6). Peptide deconvolution showed a 
slight cross-reactivity to 3 peptides that were then excluded from the study (Supplementary 6). 
Thereafter, the results using samples from HIV-infected individuals reveal 46 unique ARF-
derived peptide specific T-cell responses. 
These responses target peptides encoded by ARF distributed along HIV genome sequence from 
the 5’ UTR to HIV-Nef CDS (Figure 3E). The magnitude of T cell responses was heterogeneous 
between and among HIV-infected donor samples, with a frequency ranging from above 1250 
(saturated) to 13 SFU/106 (Figure 3C) with a median of 311 SFU/106 PBMCs. For instance, 
despite exhibiting a broad ARF-specific T-cell response, the intensity of most responses from 
donor EC-1 was low as compared to other donors (Supplementary 7). Interestingly, although 
donor EC-3 exhibited the highest magnitude of ARF-specific T-cell responses with a median 
at 569 SFU/106 PBMCs (Supplementary 7), we did not observe a significant difference in the 
magnitude of T-cell responses between ART and EC individuals (Supplementary 7).  
Overall, we demonstrate here that T-cell responses from HIV-1 infected donors targeted 46 
ARF-derived peptides encoded by 42 different ARF. We thus reveal that at least 42 ARF 
described in our ribosome profiling of infected cells encode viral polypeptides and elicit T-cell 

responses in vivo in the course of infection. 

ARF-specific T cell responses are mediated by CD4+ and CD8+ T cells with a 

polyfunctional profile. 

We then asked whether CD8+ and/or CD4+ T cells mediate ARF-specific T cell responses and 
studied the quality of these responses. The quality of HIV-specific T cell activation, defined as 
the capacity to produce multiple antiviral cytokines/chemokines, and not the magnitude of T-
cell responses has been linked to disease outcome (Sauce et al., 2013). Thereafter, we 

characterized the capacity of ARF-specific T-cells to produce MIP1, IFN, IL2, CD107a, and 

TFN using an Intra-Cellular Cytokine Staining (ICS) (Figure 4). As before PBMCs from the 
2 ART and 4 EC individuals (ART-2 was not tested in ICS due to a lack of sample availability) 
were seeded in wells of p24-well plates and loaded only with the respective peptides that 

induced T-cell responses in the previous cultured IFN-Elispot assay (one ARF-derived peptide 
per well). In total for all donors, we tested 48 ARF-derived peptides, 46 peptides which induced 

IFN-responses cultured IFN-Elispot assay plus 2 potential candidates (Supplementary Table 
2). In addition, to the HIV+ peptide pool (HIV+), we included immunodominant peptides 
derived from classical HIV proteins with known HLA binding capacity (the Los Alamos 
National Laboratory (Frahm et al., 2008). The pool of the immunodominant peptides was 
adapted to the HLA allotype expressed by each individual (Supplementary Table 3).  As 

previously, at day-7 post culture, a fraction of the cells was used in an IFN-Elispot assay (not 

shown). At day 12, peptides inducing an IFN secretion were then used to monitor T-cell 
activation using ICS combined with CD4, CD8 and CD3 extracellular stainings (Figure 4).  
As illustrated with the ARF-derived peptide G05 and HIV-Env derived peptide env01, peptide 

loading led to strong secretions of MIP1, IFN, IL2, CD107a, and TFN by CD4+ T cells as 
compared to the negative controls (NS-ARF and NS_ORF, respectively) (Figure 4A). Overall, 
28 peptides induced the secretion of at least one cytokine which allowed to discriminate 
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whether T cells responses were mediated by CD4+ and/or CD8+ T cells (Figure 4B) . 
Remarkably, most T-cell responses, 86%, were mediated by CD4+ T cells (Figure 4B and C). 
The ARF-derived peptide H04 and A05, G02 and G05 led to the stimulation of CD8+ and both 
CD4+ and CD8+ T cells respectively (Figure 4B).  
ORF-specific CD4+ T cell responses are characterized by a significantly higher proportion of 
cells producing five individual cytokines as compare to ARF-specific CD4+ T-cells 
(Supplemental Figure 8A) which is not the case for CD8+ T cell responses (Supplemental 
Figure 8B). However, although the frequency of responses against ARF-derived peptides is 
lower than against ORF-derived peptides, ARF-derived peptides stimulate a polyfunctional 
response in both CD4+ and CD8+ T-cells (Figure 4D and 4E). As tri-functional T-cell responses 
are often considered polyfunctional and might be associated with protection from disease 
progression (Larsen et al., 2012), we focused our analysis on activated T-cells with a 
polyfunctional profile with at least 3 functions. Clustering the data, we observed that 80% of 
CD4+ T cells against ARF-derived peptides secrete at least 3 cytokines simultaneously 
compared to 93,3% for CD4+ T cells responding to HIV-classical peptide stimulation (Figure 
4D). 90.9% of CD8+ T cell responses directed against HIV immunodominant peptides 
expressed 5 cytokines at the same time upon peptide stimulation, whereas 80% of ARF-specific 
CD8+ T cell responses harbour a tri-functional phenotype (Figure 4E). The profiles and 
frequencies of cytokines responses induced by each ARF- and ORF-derived peptide using cells 
from the 6 HIV-infected individuals are presented as heatmaps (Supplemental Figure 8B and 
C). It was interesting to note that upon G02 peptide stimulation, the proportion of activated T-
cells secreting 5 cytokines simultaneously was higher than for some HIV-classical 
immunodominant epitopes or even non-HIV common cold epitopes stimulation (see donor EC-
3 donor). Overall, taking into account cells producing simultaneously at least 3 cytokines, in 
ART and EC individuals, we did not observed a significant difference in the capacity of ARF- 
and ORF-encoded peptides to induce polyfunctional cytokine secretions in CD4+ or CD8+ T 
cell (Figure 4F and G). There is also no obvious influence of the clinical status on the 
polyfunctional profile of ARF- and ORF-specific T-cell responses (Figure 4G). 
 
Finally, since the cytokine combination secreted by T cells might influence disease outcome 
(Almeida et al., 2009; Benati et al., 2016; Betts et al., 2006; Ferre et al., 2010; Vingert et al., 
2012), we dissected ARF- and ORF-specific T-cell cytokine secretion patterns. To this end, 
using the software SPICE, we analyzed the 32 possible cytokine combinations (out of the 5 

cytokines detected: MIP1, IL-2, INF, CD107a, and TNF) secreted by CD4+ and CD8+ T-
cells upon ARF- or ORF-derived peptide stimulation. Overall, although the percentage of ARF-
specific CD4+ T cell activation was lower, activated CD4+ T cells exhibited similar cytokine 
secretion patterns whether they target ARF- or ORF-derived peptides (Supplemental Figure 

8D). The majority of polyfunctional ARF-specific CD4+ T cells secreted TNF, CD107a, 

IFN, and Mip1 simultaneously. Among ARF- and ORF-specific CD4+ T cells, the most 

prevalent monofunctional categories were TNF+ and Mip1+ cells, respectively 
(Supplemental Figure 8D). ARF- and ORF-specific CD8+ T-cell responses displayed similar 
pentafunctional profiles (Supplemental Figure 8D). 
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Taken together, our multiparametric study showed that ARF-derived peptides are recognized 
predominantly by CD4+ T-cells from ART and EC donors and to a lesser extent by CD8+ 
population.  The percentage of ARF-specific T cell activation is lower than ORF-specific T cell 
responses. Nonetheless, some ARF-derived peptide induced a high magnitude of T cell 
activation than ORF-derived peptides. ARF- or ORF-derived peptide stimulation both induce a 
polyfunctional T cell activation.  
 

Identification of an ARF-derived peptide presented by HLA-A*0201 molecules on the 

surface of infected primary CD4+ T cells. 

Recent studies combined Riboseq and immunopeptidomic approaches to demonstrate that 
MHC molecules also display peptides derived from sORF that are specific or overrepresented 
in tumor cells (Chong et al., 2022; Erhard et al., 2020; Ouspenskaia et al., 2022). In the context 
of viral infection, two studies also highlighted that MHC-I molecules present peptide from ARF 
of HCMV and SARS-CoV-2 viruses (Erhard et al., 2018; Weingarten-Gabbay et al., 2021). We 
thus intended to identify ARF-derived peptides presented by MHC-I and MHC-II molecules on 
the surface of HIV-infected cells. We decided to perform de novo experiments but also to 
reanalyze LC-MS/MS data from previously published immunopeptidomic experiments that 
used HIV-infected cells. In both cases, we used as matrix to identify HIV-derived peptides, the 
genome of HIVNL4-3, taking into account all potential peptides encompassed between 2 stop 
codons on the 6 potential reading frames (3 forward and 3 backwards) of the HIV genome. For 
our own experiments we used the CD4+ T cells lines SupT1, that was used in the Riboseq 
experiments and C8166 which express MHC-I molecules and both MHC-I and MHC-II 
molecules, respectively. In order to by-pass the action of HIV-Nef on the modulation of MHC-
I and MHC-II molecule expressions (Pawlak and Dikeakos, 2015; Stumptner-Cuvelette et al., 
2001), we used a nef-deficient HIVNL4-3 isolate (HIVNL4-3∆Nef) bearing a stop codon in the nef 
CDS (Schwartz et al., 1996). Cells were readily infected, with more than 50 and 20 percent of 
HIV-gag+ SupT1 and C8166 cells, respectively (not shown and Supplementary Figure 9A), 
lysed and then submitted to MHC-I molecule immunoprecipitations using W632 antibody. 
Peptide-ligands were identified using LC-MS/MS. For both cell lines, although we obtained a 
large number of MHC-I ligand and we could detect 5 known HIV-derived MHC-I ligands, we 
could not identify any ARF-derived peptides. As most T cell recognizing ARF-derived peptides 
were CD4+ T cells, we also submitted HIVNL4-3∆Nef-infected C8166 cells to MHC-II molecules 
immunoprecipitation using the TÜ39 antibody (specific to HLA-DP, DQ, and DR) 
(Supplementary Figure 9B). Using LC-MS/MS, we identify a total of 4 834 peptides (not 
shown) from which 13 were derived from the HIV-Gag protein (not shown and Supplementary 
Figure 9C). To our knowledge, these HIV-derived peptides are the first natural MHC-II ligands 
identified in infected cells. Nonetheless, unfortunately, we could not detect any ARF-derived 
peptide. We thus re-analyze the LC-MS/MS data from previously published work in particular 
work from Ziegler et al where primary CD4+ T cells infected HIVNL4-3 were submitted to W632 
immunoprecipaitaion and MHC-I ligand identified (Ziegler et al., 2020). This work originally 
focused on the characterization of the cellular peptides repertoire in infected cells. As 
previously using as matrix the HIVNL4-3 sequence but taking into account all potential peptides 
encompassed between 2 stop codons on the 6 potential reading frames, we identified 7 HIV-
derived peptides (Figure 5A). Remarkably, among these peptides, one was derived from an 
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ARF overlapping the pol gene, ILINGQYSL, that we named YSL. The LC-MS/MS peptide 
profile was confirmed using synthetic a peptide (Supplemental Figure 9D). The YSL peptide is 
a likely a strong binder of the HLA-A*0201 molecules expressed by the primary CD4+ T cells 
used for the infection, as estimated using the NetMHCpan 4.0 algorithm (Jurtz et al., 2017). 
The YSL-ARF is highly conserved (91% of aa conservation) among HIV clade B and C which 
is probably explained by the fact that it overlaps the sequence encoding the catalytic site of the 
HIV reverse transcriptase (RT) which is among the most conserved region of HIV crucial for 
its replication (Jacobo-Molina et al., 1993). Remarkably, the YSL-ARF did not pass through 
the selection criteria of our initial Riboseq profiling with cycloheximide because of its low 
coverage per codon (2,5 RPF/codon). However, it was readily identified in our second Riboseq 
performed in the presence of HAR (10,1 RPF/codon). The HAR treatment also leads to the 
accumulation of RFP at the leucine position 3223, suggesting that it might be the alternative 
start codon of YSL-ARF (Supplemental Figure 2F).  
We then tested the capacity of the YSL peptide (YSL-I) and an elongated form, 
LHSFGWVMNSILING (YSL-II), with a high prediction score to bind HLA-DR molecules, to 

activate T cells response in the PBMCs of HIV-infected donors. Using our cultured IFN-
Elipsot assay, we observed in two individuals intermediate to very strong T cell responses 
targeting the YSL-I peptide, in PBMCs from EC-1 and EC-3, respectively (Figure 5B). 
Remarkably, ICS revealed that the YSL-I peptide is targeted by CD8+ and CD4+ T cells with a 
polyfunctional profile equivalent to responses specific to immunodominant ORF-derived 
peptides (Figure 5C and D). Responses to the YLS-I peptide were particularly strong among 
CD4+ T cells from the EC-3 donor (up to 30% of CD4+ T cells) and were also detected, but to 
a weaker extend, in the cells from donors EC-1, EC-2 and EC-4 (Figure 5E). Two donors also 
exhibited weak specific CD4+ T cell responses to the YLS-II peptide (Figure 5F). Overall, 5 
donors reacted to either YSL-I and YSL-II peptides (Figure 5G) demonstrating that the YSL-
ARF readily encodes viral polypeptides.  
 

Thereafter, using two complementary and independent approaches, detection of ARF-
derived peptide-specific T cells in the PBMCs of HIV-infected individuals and direct isolation 
of MHC-bound ARF-derived peptide using biochemical methods, we readily demonstrate that 
HIV ARF identify by ribosome profiling encode viral polypeptides with potential to elicit broad 
T-cell responses. 
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Discussion 
We provide here the first characterization of HIV translatome in infected CD4+ T cells. 

To this end, we used an unbiased approach based on the identification of actively translated 
viral mRNA fragments. The ribosome footprints aligned on the three forward reading frames 
throughout the viral genome. As expected, we observed patches of RPF in frame with and 
covering the CDS of classical viral proteins. The density and number of reads allowed a clear 
identification of the ribosomal frame shifting required for HIV-GagPol poly-protein expression. 
Thereafter, we revealed the existence of at least 98 ARFs distributed across HIV genome, 
including the 5’UTR, that are actively translated in infected CD4+ T cells. These ARFs are 
highly conserved among HIV clade B and C clinical isolates. We demonstrate that at least 42 
ARFs readily encode viral polypeptides, since ARF-derived polypeptides are targeted by CD4+ 
and CD8+ T cells from HIV-infected individuals in the course of infection. Remarkably, ARF-
derived peptides induce a polyfunctional T cell activation that is reminiscent of T cell responses 
targeting classical ORF-derived immunodominant epitopes. Finally, using a biochemical 
approach, we identified a conserved ARF-derived epitope, YSL, exposed at the surface of HIV-
infected cells by the HLA-A*0201 molecules. YSL is translated from a highly conserved ARF 
which also encodes a conserved MHC-II ligand inducing polyfunctional T cell activation. 
Using two complementary approaches, we thus demonstrate that the ARFs identify using 
ribosome profiling readily encode viral polypeptides with the capacity to induce potent T cell 
immunity. 
 

In human cells, recent advances in ribosome profiling, RNAseq, and bioinformatics 
have revealed that sORFs are widely spread throughout the human genome, with some 
overlapping with different frames of classical ORFs or located within the 5' UTR of known 
genes in human cells (Ji et al., 2015). Remarkably these sORF encode polypeptides or 
microproteins shorter than 100 aa (Martinez et al., 2020; Schlesinger and Elsässer, 2022; 
Wright et al., 2022). In fact, it has been estimated that 85% of the translation products are 
translated from nonannotated regions of the human genome and mostly from out-of-frame 
sequences from CDS (Ingolia et al., 2019; Ruiz Cuevas et al., 2021). We identified 98 ARF in 
HIV-1 genome, ranging from the 5' UTR region to the nef gene. 9 are located in the 5' UTR 
region. In viral genomes, 5’ UTR was until recently considered as non-coding, but required for 
viral replication to recruit and assemble translation initiation factors (Araujo et al., 2012; 
Leppek et al., 2018; Zhang and Crumpacker, 2022). Several studies using ribosome profiling 
recently demonstrated that polypeptides might be encoded from in the 5' UTR regions of viral 
and human genomes (Arias et al., 2014; Chong et al., 2020; Finkel et al., 2021; Ingolia et al., 
2011, 2009; Lee et al., 2012; Ouspenskaia et al., 2022; Ruiz Cuevas et al., 2021; Stern-Ginossar 
et al., 2012; Whisnant et al., 2020; Yang et al., 2015). These ARF located at the 5' UTR, are 
probably regulatory elements of the translation of downstream CDS (Brar and Weissman, 2015; 
Jürgens and Wethmar, 2022; Orr et al., 2020; Wethmar, 2014).  

In our dataset, outside the 5’ UTR, most ARF are located within gag, pol and env genes 
which correlates with the size of the ORF. Previous studies using the HLA footprint or 
predictive ORF approaches, also found ARF overlapping gag, pol, and nef sequences(Bansal 
et al., 2010; Berger et al., 2015, 2010; Cardinaud et al., 2004; Champiat et al., 2012; Garrison 
et al., 2009; Peng et al., 2018; Ternette et al., 2016). Only 16 HIV ARF identified in our 

135



ribosomal profiling of infected cells are in common with ARF described in the literature on the 
forward strand of HIV genome (Berger et al., 2010; Champiat et al., 2012; Garrison et al., 2009; 
Peng et al., 2018). This relatively low number of shared ARF might be due to an over-estimation 
of the number of ARF by the various prediction methods, the lack of thorough annotations of 
some ARF in the published works, but also the rigorous criteria that we applied for the selection 
of ARF based on the codon coverage by RPF, meaning the third percentile of RFP/codon (8 
reads/codon) of the whole dataset. This is illustrated by the ARF overlapping gag CDS 
encoding the Q9VF epitope that we previously characterize in HIV-infected cells (Cardinaud 
et al., 2011, 2004) whose coverage (5,9 RPF/codon) is just below our selection criteria. 
However, we previously shown that HIVNL4-3-infected cells are not recognized by Q9VF-
specific CTL is due to a proteasomal cleavage of the Q9VF epitope (Cardinaud et al., 2011, 
2004). Our ribosome profiling data also suggest at the absence of Q9VF epitope presentation 
might be a combination of factors including a lower translation rate of this ARF, as observed 
in here HIVNL4-3-infected SupT1 CD4+ T cells. Remarkably, we also did not identify a 
significant number of RPF aligning in frame on the three minus/backwards strand of HIV. In 
particular, we could not identify the CDS encoding the antisense protein of HIV-1 (ASP) which 
overlaps env gene, although several lines of evidences suggest that it is expressed in vivo e.g. 
existence in patients of antibodies and CTLs specific to ASP epitopes, (Bet et al., 2015; Vanhée-
Brossollet et al., 1995). The lack of ASP CDS detection might in fact be due to a specific 
regulation of the translation from the 3’ LTR that is down modulated in lymphoid cells such as 
CD4+ T cell used in our study(Laverdure et al., 2012; Michael et al., 1994; Savoret et al., 2021). 
Therefore, the differences in ARF detections might as well be due to the fact that translation 
events are differently regulated depending on the cell lines and cell types. Nonetheless, we 
reveal here additional novel ARFs translated from the vif, vpr, vpu, tat and env sequences as 
well as an ARF overlapping tat and rev exons. Importantly, the ribosome profiling technic 
allows us to obtain an unbiased view of translation events in HIV-infected cells.  

Combining ribosome profiling with drugs blocking elongation such as harringtonine 
(HAR), we intended to define the start codons of the newly described ARF. Unfortunately, we 
did not obtain a sufficient amount of reads to allow a systematic identification of start codons 
including start codons from the CDS. We could only identify start codons from env and vpr 
CDS and 4 ARF, including YSL-ARF. Among the 4 ARF, three use alternative L start codons 
and one M. However, we know that although ARF translation can be dependent on the presence 
of a classical start codon (AUG), a large part of eukaryotic and viral annotated as well as 
unannotated ORF or ARF initiate translation by non-canonical mechanisms such as leaky 
scanning, the read-codon through, ribosome shunting, re-initiation, IRES, FSs, and alternative 
start codons (Andreev et al., 2022; Firth and Brierley, 2012; Malys and McCarthy, 2011; 
Shatsky et al., 2018; Sorokin et al., 2021; Yang and Wang, 2019). Due to the lack of information 
on possible start codons, we defined the ARF based on flanking stop codons which also 
probably has an influence on the threshold of ARF RFP/codon and thus ARF identification. 
Based on these criteria, the length of the identified ARF ranged from 10 to 101 aa and can 
therefore be considered as sORF (Finkel et al., 2018). Using an in-house HIV database of clade 
B and C strains, we demonstrated that the ARF aa sequences are conserved among both clades. 
Overall, we observed that the overlapping ORF are significantly more conserved than the ARF 
and the third frame, suggesting that ARF might not be under genomic selective pressure. 
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Nonetheless, 8 ARFs appear to be more conserved than their overlapping ORF. We cannot 
exclude thus far that these 8 ARF might encode polypeptides with functional viral proprieties, 
however identified ARF might as well be seen as a genomic reservoir of unselected sequences 
allowing the emergence of de novo genes. Indeed, pervasive translation of short peptides 
derived from presumed non-coding regions might expose these ARF-encoded polypeptides to 
selection, allowing from time to time, the passage of ARF into to the world of established, 
regulated, and selected products, as observed for ASP (Carvunis et al., 2012; Cassan et al., 
2016; Papadopoulos et al., 2023; Ruiz-Orera et al., 2018). 

Remarkably, in infected cells, MHC-I epitopes originate from viral proteins but also 
from truncated or misfolded viral polypeptides, also called DRiPs (defective ribosomal 
products) (Dolan et al., 2010; W. Yewdell, 2005; Yewdell et al., 1996). DRiPs are labile 
products whose processing and presentation by MHC-I molecules proceed the production of 
epitopes from highly stable viral proteins (Yewdell and Nicchitta, 2006). DRiPs are processed 
by proteasomes shortly after translation, allowing rapid loading of MHC-I molecules and thus 
CTL recognition within minutes after viral infections (Dolan et al., 2011, 2010). Remarkably, 
DRiPS were first identified in HIV-infected cells (Schubert et al., 2000) and we could show 
that the presentation of truncated viral polypeptides enhances HIV-specific CTL activation 
(Cardinaud et al., 2017; Casartelli et al., 2010). We and others demonstrated that ARF-encoded 
polypeptides (ARFP) constitute a source of alternative antigens for the stimulation of HIV-
specific CTLs (Bansal et al., 2010; Berger et al., 2015, 2010; Cardinaud et al., 2004; Champiat 
et al., 2012; Garrison et al., 2009; Maness et al., 2010, 2007; Peng et al., 2018; Ternette et al., 
2016). ARFP-specific CTL recognize infected cells (Bansal et al., 2010; Berger et al., 2010; 
Cardinaud et al., 2004) and exert a selection pressure on the virus in vivo (Bansal et al., 2010; 
Berger et al., 2010; Cardinaud et al., 2011). In the present work, we readily demonstrate that at 
least 42 ARFs, identified by Riboseq, express viral polypeptides inducing T cell responses in 
HIV-infected individuals. Some of these ARF-derived peptides are targeted by CTLs.  

Using immunopeptidomics, we intended to detect natural ARF-derived ligands of 
MHC-I molecules in the context of HIV-infected cells. However, we did not find any ARF-
derived peptides. The total number of classical HIV-derived peptides was also rather low 
suggesting that we might reach here technical limitations of the immunopeptidomic approach 
at least using HIV-infected cells. However, re-analyzing published data using primary CD4+ T 
cells as infected cells, we, readily demonstrate that MHC-I molecules present ARF-derived 
peptides. We identified one ARF-derived peptide, namely YSL-I. Remarkably, we revealed in 
PBMCs of one HIV-infected individual polyfunctional CTL responses targeting this YSL-I 
peptide. In addition, 5 HIV-infected individuals mounted a CD4+ T cell responses against YSL-
I peptide or the longer YSL-II peptide. Thereafter, we show that alternative translation events 
may give rise to epitopes recognized independently or concomitantly by CD4+ and CD8+ T 
cells and presented on different HLA class I and HLA II alleles. Overall, we actually observed 
that the majority of T cell responses targeting ARF-derived peptides were mediated by CD4+ 
T cells. Although we cannot exclude here a biased in our experimental protocol favoring the 
expansion of CD4+ T cells, HIV-specific CD4+ T cells clearly play an important role in HIV-
infection. The breadth and specificity of HIV-specific CD4+ T cell responses are associated 
with improved viral control and low viremia during acute and chronic infection, respectively 
(Ranasinghe et al., 2012; Schieffer et al., 2014). In particular, the generation of Gag-specific 
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CD4+ T cells and their maintenance correlates with a better disease outcome and viral control, 
respectively (Ranasinghe et al., 2012; Schieffer et al., 2014). There are also evidences of an 
association between certain HLA-DRß1 alleles and Gag-specific CD4+ T cell activity with 
delayed disease progression (Ranasinghe et al., 2013). HS CD4+ T cells can also exert direct 
antiviral functions by eliminating infected cells and/or inhibiting viral replication (Zheng et al., 
2009). Remarkably others and we have shown that CD4+ T cell recognize peptides derived from 
newly-synthetized, so-called endogenous antigens in virus infected cells, including HIV-
infected (Coulon et al., 2016; Eisenlohr and Hackett, 1989; Jacobson et al., 1988; Jaraquemada 
et al., 1990; Nuchtern et al., 1990; Schmid et al., 2007; Sekaly et al., 1988; Thiele et al., 2015) 
or in tumor cells  (Fonteneau et al., 2016; Tsuji et al., 2012). In fact, depending on the cellular 
localization, the trafficking and the nature of the antigen itself, different pathways are involved 
in the degradation and presentation of endogenous antigens by MHC-II molecules, this includes 
components of the MHC-I processing pathway such as proteasome and TAP (Lich et al., 2000; 
Tewari et al., 2005), autophagy (Dengjel et al., 2005) and receptors regulating vesicular 
trafficking  (Sarango et al., 2022). In the field of cancer, it was recently revealed that CD4+ T 
cells also recognize peptide derived from unannotated CDS and neoantigens (Cachot et al., 
2021; Hu et al., 2021; Kreiter et al., 2015; Malandro et al., 2016; Ott et al., 2017; Sahin et al., 
2017).  

To get some insight on the quality of ARF-derived peptide specific T cell responses, we 
also analyze the polyfunctional profiles of these CTL and CD4+ T cell responses in PBMCs of 
patients. Indeed, the quality of HIV-specific T cell activation, defined as the capacity to produce 
multiple antiviral cytokines/chemokines, and not the magnitude of T-cell responses has been 
linked to disease outcome (Sauce et al., 2013). In addition, the composition of the pool of 
functionally distinct HIV-specific CD4+ T cells has been shown to be critical for viral control 
during acute and chronic stages (Duvall et al., 2008; Harari et al., 2004; Iyasere et al., 2003; 
Rosenberg et al., 1997; Yamamoto et al., 2009). We show here that CD4+ and CD8+ T cell 
responses against ARF-derived peptides exhibit a polyfunctional profile with 80% of cells 
secreting at least 3 cytokines simultaneously. The pattern of secretion does not differ between 
previously described T cells responses targeting immunodominant epitopes and ARFP-specific 
T cells responses, suggesting that the latter are as potent as classical T cell response in 
controlling viral replication. To this regard, it has been shown the ARFP-specific CTL cells are 
predominant in patient naturally controlling the infection (Bansal et al., 2015).  
 

Using ribosome profiling, we defined here the translatome of HIV in infected CD4+ T 
cells. We demonstrate that HIV genome harbours ARF that are readily translated giving rise to 
viral polypeptides used by the immune system to initiate potent T cell responses. Our work 
using a highly pathogenic virus extend current findings demonstrating that in human cells 85% 
of translation products are not annotated and to a large extend encoded by ARF (Ingolia et al., 
2019; Ruiz Cuevas et al., 2021). Both in cancer and HIV-infected cells, ARF-derived 
polypeptides represent promising targets to promote the control of tumour growth or viral 
replication. Understanding how the translation of non-canonical genomic regions is regulated 
and its involvement in various cellular or viral processes will certainly help in fighting cancer 
and infections. 
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MATERIAL AND METHODS 

Virus and infection 

HIVNL4-3 XCS and HIVNL4-3∆Nef  were produced by transfection of 293T cells using CAPHOS kit 
(Sigma-Aldrich). 1 x 109 SupT1 cell line were infected with 4 055 ng of HIVNL4-3 XCS HIV-
Gagp24 , 3h in IMDM plus 10mM HEPES (Gibco/ThermoFisher Scientific) supplemented with 
2 µg/ml of DEAE-dextran (Sigma). Three biological replicates were performed corresponding 
to 300 million cells infected at day 0. 20h post-infection 2 x 105 cells were harvested, stained 
with CD4-Vio770 antibody (Miltenyi) and a Live/Dead fixable violet dye (Invitrogen), fixed 
with 4% paraformaldehyde (ChemCruz) and permeabilized (PBS1X, BSA 0,5%, saponin 
0,05%). Cells were then stained with an HIV-1 Gag-p24 specific antibody (KC57-PE, Beckman 
Coulter). Sample acquisition and analysis were performed using a BD LSRFortessa and FlowJo 
v10.8 Software, respectively (both from BD Life Sciences). Mock-infected cells were used as 
negative control. 24h post-infection, cycloheximide (CHX) was added to cell culture (100 
µg/ml, 10 min, 37°C, Sigma). Cells were then washed in cold PBS added with CHX and lysed 
at 4°C (10 mM Tris-HCl pH7.5, 100 mM KCl, 10 mM Mg2+ acetate, 1% Triton X100 and 2 
mM DTT). To identify potential start codons, prior harvest and lysis, cells were treated with 
Harringtonine (without CHX) (7min, 2µg/ml, 37°C). Glass beads were then added to the cell 
supernatant and incubated on an orbital shaker (5 min, 4°C). Beads were removed by 
centrifugation and the supernatant was quickly frozen in liquid nitrogen and stored at -80°C.   
Ribosome profiling 

Cells collected were gently defreezed on ice in presence of EDTA-free complete protease 
inhibitor cocktail (Roche) and 200U of RNase Murine Inhibitor (NEB) were added. The cells 
were mechanically broken through a 25 gauge needle and centrifugated 3 min at 800rcf at +4°C. 
The absorbance of the crude extract obtained was measured at 260 nm. The extracts were 
digested using 5U/UA260nm RNase I (Ambion) for 1h at 25℃ with followed by addition of 
500U of SUPErasin RNase inhibitor (Invitrogen). Monosomes generated were loaded on a 24% 
sucrose cushion and ultracentrifugated at 100 krpm on a TLA110 rotor at +4°C. The 
concentrated monosomes were resuspended in 600 microl of lysis buffer. RNA were extracted 
by acid phenol at 65°C, chloroform and precipitated by ethanol with 0.3 M sodium acetate 
pH5.2. Resuspended RNA were loaded on 17% polyacrylamide (19:1) gel with 7M urea and 
run in 1xTAE buffer for 6h at 100V. RNA fragments corresponding to 28-34nt were retrieved 
from gel and precipitated in ethanol with 0.3 M sodium acetate pH5.2 in presence of 100mg 
glycogen. rRNA were depleted using Ribo-Zero Gold rRNA Removal kit (Illumina). The 
supernatants containing the ribosome footprints were recovered and RNA were precipitated in 
ethanol in the presence of glycogen overnight at -20°C. The RNA concentration was measured 
by Quant-iT microRNA assay kit (Invitrogen) and the RNA integrity and quality was verified 
using Bioanalyzer small RNA Analysis kit (Agilent). cDNA library from 100 ng RNA was 
prepared by the High-throughput sequencing facility of I2BC, using the NebNext Small RNA 
Sample Prep kit with 3’ sRNA Adapter (Illumina) according to the manufacturer’s protocol 
with 12 cycles of PCR amplification in the last step followed by DNA purification with 
AMPpure XP beads cleanup. Library molarity was analyzed using Bioanalyzer DNA Analysis 
kit (Agilent) and an equimolar pool of libraries was sequenced with NexTSeq 500/550 High 
output kit v2 (75 cycles) (Illumina) with 10% PhiX. 

 

139



Bioinformatical analysis 

The ribosome profiling analysis was made using the RiboDoc tool (v0.9.0) (François et al., 
2021). The different main steps with corresponding programs, versions and command lines 
used in its analysis are described below. The reference genomes are 
Homo_sapiens.GRCh38.104 for Human (from the Ensembl database (Yates et al., 2020)) and 
HIV1-pNL4-3 XCS for HIV. 

The sequencing adapters were trimmed by cutadapt v4.3 (Martin, 2011) and the lengths of the 
RPFs was filter to keep reads from 25 to 35 nucleotides long as there expected length is around 
30 nucleotides:  

cutadapt -e 0.125 --max-n=1 -m 25 -M 35 -a ${adapter_sequence} -o ${output.fastq} 
${input.fastq} 

The removal of the rRNA reads was made by an alignment on the rRNA sequences by bowtie2 
v2.5.1 (Langmead and Salzberg, 2012) : 

bowtie2 -x ${index.rRNA} -U ${input.fastq} --un-gz ${output.fastq} 

The alignment on the genome was made with both hisat2 v2.2.1 (Kim et al., 2019) and bowtie2 
v2.5.1 : 

hisat2 -x ${hisat2_index.genome} --no-softclip -U ${input.fastq} --un-gz ${output.fastq} -S 
${output.sam_hisat2} 

bowtie2 -x ${bowtie2_index.genome} --end-to-end -U ${output.fastq} -S 
${output.sam_bowtie2} 

The selection of the reads uniquely mapped on the genome was made with samtools v1.14 (Li 
and Durbin, 2009) : 

samtools view -F 3844 -q 1 -h -o ${output.bam} 

The counting of the reads corresponding to each transcript was done by htseqcount v2.0.2 
(Anders et al., 2015) : 

htseq-count -f bam -t CDS -i Parent --additional-attr Name -m intersection-strict --nonunique 
fraction ${input.bam} ${input.gff} > ${output.txt} 

The differential analysis was made with the bioconductor package DESeq2 v1.34.0 (Love et 
al., 2014). 

The qualitative analysis was made on a transcriptome made from the genome with a selection 
of transcripts annotated as having a 5’UTR region only (for the human genome). This analysis 
and the determination of the P-site offset for each read length of every sample was made by the 
riboWaltz v1.2.0 package (Lauria et al., 2018). 

 

To study the reading frame of the Ribosome Protected Fragments (RPF), each read is 
represented by the coordinate corresponding to the first base of the associated ribosome’s P-
site. To determine where the P-site is, a P-site offset has to be defined for every read length. 
This step is done with the riboWaltz program (Lauria et al., 2018) which looks for the first base 
of each read beginning of the signal. 

 

Data sets and multiple alignments 

Sequences were downloaded from the Los Alamos HIV Sequence Database (HIV-1 clades B 
and C). Sequences were filtered based on the presence of only one sequence per patient and 
excluding sequences carrying premature stop codons within ORFs. Very similar sequences and 
incomplete sequences (more than 10 gaps/unknowns) were additionally discarded. We obtained 
1609 and 411 of HIV-1 clade B and clade C, respectively. The AA sequence conservation of 
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the overlapping ORF and third frame were analyzed using Unipro UGENE toolkit. Multiple 
alignments were performed using ClustalO. Plots were generated using R (version 4.2.2) with 
the ggplot2, and rstatix packages.     
 

Immunopeptidome 

Isolation of HLA ligands Koyn 

1 x 109  C8166 cells were infected with HIVNL4-3∆Nef  at a MOI of 0,05 and HLA class-I and -II 
molecules of isolated using standard immunoaffinity purification (Falk et al, 1991; Nelde et al, 
2019). Snap-frozen samples were lysed in 10 mM CHAPS/PBS (AppliChem, Gibco) with 1x 
protease inhibitor (Roche). HLA class-I and -II-associated peptides were isolated using the pan-
HLA class I-specific mAb W6/32 and the pan-HLA class II-specific mAb TÜ39 (both in house 
mouse monoclonal) covalently linked to CNBr-activated Sepharose (GE Healthcare). HLA-
peptide complexes were eluted by repeated addition of 0.2% TFA (trifluoroacetic acid, Merck). 
Eluted HLA ligands were purified by ultrafiltration using centrifugal filter units (Millipore). 
Peptides were desalted using ZipTip C18 pipette tips (Millipore), eluted in 35 μl 80% 
acetonitrile (Merck)/0.2% TFA, vacuum-centrifuged and resuspended in 25 μl of 1% 
acetonitrile/0.05% TFA and samples stored at -20 °C until LC-MS/MS analysis. 
 

Analysis of HLA ligands by LC-MS/MS 

Isolated peptides were separated by reversed-phase liquid chromatography (nano-UHPLC, 
UltiMate 3000 RSLCnano; ThermFisher) and analysed in an online-coupled Orbitrap Fusion 
Lumos mass spectrometer (Thermo Fisher). Samples were analysed in five technical replicates 
and sample shares of 20% trapped on a 75 μm × 2 cm trapping column (Acclaim PepMap 
RSLC; Thermo Fisher) at 4 μl/min for 5.75 min. Peptide separation was performed at 50 °C 
and a flow rate of 175 nl/min on a 50 μm × 25 cm separation column (Acclaim PepMap RSLC; 
Thermo Fisher) applying a gradient ranging from 2.4 to 32.0% of acetonitrile over the course 
of 90 min. Samples were analysed on the Orbitrap Fusion Lumos implementing a top-speed 
CID method with survey scans at 120k resolution and fragment detection in the Orbitrap 
(OTMS2) at 60k resolution. The mass range was limited to 400–650 m/z with precursors of 
charge states 2+ and 3+ eligible for fragmentation.  
 
Database search and spectral annotation 

LC-MS/MS results were processed using Proteome Discoverer (v.1.3; Thermo Fisher) to 
perform database search using the Sequest search engine (Thermo Fisher) and the HIVNL4-3∆Nef 
proteome containing all possible polypeptides from the 6 frames of HIVNL4-3∆Nef sequence as 
reference database. The search-combined data of five technical replicates was not restricted by 
enzymatic specificity, and oxidation of methionine residues was allowed as dynamic 
modification. Precursor mass tolerance was set to 5 ppm, and fragment mass tolerance to 0.02 
Da. False discovery rate (FDR) was estimated using the Percolator node (Käll et al., 2007) and 
was limited to 5%. For HLA class-I ligands, peptide lengths were limited to 8–12 amino acids. 
For HLA class-II, peptides were limited to 12–25 amino acids of length. HLA class-I annotation 
was performed using NetMHCpan 4.0 (Jurtz et al., 2017) annotating peptides with percentile 
rank below 2% as previously described  (Ghosh et al, 2019).  
 

