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Résumé

Pendant l'infection virale, la régulation de I'expression des génes est au coeur des
interactions complexes entre I'h6te et le pathogéne. Les virus exploitent la machinerie
cellulaire de I'n6te pour assurer la synthese de leurs protéines nécessaires pour la
réplication et la propagation de l'infection. C'est notamment le cas lors de l'infection
par le SARS-CoV-2, qui induit rapidement une inhibition globale de la traduction
cellulaire grace a l'action de facteurs viraux tels que la protéine Nsp1. Pour produire
efficacement ses protéines, le virus doit alors mettre en place des stratégies pour
contourner cette inhibition. Le génome du SARS-CoV-2 s'exprime a partir de 10 ARN,
I'ARN génomique (ARNQ) et 9 ARN sous-génomiques qui possedent une région leader
commune mais des régions 5'UTR uniques pour chacun des transcrits. Mon travail
s'est concentré sur les éléments structuraux qui régulent la traduction des différents
ARN du SARS-CoV-2.

A travers un ensemble d’expériences in vitro (lysat de réticulocytes) et en cellules,
nous avons découvert que l'efficacité de traduction variait significativement entre les
différents ARN viraux. En particulier, 'ARN génomique, malgré sa structure complexe,
se distingue par une efficacité de traduction particulierement élevée. Nous avons aussi
déterminé que la structure tige-boucle SL1, présente dans I'ensemble des transcrits
viraux, était un déterminant majeur pour l'expression des ARN et qu'elle jouait
également un rdle crucial pour contrer l'inhibition induite par la protéine virale Nsp1.
Nous avons établi que l'initiation de la traduction se déroulait par un mécanisme
dépendant de la coiffe et nécessitait le complexe elF4F. Enfin notre étude a également
permis de caractériser le r6le de deux courtes phases de lecture ouvertes (UORF)
retrouvées dans certaines régions 5'UTR des ARN du SARS-CoV-2; ces uORF ont

des impacts variables selon leur position.

Mots-clés : SARS-CoV-2, contréle traductionnel, régulation de I'expression des

genes, UORF, codon d'’initiation non canonique



Abstract

During viral infection, the regulation of gene expression is central to the complex
interactions between the host and the pathogen. Viruses exploit the host's cellular
machinery to ensure the synthesis of their proteins, which are necessary for replication
and the spread of the infection. This is particularly the case with SARS-CoV-2 infection,
which rapidly induces a global inhibition of cellular translation through the action of viral
factors such as the Nsp1 protein. To efficiently produce its proteins, the virus must
implement strategies to bypass this inhibition. The SARS-CoV-2 genome is expressed
from 10 RNAs, the genomic RNA (gRNA) and 9 subgenomic RNAs that possess a
common leader region but unique 5'UTR regions for each of the transcripts. My work
focused on the structural elements that regulate the translation of the different SARS-
CoV-2 RNAs.

Through a series of in vitro (reticulocyte lysate) and in-cell experiments, we discovered
that the translation efficiency varied significantly among the different viral RNAs. In
particular, the genomic RNA, despite its complex structure, distinguishes itself by its
remarkably high translation efficiency. We also determined that the SL1 stem-loop
structure, present in all viral transcripts, was a major determinant for RNA expression
and also played a crucial role in countering the inhibition induced by the Nsp1 viral
protein. We established that translation initiation occurred through a cap-dependent
mechanism and required the elF4F complex. Finally, our study also characterized the
role of two short upstream open reading frames (UORF) found in certain 5'UTR regions
of SARS-CoV-2 RNAs; these uORF have variable impacts depending on their position.
Keywords : SARS-CoV-2, translation control, gene regulation, uORF, non-canonical

initiation codon.



Table des matiéres

RESUME ...ttt ettt e ettt e st e e et e e sse e e e beeeense e e snteeeaseeeeneeesnneeennreaans 5
ADSTIACT. ... e e e e e e e e e e e e e 6
Table dES MALIEIES.....ci ittt e s e e e e ene e e ensee e e 7
Liste des tableauX ... 11
Liste des figures d’ INtrodUCTION ..........uiiiiiieii e 13
Liste des sigles et abréviations.............ccceeeiiiiiii i 15
ReMEIrCIEMENTS ... e e e e e 21
1) 1o o [ [] 1 o] o PP PPPPPPPPPR 25
Chapitre 1- La traduction chez les eucaryotes.........ccccccvvvieieeiiiiiiiiiiccccceeeeeee 25
LI A o= o U e 1= o 1= T SRS PPR 25

2 L ARNM et e e et e e e e ne e e e aanneeaeaa 27
P2 B C 1T Y 1 SR 27

2.2 LA COIMTR i 27

2.3 Larégion 5'UTR de 'ARNM.......ooiii i 28

a) Longueur de 12 5UTR ... e e e e e 28

b) Structure de la région 5'UTR.........cccciiiiiiiee e 29

C) LES UORF ...t r e e e e e aaaaaeeeas 30

3 Les facteurs d'initiation de la traduction .............cccuvviiiiiiiiiie 32

1 = | SRR 32

2= | RS 33

G I= | NSRS 34

1= | TSRS 36

1 I = | PSR 37

3.6 EIFAB/EIFAH ... .. 38



.7 PAPB. ..o 38

4 Le mécanisme canonique de traduction.............ccccveeeeiiiiiieeiiiie e 40
4.1 La formation du complexe ternaire: elF2eGTPeMet-tRNAiI .........ccceevveeeen.n. 42
4.2 Liaison du complexe ternaire au ribosome et formation du 43 S................. 42
4.3 Liaison du complexe 43S sur I'ARNm: formation du complexe 48S............ 44
4.4 Le balayage de a région 5’ UTR.......ccceieiiiiiieiceeee e 47

a) Mécanisme moléculaire du balayage de la région 5’UTR par le complexe 48S

........................................................................................................................ 48

b) Dynamique d'association du complexe elF4F au cours du balayage ........ 49

4.5 Reconnaissance du codon AUG et assemblage du ribosome 80S.............. 51

5 Meécanismes alternatifs de traduction: quelques exemples..............cccuveeeen.ee. 52
5.1 La traduction des UORF ............ooo e 53
5.2 Initiation dépendante des codons NoN AUG............cccccviieeeeiiiiiiiiieee e, 56
a) Présentation générale.............ccoociieiiiiiie i 56

b) Mécanisme d’initiation de la traduction a partir des codons non canoniques

........................................................................................................................ 57

5.3 Initiation a partir de bases Modifi€es...........ccccveeeiiiieeiiiiiie e, 57
Chapitre 2 — La traduction Virale ...........ccociiiiiiiiiiieiicceeeeee e 61
1 CARACTERISTIQUE STRUCTURALES........cooieie e 62
1.1 L’expression de polyprotéiNesS..........coccveeeiiiiieeiciiie e 62
1.2 Le ribosomal Frameshifting.............ooouo i 63
1.3 Initiation alternative par leaky SCanning ............cccccoueeeeiiiiiiiiiiceiiiiienn 64
TLALES IRES ...ttt et e et e e et e e e nnn e e e e anneeeeaas 65
a) Classification des IRES ... 65

b) Les IRES de Classe | €t Hl......uuueeeeiiiiiiiiieeee e 66

C) LES IRES de type Il ...eeeeeeeeeeee e 68

d) LES IRES de tYPe V. .ee e 70



1.5 Le shunt rbOSOMAL ......onieieee e 72

2 Le controle de la traduction par [€S VIrUS..........ceeeeeviiiiiiii e 73
2.1 APEIGU GENEIAL......cccieiiee ettt s e e e e e 73
2.2 Le contrdle des facteurs d'initiation...........ccccooieiiiiii e 74

a) Clivage protéolytique des facteurs d’initiation ............cccccoveeiiiiiiiiiiienneen, 75
b) Relocalisation des facteurs d’initiation ..............cccccooiiiiicciie 76
c) Controle de I'expression des facteurs d’initiation.............cccuveveeeeil. 76
2.3 Le contrdle de l'interaction 4E-BP/4E .........cooooiiiii e 77
2.4 Le contrble de elF2a et PKR........coooiiiiiiiiieee e 80
a) Présentation générale............cccooouieeiiiiie i 80
b) Resistance a I'inactivation d’elF2.............cccoooieeiiiiiee e 80
c) Stratégie d’échappement a PKR..........c.uveiiiiiiieee e 81

d) Formation des granules de stress et stratégies virales d’échappement ....82

Chapitre 3 — Le contrdle traductionnel du SARS-CoV-2 ..o 83
1 Le Virus du SARS-COV-2. ...t 83
1.1 Présentation générale du SARS-COV-2..........cccoviiieeiiiiee e 83

1.2 Résumé du cycle de réplication virale ............cccocoveeeiiiiiee e 85

2 Organisation du géNOoME Viral ...........ccciiuiieiiiiiiie et 89
2.1 Les caractéristiques des transcrits du SARS-CoV-2.......ccccceeevciveeeiiieeeennee 89

2.2 Les éléments fonctionnels des régions 5 ‘UTR ........cccceeeviieeivciee e 92

3 Contréle de la traduction pendant I'infection par le SARS-CoV-2.................. 96
3.1 Nsp1 : protéine centrale de I'inhibition traductionnelle ...............cccc.coo........ 96

3.2 Comment les ARN viraux échappent a I'inhibition induite par Nsp1............ 99

3.3 Implication des autres protéines virales ............ccccoeceeeeiiiiee i, 100
Projet dE thESE ... e 101
RESURALS : PArtI€ T ...eoeeiieiee e 103



RESURALS : PArtI€ 2 ....eeeeeeeie e e e 127
1 Caractérisation de la fonction de la tige boucle SL1 ...........ccccoveeiiiieeennnnen. 127
1.1 La tige boucle SL1 module I'efficacité de traduction ...............cccceeeevnneen.. 127

1.2 Plusieurs éléments de la tige-boucle SL1 sont impliqués dans I’efficacité
traductionnelle médiée par la 5’UTR du SARS-COV-2.........cccccvvveeeiiiieeecireeenn 128

1.3 Effet de la protéine Nsp1 sur la traduction des ARNm du SARS-CoV-2: effet

de 12 tige DOUCIE SLT ....eeeeeieeeeee e 130

2 Des uORF régulent I'expression des ARN VirauX.........cccceeeeeueeeeiineeesiiveeenns 132
2.1 Impact sur la traduction de I'ARN génomique (ORF 1a/b) ...........ccuveee...e. 133

2.2 Impact sur I'ORF 7@ €1 8.......uuiiiiiiiiiiiiieeeeee e 134

2.3 IMPact SUr I'ORF B ...t e e e e e e e e 135

2.4 Impact sur I'ORF S.......ee e e e e e e e e 135
Matériel €t METOAES .......eeeeiiie e e 155
DiSCUSSION €1 PErSPECTIVES ....ccciiiiiiiiiiiciie e e e e e eeeeaanaes 159
Nouvelles perspectives et Projets fUtUrs ... 167
Références bibliographiqUES ............ccoiiiiiiiiiiiie e 173
AANNEXES ..ottt ettt e e e e e e et e e e e e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e aaans 207
T ANNEXE | e e e e 207
Revue contréle traductionnel des Coronavirus.............oocueeeeriieeeeniieee e 207

2 ANNEXE Ll 231

B ANNEXE [l 235

4 ANNEXE [V e 236

10



Tableau 1.
Tableau 2.
Tableau 3.
Tableau 4.

Liste des tableaux

Présentation des facteurs d’initiation de la traduction ..................... 27
Tableau récapitulatif des protéines structurales du SARS-CoV-2 ...88
Tableau récapitulatif des protéines Nsp du SARS-CoV-2................ 89

Tableau récapitulatif des protéines accessoires du SARS-CoV-2 ...89

11



12



Figure 1.
Figure 2.
Figure 3.
Figure 4.
Figure 5.
Figure 6.
Figure 7.
Figure 8.
Figure 9.
Figure 10

Figure 11.

Figure 12.

Figure 13.

Figure 14.

Figure 15.

Figure 16.

Figure 17.

Figure 18.

Figure 19.

Figure 20.

Figure 21.

Figure 22.
Figure 23.
Figure 24.
Figure 25.
Figure 26.

Figure 27.
Figure 28.

Liste des figures d’Introduction

Traduction EUCArYOte .......cooiiiiiiiiiic e 26
Les différents types d’UORF ............ccoeieiiiiie e 31
Structure du facteur d’initiation de la traduction elF4E........................ 33
Représentation schématique des sites de liaison d’elF4G.................. 34
Structure du facteur d’initiation de la traduction elF3.......................... 37
Structure et fonction de PABP ... 39
Schéma bilan de I'initiation canonique de la traduction....................... 41
Formation du complexe ternaire ..o 42
Assemblage du complexe de préinitiation 43S............cccceeeeivveeeeeenn. 43
Activation de PARNM ..o 44
Recrutement du complexe 43S sur FARNM .......ccoeeiiiiiiiiiiiiiiii, 45
Modeles de recrutement du complexe 43S sur TARNm .................. 46
Association du complexe elF4F au cours du balayage.................... 50
Structure d’elF4A en complexe avec la sous unité 40S................... 51
Mécanisme régulateur des UORF .............cccoeeeiiieie e, 54

Initiation de la traduction par I'intermédiaire des bases modifiées m6A

.......................................................................................................... 58
Ribosomal frameshifting ... 64
Les IRESdetypeletdetypell ..o 67
IRES de tyPe Il ceeeeeeeeeeeeeeeeeeee et 69
IRES A€ tYPE IV .ottt 71
Shunt rbOSOMAL.......cooiiiiie e 72
Controle traductionnel médié par 4EBP .............cccoceeeeiiieeeeiiieeeee, 78
Arbre phylogénétiQUe...........ccoiiuviieiiiiiie et 84
Organisation du génome viral du SARS-CoV-2........cccccceevcvveeeeeeenn. 85
Cycle de réplication virale du SARS-COV-2 .......cccooeeeeeeeeciiiieeeeeenn, 86
Mécanisme de fusion du SARS-COV-2 ........cccceviireiiireiieeeiiee e 87
Représentation des polyprotéines du SARS-CoV-2............ccccun..... 87
Modele de la transcription discontinue.............ccceeeviiieeecciiee e, 90

13



Figure 29. -  Représentation des ARN sous-génomiques du SARS-CoV-2 ......... 91
Figure 30. -  Organisation des ARN génomiques et sous génomiques du SARS-
[0 SO PSPR 92
Figure 31.—  Structure de la région 5’UTR du SARS-COV-2.......cccccovvevveeiiieeennnen. 94
Figure 32. -  Position du codon non canonique CUG-59 dans les différentes 5’UTR
AU SARS-COV-2 ...ttt e e e s e r e e e e e e nnnees 95
Figure 33. —  Structure de la protéine virale Nsp1 ........ccccociiiiiiiie e 97
Figure 34. -  Mécanisme d’action de la protéine Nsp1...........cccooeeeiviiieeeiiiiiecene, 98

14



Liste des sigles et abréviations

3'UTR Région 3' non traduite

40S Sous-unité ribosomique 40S

43S Complexe de préinitiation 43S

4E-BP 4E-binding protein

5'UTR Région 5' non traduite

60S Sous-unité ribosomique 60S

aa Acide aminé

ADN Acide désoxyribonucléique

ARN Acide ribonucléique

ARNm ARN messager

ARNg ARN génomique

ARNsg ARN sous-génomique

ARNt ARN de transfert

ATP Adénosine triphosphate

C-terminale Extrémité C-terminale

CaMV Virus de la mosaique du chou-fleur
CBV3 Coxsackievirus B3

CMV Cytomégalovirus

CrPV Virus de la Paralysie du Cricket
Cryo-EM Cryo-microscopie électronique

CSFV Virus de la peste porcine classique

DDX ARN hélicase a boite DEAD

DEAD Acide aspartique-Acide glutamique-Alanine-Acide aspartique
dsRNA ARN double brin

EBER Epstein—Barr virus—encoded small RNAs
elF Facteur d'initiation de la traduction
EMCV Virus de I'encéphalomyocardite

FMDV Virus de la fievre Aphteuse

G3BP1 Ras GTPase-activating protein-binding protein 1

15



GCN2
GDP
GTP
HCV
HRI

IRE
IRES
IRP

KDa
m5C
mM6A

SL
MAPK
MERS-CoV
Met-tRNAI
METTL3
miR
Mnk1
mTOR
N-Terminale
NMD
Nsp

nT

ORF
PABP
PACT
Paip
PCBP
PERK
PI3K

PK

PKR

General Control Non-derepressible 2
Guanosine diphosphate

Guanosine triphosphate

Virus de I'hépatite C

Heme Regulated Inhibitor

Iron Responsive Element

Site d'entrée interne du ribosome

Iron Reponsive Protein

Kilo Dalton

5-Méthylcytosine

N6-Méthyladénosine

Tige-boucle

MAP kinases

Coronavirus du syndrome respiratoire du Moyen-Orient
ARNT initiateur

N6-adenosine-methyliransferase 70 kDa subunit
Micro ARN

MAP kinase-interacting serine/threonine-protein kinase 1
mammalian Target Of Rapamycin

Extrémité N-terminale

Nonsense Mediated mTNA Decay

Protéine non structurale

Nucléotide

Cadre ouvert de lecture

Poly (A)-binding protein

Protein activator of PKR

PABP-Binding protein

poly (rC)-binding protein 1

protein kinase R (PKR)-like endoplasmic reticulum kinase
Phosphoinositide 3-kinase

Pseudo-noceuds

Protein Kinase R

16



poly(A)
PTEN

PV

RBD

RBP

RRM

rRNA
SARS-CoV
SARS-CoV-2
uORF

VIH

VPg
YTHDF3

Queue Poly(A)

Phosphatase and TENsin homolog

Virus de la poliomyélite

Domaine de liaison a ’ARN

Protéine de liaison a I'ARN

Motif de reconnaissance de I'ARN

ARN ribosomique

Coronavirus du syndrome respiratoire aigu sévere
Coronavirus 2 du syndrome respiratoire aigu sévere
Upstream open reading frame

Virus de l'immunodéficience humaine

Viral protein genome-linked

YTH domain family protein 3

17



18



Je dédie cette thése a toutes celles et ceux qui,
comme moi, sont convaincus que la recherche et
l'enseignement, unis dans un effort commun,
ceuvrent pour un monde ou le savoir sert I'Humain

dans son épanouissement collectif

« Science is a way of thinking much more than it is a body of
knowledge »

Carl Sagan

« Sans la curiosité de I'esprit, que serions-nous ? Telle est bien la
beauté et la noblesse de la science : un désir sans fin de repousser
les frontiéres du savoir, de traquer les secrets de la matiere et de la
vie sans idée précongue des conséquences éventuelles »

Marie Curie

« Le progres, ce n’est pas l'acquisition de biens. C’est I'élévation de
lindividu, son émancipation, sa compréhension du monde. Et pour
ca il faut du temps pour lire, s’instruire, se consacrer aux autres »

Christiane Taubira

19



20



Remerciements

Le temps passé dans le batiment M5 de 'ENS, et plus particulierement dans I'’équipe REVE, a été tres
enrichissant et agréable. Au cours de ces années, jai eu la chance de m’épanouir dans un
environnement propice a la poursuite de ma these. Si toutes ces journées sont passées si vite, c’est
sans aucun doute grace aux personnes que jy ai cotoyées.

Pour ne pas déroger a la coutume, je souhaite commencer par remercier mon directeur de thése,
Théophile Ohlmann, pour m’avoir accueilli dans son équipe et m’avoir guidé tout au long de cette thése,
en compagnie de Sylvain de Breyne. Leur aide a été précieuse et toujours apportée avec efficacité et
bienveillance. Théophile et Sylvain sont deux scientifiques passionnés par les mécanismes
moléculaires de la traduction eucaryote. lls n'ont jamais manqué une occasion de partager leur
enthousiasme, leur expertise et leur savoir au cours de nos nombreuses discussions. Lors des années
passées au laboratoire, j’ai toujours été encouragé et soutenu pour mener a bien un projet stimulant, et
j’en suis tout particulierement reconnaissant. Je les remercie également pour I'autonomie qu’ils m’ont
toujours accordée et pour avoir maintenu en permanence un environnement ou il était facile et agréable
de faire de la recherche. Vous m’avez permis de continuer a apprécier la recherche fondamentale en
laquelle je crois énormément. Vous m’avez permis de continuer a aimer la Science, en étant animé par
la curiosité de la découverte, I'attrait du savoir et la compréhension du monde qui nous entoure. Je suis
persuadé que vous avez eu un impact sur la poursuite de ma carriere scientifique, notamment en me
poussant a développer un solide esprit critique. Et bien sir, puisque c’est ce dont il est question ici, je
souhaite vous remercier pour la correction de ce manuscrit de thése dans un effort collectif.

Je remercie également ma rapportrice Francesca Fiorini Tregouet et mon rapporteur Jean-Christophe
Paillart pour la relecture attentive de ce manuscrit. Vos commentaires et suggestions ont été précieux
et utiles pour améliorer ce travail. J'adresse également des remerciements a mes examinateurs, Lucie
Etienne et Bruno Sargueil.

Je tiens ensuite a remercier avec humilité tous les membres de I'équipe REVE. Vous m’avez souvent
conseillé, parfois écouté, et surtout toujours soutenu, ce qui, je le reconnais, n’est pas une tache aisée!
Donc, merci Caroline, Evelyne, Fabrice, Henri, Laurent, Olivia, Philippe, Sylvain, Théophile, Thibaut,
ainsi que toutes les autres personnes rencontrées dans I'équipe. Au fil des années, plusieurs d’entre
vous sont devenus des amis.

Olivia, merci pour ton accueil au laboratoire et pour les innombrables discussions que nous avons
partagées. Ta présence a rendu mon intégration dans cette équipe tres facile. Merci également de
m'avoir permis de rencontrer nos amis du LBMC. Tes conseils ont été précieux dés le début de cette
thése. Je sais que nous n'avons pas toujours eu le temps de nous voir autant que nous I'aurions
souhaité, mais nous aurons tout le temps de rattraper cela bient6t.

Caroline, merci pour ta bienveillance et ton oreille attentive. J’ai toujours apprécié nos échanges, qu'ils

portent sur la science ou sur tout autre sujet du quotidien.

21



Thibaut, on dit souvent que parfois peu de mots valent plus que de longs discours, et je pense que cela
s’applique trés bien ici. Cette thése n’aurait pas été la méme sans ta présence, au laboratoire et en
dehors. Merci d’étre mon voisin de bureau presque depuis le premier jour. Désolé d’ailleurs pour le
bazar permanent qui y regne. Merci pour tous nos échanges scientifiques et nos discussions (souvent
politiques) au détour d’'une manip, autour d’un café, tard le soir au laboratoire ou sur le chemin du retour
d’une virée quelconque. Merci pour toutes les fois ou I'un de nous a dit « j’ai une idée » (bonne ou
mauvaise en y repensant) et que l'autre s’y est engouffré sans hésiter. J’'espéere que notre amitié durera
longtemps. Je te souhaite le meilleur pour la suite, je ne m’inquiéte pas une seule seconde pour toi.
Voici le mot de la fin : « Celui qui sait briser la table basse sait briser les barrieres du prime editing ».
Je te laisse méditer la-dessus.

Philippe, merci d’avoir été€ mon voisin de paillasse depuis le premier jour. J’ai énormément apprécié ton
accueil au laboratoire et la facilité avec laquelle tu m’as aidé a m’intégrer bien au-dela des frontiéres de
I’équipe et du CIRI. Quelle chance d’occuper un bout de paillasse avec quelqu’un avec qui je partage
une vision similaire de la science, des projets communs, et une vision de la société identique. Merci
pour tous les moments de brainstorming ou tu as partagé avec moi ta créativité et ton ingéniosité. Je
pense que tu apportes énormément a notre équipe. Pour reprendre tes mots, nous sommes certes des
collaborateurs scientifiques mais aussi et avant tout des amis. J’ai une trés grande gratitude envers toi.
Fabrice, je te remercie pour toute I'aide que tu m’as apportée. J’ai beaucoup apprécié travailler avec toi
ces derniers mois. Merci pour tout le travail commun que tu fais pour I'équipe, ¢a fait de toi un pilier de
notre groupe. Merci pour tous tes précieux conseils et tes protocoles si bien rédigés. Merci pour les
discussions tardives devant la porte de ton bureau

Laurent, merci pour ta bonne humeur permanente et ton attitude joviale de tous les instants.

Sylvain, je te remercie particulierement pour m’avoir transmis la rigueur scientifique. Je suis arrivé au
laboratoire avec un fort intérét pour la régulation de I'expression des genes. J’ai maintenant un trés fort
intérét pour la traduction a part entiére ; tu as donc su me transmettre ta passion et m’encourager a
persévérer dans I'exploration de ce domaine. Merci également pour tes nombreux conseils tant
techniques que scientifiques que tu as partagés avec moi et qui m’ont beaucoup fait réfléchir sur mon
projet.

Théophile, je te remercie de m’avoir accueilli dans une équipe en parfaite adéquation avec mes
thématiques d'intérét. Ton oreille attentive, tes encouragements constants et ta méthode d’encadrement
ont été tres appréciés. Je pense que tu as su trouver un juste équilibre entre conseil, liberté et soutien,
toujours avec bienveillance. Je te suis particulierement reconnaissant de m’avoir permis de m'engager
dans de nombreux projets, tant au laboratoire qu’en dehors. Ta capacité d’écoute et tes précieux
conseils ont été déterminants pour le bon déroulement de cette these.

Merci aux différents stagiaires que nous avons accueillis dans I'’équipe. Pour celles et ceux que jai
encadrés, j'espére I'avoir fait avec toute la bienveillance nécessaire. Tanais, Tristan, Tom, Héléne,
Clara, Swann, je veux vous remercier pour tout ce que vous avez apporté au projet. Votre motivation et
votre énergie m’ont toujours encouragé a développer de nouveaux axes dont vous vous étes ensuite

emparés. Merci pour toutes les questions que vous m'avez posées, pour tous les moments ou vous

22



m'avez challengé et ou vous avez chamboulé certaines de mes certitudes. Sans le savoir, vous m'avez
énormément appris. Je suis certain que vous vous épanouirez dans la suite de vos parcours. Gardez a
I'esprit que tout est possible avec de la motivation et une bonne dose de travail collectif.

Je n’oublie pas non plus les membres des équipes LR et OR de l'autre c6té du magnifique aquarium
qui nous sépare (je ne peux d’ailleurs que remercier celles et ceux qui ont contribué a sa décoration
avec gout et conviction). Cela a toujours été un plaisir de discuter, de rigoler et de travailler avec vous.
Vous étes trop nombreux pour que je vous nomme toutes et tous ici, mais vous savez que je vous
apprécie énormément.

Je voudrais remercier en particulier Xuan-Nhi. Tu es définitivement un pilier du batiment M5. Merci pour
tous les moments que nous avons partagés et pour ton énergie permanente. C’est sans aucun doute
le temps que tu accordes aux autres qui est ton meilleur trait de caractére. Je suis sir que tu resteras
longtemps le ciment social du M5.

Je voudrais également prendre quelques instants pour remercier Stéphanie. Je me souviens tres
clairement d’'une des premiéres fois ou nous avons discuté au coin de ta paillasse ; nous sommes
depuis devenus des amis. Ta motivation et ta détermination m’impressionnent. Cela m’a encouragé tout
au long de cette these, faisant de toi une vraie source d’inspiration. Je suis ravi de tout ce qui t'est arrivé
récemment et j'espere que nous continuerons a rester en contact encore longtemps.

Je tiens également a remercier Andrea pour ne pas nous avoir systématiquement chassés de son
équipe lorsque deux acolytes de I'équipe REVE y semaient la pagaille. Merci pour nos échanges
scientifiques et pour étre un si bon public de nos fourberies (j'ai longtemps cherché le mot adéquat).
Merci a mes amis du LBMC ; merci Thibault pour toutes nos discussions autour de la traduction, merci
Paul, Julien et Matéo pour vos inventions plus folles les unes que les autres. Merci également pour tous
les moments festifs que nous avons passés ensemble ; vous avez participé a la quasi-totalité des
événements qui auront marqué cette these.

Merci aussi a tout le personnel du CIRI et de 'ENS de Lyon qui ceuvre pour faciliter le travail. Je pense,
entre autres, a vous Rahnia et Danielle, votre bonne humeur fait la différence. Merci également a la
SFR Biosciences pour I'ensemble des plateaux techniques. Je n’oublie pas non plus de remercier notre
secrétariat pour m'avoir encouragé a cultiver la polyvalence et la persévérance.

Je souhaite garder quelques lignes pour remercier toutes les personnes qui m’ont permis d’arriver la ou
j’en suis aujourd’hui. Je remercie I'’école doctorale BMIC pour m’avoir fait confiance et m’avoir attribué
une bourse ministérielle ainsi que les membres de mon CST pour leurs conseils avisés. Je remercie
également mon alma mater, I'Université de Montréal, qui m’a donné une solide formation. J'y ai
rencontré Luc DesGroseillers, qui m’a accueilli au sein de son laboratoire pour compléter mon stage de
L2 puis mon master. Luc est un scientifique passionné qui m’a transmis avec facilité son enthousiasme
pour la recherche. Sa rencontre est sans aucun doute un des événements qui a marqué positivement
mon parcours universitaire, et je I'en remercie chaleureusement.

Je pense également a tous mes professeurs qui, sur les bancs de I'école de la République, m’ont
transmis leurs connaissances pendant toutes ces années. Aujourd’hui, je me rappelle particulierement

de ce jour ou, au détour d’'une discussion, mon proviseur Jacques Puel m’a dit: « Lionel, trouve un

23



meétier qui te plait et tu ne travailleras plus une seule journée de ta vie. » M. Puel, je crois que j’ai trouvé
: c’est la recherche fondamentale et 'enseignement.

Ceux qui me connaissent bien savent combien il est essentiel pour moi de m'investir dans de nombreux
projets pour trouver un certain équilibre. Ceux auxquels j'ai participé ces derniéres années m'ont sans
aucun doute aidé a traverser cette thése avec joie et sérénité. Pour commencer, je voudrais remercier
'UCBL et 'ENS de Lyon pour m’avoir permis d’enseigner. Je suis a titre personnel convaincu que la
recherche est difficilement dissociable de la notion de transmission des connaissances. C’était donc
pour moi, au-dela d'une chance, un vrai plaisir. Merci Dominique de m’avoir donné ma chance comme
ACE a 'UCBL puis Nathalie a 'ENS. Je remercie également ceux qui m’'ont ensuite encouragé a
poursuivre vers un ATER pour rejoindre une magnifique équipe pédagogique. Je pense en particulier a
vous, Marie et Chloé. Vos encouragements m’ont conforté dans mon choix et ont été extrémement
appréciés. Merci Auriane pour toutes nos discussions et tes précieux conseils. Je suis heureux de te
compter comme co-ATER et comme amie. Ensuite, je voudrais remercier mes collégues représentants
des doctorants et doctorantes avec qui nous avons pu mener de jolis projets qui, je I'espére, dureront
dans le temps. Merci Gregory, Blaise et Claudia.

Enfin, encore et toujours, je tiens a remercier mes amis qui continuent & me soutenir avec une patience
bien plus grande que de raison, méme lorsque nous ne pouvons pas nous voir pendant de longues
périodes. Je pense particulierement a celles et ceux qui sont de I'autre c6té de I'Atlantique. Votre amitié
est précieuse. Encore une fois, je tiens a remercier tout particulierement mes parents, mes grands-
parents, mes freres, mon oncle et ma tante. lls m'ont sans cesse encouragé et soutenu dans la poursuite
de mes réves, me donnant I'énergie nécessaire pour me dépasser et atteindre mes objectifs. Merci,
Maman, pour tous les moments ou tu m'as aidé pendant mes études. Bien sir, je ne parle pas
uniquement des moments ou tu as corrigé mes fautes de frangais (y compris dans cette thése), mais
aussi de toutes les occasions ou tu m'as encouragé a faire ce qui me plaisait avant tout. Je suis tres fier
des valeurs que tu m'as transmises ; elles enrichissent sans aucun doute mon quotidien et dictent ma
facon d'interagir avec les gens qui m'entourent. Ton dévouement total au service du public
m'impressionne toujours autant et m'incite a te prendre comme modele les yeux fermés. Merci, Papa,
de m'avoir montré que le monde est riche de différentes cultures et de m'avoir appris a toujours travailler
avec rigueur et enthousiasme ; mais aussi tout en me poussant a me donner les moyens de mes
ambitions. J'ai une chance incommensurable de tous vous avoir autour de moi.

Séverine, j'aurais clairement pu te citer dans I'ensemble de ce texte, mais je préfere te dédier les
derniers remerciements de cette theése. Tu m'as apporté un équilibre inestimable tout au long de ce
parcours. Merci pour nos discussions, qu'elles soient scientifiques ou non, que ce soit sur la trottinette
en venant au labo, pendant les pauses café, ou quelque part a I'autre bout du monde. Je te remercie
pour tes encouragements constants dans cette these et pour toutes les fois ou tu me remets sur les
rails quand je suis déterminé a faire la révolution. Merci pour toute la patience et la bienveillance dont
tu fais preuve au quotidien ainsi que pour tous tes conseils. Je sais que tu t'amuses dans ta these autant
que moi dans la mienne, et j'ai hate de voir la suite. Et surtout, merci que tout soit toujours aussi simple

avec toi !

24



Introduction

Chapitre 1— La traduction chez les eucaryotes

1 Apercu général

La traduction est un processus extrémement régulé qui permet le décodage de
l'information génétique portée par les ARNm. Au cceur de ce mécanisme complexe se
trouvent les ribosomes formant un assemblage ribonucléoprotéique responsable de la
synthése protéique. Les ribosomes opérent en synergie avec une multitude de facteurs
cellulaires, notamment les facteurs d'initiation (elF, eukaryotic initiation factor),
essentiels pour garantir I'efficacité de la traduction d'un ARNm donné (tableau 1).
D’autres protéines tels que les facteurs d’élongation et de terminaison sont également
impliquées. L'efficacité avec laquelle 'ARNm est traduit détermine la quantité de
protéine finale produite et ce processus se déroule en quatre étapes clés (Figure 1):
(i) l'initiation, au cours de laquelle le ribosome va se fixer sur ’TARNm et rejoindre le
codon d’initiation; (ii) I'élongation, caractérisée par la synthése de la chaine
polypeptidique; (iii) la terminaison, marquée par l'arrét de la synthése protéique
lorsque le ribosome rencontre le codon stop; et (iv) le recyclage des composants de la
machinerie traductionnelle pour préparer un nouveau cycle de traduction. L’étape
d’initiation est particulierement régulée grace a la nature et a la structure de la région
5’ non traduite de 'ARNm (5’UTR, untranslated region) et par le jeu d'interactions avec
de nombreuses protéines qui assurent la fixation du ribosome.

La synthése des protéines débute par le recrutement de la machinerie traductionnelle
constituée de la petite sous-unité du ribosome (40S) et sa migration jusqu'au codon
d’initiation. L'attachement du ribosome sur 'ARNm est un processus qui est catalysé
par de nombreuses protéines cellulaires dont les facteurs d'initiation. Dans le cadre
d’une initiation classique, la machinerie traductionnelle est recrutée a I'extrémité 5’ des
ARNm par une interaction avec la coiffe et elle migre de facon linéaire en balayant la
séquence d'ARN jusqu'a la rencontre du codon d’initiation AUG. Lorsque celui-ci est

identifié, la sous-unité ribosomique 40S s’arréte et la sous-unité 60S est recrutée pour
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former le ribosome 80 S qui va synthétiser la protéine. L’ensemble de ce processus
est finement contrélé par le jeu d’interactions protéines-protéines ou protéines-ARN et
une consommation d’énergie sous forme d'hydrolyse d'ATP et de GTP; c'est un

processus actif et relativement énergivore.

Initiation . Elongation __ Terminaison _

>

Protéine

Chaine z&
peptidique /
5UTR ) '

' e M'\\W{) M P '
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— A \ .
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NG < 40s ) Recyclage

Sous-unité 408 Sous-unité 60S

Figure 1. — Traduction eucaryote

La traduction des ARNm se déroule en trois étapes principales : l'initiation, I'élongation et la terminaison.
Durant l'initiation, la sous-unité ribosomique 40S est recrutée a I'extrémité 5’ de '’ARNm et balaye la
région 5’'UTR a la recherche du codon d'initiation. Lorsque ce codon est reconnu, la sous-unité 60S est
recrutée pour former le ribosome 80S complet. L'élongation est I'étape ou le ribosome 80S synthétise
le polypeptide, correspondant a l'information encodée par I'ARNm. La terminaison survient lorsque le
ribosome rencontre un codon stop et relache la protéine néosynthétisée. S'ensuit une étape de
recyclage, qui prépare les sous-unités ribosomiques pour un nouveau cycle de traduction. Dessinée sur
BioRender.
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Tableau 1. — Présentation des facteurs d’initiation de la traduction

Facteur Poids moléculaire
PP " . . Nombre de
d'initiation Fonction moléculaire " (total*)
) sous-unitées
de la traduction (en kDa)
Posséde un réle clé dans la sélection du codon d'initiation en empéchant la
elF1 libération de elF2 du complexe de pré-initiation 43S 1 13

Favorise la liaison complexe ternaire a la sous-unité ribosomique 40S.
Coopére avec elF1 pour contrdler la fidélité de la sélection du codon d'initiation.
elF1A Participe au recyclage du complexe ribosomique post-terminaison. 1 19
Favorise la liaison complexe ternaire a la sous-unité ribosomique 40S.

Participe au recrutement du complexe de pré-initiation 43S au niveau 'ARNm en

elF3 interagissant avec elF4G. 13 800*
Favorise la liaison du complexe ternaire a la sous-unité ribosomique 40S.
elF2 Etabli 1t du plexe ternaire. 3 120*
Déroule les structures
elF4A secondaires de I'ARN grace a son activité hélicase avant le recrutement de complexe 1 46

43S et pendant I'étape de balayage de la région 5'UTR

Protéine d'échafaudage permettant la formation du complexe elF4F (avec elF4E et
elF4A)

elFAG 1 188
Participe au recrutement du complexe de préinitiation a I'extrémité 5' des ARN par
une interaction avec elF3
elF4E Protéine de liaison de la coiffe des ARNm. 1 25
elF4B Stimulateur de l'activité hélicase de elF4A 1 69
elF4H Stimulateur de l'activité hélicase de elF4A. 1 27

- Induction de la libération de elF2 lors de la reconnaissance du codon 1 17
€ d'initiation en hydrolysant le GTP lié a elF2.

elF5B Permet I'association des sous-unités ribosomiques au codon d'initiation. 1 139
elF6 Evite I'assemblage prématurée des sous-unités ribosomales 40S et 60S 1 27
Protéine de liaison a la queue poly(A) des 'ARNm et a elF4G permettant la

PABP ) L 1 71
circularisation desI'ARNm

2 L'ARNm

2.1 Généralités
L'ARNm est transcrit dans le noyau a partir de I'ADN (Cramer 2019) sous forme d'un
pré-ARNm qui est épissé puis exporté vers le cytoplasme ou il est traduit (Hocine et
al. 2010; Hershey et al. 2012). L'ARNm est constitué d’'une séquence linéaire d'acides
ribonucléiques simple brin contenant une région codante, flanquée de deux régions

non traduites (5' et 3' UTR) qui interviennent a différents niveaux de sa régulation.

2.2 La coiffe

Chez les eucaryotes, le premier nucléotide de I'extrémité 5' de 'ARNm s'appelle la
coiffe et c'est une guanosine méthylée en position 7 qui établit un pont phospho-diester
5'-5' avec le second nucléotide. La coiffe est ajoutée par I'action séquentielle de
plusieurs enzymes. L’extrémité de IARN est d’abord hydrolysée par une

triphosphatase pour passer d’une configuration triphosphate a une configuration
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diphosphate. Parallelement, une molécule de GTP est liée de fagon covalente a une
guanylyltransférase, qui transfere le GMP sur I'ARNm. Finalement, la position N7 de
la guanosine 5 est méthylée par une méthyltransférase, formant ainsi la coiffe dite
cap0 (Decroly et al. 2012). La coiffe est une structure nécessaire et joue un réle dans
I'épissage, I'export, la stabilité et, surtout, la traduction des ARNm en permettant le

recrutement de la petite sous unité du ribosome.