Patients and Samples 

EC (n=4) were recruited from the CO21 CODEX cohort implemented by the ANRS (Agence 
nationale de recherches sur le SIDA et les hépatites virales). PBMC were cryopreserved at 
enrolment. ECs were defined as HIV-infected individuals maintaining viral loads (VL) under 
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400 copies of HIV RNA/mL without cART for more than 5 years. HIV-infected efficiently 
treated patients (ART) (n=3) were recruited at Kremlin Bicêtre Hospital. They were treated for 
at least 1 year (mean of 10 years) and had an undetectable viral load using standard assays. 
HIV-negative individuals (n=3) were anonymous blood donors from EFS (Établissement 
Français du sang). A detailed description of the patients is provided in Table 3, including the 
median and interquartile range for age (at the time of the study), CD4 T cell count and RNA 
load for each group. HIV-RNA loads were measured on site with different real-time PCR-based 
assays; depending on the date of enrolment in the cohort and the assay routinely used on each 
site, the VL detection limit varied from 50 to 10 copies/mL. 
Ethic statement 

All the subjects provided their written informed consent to participate in the study. The CO21 
CODEX cohort and this sub-study were funded and sponsored by ANRS and approved by the 
Ile de France VII Ethics Committee. The study was conducted according to the principles 
expressed in the Declaration of Helsinki. 
Peptides 

ARF-derived peptides were choosen based on the aa conservation among the clade B isolates 
and the predictions to  bind frequent HLA alleles. The binding affinity of ARF-derived peptides 
was evaluated using the NetMHCPan-4.1 and NetMHCIIPan-4.1. For the longest ARF 
sequences, some overlapping peptides were also designed. HIV-classical epitopes were chosen 
based on the literature (Berzofsky et al., 1991; Fonseca et al., 2006; Geretti et al., 1994; 
Malhotra et al., 2003; Mirano-Bascos et al., 2008; Ranasinghe et al., 2012; Schrier et al., 1989; 
Wahren et al., 1989). The peptide AA sequences are presented in Table-2. ARF-derived 
peptides and HIV-classical peptides were synthetized by Vivitide company and in-house at the 
Dpt of Immunology of Tübingen University. Non-HIV common peptides were obtained from 
Mabtech (PepPool: CEF (CD8), human, 3616-1).  
12-day in vitro T cell amplification prior ELISPOT-assay 

PBMCs were thawed and rested 2-3h in IMDM (Gibco/ThermoFisher Scientific) containing 
5% human AB serum (SAB, Institut Jacques Boy), supplemented with recombinant human IL-
2 (rhIL2, 10 U/ml, Miltenyi) and Dnase (1 U/ml, New England Biolabs). Cells were washed 
and  5-9 x 106 PBMCs were then seeded/well of a 24-well plate in IMDM supplemented with 
10 % SAB, Pen/Strep, nonessential amino acids and sodium pyruvate (all from 
Gibco/ThermoFisher Scientific). Neverapine (NVP, 1,2 µM, HIV reagent program) was added 
to inhibit potential viral replication and poly I:C (2 µg/ml, InvivoGen) to facilitate the 
presentation of long peptides by antigen presenting cells (Schuhmacher et al., 2020). PBMCs 
were loaded with peptide pools (each pepide at 10 µg/ml), except for the CEF pool (Mabtech) 
used at 5 µg/ml, and cultured overnight at 37°C, 5% CO2. HIV-classical peptides and/or CEF 
peptide pools were used as positive control for the expansion of HIV-specific and non-HIV 
common anti-virus-specific T cells, respectively. On day 1 and 3, T cell media were then 
complemented with rhIL2 (10 U/ml) and rhIL-7 (20 ng/ml, Miltenyi) with NVP (1,2 µM), 
respectively, and maintained though out the culture. On days 3, 5, 7, and 9, when the cell layer 
was > 70% confluent, cells were splited in two wells before the addition of rhIL-2, rhIL-7 and 
NVP. On day 7, cells were harvested, counted and a fraction submitted to IFN-γ ELISPOT 
assay using the ARF-derived peptide pools and positive controls: HIV classical peptide and/or 
CEF peptide pools. The remaining cells were maintained in culture and submitted, on day 12, 
to IFN-γ ELISPOT assay using individual ARF-derived peptides and the controls. 
Enzyme-linked immunospot assay -  Cultured IFN-γ ELISPOT 

From 10-30 x 105 cells/well were seeded in an Elispot plates (MSIPN4550, Millipore) in IMDM 
supplemented with 10 % SAB, Pen/Strep, nonessential amino acids, sodium pyruvate 10 %, 
and HEPES 10mM (Gibco/ThermoFisher Scientific), loaded with either 50, 10 or 2 µg/ml of 
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ARF-derived peptides, HIV classical peptides and CEF peptides, respectively and incubated at 
37°C for 16h. ELISPOT plates were pre-coated with anti-IFNγ primary antibody and after cell-
incubation IFNγ revealed using anti-IFNγ secondary antibody conjugated with biotin (both 
from Mabtech) as described (Cardinaud et al., 2017). The ELISPOT analysis was performed in 
technical triplicates or duplicates. Spots were counted with the AID ELISPOT Reader 
according standard protocols. Responses were considered positive when IFNγ production was 
superior to 20 spots/106 PBMCs and at least twofold higher than background (cells loaded with 
the DMSO containing medium used to solubilize the peptides). 
Intracellular Cytokine Staining (ICS) assay 

Cells were cultured as for the 12-day in vitro T cell amplification. One day 12, cells were 
harvested, washed and counted. 20-100 x 105 PBMCs were then seeded/well of a 96-well U-
bottom plate in IMDM supplemented with 10 % SAB, Pen/Strep, nonessential amino acids, 
sodium pyruvate 10% and HEPES 10mM. PBMCs were immediately loaded with individual 
ARF-derived peptides (50 µg/ml), individual HIV classical peptides (10 ug/ml) or CEF peptide 
pool (2ug/ml) and the CD107a-BV786 antibody (BD Biosciences), for degranulation detection, 
was added in each condition. After 1h at 37°C, brefeldin A was added (5 ug/ml) and the 
incubation carried out for additional 5h. PBMCs were washed in PBS and incubated with LVD 
and human Fc Block (BD Biosciences). Cells were then stained 30 min on ice with a mix of 
cell surface antibodies: CD3-PE, CD8-SuperBright600 (Invitrogen) and CD4-AF750 
(Beckman Coulter). Next, cells were washed, fixed with PFA 4% and permeabilized (PBS + 
BSA 0,5%, saponin 0,05%). Cytokine production were detected by intracellular staining using 
IFN--PerCP-Cy-5.5, Mip1-FITC, TNF-PE-Cy7 and IL2-APC antibodies (all from BD 
Biosciences).  
Flow cytometry and data analysis 

Sample acquisition and analysis were performed using Cytoflex with CytExpert software 
(Beckman Coulter). The compensation matrix was calculated automatically by the CytExpert 
software after measuring negative and single-color controls. Sample analysis was performed 
using FlowJo v10.8 Software. After elimination of doublets, lymphocytes were gated on side 
scatter area versus forward scatter area pseudo-colour dot plot and dead cells were removed 
according to LVD staining. CD4+CD3+ events were gated versus individual gates made for the 
detection of Mip1, IFN, IL2, CD107a and TNF secretion. All gates were set based on the 
unstimulated control (cells loaded with the DMSO containing medium used to solubilized the 
peptides). Individual cytokine secretions were then combined together using Boolean gating to 
create a full array of possible combinations of response patterns from the CD4+CD3+-cell 
subsets. The same procedure was used to CD8+CD3+ events. Positive responses were reported 
after background subtraction. Samples were considered positive when the % of activated cells 
was at least 2 times higher than negative controls.   
Statistical analysis 

Statistical significances (p-values) were calculated using Prism Software (GraphPad).  
Data Availability  

The mass spectrometry proteomics data have been deposited to the ProteomeXchange 
Consortium via the PRIDE (Perez-Riverol et al, 2019) partner repository with the dataset 
identifier - XXXX. 
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FIGURE LEGENDS & TABLES  

Figure 1. The translational landscape of HIV-1: identification of ARFs. (A) Distribution 

of ribosome protected fragments (RPF) across HIV-1 genome obtained from HIVNL4-3-

infected SupT1 cells. Ribosomal footprints are represented according to the position in 
HIVNL4-3 genome. RPF translated in frames 0, +1, and +2 are represented in green, red, and 
blue, respectively. HIV genomic structure is indicated below; annotated coding sequences are 
indicated and colored accordingly to their reading frames from the first position of the genome. 
Note that the classical reference strain, HIVHxB2, owns an extra T (position 5772 within the vpr 
gene) as compared to most clade B strains. As a direct consequence in the HIVNL4-3 genome, 
env CDS is not in the same reading frame as pol and tat CDS. Rev, vpu and nef frames are also 
different from the HIVHxB2 genome. The positioning of ARFs (purple lines) are indicated in the 
lower genome representation. The selection criteria were: 1) not corresponding to ORF 
sequences; 2) amino acid length ≥ 10; 3) translated between 2 stops codons and 4) reads per 
codon ≥ 8. (B) Ribosome densities reveal novel viral coding regions. The number of 
ribosomal footprints (reads) are represented according to the position in HIVNL4-3 genome. The 
color codes indicate the frames of the ARF and the relative ORF (green, 0; red, +1; blue, +2). 
Filled and open rectangles indicate the relative ORF and the noncanonical ARF, respectively. 
a-d, ARFs within gag (a), vif (b), env (c), and nef (d) ORFs. Putative start and stop codons are 
labelled according to their reading frames with triangles and crosses, respectively. (C) Relative 

expression of HIV ORFs. Relative expressions of HIVNL4-3 CDS were obtained by dividing 
the total read counts of each translated fragment by its length establishing a read/nucleotide 
value. (D) Genomic distribution of the 98 identified ARF according to the overlapping 

CDS. The number of ARF is indicated in brackets. 
 

Figure 2: Amino acid conservation of ARF sequences among HIV-1 clade B and C strains. 
Percentage of amino acid (aa) conservation of each identified ARFs among HIV-1 clade 

B (A) and clade C (B). ARFs are represented according to the reading frame of their 
overlapping CDS (top legend). ARF expressed in +1 or +2 are represented by a green square 
and a red triangle, respectively. ARFs overlapping two ORFs are represented by a blue reverted 
triangle and those that correspond to peptide leaders or that are expressed in a first reading 
frame in the 5’UTR having no CDS, are represented by a purple circle. The horizontal lines 
indicate: the global ARF median (black dotted line), the median for ARF in +1 (green dotted 
line), +2 (red dotted line), ARF in 0 (purple dotted line), and the median for ARF overlapping 
2 ORFs (blue dotted line). Genomic regions are indicated by the background color and the ARF 
name in the x-axis starting from 5’UTR (left) to nef region (right). (C) Percentage of ARF 

amino acid conservation and overlapping genomic regions, among HIV-1 clade B. 
Genomic regions are indicated by the background color and the ARF name in the x-axis starting 
from 5’UTR (left) to nef region (right). The aa conservation of each ARF (red triangle), 
overlapping CDS (purple circle), and third frame (green square) is presented. The horizontal 
colored lines indicate the corresponding median of the set.  
 
Figure 3: Detection of T-cell responses specific to ARF-derived peptides in PBMCs of 

HIV-infected individuals. (A) Overview of ARF-derived peptide-specific T cell responses. 
The number of ARF-derived peptide-specific T cell responses is represented for each donor. 
The largest rectangle represent several peptides encoded by the same ARF. The color code, on 
the top right corner, indicates the overlapping CDS. (B) The number of responding HIV-

infected individuals to each ARF-derived peptide stimulation. As in (A) the bar colors 
indicate the overlapping CDS. (C) ELISPOT IFN deconvolution of positive pools at day 12 

and for all tested donors. Only IFN-positive T cell responses upon individual ARF-derived 
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peptide stimulations are presented, in SFU/106 PBMCs. Intrinsic negative controls (POOL (-), 
cells incubated with DMSO-containing medium) are indicated by a white bar for each tested 
pool. POOL (+), HIV (+), and CEF (+) correspond to PBMCs cultures loaded with the pool of 
ARF-derived peptides, HIV-classical peptides, and non-HIV common-derived peptides, 
respectively. The bar color indicates the overlapping CDS. SAT: saturated well for which the 
IFN signal was so high that it could not be quantified. (D) Genomic repartition of ARF-

derived peptide stimulating T cell responses in the PBMCs of HIV-infected individuals. 

The number of peptides is indicated in brackets. The color code is as in (A). 
 

Figure 4: ARF-derived peptide (ARFP) specific T cell responses are mediated by CD4+ 

and CD8+ T-cells exhibiting polyfunctional cytokine profiles. (A) Representative gating 

scheme for the identification of ARFP-specific T cell responses. Gatings for G05-ARF 
derived peptide-specific CD4+ T cell responses. are shown for EC-3 HIV-infected individual. 
Gates for each cytokines/chemokines were set based on the negative controls (cells loaded  with 
DMSO containing medium) NS_ARF and NS_ORF for the assessment of G05-ARF derived 
peptide-specific and env01-specific CD4+ T cell responses, respectively. Env01 is a previously 
characterized immunodominant peptide from HIV-Env. CD4+ CD3+ T cell populations were 
pre-gated on lived cells and doublets were excluded. (B)  Heatmap of ARF-derived peptides 

recognized by CD4+ and CD8+ T cells from PBMCs of HIV-infected donors. NA = Not 
applicable, NS = Not significant. (C) Percentage of CD4+ and CD8+ T cell responses among 

ARFP-specific T cells responses after in vitro stimulation with ARF-derived peptides at 

cohort the level. Frequencies of ARFP- and ORF-specific CD3+ CD4+ (D) or CD3+ CD8+ 

(E) T-cells secreting 1 to 5 cytokines simultaneously. The numbers on the top indicate the 
percentage of polyfunctional T cells secreting at least 3 cytokines. ARFP-specific T-cell 
responses from all tested donors are combined.  
(F) Comparison of the percentage of polyfunctional T cells secreting at least 3 cytokines 

among ARFP- and ORF-specific CD3+ CD4+ T-cells in the EC and ART patient groups. 

(G) same as (F) among ARFP- and ORF-specific CD3+ CD8+ T-cells in EC group. Each 

dot represents one peptide-specific T-cell response (as in B). Kruskal-Wallis test with 
Dunn’s comparison was applied.   
Figure 5: Identification of ARF-derived peptide, YSL, presented by the HLA-A*02:01  

molecules using immunopeptidomics and YSL-specific polyfunctional T-cells responses 

in HIV-infected donors. (A) Identification of ORF and ARF derived peptides from 

HIVNL4-3-infected primary CD4+ T cells. LC-MS/MS data from Ziegler et al. were 
reanalyzed using as reference database all potential polypeptides encoded by the 6 frames of 
HIVNL4-3 genome. The sequences of HIV-derived MHC-I ligands identified and their 
characteristics are presented. The ILINGQYSL peptide, named YSL, derived from on ARF 
overlapping pol CDS exhibit a strong binding score for HLA-A*02:01 as monitored using 
NetMHCpan4.1. (B) Detection of T-cell responses specific to YSL ARF-derived peptide in 

PBMCs of HIV-1 infected donors. The IFN responses of donors EC-1 and EC3 who 
responded to the YSL-peptide stimulation are presented. Cells loaded with DMSO-containing 
medium, used as negative controls, (POOL (-)) are indicated by a white bar for each donor. 
POOL (+), YSL-I, and YSL-II correspond to cells loaded with a pool of peptides containing 
YSL-I and YSL-II peptides, or only with YSL-I and YSL-II peptides, respectively. SAT: 
saturated well for which the IFN signal was so high that it could not be quantified. (C) 
Functional characteristics of YSL-specific CD8+ T cell response from EC-3 donor. 
Following a 12-day in vitro expansion, intracellular staining was performed for Mip1, IFN, 
IL-2, CD107a, and TNF after stimulation with YSL-I (left panel - upper gates) or a Nef-
derived peptide (left panel - lower gates) used as positive control. Cells were gated on the CD8+ 

CD3+ population and each of the five individual gates for each cytokine/chelokine  set based 
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on the negative controls (NEG, cells loaded with DMSO-containg medium). CD8+CD3+ cells 
were pre-gated on lived cells and doublets were excluded. The polyfunctional profile of 
activated YSL- or Nef- specific T-cells are shown in the right panel, upper and lower lines, 
respectively. The left pie charts indicated the activated (yellow) and non-activated (blue) T-
cells following peptides stimulation. Polyfunctionality of activated T-cells are shown in the 
right pie charts. Boolean analysis was conducted to determine whether T-cells secreted 1, 2, 3, 
4 or 5 cytokines simultaneously (red, green, purple, blue, and orange, respectively). Numbers 
indicate the percentage of activated cells with one to five cytokines secreted simultaneously 
(D) as in (C), for YSL-specific CD4+ T cell response from EC-3 donor. Panel (E) and (F), 

polyfunctional profiles of CD4+ T cell response against YSL-I and YSL-II peptides, 

respectively, The polyfunctionality of activated T-cells, for all responding donors, is shown as 
pie charts. Boolean analysis was conducted to determine whether T-cells secreted 1, 2, 3, 4, or 
5 cytokines simultaneously (red, green, purple, blue, and orange, respectively). Numbers 
indicate the percentage of activated cells with one to five cytokines secreted simultaneously 
(G) Heatmap summarizing YSL-I and -II peptide-specific CD4+ and CD8+ T cell 

responses in all tested HIV-infected donors. NA = Not applicable, NS = Not significant. 
 

Table 1: List of HIV ARFs identified by Ribosome profiling. Each of the 98 identified ARFs 
is listed according to their name, frame, length, and position in the HIVNL4-3 genome. Their 
description in previous studies is also informed.   
 

Table 2: List of synthesized ARF-derived peptides. Peptides were named according to the 
ARF from which there are translated (left column). The short name of the peptides is the peptide 
name used in the Figures. Peptide sequences and length are indicated. 
 

Table 3: Clinical characteristics of HIV-infected individuals. Age, sex, years of infection, 

treatments, CD4 T cell counts, viral loads, and HLA types of HIV-infected individuals are 

indicated. 

 

SUPPLEMENTAL FIGURES & TABLE LEGENDS 
Supplemental Figure-1-related to Figure-1. (A) Outline of ribosome profiling protocol. 

20h post-infection a fraction of HIVNL4-3-infected CD4+ SupT1 cells was collected, the viability 
and percentage of HIV-Gag+ infected cells assessed using flow cytometry (B). 4h later (24h 
post-infection) infected cells were treated with CHX and lysed. Polysomes were then extracted, 
treated with RNase and ribosomes protected fragments (RPF) isolated and sequenced. Data 
were analysed using an inhouse biological pipeline and RPF were aligned on HIVNL4-3 genome 

according to their reading frame. CDS and ARF translated in frame 0, +1, and +2 are 
represented in green, red, and blue, respectively. The ARF inclusion criteria were: 1) not 
corresponding to ORF/CDS sequences; 2) amino acid length ≥ 10; 3) translated between 2 stops 
codons and 4) reads per codon ≥ 8. Green and blue rectangles indicate the canonical gag ORF 
and the noncanonical ARF-GAG16 that passed the inclusion criteria, respectively. Untagged 
red rectangle indicates ARF that failed the inclusion criteria. (B) Gating strategy for the 

analysis of HIVNL4-3-infected CD4+ SupT1 cells. Three biological replicates were used. 
Infected cells were labeled with a viable dye and stained with antibodies specific to CD4 and 
HIV-Gag. In the middle the numbers indicate the percentages of viable cells. In the right panels, 
the lower and top numbers indicated the percentage of infected  CD4-HIVGag+ and 
CD4+HIVGag+ cells, respectively. The same negative control was used for replicate 1 and 2 
since they derived from the same experiment. (C) Trinucleotide periodicity on cellular 

transcripts/metagene of 29 nt. Data were analysed using an inhouse biological pipeline. We 
analysed the periodicity of the reads by aligning the RFP to annotated start codons of human 
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CDS. The reads, in particular the 28- and 29-mer, uniformly aligned along the human CDS with 
a periodicity of three nucleotides corresponding to codon triplets, thus strongly suggesting that 
the RPF correspond to bona fide translation events. (D) Violin plot comparing amino acid 

lengths of uORF (in the 5’UTR) and non-uORF ARFs.   

 

Supplemental Figure-2-related to Figure-1: Identification of ARF and CDS start sites 

using translation inhibitors harringtonine (HAR) and Riboseq. In a second set of Riboseq 
experiments, HAR-treatment was used to define the start codons of each CDS and ARF. The 
number of reads was limited and did not allow the thorough and systematic identification of 
start codons. However, start codons indicated, with a black triangle, of vpr (A) and env (B) 
CDS and ARF-GAG7 (C), ARF-VPR3 (D), ARF-ENV/NEF1 (E) and ARF-YSL (F) could be 
defined. Elongating ribosomal P-site reads are depicted as bars, aligned to HIVNL4-3 genome, 
and are color coded by reading frame. For vpr (A) and env (B) CDS and ARF-ENV/NEF1 (E) 
the three frames are depicted whereas for ARF-GAG7 (C), ARF-VPR3 (D) and ARF-YSL (F) 
only the ORF and ARF frames are shown. Read coverage peak in HAR-treated cells (grey) 
confirmed translation initiation at the upstream-most AUG, start codon encoding methionine in 
ARF-GAG7 (C) and UUG, CUU, CUC alternative start codons encoding leucine in ARF-VPR3 
(D), ARF-ENV/NEF1€ and ARF-YSL (F), respectively. 
 

Supplemental Figure-3-related to Figure-2: Features of ARF amino acid (AA) 

conservation among HIV-1 clade B and C inhouse database. (A) Percentage of amino acid 

conservation of each identified ARFs among HIV-1 clade B, depending on the reading 

frame. ARFs are represented in relation to the reading frame of the ORF/CDS (x-axis). 
Kruskal-Wallis test was performed, and the p-value is reported on the graphic. (B) Percentage 

of AA conservation of each identified ARFs depending on the overlapping CDS.  Kruskal-
Wallis test was conducted followed by a post-hoc Dunn test (Holm correction). P-value: *** 
=0,00022 and **=0,0011. (C) Percentage of AA conservation of the overlapping ORFs, 

ARFs, and third frames. Kruskal-Wallis test followed by a pairwise Wilcoxon test was 
achieved, and p-values are shown on the graph. (D) Comparison of ARF AA sequence 

conservation between clade B and clade C in-house database. A pairwise Wilcoxon test was 
achieved and p-values are shown on the graph. (E) Correlation between ARF AA 

conservation and ARF relative expression (expressed as reads/nucleotide).  

 

Supplemental Figure-4-related to Figure-3: Detection of ARF-derived peptides (ARFP)-

specific T-cell responses using cultured IFN-Elispot assay. (A) Experimental procedure 

of the 12-day T-cell amplification.  PBMCs from HIV-infected individuals were seeded in 
wells of p24-well plates and loaded with the different peptide pools in the presence of the 
indicated cytokines, polyI:C to allow a better presentation of elongated peptides and Nevirapine 
to block potential viral replication. 7-days later, a fraction of the cells was counted and loaded 
with or without the peptide pool used for the initial culture and T-cell reactivity monitored using 
an IFN-Elispot assay. The remaining cells were then allowed to expand further by renewing 
the cytokine cocktail and tested on day 12, after the initial culture, for their capacity to react to 
individual peptides of the pools tested positive at day-7, using IFN-Elispot assay. (B) Day 7 

IFN-Elispot responses against all peptide pools for every HIV-infected individual, 
presented as SFU/106 PBMCs (y-axis). A response was considered positive when the number 
of spots was >20 and 2 times higher than the negative control (POOL (-) white bar, cells loaded 
with DMSO-containing medium). Positive responses are indicated by colored bars depending 
on the overlapping genomic region. HIV-CDS-derived peptides pools were used as a positive 
control. SAT: saturated well for which the IFN signal was so high that it could not be quantify. 
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Supplemental Figure-5-related to Figure-3: Detection of T-cell responses specific to 

unique ARF-derived peptides in the PBMCs of HIV-infected invividuals. Day 12, after the 
initial culture, the capacity of cultured PBMCs from HIV-infected donors to react to individual 
peptides of the pools, tested positive at day-7, was assessed using IFN-Elispot assay. The 
results are presented as SFU/106 PBMCs. A response was considered positive when the number 
of spots was >20 and 2 times higher than the negative control (POOL (-) white bar, cells loaded 
with DMSO-containing medium). Shaded lines represent the threshold of positivity. HIV-
classical peptide pool and CEF peptides were used as positive controls. (A), (B), (C), (D), (E), 

(F) and (G) results from the cultured IFN-Elispot assay of cells from ART-1, ART-2, 

ART-3, EC-1, EC-2, EC-3 and EC-4 HIV-infected invividuals, respectively. Only 
deconvolutions for which a peptide pool elicited a significant T response are shown. Pictures 
of the original rough data from the ELISPOT plates are presented below or on the sides of the 
corresponding graphic (ARF-derived peptides and controls were tested in duplicates).   
 

Supplemental Figure-6-related to Figure-3: Detection of T-cell responses to unique ARF-

derived peptides in the PBMCs of non-infected invividuals. As exemplified in panel (A) of 
the Supplemental Figure-4-related to Figure-3, PBMCs from non-infected individuals  (EFS 
0685, EFS 1619, and EFS 5174) were seeded and loaded with the different peptide pools in the 
presence of cytokines, polyI:C and Nevirapine cocktail. 7-days later, T-cell reactivity to the 
peptide pools used for the initial culture was monitored using an IFN-Elispot assay. Positive 
responses are indicated by colored bars depending on the overlapping genomic region. (A). 12 
day, after the initial culture, their capacity to react to individual peptides of the pools, tested 
positive at day-7, was evaluated also, using IFN-Elispot assay. Shaded lines represent the 
threshold of positivity.  Only deconvolutions for which a peptide pool elicited a significant T 
response are shown. (B). IFN-Elispot are presented as SFU/106 PBMCs (y-axis). A response 
was considered positive when the number of spots was >20 and 2 times higher than the negative 
control (POOL (-) white bar, cells loaded with DMSO-containing medium). (A) CEF peptide 
pool was used as a positive control. SAT: saturated well for which the IFN signal was so high 
that it could not be quantify. 
Supplemental Figure-7-related to Figure-3: Comparision of ARF-derived peptide (ARFP) 

specific T cells responses for all tested HIV-infected donors. Responses to unique ARFP 
were plotted for each  HIV-infected individual as SFU/106 PBMCs. Negative controls were 
subtracted and saturated responses attributed on arbitrary score of (1250 SFU/106 PBMCs). 
Kruskal-Wallis test with Dunn’s correction was applied. No significant differences could be 
observed. 
 
Supplemental Figure-8-related to Figure-4: Analysis of the polyfunctional profiles of 

ARFP-, -ORF and CEF-specific T cell responses in HIV-infected individuals. (A) 

Percentages of ARF or ORF-specific CD4+ (left panel) and CD8+ (right panel) T cell 

responses secreting the individual cytokine/chemokine among total CD4+ and CD8+ T cells, 

respectively. CEF-specific CD8+ T cell responses are also presented (right panel). In contrast, 
to CD8+ T cells, a higher proportion of ORF-specific CD4+ T cells secrete each individual 
cytokine/chemokine as compared to ARF-specific CD4+ T cells. Mann-Whitney U test and p 
values are shown. (B) and (C), Heatmaps summarizing the frequency of simultaneously 

secreted cytokine/chemokine (from 1 to 5) upon activation of CD4+ (B) and CD8+ (C) T-

cells by individual ARF-, ORF-  or CEF-peptides for each HIV-infected donor. The 
frequency of secreting T-cells is represented by the filling gradient in red. The absence of the 
secretion is shown in dark grey (i.e “NS= Not Significant”).  ARF-derived peptides not tested 
by ICS (i.e not positive in ELISPOT) are represented in light grey. (D) Cytokine/chemokine 

secretion profiles of CD4+ (top panel) and CD8+ T (bottom panel) cell responses against 
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ARF and ORF-derived peptides. ARF- and -ORF-specific T cell profiles are presented in the 
top and bottom raws, respectively. The 32 possible patterns of cytokine/chemokine secretions 
are indicated by the grey line below the heatmap and defined in a listed format on the right. (+) 
and (-) indicated secreted and not secreted respectively. 
 
Supplemental Figure-9-related to Figure-5: Immunopeptidomic of HIV-infected cells. (A), 

(B) and (C), Defining the ligandome of HIV-derived HLA-class II ligands in HIVNL4-3∆Nef-

infected C8166 cells by LC-MS/MS. (A) Briefly, C8166 cells were infected or not (mock) 
with HIVNL4-3∆Nef at 0,05 MOI. 24 hours post-infection, a fraction of cells was stained with an 
HIVGag-p24 antibody to estimate the fraction of HIVGag+ infected cells. Mock infected cells 
were used to delineate the HIVGag+ population  (21% of HIVGag+ cells). (B) Cells were then 
lysed, HLA class-II complexes immunoprecipitated using TU39 antibody and HLA-ligands 
sequenced using LC-MS/MS. (C) Table summarizing HIV-derived HLA class II ligands 

isolated from HIVNL4-3∆Nef-infected C8166 cells. All peptides are derived from classical HIV 
CDS. (D) Confirmation of the LC-MS/MS profile of the ILINGQYSL peptide, so-called 

YSL. A synthetic ILINGQYSL peptide (bottom spectrum) was used to validate the LC-MS/MS 
profile of the ILINGQYSL peptide (top spectrum) identified by reprocessing of the data from 
Ziegler et al. obtained using HIVNL4-3-infected primary CD4+ T cells. 
Supplemental Table 1: List of synthesized classical HIV peptides (pool HIV) derived from 

viral CDS.  

 

Supplemental Table 2: List of ARF-derived peptides tested in ICS. Peptides were named 
according to the ARF from which there are translated (left column). The short name of the 
peptides is the peptide name used in the Figures. Pools where the peptides were included, 
peptide sequences and lengths are indicated. 
Supplemental Table 3: List of classical HIV peptides used in ICS. These HIV ORF-derived 
peptides were previously described as immunodominant CD8+ T-cell epitopes 
(https://www.hiv.lanl.gov/content/immunology). The sequence, ORF and HLA-restriction of each 
peptide is indicated. 
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ARF name
sequence 

(ribosome profiling)
frame

length 

(nt)

length 

(AA)

start 

position

stop 

position

previously 

described

ARF-LTR1 GGAACCCACTGCTTAAGCCTCAATAAAGCTTGCCTTGAGTG 1 51 17 506 556 NO

ARF-LTR2 GCCTCAATAAAGCTTGCCTTGAGTGCTCAAAGTAGTGTGTG 2 57 19 522 578 NO

ARF-LTR3 GTGCTCAAAGTAGTGTGTGCCCGTCTGTTGTGTGACTCTG 0 48 16 544 591 NO

ARF-LTR4 CTAGAGATCCCTCAGACCCTTTTAGTCAGTGTGGAAAATCT 2 45 15 588 632 NO

ARF-LTR5 TCAGTGTGGAAAATCTCTAGCAGTGGCGCCCGAACAGGG 0 45 15 613 657 NO

ARF-LTR6 TGTGTGCCCGTCTGTTGTGTGACTCTGGTAACTAGAGATCCCTCA1 153 51 557 709 NO

ARF-LTR7 AGCCAGAGGAGATCTCTCGACGCAGGACTCGGCTTGCTG 0 78 26 670 747 NO

ARF-LTR8 AGCGCGCACGGCAAGAGGCGAGGGGCGGCGACTGGTGA 1 60 20 710 769 NO

ARF-LTR9 CAGTGGCGCCCGAACAGGGACTTGAAAGCGAAAGTAAAG 2 147 49 633 779 NO

ARF-GAG1 ATGGGAAAAAATTCGGTTAAGGCCAGGGGGAAAGAAACA 2 45 15 834 878 NO

ARF-GAG2 ACTAAAACATATAGTATGGGCAAGCAGGGAGCTAGAACG 2 51 17 879 929 YES

ARF-GAG3 AACGATTCGCAGTTAATCCTGGCCTTTTAG 1 30 10 914 943 NO

ARF-GAG4 TCCTGGCCTTTTAGAGACATCAGAAGGCTGTAG 2 33 11 930 962 YES

ARF-GAG5 ACAAATACTGGGACAGCTACAACCATCCCTTCAGACAGGA 2 54 18 963 1016 NO

ARF-GAG6 AGACATCAGAAGGCTGTAGACAAATACTGGGACAGCTACA 1 93 31 944 1036 NO

ARF-GAG7 AAGAGACCATCAATGAGGAAGCTGCAGAATGGGATAGATT 1 81 27 1394 1474 YES

ARF-GAG8 ATTGCATCCAGTGCATGCAGGGCCTATTGCACCAGGCCAG 2 63 21 1431 1493 NO

ARF-GAG9 CAGGAACTACTAGTACCCTTCAGGAACAAATAG 1 33 11 1499 1531 NO

ARF-GAG10 TACCCTTCAGGAACAAATAGGATGGATGACACATAA 2 36 12 1512 1547 NO

ARF-GAG11 GAATGTATAGCCCTACCAGCATTCTGGACATAA 1 33 11 1613 1645 NO

ARF-GAG12 CCCTACCAGCATTCTGGACATAAGACAAGGACCAAAGGAA 2 48 16 1623 1670 NO

ARF-GAG13 GACAAGGACCAAAGGAACCCTTTAGAGACTATGTAG 1 36 12 1646 1681 NO

ARF-GAG14 AACTCTAAGAGCCGAGCAAGCTTCACAAGAGGTAAAAAA 2 87 29 1695 1781 NO

ARF-GAG15 CAGAAACCTTGTTGGTCCAAAATGCGAACCCAGATTGTAA 1 51 17 1742 1792 NO

ARF-GAG16 GACTATTTTAAAAGCATTGGGACCAGGAGCGACACTAGAA 2 84 28 1782 1865 NO

ARF-GAG17 TACAGAAAGGCAATTTTAGGAACCAAAGAAAGACTGTTAA 1 72 24 1922 1993 NO

ARF-GAG18 GTGTTTCAATTGTGGCAAAGAAGGGCACATAGCCAAAAA 2 54 18 1962 2015 NO

ARF-GAG19 CCAAAAATTGCAGGGCCCCTAGGAAAAAGGGCTGTTGGA 1 66 22 1994 2059 NO

ARF-GAG20 GAAAAAGGGCTGTTGGAAATGTGGAAAGGAAGGACACCA 2 57 19 2016 2072 YES

ARF-GAG21 AAGATTGTACTGAGAGACAGGCTAATTTTTTAG 1 33 11 2060 2092 NO

ARF-GAG/POL-1 GGAAGATCTGGCCTTCCCACAAGGGAAGGCCAGGGAATT 1 135 45 2093 2227 YES

ARF-POL1 CAGTACTGGATGTGGGCGATGCATATTTTTCAGTTCCCTTA 0 42 14 2869 2910 YES

ARF-POL2 GAGAACTCAAGATTTCTGGGAAGTTCAATTAGGAATACCA 1 120 40 2795 2914 NO

ARF-POL3 ATGGACAGTACAGCCTATAGTGCTGCCAGAAAAGGACAG 1 54 18 3263 3316 NO

ARF-POL4 TGCTGCCAGAAAAGGACAGCTGGACTGTCAATGACATAC 0 48 16 3283 3330 YES

ARF-POL5 CATACAGAAATTAGTGGGAAAATTGAATTGGGCAAGTCA 1 57 19 3317 3373 NO

ARF-POL6 ATTGGGCAAGTCAGATTTATGCAGGGATTAAAGTAA 0 36 12 3343 3378 NO

ARF-POL7 AAATCTGAAAACAGGAAAGTATGCAAGAATGAAGGGTGCCC1 48 16 3590 3637 NO

ARF-POL8 CGGACACAACAAATCAGAAGACTGAGTTACAAGCAATTCA 0 45 15 3958 4002 YES

ARF-POL9 GTTACAAGCAATTCATCTAGCTTTGCAGGATTCGGGATTA 1 102 34 3983 4084 NO

ARF-POL10 ATAAATTGGTCAGTGCTGGAATCAGGAAAGTACTATTTTT 0 42 14 4195 4236 NO

ARF-POL11 ATGTCAGCTAAAAGGGGAAGCCATGCATGGACAAGTAGA 1 45 15 4355 4399 NO

ARF-POL12 AGAATTAAAGAAAATTATAGGACAGGTAAGAGATCAGGCTG1 42 14 4697 4738 NO

ARF-POL13 AGAATTACAAAAACAAATTACAAAAATTCAAAATTTTCGG 1 105 35 4862 4966 YES

ARF-POL14 CAACAGACATACAAACTAAAGAATTACAAAAACAAATTACA 0 135 45 4843 4977 YES

ARF-POL15 CATAAAAGTAGTGCCAAGAAGAAAAGCAAAGATCATCAG 1 66 22 4997 5062 NO

ARF-VIF1 CAACATATTGGGGTCTGCATACAGGAGAAAGAGACTGGCA 1 63 21 5240 5302 NO

ARF-VIF2 TTAGTCCTAGGTGTGAATATCAAGCAGGACATAACAAGGTAG1 42 14 5426 5467 NO

ARF-VIF3 CAAGGTAGGATCTCTACAGTACTTGGCACTAGCAGCATTA 2 75 25 5460 5534 NO

ARF-VIF4 AGCCACCTTTGCCTAGTGTTAGGAAACTGA 1 30 10 5519 5548 NO

ARF-VIF5 CAGAGGACAGATGGAACAAGCCCCAGAAGACCAAGGGCCA1 60 20 5549 5608 NO

ARF-VPR1 ATGGACACTAGAGCTTTTAGAGGAACTTAA 1 30 10 5609 5638 NO

ARF-VPR2 AGGAACTTAAGAGTGAAGCTGTTAGACATTTTCCTAGGATATG0 57 19 5629 5685 NO

ARF-VPR3 AACTTACGGGGATACTTGGGCAGGAGTGGAAGCCATAATAA1 93 31 5702 5794 NO

ARF-VPR4 GAATTCTGCAACAACTGCTGTTTATCCATTTCAGAATTGGG 0 60 20 5743 5802 NO

ARF-VPR5 CAGAATAGGCGTTACTCGACAGAGGAGAGCAAGAAATGG 1 48 16 5795 5842 NO

ARF-TAT1 ACTAGAGCCCTGGAAGCATCCAGGAAGTCAGCCTAA 2 36 12 5850 5885 NO

ARF-TAT/VPU1 AAAGTGTTGCTTTCATTGCCAAGTTTGTTTCATGACAAAAG 2 237 79 5913 6149 NO

ARF-VPU1 ACTAATAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGA 2 33 11 6192 6224 NO

ARF-ENV1 AGGAGAAGTATCAGCACTTGTGGAGATGGGGGTGGAAA 2 66 22 6231 6296 NO

ARF-ENV2 TCTGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGTCACAGTCTATTA 2 174 58 6300 6473 YES

ARF-ENV3 AGAATGATACTAATACCAATAGTAGTAGCGGGAGAATGA 2 39 13 6624 6662 NO

ARF-ENV4 GTTGTAACACCTCAGTCATTACACAGGCCTGTCCAAAGGTATCCTTT2 96 32 6798 6893 NO

ARF-ENV5 GCCAATTCCCATACATTATTGTGCCCCGGCTGGTTTTGCGA 0 54 18 6847 6900 NO

ARF-ENV6 AATGTAATAATAAGACGTTCAATGGAACAGGACCATGTAC 2 84 28 6894 6977 YES

ARF-ENV7 GACGTTCAATGGAACAGGACCATGTACAAATGTCAGCACA 0 126 42 6907 7032 NO

ARF-ENV8 TCTTTAAGCAATCCTCAGGAGGGGACCCAGAAATTGTAA 2 39 13 7293 7331 NO

ARF-ENV9 GAAAAGCAATGTATGCCCCTCCCATCAGTGGACAAATTAG 2 72 24 7506 7577 YES

ARF-ENV10 ATGTTCATCAAATATTACTGGGCTGCTATTAACAAGAGATG 0 48 16 7546 7593 NO

ARF-ENV11 CAAGAGATGGTGGTAATAACAACAATGGGTCCGAGATCT 2 63 21 7578 7640 YES

ARF-ENV12 CAACAATGGGTCCGAGATCTTCAGACCTGGAGGAGGCGA 0 63 21 7597 7659 NO

ARF-ENV13 CACCCACCAAGGCAAAGAGAAGAGTGGTGCAGAGAGAA 2 57 19 7704 7760 NO

ARF-ENV14 GAGCTTTGTTCCTTGGGTTCTTGGGAGCAGCAGGAAGCACTA2 60 20 7761 7820 NO

ARF-ENV15 ACCATTAGGAGTAGCACCCACCAAGGCAAAGAGAAGAGTG0 165 55 7690 7854 NO

ARF-ENV16 CGGTACAGGCCAGACAATTATTGTCTGATATAG 2 33 11 7827 7859 NO

ARF-ENV17 TATAGTGCAGCAGCAGAACAATTTGCTGAGGGCTATTGA 0 39 13 7855 7893 NO

ARF-ENV18 GGGCTATTGAGGCGCAACAGCATCTGTTGCAACTCACAGTCT2 93 31 7884 7976 NO

ARF-ENV19 GGCGCAACAGCATCTGTTGCAACTCACAGTCTGGGGCATCA0 159 53 7894 8052 NO

ARF-ENV20 AGGATCAACAGCTCCTGGGGATTTGGGGTTGCTCTGGAA 2 117 39 7977 8093 NO

ARF-ENV21 CATGACCTGGATGGAGTGGGACAGAGAAATTAA 0 33 11 8089 8121 NO

ARF-ENV22 CCTGGATGGAGTGGGACAGAGAAATTAACAATTACACAA 2 45 15 8094 8138 NO

ARF-ENV23 TTGAAGAATCGCAAAACCAGCAAGAAAAGAATGAACAAG 2 54 18 8151 8204 NO

ARF-ENV24 ATAAATGGGCAAGTTTGTGGAATTGGTTTAACATAA 2 36 12 8205 8240 NO

ARF-ENV25 CATAACAAATTGGCTGTGGTATATAAAATTATTCATAATGA 0 99 33 8236 8334 NO

ARF-ENV26 AGAATAGTGCTGTTAACTTGCTCAATGCCACAGCCATAG 2 39 13 8637 8675 NO

ARF-ENV27 CTTGCTCAATGCCACAGCCATAGCAGTAGCTGA 0 33 11 8653 8685 NO

ARF-ENV/REV1 CACTTATCTGGGACGATCTGCGGAGCCTGTGCCTCTTCAG 2 54 18 8475 8528 NO

ARF-ENV/REV2 CGAGGATTGTGGAACTTCTGGGACGCAGGGGGTGGGAA 2 87 29 8550 8636 NO

ARF-ENV/NEF1 AAGAATAAGACAGGGCTTGGAAAGGATTTTGCTATAAGA 0 69 23 8749 8817 NO

ARF-NEF1 TGTGATTGGATGGCCTGCTGTAAGGGAAAGAATGAGACG 1 45 15 8813 8857 NO

ARF-NEF2 GACGAGCTGAGCCAGCAGCAGATGGGGTGGGAGCAGTATCTCG0 51 17 8848 8898 NO

ARF-NEF3 GCCAGCAGCAGATGGGGTGGGAGCAGTATCTCGAGACCTA1 66 22 8858 8923 NO

ARF-NEF4 AAAAACATGGAGCAATCACAAGTAGCAATACAGCAGCTA 0 63 21 8899 8961 NO

ARF-NEF5 CAATGCTGCTTGTGCCTGGCTAGAAGCACAAGAGGAGGA 1 111 37 8939 9049 NO

ARF-NEF6 CCACTTTTTAAAAGAAAAGGGGGGACTGGAAGGGCTAATT 1 69 23 9050 9118 NO

ARF-NEF7 TTCACTCCCAAAGAAGACAAGATATCCTTGATCTGTGGATCT0 111 37 9088 9198 NO

ARF-peptide leader TAT ATAGAGTTAGGCAGGGATATTCACCATTATCGTTTCAGACCC2 84 28 8331 8414 YES

ARF-peptide leader REV GCAGGGATATTCACCATTATCGTTTCAGACCCACCTCCCAA 0 303 101 8341 8643 YES
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Peptide name
Short name of the 

peptide
Synthetized peptide sequence length (AA) pool 

ARF-LTR2-A01 A01 LASIKLALSALSVCPSVV 18 1

ARF-LTR4-A02 A02 LWVLEIPQTLLVSVENL 17 1

ARF-LTR7-A03 A03 SQRRSLDAGLGLLKRARQEA 20 1

ARF-LTR8-1-A04 A04 TRERLSLDAGLGLLKSARQKRREL 24 1

ARF-LTR8-2-A05 A05 RQKRRELSRRRTRLAEGLGLLKC 23 X Did not pass synthesis; not used

ARF-LTR9-1-A06 A06 QWRPNRDLKAKVKPE 15 1

ARF-LTR9-2-A07 A07 EEISRRRTRLAEARTARGE 19 1

ARF-LTR9-3-A08 A08 GEGRRLVSTPKILTSGG 17 1

ARF-GAG/POL1-1-A09 A09 GRSGLPTREGQGIF 14 1

ARF-GAG/POL1-2-A10 A10 QPHQKRASGLGKRQQLPLRSR 21 1

ARF-POL1-A11 A11 QYWMWVMHIFQFP 13 1

ARF-POL2-A12 A12 SRLLGSSIRNTTSRRVKKEKI 21 9

ARF-POL3-B01 B01 MDSTAYSAARKRQLDCQ 17 9

ARF-POL4-B02 B02 CCQKRTAGLSMTYRS 15 9

ARF-POL5-B03 B03 HTEVSGKIELGKSDLCRD 18 9

ARF-POL6-B04 B04 IGQVRFTQGLK 11 1

ARF-POL8-B05 B05 LTQQIRRLSYKQFI 14 2

ARF-POL9-B06 B06 SSFAGFRIRSKHSNRLTI 18 2

ARF-POL10-B07 B07 INWSVLESGKYYF 13 2

ARF-POL11-B08 B08 MSAKRRSHAWTSRL 14 2

ARF-POL12-B09 B09 RIKENYRTGKRSG 13 2

ARF-POL13-1-B10 B10 RITKTNYKNSKFSG 14 2

ARF-POL13-2-B10 B11 LLQGQQRSTLERTSKASLER 20 2

ARF-POL14-1-B12 B12 QQTYKLKNYKNKLQKFKIF 19 2

ARF-POL14-2-C01 C01 NKLQKFKIFGFITG 14 2

ARF-POL14-3-C02 C02 FKIFGFITGTAEIHFGKDQQSF 22 2

ARF-POL15-C03 C03 HKSSAKKKSKDHQGLWKTDGR 21 3

ARF-GAG2-1-C04 C04 SVKARGKEKISIKTYSMGK 19 3

ARF-GAG2-2-C05 C05 TYSMGKQGARTI 12 3

ARF-GAG2-3-C06 C06 GARTIRSQSWPVRNIRRL 18 3

ARF-GAG5-C07 C07 TNTGTATTIPSDRIRRT 17 3

ARF-GAG6-1-C08 C08 KHQKAVDKYWDSYNHPF 17 3

ARF-GAG6-2-C09 C09 NHPFRQDQKNLNHYIIQ 17 3

ARF-GAG7-C10 C10 RPSMRKLQNGIDCIQCMQGLLHQ 23 3

ARF-GAG8-C11 C11 IASSACRAYCTRPDERTKGK 20 3

ARF-GAG9-C12 C12 QELLVPFRNK 10 3

ARF-GAG10-D01 D01 YPSGTNSMDDK 11 4

ARF-GAG11-D02 D02 GCIALPAFWT 10 9

ARF-GAG12-D03 D03 PYQHSGHKTRTKRTL 15 4

ARF-GAG13-D04 D04 DKDQRNPLETM 11 4

ARF-GAG14-D05 D05 SKSRASFTGGKKLDDRNLVGPK 22 4

ARF-GAG15-D06 D06 QKPCWSRMRTQIVRLF 16 4

ARF-GAG16-D07 D07 YFKSIRTSSYTRRNDDSM 18 4

ARF-GAG17-D08 D08 CRKAILGTKERLLSVSIVAKK 21 4

ARF-GAG18-D09 D09 VFQLWQRRAHSQKLQGP 17 4

ARF-GAG19-D10 D10 PKIAGPLGKRAVGNVERKDTK 21 4

ARF-GAG20-D11 D11 EKGLLEMWKRRTPNERLY 18 4

ARF-ENV2-1-D12 D12 SVVLQKNCGSQSIMGYLCGK 20 5

ARF-ENV2-2-E01 E01 YLCGKKQTPLYFVHQMLK 18 5

ARF-ENV2-3-E02 E02 KHMIQRYIMFGPHMPVYPQTPT 22 5

ARF-ENV4-1-E03 E03 TPQSLHRPVQRYPL 14 5

ARF-ENV4-2-E04 E04 VQRYPLSQFPYIIVPRLVLRF 21 5

ARF-ENV5-E05 E05 ANSHTLLYPGWFCDSKV 17 5

ARF-ENV6-1-E06 E06 SVMIRSSMEQDHVQMSAQY 19 5

ARF-ENV6-2-E07 E07 DHVQMSAQYNVHMELGQ 17 5

ARF-ENV7-E08 E08 ASSYNSTAVKWQSSRRRGSN 20 5

ARF-ENV8-E09 E09 SLINPQEGTQKL 12 5

ARF-ENV9-E10 E10 KQCMPLPSVEKLDVHQILQGYY 22 5

ARF-ENV10-E11 E11 MFIKYYRAAINKRWW 15 6

ARF-ENV11-E12 E12 QEMVVITRPRSSDLEEEI 18 6

ARF-ENV12-F01 F01 HRDLQTWRRRYEGQLEK 17 6

ARF-ENV15-1-F02 F02 TIRSSTHQGKEKSG 14 6

ARF-ENV15-2-F03 F03 SSSGNRSYVPWVLGSSRKHYGR 22 6

ARF-ENV15-3-F04 F04 DGTGQTIIVWYSATAEQFAEGY 22 6

ARF-ENV18-1-F05 F05 ELLRRNSICCN 11 6

ARF-ENV18-2-F06 F06 SQSGASSSSRQESWLWKDT 19 9

ARF-ENV19-1-F07 F07 GATASVATHSLGHQTAPGKSP 21 6

ARF-ENV19-2-F08 F08 KIPKGSTAPRNLGLLWKTHLH 21 6

ARF-ENV19-3-F09 F09 NLGLLWKTHLHHYCALEY 18 9

ARF-ENV20-1-F10 F10 RINSSWEFGVALENSFAPL 19 6

ARF-ENV20-2-F11 F11 LENSFAPLMCLGILVGVILIRF 22 9

ARF-ENV23-F12 F12 YTPYLKNRRTNKKRMNKNYWNW 22 6

ARF-ENV25-G01 G01 NDSRRLDRFKNSFYCTFYSK 20 7

ARF-peptide leader TAT-G02 G02 IELGRDTHHYRFRPASQPRGDP 22 7

ARF-ENV/REV1 G03 GLWNFWDAGGGKPSNIGGISYSI 23 9

ARF-ENV26-G04 G04 RIVLLACLMPQL 12 7

ARF-ENV/NEF1-G05 G05 KNKTGLRKGFAIRWVASGQKVV 22 7

ARF-VIF1-G06 G06 QHIGVYIQEKETGIWVRESP 20 7

ARF-VIF2-G07 G07 DIELVLGVNIKQDITR 16 7

ARF-VIF3-G08 G08 QGRISTVLGTSSINSTKKDKAT 22 7

ARF-VIF5-G09 G09 QRIDGTSPRRPRATEGAIQ 19 7

ARF-VPR2-G10 G10 RSLRMKLLDIFLGHGFMA 18 7

ARF-VPR3-1-G11 G11 NLWGYLGRSGSLNK 14 7

ARF-VPR3-2-G12 G12 SLNKNSATTAVYSFQNWVST 20 7

ARF-VPR4-H01 H01 EFCNNCCLFISELGVNIAE 19 8

ARF-VPR5-H02 H02 QNRHYSTKESKKWSQ 15 8

ARF-TAT/VPU1-1-H03 H03 KVLLSLPSLFHNKRLRHLLWQ 21 8

ARF-TAT/VPU1-2-H04 H04 KRLRHLLWQEEAETATKSSSR 21 8

ARF-TAT/VPU1-3-H05 H05 SSRQSDSSSFSIKAVSSMCNATF 23 8

ARF-TAT/VPU1-4-H06 H06 NSSISSSSNNSNSCVVHSIHRI 22 8

ARF-ENV/REV2-H07 H07 HSSGSTCGACASSATTA 17 8

ARF-NEF2-1-H08 H08 DELSQSQQQMGWEQYLETWKNM 22 8

ARF-NEF2-2-H09 H09 KNMEQSQVAIQQLTMLIV 18 9

ARF-NEF5 H10 STRGGGGGFSSQTSGTFK 18 8

ARF-NEF6 H11 PLFKRKGGTGRANLLPKKTRYP 22 8

ARF-NEF7 H12 FTPRKDKISLICGSTTHK 18 8
Table 2
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Sample

Sample 

name used 

in the study

Age Sex mber of year of infecber of year of trea Treatment4+ T cell count (ceViral load (copies HLA-A1 HLA-A2 HLA-B1 HLA-B2 HLA-C1 HLA-C2 HLA-DR1 HLA-DR2

34003 EC-1 59 F 31 1106 40 A3 A30 B57 B15:63 C14 C18 0102 1301

63005 EC-4 59 H 30 647 61 A26 A33 B27 B51 C02 C12 ND ND

03002 EC-2 ND ND ND ND ND A2 A11 B51:51 B55:56 C03 C15 ND ND

90001 EC-3 ND ND ND ND ND A1:01 A68:01 B35:03 B37:01 C04:01 C06:02 ND ND

34,001 ART-2 61 M 22 22

edurant 

+ kivexa 693 <40 A2 ND B27 B57 C02 C06 ND ND

34,002 ART-3 63 M 32 21 atripla 488 <40 A2 A19 B27 B57 C02 C02 ND ND

DUB ART-1 ND ND ND ND ND ND ND A2 A3 B07 B56 C01 C07 01 15

Table 3

166



Replicate 3

S
S

C

FSC Lived dead Gag-RD1

S
S

C C
D

4
-V

io
7

7
0

Replicate 2

Replicate 1

MOCK (CTRL)

43,9 33,4

20,9

71,4

66,5

C

B

D

39

28

ORF-GAG

ARF-GAG16

PASS

ORF-GAG

FAIL

A

uORF ARF
0

50

100

150

L
e

n
g

h
t 

(A
A

)

0.5874

42

31

Supplemental Figure 1 167



A

ARF- VPR3

gag CDS

ARF-GAG7

stop stop

M : ATG

R
e
a
d
s

ARF-GAG7

B

C

D

ORF-VPR

vpr CDS

ORF-ENV

ARF-VPR3

vpr CDS

L : UUG

R
e
a
d
s

stop stop

ARF-VPR3

stop stop

ARF-

ENV/NEF1

env CDS

nef CDS

ARF-ENV/NEF1L : CUU

stop stop

R
e
a
d
s

ARF-YSL

ARF-YSL

pol CDS

stop stop

L : CUC

R
e
a
d
s

env CDS

R
e
a
d
s

R
e
a
d
s

stop

stop

M : ATG

M : ATG

E

F

Figure 2
Supplemental 

168



A B

C D

E

Supplemental Figure 3

169



PO
O
L 

1 
(-
)

PO
O
L 

1 
(+

)

PO
O
L 

2 
(-
)

PO
O
L 

2 
(+

)

PO
O
L 

3 
(-
)

PO
O
L 

3 
(+

)

PO
O
L 

4 
(-
)

PO
O
L 

4 
(+

)

PO
O
L 

5 
(-
)

PO
O
L 

5 
(+

)

PO
O
L 

6 
(-
)

PO
O
L 

6 
(+

)

PO
O
L 

7 
(-
)

PO
O
L 

7 
(+

)

PO
O
L 

8 
(-
)

PO
O
L 

8 
(+

)

PO
O
L 

9 
(-
)

PO
O
L 

9 
(+

)

H
IV

 (-
)

H
IV

 (+
)

0

200

400

600

EC-1

IF
N
 

re
s

p
o

n
s

e
s

 (
S

F
U

/1
0

6
 P

B
M

C
s

)

SAT SAT SAT

PO
O
L 

1 
(-
)

PO
O
L 

1 
(+

)

PO
O
L 

2 
(-
)

PO
O
L 

2 
(+

)

PO
O
L 

3 
(-
)

PO
O
L 

3 
(+

)

PO
O
L 

4 
(-
)

PO
O
L 

4 
(+

)

PO
O
L 

5 
(-
)

PO
O
L 

5 
(+

)

PO
O
L 

6 
(-
)

PO
O
L 

6 
(+

)

PO
O
L 

7 
(-
)

PO
O
L 

7 
(+

)

PO
O
L 

8 
(-
)

PO
O
L 

8 
(+

)

PO
O
L 

9 
(-
)

PO
O
L 

9 
(+

)

H
IV

 (-
)

H
IV

 (+
)

0

200

400

600

EC-2

IF
N
 

re
s

p
o

n
s

e
s

 (
S

F
U

/1
0

6
 P

B
M

C
s

)

PO
O
L 

1 
(-
)

PO
O
L 

1 
(+

)

PO
O
L 

2 
(-
)

PO
O
L 

2 
(+

)

PO
O
L 

3 
(-
)

PO
O
L 

3 
(+

)

PO
O
L 

4 
(-
)

PO
O
L 

4 
(+

)

PO
O
L 

5 
(-
)

PO
O
L 

5 
(+

)

PO
O
L 

6 
(-
)

PO
O
L 

6 
(+

)

PO
O
L 

7 
(-
)

PO
O
L 

7 
(+

)

PO
O
L 

8 
(-
)

PO
O
L 

8 
(+

)

PO
O
L 

9 
(-
)

PO
O
L 

9 
(+

)

H
IV

 (-
)

H
IV

 (+
)

0

200

400

600

EC-3

IF
N
 

re
s

p
o

n
s

e
s

 (
S

F
U

/1
0

6
 P

B
M

C
s

)

PO
O
L 

1 
(-
)

PO
O
L 

1 
(+

)

PO
O
L 

2 
(-
)

PO
O
L 

2 
(+

)

PO
O
L 

3 
(-
)

PO
O
L 

3 
(+

)

PO
O
L 

4 
(-
)

PO
O
L 

4 
(+

)

PO
O
L 

5 
(-
)

PO
O
L 

5 
(+

)

PO
O
L 

6 
(-
)

PO
O
L 

6 
(+

)

PO
O
L 

7 
(-
)

PO
O
L 

7 
(+

)

PO
O
L 

8 
(-
)

PO
O
L 

8 
(+

)

PO
O
L 

9 
(-
)

PO
O
L 

9 
(+

)

H
IV

 (-
)

H
IV

 (+
)

0

200

400

600

EC-4

IF
N
 

re
s

p
o

n
s

e
s

 (
S

F
U

/1
0

6
 P

B
M

C
s

)

PO
O
L 

1 
(-
)

PO
O
L 

1 
(+

)

PO
O
L 

2 
(-
)

PO
O
L 

2 
(+

)

PO
O
L 

3 
(-
)

PO
O
L 

3 
(+

)

PO
O
L 

4 
(-
)

PO
O
L 

4 
(+

)

PO
O
L 

5 
(-
)

PO
O
L 

5 
(+

)

PO
O
L 

6 
(-
)

PO
O
L 

6 
(+

)

PO
O
L 

7 
(-
)

PO
O
L 

7 
(+

)

PO
O
L 

8 
(-
)

PO
O
L 

8 
(+

)

PO
O
L 

9 
(-
)

PO
O
L 

9 
(+

)

H
IV

 (-
)

H
IV

 (+
)

0

200

400

600

ART-2

IF
N
 

re
s

p
o

n
s

e
s

 (
S

F
U

/1
0

6
 P

B
M

C
s

)

PO
O
L 

1 
(-
)

PO
O
L 

1 
(+

)

PO
O
L 

2 
(-
)

PO
O
L 

2 
(+

)

PO
O
L 

3 
(-
)

PO
O
L 

3 
(+

)

PO
O
L 

4 
(-
)

PO
O
L 

4 
(+

)

PO
O
L 

5 
(-
)

PO
O
L 

5 
(+

)

PO
O
L 

6 
(-
)

PO
O
L 

6 
(+

)

PO
O
L 

7 
(-
)

PO
O
L 

7 
(+

)

PO
O
L 

8 
(-
)

PO
O
L 

8 
(+

)

PO
O
L 

9 
(-
)

PO
O
L 

9 
(+

)

H
IV

 (-
)

H
IV

 (+
)

0

200

400

600

ART-3

IF
N
 

re
s

p
o

n
s

e
s

 (
S

F
U

/1
0

6
 P

B
M

C
s

)

PO
O
L 

1 
(-
)

PO
O
L 

1 
(+

)

PO
O
L 

2 
(-
)

PO
O
L 

2 
(+

)

PO
O
L 

3 
(-
)

PO
O
L 

3 
(+

)

PO
O
L 

4 
(-
)

PO
O
L 

4 
(+

)

PO
O
L 

5 
(-
)

PO
O
L 

5 
(+

)

PO
O
L 

6 
(-
)

PO
O
L 

6 
(+

)

PO
O
L 

7 
(-
)

PO
O
L 

7 
(+

)

PO
O
L 

8 
(-
)

PO
O
L 

8 
(+

)

PO
O
L 

9 
(-
)

PO
O
L 

9 
(+

)

H
IV

 (-
)

H
IV

 (+
)

0

200

400

600

ART-1

IF
N
 

re
s

p
o

n
s

e
s

 (
S

F
U

/1
0

6
 P

B
M

C
s

)

SAT

B

A

Figure 4
Supplemental 

170



P
O

O
L
 1

 (
-)

P
O

O
L
 1

 (
+
)

A
0
1

A
0
2

A
0
3

A
0
4

A
0
6

A
0
7

A
0
8

A
0
9

A
1
0

A
1
1

B
0
4

H
IV

 (
-)

H
IV

 (
+
)

0

500

1000

1500

2000
SAT

ART-1
POOL 1 deconvolution

IF
N
 

re
s
p

o
n

s
e

s
 (

S
F

U
/1

0
6
 P

B
M

C
s
)

P
O

O
L
 5

 (
-)

P
O

O
L
 5

 (
+
)

D
1
2

E
0
1

E
0
2

E
0
3

E
0
4

E
0
5

E
0
6

E
0
7

E
0
8

E
0
9

E
1
0

H
IV

 (
-)

H
IV

 (
+
)

0

500

1000

1500

2000

ART-1
POOL 5 deconvolution

SAT

IF
N
 

re
s
p

o
n

s
e

s
 (

S
F

U
/1

0
6
 P

B
M

C
s
)

P
O

O
L
 2

 (
-)

P
O

O
L
 2

 (
+
)

B
0
5

B
0
6

B
0
7

B
0
8

B
0
9

B
1
0

B
1
1

B
1
2

C
0
1

C
0
2

H
IV

 (
-)

H
IV

 (
+
)

C
E

F
 (
-)

C
E

F
 (
+
)

0

500

1000

1500

2000

ART-2
POOL 2 deconvolution

IF
N
 

re
s
p

o
n

s
e

s
 (

S
F

U
/1

0
6
 P

B
M

C
s
)

P
O

O
L
 7

 (
-)

P
O

O
L
 7

 (
+
)

G
0
1

G
0
2

G
0
4

G
0
5

G
0
6

G
0
7

G
0
8

G
0
9

G
1
0

G
1
1

G
1
2

H
IV

 (
-)

H
IV

 (
+
)

C
E

F
 (
-)

C
E

F
 (
+
)

0

500

1000

1500

2000

IF
N
 

re
s
p

o
n

s
e
s
 (

S
F

U
/1

0
6
 P

B
M

C
s
)

ART-2
POOL 7 deconvolution

P
O

O
L
 1

 (
-)

P
O

O
L
 1

 (
+
)

A
0
1

A
0
2

A
0
3

A
0
4

A
0
6

A
0
7

A
0
8

A
0
9

A
1
0

A
1
1

B
0
4

H
IV

 (
-)

H
IV

 (
+
)

C
E

F
 (
-)

C
E

F
 (
+
)

0

500

1000

1500

2000

ART-3
POOL 1 deconvolution

IF
N
 

re
s
p

o
n

s
e

s
 (

S
F

U
/1

0
6
 P

B
M

C
s
) SAT

P
O

O
L
 4

 (
-)

P
O

O
L
 4

 (
+
)

D
0
1

D
0
3

D
0
4

D
0
5

D
0
6

D
0
7

D
0
8

D
0
9

D
1
0

D
1
1

H
IV

 (
-)

H
IV

 (
+
)

C
E

F
 (
-)

C
E

F
 (
+
)

0

500

1000

1500

2000

ART-3
POOL 4 deconvolution

IF
N
 

re
s
p

o
n

s
e

s
 (

S
F

U
/1

0
6
 P

B
M

C
s
) SAT

P
O

O
L
 6

 (
-)

P
O

O
L
 6

 (
+
)

E
1
1

E
1
2

F
0
1

F
0
2

F
0
3

F
0
4

F
0
5

F
0
7

F
0
8

F
1
0

F
1
2

H
IV

 (
-)

H
IV

 (
+
)

C
E

F
 (
-)

C
E

F
 (
+
)

0

500

1000

1500

2000

ART-3
POOL 6 deconvolution

IF
N
 

re
s
p

o
n

s
e

s
 (

S
F

U
/1

0
6
 P

B
M

C
s
)

P
O

O
L
 8

 (
-)

P
O

O
L
 8

 (
+
)

H
0
1

H
0
2

H
0
3

H
0
4

H
0
5

H
0
6

H
0
7

H
0
8

H
1
0

H
1
1

H
1
2

H
IV

 (
-)

H
IV

 (
+
)

C
E

F
 (
-)

C
E

F
 (
+
)

0

500

1000

1500

2000

ART-3
POOL 8 deconvolution

IF
N
 

re
s
p

o
n

s
e

s
 (

S
F

U
/1

0
6
 P

B
M

C
s
) SAT

POOL 1 (-)

POOL 1 (+)

A02

HIV (-)

HIV (+) HIV (-)

HIV (+)

POOL 5 (-)

POOL 5 (+)

E04

E05

POOL 2 (-)

POOL 2 (+)

HIV (-)

HIV (+)

CEF (-)

CEF (+)

B12

POOL 7 (-)

HIV (-)

HIV (+)

CEF (-)

CEF (+)

G02

POOL 7 (+)

G01

G05

G06

POOL 1 (-)

HIV (-)

HIV (+)

CEF (-)

CEF (+)

POOL 1 (+)

A04

POOL 4 (-)

POOL 4 (+)

D04

D05

D06

D11

D08

HIV (-)

HIV (+)

CEF (-)

CEF (+)

POOL 8 (-)

POOL 8 (+)

H03

H12

HIV (-)

HIV (+)

CEF (-)

CEF (+)

POOL 6 (-)

POOL 6 (+)

E12

F05

HIV (-)

HIV (+)

CEF (-)

CEF (+)

A

B

C

C

0

Supplemental Figure 5
171



P
O

O
L
 1

 (
-)

P
O

O
L
 1

 (
+
)

A
0
1

A
0
2

A
0
3

A
0
4

A
0
6

A
0
7

A
0
8

A
0
9

A
1
0

A
1
1

B
0
4

H
IV

 (
-)

H
IV

 (
+
)

0

500

1000

1500

2000

IF
N
 

re
s
p

o
n

s
e

s
 (

S
F

U
/1

0
6
 P

B
M

C
s
) SAT SAT

EC-1
POOL 1 deconvolution

SAT

PO
O

L 
2 

(-
)

PO
O

L 
2 

(+
)
B
05

B
06

B
07

B
08

B
09

B
10

B
11

B
12

C
01

C
02

H
IV

 (-
)

H
IV

 (+
)

0

500

1000

1500

2000

IF
N
 

re
s
p

o
n

s
e

s
 (

S
F

U
/1

0
6
 P

B
M

C
s
) SAT

EC-1
POOL 2 deconvolution

P
O

O
L
 3

 (
-)

P
O

O
L
 3

 (
+
)

C
0
3

C
0
4

C
0
5

C
0
6

C
0
7

C
0
8

C
0
9

C
1
0

C
1
1

C
1
2

H
IV

 (
-)

H
IV

 (
+
)

0

500

1000

1500

2000

IF
N
 

re
s
p

o
n

s
e

s
 (

S
F

U
/1

0
6
 P

B
M

C
s
) SAT SAT SAT

EC-1
POOL 3 deconvolution

P
O

O
L
 4

 (
-)

P
O

O
L
 4

 (
+
)

D
0
1

D
0
3

D
0
4

D
0
5

D
0
6

D
0
7

D
0
8

D
0
9

D
1
0

D
1
1

H
IV

 (
-)

H
IV

 (
+
)

0

500

1000

1500

2000

IF
N
 

re
s
p

o
n

s
e

s
 (

S
F

U
/1

0
6
 P

B
M

C
s
) SAT

EC-1
POOL 4 deconvolution

P
O

O
L
 5

 (
-)

P
O

O
L
 5

 (
+
)

D
1
2

E
0
1

E
0
2

E
0
3

E
0
4

E
0
5

E
0
6

E
0
7

E
0
8

E
0
9

E
1
0

H
IV

 (
-)

H
IV

 (
+
)

0

500

1000

1500

2000
SAT

IF
N
 

re
s
p

o
n

s
e

s
 (

S
F

U
/1

0
6
 P

B
M

C
s
)

EC-1
POOL 5 deconvolution

P
O

O
L
 6

 (
-)

P
O

O
L
 6

 (
+
)

E
1
1

E
1
2

F
0
1

F
0
2

F
0
3

F
0
4

F
0
5

F
0
7

F
0
8

F
1
0

F
1
2

H
IV

 (
-)

H
IV

 (
+
)

0

500

1000

1500

2000

IF
N
 

re
s
p

o
n

s
e

s
 (

S
F

U
/1

0
6
 P

B
M

C
s
)

EC-1
POOL 6 deconvolution

SAT

P
O

O
L
 7

 (
-)

P
O

O
L
 7

 (
+
)

G
0
1

G
0
2

G
0
4

G
0
5

G
0
6

G
0
7

G
0
8

G
0
9

G
1
0

G
1
1

G
1
2

H
IV

 (
-)

H
IV

 (
+
)

0

500

1000

1500

2000

IF
N
 

re
s
p

o
n

s
e

s
 (

S
F

U
/1

0
6
 P

B
M

C
s
)

SAT

EC-1
POOL 7 deconvolution

PO
O

L 
8 

(-
)

PO
O

L 
8 

(+
)
H
01

H
02

H
03

H
04

H
05

H
06

H
07

H
08

H
10

H
11

H
12

0

500

1000

1500

2000

IF
N
 

re
s
p

o
n

s
e

s
 (

S
F

U
/1

0
6
 P

B
M

C
s
)

EC-1
POOL 8 deconvolution

PO
O

L 
9 

(-
)

PO
O

L 
9 

(+
)
A
12

B
01

B
02

B
03

D
02 F06 F09F11

G
03

H
09

H
IV

 (-
)

H
IV

 (+
)

0

500

1000

1500

2000

IF
N
 

re
s
p

o
n

s
e

s
 (

S
F

U
/1

0
6
 P

B
M

C
s
)

SAT

EC-1
POOL 9 deconvolution

POOL 1 (-)

POOL 1 (+)

A01

A02

A03

A04

A07

A08

A11

POOL 2 (-)

POOL 2 (+)

B05

POOL 3 (-)

POOL 3 (+)

C04

C05

C06

C07

C08

POOL 4 (-)

POOL 4 (+)

D06

D07

D08

POOL 5 (-)

POOL 5 (+)

D12

E02

E05

E08

E09

E10E04

POOL 6 (+)

F07

E11

POOL 6 (-)

POOL 7 (-)

POOL 7 (+)

G01

G05

G06 G10

G09

G08

A12

POOL 9 (+)

POOL 9 (-)POOL 8 (-)

POOL 8 (+)

H01

H04

D

E

Figure 5
Supplemental 

172



P
O

O
L
 6

 (
-)

P
O

O
L
 6

 (
+
)

E
1
1

E
1
2

F
0
1

F
0
2

F
0
3

F
0
4

F
0
5

F
0
7

F
0
8

F
1
0

F
1
2

H
IV

 (
-)

H
IV

 (
+
)

C
E

F
 (
-)

C
E

F
 (
+
)

0

500

1000

1500

2000

IF
N
 

re
s
p
o
n
s
e
s
 (

S
F

U
/1

0
6
 P

B
M

C
S SAT

EC-2
POOL 6 deconvolution

P
O

O
L
 7

 (
-)

P
O

O
L
 7

 (
+
)

G
0
1

G
0
2

G
0
4

G
0
5

G
0
6

G
0
7

G
0
8

G
0
9

G
1
0

G
1
1

G
1
2

H
IV

 (
-)

H
IV

 (
+
)

C
E

F
 (
-)

C
E

F
 (
+
)

0

500

1000

1500

2000

IF
N
 

re
s
p

o
n

s
e

s
 (

S
F

U
/1

0
6
 P

B
M

C
s
)

EC-3
POOL 7 deconvolution

P
O

O
L
 8

 (
-)

P
O

O
L
 8

 (
+
)

H
0
1

H
0
2

H
0
3

H
0
4

H
0
5

H
0
6

H
0
7

H
0
8

H
1
0

H
1
1

H
1
2

H
IV

 (
-)

H
IV

 (
+
)

C
E

F
 (
-)

C
E

F
 (
+
)

0

500

1000

1500

2000

IF
N
 

re
s
p

o
n

s
e

s
 (

S
F

U
/1

0
6
 P

B
M

C
s
)

EC-3
POOL 8 deconvolution

P
O

O
L
 1

 (
-)

P
O

O
L
 1

 (
+
)

A
0
1

A
0
2

A
0
3

A
0
4

A
0
6

A
0
7

A
0
8

A
0
9

A
1
0

A
1
1

B
0
4

H
IV

 (
-)

H
IV

 (
+
)

C
E

F
 (
-)

C
E

F
 (
+
)

0

500

1000

1500

2000
SAT

IF
N
 

re
s
p

o
n

s
e

s
 (

S
F

U
/1

0
6
 P

B
M

C
s
)

EC-4
POOL 1 deconvolution

P
O

O
L
 3

 (
-)

P
O

O
L
 3

 (
+
)

C
0
3

C
0
4

C
0
5

C
0
6

C
0
7

C
0
8

C
0
9

C
1
0

C
1
1

C
1
2

H
IV

 (
-)

H
IV

 (
+
)

C
E

F
 (
-)

C
E

F
 (
+
)

0

500

1000

1500

2000

IF
N
 

re
s
p

o
n

s
e

s
 (

S
F

U
/1

0
6
 P

B
M

C
s
)

SAT

EC-4
POOL 3 deconvolution

P
O

O
L
 6

 (
-)

P
O

O
L
 6

 (
+
)

E
1
1

E
1
2

F
0
1

F
0
2

F
0
3

F
0
4

F
0
5

F
0
7

F
0
8

F
1
0

F
1
2

H
IV

 (
-)

H
IV

 (
+
)

C
E

F
 (
-)

C
E

F
 (
+
)

0

500

1000

1500

2000

IF
N
 

re
s
p

o
n

s
e

s
 (

S
F

U
/1

0
6
 P

B
M

C
s
)

SAT

EC-4
POOL 6 deconvolution

HIV (-)

HIV (+)

CEF (-)

CEF (+)

F10

POOL 6 (+)

POOL 6 (-)

HIV (-)

HIV (+)

CEF (-)

CEF (+)

G02

POOL 7 (+)

POOL 7 (-)

HIV (-)

HIV (+)

CEF (-)

CEF (+)

POOL 8 (+)

POOL 8 (-)

H04

CEF (-)

CEF (+)

A07

POOL 1 (+)

POOL 1 (-)

A08

HIV (-)

HIV (+)

CEF (-)

CEF (+)

C03

POOL 3 (+)

POOL 3 (-)

C06

HIV (-)

HIV (+)

C11

POOL 6 (+)

POOL 6 (-)

F12

HIV (-)

HIV (+)

CEF (-)

CEF (+)

F

G

Supplemental Figure 5
173



PO
O
L 

1 
(-
)

PO
O
L 

1 
(+

)

PO
O
L 

2 
(-
)

PO
O
L 

2 
(+

)

PO
O
L 

3 
(-
)

PO
O
L 

3 
(+

)

PO
O
L 

4 
(-
)

PO
O
L 

4 
(+

)

PO
O
L 

5 
(-
)

PO
O
L 

5 
(+

)

PO
O
L 

6 
(-
)

PO
O
L 

6 
(+

)

PO
O
L 

7 
(-
)

PO
O
L 

7 
(+

)

PO
O
L 

8 
(-
)

PO
O
L 

8 
(+

)

PO
O
L 

9 
(-
)

PO
O
L 

9 
(+

)

C
EF (-

)

C
EF (+

)

0

200

400

600

EFS 0685
IF

N
 

re
s
p

o
n

s
e

s
 (

S
F

U
/1

0
6
 P

B
M

C
s
)

SAT

PO
O
L 

1 
(-
)

PO
O
L 

1 
(+

)

PO
O
L 

2 
(-
)

PO
O
L 

2 
(+

)

PO
O
L 

3 
(-
)

PO
O
L 

3 
(+

)

PO
O
L 

4 
(-
)

PO
O
L 

4 
(+

)

PO
O
L 

5 
(-
)

PO
O
L 

5 
(+

)

PO
O
L 

6 
(-
)

PO
O
L 

6 
(+

)

PO
O
L 

7 
(-
)

PO
O
L 

7 
(+

)

PO
O
L 

8 
(-
)

PO
O
L 

8 
(+

)

PO
O
L 

9 
(-
)

PO
O
L 

9 
(+

)

C
EF (-

)

C
EF (+

)

0

200

400

600

EFS 1619

IF
N
 

re
s
p

o
n

s
e

s
 (

S
F

U
/1

0
6
 P

B
M

C
s
)

7
4
7
,5

PO
O
L 

1 
(-
)

PO
O
L 

1 
(+

)

PO
O
L 

2 
(-
)

PO
O
L 

2 
(+

)

PO
O
L 

3 
(-
)

PO
O
L 

3 
(+

)

PO
O
L 

4 
(-
)

PO
O
L 

4 
(+

)

PO
O
L 

5 
(-
)

PO
O
L 

5 
(+

)

PO
O
L 

6 
(-
)

PO
O
L 

6 
(+

)

PO
O
L 

7 
(-
)

PO
O
L 

7 
(+

)

PO
O
L 

8 
(-
)

PO
O
L 

8 
(+

)

PO
O
L 

9 
(-
)

PO
O
L 

9 
(+

)

C
EF (-

)

C
EF (+

)

0

200

400

600

EFS 5174

IF
N
 

re
s
p

o
n

s
e

s
 (

S
F

U
/1

0
6
 P

B
M

C
s
)

1
5
6
5

PO
O

L 
2 

(-
)

PO
O

L 
2 

(+
)

B
05

B
06

B
07

B
08

B
09

B
10

B
11

B
12

C
01

C
02

C
E
F (-

)

C
E
F (+

)

0

500

1000

1500

2000

EFS 0685

IF
N
 

re
s
p

o
n

s
e

s
 (

S
F

U
/1

0
6
 P

B
M

C
s
)

PO
O

L 
8 

(-
)

PO
O

L 
8 

(+
)

H
01

H
02

H
03

H
04

H
05

H
06

H
07

H
08

H
10

H
11

H
12

C
E
F (-

)

C
E
F (+

)

0

500

1000

1500

2000

EFS 0685

IF
N
 

re
s
p

o
n

s
e

s
 (

S
F

U
/1

0
6
 P

B
M

C
s
)

PO
O

L 
9 

(-
)

PO
O

L 
9 

(+
)

A
12

B
01

B
02

B
03

D
02 F06 F09 F11

G
03

H
09

C
E
F (-

)

C
E
F (+

)

0

500

1000

1500

2000

EFS 0685

IF
N
 

re
s
p

o
n

s
e

s
 (

S
F

U
/1

0
6
 P

B
M

C
s
) 2

0
7
5

A

B

Supplemental Figure 6

174



A
R
T-1

A
R
T-2

A
R
T-3

E
C
-1

E
C
-2

E
C
-3

E
C
-4

0

500

1000

1500

Donor ID

IF
N
 

re
s

p
o

n
s

e
s

 (
S

F
U

/1
0

6
 P

B
M

C
s

)

Supplemental Figure 7

175



A

B

C

Mip1β IFNγ IL2 CD107a TNFα
0

5

10

15

20

25
%

 o
f 

to
ta

l 
C

D
4

+
  

C
D

3
+

 T
 c

e
ll

 r
e

s
p

o
n

s
e

s
ARF

ORF

P = 0.000026

P = 0.000005

P = 0.000096

P = 0.000031

P = 0.000068

Mip1β IFNγ IL2 CD107a TNFα
0

10

20

30

40

%
 o

f 
to

ta
l 

C
D

8
+

  
C

D
3

+

 T
 c

e
ll

 r
e

s
p

o
n

s
e

s

ARF

ORF

CEF

P = 0.161859

P = 0.267356

P = 0.267356

P = 0.161859

P = 0.268223

D

ARF
ORF

ARF
ORF

CD4 |

CD8 |

ART-1 ART-3
EC-1 EC-2

EC-3 EC-4 EC-1 EC-3

Figure 8
Supplemental 

176



A B

MOCK

C8166

S
S

C

FSC Gag-FITC

F
L2

1

C

21

D

Sample HIV strain % Infection HLA type HIV ligands 5' Position (nt) CDS

C8166 NL4-3 ∆NEF 20%
DRB1*03:01; DRB1*04:01;

DQB1*02;DQB1*03:01

RPEPTAPPEESFRFGEETTTPSQK 2143 gag

RPEPTAPPEESFRFGEETTTPSQKQ 2143 gag

SRPEPTAPPEESFRFGEETTTPSQK 2140 gag

ESFRFGEETTTPSQK 2170 gag

ESFRFGEETTTPSQKQEP 2170 gag

LQSRPEPTAPPEESFRFGEETTTPS 2134 gag

APPEESFRFGEETTTPSQK 2158 gag

APPEESFRFGEETTTPSQKQ 2158 gag

APPEESFRFGEETTTPSQKQEP 2158 gag

APPEESFRFGEETTTPSQKQE 2158 gag

SPEVIPMFSALSEGATP 1282 gag

VDRFYKTLRAEQASQEVK 1678 gag

DYVDRFYKTLRAEQASQEVK 1672 gag

Supplemental Figure 9
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Peptide name Genomic region Synthetized peptide sequence pool 