2.3 La région 5'UTR de 'ARNm

Au cours de I'évolution, les régions 5' et 3' UTR se sont complexifiées et elles sont au
centre des mécanismes de la traduction (Hernandez et al. 2010; Chen et al. 2012). La
5’'UTR est principalement impliquée dans le contrdle de la traduction alors que la
réegion 3’'UTR a un rble dans le contréle de la stabilité des ARNm bien que cette
derniére puisse également, dans une certaine mesure, moduler la traduction
(Hinnebusch et al. 2016; Mayr 2019). La 5’UTR peut renfermer différents éléments qui
régulent la traduction tels que de courts cadres ouverts de lecture (UORF : upstream
open reading frame), des motifs de liaison a des protéines ou des ARN non codants,
ou encore des structures secondaires et tertiaires de ’ARN (Pesole et al. 2001). De
fait, la longueur, la composition et la structure de la 5'UTR modulent I'efficacité de

I’étape d’initiation et donc la quantité de protéines produites (Castello et al. 2016).

a) Longueur de la 5’UTR
Chez les mammiféres la longueur moyenne de la 5’'UTR est de 150 a 200 nucléotides
(nt) et on observe de grandes variations d’un géne a l'autre (Mignone et al. 2002).
Chez les humains, la 5’UTR est légerement plus longue que chez les autres
mammiféres (Leppek et al. 2018). Une région trop longue et peu structurée peut
recruter des ribosomes de maniére efficace, a 'opposé une 5’UTR trop courte, en
dessous de 12 nucléotides, peut entrainer une non-reconnaissance du codon
d’initiation (Pestova and Kolupaeva 2002). Cela s'explique par le fait que le ribosome
couvre une région de 28 nucléotides sur 'ARNm avec le site de ‘reconnaissance’ du

codon AUG (site A) positionné a partir du 14¢ nt ce qui explique pourquoi le codon
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AUG peut ne pas étre reconnu dans des 5’'UTR trés courtes. De fait, la taille de la

5'UTR est un déterminant important de l'efficacité traductionnelle.

b) Structure de la région 5’UTR
La présence de structures secondaires et tertiaires au sein de la région 5'UTR joue un
réle prépondérant dans le contréle de I'expression de 'ARNm. En régle générale, la
présence de structures secondaires dans la région 5’UTR réduit l'efficacité de
traduction en interférant avec le déplacement du ribosome (Pelletier and Sonenberg
1985a). Cela est d’autant plus vrai pour des structures secondaires stables telles que
les G-quadruplexes (Halder et al. 2009; Beaudoin and Perreault 2010). Cependant, la
position de ces structures sur 'ARNm est également un facteur déterminant; ainsi, une
structure secondaire, méme de faible énergie, aura un effet d'autant plus important
qu’elle se trouve a une position proche de la coiffe (autour de 10 nt) car elle empéche
la formation du complexe qui la reconnait (le complexe elF4F) et donc le recrutement
de la petite sous-unité du ribosome (Pelletier and Sonenberg 1985b).
Dans certains cas des protéines spécifigues peuvent s’associer aux structures
secondaires pour les stabiliser. C’est par exemple le cas de ’TARNm codant pour la
ferritine qui possede une structure secondaire appelée IRE (lron Responsive Element)
au tout début de sa région non traduite. En I'absence de fer, la protéine IRP (/ron
Reponsive Protein) se lie sur cette structure ce qui inhibe fortement la synthése de
ferritine. A l'inverse lorsque le niveau de fer augmente, la protéine IRP se retire et
’ARNm est traduit (Hentze et al. 1987; Gray and Hentze 1994).
Mais il existe aussi des exemples dans lesquels la présence d'une structure
secondaire de faible énergie immédiatement en aval du codon AUG favorise l'initiation
en diminuant le phénoméne de leaky-scanning (voir le chapitre 2 section 1.3), (Wolin
and Walter 1988; Kozak 1990). En effet, la structure d'ARN ralentit le ribosome ce qui
augmente le temps de contact entre le codon AUG et le Met-tRNAi dans le site du
ribosome permettant une meilleure reconnaissance de ce dernier.
Nous verrons plus tard que les structures secondaires sont déroulées par le facteur
elF4A au sein du complexe elF4F. Cela permet de faciliter le balayage de la petite
sous-unité du ribosome et de traduire des ARNm contenant des 5’'UTR longues et

structurées (Dmitriev et al. 2007). La présence de structures secondaires complexes
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telles que des G-quadruplexes dans certains ARNm entraine aussi une augmentation
du recrutement de elF4A (Kozak 1990; Wolfe et al. 2014). Des protéines cellulaires
comme la protéine DDX3, qui est une hélicase a ARN, assistent aussi le déroulement
des structures proches de la coiffe pour faciliter I'attachement du ribosome (Soto-Rifo
et al. 2012).

Enfin, les structures secondaires des ARN peuvent réguler I'efficacité de traduction de
facon indirecte. Par exemple, la 5’UTR de l'interféron gamma contiennent une région
d’ARN tres structurée sur laquelle se lie la kinase PKR ce qui induit la phosphorylation
de elF2a et 'arrét de la traduction cellulaire (Ben-Asouli et al. 2002; Cohen-Chalamish
et al. 2009).

c) Les uORF

Les uORF sont de courtes phases de lecture contenues dans la 5’UTR des ARNm et
qui peuvent réguler la traduction de I'ORF principale en contrdlant le flux de ribosomes
(Figure 2). Des études a large échelle ont montré que les ARNm qui possédent des
uORF sont moins traduits avec une baisse de 30 a 60% de leur expression (Calvo et
al. 2009; Johnstone et al. 2016). Cela s'explique par le fait que le ribosome reconnait
et initie sur 'UORF ce qui I'empéche d'atteindre la cadre de lecture principal. Les uUORF
sont trés abondantes (Ingolia et al. 2011; McGillivray et al. 2018; Dever et al. 2020) et
il est estimé qu'entre 30 et 50 % des ARNm humains contiendraient au moins une
uORF dans leur 5’'UTR (Ji et al. 2015; Mackowiak et al. 2015; Chen et al. 2017; Cheng
et al. 2018; Zhang et al. 2018). On les retrouve également dans des ARN viraux (Dever
et al. 2020).
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5'UTR ORF principale

uORF classique @—uAuG — A A,
uORF multiples @ @———uaue —— uAUG AUG A,
uORF chevauchante o—— Aue An

hors phase e
@———uAuG AUG A,

uORF chevauchante
en phase

Figure 2. — Les différents types d’uORF

Les uORF ont des localisations et des configurations différentes. L'initiation de la traduction chez les
eucaryotes peut étre significativement modulée par la présence d'uORF situées dans la 5'UTR des
ARNmM. Les UORF peuvent se terminer dans la 5’UTR (uORF classiques) ou dans la séquence codante.
Lorsqu’elles terminent dans la séquence codante, on parle d'uORF chevauchantes. Les uORF
chevauchantes peuvent étre en phase ou hors phase avec I'ORF principale, médiant des régulations
distinctes. Les UORF en phase peuvent générer des isoformes de protéines allongées en N-terminal.

En termes de structure génétique, il existe différents types d’'uORF qui sont classés
selon leur position par rapport a la phase de lecture principale (Figure 2). On dénombre
les uORF non chevauchantes qui se trouvent entierement en amont du codon AUG
principal ; les uUORF chevauchantes hors phase dont le codon-stop se trouve en aval
du codon AUG de I'ORF principale ; les uORF chevauchantes en phase, qui sont un
prolongement 5’-terminal de 'ORF principale (Johnstone et al. 2016). En général, les
uORF, hors phase ou chevauchantes inhibent I'expression de la phase de lecture
principale; c'est aussi le cas lorsque le codon AUG de I'UORF est situé bien en aval de
la coiffe car il a plus de chances d'étre reconnu par le ribosome (Young and Wek 2016).
Il existe également des ARNm qui possédent plusieurs uORF au sein de leur région
5'UTR comme c'est le cas de ’TARNm codant pour GCN4 chez la levure qui comporte
4 uORF (Hinnebusch 2005) ; ou encore ’ARNm codant pour ATF4 chez I'humain
(Young and Wek 2016). La régulation de ces ARNm est particulierement complexe car
les différentes uUORF agissent de fagon synergique ou antagoniste (Hinnebusch 2005;
Young and Wek 2016).
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Enfin, il est a noter que linitiation des UORF peut se faire sur un codon non-AUG
comme c’est le cas de ceux retrouvés au sein des ARNm codant pour AZIN1 et BIP
qui débutent toutes deux par le codon d'initiation non canonique AUU (lvanov et al.
2008; Starck et al. 2016).

Le mécanisme de traduction des uORF sera décrit en détail a la fin de ce chapitre.

3 Les facteurs d'initiation de la traduction

Dans le modéle de la traduction dépendante de la coiffe, la premiére étape est
I'association du complexe hétérotrimérique elF4F au niveau de la coiffe sur la partie 5'
terminale de I'ARNm. Celui-ci est composé de trois facteurs d’initiation : elF4E, qui est
la protéine de liaison a la coiffe ; elF4G, qui est une protéine d’échafaudage ; et elF4A,
qui grace a son activité hélicase déroule les structures secondaires présentes dans la
région 5’'UTR. Le recrutement du complexe elF4F sur TARNm est accompagné de
protéines annexes telle que elF4B et elF4H qui renforcent I'activité de elF4A. La
formation du complexe elF4F s'accompagne également de la pseudo-circularisation
du transcrit grace a la protéine PABP fixée au niveau de la queue poly (A) et qui va
interagir avec la 5'UTR. Nous allons brievement décrire les caractéristiques de chacun

de ces facteurs d'initiation dans la partie ci-dessous.

3.1 elF4E

C'est le premier acteur de l'initiation de la traduction qui s'attache sur I'extrémité 5’
coiffée de I'ARNm (Sonenberg et al. 1978). Au niveau moléculaire, elF4E posséde une
poche formée par les chaines latérales de deux tryptophanes (W56 and W102) dans
laguelle vient se loger la guanosine méthylée de la coiffe (Figure 3) (Marcotrigiano et
al. 1997; Matsuo et al. 1997). Les résidus impliqués dans linteraction sont tres
conservés au cours de I'évolution depuis la levure jusqu'a ’humain (Altmann et al.
1987; Matsuo et al. 1997), soulignant la fonction importante de cette interaction et son
caractere essentiel pour la viabilité cellulaire puisque son KO est Iétal (Truitt et al.
2015). L’interaction coiffe-elF4E est fortement réduite par la présence de structures
secondaires d'ARNm localisées immédiatement en aval de la coiffe (entre 1 et 10
nucléotides) (Pelletier and Sonenberg 1985b; Parkin et al. 1988).
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elF4G / 4E-BPs

Figure 3. — Structure du facteur d’initiation de la traduction elF4E

Le facteur d'initiation elF4E se lie a la coiffe notamment grace aux tryptophanes (56 et 102) localisées
dans sa cavité. elF4 posséde un site mutuel de liaison a elF4G et 4EBP sur sa face opposée.

La protéine elF4E interagit avec la protéine d’échafaudage elF4G (Gruner et al. 2016)
et cela repose sur une interaction de sa face dorsale avec un domaine localisé dans
la partie amino-terminale d’elF4G (Mader et al. 1995; Marcotrigiano et al. 1999; Griner
et al. 2016). L'association avec elF4G renforce considérablement I'affinité d’elF4E

pour la coiffe qui est intrinsequement modeste (von Der Haar et al. 2000).

3.2 elF4G

La protéine elF4G joue le rble de plateforme d’assemblage pour les différents facteurs
d’initiation du complexe elF4F sur la sous-unité ribosomique 40S (Gingras et al. 1999).
Il existe chez les mammiferes trois isoformes de elF4G (Figure 4). Les isoformes
elF4G1 et elF4G3 partagent 46% d’identité de séquence et ont toutes deux des sites
de liaison a elF4E dans leur région N-terminale, deux sites de liaison a elF4A, I'un
dans leur région centrale et l'autre dans leur région C-terminale (Imataka and
Sonenberg 1997), un domaine de liaison aux sous-unités c-d-e d’elF3 dans leur
domaine central (Imataka and Sonenberg 1997; Villa et al. 2013) et un domaine de
liaison & PABP dans leur région N-terminale (Gradi et al. 1998a). A I'inverse, 'isoforme
elFG2, ne posséde pas le site de liaison a elF4E et PABP (Imataka et al. 1997; Levy-
Strumpf et al. 1997) et elle n’est pas impliquée dans la traduction dépendante de la
coiffe (Liberman et al. 2015); cette isoforme ne sera pas décrite davantage dans ce

chapitre.
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Domaine Domaine Domaine
N-terminal intermédiaire C-terminal

elF4G1 /eIF4G3 |1 elF4E elF4A elF3 elF4A !l

elF4G2 | elF4A elF3 elF4A MNK1

Figure 4. — Représentation schématique des sites de liaison d’elF4G

Le facteur d’initiation de la traduction, elF4G est un composant clé du complexe d'initiation de la
traduction elF4F auquel il sert de plateforme d’assemblage. Chez les eucaryotes, elF4G se décline en
3 isoformes. elF4G1 et elF4G3 qui sont les isoformes les plus courantes et possédent des sites de
liaison aux autres facteurs d'initiation de la traduction (PABP, elF4E, elF3, elF4A) ainsi qu’a la kinase
Mnk1. elF4G 2 quant a elle ne posséde pas les sites de liaison & PABP et elF4E. Dessinée sur
BioRender.

En plus de son activité d'échafaudage dans lI'assemblage du complexe, elF4G joue
également un réle dans la modulation de I'activité du complexe elF4F. D’une part,
l'interaction elF4G/elF4A renforce l'activité ATPase et hélicase de cette derniére
(Rogers et al. 2001; Korneeva et al. 2005) et d’autre part, elF4G sert de plateforme de
liaison aux kinases MnK1 et MnK2 impliquées dans la phosphorylation de elF4E
(Pyronnet et al. 1999; Waskiewicz et al. 1999). Le mécanisme de cette régulation sera

détaillé dans la suite du manuscrit.

3.3 elF4A

elF4A appartient a la grande famille des hélicases a ARN, ATP-dépendantes, qui
contiennent le motif DEAD (pour D : acide aspartique, E : acide glutamique A : alanine
et D: acide aspartique) (Linder et al. 1989; Linder and Jankowsky 2011; Weis and
Hondele 2022). Cette famille de protéines riche de plus de 500 membres participe a
de nombreux aspects du métabolisme des ARN (Rocak and Linder 2004). elF4A
possede une activité ATPase (Grifo et al. 1984) et hélicase bidirectionnelle (5' vers 3'
et 3' vers 5') in vitro (Ray et al. 1985; Rozen et al. 1990). Cependant, I'association de
elF4A au sein du complexe elF4F restreint son activité enzymatique avec une
directionnalité 5' vers 3' in vivo ce qui lui permet d'accompagner le ribosome dans

I'étape de balayage (Rozen et al. 1990) en déroulant les structures secondaires pour
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faciliter sa progression vers le codon AUG. elF4A est une enzyme qui reste faiblement
processive seule (Garcia-Garcia et al. 2015) mais dont l'activité est fortement
augmentée lors de son association avec les facteurs d’initiation de la traduction
elF4B/elF4H et elF4G (Rogers et al. 2001; Marintchev et al. 2009).

Chez les mammiferes, il existe deux isoformes principales d'elF4A : elF4Al et elF4All,
qui partageant environ 90% d'identité de séquence chez I'numain. Elles présentent
une activité similaire in vitro et sont interchangeables au sein du complexe elF4F
(Yoder-Hill et al. 1993). Cependant, il a été montré que elF4Al est indispensable pour
la survie alors que le KO de elF4All n'est pas létal (Galicia-Vazquez et al. 2012). De
plus, la déplétion de elF4Al s'accompagne d'une augmentation du niveau d'expression
de elF4All, mais sans que cela ne compense totalement la perte de elF4Al au niveau
fonctionnel (Galicia-Vazquez et al. 2012). Enfin, elF4Al est davantage exprimé dans
les cellules en croissance alors qu'on retrouve elF4All principalement dans les cellules
quiescentes (Marintchev et al. 2009). Ces différents éléments suggerent que chacune
des isoformes pourrait avoir des fonctions uniques et non redondantes bien qu’elles

n’aient pas encore été clairement identifiées.

Le facteur elF4A est le plus abondant de tous les facteurs d'initiation en termes de
quantité et disponibilité cellulaire (Duncan and Hershey 1983; Kulak et al. 2014). Cela
s'explique par le fait que elF4A s'associe et se dissocie constamment du complexe
elF4F a chaque fois qu'il déroule les structures secondaires en consommant une
molécule d'ATP. De fait, plus un ARNm est structuré, plus il aura besoin du facteur
elF4A pour étre bien traduit. (Marintchev et al. 2009). Ainsi, la traduction d’ARNm avec
de courtes séquences 5’UTR non structurées comme les TISU (Translation Initiation
of Short 5'UTR) est indépendante d’elF4A (Elfakess et al. 2011). A 'opposé I'insertion
de motifs ARN stables dans la région 5’UTR augmente la dépendance a elF4A
(Pestova and Kolupaeva 2002).

Enfin, il est a noter qu'une troisieme isoforme elF4Alll a été décrite (65% d’homologie
de séquence avec elF4Al); celle-ci n'a pas de réle au niveau de l'initiation de la
traduction mais elle exerce une fonction essentielle dans la voie du Non Sense
Mediated Decay (NMD) (Li et al. 1999; Shibuya et al. 2004).
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3.4 elF3

Le facteur d’initiation elF3 joue un réle tres important tout au long du processus
d’initiation de la traduction (Trachsel and Staehelin 1979; Hinnebusch 2006). Il est de
loin le facteur d’initiation le plus complexe avec une organisation multimérique
composée de 13 sous-unités différentes (Figure 5), atteignant un poids moléculaire
total de plus de 800 kDa. Sa structure moléculaire repose sur un cceur protéique tres
structuré formé par I'assemblage des sous-unités elF3a, elF3c, elF3e, elF3k, elF3l,
elF3m, elF3f, elF3h (Querol-Audi et al. 2013; des Georges et al. 2015; Smith et al.
2016). Les autres sous-unités (elF3b, elF3d, eig3g, elF3i, elF3)) se situent a la
périphérie de ce cceur et présentent une organisation plus dynamique et versatile (des
Georges et al. 2015). Chez la levure, on ne retrouve que 6 sous-unités au total mais
qui sont toutes essentielles (Asano et al. 1998; Phan et al. 1998). Plusieurs sous-unités
d’elF3 interagissent avec le ribosome ainsi qu’avec les facteurs d’initiation de la
traduction. Les sous-unités elF3a, elF3c et elF3h se lient directement sur la sous-unité
ribosomique 40S (Valasek et al. 2003; Erzberger et al. 2014; des Georges et al. 2015;
Brito Querido et al. 2024a). La cohésion du complexe est renforcée par une interaction
entre les sous-unités elF3a-d et ’TARN ribosomal 18S (Nygard and Nika 1982; Valasek
et al. 2003). En outre, elF3 interagit avec le facteur elF4G par I'intermédiaire des sous-
unités elF3e, elF3g, elF3d, et elF3e (Korneeva et al. 2000; LeFebvre et al. 2006; Villa
et al. 2013). Enfin, les sous-unités elF3a, elF3b et elF3c interagissent avec le
complexe ternaire par association avec elF2 (Phan et al. 2001; Valasek et al. 2002).
Nous verrons dans la suite de ce chapitre qu'elF3 intervient aussi au cours de I'étape
de balayage de la région 5’UTR (Pestova and Kolupaeva 2002; Valasek et al. 2004;
Damoc et al. 2007).
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Figure 5. — Structure du facteur d’initiation de la traduction elF3

elF3 facilite la liaison de la petite sous-unité ribosomique 40S a I'ARNm et régule I'assemblage du
complexe d'initiation, jouant un réle critique dans la sélection du site d'initiation de la traduction. (A)
Structure du cceur protéique de elF3 libre. Structure Cryo-EM du facteur elF3 associé a la sous unité
ribosomique 40S.

3.5 elF2

Le facteur elF2 a une structure relativement flexible (Stolboushkina et al. 2008) et tient
une place centrale dans la formation du complexe ternaire. Dans son ensemble, il
promeut l'interaction entre ’ARNt initiateur et la petite sous-unité ribosomique
(Hashem and Frank 2018). L’interaction entre elF2 et ’ARNt initiateur est contrblée
par la liaison a une molécule de GTP qui augmente considérablement l'interaction
entre les deux (Kapp and Lorsch 2004). D’un point de vue structural, elF2 est composé
de trois sous-unités elF2a, elF2pB, et elF2y, c'est cette derniere qui est responsable
de la liaison entre le GTP et ’ARNt initiateur et elle posséde une activité GTPase
(Erickson and Hannig 1996). Cependant, des données plus récentes indiquent que la
sous-unité a interagit également avec I’ARNt initiateur (Schmitt et al. 2012) et avec la
sous-unité 40S une fois le complexe de préinitiation formé (Hashem et al. 2013a). En
outre, sous sa forme phosphorylée, elF2a participe a la régulation du recyclage
d’elF2y-GDP, en modulant son association avec le facteur d'échange nucléotidique
elF2B (Rowlands et al. 1988; Pavitt et al. 1998). La sous-unité elF23 est moins
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caractérisée et semble surtout avoir un réle de cohésion au sein du complexe ternaire
notamment en facilitant l'interaction entre elF2a et elF2y. Plusieurs études rapportent
que elF2p interagit avec elF5 et elF1 pendant le processus de balayage de la région
5’UTR et participe a la reconnaissance et la sélection du codon d'’initiation (Asano et
al. 1999; Jennings et al. 2016; Thakur et al. 2019).

3.6 elF4B/elF4H

Les facteurs d'initiation elF4B et elF4H interagissent fonctionnellement avec le
complexe elF4F pour stimuler les activités ATPase et hélicase portées par elF4A
(Rozen et al. 1990; Altmann et al. 1993; Rozovsky et al. 2008). C'est également le cas
avec elF4G, ce qui permet aussi d’augmenter I'activité enzymatique de elF4A de plus
de 100 fois (Rogers et al. 2001; Ozes et al. 2011).