B06 env KVSFEPIPIHYCAPAGFAILKC HIV

B08 env KVSFEPIPIHYCAPAGFAILK HIV

B09 env FEPIPIHYCAPAGFAILKC HIV

B10 env VSTVQCTHGIRPVVSTQLLL HIV

C02 env TGEIIGDIRQAHCNISktqW HIV

D07 gag EKAFSPEVIPMFSALSEGAT HIV

D09 gag YVDRFYKTLRAEQASQEV HIV

D10 gag CKTILKALGPAATLEEMMTA HIV

Supplemental Table 1
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Peptide name
Short name of the 

peptide
Synthetized peptide sequence

 length

(AA)
Pool 

ARF-LTR2-A01 A01 LASIKLALSALSVCPSVV 18 1

ARF-LTR4-A02 A02 LWVLEIPQTLLVSVENL 17 1

ARF-LTR7-A03 A03 SQRRSLDAGLGLLKRARQEA 20 1

ARF-LTR8-1-A04 A04 TRERLSLDAGLGLLKSARQKRREL 24 1

ARF-LTR8-2-A05 A05 RQKRRELSRRRTRLAEGLGLLKC 23 9

ARF-LTR9-2-A07 A07 EEISRRRTRLAEARTARGE 19 1

ARF-LTR9-3-A08 A08 GEGRRLVSTPKILTSGG 17 1

ARF-POL1-A11 A11 QYWMWVMHIFQFP 13 1

ARF-POL2-A12 A12 SRLLGSSIRNTTSRRVKKEKI 21 9

ARF-POL8-B05 B05 LTQQIRRLSYKQFI 14 2

ARF-POL14-3-C02 C02 FKIFGFITGTAEIHFGKDQQSF 22 2

ARF-POL15-C03 C03 HKSSAKKKSKDHQGLWKTDGR 21 3

ARF-GAG2-1-C04 C04 SVKARGKEKISIKTYSMGK 19 3

ARF-GAG2-2-C05 C05 TYSMGKQGARTI 12 3

ARF-GAG2-3-C06 C06 GARTIRSQSWPVRNIRRL 18 3

ARF-GAG5-C07 C07 TNTGTATTIPSDRIRRT 17 3

ARF-GAG6-1-C08 C08 KHQKAVDKYWDSYNHPF 17 3

ARF-GAG8-C11 C11 IASSACRAYCTRPDERTKGK 20 3

ARF-GAG13-D04 D04 DKDQRNPLETM 11 4

ARF-GAG14-D05 D05 SKSRASFTGGKKLDDRNLVGPK 22 4

ARF-GAG15-D06 D06 QKPCWSRMRTQIVRLF 16 4

ARF-GAG16-D07 D07 YFKSIRTSSYTRRNDDSM 18 4

ARF-GAG17-D08 D08 CRKAILGTKERLLSVSIVAKK 21 4

ARF-GAG20-D11 D11 EKGLLEMWKRRTPNERLY 18 4

ARF-ENV2-1-D12 D12 SVVLQKNCGSQSIMGYLCGK 20 5

ARF-ENV2-3-E02 E02 KHMIQRYIMFGPHMPVYPQTPT 22 5

ARF-ENV4-1-E03 E03 TPQSLHRPVQRYPL 14 5

ARF-ENV4-2-E04 E04 VQRYPLSQFPYIIVPRLVLRF 21 5

ARF-ENV5-E05 E05 ANSHTLLYPGWFCDSKV 17 5

ARF-ENV7-E08 E08 ASSYNSTAVKWQSSRRRGSN 20 5

ARF-ENV8-E09 E09 SLINPQEGTQKL 12 5

ARF-ENV9-E10 E10 KQCMPLPSVEKLDVHQILQGYY 22 5

ARF-ENV10-E11 E11 MFIKYYRAAINKRWW 15 6

ARF-ENV11-E12 E12 QEMVVITRPRSSDLEEEI 18 6

ARF-ENV18-1-F05 F05 ELLRRNSICCN 11 6

ARF-ENV19-1-F07 F07 GATASVATHSLGHQTAPGKSP 21 6

ARF-ENV20-1-F10 F10 RINSSWEFGVALENSFAPL 19 6

ARF-ENV23-F12 F12 YTPYLKNRRTNKKRMNKNYWNW 22 6

ARF-ENV25-G01 G01 NDSRRLDRFKNSFYCTFYSK 20 7

ARF-peptide leader TAT-G02 G02 IELGRDTHHYRFRPASQPRGDP 22 7

ARF-ENV/NEF1-G05 G05 KNKTGLRKGFAIRWVASGQKVV 22 7

ARF-VIF1-G06 G06 QHIGVYIQEKETGIWVRESP 20 7

ARF-VIF3-G08 G08 QGRISTVLGTSSINSTKKDKAT 22 7

ARF-VIF5-G09 G09 QRIDGTSPRRPRATEGAIQ 19 7

ARF-VPR2-G10 G10 RSLRMKLLDIFLGHGFMA 18 7

ARF-VPR4-H01 H01 EFCNNCCLFISELGVNIAE 19 8

ARF-TAT/VPU1-1-H03 H03 KVLLSLPSLFHNKRLRHLLWQ 21 8

ARF-NEF7 H12 FTPRKDKISLICGSTTHK 18 8
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HLA-

restriction
ORF sequence (AA)

A01/B35 Nef YFPDWQNYT

A01 Env RRGWEVLKY

A01 Rev ISERILSTY

A01 Gag GSEELRSLY

A01 Nef WRFDSRLAFH

B35 Gag PPIPVGDIY

B35 Pol HPDIVIYQY

B35 Nef VPLRPMTY

B35 Env DPNPQEVVL

B35/B51 Pol IPLTEEAEL

B35 Gag NSSKVSQNY

B35 Env TAVPWNASW

B35 Pol TVLDVGDAY

B35 Pol VPLDEDFRKY

B35 Env VPVWKEATTTL

B35 Gag WASRELERF

B35 Gag HPVHAGPIA

B35 Gag NPPIPVGDIY

A02 Gag SLYNTVATL

A02 Pol ILKEPVHGV

A02 Nef VLEWRFDSRL

A02 Nef PLTFGWCYKL

A02 Vpr AIIRILQQL

A02 Pol ALVEICTEM

A02 Gag FLGKIWPSYK

A02 Nef GAFDLSFFL

A02 Pol LVGPTPVNI

A02 Env RGPGRAFVTI

A02 Env RIRQGLERA

A02 Env SLLNATDIAV

A02 Pol VIYQYMDDL

A02 Gag YVDRFYKTL

A03 Gag RLRPGGKKK

A03 Gag KIRLRPGGK

A03 Pol AIFQSSMTK

A03 Env RLRDLLLIVTR

A03 Nef QVPLRPMTYK

A03 Nef AVDLSHFLK

A03 Pol AVFIHNFKRK

A03 Vif RIRTWKSLVK

A03 Gag RLRPGGKKKY

A03 Pol RMRGAHTNDVK

A24 Gag KYKLKHIVW

A24 Nef RYPLTFGW

B57 Vpr AVRHFPRIW

B57 Gag FSPEVIPMF

B57 Nef HTQGYFPDW

B57 Vif ISKKAKGWF

B57 Gag ISPRTLNAW

B57 Pol IVLPEKDSW

B57 Gag KAFSPEVI

B57 Gag KAFSPEVIPMF

B57 Gag QASQEVKNW

B57 Pol STTVKAACWW

B57 Gag TSTLQEQIGW

B57 Rev KAVRLIKFLY

B27 Pol KTAVQMAVF

B27 Gag KRWIILGLNK

B27 Gag FRNQRKTVK

B27 Gag IRLRPGGKK

B27 Pol KRKGGIGGY

B27 Nef RRQDILDLWI

B27 Vpr VRHFPRIWL

B27 Nef LRPMTYKAA

B27 Gag QRGNFRNQRK

B27 Gag RRWIQLGLQK

B51 Gag GRRGWEALKY

B51 Pol TAFTIPSI

B51 Env RAIEAQQHL

B51 Vpr EAVRHFPRI

B51 Pol EKEGKISKI

B51 Vif IPLGDAKLII

B51 Env LPCRIKQII

B51 Pol RPLVTIKI

B51 Gag RPGGKKKYKL

B44 Pol EEMNLPGRW

B44 Env AENLWVTVY

B44 Gag AEQASQDVKNW

B44 Gag LYNTVATLY

B44 Gag RDYVDRFYKTL

B07 Gag SPRTLNAWV

B07 Env RPNNNTRKSI

B07 Env IPRRIRQGL

B07 Nef TPGPGVRYPL

B07 Gag GPGHKARVL

B07 Pol SPAIFQSSM
Supplemental Table 3
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181 

 

DISCUSSION



189 

 

1. Les cadres alternatifs de lecture du VIH 

Le premier axe de mes travaux de thèse a porté sur la définition du translatome du VIH-1 (VIH). 

Pour cela, nous avons réalisé des expériences de ribosome profiling afin de définir l’ensemble 
des empreintes ribosomales sur les transcrits viraux et de dresser une liste exhaustive des 

cadres alternatifs de lecture (ARFs) du VIH activement traduits au sein des cellules infectées. 

Nous avons pu observer un alignement des fragments d’ARN protégés par les ribosomes sur 
les ORFs classiques du VIH démontrant une traduction active in vivo des gènes viraux. Par cette 

approche étendue aux régions génomiques non classiques, nous montrons l’existence de 98 
ARFs répartis sur l’ensemble du génome viral, y compris la région 5’UTR.  

Dans un premier temps, nous avons effectué ces expériences à l’aide d’une lignée de cellule T 
CD4+ SupT1 infectées avec l’isolat de laboratoire NL4-3. De manière remarquable, grâce à 

l’analyse des reads distribués sur les CDS annotés du génome humain, nous avons pu 

démontrer la périodicité des fragments d’ARN protégés par les ribosomes séquencés. En effet, 

la densité ribosomale est enrichie tous les trois nucléotides et dans la phase de lecture des CDS 

suggérant fortement que les ribosomes se déplaçaient bien codon par codon le long des 

ARNm lors de nos expériences. Bien que la périodicité ne soit pas toujours évaluée ou discutée 

dans certaines études, de nombreux papiers s’accordent sur le fait que c’est un contrôle qualité 
nécessaire aux expériences de ribosome profiling (Ingolia et al., 2009b; Brar and Weissman, 

2015; Lauria et al., 2018; Xiao et al., 2018). C’est une étape essentielle pour discriminer les ARN 
couverts de polysomes et en cours de traduction, des ARN non couverts correspondant à un 

signal de transcription. L’observation d’un signal périodique est la preuve la plus solide d’une 
traduction active, ce qui reflète le gage de qualité de nos données. Dans notre jeu de données, 

nous observons de plus que l’ensemble des ORFs du VIH sont couverts par les reads, ce qui 

signifie que les gènes classiques du VIH sont activement traduits. Nous observons également 

une forte diminution des reads alignés sur pol en comparaison à ceux qui s’alignent sur gag, 

expliquée par le mécanisme de décalage de cadre de lecture en -1 des ribosomes (FS) en cours 

de traduction de gag. L’expression relative, calculée en nombre de reads par nucléotide, nous 

permet de définir une efficacité du -1 FS à 6%, conformément à la littérature qui indique une 

efficacité du -1 FS entre 2,5 et 10% selon les modèles et techniques utilisées (Jacks et al., 1988; 

Chen et al., 1995, p. 19; PLANT and DINMAN, 2006). Ces contrôles internes de qualité 

démontrent la robustesse de notre ribosome profiling et nous ont permis d’étendre l’analyse 
aux évènements non canonique de traduction.  

Nous avons identifié 98 ARFs codés dans le génome viral, allant de la région 5’ UTR jusqu’au 
gène nef. Sur ces 98 ARFs, 9 sont localisés dans la région 5’ UTR. N’étant pas une équipe dont 
l’axe de recherche est initialement orienté sur la génomique et la traduction des ARN viraux, 

nous étions dans un premier temps surpris par cette observation. En effet, la région 5’ UTR a 

longtemps été considérée comme non codante mais nécessaire à diverses étapes du cycle viral, 

comme lors de la traduction où elle permet le recrutement et l’assemblage des différents 
acteurs de l’initiation (Araujo et al., 2012; Leppek, Das and Barna, 2018; Zhang and Crumpacker, 

2022). Mais finalement, les preuves d’une traduction active par les ribosomes de la région 5’ 
UTR sont cohérentes avec les données de la littérature. En effet, plusieurs études utilisant le 
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ribosome profiling ont mis en évidence une traduction dans la région 5’ UTR pour les génomes 

viraux et humains, avec une augmentation des reads sur la région 5’UTR par rapport au reste 
du génome (Ingolia et al., 2009b; Ingolia, Lareau and Weissman, 2011; Lee et al., 2012; Stern-

Ginossar et al., 2012; Arias et al., 2014; Irigoyen et al., 2018; Chong et al., 2020; Finkel et al., 
2021; Ruiz Cuevas et al., 2021; Ouspenskaia et al., 2022). Le nombre importants de reads que 

nous observons également sur la région 5’UTR pourrait être dû à l’arrêt des ribosomes pendant 

l’initiation et au fait que les transcrit viraux (plus de 50 transcrits différents) portent tous la 

région 5’UTR (Calviello and Ohler, 2017; de Breyne and Ohlmann, 2018; Sertznig et al., 2018). 

Les ARFs localisés en 5’ UTR, connus sous le nom de uORFs, sont décrits comme des éléments 

régulateurs de l’expression des gènes, en inhibant la traduction des CDS situées en aval par le 

biais de divers mécanismes (Wethmar, 2014; Brar and Weissman, 2015; Orr et al., 2020). Par 

conséquent, il est probable que les uORFs du VIH que nous avons identifié remplissent une 

fonction similaire. Toutefois, les données de la littérature indiquent que l’activité régulatrice 

des uORFs est modulée en réponse au stress (Starck et al., 2016). Dans le modèle humain, les 

stimuli de stress provoquent la phosphorylation du complexe eIF2/GTP-ARNt-Meth, 

responsable d’une répression globale de la traduction. Toutefois, l’expression de certains gènes 

impliqués dans la survie cellulaire (ATF4, GADD4), la présentation des antigènes (HSP70 et les 

protéines UPR) et la sécrétion de cytokines est régulée positivement grâce aux uORFs (Barbosa, 

Peixeiro and Romão, 2013; Somers, Pöyry and Willis, 2013; Starck et al., 2016; Young and Wek, 

2016; Chen and Tarn, 2019). Dans ce cas de figure deux modèles sont proposés : la répression 

de la traduction médiée par les uORFs est détournée ou sert de réservoir à ribosomes pour 

favoriser la ré-initiation des CDSs en aval (Lu, Harding and Ron, 2004; Starck et al., 2016; Bohlen 

et al., 2020). Bien que le mécanisme d’action soit encore débattu, les auteurs de ces études 

s’entendent sur un effet bénéfique des uORFs sur la traduction de certains gènes lors de la 

réponse au stress cellulaire. Le même phénomène de ré-initiation à partir d’uORFs est 

également observé lors d’infections virales, telle que l’infection par le virus Ebola (Shabman et 
al., 2013). Etant donné que l’infection à VIH induit également une réponse intégrée au stress 

(ISR), il est possible que le virus exploite la réponse au stress médiée par les uORFs pour 

favoriser la traduction de ses protéines et induire une persistance virale. Cependant, ce 

mécanisme ne serait effectif que sur les uORFs dont l’initiation dépend de eIF2 et d’un codon 
AUG. Afin d’étudier le role des uORF dans l’expression des gènes viraux, nous pourrions étudier 

l’impact de mutations des uORFs du VIH et analyser l’expression d’un gène rapporteur, cela 

dans différentes conditions de culture (avec et sans facteurs d’inducteurs de stress par 
exemple).  

Les ARFs identifiés qui ne sont pas codés dans le 5’ UTR se répartissent sur l’ensemble des 
gènes du VIH. Les ARFs localisés au sein de gag, pol et env sont surreprésentés dans notre jeu 

de donnée. Nous avons d’ailleurs constaté que le nombre d’ARFs identifiés au sein d’un ORF 

était corrélé à la taille de l’ORF. Dans les neuf études antérieures utilisant les approches HLA 

foot-print ou computationnelle, la majorité des ARFs du VIH ont été identifiés et localisés dans 

les régions gag, pol, et nef  (Cardinaud et al., 2004; Garrison et al., 2009; Bansal et al., 2010, 

2015; Berger et al., 2010, 2015; Champiat et al., 2012; Ternette et al., 2016; Peng et al., 2018). 

Grâce au ribosome profiling, nous mettons en évidence la traduction in vivo d’ARFs au sein des 
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ORFs de vif, vpr, vpu, tat, env et nef ainsi que des ARFs chevauchant deux ORFs. Cette méthode 

nous a donc permis d’obtenir une vision globale et non biaisée des évènements de traduction.  

Parmi les 98 ARFs que nous identifions par ribosome profiling, 16 ARFs sont en commun avec 

les 103 ARFs du VIH décrits dans la littérature sur le brin sens de l’ARN (5’-3’) (Cardinaud et al., 
2004; Garrison et al., 2009; Bansal et al., 2010, 2015; Berger et al., 2010, 2015; Champiat et al., 
2012; Ternette et al., 2016; Peng et al., 2018). Nous pouvons nous poser la question suivante : 

pourquoi tous les ARFs de la littérature ne sont-ils pas retrouvés dans notre jeu de données de 

ribosome profiling ? Tout d’abord, le nombre d’ARFs décrit dans la littérature pourrait être 
surestimé en raison de l’utilisation d’approches computationnelles qui ne sont que des 
prédictions et ne reflètent pas fidèlement les évènements de traduction qui se produisent in 
vivo. De plus, nous avons appliqué des critères rigoureux de sélection des ARFs, notamment 

une valeur minimale de 8 reads/codons, correspondant au troisième quartile de l’ensemble de 
notre jeu de données. Ceci est illustré par l'ARF chevauchant l’ORF de gag codant l'épitope 

Q9VF que le laboratoire a précédemment caractérisé dans des cellules infectées par le VIH 

(Cardinaud et al., 2004, 2011) dont la couverture (5,9 reads/codons) est juste en dessous de 

notre critère de sélection. Nos données de ribosome profiling suggèrent donc un taux de 

traduction plus faible de cet ARF. Dans ce sens, il aurait été intéressant de réaliser un RNAseq 

en parallèle de notre RiboSeq pour évaluer l’efficacité de traduction (TE) des ORFs et des ARFs 
du VIH et de comparer la régulation de l’expression des gènes au niveau traductionnel entre 

les gènes humains et viraux. Outre des critères de sélection rigoureux, nous sommes capables 

d’identifier un ARF, ARF-ENV2, chevauchant l’ORF de env  qui a été précédemment mis en 

évidence dans l’étude caractérisant Q9VF, codant pour les peptides Q10QM, G10QT, et M9PT 

(Cardinaud et al., 2004).    

Par ailleurs, dans notre jeu de données, nous n’identifions pas de reads correspondant à des 

gènes ou ARFs potentiellement traduits sur le brin antisens de l’ARN viral (3’-5’), tel que le gène 

ASP. ASP (« antisense protein-ASP ») est une protéine de 189 acides aminés codée par un cadre 

de lecture qui est localisé au sein de env et qui est traduit en antisens (Savoret et al., 2021). A 

ce jour, il est difficile de classifier ce cadre de lecture d’ORF ou d’ARF puisque son existence est 
encore débattue dans la communauté scientifique bien qu’une étude génétique semble 
suggérer que le gène codant pour ASP serait apparu dans le groupe M du VIH-1 lors de 

l’émergence de la pandémie (Cassan et al., 2016). De plus, des anticorps spécifiques d’ASP ont 

été retrouvés dans le plasma d’individus infectés (C. Vanhée-Brossollet et al., 1995; Savoret et 
al., 2020a), et notre équipe a précédemment mis en évidence chez des individus infectés 

l’existence d’une réponse CTL dirigée contre des épitopes de ASP (Bet et al., 2015). Ces études 

suggèrent fortement que la protéine ASP est exprimée in vivo. Les fonctions de ASP sont elles 

aussi débattues, mais ASP pourrait manipuler l’autophagie favorisant la réplication viral (Z. Liu 

et al., 2019). Des études montrent que ASP semble être localisée à la membrane plasmique des 

cellules infectées et activées (Christine Vanhée-Brossollet et al., 1995; Affram et al., 2019; 

Savoret et al., 2020b). Une deuxième explication pouvant justifier l’absence d’ASP dans notre 
ribosome profiling serait que ASP semble être majoritairement exprimée dans les cellules 

myéloïdes, alors que nous avons utilisé un modèle  de cellules lymphoïdes pour nos 

expériences (Michael et al., 1994; Laverdure et al., 2012; Savoret et al., 2021). Nos collaborateurs 
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n’identifient pas non plus d’empreintes ribosomales en antisens dans leur jeu de données de 

ribosome profiling obtenu sur le génome viral du VIH (Labaronne et al., 2022). Le translatome 

du rétrovirus MLV n’a pas non plus mis en évidence l’existence de reads en antisens ou bien 

cela n’a pas été recherché (Irigoyen et al., 2018).  

Les résultats de notre étude suscitent une interrogation sur le mécanisme de traduction des 

ARFs. Bien que la traduction de certains ARFs puisse être dépendante de la présence d’un 
codon AUG, une grande partie des régions génomiques annotées comme non annotées 

eucaryotes et virales initient la traduction par des mécanismes non canoniques tels que le leaky 

scanning, le codon read-through, le ribosome shunting, la ré-initiation, les IRES, les FS, et les 

codons starts alternatifs (Ingolia, Lareau and Weissman, 2011; Malys and McCarthy, 2011; Firth 

and Brierley, 2012; Lee et al., 2012; Stern-Ginossar et al., 2012; Shatsky et al., 2018; Yang and 

Wang, 2019; Andreev et al., 2022). Dans notre modèle, nous pouvons exclure l’hypothèse du 

codon read-through car les ARFs ne sont pas codés dans la même phase de lecture que leurs 

ORFs respectives. Dans le but d’obtenir une vision globale des sites d’initiation des ARFs, nous 
avons réalisé une expérience de ribosome profiling en présence d’harringtonine (HAR). Les 
drogues inhibitrices de l’élongation telles que l’HAR ou la lactimidomycine sont couramment 
utilisées dans les expériences de ribosome profiling pour définir les sites d’initiation (Ingolia, 

Lareau and Weissman, 2011; Stern-Ginossar et al., 2012; Yang et al., 2015; Irigoyen et al., 2018; 

Machkovech, Bloom and Subramaniam, 2019; Whisnant et al., 2020; Finkel et al., 2021). Bien 

que l’analyse bio-informatique des données soit encore en cours et délicate en raison de 

l’activité de l’HAR, qui ne semble pas complète aux vues de signaux de traduction en aval de 

l’AUG de certains ORFs, nous pouvons d’ores et déjà identifier les codons starts des CDS env 

et vpr ainsi que les potentiels sites d’initiation de 4 ARFs. Une alternative serait d’étudier les 
structures des ARFs afin de détecter des séquences glissantes, des pseudonoeuds ou des 

contextes Kozak favorables. Nous pourrions également envisager de reproduire ces 

expériences en essayant d’améliorer les conditions d'utilisation de l'HAR, même si les 

conditions optimales d'utilisation ont déjà été préalablement établies sur les cellules SupT1. 

Nous avons également souhaité définir le translatome du VIH dans des lymphocytes T (LTs) 

CD4+ primaires. Le ribosome profiling de LTs CD4+ primaires infectés par l’isolat NL4-3 en 

présence de cycloheximide est actuellement en cours d’analyse. A l’avenir, nous souhaiterions 

définir le translatome du VIH dans les cellules dendritiques (DCs) autologues afin d’étudier les 

événements de traduction dans deux cibles différentes de l’infection à VIH.  Premièrement, les 

DCs étant des APCs professionnelles qui initient la réponse immune spécifique du VIH en 

présentant des antigènes viraux aux LTs, il serait intéressant d’identifier le panel d’ARFs du VIH 

activement traduits au sein des DCs infectées. Deuxièmement, la littérature décrit des 

différences de régulation de la traduction en fonctions des types cellulaires immuns (Vander 

Lugt et al., 2017; Marchingo and Cantrell, 2022). Suite à la stimulation in vitro du TCR, Wolf et 

al ont démontré une augmentation de l’expression des protéines ribosomales et d’autres 
mécanismes de traduction dans les LTs activés, provoquant une augmentation de la synthèse 

des protéines en comparaison aux cellules T naïves (Wolf et al., 2020). En plus de 

l’augmentation de l’expression des protéines ribosomales, la traduction des transcrits codant 
pour l’IFN, l’IL10 et l’IL4 est également régulée positivement (Marchingo and Cantrell, 2022). 
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Concernant les DCs, il a été montré une diminution de la transcription et de la traduction des 

protéines ribosomales lorsque les DCs sont activées (Amit et al., 2009; Ceppi et al., 2009). De 

plus, l’inhibition de la traduction dans les DCs a été corrélée avec des changements dans 

l’origine des peptides présentés par les molécules du CMH-I (Lelouard et al., 2007). Aux vues 

de ces observations, il est donc possible que nous trouvions des différences dans l’expression 
et la nature des ARFs du VIH entre les T CD4+ et les DCs autologues. J’ai établi les conditions 
expérimentales permettant de générer un grand nombre de DCs à partir de monocytes dérivés 

du sang ainsi que les conditions d’infection avec des isolats du VIH de laboratoires et cliniques. 
Des premières expériences de ribosome profiling ont été effectuées mais nous sommes pour 

le moment limités par la difficulté à obtenir un signal périodique des reads sur les CDS du 

génome humain. Les conditions expérimentales sont peut-être à améliorer pour cette 

population cellulaire différente des LTs CD4+. Il faudrait par exemple évaluer la nécessité 

d’utiliser la cycloheximide pour arrêter la traduction, définir la cinétique d’incubation, ainsi que 

la nature et la concentration de la RNAse utilisée pour digérer les polysomes et extraire les 

fragments d’ARNm protégés par les ribosomes. 

En utilisant le ribosome profiling, nous avons pu définir le translatome du VIH et mettre en 

évidence que le génome non codant est loin d’être silencieux. Depuis le début du nouveau 
millénaire, une communauté scientifique s’est efforcée à prouver que l’« ADN poubelle » est 

en fait loin d’être inutile et code pour de petits ORFs (sORFs) in- ou out-of-frames, ayant pour 

certains un rôle clé dans la régulation de l’expression des gènes, la stabilité des chromosomes, 
et dans diverses maladies. Dans le cancer, une récente étude met en évidence que 85% des 

produits de traduction ne sont pas annotés dans la base de donnée du génome humain, et 

que la moitié d’entre eux codent des produits de traduction alternatifs (Ingolia, Hussmann and 

Weissman, 2019; Ruiz Cuevas et al., 2021). Khurana et al montrent également que 99% des 

mutations associées aux tumeurs ont lieux dans les régions non codantes (Khurana et al., 2016). 

Les mise en évidence de la traduction des régions génomiques non canoniques et les 

démonstrations de leurs implications dans divers processus cellulaires ou viraux, représentent 

une avancée significative dans notre compréhension de la génomique et des pathologies.  

2. La conservation des ARFs 

La seconde partie de mon travail de thèse a consisté à évaluer la conservation des ARFs dans 

les souches virales circulantes du clade B et C du VIH, dans l’optique d’une utilisation en tant 
que cible thérapeutique. Pour réponde à cette question, nous avons compilé des séquences 

du clade B et C du VIH disponibles sur la base de données publique du NIH afin de générer 

une banque de données interne au laboratoire. 

Les ARFs identifiés par ribosome profiling ont une taille variant de 10 à 101 acides aminés (AA). 

Nos résultats montrent que les ARFs sont fortement conservés au sein des clades B et C du VIH 

avec conservation médiane en acides aminés de 87,7 et 88,7%, respectivement. Nous montrons 

également que la phase de l’ORF chevauchant est statistiquement plus conservée que la phase 
de l’ARF et la troisième phase. Il est intéressant de noter que 8 ARFs ont une conservation plus 
élevée que la séquence de l’ORF chevauchant.  
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Dans notre jeu de données, les ARFs sont définis, entre autres, de codon stop à codon stop. 

Nous gardons donc à l’esprit que la taille des ARFs est surestimée puisque nous n’avons pas 
encore défini leurs sites d’initiation.  

Notre travail sur la conservation en acides aminés des ARFs a été effectué par l’alignement de 
chaque séquence à la banque de données interne en utilisant le logiciel UGENE. Les séquences 

inclues dans la banque de données interne ont été sélectionnées sur les critères suivant : des 

séquences complètes sans mutations aberrantes, une séquence par donneur et provenant de 

diverses études. Ces critères ont permis d’obtenir un échantillon représentatif en réduisant les 
biais d’analyse, en évitant les erreurs de séquençage et l’analyse répétitive de la même 
séquence. Cette démarche de sélection et d’analyse des séquences a également été utilisée 
par les Drs Cassan et Gross dans l’analyse de la conservation de ASP (Cassan et al., 2016). L’ARF-

ENV3 est l’ARF le moins conservé de notre analyse, avec un pourcentage de conservation en 

AA de seulement 48,1 et 41,8% parmi les isolats du clade B et C, respectivement. Ceci pourrait 

être expliquée par la localisation d’ARF-ENV3 au sein de la séquence codante pour la boucle 

hypervariable V1 de Env (Palmer et al., 1996; Curlin et al., 2010; Hamoudi et al., 2013; Pan et al., 
2015). De manière générale, la conservation en AA des ARFs ne semble pas être influencée par 

de la phase de lecture dans laquelle ils sont exprimés. En revanche, j’ai observé une différence 
très significative de la conservation des ARFs chevauchants les séquences codantes pour pol 
et env. Les ARFs situés dans la séquence codante pour Env ont une conservation en AA 

significativement plus faible, ce qui est en accord avec l’importante diversité génétique de cette 

région du génome viral (Stefic et al., 2019).  

La conservation des ARF pouvant être dictée par la séquence de l’ORF, j’ai comparé le 
pourcentage de conservation en AA des ARFs, des régions chevauchantes de l’ORF et de la 
troisième phase. Cette analyse a révélé une conservation significativement plus élevée des 

séquences des ORFs. De manière générale, pour garantir la fonctionnalité d’une protéine, les 

mutations au sein de l'ORF sont souvent silencieuses, impliquant ainsi une mutation sur le 

troisième nucléotide du codon pour pouvoir générer le même acide aminé. Toutefois, une telle 

mutation n’est pas silencieuse pour les deux autres phases, qui sont directement impactées par 
une mutation sur le premier ou le deuxième nucléotide du codon. Ces observations suggèrent 

que les ARFs que nous identifions par ribosome profiling ne sont pas soumis à une pression 

de sélection positive.    

Les données obtenues sur la conservation en AA des ARFs peuvent être interprétées 

selon deux perspectives : la stratégie thérapeutique et l’évolution génomique. 

En ce qui concerne la stratégie thérapeutique, la conservation des ARFs est-elle parmi les isolats 

circulants des clades B et C que l’on pourrait envisager de les utiliser comme cibles potentielles 
dans des stratégies de vaccination, particulièrement si les peptides qu’ils encodent sont 
reconnus par les lymphocytes T d’individus infectés. En raison de sa forte prévalence dans les 
pays du Sud, la conservation des ARFs dans le clade C offre un avantage thérapeutique 

supplémentaire. Bien que ces résultats soient encourageants, il serait intéressant d’effectuer 
une étude longitudinale des ARFs chez les individus infectés. En séquençant le génome viral à 

différents stades de la maladie, cette étude permettrait de déterminer si les ARFs sont soumis 
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à une pression de sélection par le système immunitaire. On pourrait également envisager 

d’évaluer le polymorphisme associé aux molécules HLA par HLA footprint.  

La conservation des ARFs nous conduit à émettre l’hypothèse selon laquelle certains d’entre 
eux pourraient avoir une fonction virologique. Il s’agit d’une hypothèse plausible étant donné 
que l’analyse de la conservation des sORFs est couramment utilisée pour évaluer le potentiel 

fonctionnel des polypeptides codés à partir de ces séquences (Crowe, Wang and Rothnagel, 

2006; Couso and Patraquim, 2017; Schlesinger and Elsässer, 2022; Wright et al., 2022). 

Cependant, il est peu probable que la totalité des ARFs aient une fonction virologique (Ruiz-

Orera et al., 2018). Afin d’investiguer cette question et de facilité la démarche, nous pourrions 

concentrer notre attention sur les 8 ARFs dont le pourcentage de conservation est supérieur à 

celui de l’ORF chevauchant. Utiliser des essais de perte ou de gain de fonction tels que le 
système CRISPR/Cas9, la mutagènese dirigée, ou la surexpression, nous permettrait d’étudier 
le rôle des polypeptides codés par les ARFs dans la réplication virale. La capacité des mutants 

à se répliquer dans la cellule hôte pourrait être évaluée par titration virale, PCR quantitative ou 

par la détection des protéines virales par cytométrie en flux ou ELISA. L’altération de réplication 
indiquerait alors un rôle de l’ARF dans le cycle réplicatif. On pourrait également envisager 
d’ajouter un tag par knock-in ou expression ectopique dans les cellules cibles du VIH pour 

évaluer la localisation et les partenaires cellulaires des polypeptides codés par ARFs. 

Une toute autre hypothèse à la fonctionnalité biologique, serait que les ARFs servent de 

réservoir génétique. La traduction pervasive est un phénomène selon lequel les régions 

génomiques non codantes sont traduites aléatoirement. Cette permissivité permet l’expression 
de nouveaux polypeptides qui peuvent être sélectionnés au cours de l’évolution et donner 
naissance à des protéines fonctionnelles. Dans ce modèle d’émergence de gènes de novo , les 

régions non codantes ont un rôle central en tant que réservoir de nouveauté génétique 

(Carvunis et al., 2012; Schlötterer, 2015; Wilson et al., 2017; Schmitz, Ullrich and Bornberg-

Bauer, 2018; Papadopoulos et al., 2021). La traduction d’une séquence non codante en protéine 
serait l’une des dernières étapes pour qu’un gène entre dans le monde du codant. Dans ce 
contexte, il serait pertinent d’examiner la distribution des reads sur l’ARF par rapport aux deux 
autres phases de lecture concurrentes. Dans une séquence codante, la traduction est en faveur 

de l’ORF, les deux autres phases de lecture en compétition sont donc traduites de manière 
pervasive. Une traduction en faveur de l’ARF serait alors représentée par une couverture de 

reads plus élevée que sur la phase de l’ORF, qui ne présenterait que peu ou pas de reads. Cette 
observation suggérait une traduction sélective des ARFs et une évolution de la séquence non 

codante vers le monde du codant.  

L’étude pourrait être complétée avec une analyse d’utilisation des codons. Parmi les codons, il 

existe les codons optimaux et suboptimaux. Le premier se définit, entre autres, par une sur-

représentation d'ARNt appariés et par une vitesse de traduction plus rapide que pour les 

codons suboptimaux (Hanson and Coller, 2018). La conséquence est un temps d'arrêt du 

ribosome moins conséquent pour les codons optimaux que les codons suboptimaux pour un 

acide aminé donné. Des études sur la levure et les bactéries ont montré que l’utilisation de 
codons suboptimaux dans la région 5’UTR entraîne une baisse significative de l’expression des 
protéines. Cette diminution est provoquée par l’accumulation des ribosomes en aval de la 
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séquence suboptimale, perturbant ainsi l’initiation de la traduction (Rosenberg et al., 1993; Chu 

et al., 2014). Cependant, la présence de codons optimaux dans certaines régions génomiques 

peut entraîner un défaut de repliement co-traductionnel du polypeptide, ce qui favorise la 

production de produits de traduction défectueux (Thanaraj and Argos, 1996; Zhang, 

Hubalewska and Ignatova, 2009; Pechmann and Frydman, 2013; Zhou et al., 2015; Komar, 

2016). Les données actuelles de la littérature montrent que le modèle d’utilisation des codons 
est fonctionnellement pertinent (Hanson and Coller, 2018). Par exemple, les protéines 

essentielles aux processus biologiques tels que la glycolyse et l’érythropoïèse sont (Hanson 

and Coller, 2018) codées principalement par des codons optimaux ; tandis que les protéines 

impliquées dans des réponses transitoires sont codées par des codons suboptimaux, de façon 

à être davantage régulées. En examinant le biais de codon de la séquence des ARFs, nous 

pourrions obtenir des indications sur la régulation de leurs expressions indiquant 

indirectement une fonctionnalité potentielle. Le mécanisme par lequel le biais de codon influe 

sur l’efficacité de traduction reste un sujet débattu, mais des études soutiennent un rôle du 

taux G/C. Dans cette ligne, nous pourrions envisager de comparer les taux G/C de la séquences  

codant les ORFs et les ARFs du VIH, ce qui pourrait nous aider à émettre des hypothèses sur le 

caractère codant des ARFs ou à observer un différentiel de comportement et de régulation de 

l’expression des ARFs (Newman et al., 2016).  

De plus, étudier la capacité des polypeptides codées par les ARFs à se replier et à former une 

structure en trois dimensions, appelée foldabilité, pourrait également apporter des éléments 

de réponse quant aux rôles potentiels des polypeptides codés par les ARFs dans le cycle de 

réplication du virus. En effet, le potentiel de foldabilité est un facteur important de l'émergence 

des gènes (Papadopoulos et al., 2021) . Nous collaborons actuellement avec l'équipe de bio-

informatique moléculaire de notre institut de recherche pour explorer ces approches.  

3. Détection des polypeptides issus des ARFs à l’aide du 
système immunitaire   

Nous avons ensuite cherché à déterminer la capacité des ARFs à coder des polypeptides viraux. 

Dans un premier temps, j’ai cherché à détecter des réponses T spécifiques de peptides dérivés 

d’ARFs dans les PBMCs de donneurs infectés par ELISPOT IFN. J’ai pu mettre en évidence que 
près de 50% des ARFs du génome du VIH, identifiés par ribosome profiling, codent des 

polypeptides immunogènes. 

En effet, nous avons détecté un total de 60 réponses T spécifiques de peptides dérivés d’ARFs 
chez les 7 donneurs testés, correspondant à la détection de 46 peptides uniques. La médiane 

des réponses T spécifiques de peptides dérivés d’ARFs par individu était de 6. Nous avons 

observé une variation de la magnitude des réponses T allant de 13 à 1250 SFU/106 PBMCs, en 

fonction du donneur, avec une médiane à 311 SFU/106 PBMCs. De façon intéressante, chez 

certains individus, j’ai observé des niveaux d’activation des cellules T plus élevés contre les 

peptides dérivés d’ARFs que contre un pool de peptides contrôles issus de protéines 
canoniques du VIH ou de virus communs (virus de la grippe, EBV, et CMV). Deux arguments 

peuvent expliquer cette observation : une fréquence plus élevée de clones T spécifiques de 
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peptides dérivés d’ARFs chez les donneurs ART-2, ART-3, EC-2, EC-3 et EC-4, et/ou une capacité 

accrue à sécréter l’IFN. 

Il est assez difficile de comparer nos résultats avec les cinq études qui ont cherché à détecter 

des réponses T spécifiques de peptides dérivés d’ARFs chez des individus infectés et pour 
lesquelles nous identifions des ARFs en commun (voir Annexe n°3) (Cardinaud et al., 2004; 

Garrison et al., 2009; Berger et al., 2010; Champiat et al., 2012; Peng et al., 2018). Tout d’abord, 
les protocoles diffèrent : les précédentes études ont réalisé des ELISPOT IFN ex vivo en 

incubant les PBMCs décongelés sur la nuit, tandis que nous avons utilisé une méthode 

d’expansion in vitro sur 12 jours. Deuxièmement, ces études ne présentent pas leurs données 

à un niveau de détails aussi précis que le nôtre ; lorsqu’elles ont identifié un pool positif, elles 
n’ont pas toujours procédé à une déconvolution, et lorsque la déconvolution a été effectuée, 
les valeurs de SFU/106 PBMCs ne sont pas toujours disponibles. Enfin, les critères de seuil de 

positivité ne sont pas identiques. Champiat et al, Garrison et al, ont établi le seuil d’une réponse 
positive comme étant au moins 50 SFU/106 PBMCs et deux fois le bruit de fond, tandis que 

pour Berger et al, la réponse doit être d’au moins trois fois le bruit de fond (Garrison et al., 
2009; Berger et al., 2010; Champiat et al., 2012). Dans notre étude, le seuil de positivité 

correspond au minimum à deux fois le bruit de fond, avec une valeur minimale de 20 spots par 

puits. Il est à noter que l’expansion in vitro sur 12 jours des PBMCs représente le principal biais 

de notre analyse. Bien que cette méthode soit optimisée lorsque le nombre de PBMCs est limité 

ou lorsque le nombre de peptides à tester est important, l’expansion des cellules T in vitro n’est 
pas forcément représentative de la fréquence et de l’intensité in vivo des réponses T spécifiques 

de peptides dérives des ARFs (Poschke et al., 2020; Schuhmacher et al., 2022). Il s’agit 
néanmoins d’une très bonne approche pour réaliser un premier criblage.  

Nous sommes la première équipe à mettre en évidence des réponses T spécifiques de peptides 

dérivés de la région 5’UTR dans le génome du VIH. Cette découverte a d’ailleurs fait l’objet 
d’une collaboration menant à l’écriture du papier de Labaronne et al, où les auteurs 

s’intéressent à l’impact de l’infection sur l’hôte et au rôle de l’hélicase DDX3 sur les uORFs du 
VIH dans la régulation de l’expression des gènes viraux (voir Annexe n°4) (Labaronne et al., 
2022).  

Nous n’observons pas de différences significatives dans la magnitude des réponses T 

spécifiques de peptides dérives d’ARFs entre les individus sous traitement et les EC, à 
l’exception des réponses obtenues chez EC-1 qui présentent les plus faibles magnitudes. Pour 

confirmer cette tendance, il serait intéressant d’élargir la taille de notre échantillon afin 
d’augmenter la puissance statistique de nos analyses. Nous pourrions imaginer que la présence 
et l’intensité de réponses T spécifiques dérivés d’ARFs soient corrélées avec un profil EC comme 

l’ont montré Bansal et al en 2015 (Bansal et al., 2015). Toutefois, Champiat et al ont mis en 

évidence que le traitement antirétroviral (TARV) diminue la magnitude des réponses T dirigées 

contre les peptides dérivés d’ARFs comparé aux individus virémiques mais élargit le répertoire 

des cellules T spécifiques (Champiat et al., 2012). Les réponses T et les TARVs exercent tous 

deux une pression de sélection sur le VIH. Il est donc probable que la pression de sélection 

médiée par le système immunitaire ou le TARV favorise l’expression des ARFs. Afin de mener 
une analyse comparative complète, il serait intéressant d’étudier la capacité à monter une 
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réponse T spécifique de peptides dérivés d’ARFs chez 3 types de donneurs infectés : des 

donneurs virémiques, avirémiques sous traitement, et controllers. 

Dans notre étude, des PBMCs provenant de 3 individus non infectés ont été utilisés comme 

contrôles négatifs. Sur les 96 peptides testés, seuls 3 peptides dérivés d'ARFs du VIH ont été 

reconnus par les PBMCs d'un seul donneur manifestant d’ailleurs une forte capacité à sécréter 
de l’IFN de manière non spécifique. Ces trois peptides dérivés d’ARFs ont été exclus de notre 
analyse mais il faut noter que des réponses T CD4+ mémoires préexistantes spécifiques du VIH 

ont déjà été identifiées chez des individus séronégatifs pour le VIH (Su et al., 2013; Campion et 
al., 2014), certainement dû à une forte réactivité croisée du récepteur de ces lymphocytes T.  

4. Détection par immunopeptidomique des peptides 
dérivés d’ARFs présentés par les molécules du CMH à la 
surface des cellules infectées  

L’immunopeptidomique est la technique ultime de omique pour confirmer l’expression et la 
traduction de sORFs, et démontrer de façon directe et non biaisée le rôle des peptides non 

canoniques en tant que source antigénique (Bassani-Sternberg et al., 2015; Chong, Coukos and 

Bassani-Sternberg, 2022; Schlesinger and Elsässer, 2022; Wright et al., 2022; Yewdell, 2022). A 

l’aide de cette approche, nous avons identifié un peptide dérivé d’ARF, nommé YSL, présenté 
par les molécules HLA-A*02:01 à la surface des cellules infectées.  

La découverte du peptide YSL présenté par les molécules HLA-A*02 :01 résulte de la réanalyse 

des données d’immunopeptidomique publiées par nos collaborateurs (Ziegler et al., 2020). 

Dans cette étude, Ziegler et al se sont intéressés à l’impact de l’infection à VIH sur le répertoire 
de peptides cellulaires et viraux présentés par les molécules du CMH-I et aux conséquences 

sur l’activation des cellules NK. Pour cela, des cellules primaires T CD4+ ont été infectées par 

l’isolat NL4-3, lysées, les molécules HLA de classe I ont été ensuite immunoprécipitées, les 

épitopes élués, puis séparés par HPLC et analysés par spectrométrie de masse. Les auteurs se 

sont intéressés aux peptides canoniques du VIH et ont identifié 8 peptides dérivés d’ORFs du 
VIH sur 3 962 peptides identifiés. L’élargissement de l’analyse aux six cadres de lecture du 
génome viral, nous a permis de mettre en évidence un peptide dérivé d’ARF : YSL, présenté par 

les molécules HLA-A*02 :01. Suite à son identification, le spectre de masse du peptide YSL a 

été confirmé à l’aide de l’approche classique consistant à synthétiser le peptide et à le 
soumettre à une nouvelle analyse LC-MS/MS pour confirmer sa séquence peptidique. Afin de 

caractériser davantage cet épitope, nous pourrions envisager d’évaluer son affinité de liaison 
aux molécules HLA-A*02 :01, par le biais de tests de compétition classique utilisant une sonde 

radiomarquée, et de la comparer à celles de peptides immunodominants dérivés d’ORFs 
(Sidney et al., 2013).  

Le peptide YSL constitue le deuxième peptide dérivé d’ARFs du VIH mis en évidence par LC-

MS/MS. Le premier a été mis en évidence par Ternette et al suite à l’analyse de 
l’immunopeptidome d’une lignée cellulaire T CD4+ infectée par un isolat de laboratoire 

(Ternette et al., 2016). Sur les 24 individus infectés testés dans cette étude, le peptide alternatif 
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SR11 issu d’un ARF traduit en antisens, est reconnu par les PBMCs d’un seul donneur sur 24 
testés avec une magnitude de 250 SFU/106 PBMCs. 

L’ARF codant YSL n’a pas passé le seuil de sélection de notre premier ribosome profiling avec 
une couverture de 2,5 reads/codons mais a été identifié dans le second jeu d’expériences 

effectuées en présence d’harringtonine, qui est actuellement en cours d’analyse pour 
l’identification des codons d’initiation. Le peptide YSL a été intégré à nos expériences de crible 
sur les PBMCs de donneurs infectés. Une séquence peptidique de YSL prédite pour se fixer sur 

les molécules du CMH de classe II a également été synthétisée et incorporée au crible. Le 

peptide YSL de classe I est reconnu par les PBMCs de deux individus infectés. La magnitude de 

la réponse T varie de 120 SFU/106 PBMCs à une saturation complète des puits.  

Le peptide YSL est une cible très intéressante en tant que candidat vaccin. En effet, l’ARF YSL 
est très conservé au sein des clades B et C du VIH avec un pourcentage à 90,8 et 92,8%, 

respectivement. De plus, la séquence codant pour YSL chevauche la séquence codant pour le 

site actif de la transcriptase inverse (RT), enzyme essentielle au cycle réplicatif. C’est une région 
contrainte par la sélection positive, où les mutations d’échappement dans l’ORF sont limitées 
car elles affectent directement la capacité du virus à se répliquer. Au vu de la pression de 

sélection exercée par les drogues antirétrovirales, qui ciblent la RT, il est possible que, chez les 

individus infectés traités, des mutations d’échappement au sein de l’ARF YSL puissent 
apparaitre. Parmi le clade B, nous observons plusieurs polymorphismes majoritaires au sein de 

la séquence de l’ARF codant YSL.  Il est d’ailleurs intéressant de noter que nous observons un 
seul polymorphisme à la position 3 du peptide YSL (I->T), qui pourrait suggérer une pression 

de sélection médiée par le système immunitaire sur l’épitope. Cette substitution de l’isoleucine 
en thréonine dans l’épitope codé par l’ARF YSL n’affecte pas la séquence en acide aminé de 
l’ORF.  

Parallèlement à ces travaux de réanalyse, nous avons réalisé des expériences 

d’immunopeptidomique sur des lignées cellulaires SupT1 et C8166 infectées par l’isolat de 
laboratoire NL4-3, ainsi que des cellules TCD4+ primaires infectées par NL4-3 et un isolat clinique 

(« transmitted founder virus », TF).  Dans ces expériences, nous n’avons pas identifié de 
peptides dérivés d’ARFs présentés par les molécules du CMH. En résumé, nous avons détecté 
en moyenne 5 000 ligands des molécules HLA de classe I, enrichi en 9-mer. Cependant, nous 

avons identifié au maximum 11 peptides viraux présentés par les molécules HLA de classe I, ce 

qui représente seulement 0,16% des peptides identifiés. A l’aide la lignée C8166, nous avons 
également étudié l’immunopeptidome des molécules du CMH de Classe-II (HLA-DR et -DQ). 

Nous avons ainsi d’identifier 13 peptides viraux présentées à la surface de cellules T CD4+ 

infectées. Cette observation constitue la première démonstration par immunopeptidomique 

d’une présentation antigénique par les molécules du CMH de classe II de peptides endogènes 

au sein des cellules T infectées par le VIH. 

Nous avons été d’abord surpris par cette faible proportion de peptides viraux détectés avant 
de s’apercevoir que c’est un ordre de grandeur couramment retrouvé dans les données de de 

la littérature sur l’immunopeptidome du VIH (Ternette et al., 2016; Ramarathinam et al., 2018; 

Chikata et al., 2019; Paes et al., 2019; Ziegler et al., 2020). Cette faible proportion ne peut pas 
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être expliquée par la modulation de l’expression des molécules du CMH à la surface cellulaire 
médiée par la protéine Nef, puisque les virus que nous avons utilisés dans nos expériences 

possèdent un codon stop en amont du gène nef qui abolit son expression. En revanche, 

l’approche LC-MS/MS présente quelques limitations qui entravent son utilisation dans une 

approche de découverte à large échelle des peptides viraux et des néoantigènes. Dans ce 

contexte, Chong et al rapportent une faible sensibilité et reproductivité de 

l’immunopeptidomique (Chong, Coukos and Bassani-Sternberg, 2022). Une des raisons qui 

peut expliquer ces observations est un taux faible de peptides présentés sur les molécules du 

CMH par rapport à l’abondance de leur source protéique. En effet, des études cinétiques par 
spectrométrie de masse avec marquages isotopiques stables des acides aminés en culture 

cellulaire mettent en évidence une faible corrélation entre le protéome et l’immunopeptidome 
(Milner et al., 2006; Hoof et al., 2012; Croft et al., 2013). Cependant, Bassani-Sternberg et al 

apportent la nuance selon laquelle le renouvellement protéique influencerait davantage 

l’immunopeptidome plutôt que l’abondance protéique (Bassani-Sternberg et al., 2015). Les 

protéines rapidement dégradées seraient davantage présentées à la surface des cellules. Ces 

observations rejoignent celles des Drs Yewdell et Apcher qui décrivent les DRiPs et le cycle 

précoce de la traduction, comme les sources majeures de peptides présentés par les molécules 

du CMH de classe I (Apcher et al., 2011; Antón and Yewdell, 2014). Une explication technique 

qui pourrait justifier la difficulté à détecter certains peptides est le faible redemandent de 

l’immunoprécipitation de l’ordre de 0,5 à 3% (Hassan et al., 2014).  

Finalement, le prédicteur le plus robuste et sensible d’une présentation antigénique et d’une 
immunogénicité reste à ce jour la détection de clones T spécifiques de l’antigène (Regner et 
al., 2001; Engelhard, Brickner and Zarling, 2002; Kotturi et al., 2008; Bassani-Sternberg et al., 
2016). 

5. Les lymphocytes T spécifiques des peptides dérivés des 
ARFs  

Notre étude démontre que les régions présumées non codantes du VIH ont la capacité à 

produire des polypeptides viraux qui sont présentés par les molécules du CMH et reconnus 

par les LTs. Il est connu que les réponses T CD8+ mais aussi T CD4+ spécifiques du VIH jouent 

un rôle crucial dans le contrôle de la réplication virale (Kervevan and Chakrabarti, 2021; 

Rutishauser and Trautmann, 2022). En effet, la charge virale est en partie régulée par la 

présence de réponses T polyfonctionnelles spécifiques du VIH, qui se caractérisent par la 

production de cytokines et chimiokines telles que Mip1β, IFN, IL2, CD107a et TNFα (Almeida 

et al., 2007, 2009; Iglesias et al., 2011; Vingert et al., 2012). La polyfonctionnalité est également 

associée à l'avidité des TCR, qui est un corrélat majeur de la qualité des cellules T car elle leur 

permet de reconnaître des antigènes viraux à de faibles concentrations (Lissina et al., 2016). A 

la lumière de ces observations, nous nous sommes posés les questions suivantes : les peptides 

dérivés d’ARFs sont-ils reconnus par les lymphocytes T CD8+ ou CD4+ ? Et quelle est la qualité 

fonctionnelle de ces réponses ? Pour caractériser les propriétés phénotypiques et 

fonctionnelles des réponses spécifiques des peptides dérivés d’ARFs nous avons effectué un 
marquage externe des molécules CD4 et CD8 et intracellulaire des cytokines (ICS) Mip1β, IFN, 
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IL2, CD107a et TNFα après 12 jours de culture in vitro. Nos résultats montrent que la majorité 

ces réponses est médiée par les LTs CD4+. Nous mettons également en évidence que les 

réponses T CD8+ et CD4+ spécifiques de peptides dérivés d’ARFs sont polyfonctionnelles, avec 
la sécrétion d’au moins 3 cytokines simultanément. 

Chez l’ensemble des donneurs, nous avons observé que la majorité des réponses dirigées 
contre les peptides dérivés d’ARFs sont médiées par les LTs CD4+. Il est intéressant de noter 

que les réponses CD8+ spécifiques de peptides dérivés d’ARFs sont uniquement observées 
chez les EC. Nous avons été surpris de constater une prédominance de la réponse T CD4+ 

spécifique des peptides dérivés d’ARFs. Il n’est pas exclu que l’expansion in vitro introduise un 

biais technique en favorisant la prolifération et la différentiation de LTs CD4+. En effet, l’IL-2 

pourrait jouer un rôle dans la génération ex vivo de LTs CD4+ cytotoxiques (CTL) à partir de 

PBMCs (Zheng et al., 2007, 2008). Néanmoins, les peptides synthétiques utilisés dans nos 

expériences ont une taille moyenne de 18 acides aminés et peuvent donc fixer le sillon des 

molécules HLA de classe II. D’autre part, il a été récemment révélé dans le domaine du cancer 

que les cellules T CD4+ reconnaissent également des peptides dérivés de CDS non annotés et 

des néoantigènes, et que cette reconnaissance est associée à une régression de la maladie 

(Tran et al., 2014; Malandro et al., 2016; S. Liu et al., 2019; Cachot et al., 2021). Notamment, un 

certain nombre d’études ont montré une surreprésentation de la réponse T CD4+ spécifique, 

pouvant aller jusqu’à 67,5% des réponses totales, après vaccination avec des néoantigènes 

(Kreiter et al., 2015; Ott et al., 2017; Sahin et al., 2017; Sonntag et al., 2018; S. Liu et al., 2019; 

Hu et al., 2021). Il en est de même dans le modèle d’infection à HCMV où Ingolia et al ont mis 

en évidence une prévalence de réponses T CD4+ spécifiques de peptides dérivés de longs ARN 

(lncRNA) non codants (Ingolia et al., 2014). Enfin, les études précédentes sur la capacité des 

LTs à reconnaître des peptides dérivés d’ARFs du VIH se sont exclusivement focalisées sur la 
réponse T CD8+, en étudiant les polymorphismes des séquences virales associées uniquement 

aux molécules HLA de classe I par exemple, ce qui pourrait expliquer pourquoi des réponses T 

CD4+ dirigées contre des peptides dérivés d’ARFs du VIH n’ont pas été précédemment 

rapportées (Cardinaud et al., 2004; Maness et al., 2007; Garrison et al., 2009; Bansal et al., 2010, 

2015, 2015; Berger et al., 2010, 2015; Champiat et al., 2012; Ternette et al., 2016; Peng et al., 
2018).  

Nous montrons que 80% des réponses T CD4+ et CD8+ spécifiques des peptides dérivés d’ARFs 
présentent un profil trifonctionnel. En outre, certains peptides induisent même une réponse T 

ayant plus de fonctions que certaines réponses spécifiques de peptides dérivés d’ORFs. Chez 
l’un des trois donneurs pour lesquels une réponse T CD4+ spécifique de YSL-I est détectée, la 

fréquence des cellules T CD4+ sécrétant 4 cytokines est supérieure à celle observée pour la 

réponse spécifique au peptide dérivé de Env. Bien que la fréquence des cellules T CD4+ et CD8+ 

qui sécrètent simultanément 5 cytokines (ou pentafonctionnelles) soit supérieure suite à une 

stimulation antigénique par des peptides dérivés d’ORFs plutôt que d’ARFs, il n’y a pas de 
différence notable dans la capacité des cellules T CD4+ et CD8+ à sécréter au minimum 3 

cytokines simultanément. De plus, nous observons une similitude des profils cytokinique entre 

les cellules T CD4+ et CD8+ dirigées contre les peptides dérivés des ARFs et ORFs. Il est difficile 

de comparer la polyfonctionnalité observée chez les EC à celles des ART, au vu de notre faible 
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échantillonnage. Selon les données de la littérature disponibles sur les peptides dérivés d’ORFs, 
on s’attendrait à observer une réponse plus polyfonctionnelle chez les EC que chez les ARFs, 

majoritairement caractérisés par une réponse monofonctionnelle. De manière générale, nos 

résultats sont encourageants sachant que la polyfonctionnalité corrèle mieux à la diminution 

de la charge virale que la fréquence des réponses T.  

Notre étude met en évidence une réponse polyfonctionnelle contre les peptides dérivés 

d’ARFs, qui partage des caractéristiques fonctionnelles similaires avec les réponses spécifiques 
des peptides dérivés d’ORFs. Cependant, il convient de nuancer notre propos : après 12 jours 

de culture, la notion de polyfonctionnalité est relative. C’est pourquoi, nous sommes en train 
d'analyser la polyfonctionnalité ex vivo de certaines réponses spécifiques de peptides dérivés 

d’ARFs, afin de consolider nos affirmations et d'évaluer une fréquence des cellules T spécifiques 

qui se rapproche au plus près des phénomènes in vivo. Nous envisageons également d’évaluer 
la capacité à lyser les cellules infectées de certaines réponses T spécifiques de peptides dérivés 

d’ARFs. 

Puisque l’avidité du TCR est corrélée à la polyfonctionnalité de la réponse, nos observations 

semblent indiquées une haute avidité des TCR des lymphocytes T spécifiques des peptides 

dérivés d’ARFs (Almeida et al., 2007, 2009; Iglesias et al., 2011; Lissina et al., 2016). La mesure 

de l’EC50 ainsi qu’un séquençage single-cell peuvent être envisagés sur les cellules T 

spécifiques triées, pour déterminer l’avidité et le clonotype des TCR de cellules spécifiques de 

peptides dérivés d’ARF.  

6. Perspectives sur les ARFs du VIH : un modèle 
exploratoire 

Les résultats de notre étude mettent en lumière la grande diversité de codage du VIH. Nous 

démontrons que des ARFs sont activement traduits au sein des lymphocytes T CD4+ infectés, 

et que ces séquences codent des polypeptides viraux reconnus par les lymphocytes T. Ces 

résultats soulèvent beaucoup de questions fondamentales et conceptuelles sur les mécanismes 

d’expression et les intérêts biologiques à traduire des régions génomiques alternatives. Nos 

données confirment le précepte selon lequel les sORFs non annotés et présumés non codants 

ont un rôle en tant que source antigénique (Apcher et al., 2011, 2022; Apcher, Daskalogianni 

and Fåhraeus, 2015; Laumont et al., 2018; Smith et al., 2018; Zhang et al., 2019; Erhard et al., 
2020; Yewdell and Hollý, 2020; Ruiz Cuevas et al., 2021; Weingarten-Gabbay et al., 2021; Chong, 

Coukos and Bassani-Sternberg, 2022; Ouspenskaia et al., 2022; Schlesinger and Elsässer, 2022; 

Wright et al., 2022).  

6.1 Réservoir antigénique : cause ou conséquence de la traduction des 
régions non codantes ?  

Le réservoir antigénique que représente les peptides dérivés d’ARFs est-il une cause ou une 

conséquence de la traduction des régions non codantes ? Il est important d’explorer cette 
question afin de mieux comprendre l’impact de la modulation de l’expression des gènes sur la 
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réponse immunitaire, quelle fasse suite à une infection virale ou à une rupture de 

l’homéostasie.  

En me basant que les concepts décrits dans la littérature, je propose les modèles suivants qui 

sont schématisés en Figue 53 :  

Les conséquences 

La traduction pervasive des régions non codantes permettrait au virus la création d’une réserve 

de polypeptides non fonctionnels et déstructurés. Au cours du temps, la sélection de certains 

polypeptides donnerait naissance à de nouveaux gènes ou permettrait leur intégration dans 

les protéines virales préexistantes. La traduction pervasive assurerait l’évolution et la diversité 

du VIH en permettant l’émergence de nouvelles protéines virales fonctionnelles et structurées. 

Cependant, lors de la traduction pervasive, un grand nombre de ces polypeptides ne seraient 

pas sélectionnés mais dégradés et présentés par les molécules du CMH à la surface de la cellule 

infectée. L’avantage génomique serait donc contre balancé par une exposition et une 

reconnaissance par le système immunitaire. Selon ce modèle, la protéine ASP serait l’exemple 

illustrant l’émergence d’un gène viral de novo. Des études doivent encore être menées pour 

déterminer ses fonctions dans le cycle réplicatif, mais ASP est foldable ce qui lui permet un 

ancrage à la membrane plasmique. La présence de groupements hydrophobes est d’ailleurs 

l’une des caractéristiques observées dans les protéines virales fonctionnelles issues de sORFs, 

telles que les viroporines Vpu et M2, issue des virus VIH et IAV, respectivement (DiMaio, 2014; 

Sze and Tan, 2015; Finkel, Stern-Ginossar and Schwartz, 2018). 

Figure 53. Les ARFs du VIH : résultats du projet et modèles proposés 
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Dans un contexte où le stress induit par l’infection modulerait la traduction des uORFs pour 
favoriser l’expression des gènes viraux, là encore, l’effet bénéfique serait diminué par la 
reconnaissance des peptides issus de uORFs par les cellules T.  

Les causes  

Le Dr Yewdell avance que le réservoir immunologique est l’une des causes de la traduction non 
canonique. Selon sa théorie, une sous-population de ribosome spécialisée dans la synthèse 

des DRiPs, appelée immunoribosome, assurerait l’immunosurveillance en fournissant des 
peptides non canoniques pour présentation par les molécules du CMH-I (Yewdell, 2002; Antón 

and Yewdell, 2014; Yewdell and Hollý, 2020; Dersh, Hollý and Yewdell, 2021). Cette hypothèse 

est plausible quand on sait que l’hétérogénéité de la composition des ribosomes permet une 
sélection différentielle des transcrits pour la traduction, et que la déplétion d’une ou plusieurs 
protéines ribosomales confère aux ribosomes des fonctions distinctes (Dinman, 2016; Shi et al., 
2017; Wei et al., 2019). Ce postulat peut donc être généralisé au contexte infectieux. Les 

immunoribosomes, en traduisant des régions génomiques qui ne correspondent pas à des 

CDS, permettraient une stimulation antigénique du système immunitaire avant même la 

traduction des protéines virales canoniques. Les immunoribosomes seraient un mécanisme à 

part entière de défense en alertant rapidement le système immunitaire du danger en traduisant 

des DRiPs, ici définis en tant que produits issus de la traduction de régions non codantes. Une 

étude sur le virus de l'EBV a mis en évidence l'existence d'une protéine virale nommée EBNA1 

capable d'inhiber sa traduction et sa dégradation par le protéasome, bloquant ainsi la 

production des DRiPs de EBNA1 (Apcher, Fahraeus and Manoury, 2004). Ces travaux suggèrent 

que le VIH pourrait également développer des mécanismes pour inhiber la traduction des 

DRiPs viraux. 

La question que l’on peut se poser est si la génération de DRiPs ne pourrait pas être la 

conséquence d’un biais de codon ? En effet, comme nous l’avons vu précédemment, le profil 
des codons impact la biosynthèse des protéines. La présence de codons suboptimaux aux sites 

importants de structures permet un ralentissement de la traduction qui facilite le repliement 

correct des protéines (Thanaraj and Argos, 1996). L’optimisation des codons dans ces régions 

entraine la production de protéines non structurées et non fonctionnelles qui sont dégradées 

rapidement (Hanson and Coller, 2018). Il est important de noter que l’optimisation des codons 
effectuée dans la stratégie du vaccin trivalent de Merck entraîne une augmentation des 

évènements non canoniques de traduction (Bansal et al., 2010). Finalement, le biais de codon 

pourrait être un des mécanismes utilisés par l’immunoribosome qui sélectionnerait des régions 
génomiques riches en codons optimaux.   

Une autre cause générant la traduction de régions génomiques non canoniques pourrait être 

la pression de sélection médiée par le système immunitaire, les traitements antirétroviraux 

(TARVs), et les ARN non codants de l’hôte tels que les miRNA. A cet égard, on pourrait 
s’attendre à ce que les mutations d’échappement générées par la pression immunologique ou 
médicamenteuse in vivo, en perturbant les trois phases de lecture, facilite l’expression d’ARFs 
ou d’autres produits de traduction non canoniques.  
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En attendant avec impatience de nouvelles études qui répondront à ces différentes 

interrogations, j’aime l’idée que ces mécanismes puissent coexister, et qu’il serait davantage 
question d’une continuelle balance bénéfices-risques entre les mécanismes viraux et ceux de 

défenses de l’hôte.  

6.2 Réponses lymphocytaires T spécifiques des peptides dérivés d’ARFs et 
présentation antigénique  

Notre étude démontre que les peptides dérivés d’ARFs sont majoritairement reconnus par les 
LTs CD4+. Il serait intéressant de caractériser davantage leurs phénotypes : à quelle sous-

population appartiennent-ils ? Quels sont leur état d’activation, d’épuisement et de 
sénescence ?  

Il est stimulant d’envisager une prévalence d’une sous-population de LTs CD4+ CTLs dans la 

reconnaissance des peptides dérivés d’ARFs. Ce postulat se justifie par la présence d’un profil 
cytokinique dominé par la sécrétion de CD107a, IFN, et TNFα (Appay et al., 2002; Zaunders et 
al., 2004, 2005; Couturier et al., 2014). Nos données sont néanmoins trop préliminaires pour 

affirmer une sécrétion d’IL2 restreinte aux T CD4+ CD107a-, qui serait un phénotype compatible 

avec un profil cytokinique (Appay et al., 2002). Dans l’étude de Johnson et al, les LTs CD4+ 

spécifiques du VIH CD107a+ et IFN+, ont présenté un profil transcriptionnel et une activité 

suppressive similaire aux LTs CD8+ (Johnson et al., 2015). L’induction d’une réponse T CD4+ CTL 

suite à une stimulation antigénique par les peptides dérivés d’ARFs représenterait une 
perspective thérapeutique encourageante puisque : 1) les CD4+ CTLs sont détectés en phase 

aigüe et chronique d’infection, 2) les EC montrent une fréquence des CD4+ CTLs circulants plus 

élevée, 3) les individus ayant une fréquence plus élevée de CD4+ CD57+ ou granzyme A+ ont 

une progression vers la maladie plus lente.  

Outre les sous-populations lymphocytaires T impliquées, les voies de présentation 

antigéniques des peptides dérivés d’ARFs restent entièrement à définir. Il y a de fortes 
probabilités que les diverses voies alternatives de présentation des antigènes jouent un rôle 

dans l’initiation de la réponse adaptative par les DCs. L’activation d’une réponse CD4+ et CD8+ 

spécifiques de peptides dérivés d’ARFs permet de proposer les modèles suivants : 

A) Présentation des peptides dérivés d’ARFs par les molécules du CMH-I :  

a. Lorsque les DCs sont infectées de manière productive, les peptides endogènes 

sont chargés sur les molécules du CMH-I par la voie canonique (i.e. dégradation 

des protéines par le système UPS, import dans le RE via les protéines TAP, 

digestion et chargement du peptide par les protéines du PLC, export à la 

membrane plasmique par la voie sécrétoire). 

b. Les peptides dérivés d’ARFs sont présentés par les molécules du CMH-I par le 

biais de la présentation croisée suite à la capture de virions ou de cellules 

infectées par les DCs. 

B) Présentation des peptides dérivés d’ARFs par les molécules du CMH-II : 

a. Les peptides dérivés d’ARFs sont internalisés par les DCs puis pris en charge par 

les différents acteurs de la voie de présentation des antigènes de classe II (i.e. 
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endocytose des peptides, fusion des endosomes précoces avec des lysosomes, 

acheminement au MIIC, digestion du peptide et chargement du peptide par 

l’activité des cathepsines et HLA-DM, export à la membrane plasmique par des 

vésicules de transports). 

b. Dans les DCs infectées, les peptides issus de la néosynthèse de protéines virales 

peuvent être chargés sur les molécules du CMH-II selon diverses voies 

alternatives de chargement : le chargement dans les endosomes tardifs ou le RE 

indépendant ou dépendant de TAP et HLA-DM, l’autophagie ou via l’implication 
du récepteur autophagique TAX1BP1 (Coulon et al., 2016; Purnima, Ganesan 

and Eisenlohr, 2017; Sarango et al., 2022).  

Etant donné que seulement 1 à 3% des DCs sont infectées de manière productive par le VIH 

(Smed-Sörensen et al., 2005), je privilégierais l’implication de la voie de présentation croisée 

ainsi que la voie canonique dans la présentation des peptides dérivés d’ARFs par les molécules 
du CMH-I et -II, respectivement. En effet, la présentation croisée du VIH par les DCs est 

largement documentée dans la littérature (Moris et al., 2006b; Rodriguez-Plata et al., 2012; 

Dinter et al., 2015; Boucau and Le Gall, 2019; Martín-Moreno and Muñoz-Fernández, 2019). 

Dans l’optique où les peptides dérivés d’ARFs seraient internalisés dans la particule virale, la 
fusion des lysosomes avec les corps multivésiculaires formés suite à l’endocytose du virus par 
les DCs, permettrait également la liaison des peptides aux molécules du CMH-II et la 

présentation croisée par les molécules du CMH-I.   

6.3 Les applications thérapeutiques 

L’utilisation des peptides dérivés d’ARFs en tant que cibles thérapeutiques est une perspective 

encourageante, qui a prouvé et mérité sa place « autour de la table » des candidats vaccins. 

Dans le domaine du cancer, une récente étude a mis en évidence que 85% des produits de 

traduction ne sont pas annotés dans la base de donnée du génome humain, et que la moitié 

d’entre eux codent des produits de traduction alternatifs (Ingolia, Hussmann and Weissman, 

2019; Ruiz Cuevas et al., 2021). De plus, Khurana et al ont également montré que 99% des 

mutations associées aux tumeurs ont lieux dans les régions non codantes (Khurana et al., 2016). 

Toutes les études discutées dans ce manuscrit démontrent l’implication des régions 
génomiques non codantes dans les divers processus immunologiques et virologiques. Ces 

travaux représentent une avancée significative dans notre compréhension de la génomique et 

des pathologies. Il semble évident que l’entière potentiel des régions non codantes en tant 
que cibles thérapeutiques n’est pas suffisamment exploité dans le domaine des infections 

virales, contrairement à la cancérologie où l’utilisation des néoantigènes en tant 
qu’immunothérapie a fait ses preuves (Bassani-Sternberg et al., 2016; Brennick et al., 2017; 

Verdegaal and van der Burg, 2017; Bobisse et al., 2018; Arnaud et al., 2021; Chen et al., 2021; 

Dersh, Hollý and Yewdell, 2021; Jürgens and Wethmar, 2022). L’ensemble de nos travaux élargit 
la liste des polypeptides viraux conservés qui pourraient être des cibles potentielles pour les 

stratégies HIV cure. La démonstration d’une initiation de réponses T CD4+ et CD8+ par les 

peptides dérivés d’ARFs est d’autant plus avantageuse. Bien que l’on connaisse l’importance 
d’initier une réponse T CD8+ notamment dans les stratégies HIV cure, les preuves que la 

réponse CD4+ CTL est un composant majeur de l’immunité protective contre les infections 
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virales s’additionnent (Juno et al., 2017). Dans l’essai RV144, bien que l’efficacité protective 
partielle semble associée à l’induction d’anticorps spécifiques, des cellules T CD4+ mémoires 

polyfonctionnelle spécifiques de Env ont été détectées, et caractérisées par une forte 

expression de CD107a et une activité cytotoxique testée ex vivo (Rerks-Ngarm et al., 2009; de 

Souza et al., 2012; Haynes et al., 2012; Lin et al., 2015). S’il s’avère que les réponses T CD4 
dirigées contre les peptides dérivés d’ARFs soient cytotoxiques, cela renforcerait d’autant plus 
l’intérêt à les intégrer dans des essais vaccinaux. 

A l’image de l’utilisation des néoantigènes dans les immunothérapies du cancer, les peptides 
dérivés d’ARFs du VIH pourrait être utiliser en tant que vaccin peptidique, à ARN, ou en ciblant 

les DCs. Dans cette dernière approche, le candidat vaccin prophylactique « CD40.HIVRI.En », 

qui est un anticorps monoclonal spécifique du récepteur CD40 couplé à un épitope de 

l’enveloppe du VIH montre des résultats prometteurs avec des réponses immunes précoces, 

fortes, et durables (Cheng et al., 2018; Godot et al., 2020; Ceglia et al., 2021; Pastor et al., 2022). 

La conception d’un tel vaccin permet d’élargir la gamme des réponses induites en changeant 
ou combinant la nature de(s) l’épitope(s) couplé(s).  

L’épitope YSL-I parait être un candidat vaccin prometteur, de par sa forte conservation, sa 

localisation au sein du site actif de la transcriptase inverse soumit à la pression de sélection 

positive, et de la fréquence et polyfonctionnalité des réponses T spécifiques in vitro. Des 

expériences de réponse immunitaire thérapeutique du peptide YSL-I en modèle souris 

humanisées mériteraient d’être entreprises.    
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CONCLUSION 

GÉNÉRALE 
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L’étude du génome non codant connait un réel essor depuis ces dix dernières années grâce à 
l’utilisation de méthodes à grande échelle de omiques, telles que la transcriptomique, le 

ribosome profiling, la protéomique, et l’immunopeptidomique. Ces méthodes ont permis de 
mettre en évidence le rôle des ARN dits non codants dans la régulation de l’expression des 
gènes, l’évolution génomique, le développement embryonnaire, la régulation de processus 

biologique et dans l’immunité en tant que source antigénique. Dans le cas du cancer et de 

certaines infections virales, des peptides issus de la traduction non canonique de ces séquences 

présumées non codantes sont présentés par les molécules du CMH et reconnus par les 

lymphocytes T.  

Dans ce travail de thèse, nous avons donc adopté une approche similaire à grande échelle 

appliquée à l’infection à VIH. Contrairement à certains virus pour lesquels le ribosome profiling 

a permis d’établir une liste exhaustive des ARN activement traduits au sein des cellules 
infectées, aucune démonstration n’avait été faite pour le génome du VIH.  

Le ribosome profiling réalisé sur des cellules T CD4+ infectées par le VIH a permis la mise en 

évidence de la traduction d’une centaine de cadre alternatifs de lecture (ARFs). Les ARFs du 

VIH sont répartis sur l’ensemble du génome viral, et une signature traductionnelle est 

également identifiée dans la région 5’ UTR. La séquence en acide aminé des ARFs est 

hautement conservée au sein des souches circulantes du clade B et C du VIH, certaines 

présentant même une conservation supérieure à celle de l’ORF chevauchante. A l’aide deux 
approches complémentaires, biochimique et cellulaire, j’ai pu montré que des polypeptides 

viraux sont exprimés à partir ces ARF, dont près de 50% reconnus par les PBMCs d'individus 

infectés. Les peptides reconnus par les cellules T dérivent d’ARFs de toutes les régions 

génomiques, y compris la région 5’ UTR. Les réponses T spécifiques de peptides dérivés d’ARFs 
sont observées aussi bien chez les individus sous traitement que chez les Elite Controllers, avec 

la majorité des réponses T spécifiques médiées par des lymphocytes T CD4+ polyfonctionnels 

sécrétant au moins 3 cytokines simultanément.  

Notre étude établit un lien direct entre la traduction de l’ARNm non canonique du VIH et la 
présentation antigénique. Les peptides dérivés d’ARFs découverts étendent la liste des 
polypeptides viraux conservés qui pourraient être ciblés par des stratégies de vaccination 

efficaces et durables contre le VIH. Ces résultats remettent en question l’idée préconçue de « 

l’ADN poubelle », et soulignent les rôles biologiques et thérapeutiques des événements de 

traduction non canoniques et des régions non codantes. En conséquence, il est possible que 

les ARFs du VIH soient tout aussi polyvalents que les séquences canoniques, et qu'un répertoire 

immunologique plus vaste reste à explorer. Ces découvertes offrent une lueur d'espoir dans la 

lutte contre le VIH. 
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Mise en contexte et contribution aux travaux publiés en 
collaboration : Labaronne et al. (Annexe 4) 

L’équipe du Dr Ricci s’est intéressée à caractériser l’impact de l’infection à VIH sur le 
transcriptome et translatome de la cellule hôte. Ils ont ensuite identifié les signatures 

traductionnelles dans la région 5’ UTR des transcrits viraux dans le but d’identifier des petits 
cadres ouverts de lectures appelés uORFs (upstream open reading frames). Enfin, l’équipe a 
évalué l’effet de la dead-box hélicase DDX3, connue pour lever l’inhibition de la traduction 
médiée par les uORFs et favoriser la traduction de la CDS en aval, sur la régulation des transcrits 

du VIH.  

Par des expériences de omiques et de biochimies, Labaronne et al montrent que l’infection à 
VIH impacte fortement la transcription des gènes cellulaires mais la modulation de la 

traduction n’est restreinte qu’à un groupe de transcrits. Les transcrits impliqués dans la 

biosynthèse des protéines ribosomales ont une expression diminuée, ce qui suggérait une 

réponse cellulaire au stress induit par l’infection, tandis que ceux intervenant dans la réponse 
immune et le métabolisme sont augmentés. L’analyse du ribosome profiling a différents points 

de suivi révèle une traduction de la région 5’UTR tout au long de l’infection. En combinant des 

expériences de ribosome profiling en présence d’un inhibiteur de la traduction et en utilisant 

des gènes rapporteurs où les putatifs codons d’initiation non-AUG ont été mutés, les auteurs 

démontrent que de nombreux uORFs initient leur traduction par le biais de codon non-AUG. 

Pour finir, les auteurs montrent que les uORFs du VIH exercent une activité de répression de la 

traduction sur la CDS en aval, et que cette inhibition est modulée par l’activité de DDX3.   

Ma contribution à ces travaux a été d’apporter la preuve que les uORFs ont la capacité à coder 
des polypeptides viraux. Cette partie de l’étude s’est focalisée sur les uORFs communs aux deux 
jeux de données de ribosome profiling, c’est-à-dire celui obtenu par notre laboratoire et celui 

obtenu par Labaronne et al. Les peptides dérivés de uORFs ont été sélectionnés sur la base 

différents paramètres, notamment la conservation des séquences parmi les isolats du VIH, et 

plus important encore, sur la prédiction de leur capacité à fixer des allèles fréquents des 

molécules du CMH. Parmi les 7 peptides synthétisés, 5 ont été reconnus par les PBMCs 

d’individus infectés. De manière remarquable, trois individus sur les sept testés ont montré des 
réponses T spécifiques dirigées contre les peptides dérivés de uORFs. Certaines réponses 

montraient des magnitudes équivalentes aux réponses induites par les peptides dérivés 

d’ORFs.  
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Abstract

Human immunodeficiency virus type-1 (HIV-1) is a complex retrovirus which relies on alternative

splicing,  translational  and  post-translational  mechanisms  to  produce  more  than  15  functional

proteins from its single ~10kb transcriptional unit. Here, we have applied ribosome profiling and

nascent  protein  labeling  at  different  time  points  during  infection  of  CD4+  T  lymphocytes  to

characterize  the  translational  landscape  of  cellular  and  viral  transcripts  during  the  course  of

infection. Our results indicate a strong impact of viral infection on host cellular transcript levels but

a  modest  impact  on  global  translation  rates.  Analysis  of  ribosome  profiling  reads  from  viral

transcripts reveals extensive and productive non-AUG translation of small peptides from multiple

upstream open reading-frames (uORFs) located in the 5’ long terminal repeat. Remarkably, these

uORFs derived peptides  elicit  specific T cell  responses in HIV-infected individuals.  uORFs are

conserved among other retroviruses and, together with the TAR sequence, condition the dependency

on DDX3 for efficient translation of the main viral open-reading frames. 

Introduction
HIV-1 is a single-stranded, positive-sense, diploid and enveloped RNA virus that belongs to the

Retroviridae family. Upon infection, the genomic RNA is reverse-transcribed into a double-stranded

DNA molecule that is then integrated into the host cell genome as a provirus or in some instances

remains unintegrated in a circular form. The provirus DNA (integrated or circular) is transcribed by

host RNA polymerase II (Pol II) into a single capped and polyadenylated RNA. Like other complex

retroviruses,  this  single  RNA species  undergoes  extensive  alternative  splicing  to  produce  a

multitude of matured transcripts coding for regulatory proteins in addition to the canonical Gag, Pol

and Env proteins (Emery et al., 2017; Nguyen Quang et al., 2020; Ocwieja et al., 2012). Alternative

splicing of the viral transcript and expression of the different viral proteins is temporally regulated

during  the  course  of  infection.  Fully  spliced  transcripts  coding  for  regulatory  proteins  are

preferentially  exported  to  the  cytoplasm during  early  stages  of  the  replication  cycle.  Partially

spliced mRNAs and the unspliced genomic RNA (the latter also coding for Gag and Gag-Pol) are

preferentially exported at late stages of the replication cycle through a process that requires the viral

encoded protein Rev (Felber et al., 1989).

Translation of viral transcripts is also tightly regulated during the replication cycle through multiple

mechanisms  of  translation  initiation  for  both  the  unspliced  genomic  RNA and  several  spliced

variants (de Breyne and Ohlmann, 2018; Guerrero et al., 2015; Jaafar and Kieft, 2019). Indeed, the

5’ untranslated region (UTR) of viral transcripts is relatively long (>300 nucleotides) and contains

several extensive RNA structures (such as TAR, Poly(A), PBS and the packaging signal stem-loops)

that are essential at different steps of the replication cycle but may represent an obstacle for 43S
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ribosomes to bind viral mRNAs and reach the translation start codon (Ricci et al., 2008a). As such,

internal ribosome entry sites (IRESes) have been described in the 5’UTR of unspliced and some

spliced viral transcripts as well as in the coding region of Gag for unspliced RNAs (Brasey et al.,

2003; de Breyne and Ohlmann, 2018; Daudé et al., 2016; Deforges et al., 2017; Herbreteau et al.,

2005; Locker et al., 2011; Plank et al., 2013; Ricci et al., 2008b; Vallejos et al., 2012). Furthermore,

the viral protease encoded from the full-length RNA is capable of mediating proteolytic cleavage of

the translation initiation factors eIF4G, eIF4G2 and PABP, which inhibits cap-dependent translation

and 43S ribosomal scanning  (Alvarez et  al.,  2003; Castelló et  al.,  2009; Ohlmann et al.,  2002;

Prévôt et al., 2003; Ricci et al., 2008b; Ventoso et al., 2001). Translation initiation on viral RNAs

can also occur through a cap-dependent process that is facilitated by many host proteins including

RNA helicases and RNA binding proteins that facilitate recruitment and scanning of 40S on viral

transcripts (Bolinger et al., 2010; de Breyne and Ohlmann, 2018; Chatel-Chaix et al., 2004; Dugré-

Brisson et al., 2004; García-de-Gracia et al., 2021; Hartman et al., 2006; Ramos et al., 2021; Singh

et al., 2022; Soto-Rifo et al., 2012, 2013). Translation of the full-length RNA is also regulated at the

elongation step, through a frameshifting signal which allows the expression of the structural Gag

polyprotein and the fusion Gag-Pol polyprotein that contains viral proteins with enzymatic activity

such as the protease, reverse-transcriptase and integrase (Jacks et al., 1988).