Le facteur d'initiation elF4B n'est pas essentiel a l'initiation de la traduction et n'est pas
fortement conservé chez les eucaryotes. Il joue cependant un réle important lors de la
traduction d’ARNm spécifiques qui présentent des régions 5'UTR longues et
structurées chez les mammiferes (Sen et al. 2016). |l posséde un site de liaison a elF3
(Methot et al. 1996) ainsi que deux sites de liaison a ’'ARN 18S (Méthot et al. 1994;
Naranda et al. 1994). Ces différents sites lui permettent de favoriser le recrutement du
complexe de préinitiation 43S (Pestova et al. 1996a). elF4B posséde un homologue
fonctionnel appelé elF4H avec lequel il partage environ 40% d'homologie de
séquence. Cependant, elF4H ne posséde qu’un des deux domaines de liaison a ’ARN
suggérant qu’il ne remplit que partiellement les fonctions de elF4B. Néanmoins, tout
comme elF4B, elF4H se lie a elF4Al et stimule son activité enzymatique (Richter-Cook
et al. 1998).

3.7 PAPB
Les poly-A-binding-proteins (PABP) (Figure 6) sont une famille de protéines qui se

lient sur la queue poly(A) des ARNm eucaryotes. Elles interviennent dans la régulation
post-transcriptionnelle de I'expression des ARNmM, notamment au cours du
développement embryonnaire (Bernstein et al. 1989). Chez les mammiféres, on

retrouve six isoformes de PABP (Mangus et al. 2003), certaines ayant une localisation
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cytoplasmique telle que PABPC1 alors que d’autres ont une localisation nucléaire telle
que PABPN1. La protéine PABPC1 est exprimée de facon ubiquitaire (Goérlach et al.
1994) et posséde 4 domaines de liaison a ’ARN dans sa région C-terminale ce qui lui
permet d’interagir avec la queue poly(A) (Burd et al. 1991). Plusieurs molécules de
PABP se fixent sur le méme ARNm, chacune recouvrant de 25 a 27 nucléotides sur le
transcrit (Baer and Kornberg 1983). Les protéines PABP et leurs roles dans le
métabolisme de I'ARNm sont décrites de fagon exhaustive dans les revues suivantes
(Mangus et al. 2003; Gorgoni and Gray 2004).

Cependant, depuis 1996 on sait que la protéine PABP joue aussi un réle crucial au
niveau de l'initiation de la traduction en interagissant avec le complexe elF4F pour
induire la pseudo-circularisation du messager. Ainsi I'interaction entre PABPC1 avec
le facteur elF4F augmente l'affinité de liaison de elF4E pour la coiffe, renfor¢ant ainsi

I’efficacité de traduction (Haghighat and Sonenberg 1997; Borman et al. 2000).

Queue PolyA ARN
PABP ?

IRRM1 IRRM2IRRM3IRRM4 Proline-rich PABC

e :

C-terminale

+—r

Figure 6. — Structure et fonction de PABP

PABP posséde quatre domaines de liaison a ’'ARN (RRM). Les domaines RRM1 et RRM2 interagissent
exclusivement avec la queue poly(A), tandis que les RRM3 et RRM4 interagissent de fagcon aspécifique
avec les ARN. PABP possede dans son domaine N-terminal un site de liaison pour elF4G et dans son
domaine C-terminal, un site de liaison a elF4B. Enfin, PABP dispose également d'un domaine proline-
riche dans sa partie centrale, qui lui permet de s'homodimériser. Dessinée sur BioRender.

Grace a son interaction simultanée avec la queue poly(A) des ARNm et le facteur
d’initiation elF4G, PABP favorise le rapprochement des extrémités 5’ et 3° des ARNm,
qui adoptent ainsi une conformation circulaire (Imataka et al. 1998; Wells et al. 1998;
Amrani et al. 2008; Kopeina et al. 2008). Celle-ci est favorable au processus de

traduction sans que le mécanisme moléculaire n'ait été complétement élucide et il
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existe actuellement deux hypothéses principales qui peuvent étre complémentaires.
La premiére suggére que la circularisation stabilise la machinerie de traduction sur
’ARNm augmentant ainsi son efficacité. La seconde hypothése propose que le
rapprochement entre la partie terminale de ’TARNm et la coiffe pourraient faciliter le
recyclage des ribosomes pour les rendre disponibles lors du prochain cycle de
traduction (Mangus et al. 2003). Il a également été évoqué que la forme circulaire de
I’ARN le rendait moins vulnérable aux exo-ribonucléases 5’ et 3’ (Imataka et al. 1998).
Ces hypothéses sont supportées par des expériences qui mettent en avant une
synergie fonctionnelle entre la coiffe 5’ et la queue poly(A), mécanisme qui avait été
mis en évidence initialement chez les plantes (Munroe and Jacobson 1990; Gallie
1991). Il faut toutefois noter que, chez les mammiféres, la circularisation des ARNm
est difficilement observable par fluorescence in situ a I'exception de certains contextes
particuliers tels que la localisation des ARNm dans des granules de stress (Adivarahan
et al. 2018; Khong and Parker 2018). Cela montre qu'il reste des zones d'ombre sur
ce mécanisme et que l'activitt de PABP pourrait étre multifactorielle comme le
démontre I'ajout de séquences poly(A) libres, en trans, qui favorise I'association de
elF4E avec la coiffe in vitro sans pour autant induire la circularisation de I'ARNm
(Borman et al. 2002). Néanmoins, il ne fait pas de doute que PABP est une protéine
indispensable pour assurer une traduction efficace et qu'elle est, a ce titre, considérée

comme un facteur d'’initiation a part entiere (Kahvejian et al. 2005).

4 Le mécanisme canonique de traduction

Chez les eucaryotes, la sous-unité 40 S seule ne peut pas spontanément se fixer sur
I'ARNm pour initier la traduction de maniére autonome. Elle doit au préalable,
s’associer avec différentes facteurs elF et le complexe ternaire incluant I’ARNt
initiateur pour former le complexe de préinitiation 43S. C’est celui-ci qui s’attache sur
extrémité 5’ de ’ARNm pour former le complexe 48S qui balaye ensuite la région
5’'UTR a la recherche du codon initiateur. Lors de la formation du complexe 43S, la
petite sous-unité du ribosome va adopter une conformation ouverte propice pour
accepter ’ARNt initiateur et permettre le déplacement du ribosome sur la 5’UTR de

’ARNm (un schéma bilan est proposé a la figure 7).
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Figure 7. — Schéma bilan de l'initiation canonique de la traduction

L'initiation de la traduction commence avec I'assemblage simultané du complexe elF4F et du complexe
de préinitiation 43S. Le complexe elF4F est recruté a I'extrémité 5' des ARNm par une interaction entre
elF4E et la coiffe. Cela permet I'activation de '’ARNm. Ensuite, le complexe elF4F attire le complexe de
préinitiation 43S grace a une interaction entre elF4G et elF3. Le complexe 43S balaye ensuite la région
5'UTR jusqu'a ce qu'il trouve un codon AUG dans un contexte optimal. Cette reconnaissance du codon
AUG entraine la libération des facteurs d'initiation et le recrutement de la sous-unité 60S, permettant
ainsi le début de I'élongation. Dessinée sur BioRender.
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4.1 La formation du complexe ternaire: elF2e GTPeMet-tRNAI
Pour se fixer sur le ribosome, I'ARNt initiateur s'associe avec le facteur d'initiation elF2,
qui est lui-méme lié a une molécule de GTP (Figure 8), formant ainsi le complexe

ternaire qui va permettre de localiser et reconnaitre le codon AUG de départ.

Met-tRNAi
GTP (GDP} l
T~ @ Oan;
errse
elF2-GDP elF2-GTP Complexe ternaire

Figure 8. — Formation du complexe ternaire

Le complexe ternaire est formé par 'association de I'ARN de transfert (ARNt initiateur) avec le facteur
d’initiation elF2 (composé de 3 sous-unités q, B, y) et une molécule de GTP. La protéine elF5B catalyse
cette réaction. Dessinée sur BioRender.

L’ARNt initiateur reconnait spécifiquement le codon AUG de démarrage de la
traduction car il differe de ’ARNt méthionine d’élongation classique. La particularité de
’ARNt méthionine initiateur est de pouvoir entrer directement dans le site P du
ribosome au lieu du site A (Kolitz and Lorsch 2010) et il contient plusieurs bases
modifiées dans les boucles T et D qui forment une structure spécifique qui empéche
la liaison au facteur d’élongation eEF1A, réservée aux ARNt d’élongation (Basavappa
and Sigler 1991). Il comporte aussi un appariement de base spécifique (A1 : U72) au
sommet de la tige acceptrice qui permet de le différencier des ARNt élongation

(Drabkin et al. 1993) et de s'associer avec elF2 (Farruggio et al. 1996).

4.2 Liaison du complexe ternaire au ribosome et formation du 43 S
Le complexe ternaire elF2-GTP-Met-tRNAi se lie a la sous-unité 40S du ribosome avec
l'aide de 3 facteurs: elF3, elF1 et elF1A ce qui forme le complexe 43 S (Figure 9). La
formation et la cohésion de ce complexe repose sur elF3 qui fait le pont entre la sous-
unité 40S, le complexe ternaire et le facteur elF4F ce qui permet de positionner le

complexe de préinitiation 43S sur I'extrémité de ’TARNm (Korneeva et al. 2000; Villa et
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al. 2013). En agissant de concert avec elF1 et elF1A, elF3 favorise le recrutement du
complexe ternaire en stabilisant linteraction d’elF2a avec la sous-unité 40S
(Chaudhuri et al. 1999; des Georges et al. 2015) (Chaudhuri et al. 1999).

elF5 ¢
elF1 elF1

elF5
elF1A elF1A

elF3 elF3
Complexe

43S
Complexe
h + A ternaire
elF2 Met-tRNAI

Figure 9. — Assemblage du complexe de préinitiation 43S

Le ribosome associé a elF1, elF1A et elF3 recrute successivement le complexe ternaire et elF5 pour
former le complexe de préinitiation 43S. Celui-ci pourra par la suite étre recruté sur TARNm. Dessinée
sur BioRender.

Les facteurs elF1 et elF1A interviennent dans le recrutement du complexe ternaire sur
la petite sous-unité ribosomique 40S et des expériences chez la levure montrent que
la délétion du domaine C-terminal ou la mutation ponctuelle G1017K d’elF1 suffisait
pour diminuer ce recrutement (Fekete et al. 2005; Nanda et al. 2009). Des expériences
in vitro montrent que la présence d’elF3 était requise pour former un complexe de
préinitiation stable (Chaudhuri et al. 1999). Ces différentes observations sont
renforcées par des données de biologie structurale plus récentes, présentant la
structure de la sous-unité 40S associée a elF1 et elF1A. Ainsi, en présence d’elF3 les
protéines elF1 et elF1A sont associées a proximité du site P (Rabl et al. 2011; Weisser
et al. 2013) ce qui induit un changement conformationnel des régions proches du site
A, et a proximité immédiate du site de liaison du complexe ternaire (Passmore et al.
2007; Weisser et al. 2013). L'ensemble de ces résultats suggére que elF1 et elF1A
agissent de concert pour assurer le changement conformationnel de la sous-unité 40S
ce qui permet le recrutement et la stabilisation du complexe ternaire en présence
d'elF3.
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4.3 Liaison du complexe 43S sur I'ARNm: formation du complexe
48S

Le mécanisme moléculaire précis de recrutement du complexe de préinitiation 43S sur
’ARNm comporte encore des zones d'ombre. |l est toutefois bien admis que c’est
l'interaction entre elF4E et la coiffe qui permet d’associer le complexe a I'extrémité 5’
de ’ARNm (Figure 10).

4

elF4E
/ + elF4G
elF4E 'e'F4A
IF4G
elF4A
elF4F
elF4E
ON
elF4A
e | OFRF AmATTR ———p )
ARNm ' ARRRA
ARNm activé
Figure 10. - Activation de ’ARNm

Les facteurs d'initiation elF4E, elF4G et elF4A s'assemblent pour former le complexe elF4F. Celui-ci
est ensuite recruté a I'extrémité 5’ de ’TARNm grace a I'activité de liaison de la coiffe par elFAE. PABP,
en interagissant a la fois avec la queue poly(A) et avec elF4G, permet la circularisation des ARNm,
événement qui est proposé pour stabiliser le complexe et stimuler la traduction. Dessinée sur
BioRender.

Le modéle actuel basé sur des observations biophysiques propose que elF4F est déja
préformé avant de se fixer sur la coiffe (Niedzwiecka et al. 2002; Slepenkov et al. 2008;
O'Leary et al. 2013; Izidoro et al. 2022). Au sein de elF4F, elF4G interagit avec PABP
afin de circulariser ’TARNm et elF4A déroule les structures secondaires immeédiatement
en aval de la coiffe pour libérer I'espace nécessaire a la fixation de la petite sous-unité
ribosomique 40S. C’est ensuite I'interaction entre elF4G et elF3 qui ancre le complexe
de préinitiation 43S sur 'ARNm (Brito Querido et al. 2024a) (Figure 11)
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Figure 11. - Recrutement du complexe 43S sur ’TARNm

Une fois formé, le complexe elF4F se lie a TARNmM au niveau de la coiffe. L’activité hélicase de elF4A
permet de dénouer les structures secondaires afin de libérer un espace d’atterrissage pour le complexe
de préinitiation 43S. Celui-ci est recruté grace a linteraction entre elF3 et elF4G. Dessinée sur
BioRender.

Il existe deux modeles principaux qui résument la liaison du complexe 43S a ’ARNm
pour former le complexe 48S (Figure 12). Le premier dit du « slotting » propose que

’ARNm est directement inséré dans le site de décodage de la sous-unité ribosomique
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de maniére latérale. Dans ce modele, le complexe elF4F est en amont du complexe
43S au niveau de la sortie du canal de '’ARNm de la sous-unité 40S. Dans cette
configuration, 'encombrement stérique généré par la taille du complexe implique que
le processus de balayage ne débute pas immédiatement a la coiffe mais seulement

guelques dizaines de nucléotides en aval de celle-ci (Brito Querido et al. 2020).

43S

Met-tRNAi

Modele du “Slotting” Modéle du “Threading”

Figure 12. - Modéles de recrutement du complexe 43S sur ’TARNm

Deux modeéles de recrutement de la sous unité 43 S sur ’ARN ont été proposés. Dans le modéle du
« slotting » ’ARNm est directement inséré dans le site de décodage de la sous-unité ribosomique de
maniére latérale. Dans cette configuration le complexe elF4F se trouve en amont du complexe 43S et
une seconde protéine elF4A s’associe a I'opposé de celui-ci. Dans le modéle du « threading »
l'extrémité de 'ARNm est insérée dans le canal du ribosome, cela suggére une dissociation du
complexe elF4F de I'extrémité de 'ARN. Dans ce modéle ce complexe elF4F est localisé en aval du
complexe 43S. Dessinée sur BioRender.

Le second modeéle dit du « threading » propose un mécanisme de fixation d’elF4F en
aval du ribosome avec une inspection de ’ARNm dés les premiers nucléotides par le
site de décodage du ribosome (Kumar et al. 2016). Ce second modele laisse penser

toutefois un détachement, a minima temporaire, du complexe elF4F de I'extrémité 5’
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de ’ARNm. En revanche, cela est compatible avec l'idée d’un processus de balayage
débutant des le tout premier nucléotide en aval de la coiffe (Brito Querido et al. 2024a).
Le modele du threading est séduisant puisqu’il permet d’expliquer la traduction des
ARNmM médiée par des 5’'UTR trés courtes telles que les séquences TISU (Translation
Initiator of Short 5 UTR) dont la taille peut étre de 5 nt seulement (Elfakess and
Dikstein 2008) (Elfakess et al. 2011). Cela suppose un balayage trés court de la 5’UTR
et la reconnaissance d’un codon d’initiation se trouvant a proximité de la coiffe ce qui
parait peu compatible avec le modeéle du « slotting ». (Elfakess and Dikstein 2008;
Elfakess et al. 2011). Les données structurales récentes du complexe 48S, par Cryo-
EM avec une résolution de ~3A, suggérent un positionnement du facteur elF4F en
amont du complexe de préinitiation 48S (Brito Querido et al. 2020; Brito Querido et al.
2024a) . Cependant, les travaux précurseurs du Dr Marilyn Kozak sur I'étape de
balayage des 5’'UTR, suggéraient déja que les codons AUG proximaux étaient peu
reconnus s'ils étaient trop proches de la coiffe (Kozak 1989b), renforcant ’hypothése
du modéle de « slotting » ou les premiers nucléotides ne seraient pas inspectés par le
complexe de préinitiation 43S. Le modéle du « slotting » est également compatible
avec le mécanisme d'’initiation de la traduction dépendant des sites d’entrée interne du
ribosome, ou le recrutement du ribosome se fait a distance de I'extrémité 5’ des ARN

(voir chapitre 2 section 1.4).

4.4 Le balayage de la région 5’'UTR

Marilyn Kozak a défini le modele du balayage comme un déplacement linéaire le long
de 'ARNm dans la direction 5'-3'. Cela reposait sur le fait que l'insertion d'un codon
AUG dans un bon contexte nucléotidique en amont du codon AUG principal induisait
une diminution de l'initiation de la traduction de I'ORF principale tout comme l'insertion
de structures secondaires stables au sein de la 5'UTR qui réduisait considérablement
I'efficacité de traduction (Kozak 1986; Kozak 1987).

40 ans aprés, ce mécanisme est toujours valide mais des données récentes
permettent d'apporter de nouvelles perspectives quant aux réles précis des facteurs
d'initiation et de suggérer des alternatives a ce modele.

Les facteurs d'initiation requis pour I'étape de balayage et de reconnaissance du codon

AUG sont maintenant bien identifiés et leurs fonctions caractérisées; il s’agit des
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facteurs d’initiation elF1, elF1A, elF3, elF4F, elF4B/elF4H et elF2 (Pestova and
Kolupaeva 2002). Apres attachement du ribosome au niveau de la coiffe, celui-ci va
migrer en direction 5'-3' et il reste associé a elF4G et elF4A qui vont assurer, avec
elF4B/elF4H le déroulement processif des structures secondaires rencontrées dans la
5'UTR. Le binbme elF1-elF1A est requis a la fois pour le balayage et pour la
reconnaissance du codon AUG (Pestova and Kolupaeva 2002). In vitro, la déplétion
d’elF1 ou d’elF1A provoque le blocage du complexe 48S a I'extrémité 5’ de TARNm
(Pestova et al. 1998a) et, chez la levure, l'introduction d’'une mutation ponctuelle a la
position G107 de elF1 réduit son affinité pour le complexe 48S et inhibe le processus
de balayage (Nanda et al. 2009). A linverse, une surexpression de elF1 renforce
l'interaction de ce dernier avec le complexe 48S, stimule I'’étape de balayage et
augmente la fidélité d'initiation au codon AUG (Martin-Marcos et al. 2014). De maniére
fonctionnelle, le réle de elF1 serait d'empécher la reconnaissance d'un codon AUG
cryptique en inhibant I’hydrolyse du GTP d’elF2 en GDP, étape qui marque la fin du
processus d'initiation et le recrutement de la sous unité 60S (Algire et al. 2005; Martin-
Marcos et al. 2014; Llacer et al. 2018). Ainsi, elF1 agirait comme un facteur de contréle
pour reconnaitre le site d'initiation; ce role est co-catalysé par le facteur elF1A qui agit
de concert dans cette fonction.

Enfin, il est a noter qu'au-dela des facteurs canoniques décrits ci-dessus, certains
ARNm spécifiques tres structurés (viraux et cellulaires) requierent l'intervention de
protéines a activité hélicase, notamment DHX29 et DDX3, pour assurer le trajet du
ribosome (Pisareva et al. 2008; Soto-Rifo and Ohlmann 2013; Calviello et al. 2021).

a) Mécanisme moléculaire du balayage de la région 5’°UTR par le complexe
48S
Il persiste deux questions essentielles concernant le mécanisme de balayage: sa
dépendance en une source d’énergie (ATP) et sa directionnalité dans le sens 5'-3'.
En utilisant un ARNm rapporteur dépourvu de structure secondaire et uniquement
composé d’une succession de triplets CAA, il a été montré que linitiation de la
traduction pouvait avoir lieu de fagon totalement indépendante d’elF4F et sans
consommation d'ATP (Pestova and Kolupaeva 2002). Une expérience

complémentaire utilisant un ARNm rapporteur dont la 5'UTR ne contient que des
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Adénines a montré des résultats similaires (Shirokikh and Spirin 2008) avec le
complexe 48S qui se déplace par diffusion passive et qui peut localiser le codon AUG
en absence de elF4F et elF3. A linverse, un ARNm trés structuré nécessite une
concentration plus forte d'ATP et donc une forte dépendance dans l'activité d'elF4A
(Svitkin et al. 2001).

L'ensemble de ces données a permis d'établir le modele du cliquet brownien (Brownian
ratchet) dans lequel le complexe 48S peut se déplacer de fagcon passive le long de
’ARNm mais ce déplacement est bi-directionnel (5'-3' et 3'-5'). Dans ce modéle, c'est
le complexe elF4F qui assure la direction du mouvement en empéchant le complexe
48S de reculer et progresser de 5' vers 3' jusqu'au codon AUG (Spirin 2009;
Vassilenko et al. 2011; Li et al. 2022). Cependant, des mouvements de recul du
complexe 48S (3'-5') persistent malgré la présence du complexe elF4F (Spirin 2009;
Gu et al. 2021; Wang et al. 2022) ce qui provoque des phénomeénes d’oscillation qui
pourraient jouer un rdle important au niveau de la reconnaissance de codons non

canoniques (Wang et al. 2022).

b) Dynamique d'association du complexe elF4F au cours du balayage

Du fait de la difficulté technique a suivre son déplacement, il n'existe que peu de
données factuelles pour établir un modele précis de la dynamique
d'association/dissociation du complexe elF4F et deux hypothéses s'opposent (Figure
13). Dans le premier cas de figure, le complexe 48S reste lié a la coiffe par
l'intermédiaire de la protéine elF4E et ce serait 'ARNm qui s'engagerait dans le
ribosome par un mécanisme de 'threading'. Cette hypothése n'est pas supportée par
les données récentes de ribosome profiling ni par des expériences de cinétique en
molécule unique (Wang et al. 2022) qui montrent la présence simultanée de plusieurs
complexes 48S sur I'ARNm (Archer et al. 2016).
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associé au complexe 48S sont libérés
Figure 13. - Association du complexe elF4F au cours du balayage

Aprés son recrutement, le complexe de préinitiation parcourt la 5' UTR jusqu'a tomber sur un codon
d’initiation. Concernant le devenir du complexe elF4F, deux modéles sont envisagés. Dans le premier,
elF4E reste lié a la coiffe durant le balayage, impliquant qu'un seul complexe de préinitiation peut
scanner la 5’'UTR a la fois. Le second modéle suggére que elF4AE se détache de la coiffe dés le début
du balayage, permettant potentiellement a plusieurs complexes de préinitiation de scanner
simultanément la 5’'UTR. Dessinée sur BioRender.

De plus, les travaux de Marilyn Kozak montraient déja qu’en présence de I'antibiotique
edeine qui déstabilise la formation du complexe ternaire, plusieurs sous-unités 40S
s'accumulaient sur 'ARNm du virus de la mosaique du tabac et sur celui de la globine
(Kozak and Shatkin 1978). Récemment, la résolution par Cryo-EM de la structure du
complexe 48S montre que elF4G et elF4A restent au contact du ribosome pendant le
balayage ce qui n'est pas le cas de elF4E suggérant la dissociation partielle du
complexe elF4F mais le maintien des autres facteurs (elF4G et elF4A) qui

accompagnent la progression du ribosome jusqu'au codon d’initiation.
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La résolution du complexe 48S par Cryo-EM nous éclaire aussi sur le fonctionnement
de elF4A au sein du complexe (Figure 14). En effet, deux molécules d'elF4A sont
associées au complexe 48 S, la premiere se trouve au sein de elF4F au niveau de
'extrémité 5 de '’ARNm (le modéle du « slotting »). La seconde molécule d'elF4A
serait libre et a proximité du site d’entrée de ’ARNm du ribosome en fonctionnant
indépendamment du complexe elF4F (Brito Querido et al. 2024a). C'est totalement en
accord avec des données plus anciennes qui montraient qu'elF4A s'associait et se
dissociait du complexe au cours du balayage en consommant de I'ATP (Pause et al.
1994b). Cependant, comme nous l'avons déja évoqué, l'activité processive d'elF4A
est modeste et il reste a déterminer si le facteur elF4B pourrait intervenir dans ce

mécanisme (Brito Querido et al. 2024b).

Figure 14. - Structure d’elF4A en complexe avec la sous unité 40S

Structure reconstruite par Cryo-EM du complexe 48S montrant simultanément elF4F et une seconde
molécule de elF4A au niveau de la face opposée de la sous unité. Adapté de (Brito Querido et al. 2024b)

4.5 Reconnaissance du codon AUG et assemblage du ribosome
80S

L’étape de balayage prend fin lorsque le complexe 48S identifie le site d’initiation ce
qui induit un changement de conformation du ribosome permettant I'insertion compléte
de ’ARNt initiateur dans le site P du ribosome, favorisant un appariement complet
entre la boucle anticodon de '’ARNt avec le triplet AUG (Hinnebusch 2017). Ces
réorganisations conformationnelles (structure + elF) favorisent le recrutement de la
grande sous unité ribosomique 60 S pour constituer le ribosome 80 S et le début de

I'élongation.
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La reconnaissance du codon d’initiation de la traduction est influencée par les
séquences nucléotidiqgues qui I'entourent. L'importance de cette séquence a été
démontrée par Marilyn Kozak il y a plus de 40 ans (Kozak 1981) grace a une étude
comparative sur les séquences de 699 5’UTR qui a révélé une séquence consensus,
appelée séquence Kozak (Kozak 1987). Cette séquence est GCCRCCAUGG avec
une adénosine ou guanosine en position -3 et une guanosine en position +4 qui sont
déterminants ('adénosine du triplet AUG marque le +1) (Kozak 1987). Toutes
variations par rapport a cette séquence ont souvent des conséquences sur l'efficacité
traductionnelle et un mauvais contexte Kozak s'accompagne de leaky scanning dans
lequel le ribosome balaye le codon sans le reconnaitre et continue sa progression
jusqu'au prochain codon AUG (Smith et al. 2005).

Différents elF sont impliqués dans la reconnaissance du codon AUG et c'est
majoritairement elF1 en association avec elF1A qui maintiennent le ribosome dans
une conformation empéchant l'insertion totale de I’ARNt initiateur dans le site P du
ribosome pendant le processus de balayage (Hinnebusch 2017). Lorsque le codon
d’initiation est reconnu, ’ARNt se positionne alors favorablement dans le site P ce qui
provoque un changement de conformation qui précipite le départ de elF1 accompagné
du phosphate inorganique issu de I'nydrolyse du GTP en GDP portée par elF2. Le
domaine N-terminal du facteur d'’initiation elF5B se positionne a la place laissée
vacante par elF1 ce qui change la configuration du 48S qui passe a une conformation
fermée (Hussain et al. 2014; Hinnebusch 2017; Llacer et al. 2018; Yi et al. 2022; Brito
Querido et al. 2024b). elF5B interagit avec elF1A pour changer I'orientation de ’ARNt
initiateur (Lapointe et al. 2022) ce qui permet l'association de la sous unité 60S en
éjectant elF1A et elF5B, avec I'’hydrolyse de GTP portée par elF5B, et la formation du
ribosome 80S sur I'AUG.

5 Mécanismes alternatifs de traduction: quelques

exemples

Il existe de trées nombreux mécanismes qui divergent de l'initiation coiffe-dépendante
décrite ci-dessus. Parmi ceux-ci, on peut citer la traduction des uORF, l'initiation sur

des codons non-AUG, l'initiation a partir de bases modifiées (m6A) et l'initiation a partir
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de séquences IRES (Internal ribosome entry segment) qui sera décrite dans le chapitre

consacré a la traduction virale.

5.1 La traduction des uORF

La traduction des uORF implique la mise en place de plusieurs mécanismes tels que
les processus de réinitiation et de leaky-scanning. La réinitiation de la traduction est
un processus complexe au cours duquel une sous-unité ribosomique 40S, aprés avoir
traduit une premiére courte phase de lecture, débute immédiatement la traduction
d’une seconde ORF. Le mécanisme précis permettant la réinitiation contient encore
de nombreuses zones d'ombre mais il nécessite le maintien d’elF3 a proximité de la
sous-unité 40S lors de la traduction de la premiere ORF (Pause et al. 1994b; Hronova
et al. 2017). Dans le cas de la traduction des ARNm cellulaires qui sont
monocistroniques (a l'opposé de certains ARN viraux), la réinitiation survient
généralement apres la traduction d’'une uORF présente dans la région 5’UTR de
’ARNm considéré. Pour que la réinitiation soit efficace, I'UORF doit étre courte et son
positionnement par rapport a la phase de lecture principale est également
déterminante (Russell et al. 2023).

Le mécanisme de traduction/réinitiation des uORF peut se résumer comme décrit sur
la Figure 15 et selon trois principaux scenarios (Figure 15).

- Dans le premier cas, il y a traduction de 'uUORF puis dissociation sur le codon stop
des deux sous-unités du ribosome. De fait, le complexe ne pourra pas atteindre le
codon AUG de la phase de lecture principale et on observe une baisse de taux de
synthése protéique.

- Dans le deuxiéme cas, notamment lorsque les uUORF sont trés courtes, le complexe
43S se dissocie, probablement de maniere partielle, et démarre un nouveau cycle
d'initiation en recrutant les facteurs d'initiation qui restent a proximité. C'est un
mécanisme de réinitiation qui permet au ribosome d'atteindre 'AUG de la phase de
lecture principale (Luukkonen et al. 1995; Kozak 2001). Dans ce cas, 'uUORF n’a
généralement pas, ou peu, d’effet inhibiteur sur la production de la protéine compléte.
Ce phénomeéne de réinitiation est d'autant plus efficace que I'uUORF est courte et qu'elle

se situe a une distance relativement importante de la phase de lecture principale (au
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moins 80 nucléotides) afin que le ribosome puisse avoir le temps de recharger les
facteurs d'initiation (Luukkonen et al. 1995; Kozak 2001).

- Il existe un troisieme cas dans lequel le peptide néosynthétisé a partir de 'uORF
interagit avec le ribosome et le blogue (ribosome stalling) sur I'uORF provoquant I'arrét
de la progression du ribosome. Ce blocage, en plus d’inhiber la traduction de 'ORF
principale, génére frequemment des collisions de ribosomes qui diminuent encore les
chances de réinitiation (Hemmings-Mieszczak et al. 2000; Lin et al. 2019; Dever et al.
2020).

- Enfin, dans d’autres cas le codon initiateur de 'uUORF n’est pas reconnu par la sous-
unité ribosomique 40S qui poursuit le balayage jusqu’a ce qu’elle rencontre un autre

codon AUG localisé en aval; on parle alors de leaky scanning.

5'UTR ORF principale
[ 1
1
60S 408
(o _f X o
Dissociation l A
duribosome @ _ | Auc —A
Q ” O
Réinitiation @———uAuG ————————~ A ——As
R : 0
Collision &— e {Aus }_A,,
Leaky Scanning @——uaue Q_ —  C  laue }_A,,
—_ = —
Figure 15. - Mécanisme régulateur des uORF

Les uORF influencent différemment l'initiation de la traduction au niveau de I'ORF principal. Dans
certains cas, 'UORF n'est pas reconnue par la sous-unité ribosomique durant le balayage et, par
conséquent, n'exerce aucun effet modulateur (Leaky scanning). Lorsqu'une uORF est reconnue par le
ribosome, elle peut affecter I'ORF principal de différentes maniéres. Si le ribosome se dissocie
entiérement aprés avoir traduit 'UORF, l'initiation sur I'ORF principal est diminuée, donnant a 'uORF un
rle inhibiteur. Parfois, le peptide nouvellement synthétisé peut également bloquer la progression du
ribosome, entrainant son arrét et des collisions ribosomiques, ce qui a également un effet inhibiteur.
Enfin, il arrive que la réinitiation se produise aprés la traduction de I'uORF; dans ce cas, les uUORF ont
généralement un effet stimulateur sur la traduction de I'ORF principal. Dessinée sur BioRender.
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Enfin, les uORF peuvent aussi avoir des répercussions importantes sur la stabilité de
I'ARNm en induisant la voie du NMD (Non Sense Mediated Decay) qui est un contrdle
qualité des ARNm (Rehwinkel et al. 2005; Russell et al. 2023). Dans ce cas, le codon
stop de I'uUORF est reconnu par la machinerie du NMD comme un codon stop
prématuré ce qui déclenche la dégradation de I'ARNm et l'arrét de la production
protéique (Uchiyama-Kadokura et al. 2014).

L’impact des uORF sur la traduction est modulé en fonction du contexte physiologique
de la cellule. Par exemple, lors d'un stress cellulaire (Young and Wek 2016) qui conduit
a la phosphorylation du facteur elF2a, la formation du complexe ternaire va étre
affectée et cela a des conséquences directes sur les ARNm contenant des uORF.
C’est par exemple le cas des génes codant pour ATF4 (Young and Wek 2016), CHOP
(Palam et al. 2011) ou encore GADD34 (Lee et al. 2009; Young et al. 2015). En
conditions normales, les UORF présentes dans leurs 5’UTR sont traduites ce qui inhibe
la production protéique a partir de 'ORF principale; en conditions de stress, la
phosphorylation de elF2a réduit la formation des complexes ternaires actifs qui
mettent plus de temps pour étre chargés sur le ribosome qui va donc ignorer les
premiers codons AUG rencontrés pour initier sur le codon AUG de la phase de lecture

principale.

Dans d’autres cas, l'efficacité d’initiation au niveau des uORF peut étre modulée en
réponse a la disponibilité de certaines protéines en établissant un rétrocontréle. Par
exemple, TARNm codant pour la polyamine contient une uORF qui est régulée par la
liaison de la polyamine sur 'ARNm. L’attachement de la protéine stimule le
recrutement du ribosome ce qui augmente linitiation & partir de I'uORF. A faible
concentration de polyamine, 'UORF est moins reconnue par le ribosome, ce qui léve
I'effet inhibiteur sur TORF principale et permet de nouveau la synthése active de la
polyamine; le processus s'inverse a nouveau lorsque la concentration en polyamine

devient importante (Law et al. 2001) (lvanov et al. 2008).
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5.2 Initiation dépendante des codons non AUG

a) Présentation générale

La traduction peut débuter sur des codons non-AUG aussi bien chez la levure (Zitomer
et al. 1984; Clements et al. 1988) que chez les mammiferes (Peabody 1987; Peabody
1989). Dans la majorité des cas, ces codons difféerent du codon AUG par un nucléotide
et le mécanisme moléculaire reste le méme avec la liaison de I'ARNt méthionine
initiateur sur sa cible malgré une complémentarité imparfaite (Kearse and Wilusz
2017). Des études a large échelle ont mis en évidence que |'utilisation de codons non-
AUG était un phénoméne courant (Ingolia et al. 2009; Ingolia et al. 2011; Kearse et al.
2019; Chen et al. 2020) ce qui a été confirmé par des analyses protéomiques et
peptidomiques par spectrométrie de masse (Slavoff et al. 2013; Vanderperre et al.
2013). Le nombre de protéines initi€ées a partir de codons non canoniques est toutefois
sujet a débat en raison de l'absence fréquente de caractérisation moléculaire
associée, a certains biais technologiques ou encore au manque d’évidences de
sélection évolutive (Guttman et al. 2013; Gerashchenko and Gladyshev 2014; Kearse
et al. 2019; Fedorova et al. 2022). Il n’en demeure pas moins que différentes protéines
bien caractérisées sont exprimées a partir de codons non canoniques. A titre
d’exemple, nous pouvons citer la protéine elF4G2 qui est synthétisée exclusivement
a partir d’'un codon GUG (Takahashi et al. 2005; Liberman et al. 2015).

Un codon d’initiation hon canonique peut aussi se trouver en amont du site d’initiation
principal ce qui méne a la synthese d’isoformes comportant une extension N-terminale.
C’est par exemple le cas de I'oncogéne Myc ou du suppresseur de tumeur PTEN qui
possedent, tous deux, un codon CUG dans leur région 5’UTR en phase avec le codon
AUG de départ (Hann et al. 1988; Hopkins et al. 2013). Les isoformes synthétisées a
partir de ces triplets CUG ont des fonctions et/ou des localisations cellulaires
différentes (Hann et al. 1994; Hopkins et al. 2013). Notons que ces extensions N-
terminales peuvent étre relativement longues (171 acides aminés dans le cas de
pTEN) (Hopkins et al. 2013) et conservées ce qui suggéere qu’elles conferent une

fonction particuliére aux protéines produites (lvanov et al. 2011).
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b) Mécanisme d’initiation de la traduction a partir des codons non
canoniques
L'initiation a partir de codons non canoniques est, en régle générale, moins efficace
qu'a partir d'un codon AUG et il a été observé que les CUG et GUG étaient les codons
non canoniques les plus utilisés ce qui suggere que les positions U et G sont trés
importantes (Kozak 1989a; Kearse and Wilusz 2017). Le contexte Kozak est tout aussi
important pour leur reconnaissance par le complexe 43S (Diaz de Arce et al. 2018).
Il a été montré qu'une hausse du niveau d’expression d’elF5, qui est impliqué dans
’hydrolyse du GTP associée a elF2, favorisait linitiation sur des codons non
canoniques (Loughran et al. 2012). A l'inverse, la présence d'elF1 réprime l'initiation
sur les codons non-AUG (Nanda et al. 2009; Ivanov et al. 2010) ce qui est cohérent
avec son rle lors du balayage du complexe 43S (Pestova et al. 1998a; Valasek et al.
2004). Ainsi I'équilibre entre elF1 et elF5 contribue probablement a la régulation de la
sélection des codons non canoniques.
Bien qu'en regle générale le complexe ternaire soit impliqué a la fois dans la
reconnaissance des codons d’initiation canoniques et non canoniques (Peabody
1989), les facteurs alternatifs elF2A et elF2D peuvent se substituer a elF2 ce qui
favorise l'initiation a partir des codons non canoniques (Dmitriev et al. 2010; Kim et al.
2011; Starck et al. 2012) et ils peuvent utiliser un ARNt leucine et de fagon
indépendante du GTP (Starck et al. 2012). Cela crée un avantage sélectif en
conditions de stress dans lesquelles le facteur elF2 est fréquemment inactif a cause
de l'absence du recyclage du GDP en GTP. De facon intéressante, le niveau
d’expression d’elF2A augmente pendant le stress cellulaire (Starck et al. 2016) ce qui
renforce limportance du mécanisme de régulation des uORF dans cet état
physiologique. D'ailleurs, la protéine BIP, effecteur central de la voie de réponse au
stress du réticulum (Preissler and Ron 2019), contient 2 uORF qui utilisent des codons
non AUG.

5.3 Initiation a partir de bases modifiées

Enfin nous terminerons ce chapitre en évoquant brievement un dernier grand
mécanisme de régulation de la traduction qui met en jeu la modification chimique de

certaines bases. Elles sont retrouvées dans toutes les régions des ARNm, y compris
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dans la 5’'UTR (Perry et al. 1975). Les méthylations des adénines et cytosines font
partie des modifications les plus courantes et sont assurées par une batterie
d'enzymes et selon un processus complexe et réversible qui est bien décrit dans les
revues suivantes (Trixl and Lusser 2019; Jiang et al. 2021). Ces modifications
chimiques post-traductionnelles résultent de I'ajout d'un groupement méthyl par des
enzymes cellulaires de type méthyltransférases, leurs actions sont réversibles et
peuvent avoir des conséquences positives ou négatives sur l'efficacité traductionnelle
(Nachtergaele and He 2018; Shi et al. 2019). Ainsi, la N6-méthyladénosine (m6A), qui
est une des modifications les plus courante chez les eucaryotes, joue un réle important
dans la régulation du métabolisme de plusieurs ARNm viraux et cellulaires (Rubio et
al. 2018; McFadden et al. 2021).

Lorsque cette modification survient au sein de la région 5'UTR, le complexe 43S peut
directement reconnaitre cette m6A et s’y attacher comme il le ferait sur une séquence
IRES (Meyer et al. 2015) (Figure 16). Dans ce cas de figure, elF3 interagit a la fois
avec la sous-unité ribosomique 40S et avec la méthyltransférase METTL3 qui est, elle-
méme, liée au m6A. Cela permet de recruter et échafauder le complexe de préinitiation
43S sur I'adénine méthylée qui se substitue fonctionnellement a la coiffe. (Choe et al.
2018). La protéine YTHDF3 qui se lie également aux adénosines méthylées a

également été impliquée dans l'initiation de certains ARNm spécifiques (Li et al. 2017).