The  regulation  of  viral  protein  translation  has  a  strong  influence  on  the  initiation  of  immune

responses to the virus, specifically on T cell mediated immunity. T cells recognize, on infected cells,

virus-derived  peptides  presented  by  major  histocompatibility  complex  (MHC)  molecules.  In

particular,  CD8+ T cells  recognize viral  peptide,  presented by MHC class-I molecules,  that are

derived  from the  processing,  by  proteasomes,  of  the  native  viral  proteins  and/or,  misfolded or

truncated  viral  polypeptides  (Wei  et  al.,  2019;  Yewdell,  2020).  There  is  a  direct  link  between

translation, protein degradation and the loading of MHC-I molecules  (Erhard et al., 2020; Pierre,

2009; Wei et al., 2019), in particular in HIV-infected cells  (Casartelli et al., 2010; Schubert et al.,

2000).  Interestingly, CD4+ T cells can also recognize HIV peptides, presented by MHC class-II

molecules, that are derived from newly synthetized viral proteins (Coulon et al., 2016).

Translation  of  HIV-1  and  closely  related  lentiviruses  has  been  mainly  studied  using  in  vitro

translation  extracts  or  reporter  constructs  that  have  been  instrumental  to  uncover  the  many

mechanisms governing HIV-1 expression. However, a global view of the expression and translation

of viral transcripts during a productive replication cycle is still missing. Here, we have performed

ribosome profiling and RNA sequencing from cytoplasmic extracts obtained from infected cells and

cells  with a  latent  HIV-1 infection  in  which the  replication  cycle  is  coordinately  induced.  Our

results  highlight  the  temporal  regulation  of  expression  and  translation  of  viral  and  cellular

transcripts and indicate a modest impact of infection on overall cellular translation rates. Ribosome
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profiling data reveals extensive non-AUG translation events from upstream open reading frames

(uORFs) located in the 5’UTR of spliced and unspliced viral mRNAs. We further demonstrate that

uORFs negatively modulate translation from the main viral ORFs. We then searched for cellular

factors that might alleviate the negative effect exerted by uORFs on translation of viral proteins

from canonical ORFs and identified the host DEAD-box protein DDX3, which is implicated in

regulating  uORF translation  (Calviello  et  al.,  2021;  Chen et  al.,  2018a;  Guenther  et  al.,  2018;

Linsalata et al., 2019) as well as translation of HIV-1 viral transcripts (Soto-Rifo et al., 2012, 2013).

We demonstrate that DDX3 requirement for efficient expression of HIV-1 viral transcripts alleviates

the negative effect that uORFs exert on translation of viral proteins from canonical ORFs. uORF

translation from viral transcripts also occurs in the closely related lentivirus HIV-2 and in the more

phylogenetically distant retrovirus HTLV-1 (Human T Lymphotropic Virus 1), suggesting that it

may be a conserved feature among retroviruses. Finally, using IFN ELISPOT assays in PBMCs

from HIV-1 infected individuals, we can detect specific T cell responses directed against uORF-

derived  peptides  thus  indicating  that  uORFs  encode  MHC-ligands  with  potential  relevance  in

mediating an immune response against infected cells in vivo.

Results

HIV-1 infection induces changes in abundance and translation of specific host mRNAs

Infection  with  HIV-1 has  been previously proposed to  down-regulate  cap-dependent  translation

through the cleavage of translation initiation factors and the arrest of infected cells in G2-M phase

(Alvarez et al., 2003; Castelló et al., 2009; Ohlmann et al., 2002; Sharma et al., 2012; Ventoso et al.,

2001).  However,  this  has  mainly  been  tested  under  over-expression  of  the  viral  protease  or

transfection of plasmids coding for the infectious provirus. A global assessment of cellular and viral

translation at the transcriptome-wide scale under productive infection is still missing. To monitor

the impact of HIV-1 infection on gene expression, we infected SupT1 CD4+ T cells with HIV-1

(NL4-3  strain)  to  obtain  more  than  90% of  cells  expressing  p24,  24  hours  after  infection,  as

measured by flow cytometry analysis (Supplementary Figure 1A). Mock-infected cells were grown

in parallel as a control. Cytoplasmic lysates from HIV-1 and mock-infected cells were recovered at

0,  1,  12,  24  and  36  hours  post  infection  (hpi)  to  monitor  changes  in  cytoplasmic  transcript

abundance and ribosome loading by RNA-seq and Ribosome Profiling (Ribo-seq),  respectively

(Figure  1A).  For  time  course  experiments,  micrococcal  nuclease  was  used  to  obtain  ribosome

footprints instead of RNase I, which has been shown to lead to ribosome degradation (Cenik et al.,

2015;  Gerashchenko and Gladyshev,  2017;  Ricci  et  al.,  2014).  However,  because tri-nucleotide
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periodicity is not as clear when working with micrococcal nuclease, samples at 24hpi were also

prepared  with  RNase  I  in  order  to  track  the  reading  frame  of  ribosomes  more  accurately

(Supplementary figure 1B).

Comparison of RNA-seq and Ribo-seq reads at 1hpi indicates that infection induces a mild (less

than two-fold) but significant change in the abundance of a handful of cellular transcripts (Figure

1B,  Top-left  panel).  However,  their  ribosome-loading is  not  affected,  indicating  that  they  have

probably not engaged efficiently with the translation machinery or that the cell is buffering their

expression at the translational level. At 12hpi, the overall distribution of RNA-seq and Ribo-seq

reads correlates well and indicates global but mild (mostly not-significant) changes in transcript

abundance (Figure 1B, Top-right panel). At 24 and 36hpi, we observed a strong and global effect on

gene expression, with thousands of cellular transcripts being differentially expressed (Figure 1B,

Bottom  panels).  Surprisingly,  most  changes  are  driven  at  the  level  of  cytoplasmic  transcript

abundance (which can result from changes in transcription, nuclear export or transcript stability),

with only a minor subset of genes (423 in total) being regulated at the translational level 36hpi.

To perform differential  gene expression  and  gene-ontology analysis,  we further  used  ribosome

profiling reads. Indeed, these correspond to the combination of transcript abundance and ribosome

loading and should therefore better correlate with protein output than RNA-seq reads. Supporting

this hypothesis, we found that quantifying gene expression with Ribosome profiling data correlates

better with proteomics data of HIV-infected SupT1 cells  (Golumbeanu et al., 2019) than RNAseq

datasets (Supplementary Figure 1C). Gene ontology analysis on up-regulated genes at 36hpi shows

an enrichment for proteins involved in cell communication, signaling, immune system processes,

and cholesterol pathway, among others (Figure 1C). Down-regulated genes are enriched in RNA

splicing, rRNA processing, ribosomal large and small subunit biogenesis, interleukin-7-mediated

pathway, cell cycle,  regulation of translation, IRES-dependent viral translation initiation (Figure

1C).  Gene ontology analysis performed on differentially translated transcripts (423 genes in total

36hpi,  301  up-regulated  and  122  down-regulated)  did  not  show  any  enrichment  of  specific

functional category.  Nevertheless, down-translated genes have significantly lower GC content in

their  CDS  and  longer  CDS  than  control  genes  and  vice  versa  for  up-translated  genes

(Supplementary Figure 1D). This suggests a possible role of the endogenous host restriction factor

Schlafen 11 (SLFN11), which inhibits HIV-1 replication through GC content and codon-usage (Li

et al.,  2012). Further analysis of the abundance of differentially expressed transcripts across all

time-points indicate that most genes display a gradual trajectory, with mild but coherent changes in

cytoplasmic  abundance  at  12hpi,  which  become  more  pronounced  as  infection  progresses

(Supplementary Figure 1E).
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Global translation rates are modestly affected by HIV-1 infection

In  the  absence  of  synthetic  exogenous  RNA  spike-in  controls,  high-throughput  sequencing

approaches, such as RNA-seq and ribosome profiling, can inform about relative changes in gene

expression but are not able to accurately monitor bulk changes in intracellular transcript abundance

or ribosome occupancy  (Jiang et al.,  2011). To test whether HIV-1 infection is accompanied by

changes  in  overall  translation efficiency in  infected cells,  we probed absolute levels  of  protein

synthesis in infected cells using O-propargyl-puromycin (OPP), a clickable puromycin analog that

incorporates into elongating polypeptide chains (Liu et al., 2012) (Figure 1D). For this, SupT1 cells

were mock-infected or infected with HIV-1 and OPP incorporation measured at 12, 24 and 36hpi

(Figure  1E).  As  a  positive  control,  we infected  HEK293T cells  with  Sindbis  virus  (SINV),  an

alphavirus  that  has  been  reported  to  induce  a  strong  translation  shutoff  in  host  infected  cells

(Garcia-Moreno  et  al.,  2019).  As  expected,  SINV infection  induced  a  strong  decrease  in  OPP

incorporation as soon as 12hpi (Supplementary Figure 2A, right panel). However, no significant

differences in OPP incorporation were detected between mock-infected and HIV-infected cells at

any of the tested time points (Figure 1E). A slight decrease of translation was nevertheless detected

for both mock-infected and HIV-1 infected cells at 36hpi, probably due to the higher density of cells

in the culture well. 

To further validate these results at later time points of infection, SupT1 cells were infected at MOI

0.5 with VSVg pseudotyped, genetically modified single-round HIV-1 virions in which there is a

frameshift  mutation  in  the  envelope  coding  sequence  and  the  GFP coding  sequence  is  placed

upstream of Nef. This strategy allows to track infected cells and avoid the important cell mortality

that is associated with the replication and spreading of wild-type HIV-1 virions at  longer time-

points of infection. To monitor translation and infection, the level of OPP incorporation and GFP

expression was measured at 24, 36, 48, 72 and 96hpi. As observed (Figure 1F), translation rates in

GFP positive cells (indicative of HIV-1 replication) increased slightly at 24h compared to the mock-

infected control and to the GFP negative cells from the infected condition (corresponding either to

non-infected cells or cells in which expression of viral proteins was still not detected). At 48 and

72h after infection, translation efficiency increased both for GFP positive and negative cells from

the infected  condition  compared to  mock-infected  cells,  while  at  96h post-infection  translation

efficiency was similar in all tested conditions. 

Finally, we infected activated primary CD4+ T-cells obtained from two different donors with wild-

type HIV-1 virions (NL4.3 strain) and monitored translation rates at  48 and 72hpi among p24-

positive and -negative cells (Figure 1G). In this set-up, we were able to detect a modest decrease in

OPP incorporation (close to 20%) in the former compared to the latter, at both time points and for

both donors.
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Taken together, while no global translational shut-off was detected upon infection, we observed

important changes in transcript abundance of host mRNAs and a milder effect on translation of

specific host mRNAs in a GC-content dependent manner. 

Dynamics of HIV-1 cytoplasmic transcript expression

HIV-1 proviral DNA is transcribed by RNA polymerase II as a single-transcription unit that can be

spliced to produce close to 100 different transcripts coding for viral proteins (Nguyen Quang et al.,

2020; Ocwieja et al., 2012). These transcripts are expressed in a temporally coordinated manner to

produce all accessory and core viral proteins required to efficiently assemble new viral particles. To

quantify  cytoplasmic  levels  of  HIV-1 transcripts,  we collected  data  from long read  sequencing

(Nanopore)  of NL4-3 infected primary CD4 cells  to identify all  HIV-1 transcripts  expressed in

infected cells  (Nguyen Quang et al., 2020) and used this information as a template to reconstruct

isoform  expression  from  our  RNA sequencing  reads.  A simulated  in  silico dataset  of  RNA

sequencing  reads  generated  from  the  list  of  known  HIV-1  transcripts,  with  a  similar  length

distribution to our RNA sequencing libraries, validated our deconvolution approach (Supplementary

Figure  3A).  At  1hpi,  we  could  only  detect  unspliced  viral  RNAs  corresponding  to  incoming

genomic RNAs (Figure 2A and Supplementary Figure 3B). At 12hpi, upon reverse-transcription and

integration  of  most  of  the  proviral  DNA, viral  transcripts  were dominated  by the fully  spliced

transcript coding for Nef, although we could still detect important levels of unspliced RNAs in the

cytoplasm of infected cells (Figure 2A). The relative amount of fully spliced transcripts (coding for

Nef, Tat, Rev) strongly decreased at 24 and 36hpi (Figure 2A). On the contrary, relative abundance

of  single-spliced  and unspliced  transcripts,  which  require Rev for  their  nuclear  export  (Cullen,

2003; Harris and Hope, 2000; Yedavalli et al., 2004), increased at 24 and 36hpi (Figure 2A). These

results  are  in  agreement  with  the  known  expression  kinetics  of  viral  transcripts  during  the

replication cycle of HIV-1 (Davis et al., 1997; Kim et al., 1989).

To bypass  the  heterogeneity  introduced by variable timing in reverse-transcription of  incoming

genomic  RNAs,  integration  and  transcription  of  proviral  DNAs,  we  performed  a  time-course

analysis of cytoplasmic RNA expression and ribosome profiling from U937 cells in which a stably

integrated HIV-1 provirus lies in a latent form (Folks et al., 1987). In this system, expression of

viral transcripts is triggered in a synchronous manner through incubation of cells with phorbol 12-

myristate 13-acetate (PMA) and ionomycin.  U937 with a latent integrated HIV-1 provirus were

induced and cytoplasmic extracts recovered at 0, 3, 6, 9, 12, 15, 18 and 24 h to monitor RNA levels

and  mRNA  translation.  Differential  gene  expression  analysis  indicated  a  strong  impact  of

PMA/ionomycin treatment on cellular gene expression and translation (Figure 2B and 2C). The

overlap between differentially expressed transcripts obtained from PMA/ionomycin activated U937
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cells and SupT1 cells infected with HIV-1 virions is nevertheless moderate (Supplementary figure

3C), suggesting that changes observed in U937 are mainly driven by PMA/ionomycin and not by

expression of viral transcripts. Similarly to results obtained in SupT1 cells, viral transcripts were

dominated  by  the  fully  spliced  transcript  coding  for  Nef  at  early  time  points  (Figure  2D).

Expression  of  unspliced  genomic  RNA was  also  abundant  at  early  time-points  and  constantly

increased throughout time in parallel  with the decrease in Nef expression. Surprisingly, relative

expression of all other viral transcripts was much lower than that of Nef and the genomic RNA and

appeared comparatively constant throughout time.

These results indicate that cytoplasmic levels of fully and partially spliced viral transcripts, as well

as that of the unspliced genomic RNA are regulated in a temporal manner, as extensively described

in the literature  (Davis et  al.,  1997;  Kim et  al.,  1989).  However,  expression and translation of

unspliced genomic RNAs is already abundant at early time points of infection.

Translational landscape of HIV-1 transcripts

Having characterized the dynamics of the cytoplasmic viral transcriptome, we set out to monitor its

translational  landscape.  As  described  above,  we  could  detect  RNA-seq  reads  corresponding  to

cytoplasmic incoming unspliced HIV-1 genomic RNAs as soon as 1hpi (Figure 2A). Surprisingly,

we could also detect ribosome footprints on viral transcripts at 1h post infection, suggesting that a

fraction of incoming viral RNAs undergo translation (Figure 3A and 3B). As expected, ribosome

footprints on incoming genomic RNAs were mainly located on the Gag coding sequence and very

few on Pol, which depends on ribosome frameshifting for translation (Figure 3B). However, we

could also detect a significant amount of ribosome profiling signal downstream of Pol, which was

unexpected because unspliced mRNAs should only code for Gag and Gag-Pol. Ribosome profiling

reads downstream of the Gag-Pol coding sequence could correspond to bona-fide 80S ribosomes

footprints originating from alternative translation initiation mechanisms or to footprints of RNA-

binding proteins co-sedimenting with 80S ribosomes. To quantify the extent of incoming genomic

RNAs undergoing translation,  we calculated  ribosome density  on the  Gag and Gag-Pol  coding

sequences  at  1,  12,  24  and  36hpi  (Figure  3C).  As  expected,  ribosome  density  (calculated  by

normalizing ribosome footprinting reads in the Gag-Pol coding region by RNA-seq reads from the

same region) was significantly lower at 1h post infection than at all other time-points (2.46, 4.42

and 5.75 times lower at 1hpi than at 12, 24 and 36 hpi, respectively). This suggests that only a small

fraction  of  incoming  genomic  RNAs  are  capable  of  uncoating  from  viral  cores  and  undergo

translation instead of reverse-transcription (Figure 3C). 

At later time points, translation of viral transcripts was detected on all canonical coding sequences

(Figure 3B and 3D). To quantify translation efficiency, we calculated ribosome occupancy from the
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non-overlapping part of each canonical open reading frame, with exception of Rev which overlaps

with Tat and Nef. As observed, ribosome occupancy on Pol is much lower than in all other viral

ORFs (Figure 3D), owing to its specific translation mechanism which depends on the frameshifting

of ribosomes translating Gag (Jacks et al., 1988; Namy et al., 2006). Using the ratio of ribosome

footprints in the Pol and Gag coding sequences, we obtained the percentage of frameshifting, which

is close to 5%, in agreement with previous observations (Mouzakis et al., 2013). The percentage of

frameshifting is robust in the 4~5% range at all time points, being slightly higher at 12hpi than 24

and 36hpi (Figure 3E), suggesting that it is not subjected to strong dynamic regulation during the

replication cycle.

Ribosome occupancy on viral coding sequences is however dynamically regulated during the course

of infection. Ribosome occupancy on Gag increases from 12 to 24hpi and remains relatively steady

at 36hpi. Ribosome occupancy on Env, Vpr and Vpu increases at 36hpi, while on the contrary that

of  Nef  decreases  from 12 to  36hpi  (Figure  3D).  Taken together,  similarly  to  transcription  and

splicing of viral transcripts, translation of viral ORFs is tightly regulated throughout the replication

cycle.

Mapping translation initiation sites on viral transcripts

To  characterize  ORFs  translated  from HIV-1  genome  and  detect  new  ones,  we  use  Ribocode

software (Xiao et al., 2018) that allows the detection of translated ORF analyzing the periodicity of

ribosome  profiling  signals.  We  performed  this  analysis  on  samples  prepared  using  RNaseI  or

RNaseA+T1, and concatenate results in table 2.

To go further, we mapped translation initiation sites on viral transcripts. For that, U937 cells in

which productive replication was induced by addition of PMA/ionomycin (to obtain synchronised

expression of viral transcripts) for 0, 3, 6, 9, 12, 15, 18 and 24h were incubated for 15 minutes with

the translation initiation inhibitor harringtonine to allow for elongating ribosomes to run-off from

translating mRNAs while blocking initiating ribosomes at their translation start sites (Figure 4 and

Supplementary Figure 4A) (Ingolia et al., 2011). As shown in figure 4A, this strategy led to a clear

enrichment of ribosomes at the predicted start codon on host transcripts. Enrichment of ribosome

profiling  fragments  (RPFs)  at  canonical  translation  initiation  sites  was  also  detected  in  viral

transcripts (Figure 4B and supplementary figure 4A). The HIV-1 genomic RNA has been shown to

contain an IRES that is located within the Gag coding region (downstream of the canonical Gag

start codon) which allows translation of an N-terminal truncated form of Gag (also known as p40)

from an in-frame AUG-start codon (Daudé et al., 2016; Deforges et al., 2017; Locker et al., 2011;

Ricci  et  al.,  2008a;  Weill  et  al.,  2010).  We  were  able  to  detect  a  low  albeit  specific  signal

corresponding to initiating RPFs at the p40 AUG codon (Figure 4C), suggesting that the IRES is
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functional in cellula although it is orders of magnitude less efficient than cap-dependent translation

within the context of infection.

Multiple translation events from non-AUG start codons in the 5’UTR of viral transcripts

Although we could detect  initiating RPFs on canonical  AUG initiation codons,  the majority  of

initiating ribosomes within viral transcripts originated from the LTR (Figure 4B and Supplementary

Figure 4A). This signal was also observed in regular ribosome profiling samples prepared with

cycloheximide  (in  the  absence  of  Harringtonine)  in  SupT1  and  in  primary  human  CD4+  T

lymphocytes (Puray-Chavez et al., 2020) infected with HIV-1 virions, as well as in U937 cells upon

induction of HIV-1 transcription (Figure 5A). Careful observation of the ribosome profiling signal

indicated that it overlapped with small ORFs starting with a near-cognate AUG codon. However,

knowing the highly structured nature of the LTR and the fact that multiple RNA-binding proteins

(including Gag) could be tightly bound to it  and co-sediment with 80S ribosomes upon RNase

treatment to obtain ribosome footprints, we could not exclude that these signals may originate from

footprints  of  RNA-binding  proteins  other  than  ribosomes.  Nevertheless,  Fragment  Length

Organization Similarity Score (FLOSS) analysis of 5’UTR viral reads  (Ingolia et al., 2014) from

infected primary human T CD4+ lymphocytes and U937 cells, indicated that these reads had a

similar  length pattern than ribosome footprints  mapped to the CDS of  cellular  coding mRNAs

(Figure 5B). This, strongly suggests that reads originating from the 5’UTR of viral transcripts are

bona-fide ribosome footprints. 

To further confirm these results, we prepared ribosome profiling libraries from HIV-1 infected cells

using the ribolace kit  (Clamer et  al.,  2018), which relies on a biotinilated puromycin analog to

specifically pull-down 80S ribosomes competent for elongation. Ribosome profiling libraries were

also prepared from cytoplasmic lysates incubated with 1  M of KCl prior to RNase treatment, in

order  to  dissociate  RNA-binding proteins  from mRNAs as  well  as  80S ribosomes that  are  not

engaged in active translation and lack a nascent peptide (Mills et al., 2016). Finally, we transfected

HEK293T cells, expressing Flag-tagged ribosomes from the endogenous eL8 (RPL7a) locus, with

the pNL4.3 plasmid and prepared ribosome profiling libraries by ribosome immunoprecipitation.

Ribosome  immunoprecipitation  bypasses  the  use  of  sucrose  sedimentation  to  recover  80S

ribosomes and avoids co-sedimenting RNP complexes that could contaminate samples. As observed

in  Figure 6A, we could observe RPFs in the 5’UTR of viral  transcripts in all  tested protocols,

strongly arguing for genuine uORF translation events. As a final confirmation of these results, we

created reporter constructs consisting of the 5’UTR of the HIV-1 genomic RNA, a mutant version

where most non-AUG initiation codons were replaced by UAG stop codons (Figure 6B, see No-

uORFs 5’UTR) and a second mutant  where  4 of the putative non-AUG initiation codons were
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replaced by AUG codons (Figure 6B, see AUG-uORFs 5’UTR), followed by the renilla luciferase

coding sequence. Compensatory mutations were introduced in mutant 5’UTRs in order to maintain

their overall secondary structure, which was probed by SHAPE (Gilmer et al., 2022; Merino et al.,

2005; Wilkinson et al., 2006) (Supplementary Figure 5A and B). These reporter plasmids were in

vitro transcribed to generate capped and polyadenylated RNAs that were transfected into HEK293T

cells. 2h30 post-transfection, cells were collected to prepare ribosome profiling samples. As shown

in Figure 6B RPFs were detected in the renilla luciferase coding sequence for all constructs tested.

However,  RPFs  in  the  5’UTR  were  only  detected  in  the  wild-type  and  AUG-uORFs  mutant

transcripts while almost no signal could be detected in the No-uORFs 5’UTR. 

Taken  together,  these  results  strongly  suggest  the  presence  of  multiple  non-AUG  translation

initiation sites occurring in the 5’UTR of viral transcripts that might drive productive translation of

small ORF upstream of the canonical viral ORF.

uORF translation is conserved among retroviruses

Having shown translation from uORFs originating from HIV-1 unspliced and spliced transcripts, we

tested whether this was a conserved feature among retroviruses. For this, we prepared ribosome

profiling  from  HIV-2  (Lentivirus)  and  HTLV-1  (Deltaretrovirus)  infected  cells.  As  shown  in

Supplementary  figure  6C and  6D,  non-AUG translation  was  detected  at  uORFs located  in  the

5’UTR of viral transcripts for both viruses. Interestingly, RPFs originating from non-AUG putative

uORFs were also detected in the 5’UTR of Murine Leukemia Virus (Gammaretrovirus) as recently

shown (Irigoyen et al., 2018)

These results  indicate that non-AUG translation occurring at uORFs within the 5’UTR of viral

transcripts is a conserved feature of many retroviruses.   

DDX3 bypasses the negative effects of uORF on HIV-1 translation

Upstream open-reading frames generally  inhibit  translation  of  the main  ORF by restricting the

fraction  of  initiating/scanning 40S ribosomal  subunits  that  can  reach  the  canonical  start  codon

(Zhang et  al.,  2019).  To test  whether  uORFs located  in  the  5’UTR of  viral  transcripts  restrict

translation from the main ORF, we used the HIV-1 WT 5’UTR, AUG-uORFs 5’UTR and No-

uORFs 5’UTR renilla luciferase reporter mRNAs described in figure 6B in addition to a control

reporter mRNA bearing the 5’UTR of the human beta-globing transcript. To compare translation

efficiencies from the different reporter RNAs, we first performed in vitro translation reactions using

rabbit reticulocyte lysate (RRL). As expected, translation driven by the wild-type HIV-1 5’UTR is

less efficient than that driven by the beta-globin 5’UTR in RRL (Figure 6C). Translation of the No-

uORFs mutant RNA is also more efficient than that of the wild-type RNA, therefore suggesting that

uORFs are able to repress translation of the main ORF by preventing scanning 40S to efficiently
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reach  the  AUG canonical  codon  (Figure  6C).  Translation  of  the  AUG-uORFs  mutant  RNA is

however less efficient than that of the wild-type version, therefore suggesting that initiation on non-

canonical codons is not as efficient as that occurring when they are replaced by AUG codons. The

DEAD box helicase DDX3 has  been shown,  in  yeast  and humans,  to  mediate  bypass  of  near-

cognate start codon uORF initiation and stimulate translation from the main ORF in a large number

of  cellular  transcripts  with complex secondary  structures  similar  to  those present  in  the HIV-1

5’UTR  (Calviello et al., 2021; Chen et al., 2018a; Guenther et al., 2018). Furthermore, efficient

translation of the HIV-1 genomic RNA has been previously shown to rely on DDX3 (Soto-Rifo et

al., 2012, 2013). To test whether DDX3 is involved in bypassing uORF translation from the HIV-1

5’UTR, we down-regulated DDX3 in HEK293 using CRISPR-Cas9 and transfected the reporter

RNAs to test their translation. As expected, translation driven by the short beta-globin 5’UTR is not

significantly sensitive to DDX3 inhibition, while that driven by the wild-type HIV-1 is strongly

reduced upon DDX3 down-regulation (Figure 6D and 6E). Translation driven by the UAG-mutant

was significantly more resistant to DDX3 depletion than that of the wild-type RNA thus indicating

that removal of upstream non-AUG start codons from the HIV-1 5’UTR (“No-uORFs” reporter)

partially  removes  DDX3-dependency  for  translation  of  the  main  ORF  (Figure  6D  and  E).

Interestingly,  replacing  the  non-AUG start  codons  with  AUG (“AUG-uORFs”  reporter)  almost

completely removes the dependency on DDX3 for translation of the main ORF (Figure 6D and E).

Overall these results strongly suggest that canonical HIV-1 ORF expression is regulated by viral 5’

LTR uORFs, in concert with DDX3. Finally, requirement of DDX3 for the translation of HIV-1

viral  transcripts  was  shown  to  depend  on  the  trans-activator  response  region  (TAR)  located

immediately downstream the cap-structure(Soto-Rifo et  al.,  2012).  As expected,  removing TAR

from our wild-type reporter RNA led to a loss of DDX3 dependency for its translation (Figure 6F).

This was also the case when TAR was removed from the “No uORFs” reporter RNA therefore

suggesting that TAR is required for DDX3 to modulate translation of the main ORF in a uORF-

dependent manner.

Peptides  derived from 5’ LTR uORFs elicit  HIV-specific  T cell  responses  in HIV-infected

individuals.

To further demonstrate the existence of translation events from non-AUG start codons in the 5’UTR

of HIV transcripts and test their potential role in the context of infected patients, we made used of

the  capacity  of  T  cells  to  recognize  peptide-derived  from  viral  proteins  and/or  polypeptides

presented  by  MHC molecules.  HIV-specific  T cells  can  indeed  recognize  peptide  encoded  by

classical ORF but also by alternative reading frames (ARF) from HIV-1 genome  (Bansal et al.,

2015; Berger et al., 2010; Bet et al., 2015; Cardinaud et al., 2004, 2011). To this end, we selected 5
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peptides  derived  from  3  different  uORFs  based  on  different  parameters  including  ribosomal

coverage, conservation among HIV isolates and more importantly on the prediction to bind a high

number of HLA alleles with a high affinity. The peptides were used to screen for T cell responses in

PBMCs of HIV-infected individuals. PBMCs from treated (ART) and untreated but aviremic (so

called elite controllers, EC) individuals were stimulated with a pool of peptide containing the 5

uORF-derived peptides (POOL) and cultured in the presence of cytokines (IL2 and IL7) in order to

expand peptide-specific  memory T cells.  On day 7 (not  shown) and day 12 (Figure  7A-D and

Supplementary Figure 6A-D), T cell responses against the POOL were assessed using IFNγ-Elispot.

In addition, on day 12, except for donor EC-3, T cell responses to individual peptides of the pool

(A02; A03; A06; A07; A08) were also evaluated (Figure 7A-D and Supplementary Figure 6A-D).

As positive controls for T cell expansion and activation, PBMCs were also expanded with a pool of

HIV Env- and Gag-derived peptides (HIV (+)) or a commercial pool of common virus-derived

peptides (CEF (+)). Out of 7 donors tested, 6 reacted to HIV protein-derived peptides  (HIV (+)).

Note that the ART-3 donor, who did not show a significant T cell response to HIV protein-derived

peptides, did however react to the CEF pool (Figure  7A-D and/or Supplementary Figure  6A-D).

Remarkably,  3  individuals showed  uORF-derived  peptide-specific  T  cells  responses,  with  the

individual EC-1 reacting to peptides derived from the 3 uORF tested (Figure 7A). Depending on the

peptide,  the  magnitude of  uORF-derived peptide-specific  T cells  responses  (IFNγ+ spots  /  106

PBMCs) varied and could reach plateau responses equivalent to responses induced by the pool of

HIV protein-derived peptides (see peptide A08 and A02 Figure  7C and  D, respectively).  These

results show that uORF-derived peptides elicit potent T cell responses in HIV-infected individuals.

This further implies that uORFs encode polypeptides in the course of natural infection in vivo. 

Discussion
HIV-1 is a complex retrovirus capable of expressing a multitude of viral proteins from a single

transcriptional unit, through a combination of alternative splicing as well as translational and post-

translational mechanisms. Expression of viral proteins is tightly coordinated across time during the

replication cycle (Lefebvre et al.; Nguyen Quang et al., 2020; Ocwieja et al., 2012) and it has been

proposed that HIV-1 infection is associated with a translational shutoff of cellular transcripts that

could favor translation of viral transcripts  (Alvarez et al., 2003; Castelló et al., 2009; Ohlmann et

al., 2002; Prévôt et al., 2003; Sharma et al., 2012; Ventoso et al., 2001). 

Our results show that HIV-1 infection induces a strong perturbation of the cellular cytoplasmic

transcriptome and a significant change in the translational status of a restricted group of transcripts,

with no detectable changes in the global translation rate of the host cell. This contrasts with other

RNA viruses, such as picornaviruses or alphaviruses, that induce a rapid and strong translational
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shut-off  of cellular transcripts,  which favors translation of viral  transcripts.  However,  a lack of

translational  shut-off  is  not  surprising  because  HIV-1  directly  relies  on  the  host  transcription

machinery for synthesis of viral mRNAs which are both capped and polyadenylated and  can be

translated in a cap-dependent manner (Berkhout et al., 2011; de Breyne and Ohlmann, 2018; Miele

et al., 1996; Ricci et al., 2008a). 

Cellular transcripts which expression is down-regulated upon HIV-1 infection are mainly related to

the regulation of gene expression and include factors involved in ribosome biogenesis, translation,

tRNA biogenesis and aminoacylation, mRNA splicing and processing, which could result from a

cellular response to the stress induced by infection. However, these changes are not associated with

a  significant  decrease  in  global  translation  rates,  but  rather  with  transcript  specific  changes  in

translation  efficiency,  at  least  within  the  first  36  hours  of  infection.  In  addition  to  the  above

mentioned factors, our data revealed that transcripts coding for several host proteins involved in

promoting  HIV-1  expression  are  down-regulated  upon  infection,  these  include  the  DEAD-Box

protein DDX3 (Rao et al., 2021; Soto-Rifo et al., 2013; Yedavalli et al., 2004), FTSJ3 (Ringeard et

al., 2019), RNA helicase A (Bolinger et al., 2010; Hartman et al., 2006) among others (See Table1).

Cellular transcripts which expression is up-regulated upon infection are mostly associated with the

plasma  membrane  and  related  to  the  immune  response  (including  interferon  signaling,  cell

migration and adhesion molecules), cellular stress response pathways and cholesterol metabolism.

Interestingly, cholesterol is an important factor to recruit Gag at the plasma membrane (Dick et al.,

2012; Favard et al., 2019; Nieto-Garai et al., 2021) and cholesterol depletion has been shown to

reduce  virion  release  from infected  cells  (Ono  et  al.,  2007).  Thus,  over-expression  of  factors

involved in cholesterol metabolism upon infection could favor Gag assembly and particle release at

late time points of the replication cycle. 

Cytoplasmic abundance and translation of viral transcripts as measured by RNA-seq and ribosome

profiling at different times post-infection indicates a relative sequential expression of fully spliced,

partially spliced and unspliced viral transcripts in infected cells (Figure 2). Nevertheless, unspliced

mRNA expression and translation is still detected at early replication times. This could be partially

explained  by  the  fact  that  experiments  were  performed  in  a  bulk  population  of  cells  with

unsynchronized infection events. However, early expression of Gag/Pol could be important for the

replication cycle in addition to their canonical roles at late replication steps. For instance, Integrase

is known to interact with TAR RNA and Tat, and has been recently shown to regulate proviral DNA

transcription at early time points of infection  (Elliott et al., 2020; Liu et al., 2021; Rocchi et al.,

2021; Winans and Goff, 2020). 

Monitoring translation on viral transcripts revealed the presence of multiple uORFs in the 5’UTR

(Figure 5A). Raw ribosome profiling signal originating from these non-AUG uORFs is as important
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as that from canonical viral ORFs (Figure 5A), especially in primary CD4+ T cells. This is however

due to the fact that the section of the 5’UTR, which contains the uORFs is located upstream of the

first splice-donor site and therefore is common to all viral transcripts. When probing translation

from a single viral mRNA species (Figure 6B), ribosome profiling signal from uORFs was lower

than that from the main ORF. Nonetheless, ribosome profiling signals from uORFs could be readily

detected  under  high-salt  conditions,  ribosome  immunoprecipitation  or  through  the  Ribolace

protocol  (Figure 6A).  Also mutating all  non-AUG start  codons into UAA stop-codons led to  a

complete loss  of  ribosome profiling signal  (Figure 6B),  indicating that  translation from uORFs

might be productive. To further demonstrate that uORFs encoded polypeptides, we reveal in HIV-

infected individuals the existence of T cells specific to uORF-derived peptides. Note that, using the

same protocol, no uORF-derived peptide-specific T cell responses could be detected in the PBMCs

of HIV-negative individuals. In addition, in HIV+ individual tested, uORF-derived peptide-specific

T cells  responses  could  reach the magnitude induced by a pool  of  peptide from classical  HIV

proteins.  Overall,  these results  strongly argue that uORFs encode polypeptides in the course of

natural infection in vivo.

Remarkably, removal of uORF start codons lead to a mild but significant increase in translation

from the  main  ORF,  suggesting  that  they  exert  a  negative  effect  on  viral  protein  expression.

Nevertheless, this negative effect is partially suppressed by the DEAD-box protein DDX3 (Figure

7D). Interestingly, translation from uORFs is conserved in other retroviruses, such as HIV-2, HTLV

and  MLV (Supplementary  figure  6C,  6D and  (Irigoyen  et  al.,  2018)).  This  raises  a  question

regarding the potential roles of these uORFs. Is it a consequence of the structural and sequence

constraints imposed by the multiple functional elements located in the 5’UTR (TAR, poly(A), PBS,

dimerization  and  encapsidation  signals)?  Do  they  play  a  cis-regulatory  role  by  restraining  the

number of  ribosomes  reaching the main ORF? Cellular  mRNAs with uORFs are  known to  be

efficiently  translated under  stress  conditions,  similar  to  those  induced by infection  (Meijer  and

Thomas,  2002;  Morris  and  Geballe,  2000).  Dynamic  regulation  of  uORF  translation  through

cellular factors could also modulate translation from canonical ORFs in a dynamic fashion during

the replication cycle. HIV-1 has been described to contain IRES sequences both in its 5’UTR and in

the coding region of Gag (Brasey et al., 2003; de Breyne et al., 2012; Deforges et al., 2017; Locker

et al., 2011; Plank et al., 2013; Vallejos et al., 2012; Weill et al., 2010). These IRESes could bypass

uORFs  to  maintain  efficient  expression  of  viral  proteins.  However,  our  results  indicate  that

translation from the IRES located in the Gag coding region is inefficient in the context of infection

and that addition of AUG codons in the 5’UTR strongly represses translation from the main ORF, as

previously described (Berkhout et al., 2011), arguing for a limited contribution of IRES translation

compared to cap-dependent translation, at least in the context of reporter transcripts. 
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Peptides originating from uORFs could have a biological role as described for other small peptides

produced from cellular uORFs (Jayaram et al., 2021). They might also be presented by MHC class I

molecules and used by the immune system to mount potent antiviral T cell responses  (Antón and

Yewdell, 2014; Ouspenskaia et al., 2021). We highlight here that HIV-1 uORFs can regulate the

expression of canonical HIV proteins and that this can be further modulated by host factors such as

DDX3. In addition, we show that uORFs induce T cell responses in treated and untreated HIV-

infected individuals.  In  the future it  will  be interesting to  characterize the contribution of HIV

uORF-specific T cell responses in the control of viral replication and disease progression and to ask

whether the initiation of uORF-specific T cell might be counteracted by  cellular factors such as

DDX3 or cellular stress conditions that are known to regulate uORF translation.

Material and Methods

Plasmids

LentiCRISPRv2 was a gift from Feng Zhang (Addgene plasmid #52961  (Sanjana et al.,  2014)).

pMD2.G was a gift from Didier Trono (Addgene plasmid # 12259; http://n2t.net/addgene:12259;

RRID:Addgene_12259).  pBlades  plasmids  coding  for  single-guide  RNAs  targeting  the  genes

coding for eL8 (RPL7a), DDX3 and YFP and were constructed as described in  (Mangeot et al.,

2019, 2021). 

Primers and DNA sequences

Sequence  of  the  sgRNA  targeting  eL8  used  to  introduce  the  Flag-tag  is  5’

GTACAGCTCACTCACCATCTT 3’. Sequence of the single-stranded DNA oligo used for insertion

of  a  Flag-tag  sequence  in  the  eL8  locus  by  homology  directed  repair  is  5’

TTACCCACAATTCCCTTTCCTTTCTCTCTCCTCCCGCCGCCCAAGATGGACTACAAAGAC

GATGACGACAAGGTGAGTGAGCTGTAGTTCCGTGGCACTATAGCCAGGTTCCGGCTGTA

T 3’. 

Cell lines and cell culture

HIV-1 latently infected U937 Cells (U1) were obtained from the AIDS reagent program (Reagent

number  165)  and  cultured  in  RPMI  medium supplemented  with  10% fetal  calf  serum (FCS).

Induction  of  productive  HIV-1  replication  in  latently  infected  U937  cells  was  obtained  by

complementing the medium with 100 ng/mL of PMA and 500 ng/mL of Ionomycin. SupT1 cells

were obtained from ATCC and cultured in RPMI medium supplemented with 10% fetal calf serum

(FCS).
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HEK293T Flag-eL8 (Rpl7a) cells cultured in DMEM medium supplemented with 10% fetal cal

serum (FCS). They were produced by transfection of lentiCRISPRv1 together with pBLADES-eL8,

that  expresses  a  sgRNA targeting the eL8 locus  near  the translation start  codon,  and a  single-

stranded DNA donor template for homology-directed repair containing homology arms to eL8 and a

Flag-tag downstream the AUG start-codon. Upon transfection, a clonal population expressing Flag-

eL8 was isolated by limit dilution and screening of isolated clones.

Primary cells 

Blood from healthy donors was obtained from the Etablissement Français du Sang, under agreement

n°21PLER2019-0106. Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) were isolated by centrifugation

through a Ficoll® Paque Plus cushion (Sigma-Aldrich). Primary human T cells were purified by

positive selection using CD3 MicroBeads (Miltenyi Biotec), as previously described (Goujon et al.,

2013). Primary T cells were cultured in RPMI supplemented with 10% fetal bovine serum and 1%

penicillin-streptomycin, and stimulated for 48h with 10 μg/ml phytohemagglutinin (PHA) (Fisher

Scientific) and 50 U/mL interleukin-2 (IL-2, Miltenyi Biotec) prior to infection.