C AR
ou
@ @ P
5' | ORF L AAAAAA
Région 5'UTR
Figure 16. - Initiation de la traduction par I'intermédiaire des bases

modifiées m6A

Le complexe 43S peut étre recruté au niveau de modification N6-méthyladénosine dans les régions
5’UTR des ARNm par l'intermédiaire des protéines METTL3 ou YTHDF3. Ce recrutement permet une
initiation de la traduction indépendante de la coiffe. Dessinée sur BioRender.
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De facon paralléle, d’autres travaux ont montré que la présence de modifications m6A
dans la partie codante des ARNm favorisait aussi la traduction en réduisant la
formation de structures secondaires (Mao et al. 2019). Des expériences similaires
chez les bactéries ont montré que la présence de modification m6A dans la partie
codante perturbait I’élongation et changeait la dynamique de traduction (Choi et al.
2016; leong et al. 2021; Jain et al. 2023).

Ces modifications chimiques de I'ARNm peuvent aussi avoir des conséquences
négatives comme la modification 5-Méthylcytosine (m5C) qui réduit considérablement
I'efficacité traductionnelle (Schumann et al. 2020).

L'ensemble de ces données suggere que des mécanismes alternatifs d'initiation
pourraient étre mis en place pour contourner le recrutement sur la coiffe en cas de
conditions physiologiques défavorables. Cela est en adéquation avec 'observation
que le niveau de méthylation augmente en condition de stress cellulaire (Zhou et al.
2015). Enfin, il a récemment été suggéré que les ARN circulaires pouvaient étre
traduits (Legnini et al. 2017; Pamudurti et al. 2017). Cela pose donc la question du
mécanisme de recrutement de la machinerie traditionnelle, puisqu’ils ne possedent
pas dextrémité 5’ libre, une des hypothéses émises postule le recours a un

mécanisme dépendant des bases modifiées (Yang et al. 2017; Di Timoteo et al. 2020).
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Chapitre 2 — La traduction virale

La diversité des virus est remarquable et reflete la multitude et la complexité de leurs
capacités d'adaptation a I'n6te. Certains virus possedent des génomes a ARN, tandis
que d'autres sont dotés de génomes a ADN, ils peuvent étre enveloppés ou non, cibler
différentes voies d'entrée et de sortie, induire des infections rapides ou latentes et
provoquer des pathologies diverses ou rester asymptomatiques. (Sharp 2002; Jones
et al. 2021). Cependant, la caractéristique commune a tous les virus est leur relation
de dépendance vis-a-vis de I'hote. C'est particulierement vrai si on considere cela par
rapport a la machinerie traductionnelle de leur héte. Lors d'une infection virale, les
ARN viraux rivalisent avec les ARNm cellulaires pour cette machinerie traductionnelle,
et au fil de I'évolution, chaque type de virus a développé des mécanismes distincts
pour moduler cette compétition a son avantage. De plus, les génomes viraux, sont
contraints en termes de taille de génome et ils contiennent souvent des
caractéristiques structurales qui leur permettent d'optimiser l'intégration de multiples

fonctions (Ho et al. 2021).

L'infection virale s'accompagne souvent d'une baisse du taux de syntheése des
protéines cellulaires (appelé ‘shutoff cellulaire’) au profit des protéines virales (Stern-
Ginossar et al. 2019). Cela suggére un mécanisme adaptif mis en place par les virus
pour traduire dans des conditions défavorables aux ARNm cellulaires et cela peut étre
dd a la structure méme de I'ARN viral et/ou a la manipulation des facteurs d'initiation.
Dans ce chapitre, nous décrirons les caractéristiques structurales de certains virus qui
leur permettent de traduire efficacement leurs protéines. Nous aborderons notamment
les séquences IRES (Internal Ribosomal Entry Site) puis nous citerons des exemples
de stratégies virales utilisées pour manipuler la machinerie de traduction de I'héte et

contourner les premiéres lignes de défense immunitaire.
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1 CARACTERISTIQUE STRUCTURALES

La compaction des génomes viraux a pour conséquence une utilisation optimale de
l'information génétique dans un minimum d'espace. Ainsi, tous les virus doivent au
cours de leur cycle de réplication concilier la production d'un stock de protéines virales,
I'encapsidation et la propagation de leur matériel génétique. Dans le cas des virus a
ARN positif, c'est souvent la méme molécule qui est utilisée pour ces différentes
fonctions. Dans ce cas, les structures/motifs indispensables pour la réplication peuvent
s'averer déléteres pour I'attachement et le balayage du ribosome.

Contrairement aux ARNm cellulaires qui sont monocistroniques, les ARNm viraux
codent souvent pour plusieurs protéines virales a partir du méme ARNmM ce qui est
incompatible avec le mécanisme de balayage canonique du ribosome.

De fait, les virus ont adapté des mécanismes traductionnels qui leur permettent
d'accommoder ces contraintes structurales sans que cela soit au détriment de leur
production protéique. Nous allons brievement citer plusieurs exemples qui permettront
de mieux comprendre les caractéristiques adaptatives des virus et nous décrirons en
détail le mécanisme d'entrée interne du ribosome qui a été un véritable paradigme au
cours des 40 dernieres années pour mieux comprendre les mécanismes moléculaires

du contrdle traductionnel.

1.1 L’expression de polyprotéines
Les ARNm cellulaires eucaryotes sont presque exclusivement monocistroniques c’est-
a-dire qu'un ARNm code pour une protéine. En revanche ; il est possible que de
nombreux ARNm viraux codent pour des polyprotéines a partir d’'un seul ARNm, qui
sont ensuite clivées a des sites spécifiques par des protéases, généralement virales,
afin de libérer les différentes protéines matures avec des fonctions propres. Ce clivage
peut étre co-traductionnel ce qui signifie que le clivage des polyprotéines se produit
simultanément a la traduction de la chaine peptidique. Un tel processus est retrouvé
chez le poliovirus, le virus de I’'hépatite C ou encore le SARS-CoV-2 (Yao et al. 1999;
Lee et al. 2022). En revanche, le précurseur Gag-Pol du virus de 'immunodéficience

humaine est clivé de fagon post-traductionnelle par sa protéase virale (Pettit et al.
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2004). L'expression d'une polyprotéine permet ainsi aux virus de minimiser et

d’optimiser I'espace occupé par les séquences régulatrices de I'expression des génes.

1.2 Le ribosomal Frameshifting

Le "frameshift' est un mécanisme décrit comme un décalage de cadre de lecture du
ribosome en cours d’élongation (Plant and Dinman 2006). Ce processus s’effectue au
niveau d'une séquence appelée séquence glissante (« slippery sequence »)
généralement composée de nucléotides répétés. Ce décalage du cadre de lecture
peut étre d’'un ou de deux nucléotides et se produire dans les deux sens, bien que les
décalages -1 soient plus souvent rencontrés (Caliskan et al. 2015). Il est souvent
régulé par la présence de structures secondaires situées en aval de la séquence
glissante qui permet de ralentir le ribosome et le faire changer de cadre. Les ARN
génomiques du SARS-CoV-2 et du VIH-1 présentent chacun un mécanisme de
frameshift qui a été bien étudié. Dans le cas du SARS-CoV-2, une structure de type
pseudonceud est située a environ 8 nt en aval de la séquence de décalage et provoque
un décalage (-1nt) du cadre de lecture du ribosome et permet la production d’autres
protéines Nsp (Nsp12, Nsp13, Nsp14, Nsp15 et Nsp16) qui font partie de pplab
(Ishimaru et al. 2013; Bhatt et al. 2021). Une structure de type tige boucle stable a été
mise en évidence dans le cas de ’ARN génomique du VIH-1, ou elle régule également
un décalage de -1 du cadre de lecture ce qui permet I'expression de GAG-POL (Hung
et al. 1998; Gaudin et al. 2005).

En plus de ces deux exemples, d’autres virus utilisent le frameshifting, tels que le virus
du Nil occidental (WNV) (Melian et al. 2010), le virus de l'influenza (IAV) (Jagger et al.
2012), les picornavirus (Loughran et al. 2011), ou encore les gamma herpes virus
(GHV) (Kwun et al. 2014). La fréquence du décalage de cadre peut étre modulée par
divers facteurs agissant comme transactivateurs. Ces transactivateurs peuvent étre
des protéines virales; on peut citer le frameshifting -1 du virus de
I’encéphalomyocardite (EMCV) qui est catalysé par la protéine virale 2A (Loughran et
al. 2011; Napthine et al. 2017). Dans d’autres cas, ces transactivateurs sont des
protéines cellulaires comme pour le frameshifting du virus du syndrome dysgénésique

et respiratoire du porc (PRRSV) qui est modulé par un complexe formé par la protéine
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cellulaire PCBP et la protéine virale Nsp1 qui se lient au niveau de la séquence de
glissement (Li et al. 2014; Napthine et al. 2016).

Structure secondaire

Q/

()
ﬁ
Cadre de lecture

classique - - YYY XXX —
Cadre de lecture

Frameshift -1 - - YYY YXX

Cadre de lecture

Frameshift -2 - - YYY YYX
|

Séquence de
glissement

Figure 17. - Ribosomal frameshifting

Lors du mécanisme de frameshifting, le ribosome glisse sur une séquence spécifique se trouvant
généralement en amont d’un structure secondaire stable. Cela entraine un changement du cadre de
lecture. Dessinée sur BioRender.

1.3 Initiation alternative par leaky scanning
Les virus utilisent le leaky scanning pour démarrer la traduction sur des sites d’initiation
alternatifs ce qui permet de traduire plusieurs ORFs a partir d'un méme ARN ou de
produire différentes isoformes d'une protéine. Ainsi, le rétrovirus de la leucémie murine
synthétise une forme allongée de GAG a partir d’'un codon CUG (Prats et al. 1989) et
le torovirus équin, virus proche des coronavirus, synthétise deux protéines U1 et U2 a
partir de codons CUG (Stewart et al. 2018). Il y a aussi le virus mosaique panicum, qui
combine le leaky scanning et I'utilisation de codons d’initiation non canoniques pour
produire quatre protéines virales a partir d’un seul et unique ARN (Turina et al. 2000;
Pyle et al. 2019). Cela souligne une nouvelle fois I'habileté des virus a utiliser au

maximum la capacité de codage de leur génome.
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1.4 Les IRES

Les sites d’entrée interne du ribosome (IRES pour Internal Ribosome Entry Site) sont
des structures secondaires et tertiaires formées par I'ARN qui permettent de recruter
directement, ou indirectement, le complexe 43S de maniére indépendante de la coiffe
du messager (Jackson et al. 1990; Chen and Sarnow 1995; Lee et al. 2017). Les IRES
ont dans un premier temps été identifiées au niveau des ARNm viraux (Jang et al.
1988; Pelletier and Sonenberg 1988; Jackson et al. 1990; Kihn et al. 1990;
Bandyopadhyay et al. 1992), mais ils ont ensuite été découverts au sein de plusieurs
ARNm cellulaires (Macejak and Sarnow 1991; Yang and Sarnow 1997). De récentes
études a large échelle suggérent qu'ils seraient méme présents dans 10% des ARNm
cellulaires chez les mammiferes (Weingarten-Gabbay et al. 2016). Cependant, nous
ne décrirons ici que les caractéristiques des IRES viraux.

La taille des IRES viraux est souvent assez importante, de lI'ordre de plusieurs
centaines de nucléotides et il n'existe pas de motif consensus qui permet de les
identifier par simple lecture de la séquence (Chappell et al. 2000; Bonnal et al. 20083;
Zhao et al. 2020). Les IRES sont trés variables en termes de structure, mais on peut
retrouver des parties communes notamment au sein des IRES appartenant a des
familles virales proches. Lorsque c'est le cas, ces séquences ont des caractéristiques
fonctionnelles conservées notamment au niveau de l'utilisation, ou non, des facteurs
d'initiation. Alors que certains IRES n’ont besoin d’aucun facteur d’initiation pour
recruter et localiser le ribosome sur le codon d'initiation, d’autres sont dépendants de
plusieurs d’entre eux (Ali et al. 2001; Hellen and Sarnow 2001; Wek 2018). Par ailleurs,
les IRES sont souvent accompagnés dans leurs fonctions par des protéines de support

couramment appelées ITAF (pour IRES Trans-Acting Factors).

a) Classification des IRES
Malgré une composition trés variable en termes de taille et de structure, il a été
possible de classer de nombreux IRES en 4 grandes familles en se basant
principalement sur leur dépendance dans les facteurs d’initiation (Lee et al. 2017).
Notons que certain IRES viraux ne sont pas classifiés dans ces catégories, c’est par

exemple le cas de I'IRES du génome viral du VIH-1 (Brasey et al. 2003; Gendron et
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al. 2011; Deforges et al. 2017) ainsi que I'lRES de ’ARN codant pour la protéine vFLIP
de I'herpes de type 8 (Othman et al. 2014).

b) Les IRES de classe l et Il
Les séquences IRES ont été originellement découvertes chez les ARNm des
picornavirus (Jang et al. 1988; Pelletier and Sonenberg 1988) parce que les 5’UTR de
ces ARNm présentaient des caractéristiques incompatibles avec l'initiation canonique
qui sont : (i) I'absence de coiffe remplacée par une structure spécifique reconnue par
la protéine VPg (viral protein genome-linked) (Lee et al. 1977), (ii) la présence de
nombreuses structures ARN complexes et énergétiquement stables, (iii) la présence
de nombreux codons AUG silencieux. En revanche ces régions ont la capacité
d’interagir directement avec le complexe d’initiation. Les IRES des picornavirus ont été
essentiellement classés en deux catégories. Les IRES de classe |, tels que ceux du
poliovirus (PV) (Pelletier and Sonenberg 1988; Haller et al. 1993), et du coxsackievirus
(Yang et al. 1997) se caractérisent par le balayage des séquences en aval du site
d'attachement du ribosome. Les IRES de type I, tels que ceux du virus de la fievre
aphteuse (Foot and mouth disease virus ,FMDV) (Belsham and Brangwyn 1990) et du
virus de I'encéphalomyocardite (EMCV) (Jang et al. 1988), initient la traduction sur un

triplet AUG localisé a la bordure 3’ de 'IRES sans balayage.
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Figure 18. — Les IRES de type | et de type Il

Les IRES de type | (haut) recrutent le ribosome 40S de 100 a 150 nucléotides en amont du codon
d’initiation AUG. Un processus de balayage permet ensuite au ribosome de rejoindre le codon
d’initiation. Dans le cas des IRES de type Il (bas), le recrutement du ribosome 40S est directement
effectué au niveau du codon AUG. Adaptée a partir de (Jaafar and Kieft 2019).

Ces IRES, localisés dans la 5’'UTR, ont une taille d’environ 450 nt de long, (Jang et al.
1990; Lee et al. 2017; Zhao et al. 2020), et présentent des structures secondaires
complexes de type tige-boucle qui constituent des domaines fonctionnels a la fois pour
la réplication virale et la traduction des ARNm (Jang et al. 1990; Gao et al. 2016; Lee

et al. 2017). Les IRES de type | et Il sont caractérisés par un motif conservé (Yn-Xm-
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AUG) riche en pyrimidine et localisé a leur extrémité 3’. Cette séquence, en
complément des structures secondaires, contribue au recrutement de la machinerie
traductionnelle.

Le recrutement du ribosome sur les IRES de type | et Il requiere généralement
I’ensemble des elF a I'exception d’elF4E. Le couple formé par elF4G et elF4A est
capable d’interagir avec la structure ARN située juste en amont du motif Yn-Xm-AUG
(Kolupaeva et al. 1998; de Breyne et al. 2009) ce qui induit des changements
conformationnels des structures de I’ARN et facilite I'attachement de la sous-unité 40S.
La sélection du codon initiateur de la traduction differe selon la catégorie d’IRES. En
effet, chez les IRES de type Il (EMCV), l'initiation s’effectue directement sur le codon
AUG situé a proximité immédiate du site de recrutement du ribosome (Kaminski et al.
1994; Pestova et al. 1996b) et ne requiert pas de balayage de 'ARN. En revanche,
linitiation a partir d’'un IRES de type | (PV) demande un processus de balayage
additionnel afin de trouver le bon codon AUG situé a environ 150 nt du site d’entrée
du ribosome. L’initiation a partir des IRES de classe |l est facilitée par la présence du
elF1 ce qui est cohérent avec le réle de ce dernier (Andreev et al. 2007; Sweeney et
al. 2014).

c) Les IRES de type lll
Les IRES de type lll sont retrouvés chez les hepacivirus (ex. : virus de I'hépatite C
(HCV) — (Otto et al. 2002)), les pestivirus (ex. : le virus de la peste porcine classique
(CSFV) — (Fletcher and Jackson 2002)) et chez certains picornavirus (Pisarev et al.
2004; Bakhshesh et al. 2008; de Breyne et al. 2008b). La présence des IRES de type
[l dans des familles virales distinctes suggére qu’ils ont été transférés par des

évenements de recombinaison au cours de I’évolution (Hellen and de Breyne 2007).
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Les IRES de type Ill (HP et HP-like) permettent d'initier la traduction de fagon indépendante du
complexe elF4F. Le recrutement du ribosome se fait directement au niveau du codon initiateur AUG
sans processus de balayage. Adaptée a partir de (Jaafar and Kieft 2019).

Bien que des différences spécifiques puissent étre observées, les IRES de type Il
possedent des structures secondaires généralement conservées au niveau de leur
domaine central (Hellen and de Breyne 2007; Filbin and Kieft 2009). Celui-ci est
constituée d’'un assemblage de plusieurs tiges-boucle organisées autour d’un
pseudonceud (Yamamoto et al. 2014; Quade et al. 2015). In vitro, les IRES de type llI
sont en mesure d’interagir directement avec la sous-unité 40S du ribosome sans l'aide
d’elF (Pestova et al. 1998b); de maniére intéressante, I''RES interagit avec la sous-
unité 40 S au niveau de son site de liaison a elF3 ce qui pose la question d’'une
éventuelle compétition entre elF3 et 'IRES (Kieft et al. 2001). Les IRES de type Ill sont
également capables de se lier directement avec elF3 par la partie apicale du domaine

[l (Sizova et al. 1998; de Breyne et al. 2008b). Cette interaction semble étre
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nécessaire pour induire une réorganisation et déplacer elF3 du ribosome 40S afin de
libérer le site de liaison de I'lRES (Hashem et al. 2013b; Sun et al. 2013).

Lors de son recrutement, la petite sous-unité ribosomique est directement positionnée
quelques nucléotides en amont du codon AUG, la reconnaissance du codon AUG est
assurée par la présence additionnelle du complexe ternaire elF2.GTP.Met-tRNAI et
elF1A (Khawaja et al. 2015; Quade et al. 2015; Jaafar et al. 2016). Contrairement aux
IRES de type | et Il, l'initiation de la traduction conduite par les IRES de type Il est
indépendante des facteurs du complexe elF4F et ne nécessite pas un mécanisme de
balayage (Otto and Puglisi 2004).

d) Les IRES de type IV

Les IRES de classe IV ont été caractérisés au sein de la famille des Dicistroviridae au
niveau de la séquence intergénique de ’ARN du virus de la paralysie du cricket (CrPV)
qui constitue 'exemple le mieux documenté (Pestova et al. 2004; Spahn et al. 2004;
Deniz et al. 2009; Bonning and Miller 2010). Ces IRES sont relativement courts (150-
200 nt) et adoptent une structure extrémement compacte formée autour de trois
pseudonceuds (PKI, PKIl, PKIll) (Schiler et al. 2006; Murray et al. 2016). Certaines
structures tige-boucle participent a I'interaction avec la sous-unité 40S (Pestova et al.
2004) ou a l'assemblage avec la sous-unité 60S (Fernandez et al. 2014; Murray et al.
2016).
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IRES de type IV
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Figure 20. - IRES de type IV

Les IRES de type IV permettent d'initier la traduction de fagon totalement indépendante des facteurs
d’initiation de la traduction y compris 'ARNt-initiateur. Les IRES de type IV interagissent directement
avec la sous unité ribosomique 40S. Adaptée a partir de (Jaafar and Kieft 2019).

Les IRES de type IV utilisent un mécanisme d’initiation particulier qui s’effectue en
'absence de tout elF et d’ARNt-initiateur, et ne requiert pas de codon AUG (Wilson et
al. 2000). lls sont capables d’interagir directement avec le ribosome 40S et en
particulier avec la protéine ribosomique RPS25 (Landry et al. 2009; Muhs et al. 2011).
De plus, toujours en I'absence de tout facteur, un ribosome 80S compétent pour
I’élongation peut se former sur 'IRES. Le domaine PKI de I''RES occupe le site A du
ribosome en mimant la structure du tRNAi (Costantino et al. 2008; Muhs et al. 2015;
Butcher and Jan 2016; Pisareva et al. 2018). Le mécanisme spécifique des IRES de
type IV leur permet d’initier la traduction dans des conditions de stress, leur conférant

un avantage sélectif par rapport aux ARNm cellulaires (Fernandez et al. 2002).
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1.5 Le shunt ribosomal
Le shunt ribosomal est un mécanisme particulier de l'initiation de la traduction utilisé
par certains ARNm viraux et cellulaires (Zhang et al. 1989; Latorre et al. 1998;
Ryabova and Hohn 2000; Yueh and Schneider 2000; Xi et al. 2005). Ce processus est
généralement dépendant de la coiffe de FARNm. Cependant, le balayage de la 5’UTR
n’est pas linéaire et le complexe de préinitiation, a un site donneur, contourne et ignore
une partie de la 5’UTR ou de '’ARNm jusqu’a un site accepteur proche du codon
d’initiation. Ce mécanisme permet (i) d'éviter (shunt) les structures
secondaires/tertiaires stables qui pourraient stopper la progression du ribosome et/ou

(i) permettre I'expression de protéines situées plus proche de I'extrémité 3’ de FARNm.

Structures
secondaire

Complexe

elFAE 438

l---------_—

Figure 21. - Shunt ribosomal

Le complexe de préinitiation 43S se fixe a I'extrémité 5 de 'ARNm de facon coiffe-dépendante.
Cependant, le ribosome ne rejoint pas le codon initiateur via un processus de balayage linéaire. A la
place, la sous-unité ribosomique saute une région de la 5’UTR. Cette section est généralement riche
en structures secondaires. Dessinée sur BioRender.

Le mécanisme moléculaire proprement dit du shunt ribosomal reste trés largement
méconnu. De plus, il est difficile de comparer les différents shunts ribosomaux entre
eux parce qu’ils présentent chacun leurs spécificités. Le mieux décrit reste le shunt de

’ARNm 35S de CaMV qui est la résultante d’'une réinitiation stimulée par le facteur
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viral TAV et par la présence d’une tige-boucle rapprochant deux cadres de lecture
(Park et al. 2001). Le shunt des ARNm tardifs d’adénovirus est actif dans des
conditions défavorables pour l'initiation classique. Le shunt s’opére via une région
structurée qui serait contournée par le complexe 43S grace a des interactions entre la
région structurée, 'ARNr 18S et p100k un facteur viral liant elF4G (Yueh and
Schneider 2000; Xi et al. 2004). Enfin, un mécanisme de shunt s’effectue pour
exprimer les protéines Y du virus Sendai au cours duquel les ribosomes seraient
directement transloqués a partir de la coiffe (Latorre et al. 1998) vers le site accepteur
localisé a proximité des codons d’initiation. La séquence nucléotidique primaire ne
semble pas étre importante dans ce mécanisme (de Breyne et al. 2003) suggérant que

c'est la structure de I'ARN qui favoriserait le shunt ribosomal.

2 Le contrdle de la traduction par les virus

2.1 Apercu général

Durant l'infection, les virus déploient une variété trés importante de tactiques
sophistiquées pour manipuler les mécanismes de régulation de I'expression des genes
et induire une inhibition globale de la synthése protéique. Deux approches principales
se distinguent : la premiére s'attaque directement aux ARNm de la cellule hoéte,
cherchant a altérer leur structure, leur localisation ou leur synthese, afin d’entraver leur
reconnaissance et leur traduction par la machinerie cellulaire. La seconde interfere
directement avec la machinerie de traduction, la rendant inopérante. Cette seconde
stratégie sera explorée en détail dans la suite de ce chapitre, a travers l'analyse de
trois exemples particuliers qui retiennent notre attention : (i) le contréle des facteurs
d'initiation de la traduction, (ii) le contréle de la voie de régulation de elF4E/4E-BP et
(iii) le contréle de la voie elF2/PKR-PERK. Avant de plonger dans I'examen approfondi
de ces régulations spécifiques, nous aborderons brievement dans le paragraphe
suivant les mécanismes de régulation pré-traductionnel afin de mieux saisir leur
diversité.

Le contrble de I'expression des genes cellulaires par les virus commence dans le cas
de certaines infections virales des leur synthése. En effet, plusieurs protéines virales

entravent I'étape de transcription des ARNm en perturbant l'activité de I'ARN
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polymérase Il (Akhrymuk et al. 2012; Rutkowski et al. 2015; Wang et al. 2020) ou en
ciblant spécifiquement les facteurs de transcription (Clark et al. 1993; Le May et al.
2004). D'autres virus synthétisent des endoribonucléases qui fragmentent les ARN
cellulaires. C'est le cas, entre autres, de la protéine VHS de I'nerpés simplex (Fenwick
and McMenamin 1984; Elgadi et al. 1999), de la protéine SOX des gamma-herpésvirus
(Covarrubias et al. 2009) et de la protéine PA-X du virus de l'influenza (Hayashi et al.
2016). Les poxvirus, expriment quant a eux deux protéines capables de cliver la coiffe
des ARN, accélérant leur dégradation (Parrish and Moss 2007; Peters et al. 2022). De
facon unique, les coronavirus, via la protéine Nsp1, provoquent un clivage des ARNm
sans posséder d'activité ribonucléase propre (Shehata and Parker 2023; Tardivat et
al. 2023) ; ce point sera discuté en détail dans le chapitre 3 section 3.1 de cette these.
Ces différents exemples sont trés bien caractérisés et sont détaillés dans la revue
suivante (Abernathy and Glaunsinger 2015).

De facon intéressante, diverses stratégies de contournement sont mises en place par
les virus pour maintenir 'expression de leurs protéines dans ces conditions dégradées.
A titre d’exemple nous pouvons citer la protéine PA-X du virus de 'influenza qui ne
clive que les ARNm produits par ’ARN polymérase Il, ce qui n’est pas le cas des ARN
viraux, les protégeant ainsi de la dégradation (Khaperskyy et al. 2016; Gaucherand et
al. 2019; Krischuns et al. 2021).

En outre plusieurs virus perturbent les voies d’export des ARNm vers le cytoplasme
entrainant une accumulation nucléaire a distance de la machinerie de traduction. Cela
implique généralement le ciblage des protéines du pore nucléaire ou des facteurs
d’export des ARNm. (Qiu and Krug 1994; Castell6 et al. 2009a; Zhang et al. 2019;
Addetia et al. 2021).

2.2 Le controle des facteurs d'initiation

Plusieurs familles de virus ont développé des mécanismes qui leur permettent de cibler
certains facteurs d'initiation en les clivant grace a des protéases, ou en interférant avec

leur compartimentalisation subcellulaire ou encore en modifiant leur expression.
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a) Clivage protéolytique des facteurs d’initiation

Deux facteurs d’initiation sont généralement ciblés par les virus : elF4G et PABP.

La protéase 2A du poliovirus est I'une des premiéres protéines produites lors de
l'infection et induit le clivage d’elF4G en deux fragments distincts (Etchison et al. 1982;
Gradi et al. 1998b). Le fragment N-terminal contient le site de liaison a elF4E et PABP
alors que le fragment C-terminal (également appelé P100) arbore le domaine de
liaison a elF3 et a elF4A. Une fois clivé, elF4G n’est plus en mesure de jouer sa
fonction d’intermédiaire entre la sous-unité 40S et '’ARNm via les interactions
respectives a elF3 et a elF4E. Cela se traduit par une rapide et forte inhibition de la
traduction cellulaire des le début de l'infection (Gradi et al. 1998b). Les ARN viraux ne
sont pas affectés par cette répression parce que l'initiation de la traduction s’effectue
par I'intermédiaire d’'un IRES. La partie C-terminale d’elF4G est suffisante, en synergie
avec elF4A, pour interagir avec I'lRES (Kolupaeva et al. 1998; de Breyne et al. 2009)
et assurer le recrutement du ribosome pour la synthése des protéines virales
(Ohlmann et al. 1996). Ce mode d’action est conservé chez différents picornavirus tels
que EMCV, le rhinovirus ou encore le virus de la fievre aphteuse (FMDV) (Medina et
al. 1993; Haghighat et al. 1996). Le clivage de elF4G a également été observé chez
d'autres familles virales comme les calicivirus félins (Avanzino et al. 2017) et les
rétrovirus, notamment les virus de I'immunodéficience humaine, (Ventoso et al. 2001;
Alvarez et al. 2003).

La protéine PABP, qui lie la queue poly(A), est également ciblée par les protéases 2A
et 3C des picornavirus (PV, EMCV, CBV3) (Bonderoff et al. 2008; Smith and Gray
2010). Il a été montré que le clivage de PABP par la protéase 3C du poliovirus
provoque la diminution de la traduction virale ce qui permet de stopper la production
protéique pour mobiliser le transcrit et former de nouvelles particules virales (Ichihashi
et al. 2008; Boersma et al. 2020). Ce clivage de PABP a également été observé lors
d’infections par les lentivirus et les calicivirus ou encore par le virus de I'hépatite A
(Kuyumcu-Martinez et al. 2004; Zhang et al. 2007).

Quelques études ont mis en évidence un clivage d'elF5B par la protéase 3C de
certains entérovirus (de Breyne et al. 2008a). Ce clivage pourrait participer également

dans le « shutoff » cellulaire des ARNm. La sous-unité du facteur elF3 est ciblée par
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la protéase du VIH-1 (Jager et al. 2011). Le facteur elF3 jouerait un réle dans les
premieres étapes de linfection potentiellement en inhibant la transcription inverse
(Valente et al. 2009), un effet qui pourrait étre contrecarré par le clivage d’elF3d par la

protéase virale.

b) Relocalisation des facteurs d’initiation

L'infection virale peut s'accompagner d'une perturbation de la localisation cellulaire
des elF avec des conséquences sur la traduction des ARN cellulaires et viraux. Voici
quelques exemples employés par les virus. Il a été montré qu’elF4E pouvait étre
relocalisé au noyau suite au clivage d’elF4G par la protéase virale 2A du poliovirus ce
qui inhibe encore davantage la traduction des ARNm cellulaires (Sukarieh et al. 2010).
Lors de l'infection par le virus de Bunyamwera, la protéine PABP est adressée au
noyau lors des phases tardives par un mécanisme impliquant la nucléocapside virale
ce qui provoque la baisse de l'expression des ARNm cellulaires. De maniere
intéressante, la traduction des ARNm viraux, qui sont coiffés mais n’ont pas de queue
poly(A), n’est pas affectée par la relocalisation de PABP (Blakgori et al. 2009). La
localisation de PABP est également modulée pendant la phase lytique de l'infection
par le virus Epstein-Barr. L'expression des protéines virales BGLF5 et ZEBRA,
provoque sa relocalisation au noyau ce qui entraine l'inhibition globale de la traduction
(Park et al. 2014).

Certaines infections, telles que celles induites pas les poxvirus ou bien le virus de la
peste porcine africaine, présentent une relocalisation des facteurs elF4E et elF4G a
proximité de compartiments cytoplasmiques qui concentrent a la fois les ARNm viraux
et une population dense en ribosomes pour traduire activement et sélectivement les
protéines virales (Katsafanas and Moss 2007; Walsh et al. 2008; Castell6 et al. 2009b;
Zaborowska et al. 2012).

c) Contréle de I'expression des facteurs d’initiation
L'infection virale peut également agir directement sur le transcriptome de la cellule en
régulant, entre autres, le niveau d'expression de certains facteurs d’initiation. Ce type

de régulation est fréquent chez les virus a ADN qui transitent par le noyau de la cellule
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héte. Ainsi, dés 24 heures aprés infection par le cytomégalovirus, le niveau
d'expression des composants du complexe elF4F (elF4E, elF4A et elF4G) et PABP
est augmenté ce qui favorise la disponibilité du complexe elF4F pour la traduction des
ARN viraux (Walsh et al. 2005; McKinney et al. 2014). La protéine LMP1 du virus
Epstein-Barr est un facteur de transcription qui stimule I'expression d’elF4E et pourrait
participer a I'activité oncogéne induite par le virus Epstein-Barr (Zhao et al. 2014). La
régulation de l'expression des facteurs d’initiation peut également s'exercer au niveau
post-transcriptionnel par I'action de miRNAs. Par exemple, I'entérovirus 71 induit une
hausse de I'expression du miR-141 qui est dirigé contre TARNm codant pour elF4E. II
en résulte une diminution de elF4E au cours de l'infection qui participe a l'inhibition
globale de la traduction des ARNm sans affecter la production virale qui est sous le

contrdle d'une séquence IRES (Ho et al. 2011).

2.3 Le controle de l'interaction 4E-BP/4E

4E-binding protein (4E-BP) est un acteur important de la régulation traductionnelle car
elle séquestre elF4E en interagissant avec ce dernier. Ainsi, elF4E ne fait plus partie
du complexe elF4F ce qui induit une diminution de la traduction coiffe-dépendante
(Pause et al. 1994a) (Figure 22). Il existe trois isoformes de 4E-BP chez les
mammiféres qui partagent 40 a 50% d’homologie de séquences (Poulin et al. 1998).
4E-BP1 est I'isoforme la mieux caractérisée et posséde deux domaines de liaison a
elF4E. Le premier est similaire au site d’interaction de elF4G sur elF4E, permettant
ainsi aux deux protéines (4E-BP et elF4G) d’entrer en compétition pour la liaison a
elF4E (Mader et al. 1995). Le second domaine renforce I'affinité de 4E-BP pour elF4E
(Peter et al. 2015).

L’interaction de 4E-BP avec elF4E est dépendante de I'état de phosphorylation de 4E-
BP, qui possede 7 sites de phosphorylation identifiés. La forme hypo-phosphorylée a
une affinité importante pour elF4E et séquestre ce dernier (Khaleghpour et al. 1999;
Peter et al. 2015) alors que la forme hyper-phosphorylée n’est plus en mesure de lier
elF4E (Pause et al. 1994a; Gingras et al. 2001). La liaison de 4E-BP n’induit pas de
changement de conformation de elF4E et n’entrave pas sa capacité a fixer la coiffe

des ARNm mais, en revanche, cela 'empéche d’interagir avec elF4G (Haghighat et
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al. 1995). L’état de phosphorylation de 4E-BP régule donc la disponibilité de elF4E
pour initier la traduction coiffe dépendante.

Ce jeu subtil de phosphorylation est réegulé par la voie AKT/PIBK/mTORC1 (Gingras
et al. 1998). La molécule rapamycine agit en inhibant la kinase mTOR impliquée dans
cette voie de signalisation cellulaire. Lorsque la voie mTOR est inhibée par la
rapamycine, cela entraine une diminution de la phosphorylation de 4E-BP et une
inhibition de la traduction coiffe dépendante en présence de rapamycine (Beretta et al.
1996; Fadden et al. 1997; Gingras et al. 1998). Lorsqu’il est activé, le complexe
mTORCH1 recrute 4EBP via la sous unité raptor (Schalm et al. 2003), et la phosphoryle
de facon hiérarchique (Gingras et al. 2001).

Conditions normales Stress cellulaire / Infection

Active Inactive
P l

4E-BP
v
elF4E

ARNm

Traduction x K ‘ Traduction coiffe
coiffe emmmane mee indépendante
dépendante favorisée
Figure 22. - Contrdle traductionnel médié par 4EBP

L'interaction de elF4E avec elF4G peut étre interrompue par les protéines 4E-BP. Ces protéines entrent
en compétition avec elF4G pour la liaison & elF4E, ce qui inhibe la formation du complexe elF4F et, par
conséquent, la traduction dépendante de la coiffe. En conditions normales, mTOR hyperphosphoryle
4E-BP, ce qui la maintient dans une forme inactive. A linverse, en conditions de stress, I'activité de
MTOR est réprimée, et les protéines 4E-BP se retrouvent dans une forme hypophosphorylée, favorable
a leur liaison inhibitrice a elF4E. Dans ce cas, la traduction indépendante de la coiffe de certains ARN
spécifiques peut étre favorisée. Dessinée sur BioRender.
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Ce n’est pas surprenant que toutes les infections virales affectent cette voie de
signalisation afin de moduler I'expression des ARNm (Le Sage et al. 2016). Par
exemple, les infections par EMCV et PV (picornavirus) sont associées a une
hypophosphorylation de 4E-BP conduisant a une baisse de la traduction cellulaire.
(Gingras et al. 1996). (Dunn and Connor 2011); le mécanisme précis reste a
caractériser. D’autres infections, telles que celles du virus du papillome humain ou du
virus de I’hépatite C, ciblent la voie mTOR afin d’induire une hyperphosphorylation de
4E-BP favorisant l'initiation de la traduction coiffe dépendante (Spangle and Minger
2010).

Enfin, l'activité d’elF4E peut étre directement modulée par la phosphorylation au
niveau de la Sérine 209 par la kinase Mnk1 (Waskiewicz et al. 1999). Mnk1, de par
son interaction avec elF4G (Figure 4), a une localisation proche d’elF4E et cette
interaction est requise pour sa fonction. Cette kinase est stimulée de deux maniéres :
par la voie des MAPK, stimulée par des stress cellulaires, et par la voie Ras/Raf
répondant aux hormones de croissance, aux cytokines et aux mitogénes (Waskiewicz
et al. 1997). La phosphorylation de elF4E a des conséquences significatives sur la
régulation de la traduction des ARNm. Cette modification post-traductionnelle peut
favoriser la traduction de certains ARN, souvent associés a des génes régulant la
croissance cellulaire, la survie et le stress (Bramham et al. 2016). Les conséquences
exactes de cette phosphorylation ne sont pas totalement élucidées.

Les adénovirus interférent dans cette régulation par I'intermédiaire de la protéine virale
p100K qui interagit avec elF4G et empéche son interaction avec Mnk1 (Cuesta et al.
2004). Cela induit une diminution de la phosphorylation d’elF4E et la baisse de la
traduction pendant la phase tardive de I'infection. A I'inverse, d’autres virus activent la
phosphorylation d’elF4E afin de réguler positivement la traduction de certains groupes
d’ARN. C’est notamment le cas lors de I'infection par le norovirus murin (Royall et al.
2015), I'herpés simplex (Walsh and Mohr 2004), ou encore de I'herpés humain de type
8 (Arias et al. 2009).
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2.4 Le controle de elF2a et PKR

a) Présentation générale

elF2, composé de 3 sous unités a, B et y, est impliqué dans la reconnaissance du
codon AUG. Lors d'un stress cellulaire, la sous unité a est la cible de différentes
kinases qui phosphorylent la sérine située en position 51 (Price et al., 1991; Ernst et
al., 1980) ce qui empéche le recyclage du complexe elF2-GDP en elF2-GTP par
elF5B. Cela se traduit par une baisse globale de la traduction cellulaire et
'accumulation des ARNm dans des granules de stress (lvanov et al. 2019).

Chez les humains, quatre kinases sont en mesure de phosphoryler elF2a: la kinase
GCN2 (General Control Nonderepressible 2) activée par la privation en acides aminés
(Harding et al. 2000; Sood et al. 2000); la kinase HRI (Heme Regulated inhibitor)
induite par la baisse de la quantité d’heme disponible (Grayzel et al. 1966); la kinase
PKR (Proteine Kinase R) en réponse a la détection d’ARN double brin, souvent signe
d’une infection virale (Harding et al. 2000); et la kinase PERK (Protein Kinase RNA-
Like Kinase) qui est activée suite a I'accumulation de protéines mal repliées au niveau
du réticulum endoplasmique (Shi et al. 1998).

L'infection virale induit généralement I'expression des kinases PKR et PERK par la
présence en grande quantité d’ARN double brin lors de la réplication virale et/ou de
protéines incorrectement repliées. En conséquence, elF2a est phosphorylé et la
traduction s'arréte (Garcia et al. 2006); c'est pour contourner cette premiére ligne de
défense que de nombreux virus ont mis en place des stratégies de contournement ou

d'interférence.

b) Resistance a I'inactivation d’elF2
Certains ARNm viraux ont la capacité d’initier la traduction en absence d’elF2 ou bien
dans des conditions ou la sous-unité alpha d’elF2 se retrouve phosphorylée. Nous
pouvons citer 'IRES du CrPv dont l'initiation de la traduction ne requiert aucun elF
(Chapitre 2 section 1.4) et elle est donc peu sensible a la variation de I'activité d’elF2
(Welnowska et al. 2011). Il a été montré que les IRES de HCV et de CSFV (IRES de
type Ill) ont la capacité d’initier la traduction quand le facteur elF2 est inactif (Pestova

et al. 2008; Terenin et al. 2008). Des facteurs d'initiation alternatifs, tel que elF2A ou
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elF2D, pourraient alors se substituer a elF2 pour charger le tRNAi sur le ribosome
(Robert et al. 2006; Kim et al. 2011). Les ARNm du virus Sindbis peuvent également
étre traduits efficacement lorsqu’elF2 est inactif grace a la présence d’une structure
ARN de type tige-boucle localisée 24nt en aval du codon d’initiation. Cette structure
ralentirait le ribosome 43S au niveau du codon AUG pour permetire |'appariement
codon/anticodon (Ventoso et al. 2006; Toribio et al. 2016; Sanz et al. 2017).