Viral production and infection

Wild-type HIV-1 NL4-3 was produced by standard polyethylenimine transfection of HEK293T. The

culture medium was changed 6h later, and virus-containing supernatants were harvested 42h later.

Viral  particles  were  filtered,  purified  by  ultracentrifugation  through  a  sucrose  cushion  (25%

weight/volume in Tris-NaCl-EDTA buffer) for 75 min at 4°C and 28,000 rpm using a SW 32 TI

rotor (Beckman Coulter), resuspended in serum-free DMEM medium and stored in small aliquots at

-80°C. Viral particles were titrated using an HIV-1 p24Gag Alpha-Lisa kit and an Envision plate

reader  (Perkin  Elmer).  VSV-G  pseudotyped  HIV-1  (NL4.3)  and  non  replicating  VSV-G

pseudotyped HIV-1-GFP virions were produced by co-transfecting the wild-type HIV-1 NL4-3 or

HIV-1 NL4-3  Δ-Env GFP plasmids, with the pMD2.G plasmid coding for the VSV-G envelope

glycoprotein.

Infection of SupT1 cells was carried out as follows. Cells were concentrated at 10 million cells per

mL and incubated for 1 h at 37°C in the presence of VSV-G pseudotyped HIV-1 virions (NL4.3

strain) at MOI 5. Following this incubation, cells were diluted in RPMI medium (supplemented

with 10 % FCS) to a final concentration of 1 million cells per mL and collected at the indicated time

points. Cells were then analyzed with the MACSQuant VYB cytometer.

Infection of primary T cells was carried out as follows. Activated cells (see above in the “primary

cells” section) were plated at 250,000 cell per well in a 96-well plate and infected with 10 or 100 ng
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p24Gag for  4  h prior  to  media  replacement.  At 48h and 72h post-infection,  supernatants  were

harvested for viral production quantification by Alpha-Lisa.

Flow cytometry analysis of p24 expression in infected cells

Cells infected with HIV-1 virions (NL4.3 strain) were fixed in PBS-paraformaldehyde 4% for 20

min at room temperature and permeabilized with PBS-0.5% Triton X-100 for 20 min. Cells were

then incubated with the fluorescently labeled anti-p24 antibody (Clone: KC57, Beckman Coulter,

6604667; 1/200 dilution).

Measurement of protein synthesis using O-propargyl-puromycin (OPP)

After infection with VSVg-pseudotyped HIV-1-GFP or wild-type HIV1 virions (NL4.3 strain), cells

were treated with 10 µM OPP (Immagina Biotechnology, OP001-26) for 30 min at 37°C. Then,

cells were fixed in PBS-paraformaldehyde 4% for 20 min at room temperature and permeabilized

with  PBS-0.5% Triton  X-100  for  20  min.  For  cells  infected  with  HIV1 virus  NL4.3  strain,  a

fluorescent  labeling  was  first  made  with  anti-p24  antibody  (Clone:  KC57,  Beckman  Coulter,

6604667; 1/200 dilution). Then, fluorescent labeling of the OPP was made with the Click-ITTM Plus

Alexa  FluorTM 488  Picolyl  Azide  (Thermo  Fisher  Scientific,  C10641),  according  to  the

manufacturer's instructions.

For cells infected with VSVg-pseudotyped HIV-1-GFP, fluorescent labeling of the OPP was made

with the Click-ITTM Plus Alexa FluorTM 555 Picolyl Azide (Thermo Fisher  Scientific,  C10642),

according to the manufacturer's instructions. Finally, the cells were analyzed with the MACSQuant

VYB cytometer.

Ribosome profiling

Ribosome profiling samples were prepared as described in (Heyer et al., 2015) with the following

modifications. At each time point of infection, 10 mL of the cell culture suspension were collected

and  immediately  mixed  with  40  mL  of  ice-cold  1X  PBS  supplemented  with  120µg/mL  of

cycloheximide. Cells were then pelleted at 500 g for 5 min at 4°C, the supernatant was discarded

and the cell pellet resuspended in 10 mL of ice-cold 1X PBS + cycloheximide (100µg/mL). Cells

were pelleted again at 500 g for 5 min, the supernatant was discarded and the cell pellet lysed in 1

ml of lysis buffer (10 mM Tris-HCl, pH 7.5, 5 mM MgCl2, 100 mM KCl, 1% Triton X-100, 2 mM

DTT, 100 μg/ml cycloheximide and 1× Protease-Inhibitor Cocktail  EDTA-free (Roche)).  Lysate

was homogenized with a P1000 pipettor by gentle pipetting up and down for a total of eight strokes

and incubated at 4°C for 10 min. The lysate was centrifuged at 1,300 g for 10 min at 4°C, the

supernatant recovered and the absorbance at 260 nm measured. For ribosome footprinting, 5 A260

units  of  the  cleared  cell  lysates  were  incubated  either  for  30  min  at  RT either  with  3  µg  of
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micrococcal nuclease (Sigma), or 300 units  of RNase T1 (Fermentas) and 500 ng of RNase A

(Ambion) or for 1 h at 4°C with 350 units of RNase I (Ambion). After nuclease treatment, samples

were loaded on top of a 10–50% (w/v) linear sucrose gradient (20 mM HEPES-KOH, pH 7.4, 5

mM MgCl2, 100 mM KCl, 2 mM DTT and 100 μg/mL of cycloheximide) and centrifuged in a SW-

40Ti rotor at 35,000 rpm for 2 h 40 min at 4°C. The collected 80S fraction was complemented with

SDS to 1% final and proteinase K (200 μg/mL) and then incubated at  42°C for 45 min.  After

proteinase  K  treatment,  RNA  was  extracted  with  one  volume  of  phenol  (pH

4.5)/chloroform/isoamyl alcohol (25:24:1). The recovered aqueous phase was supplemented with 20

μg of glycogen, 300 mM sodium acetate, pH 5.2, and 10 mM MgCl2. RNA was precipitated with

three volumes of 100% ethanol at  −20°C overnight.  After a wash with 70% ethanol,  RNA was

resuspended in 5 μl of water and the 3′ ends dephosphorylated with PNK (New England BioLabs)

in MES buffer (100 mM MES-NaOH, pH 5.5, 10 mM MgCl2, 10 mM β-mercaptoethanol and 300

mM NaCl)  at  37°C for  3  h.  Dephosphorylated  RNA footprints  were  then  resolved  on  a  15%

acrylamide (19:1), 8 M urea denaturing gel for 1 h 30 min at 35 W and fragments ranging from 26

nt to 32 nt size-selected from the gel. Size-selected RNAs were extracted from the gel slice by

overnight nutation at RT in RNA elution buffer (300 mM NaCl, and 10 mM EDTA). The recovered

aqueous phase was supplemented with 20 μg of glycogen, 300 mM sodium acetate, pH 5.2, and 10

mM MgCl2. RNA was precipitated with three volumes of 100% ethanol at −20°C overnight. After a

wash with 70% ethanol, RNA was resuspended in 5 μl of water and subjected to cDNA library

construction as described below.

For  ribosome  profiling  samples  exposed  to  high-salt  in  order  to  induce  dissociation  of  non-

elongating 80S ribosomes,  the protocol  was similar  to that  described above with the following

modification. 1 M KCl (final concentration) was added to 5 A260 units of the cleared lysates and

incubated for 30 min at 4°C. After this, samples were passed through Zeba Spin desalting columns

7K MWCO (Thermo Scientific) pre-equilibrated with cell lysis buffer (10 mM Tris-HCl, pH 7.5, 5

mM MgCl2,  100 mM KCl,  1% Triton  X-100,  2  mM DTT,  100 μg/mL cycloheximide and 1×

Protease-Inhibitor  Cocktail  EDTA-free  (Roche)).  Then,  samples  were  treated  with nucleases  as

described above to obtain ribosome footprints.

Ribolace ribosome footprinting experiments were performed following the manufacturer’s protocol

(Immagina  BioTechnology)  with  the  following  change,  RNase  I  was  replaced  with  7  µg  of

micrococcal nuclease (Sigma) as described above.

Ribosome immunoprecipitation-based profiling  was  performed as  follows.  Two 10cm plates  of

HEK293T cells expressing FLAG-eL8 (RPL7a) from the endogenous locus were transfected with
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the pNL4.3-HIV-1 plasmid. 24 h after transfection, medium was removed, cells were washed with

ice-cold 1X PBS supplemented with cycloheximide (final concentration of 100 µg/mL) and scraped

from the plates. Cells were pelleted at 500g for 5 min and lysed in 1 mL of ice-cold lysis buffer

(25mM Tris pH 7.4, 150mM NaCl, 15 mM MgCl2, 1mM DTT, 1X cOmplete EDTA-free protease

inhibitor (Roche), 100µg/mL CHX and 1% Triton X-100) for 10 min on ice. Cell debris and nuclei

were removed by centrifugation  at  1,300 g for  10 min at  4°C.  Cytoplasmic lysate 254nm UV

absorption was measured and adjusted to 25 A.U./mL and lysate was treated with 60U RNase T1

and 10 ng RNase A per A.U. for 30 min at 25°C to generate ribosome footprints. Lysate was then

diluted-up to 10 mL with ice-cold lysis buffer. 150 µL of anti-FLAG agarose beads suspension

(Sigma-Aldrich,  A2220) were washed 3 times with 10mL lysis buffer and added to the diluted

sample. Ribosome binding was allowed to proceed for 1h at 4°C on rotating wheel. Beads were

then washed for a total of 5 times in 15mL tubes using 10mL of lysis buffer for 5 min at 4°C, and

tubes  were changed after  the 1st and  4th wash to  minimize  contaminants  recovery.  Beads were

washed one final time in a 2 mL low-protein binding tube with 1 mL and ribosomes were eluted

using 150 µL of lysis buffer supplemented with 500 µg/mL FLAG peptide (DYKDDDDK peptide -

GenScript) for 1 h at 4°C. Eluates were finally digested with proteinase K (200 µg/mL final) for 45

min at 42 °C and RNAs were purified using acid Phenol:Chloroform purification. cDNA libraries

were generated as described below.

Ribosomal RNA depletion

For RNA-seq samples, cytoplasmic RNAs were depleted from ribosomal RNAs using antisense

DNA oligos complementary to rRNA and RNaseH as previously described  (Adiconis et al., 2013).

Following DNase treatment to remove DNA oligos, rRNA-depleted RNAs were fragmented using

RNA fragmentation reagent (Ambion, Cat: AM8740) for 3 min at 70°C followed by inactivation

with the provided “Stop” buffer. 

cDNA library preparation for Ribosome profiling and RNA-sequencing

High-throughput sequencing libraries were prepared as described in  (Heyer et al., 2015). Briefly,

RNAs (either from ribosome footprints or fragmented RNAs from total cytoplasmic RNAs) were

dephosphorylated at their 3’ end using PNK (New England Biolabs, Cat: M0201) in the following

buffer:  100 mM Tris-HCl  pH 6.5,  100 mM magnesium acetate,  5  mM  β-mercaptoethanol  and

incubate at 37 °C during 3 h. RNA fragments with a 3′-OH were ligated to a preadenylated DNA

adaptor.  Then,  ligated  RNAs  were  reverse  transcribed  with  Superscript  III  (Invitrogen)  with  a

barcoded  reverse-transcription  primer  that  anneals  to  the  preadenylated  adaptor.  After  reverse

transcription, cDNAs were resolved in a denaturing gel (10% acrylamide and 8 M urea) for 1 h and
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45 min at 35 W. Gel-purified cDNAs were then circularized with CircLigase II  (Lucigen, Cat:

CL4115K) and PCR-amplified with Illumina's paired-end primers 1.0 and 2.0. PCR amplicons (12-

14 cycles for RNA-seq and 4-6 cycles for ribosome profiling) were gel-purified and submitted for

sequencing on the Illumina HiSeq 2000 platform.

Bioinformatic analysis 

First, fastq files were demultiplexed using Flexi-splitter software. Next, adaptor sequences were

trimmed from RNAseq and Riboseq reads and bad quality reads were filtered with fastp software

(v0.20.1) (Chen et al., 2018b). Filtered reads were then mapped on rRNA and tRNA sequenced with

bowtie2 v2.3.4.1  (Langmead and Salzberg, 2012) to remove contaminants. Non-aligned reads are

then mapped against the human genome with hisat2 v2.1.0 (Kim et al., 2019). Reads that are not

mapped  against  the  human  genome  are  mapped  against  HIV-1  genome  with  Hisat2  v2.1.0.

Duplicated  reads  were  removed  using  a  home-made  script.  Deduplicated  reads  were  used  to

quantify gene expression with htseq-count v0.11.2  (Anders et al., 2015). Finally, bam files were

used to generate normalized bigwig files with deeptools v3.5.1 (Ramírez et al., 2016). 

The periodicity of Ribo-seq experiments was checked with plastid v0.5.1  (Dunn and Weissman,

2016).  To identify  new ORFs from our  datasets,  we first  mapped filtered  reads  against  hybrid

human/HIV-1 genome with STAR v2.7.3a (Dobin et al., 2013) to generate bam files with transcript

coordinates. These files are then used by RiboCode v1.2.11  (Xiao et al., 2018), RiboTish v0.2.5

(Zhang et al., 2017) and RiboTricer v1.3.2  (Choudhary et al., 2020) to identify new ORFs in the

HIV-1 genome. FLOSS scores were calculated with scripts from (Ingolia et al., 2014).

Patients and Samples

EC (n=4)  were  recruited  from the  CO21 CODEX cohort  implemented  by the  ANRS (Agence

nationale  de  recherches  sur  le  SIDA et  les  hépatites  virales).  PBMCs  were  cryopreserved  at

enrolment. ECs were defined as HIV-infected individuals maintaining viral loads (VL) under 400

copies  of  HIV RNA/mL without  cART for  more  than  5  years.  HIV-infected  efficiently  treated

patients (ART) (n=3) were recruited at Kremlin Bicêtre Hospital. They were treated for at least 1

year (mean of 10 years) and had an undetectable viral load using standard assays. HIV-negative

individuals (n=3) were anonymous blood donors (Établissement Français du Sang). 

Ethic statement. 

All  the subjects  provided their  written informed consent  to  participate in  the study. The CO21

CODEX cohort and this sub-study were funded and sponsored by ANRS and approved by the Ile de

France VII Ethics Committee. The study was conducted according to the principles expressed in the

Declaration of Helsinki.
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12-day in vitro T cell amplification prior Elipsot-assay

PBMCs  were  thawed  according  to  standard  procedure  and  rested  2-3  h  in  IMDM

(Gibco/ThermoFisher  Scientific)  containing  5% human AB serum (SAB, Institut  Jacques  Boy),

recombinant human IL-2 (rhIL2, 10 U/ml, Miltenyi) and DNase (1 U/ml, New England Biolabs),

washed and enumerated. 5-9 x 106 PBMCs were then seeded/well of a 24-well plate in IMDM

supplemented with 10 % SAB, Pen/Strep, nonessential amino acids and sodium pyruvate (all from

Gibco/ThermoFisher  Scientific),  Nevirapine  (NVP,  1,2  µM,  AIDS reagent  program)  to  inhibit

potential viral replication, and poly I:C (2 µg/ml, InvivoGen) to facilitate the presentation of long

peptides by antigen presenting cells (Schuhmacher et al., 2020). PBMCs were immediately loaded

with peptides (Vivitide) all at 10 µg/ml except for the CEF pool (CEF extended peptide pool for

human CD8 T cells, Mabtech) used at 5 µg/ml and cultured overnight at 37°C, 5% CO2. HIV and/or

CEF peptide pools were used as positive control for the expansion of HIV Env- and Gag-specific

and common anti-virus-specific  T cells,  respectively.  On day 1 and 3,  T cell  media  were  then

complemented with rhIL2 (10 U/ml) and rhIL-7 (20 ng/ml, Miltenyi), respectively, and maintained

though out the culture. On days 3, 5, 7, and 9, when the cell layer was > 70% confluent, cells were

splitted 1:2 before the addition of rhIL-2, rhIL-7 and NVP. On day 7, cells were harvested, counted

and a fraction submitted to IFN-γ Elispot assay using the uORF-derived peptide pool and positive

controls:  HIV and/or  CEF peptide  pools.  The  remaining  cells  were  maintained  in  culture  and

submitted, on day 12, to IFN-γ Elispot assay using individual uORF peptides and the controls.

Peptide for T cell experiments

Peptide
Name

uORF number
based on the

position of the
start codon

AA-sequence (black: NL4-3 / red: common
extension among HIV clade B strains)

Peptide
Synthetized by

A02 uORF#7 LWVLEIPQTLLVSVENL Vivitide
A03 uORF#12 SQRRSLDAGLGLLKRARQEA Vivitide
A06 uORF#11 QWRPNRDLKAKVKPE Vivitide
A07 uORF#11 EEISRRRTRLAEARTARGE Vivitide
A08 uORF#11 GEGRRLVSTPKILTSGG Vivitide
Pool Mixture of the

above-mentioned
peptides

See A02, A03, A06, A07, A08 Homemade
 pool

HIV Homemade mix
of HIV Env- and

Gag-derived
peptides

gp120 (207-228)KVSFEPIPIHYCAPAGFAILKC
gp120 (207-227) KVSFEPIPIHYCAPAGFAILK
gp120 (210-228) FEPIPIHYCAPAGFAILKC
gp120 (242-261) VSTVQCTHGIRPVVSTQLLL
gp120 (320-338) TGEIIGDIRQAHCNISktqW
gagp24 (161-180) EKAFSPEVIPMFSALSEGAT
gagp24 (296-313) YVDRFYKTLRAEQASQEV
gagp24 (330-349) CKTILKALGPAATLEEMMTA

Vivitide
Homemade

 pool

CEF Commercial mix
of peptide derived

Peptide from 8-12 aa length. 
See datasheet for peptide sequences

Mabtech
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from
cytomegalovirus

Epstein-Barr virus
and influenza

virus

Enzyme-linked immunospot (IFN-γ Elispot) assay 

From  10-25  x  105 cells/well  were  seeded  Elispot  plates  (MSIPN4550,  Millipore)  in  IMDM

supplemented with 10 % SAB, Pen/Strep, nonessential amino acids and sodium pyruvate, loaded

with either 50, 10 or 2 µg/ml of uORF-derived peptides, HIV and CEF peptides, respectively and

incubated at 37°C for 16h. Elispot plates were pre-coated with anti-IFNγ primary antibody and after

cell-incubation IFNγ  revealed using anti-IFNγ secondary  antibody conjugated with  biotin  (both

from  Mabtech)  as  described  (Cardinaud  et  al.,  2017).  The  Elispot  analysis  was  performed  in

technical triplicates or duplicates. Spots were counted with the AID ELISPOT Reader according to

standard protocols. Responses were considered positive when IFNγ production was superior to 20

spots/106 PBMCs  and  at  least  twofold  higher  than  background  (cells  loaded  with  the  DMSO

containing medium used to solubilized the peptides). 

hSHAPE analysis

Benzoyl  cyanide  (BzCN)  was  used  to  acylate  the  2’-hydroxyl  group  of  the  unconstrained

nucleotides in the RNA structure, followed by interrogation of each nucleotide using two sets of

identical but differentially labeled primers: one set (AS1 and AS2) corresponds to the sequence 5’-

TCGCTTTCAAGTCCCTGTTCG-3’ (complementary  to  HIV-1  nt  189-209)  and  the  second set

(AS3  and  AS4)  correspond  to  5’-TTCTTTCCCCCTGGCCTTAAC  -3’  (complementary  to

luciferase sequence nt 395-415). One primer within each set was labeled with either VIC (AS1 &

AS3) or NED (AS2 & AS4). The NED-labeled primers from each set were used to prepare a ddG

sequencing ladder from the untreated RNA samples. The VIC-labeled primers were used for reverse

transcription of the modified or DMSO-treated control RNAs.

Briefly, 1 pmol of in vitro transcribed RNA was denatured at 90°C for 2 min and then cooled on ice

for 2 min, followed by the addition of excess yeast tRNA (2 μg) and RNasin (5U) in 10 μl HEPES

Buffer (30 mM HEPES pH 8, 300 mM KCl, 5 mM MgCl2). The RNA was then folded at 37°C for

20 min and modified by 3  μl of 300 mM BzCN in DMSO one min at room temperature. After

adding  82  μl  of  water,  the  chemically  modified  RNA  was  extracted

(Roti-Phenol/Chloroform/Isoamyl alcohol), ethanol precipitated and resuspended in 7 μl of water.

Similarly, for the control (unmodified RNA sample), 3 μl of anhydrous DMSO was added instead of

BzCN and treated in the same manner.

For elongation of both the modified and control samples, 1 μl of AS1 or AS3 (1 μM) were added to

the resuspended RNA and incubated at 90°C for 2 min, then cooled on ice for 2 min. Two μl of 5X
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RT buffer was addedtoeachof thesamplesandincubatedat roomtemperaturefor 10min. Reverse
transcriptionwas initiated by additionof 10μl of theelongationmix (2 μl of 5X RT Buffer, 0.6μl
of 25mMdNTP and2U of AMV RT (Life Science)) andincubationat42°C for 20min,50°C for
30minand60°C for 10min. For theddGsequencingladder, 2pmolofuntreatedRNA and1 μl of
theA2 orAS4 (2 μM) were usedandtreatedasaboveexceptfor thecompositionof thesequencing
mix(2 μl of 5X RT Buffer, 2μl of 100μM ddGTP, 6μl of G10 (0.25mMdGTP, 1mMdATP,1mM
dCTP, 1mMdTTP) and2U ofAMV RT (Life Science)). For eachexperiment,80μl of waterwere
addedandcDNA was extractedusingRoti Aqua-Phenol/Chloroform/Isoamylalcohol (Carl Roth).
The aqueousphaseof modified or unmodified sampleswere pooledwith theaqueousphaseof the
ddG sequencing ladder. The sampleswere thenethanol precipitated and resuspendedin 10 μl of
HiDi Formamide(ABI). The sampleswere thendenaturated5minat90°C, cooledonice for5min,
centrifuged, and loaded ontoa 96-well plate for sequencing(Applied Biosystems 3130xlgenetic
analyser).
The electropherogramsobtainedwere analyzedwith QuShape algorithm (Karabiber et al., 2013)to
extract reactivity data for each sample. The mean reactivity data from three independent
experimentswereappliedasconstraintsto theRNA sequencein RNAstructure (version 6.1; (Reuter
andMathews, 2010)). The dotbracket file obtainedwas thenusedto draw theRNA 2D structure
intoStructureEditor graphical tool, amoduleof theRNAstructure software.

'c:no5led*ments

We gratefully acknowledgesupportfromthePSMN (Pôle Scientifique deModélisationNumérique)
of theENS de Lyon for all computingresources.We thankall participantsof theANRS CODEX
cohortandtheNIH AIDS Research andReference Reagent Programfor providing drugs.We thank,
Eléonore Pérès, Madeleine Duc-Dodon,Louis Gazzolo, Pierre Jalinot and Vincent Mocquet for
kindly sharingimmortalizedT cells infectedwith HTLV-1. We thankall membersof theRMI2 team
andAntoine Corbin for manuscriptproofreading.We thankAndrea Cimarelli, headof the LP2L

(which was not certified by peer review) is the author/funder. All rights reserved. No reuse allowed without permission. 
The copyright holder for this preprintthis version posted April 29, 2022. ; https://doi.org/10.1101/2022.04.29.489990doi: bioRxiv preprint 

243

https://doi.org/10.1101/2022.04.29.489990


team at CIRI. We also thank the Dormeur Foundation, Vaduz, for providing AID ELISPOT Reader

at CIMI and Bernard Maillere (CEA) and his team for granting access to their ELISPOT reader.

Funding sources

This work was funded by Agence Nationale des Recherches sur le SIDA et les Hépatites Virales

(ANRS – ECTZ3306), Fondation FINOVI and Sidaction. Emmanuel Labaronne was supported by a

postdoctoral fellowship from Agence Nationale des Recherches sur le SIDA et les Hépatites Virales

(ANRS).  Work  in  Emiliano  Ricci’s  laboratory  is  further  supported  by  the  European  Research

Council  (ERC-StG-LS6-805500)  under  the  European  Union's  Horizon  2020  research  and

innovation  programs as  well  as  the  ATIP-Avenir  program. Lisa  Bertrand is  a  formal  Sidaction

fellow (Aide aux Equipes) and her current PhD-salary is supported by ANRS.  Lucie Etienne is

supported by the CNRS and funding from ANRS/MI ECTZ118944.  The funders had no role in

study design, data collection and interpretation, or the decision to submit the work for publication.

Contributions

EPR and  TO conceived  the  initial  study  with  help  from DD.  EPR,  EL and  DD  designed  all

experiments with the exception of the Elispot tests presented in Figure 6B-F and Supplementary

Figure 5C-F, which were conceived, designed and performed by AM, BCR and LB with technical

assistance from ON, PF and IH.  EL,  DD and LG performed most  experiments,  with  technical

assistance from DC. EL performed most bioinformatics analyses. OL, AS, BA provided samples

from HIV-1 infected  individuals  and technical  support  for  Elispot  experiments.  TS created  the

transgenic  cell-lines  expressing  flag-tagged  ribosomes  and  performed  ribosome

immunoprecipitation experiments from infected cells. JCP and VVB performed SHAPE analysis on

mutated reporter RNAs. CG, CD, LG and LE performed infection experiments in primary human

CD4+ T cells. EPR wrote the manuscript (with the exception of the Elispot section which was

written by AM) with contributions from all authors.

References
Adiconis, X., Borges-Rivera, D., Satija, R., DeLuca, D.S., Busby, M.A., Berlin, A.M., Sivachenko, 
A., Thompson, D.A., Wysoker, A., Fennell, T., et al. (2013). Comparative analysis of RNA 
sequencing methods for degraded or low-input samples. Nat Methods 10, 623–629. 
https://doi.org/10.1038/nmeth.2483.

Alvarez, E., Menéndez-Arias, L., and Carrasco, L. (2003). The eukaryotic translation initiation 
factor 4GI is cleaved by different retroviral proteases. J Virol 77, 12392–12400. 
https://doi.org/10.1128/jvi.77.23.12392-12400.2003.

(which was not certified by peer review) is the author/funder. All rights reserved. No reuse allowed without permission. 
The copyright holder for this preprintthis version posted April 29, 2022. ; https://doi.org/10.1101/2022.04.29.489990doi: bioRxiv preprint 

244

https://doi.org/10.1101/2022.04.29.489990


Anders, S., Pyl, P.T., and Huber, W. (2015). HTSeq—a Python framework to work with high-
throughput sequencing data. Bioinformatics 31, 166–169. 
https://doi.org/10.1093/bioinformatics/btu638.

Antón, L.C., and Yewdell, J.W. (2014). Translating DRiPs: MHC class I immunosurveillance of 
pathogens and tumors. J Leukoc Biol 95, 551–562. https://doi.org/10.1189/jlb.1113599.

Bansal, A., Mann, T., Sterrett, S., Peng, B.J., Bet, A., Carlson, J.M., and Goepfert, P.A. (2015). 
Enhanced Recognition of HIV-1 Cryptic Epitopes Restricted by HLA Class I Alleles Associated 
With a Favorable Clinical Outcome. JAIDS Journal of Acquired Immune Deficiency Syndromes 70,
1–8. https://doi.org/10.1097/QAI.0000000000000700.

Berger, C.T., Carlson, J.M., Brumme, C.J., Hartman, K.L., Brumme, Z.L., Henry, L.M., Rosato, 
P.C., Piechocka-Trocha, A., Brockman, M.A., Harrigan, P.R., et al. (2010). Viral adaptation to 
immune selection pressure by HLA class I–restricted CTL responses targeting epitopes in HIV 
frameshift sequences. Journal of Experimental Medicine 207, 61–75. 
https://doi.org/10.1084/jem.20091808.

Berkhout, B., Arts, K., and Abbink, T.E.M. (2011). Ribosomal scanning on the 5′-untranslated 
region of the human immunodeficiency virus RNA genome. Nucleic Acids Research 39, 5232–
5244. https://doi.org/10.1093/nar/gkr113.

Bet, A., Maze, E.A., Bansal, A., Sterrett, S., Gross, A., Graff-Dubois, S., Samri, A., Guihot, A., 
Katlama, C., Theodorou, I., et al. (2015). The HIV-1 Antisense Protein (ASP) induces CD8 T cell 
responses during chronic infection. Retrovirology 12, 15. https://doi.org/10.1186/s12977-015-0135-
y.

Bolinger, C., Sharma, A., Singh, D., Yu, L., and Boris-Lawrie, K. (2010). RNA helicase A 
modulates translation of HIV-1 and infectivity of progeny virions. Nucleic Acids Res 38, 1686–
1696. https://doi.org/10.1093/nar/gkp1075.

Brasey, A., Lopez-Lastra, M., Ohlmann, T., Beerens, N., Berkhout, B., Darlix, J.-L., and Sonenberg,
N. (2003). The leader of human immunodeficiency virus type 1 genomic RNA harbors an internal 
ribosome entry segment that is active during the G2/M phase of the cell cycle. J Virol 77, 3939–
3949. https://doi.org/10.1128/jvi.77.7.3939-3949.2003.

de Breyne, S., and Ohlmann, T. (2018). Focus on Translation Initiation of the HIV-1 mRNAs. IJMS 
20, 101. https://doi.org/10.3390/ijms20010101.

de Breyne, S., Chamond, N., Décimo, D., Trabaud, M.-A., André, P., Sargueil, B., and Ohlmann, T. 
(2012). In vitro studies reveal that different modes of initiation on HIV-1 mRNA have different 
levels of requirement for eukaryotic initiation factor 4F: eIF4F requirement for HIV-1 mRNA 
translation. FEBS Journal 279, 3098–3111. https://doi.org/10.1111/j.1742-4658.2012.08689.x.

Calviello, L., Venkataramanan, S., Rogowski, K.J., Wyler, E., Wilkins, K., Tejura, M., Thai, B., 
Krol, J., Filipowicz, W., Landthaler, M., et al. (2021). DDX3 depletion represses translation of 
mRNAs with complex 5’ UTRs. Nucleic Acids Res 49, 5336–5350. 
https://doi.org/10.1093/nar/gkab287.

Cardinaud, S., Moris, A., Février, M., Rohrlich, P.-S., Weiss, L., Langlade-Demoyen, P., Lemonnier,
F.A., Schwartz, O., and Habel, A. (2004). Identification of Cryptic MHC I–restricted Epitopes 
Encoded by HIV-1 Alternative Reading Frames. Journal of Experimental Medicine 199, 1053–
1063. https://doi.org/10.1084/jem.20031869.

(which was not certified by peer review) is the author/funder. All rights reserved. No reuse allowed without permission. 
The copyright holder for this preprintthis version posted April 29, 2022. ; https://doi.org/10.1101/2022.04.29.489990doi: bioRxiv preprint 

245

https://doi.org/10.1101/2022.04.29.489990


Cardinaud, S., Consiglieri, G., Bouziat, R., Urrutia, A., Fourati, S., Malet, I., Guergnon, J., van 
Endert, P., Lemonnier, F.A., Appay, V., et al. (2011). CTL Escape Mediated by Proteasomal 
Destruction of an HIV-1 Cryptic Epitope. PLoS Pathogens 7, 15. .

Cardinaud, S., Urrutia, A., Rouers, A., Coulon, P.-G., Kervevan, J., Richetta, C., Bet, A., Maze, 
E.A., Larsen, M., Iglesias, M.-C., et al. (2017). Triggering of TLR-3, -4, NOD2, and DC-SIGN 
reduces viral replication and increases T-cell activation capacity of HIV-infected human dendritic 
cells. Eur. J. Immunol. 47, 818–829. https://doi.org/10.1002/eji.201646603.

Casartelli, N., Guivel-Benhassine, F., Bouziat, R., Brandler, S., Schwartz, O., and Moris, A. (2010). 
The antiviral factor APOBEC3G improves CTL recognition of cultured HIV-infected T cells. 
Journal of Experimental Medicine 207, 39–49. https://doi.org/10.1084/jem.20091933.

Castelló, A., Franco, D., Moral-López, P., Berlanga, J.J., Alvarez, E., Wimmer, E., and Carrasco, L. 
(2009). HIV- 1 protease inhibits Cap- and poly(A)-dependent translation upon eIF4GI and PABP 
cleavage. PLoS One 4, e7997. https://doi.org/10.1371/journal.pone.0007997.

Cenik, C., Cenik, E.S., Byeon, G.W., Grubert, F., Candille, S.I., Spacek, D., Alsallakh, B., Tilgner, 
H., Araya, C.L., Tang, H., et al. (2015). Integrative analysis of RNA, translation, and protein levels 
reveals distinct regulatory variation across humans. Genome Res 25, 1610–1621. 
https://doi.org/10.1101/gr.193342.115.

Chatel-Chaix, L., Clément, J.-F., Martel, C., Bériault, V., Gatignol, A., DesGroseillers, L., and 
Mouland, A.J. (2004). Identification of Staufen in the Human Immunodeficiency Virus Type 1 Gag 
Ribonucleoprotein Complex and a Role in Generating Infectious Viral Particles. Mol Cell Biol 24, 
2637–2648. https://doi.org/10.1128/MCB.24.7.2637-2648.2004.

Chen, H.-H., Yu, H.-I., Yang, M.-H., and Tarn, W.-Y. (2018a). DDX3 Activates CBC-eIF3-Mediated
Translation of uORF-Containing Oncogenic mRNAs to Promote Metastasis in HNSCC. Cancer Res
78, 4512–4523. https://doi.org/10.1158/0008-5472.CAN-18-0282.

Chen, S., Zhou, Y., Chen, Y., and Gu, J. (2018b). fastp: an ultra-fast all-in-one FASTQ preprocessor.
Bioinformatics 34, i884–i890. https://doi.org/10.1093/bioinformatics/bty560.

Choudhary, S., Li, W., and D Smith, A. (2020). Accurate detection of short and long active ORFs 
using Ribo-seq data. Bioinformatics 36, 2053–2059. https://doi.org/10.1093/bioinformatics/btz878.

Clamer, M., Tebaldi, T., Lauria, F., Bernabò, P., Gómez-Biagi, R.F., Marchioretto, M., Kandala, 
D.T., Minati, L., Perenthaler, E., Gubert, D., et al. (2018). Active Ribosome Profiling with 
RiboLace. Cell Rep 25, 1097-1108.e5. https://doi.org/10.1016/j.celrep.2018.09.084.

Coulon, P.-G., Richetta, C., Rouers, A., Blanchet, F.P., Urrutia, A., Guerbois, M., Piguet, V., 
Theodorou, I., Bet, A., Schwartz, O., et al. (2016). HIV-Infected Dendritic Cells Present 
Endogenous MHC Class II–Restricted Antigens to HIV-Specific CD4+ T Cells. J Immunol 197, 
517–532. https://doi.org/10.4049/jimmunol.1600286.

Cullen, B.R. (2003). Nuclear RNA export. J Cell Sci 116, 587–597. 
https://doi.org/10.1242/jcs.00268.

Daudé, C., Décimo, D., Trabaud, M.-A., André, P., Ohlmann, T., and de Breyne, S. (2016). HIV-1 
sequences isolated from patients promote expression of shorter isoforms of the Gag polyprotein. 
Arch Virol 161, 3495–3507. https://doi.org/10.1007/s00705-016-3073-7.

(which was not certified by peer review) is the author/funder. All rights reserved. No reuse allowed without permission. 
The copyright holder for this preprintthis version posted April 29, 2022. ; https://doi.org/10.1101/2022.04.29.489990doi: bioRxiv preprint 

246

https://doi.org/10.1101/2022.04.29.489990


Davis, A.J., Li, P., and Burrell, C.J. (1997). Kinetics of viral RNA synthesis following cell-to-cell 
transmission of human immunodeficiency virus type 1. J Gen Virol 78 ( Pt 8), 1897–1906. 
https://doi.org/10.1099/0022-1317-78-8-1897.

Deforges, J., de Breyne, S., Ameur, M., Ulryck, N., Chamond, N., Saaidi, A., Ponty, Y., Ohlmann, 
T., and Sargueil, B. (2017). Two ribosome recruitment sites direct multiple translation events within
HIV1 Gag open reading frame. Nucleic Acids Res 45, 7382–7400. 
https://doi.org/10.1093/nar/gkx303.

Dick, R.A., Goh, S.L., Feigenson, G.W., and Vogt, V.M. (2012). HIV-1 Gag protein can sense the 
cholesterol and acyl chain environment in model membranes. Proc Natl Acad Sci U S A 109, 
18761–18766. https://doi.org/10.1073/pnas.1209408109.

Dobin, A., Davis, C.A., Schlesinger, F., Drenkow, J., Zaleski, C., Jha, S., Batut, P., Chaisson, M., 
and Gingeras, T.R. (2013). STAR: ultrafast universal RNA-seq aligner. Bioinformatics 29, 15–21. 
https://doi.org/10.1093/bioinformatics/bts635.

Dugré-Brisson, S., Elvira, G., Boulay, K., Chatel-Chaix, L., Mouland, A.J., and Desgroseillers, L. 
(2004). Interaction of Staufen1 with the 5’ end of mRNA facilitates translation of these RNAs. 33, 
4797–4812. https://doi.org/10.1093/nar/gki794.

Dunn, J.G., and Weissman, J.S. (2016). Plastid: nucleotide-resolution analysis of next-generation 
sequencing and genomics data. BMC Genomics 17, 958. https://doi.org/10.1186/s12864-016-3278-
x.

Elliott, J.L., Eschbach, J.E., Koneru, P.C., Li, W., Puray-Chavez, M., Townsend, D., Lawson, D.Q., 
Engelman, A.N., Kvaratskhelia, M., and Kutluay, S.B. (2020). Integrase-RNA interactions 
underscore the critical role of integrase in HIV-1 virion morphogenesis. ELife 9, e54311. 
https://doi.org/10.7554/eLife.54311.

Emery, A., Zhou, S., Pollom, E., and Swanstrom, R. (2017). Characterizing HIV-1 Splicing by 
Using Next-Generation Sequencing. J Virol 91, e02515-16. https://doi.org/10.1128/JVI.02515-16.

Erhard, F., Dölken, L., Schilling, B., and Schlosser, A. (2020). Identification of the Cryptic HLA-I 
Immunopeptidome. Cancer Immunol Res 8, 1018–1026. https://doi.org/10.1158/2326-6066.CIR-
19-0886.

Favard, C., Chojnacki, J., Merida, P., Yandrapalli, N., Mak, J., Eggeling, C., and Muriaux, D. 
(2019). HIV-1 Gag specifically restricts PI(4,5)P2 and cholesterol mobility in living cells creating a 
nanodomain platform for virus assembly. Science Advances 
https://doi.org/10.1126/sciadv.aaw8651.

Felber, B.K., Hadzopoulou-Cladaras, M., Cladaras, C., Copeland, T., and Pavlakis, G.N. (1989). rev
protein of human immunodeficiency virus type 1 affects the stability and transport of the viral 
mRNA. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 86, 1495–1499. https://doi.org/10.1073/pnas.86.5.1495.

Folks, T.M., Justement, J., Kinter, A., Dinarello, C.A., and Fauci, A.S. (1987). Cytokine-induced 
expression of HIV-1 in a chronically infected promonocyte cell line. Science 238, 800–802. 
https://doi.org/10.1126/science.3313729.

García-de-Gracia, F., Gaete-Argel, A., Riquelme-Barrios, S., Pereira-Montecinos, C., Rojas-Araya, 
B., Aguilera, P., Oyarzún-Arrau, A., Rojas-Fuentes, C., Acevedo, M.L., Chnaiderman, J., et al. 
(2021). CBP80/20-dependent translation initiation factor (CTIF) inhibits HIV-1 Gag synthesis by 

(which was not certified by peer review) is the author/funder. All rights reserved. No reuse allowed without permission. 
The copyright holder for this preprintthis version posted April 29, 2022. ; https://doi.org/10.1101/2022.04.29.489990doi: bioRxiv preprint 

247

https://doi.org/10.1101/2022.04.29.489990


targeting the function of the viral protein Rev. RNA Biology 18, 745–758. 
https://doi.org/10.1080/15476286.2020.1832375.

Garcia-Moreno, M., Noerenberg, M., Ni, S., Järvelin, A.I., González-Almela, E., Lenz, C.E., Bach-
Pages, M., Cox, V., Avolio, R., Davis, T., et al. (2019). System-wide Profiling of RNA-Binding 
Proteins Uncovers Key Regulators of Virus Infection. Molecular Cell 74, 196-211.e11. 
https://doi.org/10.1016/j.molcel.2019.01.017.

Gerashchenko, M.V., and Gladyshev, V.N. (2017). Ribonuclease selection for ribosome profiling. 
Nucleic Acids Res 45, e6–e6. https://doi.org/10.1093/nar/gkw822.

Gilmer, O., Mailler, E., Paillart, J.-C., Mouhand, A., Tisné, C., Mak, J., Smyth, R.P., Marquet, R., 
and Vivet-Boudou, V. (2022). Structural maturation of the HIV-1 RNA 5’ untranslated region by 
Pr55 Gag and its maturation products. RNA Biology 19, 191–205. 
https://doi.org/10.1080/15476286.2021.2021677.

Golumbeanu, M., Desfarges, S., Hernandez, C., Quadroni, M., Rato, S., Mohammadi, P., Telenti, 
A., Beerenwinkel, N., and Ciuffi, A. (2019). Proteo-Transcriptomic Dynamics of Cellular Response 
to HIV-1 Infection. Sci Rep 9. https://doi.org/10.1038/s41598-018-36135-3.

Goujon, C., Moncorgé, O., Bauby, H., Doyle, T., Ward, C.C., Schaller, T., Hué, S., Barclay, W.S., 
Schulz, R., and Malim, M.H. (2013). Human MX2 is an interferon-induced post-entry inhibitor of 
HIV-1 infection. Nature 502, 559–562. https://doi.org/10.1038/nature12542.

Guenther, U.-P., Weinberg, D.E., Zubradt, M.M., Tedeschi, F.A., Stawicki, B.N., Zagore, L.L., Brar,
G.A., Licatalosi, D.D., Bartel, D.P., Weissman, J.S., et al. (2018). The helicase Ded1p controls use 
of near-cognate translation initiation codons in 5’ UTRs. Nature 559, 130–134. 
https://doi.org/10.1038/s41586-018-0258-0.

Guerrero, S., Batisse, J., Libre, C., Bernacchi, S., Marquet, R., and Paillart, J.-C. (2015). HIV-1 
replication and the cellular eukaryotic translation apparatus. Viruses 7, 199–218. 
https://doi.org/10.3390/v7010199.

Harris, M.E., and Hope, T.J. (2000). RNA export: insights from viral models. Essays Biochem 36, 
115–127. https://doi.org/10.1042/bse0360115.

Hartman, T.R., Qian, S., Bolinger, C., Fernandez, S., Schoenberg, D.R., and Boris-Lawrie, K. 
(2006). RNA helicase A is necessary for translation of selected messenger RNAs. Nature Structural 
& Molecular Biology 13, 509–516. https://doi.org/10.1038/nsmb1092.

Herbreteau, C.H., Weill, L., Décimo, D., Prévôt, D., Darlix, J.-L., Sargueil, B., and Ohlmann, T. 
(2005). HIV-2 genomic RNA contains a novel type of IRES located downstream of its initiation 
codon. Nat Struct Mol Biol 12, 1001–1007. https://doi.org/10.1038/nsmb1011.

Heyer, E.E., Ozadam, H., Ricci, E.P., Cenik, C., and Moore, M.J. (2015). An optimized kit-free 
method for making strand-specific deep sequencing libraries from RNA fragments. Nucleic Acids 
Research 43, e2–e2. https://doi.org/10.1093/nar/gku1235.

Ingolia, N.T., Lareau, L.F., and Weissman, J.S. (2011). Ribosome Profiling of Mouse Embryonic 
Stem Cells Reveals the Complexity and Dynamics of Mammalian Proteomes. Cell 147, 789–802. 
https://doi.org/10.1016/j.cell.2011.10.002.

Ingolia, N.T., Brar, G.A., Stern-Ginossar, N., Harris, M.S., Talhouarne, G.J.S., Jackson, S.E., Wills, 
M.R., and Weissman, J.S. (2014). Ribosome Profiling Reveals Pervasive Translation Outside of 

(which was not certified by peer review) is the author/funder. All rights reserved. No reuse allowed without permission. 
The copyright holder for this preprintthis version posted April 29, 2022. ; https://doi.org/10.1101/2022.04.29.489990doi: bioRxiv preprint 

248

https://doi.org/10.1101/2022.04.29.489990


Annotated Protein-Coding Genes. Cell Rep 8, 1365–1379. 
https://doi.org/10.1016/j.celrep.2014.07.045.

Irigoyen, N., Dinan, A.M., Brierley, I., and Firth, A.E. (2018). Ribosome profiling of the retrovirus 
murine leukemia virus. Retrovirology 15, 10. https://doi.org/10.1186/s12977-018-0394-5.

Jaafar, Z.A., and Kieft, J.S. (2019). Viral RNA structure-based strategies to manipulate translation. 
Nature Reviews Microbiology 17, 110. https://doi.org/10.1038/s41579-018-0117-x.

Jacks, T., Powert, M.D., Masiarzt, F.R., Luciwt, P.A., Barrt, P.J., and Varmus, H.E. (1988). 
Characterization of ribosomal frameshifting in HIV-1 gag-pol expression. 4. .

Jayaram, D.R., Frost, S., Argov, C., Liju, V.B., Anto, N.P., Muraleedharan, A., Ben-Ari, A., Sinay, 
R., Smoly, I., Novoplansky, O., et al. (2021). Unraveling the hidden role of a uORF-encoded 
peptide as a kinase inhibitor of PKCs. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 118, e2018899118. 
https://doi.org/10.1073/pnas.2018899118.

Jiang, L., Schlesinger, F., Davis, C.A., Zhang, Y., Li, R., Salit, M., Gingeras, T.R., and Oliver, B. 
(2011). Synthetic spike-in standards for RNA-seq experiments. Genome Res 21, 1543–1551. 
https://doi.org/10.1101/gr.121095.111.

Karabiber, F., McGinnis, J.L., Favorov, O.V., and Weeks, K.M. (2013). QuShape: Rapid, accurate, 
and best-practices quantification of nucleic acid probing information, resolved by capillary 
electrophoresis. RNA 19, 63–73. https://doi.org/10.1261/rna.036327.112.

Kim, D., Paggi, J.M., Park, C., Bennett, C., and Salzberg, S.L. (2019). Graph-based genome 
alignment and genotyping with HISAT2 and HISAT-genotype. Nat Biotechnol 37, 907–915. 
https://doi.org/10.1038/s41587-019-0201-4.

Kim, S.Y., Byrn, R., Groopman, J., and Baltimore, D. (1989). Temporal aspects of DNA and RNA 
synthesis during human immunodeficiency virus infection: evidence for differential gene 
expression. J Virol 63, 3708–3713. https://doi.org/10.1128/JVI.63.9.3708-3713.1989.

Langmead, B., and Salzberg, S.L. (2012). Fast gapped-read alignment with Bowtie 2. Nat Methods 
9, 357–359. https://doi.org/10.1038/nmeth.1923.

Lefebvre, G., Desfarges, S., Uyttebroeck, F., Muñoz, M., Beerenwinkel, N., Rougemont, J., Telenti, 
A., and Ciuffi, A. Analysis of HIV-1 Expression Level and Sense of Transcription by High-
Throughput Sequencing of the Infected Cell. Jvi.Asm.Org.

Li, M., Kao, E., Gao, X., Sandig, H., Limmer, K., Pavon-Eternod, M., Jones, T.E., Landry, S., Pan, 
T., Weitzman, M.D., et al. (2012). Codon-usage-based inhibition of HIV protein synthesis by human
schlafen 11. Nature 491, 125–128. https://doi.org/10.1038/nature11433.

Linsalata, A.E., He, F., Malik, A.M., Glineburg, M.R., Green, K.M., Natla, S., Flores, B.N., Krans, 
A., Archbold, H.C., Fedak, S.J., et al. (2019). DDX3X and specific initiation factors modulate 
FMR1 repeat-associated non-AUG-initiated translation. EMBO Reports 20, e47498. 
https://doi.org/10.15252/embr.201847498.

Liu, J., Xu, Y., Stoleru, D., and Salic, A. (2012). Imaging protein synthesis in cells and tissues with 
an alkyne analog of puromycin. PNAS 109, 413–418. https://doi.org/10.1073/pnas.1111561108.

(which was not certified by peer review) is the author/funder. All rights reserved. No reuse allowed without permission. 
The copyright holder for this preprintthis version posted April 29, 2022. ; https://doi.org/10.1101/2022.04.29.489990doi: bioRxiv preprint 

249

https://doi.org/10.1101/2022.04.29.489990


Liu, S., Koneru, P.C., Li, W., Pathirage, C., Engelman, A.N., Kvaratskhelia, M., and Musier-
Forsyth, K. (2021). HIV-1 integrase binding to genomic RNA 5′-UTR induces local structural 
changes in vitro and in virio. Retrovirology 18, 37. https://doi.org/10.1186/s12977-021-00582-0.

Locker, N., Chamond, N., and Sargueil, B. (2011). A conserved structure within the HIV gag open 
reading frame that controls translation initiation directly recruits the 40S subunit and eIF3. Nucleic 
Acids Research 39, 2367–2377. https://doi.org/10.1093/nar/gkq1118.

Mangeot, P.E., Risson, V., Fusil, F., Marnef, A., Laurent, E., Blin, J., Mournetas, V., Massouridès, 
E., Sohier, T.J.M., Corbin, A., et al. (2019). Genome editing in primary cells and in vivo using viral-
derived Nanoblades loaded with Cas9-sgRNA ribonucleoproteins. Nature Communications 10. 
https://doi.org/10.1038/s41467-018-07845-z.

Mangeot, P.E., Guiguettaz, L., Sohier, T.J.M., and Ricci, E.P. (2021). Delivery of the Cas9/sgRNA 
Ribonucleoprotein Complex in Immortalized and Primary Cells via Virus-like Particles 
(“Nanoblades”). J Vis Exp https://doi.org/10.3791/62245.

Meijer, H.A., and Thomas, A.A.M. (2002). Control of eukaryotic protein synthesis by upstream 
open reading frames in the 5’-untranslated region of an mRNA. The Biochemical Journal 367, 1–
11. https://doi.org/10.1042/BJ20011706.

Merino, E.J., Wilkinson, K.A., Coughlan, J.L., and Weeks, K.M. (2005). RNA Structure Analysis at 
Single Nucleotide Resolution by Selective 2‘-Hydroxyl Acylation and Primer Extension (SHAPE). 
J. Am. Chem. Soc. 127, 4223–4231. https://doi.org/10.1021/ja043822v.

Miele, G., Mouland, A., Harrison, G.P., Cohen, E., and Lever, A.M. (1996). The human 
immunodeficiency virus type 1 5’ packaging signal structure affects translation but does not 
function as an internal ribosome entry site structure. J Virol 70, 944–951. 
https://doi.org/10.1128/jvi.70.2.944-951.1996.

Mills, E.W., Wangen, J., Green, R., and Ingolia, N.T. (2016). Dynamic Regulation of a Ribosome 
Rescue Pathway in Erythroid Cells and Platelets. Cell Reports 17, 1–10. 
https://doi.org/10.1016/j.celrep.2016.08.088.

Morris, D.R., and Geballe, A.P. (2000). Upstream open reading frames as regulators of mRNA 
translation. Molecular and Cellular Biology 20, 8635–8642. .

Mouzakis, K.D., Lang, A.L., Vander Meulen, K.A., Easterday, P.D., and Butcher, S.E. (2013). HIV-
1 frameshift efficiency is primarily determined by the stability of base pairs positioned at the 
mRNA entrance channel of the ribosome. Nucleic Acids Res 41, 1901–1913. 
https://doi.org/10.1093/nar/gks1254.

Namy, O., Moran, S.J., Stuart, D.I., Gilbert, R.J.C., and Brierley, I. (2006). A mechanical 
explanation of RNA pseudoknot function in programmed ribosomal frameshifting. 441, 4. .

Nguyen Quang, N., Goudey, S., Ségéral, E., Mohammad, A., Lemoine, S., Blugeon, C., Versapuech,
M., Paillart, J.-C., Berlioz-Torrent, C., Emiliani, S., et al. (2020). Dynamic nanopore long-read 
sequencing analysis of HIV-1 splicing events during the early steps of infection. Retrovirology 17, 
25. https://doi.org/10.1186/s12977-020-00533-1.

Nieto-Garai, J.A., Arboleya, A., Otaegi, S., Chojnacki, J., Casas, J., Fabriàs, G., Contreras, F.-X., 
Kräusslich, H.-G., and Lorizate, M. (2021). Cholesterol in the Viral Membrane is a Molecular 
Switch Governing HIV-1 Env Clustering. Adv Sci (Weinh) 8, 2003468. 
https://doi.org/10.1002/advs.202003468.

(which was not certified by peer review) is the author/funder. All rights reserved. No reuse allowed without permission. 
The copyright holder for this preprintthis version posted April 29, 2022. ; https://doi.org/10.1101/2022.04.29.489990doi: bioRxiv preprint 

250

https://doi.org/10.1101/2022.04.29.489990


Ocwieja, K.E., Sherrill-Mix, S., Mukherjee, R., Custers-Allen, R., David, P., Brown, M., Wang, S., 
Link, D.R., Olson, J., Travers, K., et al. (2012). Dynamic regulation of HIV-1 mRNA populations 
analyzed by single-molecule enrichment and long-read sequencing. Nucleic Acids Res 40, 10345–
10355. https://doi.org/10.1093/nar/gks753.

Ohlmann, T., Prévôt, D., Décimo, D., Roux, F., Garin, J., Morley, S.J., and Darlix, J.-L. (2002). In 
Vitro Cleavage of eIF4GI but not eIF4GII by HIV-1 Protease and its Effects on Translation in the 
Rabbit Reticulocyte Lysate System. Journal of Molecular Biology 318, 9–20. 
https://doi.org/10.1016/S0022-2836(02)00070-0.

Ono, A., Waheed, A.A., and Freed, E.O. (2007). Depletion of cellular cholesterol inhibits membrane
binding and higher-order multimerization of human immunodeficiency virus type 1 Gag. Virology 
360, 27–35. https://doi.org/10.1016/j.virol.2006.10.011.

Ouspenskaia, T., Law, T., Clauser, K.R., Klaeger, S., Sarkizova, S., Aguet, F., Li, B., Christian, E., 
Knisbacher, B.A., Le, P.M., et al. (2021). Unannotated proteins expand the MHC-I-restricted 
immunopeptidome in cancer. Nat Biotechnol 1–9. https://doi.org/10.1038/s41587-021-01021-3.

Pierre, P. (2009). Immunity and the regulation of protein synthesis: surprising connections. Current 
Opinion in Immunology 8. .

Plank, T.-D.M., Whitehurst, J.T., and Kieft, J.S. (2013). Cell type specificity and structural 
determinants of IRES activity from the 5′ leaders of different HIV-1 transcripts. Nucleic Acids Res 
41, 6698–6714. https://doi.org/10.1093/nar/gkt358.

Prévôt, D., Décimo, D., Herbreteau, C.H., Roux, F., Garin, J., Darlix, J.-L., and Ohlmann, T. (2003).
Characterization of a novel RNA-binding region of eIF4GI critical for ribosomal scanning. The 
EMBO Journal 22, 1909–1921. https://doi.org/10.1093/emboj/cdg175.

Puray-Chavez, M., Lee, N., Tenneti, K., Wang, Y., Vuong, H.R., Liu, Y., Horani, A., Huang, T., 
Gunsten, S.P., Case, J.B., et al. (2020). The translational landscape of SARS-CoV-2 and infected 
cells (Microbiology).

Ramírez, F., Ryan, D.P., Grüning, B., Bhardwaj, V., Kilpert, F., Richter, A.S., Heyne, S., Dündar, F., 
and Manke, T. (2016). deepTools2: a next generation web server for deep-sequencing data analysis. 
Nucleic Acids Research 44, W160–W165. https://doi.org/10.1093/nar/gkw257.

Ramos, H., Monette, A., Niu, M., Barrera, A., López-Ulloa, B., Fuentes, Y., Guizar, P., Pino, K., 
DesGroseillers, L., Mouland, A.J., et al. (2021). The double-stranded RNA-binding protein, 
Staufen1, is an IRES-transacting factor regulating HIV-1 cap-independent translation initiation. 
Nucleic Acids Research gkab1188. https://doi.org/10.1093/nar/gkab1188.

Rao, S., Lungu, C., Crespo, R., Steijaert, T.H., Gorska, A., Palstra, R.-J., Prins, H.A.B., van Ijcken, 
W., Mueller, Y.M., van Kampen, J.J.A., et al. (2021). Selective cell death in HIV-1-infected cells by 
DDX3 inhibitors leads to depletion of the inducible reservoir. Nat Commun 12, 2475. 
https://doi.org/10.1038/s41467-021-22608-z.

Reuter, J.S., and Mathews, D.H. (2010). RNAstructure: software for RNA secondary structure 
prediction and analysis. BMC Bioinformatics 11, 129. https://doi.org/10.1186/1471-2105-11-129.

Ricci, E.P., Soto Rifo, R., Herbreteau, C.H., Decimo, D., and Ohlmann, T. (2008a). Lentiviral RNAs
can use different mechanisms for translation initiation. Biochem Soc Trans 36, 690–693. 
https://doi.org/10.1042/BST0360690.

(which was not certified by peer review) is the author/funder. All rights reserved. No reuse allowed without permission. 
The copyright holder for this preprintthis version posted April 29, 2022. ; https://doi.org/10.1101/2022.04.29.489990doi: bioRxiv preprint 

251

https://doi.org/10.1101/2022.04.29.489990


Ricci, E.P., Herbreteau, C.H., Decimo, D., Schaupp, A., Datta, S.A.K., Rein, A., Darlix, J.-L., and 
Ohlmann, T. (2008b). In vitro expression of the HIV-2 genomic RNA is controlled by three distinct 
internal ribosome entry segments that are regulated by the HIV protease and the Gag polyprotein. 
RNA 14, 1443–1455. https://doi.org/10.1261/rna.813608.

Ricci, E.P., Kucukural, A., Cenik, C., Mercier, B.C., Singh, G., Heyer, E.E., Ashar-Patel, A., Peng, 
L., and Moore, M.J. (2014). Staufen1 senses overall transcript secondary structure to regulate 
translation. Nat Struct Mol Biol 21, 26–35. https://doi.org/10.1038/nsmb.2739.

Ringeard, M., Marchand, V., Decroly, E., Motorin, Y., and Bennasser, Y. (2019). FTSJ3 is an RNA 
2′-O-methyltransferase recruited by HIV to avoid innate immune sensing. Nature 565, 500–504. 
https://doi.org/10.1038/s41586-018-0841-4.

Rocchi, C., Louvat, C., Miele, A., Batisse, J., Guillon, C., Ballut, L., Lener, D., Negroni, M., Ruff, 
M., Gouet, P., et al. (2021). The HIV-1 Integrase C-Terminal domain induces TAR RNA structural 
changes promoting Tat binding (Biochemistry).

Sanjana, N.E., Shalem, O., and Zhang, F. (2014). Improved vectors and genome-wide libraries for 
CRISPR screening. Nat Methods 11, 783–784. https://doi.org/10.1038/nmeth.3047.

Schubert, U., Norbury, C.C., Yewdell, J.W., and Bennink, J.R. (2000). Rapid degradation of a large 
fraction of newly synthesized proteins by proteasomes. 404, 5. .

Schuhmacher, J., Heidu, S., Balchen, T., Richardson, J.R., Schmeltz, C., Sonne, J., Schweiker, J., 
Rammensee, H.-G., Thor Straten, P., Røder, M.A., et al. (2020). Vaccination against RhoC induces 
long-lasting immune responses in patients with prostate cancer: results from a phase I/II clinical 
trial. J Immunother Cancer 8, e001157. https://doi.org/10.1136/jitc-2020-001157.

Sharma, A., Yilmaz, A., Marsh, K., Cochrane, A., and Boris-Lawrie, K. (2012). Thriving under 
Stress: Selective Translation of HIV-1 Structural Protein mRNA during Vpr-Mediated Impairment 
of eIF4E Translation Activity. PLoS Pathog 8, e1002612. 
https://doi.org/10.1371/journal.ppat.1002612.

Singh, G., Seufzer, B., Song, Z., Zucko, D., Heng, X., and Boris-Lawrie, K. (2022). HIV-1 
hypermethylated guanosine cap licenses specialized translation unaffected by mTOR. Proc. Natl. 
Acad. Sci. U.S.A. 119, e2105153118. https://doi.org/10.1073/pnas.2105153118.

Soto-Rifo, R., Rubilar, P.S., Limousin, T., de Breyne, S., Décimo, D., and Ohlmann, T. (2012). 
DEAD-box protein DDX3 associates with eIF4F to promote translation of selected mRNAs: 
Translation initiation mediated by DDX3. The EMBO Journal 31, 3745–3756. 
https://doi.org/10.1038/emboj.2012.220.

Soto-Rifo, R., Rubilar, P.S., and Ohlmann, T. (2013). The DEAD-box helicase DDX3 substitutes for
the cap-binding protein eIF4E to promote compartmentalized translation initiation of the HIV-1 
genomic RNA. Nucleic Acids Research 41, 6286–6299. https://doi.org/10.1093/nar/gkt306.

Vallejos, M., Carvajal, F., Pino, K., Navarrete, C., Ferres, M., Huidobro-Toro, J.P., Sargueil, B., and 
López-Lastra, M. (2012). Functional and Structural Analysis of the Internal Ribosome Entry Site 
Present in the mRNA of Natural Variants of the HIV-1. PLoS ONE 7, e35031. 
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0035031.

Ventoso, I., Blanco, R., Perales, C., and Carrasco, L. (2001). HIV-1 protease cleaves eukaryotic 
initiation factor 4G and inhibits cap-dependent translation. PNAS 98, 12966–12971. 
https://doi.org/10.1073/pnas.231343498.

(which was not certified by peer review) is the author/funder. All rights reserved. No reuse allowed without permission. 
The copyright holder for this preprintthis version posted April 29, 2022. ; https://doi.org/10.1101/2022.04.29.489990doi: bioRxiv preprint 

252

https://doi.org/10.1101/2022.04.29.489990


Wei, J., Kishton J, R., Angel, M., Conn S, C., Dalla-Venezia, N., Marcel, V., Vincent, A., Catez, F., 
Ferré, S., Ayadi, L., et al. (2019). Ribosomal Proteins Regulate MHC Class I Peptide Generation for
Immunosurveillance. Mol Cell 73, 1162–1173. https://doi.org/doi: 10.1016/j.molcel.2018.12.020.

Weill, L., James, L., Ulryck, N., Chamond, N., Herbreteau, C.H., Ohlmann, T., and Sargueil, B. 
(2010). A new type of IRES within gag coding region recruits three initiation complexes on HIV-2 
genomic RNA. Nucleic Acids Research 38, 1367–1381. https://doi.org/10.1093/nar/gkp1109.

Wilkinson, K.A., Merino, E.J., and Weeks, K.M. (2006). Selective 2′-hydroxyl acylation analyzed 
by primer extension (SHAPE): quantitative RNA structure analysis at single nucleotide resolution. 
Nat Protoc 1, 1610–1616. https://doi.org/10.1038/nprot.2006.249.

Winans, S., and Goff, S.P. (2020). Mutations altering acetylated residues in the CTD of HIV-1 
integrase cause defects in proviral transcription at early times after integration of viral DNA. PLOS 
Pathogens 16, e1009147. https://doi.org/10.1371/journal.ppat.1009147.

Xiao, Z., Huang, R., Xing, X., Chen, Y., Deng, H., and Yang, X. (2018). De novo annotation and 
characterization of the translatome with ribosome profiling data. Nucleic Acids Res 46, e61. 
https://doi.org/10.1093/nar/gky179.

Yedavalli, V.S.R.K., Neuveut, C., Chi, Y.-H., Kleiman, L., and Jeang, K.-T. (2004). Requirement of 
DDX3 DEAD box RNA helicase for HIV-1 Rev-RRE export function. Cell 119, 381–392. 
https://doi.org/10.1016/j.cell.2004.09.029.

Yewdell, J.W. (2020). DRiPs get molecular. Current Opinion in Immunology 7. .

Zhang, H., Wang, Y., and Lu, J. (2019). Function and Evolution of Upstream ORFs in Eukaryotes. 
Trends in Biochemical Sciences https://doi.org/10.1016/j.tibs.2019.03.002.

Zhang, P., He, D., Xu, Y., Hou, J., Pan, B.-F., Wang, Y., Liu, T., Davis, C.M., Ehli, E.A., Tan, L., et 
al. (2017). Genome-wide identification and differential analysis of translational initiation. Nat 
Commun 8, 1749. https://doi.org/10.1038/s41467-017-01981-8.

Figure legends

Figure  1.  Transcriptional  and  translational  changes  in  HIV-1  infected  cells.  A.  Schematic

representation of the procedure to monitor transcript abundance and translation in HIV-1 infected

cells. Briefly, SupT1 cells were infected or not (Mock) with HIV-1 (NL4.3 strain) at MOI 5. At 0, 1,

12, 24 and 36 hours post infection (hpi), cells were lysed to recover the cytoplasmic fraction and

prepare ribosome profiling and RNA-seq libraries subjected to high-throughput sequencing on the

Illumina Hiseq platform.  B.  Scatter-plot of the fold-change (log2) in cytoplasmic RNA-seq and

Ribo-Seq of the Mock-infected and HIV-1 infected cells at each time point of infection. Orange dots

(“Transcript-level only”) corresponds to genes exclusively regulated at the transcript abundance

level. Blue dots (“Translation only”) correspond to genes which display differences in ribosome
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occupancy  while  transcript  abundance  remains  unchanged.  Green  dots  (“Translationally

intensified”) correspond to genes with significant changes in transcript abundance and significantly

further  changes,  in  the  same  direction,  in  ribosome  occupancy  upon  infection.  Red  dots

(“Translationally buffered”) correspond to transcripts displaying significant changes in transcript

abundance but for which there is compensation at the translational level to maintain unchanged

ribosome occupancy levels upon infection.  C.  Gene ontology analysis of differentially expressed

genes at  each time point.  D.  (Left  panel)  Scheme describing nascent  protein labeling using O-

propargyl-puromycin (OPP). Briefly, cells are incubated with OPP and fixed in paraformaldehyde

before a fluorophore is covalently linked through a click-reaction. Cells are then analyzed by flow

cytometry to monitor signal intensity at  a single-cell  level.  E. Flow cytometry analysis of OPP

signal in SupT1 cells infected with HIV-1, 12, 24 and 36 hpi. F. OPP signal in SupT1 cells infected

with single-round recombinant HIV-1 virions coding for GFP at 24, 48, 72 and 96 hpi.  G.  OPP

signal in primary Human CD4+ T cells infected with HIV-1, 48 and 72 hpi and either positive or

negative for p24 expression (p24+ or p24-). Results from two independent donors are displayed

separately for each time point tested.

Figure 2. Relative and absolute expression of viral transcripts during infection. A.  (Left panel)

Relative cytoplasmic amount of viral transcripts (the sum of all transcripts at any given time point

corresponding to 100%) in SupT1 cells, 1, 12, 24 and 36 hpi. (Right panel) Overall abundance of

viral transcripts within RNA-seq libraries displayed in transcripts per million (TPM).  B. MA-plot

(log2 fold change Vs mean average) of cytoplasmic RNA-seq reads from U937 cells with a latent

HIV-1 integrated proviral DNA, 24 hours after induction of proviral DNA expression. Blue dots

correspond to differentially expressed genes with an adjusted p-value < 0.05.  C.  Same as  B. but

using ribosome density values. D. Relative (left panel) and overall (right panel) abundance of viral

transcripts  in  U937  cells,  3,  6,  9,  12,  15,  18  and  24  hours  after  induction  of  proviral  DNA

expression.

Figure  3.  Translational  landscape  of  viral  transcripts.  A.  HIV-1  genomic  structure.  B.

Distribution of RNA-seq (red) and ribosome profiling (blue) reads across the HIV-1 genome in

SupT1 cells at 1, 12, 24 and 36 hpi. C. Translation efficiency of the genomic RNA (across both Gag

and Pol coding sequences) at each time point of infection.  D. Translation efficiency of canonical

viral mRNAs, 12, 24 and 36 hpi.  E.  Percentage of Gag-Pol ribosome frameshifting at each time

point of infection.
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Figure 4.  Translation initiation sites in viral transcripts.  A.  Distribution of ribosome P-sites

around annotated start and stop codons in all cellular transcripts in harringtonine and cycloheximide

libraries.  B.  Distribution  of  ribosome  profiling  reads  across  the  HIV-1  genome  obtained  from

harringtonine and cycloheximide treated cells.  C.  Distribution of ribosome profiling reads in the

first 500 nucleotides of the Gag CDS obtained from harringtonine and cycloheximide treated cells.

The canonical AUG start codon of Gag (p55 isoform) at position +336, as well as the position of

other  out-of-frame start  codons predicted by Ribocode and lastly  the position of  the Gag (p40

isoform) start codon at position +759 are annotated in the figure.

Figure 5. Non-AUG translation initiation sites in the 5’UTR of viral transcripts. A. (Top panel)

Distribution of ribosome profiling reads across the HIV-1 genome from infected U937, SupT1 and

primary  CD4+ T lymphocytes.  (Bottom panel)  Close-up  view  of  the  unspliced  HIV-1  5’UTR

showing the distribution of ribosome profiling reads and the position of putative non-AUG start-

codons.  B.  Distribution of FLOSS (Fragment Length Distribution Score) values for cellular and

viral transcripts computed from ribosome profiling reads from SupT1 (left panel), U937 (middle

panel) or primary CD4 T cells (right panel). 

Figure  6.  Productive  translation  from  uORFs  in  viral  transcripts  and  role  of  DDX3  in

alleviating the negative impact of  uORFs on translation from downstream main ORFs A.

Distribution of  ribosome profiling reads  across the 5’UTR of unspliced viral  mRNAs in U937

cytoplasmic lysates  incubated with 1M KCl (high salt  wash),  or  from Ribolace experiments  in

SupT1 cells (Actively translating ribosomes), or from ribosome immunoprecipitation in transfected

HEK293T cells (HEK RPL7a IP). B. Distribution of ribosome profiling reads on luciferase coding

reporter transcripts bearing the wild-type HIV-1 5’UTR (WT 5’UTR), a mutant version in which all

non-AUG uORF start codons were mutated to UAA stop codons (no uORFs 5’UTR), a mutant in

which all non-AUG uORF start codons were mutated into AUG codons (AUG uORFs 5’UTR). C.

Relative renilla luciferase activity (normalized against the Globin 5’UTR reporter mRNA) of the

HIV-1 “wild-type”, “No uORFs” 5’UTR and “AUG uORFs” 5’UTR reporter mRNAs upon in vitro

translation in  the rabbit  reticulocyte lysate.  D. Western-blot  analysis  of  β-actin  (left  panel)  and

DDX3 (right panel) expression in HEK293T cells transfected with plasmids coding for the Cas9

and a sgRNA targeting the YFP sequence (sgYFP) or the DDX3 coding sequence (sgDDX3).  E.

(Left  panel)  Relative  renilla  luciferase  activity  (normalized  against  the  Globin  5’UTR reporter

mRNA) from reporter mRNAs transfected in HEK293T cells in which DDX3 was knocked-down

(sgDDX3) or not (sgYFP) using CRISPR-Cas9. (right panel) Fold-change of luciferase activity for

each reporter mRNA between the control and DDX3 depleted condition computed from the data
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presented in  the left panel.  F.  Relative renilla luciferase activity (normalized against the Globin

5’UTR reporter mRNA) from viral reporter mRNAs in which the TAR loop is present or absent,

transfected into HEK293T cells in which DDX3 expression was knocked-down (sgDDX3) or not

(sgYFP) using CRISPR-Cas9. For panels C, E and F, a Student t-test was performed to assess the

differences between the mean values of compared conditions (* corresponding to a p-value <0.05). 

Figure 7.  Identification of polypeptides that initiate specific T cell responses in treated and

untreated HIV infected individuals. A to D. Based on the nucleotide sequence of NL4-3, peptides

potentially encoded by uORFs (see peptides “A02; A03; A06; A07; A08” in panel A of this figure)

of the 5’LTR were synthesized and used to screen for T cell responses in PBMCs of HIV-infected

individuals. PBMCs from treated (ART) and untreated but aviremic (so called elite controllers, EC)

individuals were stimulated with a  pool of uORF-derived peptides (POOL) and cultured in the

presence of IL-2 and IL-7 cytokines in order to expand peptide-specific memory T cells. On day 7

(not shown) and day 12, T cell responses against the POOL were assessed using IFNγ-Elispot. In

addition, on day 12, except for donor EC-3, individual peptides of the pool (A02; A03; A06; A07;

A08) were assessed using IFNγ-Elispot. As positive control for T cell expansion and activation, a

pool  of immunogenic peptides  from HIV Env and Gag proteins was also used.  A. Number of

uORF-derived peptides recognized by each HIV-infected individuals. The color code indicates from

which uORF the peptides are derived. B, C and D. left panels, detailed IFNγ-Elispot data from the

3  individuals  presenting  T cell  responses,  expressed  as  spot  forming  units  (SFU)  per  million

PBMCs; right panels pictures of the raw data from the Elispot plates in technical triplicate (B and

D) or duplicate (C). POOL (-) and POOL (+): PBMCs expanded with the pool of uORF-derived

peptides but restimulated on the day of the Elispot with medium or the POOL, respectively. A02;

A03; A06; A07 and A08 name of individual uORF-derived peptides used for restimulation. HIV (-)

and HIV (+): PBMC expanded with the pool of Env- and Gag-derived peptides but restimulated for

the Elispot assay with medium or the same pool of HIV peptides, respectively. Responses were

considered positive when IFNγ production was superior to 20 spots/106 PBMCs and at least twofold

higher  than  background  production  from  cells  restimulated  with  medium  (dotted  lines).  SAT:

saturated signal, where counts cannot be estimated due to overwhelm IFNγ secretion by activated T

cells.

Supplementary Figure 1. A. Flow cytometry analysis of p24 expression in mock (blue) or HIV-1

infected (pink) SupT1 cells at 12, 24 or 36h pi.  B.  Distribution of ribosome P-sites in the -40 to

+100  nucleotide  region  surrounding  the  annotated  AUG start  codons  of  all  cellular  transcripts

obtained  from  ribosome  profiling  libraries  prepared  from  MNase  or  RNaseI-treated  SupT1
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cytoplasmic  cell  lysates.  C.  Scatter-plot  of  protein  abundance  from SupT1  cells  infected  with

obtained by mass spectrometry (y-axis)  from  (Golumbeanu et  al.,  2019) against Ribo-seq (left-

panel, x-axis) or RNA-seq (right-panel, x-axis) per gene read counts obtained from SupT1 cells 24

hpi from our study. D.  Random forest analysis of features associated with down-translated (top

panel), up-translated (middle panel) transcripts. (Botton panel) Violin plots of CDS GC content of

down-translated  (down),  non-regulated  (N.S.)  and  up-translated  (up)  genes  at  36  hpi.  E. Gene

trajectory  clustering  across  infection  time  points  in  SupT1  cells  and  its  corresponding  gene-

ontology analysis from differentially expressed-transcripts.

Supplementary  Figure  2.  A.  Density  plot  of  flow cytometry  signal  for  OPP incorporation  in

HEK293T cells infected with Sindbis virus (at MOI 5) from 0 to 18 hpi. B. Flow cytometry analysis

of OPP signal in SupT1 cells mock infected or infected with HIV-1 (NL4.3 strain at MOI 5) at 12,

24 and 36 hpi (results presented correspond to gating on live cells).

Supplementary Figure 3. A. Scatter plot of a simulated HIV-1 RNA-seq dataset to test the Kallisto

transcript-specific  quantification  pipeline  based on annotated  full-length  transcripts  obtained by

Nanopore  cDNA sequencing  described  in  (Nguyen  Quang  et  al.,  2020).  True  HIV-1 transcript

counts are presented in the x-axis, while Kallisto deconvoluted transcript counts are presented in the

y-axis.  B.  Sashimi plot indicating all exon-exon junction mapping reads from our RNA-seq and

Ribo-seq datasets at 1 and 24 hpi.

Supplementary Figure 4. A.  Distribution of ribosome profiling reads across the HIV-1 genome

obtained from Harringtonine-treated U937 cells in which HIV-1 transcription was induced for 3, 6,

9, 12, 15, 18 and 24 h. The position of each viral gene and its corresponding canonical AUG start

codon are depicted. 

Supplementary Figure 5. A. Secondary structure of the HIV-1 wild-type 5’UTR and B. No-uORFs

5’UTR mutant followed by the renilla luciferase coding region as obtained by SHAPE-analysis.  C.

Distribution of ribosome profiling reads across the 5’UTR of unspliced viral  mRNAs in HIV-2

infected U937 cells incubated with cycloheximide or harringtonine before lysis. D. Distribution of

ribosome profiling reads across the 5’UTR of unspliced viral mRNA of HTLV-1 in immortalized T

cells obtained from HTLV-1 infected humanized mice. 

Supplementary Figure 6. A to D. Four HIV infected individuals with no 5’LTR uORF-specific T

cell responses. IFNγ-Elispot data from the 4 individuals, from Figure 6 (C), presenting no T cell
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responses against 5’LTR uORF-derived peptides, expressed as spot forming units (SFU) per million

PBMCs. As in Figure 6C to 6F, memory T cells from ART and EC were stimulated/expanded with

the pool of uORF derived peptides (POOL), the HIV pool  (HIV) or an additional control pool

(CEF) composed of peptides derived from CMV, EBV and Flu viruses. (C, D, E), on day 12 T cell

responses  against  the  POOL,  HIV and  CEF pools  as  well  as  individual  5’LTR uORF-derived

peptides (A02; A03; A06; A07; A08) were assessed using IFNγ-Elispot.  (F), T cell responses of

donor EC-3 were assessed on day 7 with the indicated pools. Since no reactivity to the pool of

5’LTR uORF-derived peptides (POOL) was detected, T cell responses to the individual peptides

were not assessed on day 12 for donor EC-3. POOL (-) and POOL (+): PBMCs expanded with the

pool of uORF peptides but  restimulated on the day of the Elispot  with medium or the POOL,

respectively. A02; A03; A06; A07 and A08 name of individual uORF-derived peptides used for

restimulation.  HIV (-)  and HIV (+): PBMCs expanded with the pool of Env- and Gag-derived

peptides but restimulated for the Elispot assay with medium or the same pool of HIV peptides,

respectively. CEF (-) and CEF (+) PBMCs expanded with the pool of virus-derived peptides but

restimulated for the Elispot assay with medium or the same CEF pool, respectively. Responses were

considered positive when IFNγ production was superior to 20 spots/106 PBMCs and at least twofold

higher  than  background  production  from  cells  restimulated  with  medium  (dotted  lines).  SAT:

saturated signal, where counts cannot be estimated due to overwhelm IFNγ secretion by activated T

cells.

Supplementary  table  1. Differential  gene  expression  and  translation  analysis  of  SupT1

infected cells and U937 cells in which latent HIV-1 is induced.

Supplementary table 2. ORF identification from viral transcripts based on ribosome profiling

reads as obtained with Ribocode.
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Résumé : Les récentes avancées dans les méthodes 

de détection ont remis en question la définition 

traditionnelle du génome codant en révélant que des 

milliers de cadres ouverts de lecture non canoniques, 

tels que les cadres de lecture alternatifs (ARFs), sont 

capables de coder des polypeptides. Bien que les 

ARFs aient été identifiés dans plusieurs génomes 

viraux grâce à la technique du ribosome profiling, tels 

que ceux du HCMV, KSV et SARS-CoV-2, aucune 

démonstration n'avait pas été faite sur le génome du 

VIH-1. En utilisant le ribosome profiling, nous avons 

identifié 98 ARFs du VIH-1 répartis sur l’ensemble du 

génome, avec une forte conservation parmi les 

isolats des clades B et C du VIH-1. Notre étude a 

révélé qu’au moins 42 ARFs codent des polypeptides 

viraux, ce qui est attesté par la détection de réponses 

T spécifiques de 46 peptides dérivés d'ARFs chez des 

donneurs sous traitement ou contrôlant 

naturellement l'infection. 

Parallèlement, nous avons identifié dans des 

cellules primaires infectées un ligand de HLA-

A*0201 dérivé d'un ARF identifié.  

Dans l’ensemble, les réponses T spécifiques des 

peptides dérivés d'ARFs étaient majoritairement 

médiées par des cellules T CD4+ polyfonctionnelles 

sécrétant au moins 3 cytokines simultanément. 

Notre étude met en évidence l'immense capacité 

de codage du VIH-1 et l'intérêt d'étudier la 

traduction des régions génomiques non 

canoniques dans les maladies infectieuses. Notre 

découverte élargit la liste des polypeptides viraux 

conservés qui pourraient être des cibles 

potentielles pour les stratégies de vaccination. 
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Abstract : Recent advances in detection methods 

challenged the coding definition revealing that 

thousands of non-canonical open reading frames, 

including alternative reading frames (ARFs), encode 

polypeptides. ARFs have been detected in several 

viral genomes using ribosome profiling such as 

HCMV, KSV, and SARS-CoV-2 but no demonstration 

has been made on HIV-1 genome. 

By utilizing ribosome profiling, we uncovered 98 HIV 

ARFs that are distributed throughout the genome, 

and highly conserved among HIV-1 clades B and C 

isolates. Our analysis revealed that at least 42  

ARFs encode viral polypeptides, as demonstrated 

by T-cell responses targeting 46 ARF-derived 

peptides in donors under treatment or naturally 

controlling the infection. 

At the same time, we identified  on primary infected 

cells a ligand of HLA-A*0201 derived from an 

identified ARF. Overall, the ARF-specific T-cell 

responses were mediated by polyfunctional CD4+ 

T-cells secreting at least 3 cytokines 

simultaneously. Our study highlights the immense 

translation landscape of HIV-1 genome and the 

interest to study hidden alternative translated 

genomic regions in infectious diseases. Our 

discovery expands the list of conserved viral 

polypeptides that might be potential targets for 

vaccine strategies.  
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