Enfin, certains virus (virus de la peste porcine africaine et virus de I’herpés simplex)
ont la capacité de contrebalancer la phosphorylation d’elF2a en recrutant
spécifiquement la phosphatase cellulaire PP1 qui peut déphosphoryler elF2alpha et

lui rendre son activité (Mulvey et al. 2003; Rojas et al. 2015).

c) Stratégie d’échappement a PKR

La kinase PKR est souvent ciblée par I'expression de protéines virales comme la
protéine E3 du virus de la vaccine (White and Jacobs 2012) ou bien de la protéine
ORF57 du virus de I’herpés qui I'empéche de se lier a sa protéine activatrice PACT
(Sharma et al. 2017). Certains virus neutralisent PKR en exprimant des
pseudosubstrats qui interférent avec son site de liaison a elF2, comme la protéine PK2
des baculovirus (Li et al. 2015) ou la protéine K3L des poxvirus (Seo et al. 2008). Dans
le cas du cytomégalovirus humain, l'expression de la protéine virale TRSI induit la
relocalisation de PKR au niveau du noyau (Hakki et al. 2006) tandis que la protéine
NSs du virus de la fiévre de la vallée du Rift 'adresse au protéasome pour qu'elle soit
dégradée (Mudhasani et al. 2016).

Une autre stratégie virale consiste a produire des ARN non codants qui interférent
avec PKR. A titre d'exemple, on peut citer les ARN EBER synthétisés par le virus
d'Epstein-Barr (lwakiri et al. 2009), ou encore les ARN VA, exprimés par les adénovirus
(Launer-Felty et al. 2015; Vachon and Conn 2016). Ces ARN produits par '’ARN
polymérase Il interagissent fortement avec PKR sans l'activer mais ils saturent le site
de reconnaissance de la kinase qui ne reconnait plus les ARN viraux (Howe and Shu
1989; Vuyisich et al. 2002; Iwakiri et al. 2009; Launer-Felty et al. 2015; Zerbe and Cole
2020).

Enfin, le virus hépatite murin (appartenant a la famille des coronavirus) adopte une

stratégie alternative dans laquelle lactivité endoribonucléase, portée par Nsp15,
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dégrade les ARN doubles brin produits avant qu'ils n’activent PKR (Kindler et al. 2017;
Deng and Baker 2018). Un mécanisme similaire a été décrit pour I'endonucléase VHS

du virus de I'nerpés (Sciortino et al. 2013; Dauber et al. 2019).

d) Formation des granules de stress et stratégies virales d’échappement

Les granules de stress, sont des agrégats cytoplasmiques qui se forment en réponse
au stress cellulaire et qui contiennent divers composants, dont des ARNm, des
protéines de liaison a I'ARN et des composants de la machinerie traductionnelle
(lvanov et al. 2019) (Protter and Parker 2016). Cela s'accompagne souvent de la
phosphorylation d'elF2 alpha.

Les infections virales induisent trés souvent la formation de granules de stress et
beaucoup de virus ont mis en place des mécanismes de contournement en agissant
sur l'activation de la voie PKR/elF2 a (Finnen et al. 2014; Dauber et al. 2016; Rabouw
et al. 2016; Amorim et al. 2017; Sharma et al. 2017) ou en ciblant directement des
constituants clés des granules de stress. C’est le cas du virus Ebola et le SARS-CoV-
2 dont les protéines respectives VP35 et Nsp5 interférent avec les protéines
structurantes G3BP1 et G3BP2 des granules de stress (Le Sage et al. 2017) (Zheng
et al. 2022). Enfin, certaines protéases picornavirales, telles que la protéase 3C du
EMCV (Ng et al. 2013) et du PV (White et al. 2007) dégradent directement des

composants des granules de stress incluant G3BP1
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Chapitre 3 — Le contréle traductionnel du SARS-
CoV-2

Au début de ma thése, j'ai activement contribué, avec le reste de notre équipe, a la
rédaction d'une revue abordant le contrdle traductionnel exercé par les différents
coronavirus (de Breyne et al. 2020). Celle-ci est présentée en annexe. Dans ce
chapitre, je vais donc me concentrer plus spécifiquement sur les mécanismes liés au
SARS-CoV-2.

1 Le virus du SARS-CoV-2

1.1 Présentation générale du SARS-CoV-2
Le SARS-CoV-2, qui appartient a la famille des Coronaviridae et a été identifié pour la
premiere fois en décembre 2019. |l est rapidement devenu une préoccupation
mondiale en raison de la pandémie dévastatrice qu'il a provoqué. A ce jour, presque
800 millions de personnes ont été infectées et 7 millions de personnes en sont
décédées d’apres les données de I'Organisation Mondiale de Santé (avril 2024).
Il est 'agent causal de la maladie COVID-19, caractérisée par une gamme étendue de
symptomes allant de Iégers a graves. La maladie peut notamment se manifester par
des symptdmes respiratoires aigus mettant en péril la vie des personnes présentant
ces tableaux cliniques sérieux. Il a été montré que le risque de développer une forme
sévere de la maladie augmente avec I'age et la présence de comorbidités.
Les coronavirus sont classés en quatre genres : alpha, béta, gamma, et delta (Figure
23). Parmi eux, on retrouve sept coronavirus infectant les humains : deux
alphacoronavirus (HCoV-229E et HCoV-NL63) et cing béta-coronavirus (HCoV-OC43,
HCoV-HKU1, MERS-CoV, SARS-CoV-1, et SARS-CoV-2), responsables de maladies
respiratoires a gravité variable. Le SARS-CoV-2 partage une importante homologie de
séquence avec le SARS-CoV-1 (80%) et le MERS-CoV (50%) (Kim et al. 2020a; Kim
et al. 2020Db).
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Figure 23. - Arbre phylogénétique

Arbre phylogénétique des séquences génomiques complétes du SARS-CoV-2, des SARS-CoV et
d'autres B-coronavirus Adapté a partir de (Hu et al. 2021). La construction a été réalisée par la méthode
de jonction de voisinage a l'aide du programme MEGA®6, avec des valeurs de bootstrap calculées a
partir de 1 000 arbres.

Le SARS-CoV-2 est un virus enveloppé possédant un génome a ARN simple brin
positif d'environ 30 kilobases. Les deux tiers de la partie 5’ de ’'ARNg codent pour les
polyprotéines ORF1a et ORF1ab qui sont ensuite clivées en protéines non structurales
(Nsp1 a Nsp16) (Figure 24). L’'ORF1b est produite par un événement de frameshifting
a la fin de la synthése de 'ORF1a. L’ARN génomique, qui est coiffé et polyadénylé,
sert directement de support a la traduction des ORF1a et 1ab dés le début de
linfection. Les protéines structurales, Spike (S), Enveloppe (E), Membrane (M), et
Nucléocapside (N) et les protéines accessoires, sont codées dans la partie 3’ du
génome viral et leur expression nécessite le passage par l'intermédiaire d’ARN sous-
génomique. Au fil du temps, le SARS-CoV-2 a révélé un fort potentiel de mutation,
aboutissant a I'apparition de multiples variants. Cette situation a complexifié
I'laboration de vaccins et de traitements antiviraux. Malgré cela, des vaccins
innovants basés sur I'ARN messager ont été développés, marquant une avancée
significative dans la lutte contre la pandémie en adaptant rapidement les réponses

immunitaires aux nouvelles souches virales.
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Figure 24. - Organisation du génome viral du SARS-CoV-2

Les deux tiers 5 du génome viral codent pour les protéines non structurales, qui sont traduites
directement a partir de ’'ARN génomique. Le tiers 3’ du génome viral, encode quant a lui les protéines
structurales et accessoires. Ces derniéres sont synthétisées grace a un mécanisme de transcription
complexe impliquant des ARN sous-génomiques. Dessinée et adaptée sur BioRender.

1.2 Résumé du cycle de réplication virale
Comme pour tout virus, le cycle de réplication virale du SARS-CoV-2 est tres complexe
et il a été détaillé dans les revues suivantes (Hu et al. 2021; V'Kovski et al. 2021;
V’kovski et al. 2021; Steiner et al. 2024). Un bref resumé du cycle est décrit ci-dessous
(Figure 25).
La premiére étape du cycle viral implique l'attachement du virus a la cellule héte ; ce
processus est médié par une interaction entre la glycoprotéine virale Spike et son
récepteur : 'enzyme de conversion de I'angiotensine 2 (ACE2). La protéine ACE2 est
exprimée dans divers types de cellules humaines, mais elle est particulierement
abondante dans les cellules épithéliales des voies respiratoires (Hikmet et al. 2020;
Beyerstedt et al. 2021).
L’entrée de la particule dans les cellules hbétes peut se dérouler selon deux
mécanismes distincts, la fusion a la membrane ou la voie endosomale. Bien que moins
efficace, l'entrée médiée par les endosomes peut jouer un réle important dans
l'infection, en particulier dans les conditions cellulaires ou les protéases de surface
nécessaires a la fusion membranaire ne sont pas abondantes. (Zhao et al. 2021b;
Fraser et al. 2022a; Jackson et al. 2022; Lavie et al. 2022).
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Figure 25. - Cycle de réplication virale du SARS-CoV-2

Le cycle de réplication du SARS-CoV-2 débute par l'entrée du virus dans la cellule héte, suivie de la
libération de son ARN génomique. Celui-ci est traduit pour produire les polyprotéines . Ces derniéres
sont clivées en protéines non structurales, qui jouent un role dans la réplication de I'ARN viral et la
formation d'ARN sous-génomiques. Ces ARN servent de matrices pour la synthése des protéines
virales structurales et accessoires. Enfin, les virions assemblés sont relachés hors de la cellule par
exocytose, préts a infecter d'autres cellules. Dessinée et adaptée sur BioRender.

Quel que soit la voie d’entrée utilisée, deux clivages successifs de la protéine Spike
par des enzymes cellulaires sont nécessaires (Figure 26). Le premier est médié par
la furine et se déroule dans les cellules productrices (Lavie et al. 2022). Le second
dépend de la voie d’entrée. |l est médié soit par la protéase transmembranaire a sérine
2 (TMPRSS2) pour la voie de fusion a la membrane (Jackson et al. 2022) soit par la
cathepsine L pour la voie endosomale (Zhao et al. 2021b; Fraser et al. 2022b). Ces
clivages permettent de dévoiler le domaine « peptide fusion » de spike pour qu’il
s'insére dans la membrane cellulaire (ou celle de 'endosome). Cette étape facilite ainsi
la fusion des membranes virales et cellulaires pour permettre, I'entrée dans la cellule

héte.
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Figure 26. - Mécanisme de fusion du SARS-CoV-2

Pour permettre I'entrée du SARS-CoV-2, deux étapes de clivage de la protéine Spike sont requises.
Initialement, un premier clivage survient & la jonction S1/S2, effectué au sein méme des cellules
productrices. Ensuite, un second clivage se produit au niveau du site S2’, orchestré par la protéase
TMPRSS2, suite a la liaison du virion avec ACE2 dans le cadre de la voie d’entrée directe. Dessinée et
adaptée sur BioRender.

Le génome a ARN positif est directement reconnu dans le cytoplasme par la
machinerie traductionnelle pour la synthése des deux polyprotéines virales ppia et
pplab. Gréace a un mécanisme de clivage protéolytique orchestré par la protéase
Mpro (également appelée 3CLpro) et la protéase de papain-like (PLpro), 16 protéines

non structurales (nsp 1 a 16) sont générées (de Breyne et al. 2020) (Figure 27).

VY VW YV VYV Y

g ppla 3 W 6(7(8/9{10|11| nsp
) : PLpro Mpro
s
%5 V9. Yyywy vvvy
a pp1ab6|7|8|9|10| 12 [ 13 [14[15[16] nsp
PLpro Mpro
Figure 27. - Représentation des polyprotéines du SARS-CoV-2

Lors de l'infection les deux polyprotéines encodées par les ORF1a et ORF1ab sont autoclivées par les
protéines virales PLpro et Mpro. Dessinée sur BioRender.
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La réplication du génome viral et la transcription des ARN sous-génomiques sont
orchestrées par un complexe de réplication-transcription (RTC) formé par les protéines
Nsp néosynthétisées et ont lieu dans des compartiments spécifiques dérivés de
'appareil de Golgi et du réticulum endoplasmique. Ces structures membranaires
créent un environnement propice a la réplication virale, tout en protégeant le génome
des défenses immunitaires de I'héte (Klein et al. 2020). Au sein du complexe RTC, il
vay avoir la synthése d’anti-génomes ou ARN complémentaires de brin négatif a partir
de I'ARN génomique qui seront utilisés comme matrice pour la synthése de nouveaux
brins d'ARN génomique (ARNg) (réplication) et sous-génomiques (ARNsQ)
(transcription). Les différents ARNsg codent pour les protéines de structure S, E, M et
N ainsi que pour les protéines accessoires ou régulatrices 3a, 6, 7a, 7b, 8, 9b et 10.
Nous n’aborderons pas le réle individuel de chaque protéine virale mais uniquement
celles qui influencent la traduction cellulaire et virale; les autres sont présentées a titre

d’information dans les tableaux 2, 3 et 4 (voir plus bas).

Pour finir, 'assemblage des nouveaux virions se produit a I'intérieur d’'un compartiment
dérivé du réticulum endoplasmique (appelé ERGIC) ou la protéine de nucléocapside
N s'associe a I'ARNg pour le diriger au sein des particules virales en formation grace
aux autres protéines de structure. Les particules virales formées sont ensuite
transportées a la surface cellulaire et libérées par exocytose pour entamer un nouveau

cycle d'infection (Scherer et al. 2022).

Tableau 2. — Tableau récapitulatif des protéines structurales du SARS-CoV-2

Protéines Longeur en acides aminés
Protéine S (Impliquée dans |'entrée du virus en se liant au récepteur ACE2 1273 aa

"
] % Protéine E |Petite protéine impliquée dans I'assemblage et |a libération des virions 75aa
c
S 3
® ] Protéine M |Facilite I'assemblage des virions 222 aa
| =
a5

"

Se lie a I'ARN viral et forme un complexe ribonucléoprotéique. Essentiel a la
réplication et transcription virale

Protéine N 419 aa
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Tableau 3. — Tableau récapitulatif des protéines Nsp du SARS-CoV-2

Poids moléculaire

Protéines Réle Fonction moléculaire
(en kDa)
Nspl Inhibition de la traduction et dégradation des ARNm de I'h8te. Inhibition de la réponse immunitaire. Liaison a la sous-unité 40S du ribosome 198
Nsp2 Réle incertain. Potentiellement impliqué dans |a réplication et la transcription virale. v/ 70,5
Clivage des polyprotéines virales. Essentielle pour la réplication et |a transcription du virus. — . .

Nsp3 hibition de la réponse i ire de 'héte. Activité protéasique de type papaine (PLpro) 217,3

Nspa Furmat.ion et maintien des organelles de réplication-transcription du virus en modifiant les membranes Fortation e vésltules douBle mambrane 562

cellulaires.

Nsp5 Clivage des polyprotéines ppla et pplab en Nsps matures. Inhibe la signalisation de lavoie de l'interféron. Activité protéasique de type 3C (Mpro) 338
= Nsp6 Formatiu.n des' complexes de réplication-transcription en modifiant les membranes cellulaires. Inhibe la Foemation| da véslcules 'double menibrane g8
5 formatation d'autolysosomes.

';" Nsp7 Co-facteur de I'ARN polymérase ARN-dépendante (RdRp, Nsp12). Vi 92
-]
4 Nsp8 Co-facteur de I'ARN polymérase ARN-dépendante (RdRp, Nsp12). v/ 219
g
3 Nsp9 Implication potentielle dans la réplication de I'ARN viral. Protéine de liaison a I'ARN 124
=
%
c Nsp10 Association et acitivation des protéines nsp14 et nsp16. v/ 148
=]
[
3 Nsp1l Non connu, Expréssion non avérée Vi 13
[
@ Nsp12 ARN polymérase ARN-dépendante essentielle pour la réplication du génome viral. Implication dans la ARN polymérase ARN-dépendante 007
‘6 J formation de la coiffe virale Guanylyltransferase ’
S
o
Nsp13 Nécessaire pour la réplication et la transcription de I'ARN viral en déroulant les structures d'ARN double Hélicase -
P brin. Implication dans I'étape initiale de I'ajout de la coiffe par I'hydrolyse de I'extrémité 5' de I'ARN. 5' triphosphatase :
Nsp14 Exonucléase corrigant les erreurs dans I'ARN viral lors de la réplication, assure la fidélité de la réplication Activité de relecture 3'-5' exonucléase ar
B virale. Implication dans le procesus de |a formation de |a coiffe virale N7-méthyltransférase .
Nsp15 Impliquée dans la dégradation des ARN viraux et |'échappement a la détection par le systéme immunitaire Endorib virale desU 383
Nsp16 Méthyle |'extrémité 5' des ARNs viraux pour générer la coiffe de type 1 Ribose 2'-0-méthyltransférase (2'-0-Mtase) 333

Tableau 4.

— Tableau récapitulatif des protéines accessoires du SARS-CoV-2

ORF3a |Inhibition de la formation d'autophagosomes,induction de la mort cellulaire et effet antiproliferatif 275 aa
H Interférence avec l'import nucléaire de facteurs de transcription
A ORF 6 L L .. R 61 aa
o Implication dans la réponse antivirale de I'hote
(7]
w
§ ORF7a |Implication dans la modulation de la réponse immunitaire 121 aa
]
- L . . . . .
2 ORF 7b Inh!b!t!on la cr0|s.sancle c.ellula|re:. et |nc}uct|on la I'apoptose 43aa
£ Inhibition de la signalisation de l'interféron
‘o
° Inhibition de I'expression des molécules du complexe majeur d'histocompatibilité type |
= ORF8 a e R o 121 aa
o Contribution a I'évasion du systéme immunitaire

ORF10 |Fonction incertaine 38 aa

2 Organisation du génome viral

2.1 Les caractéristiques des transcrits du SARS-CoV-2
L’ensemble des transcrits viraux produits lors de I'infection sont coiffés et polyadénylés
grace a I'action enzymatique de plusieurs protéines Nsp (Park et al. 2022). lls ont tous
en commun une région appelée leader longue de 75 nt a I'extrémité 5’ du messager
formant le début de la 5’'UTR et une séquence a I'extrémité 3’ longue de 229 nt qui
la 3’'UTR. Cette caractéristique résulte de [I'étape de

constitue région
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réplication/transcription assurée entre autre par la protéine virale Nsp12 qui est une
ARN polymérase ARN-dépendante.

En effet, durant cette étape, 'ARNg sert de matrice pour sa réplication et pour la
transcription des ARNsg. Chaque processus nécessite des modéles dédiés de brin
négatif : I'anti-génome (ou ARN complémentaire) et un ensemble d’ARNsg (ou ARN
complémentaires sous génomiques), respectivement. Cette premiére étape copie
’ARNg a partir de son extrémité 3’ vers I'extrémité 5’. Ainsi, la synthése de 'ARNg
implique un mécanisme de transcription continue de I'anti-génome. En revanche, la
production des ARNsg requiert un mécanisme complexe de transcription discontinue
(figure 28) dans laquelle le RTC met en pause la synthese d'ARN aprés avoir copié
I'une des séquences regulatrices de transcription appelées TRS-B, et se détache du
modele. Le RTC se déplace ensuite vers une position proche de l'extrémité 5’ du
modéle de 'ARNg, ou le complément du TRS-B (anti-TRS-B) de 'ARNsg de brin
négatif naissant s’apparie avec les bases du motif TRS-L (L pour leader) et implique
des interactions intra génomiques longue distance. Ce saut du RTC est trés important
parce qu’il conduit a I'ajout du complément de la séquence de leader de ’ARNg (anti-
leader) a I'extrémité 3’ de chaque ARNsg de brin négatif, qui seront utilisés comme
modeles pour la production des ARNsg. Cela explique pourquoi tous les ARNsg du
SARS-CoV-2 partagent une séquence leader 5’-terminale d'environ 75 nucléotides qui

est commune aussi a la séquence 5’-terminale de ’ARNg (Malone et al. 2022).

Transcription
discontinue

Transcription
-EEm. g5
< B ARN sous-génomique (-)
11111 11111
(@) ARN Génomique (+)
5 1 I L3
L1 5UuTr 3'UTR
Séquence
leader
Figure 28. - Modéle de la transcription discontinue

Les ARN sous-génomiques négatifs sont transcrits par un mécanisme de synthése discontinue. Le
complexe de transcription initie la synthése a I'extrémité 3’ de 'ARN génomique et se dirige vers
'extrémité 5°. Rencontrant une séquence régulatrice TRS-B, le complexe peut s’arréter ou continuer.
S'il s'arréte, les interactions ARN/ARN longue distance entre TRS-B et le TRS-L prés de la séquence
leader en 5’ permettent a la polymérase de changer de modeéle et d’ajouter la séquence leader aux ARN
sous-génomiques. Dessinée sur BioRender.

90



Ce processus permet d'exprimer les protéines de structure et accessoires, qui sont
situées dans la partie 3’ du génome viral (a plus de 20kb de I'extrémité 5°), en aval de
la région leader (Figure 29). Ce mécanisme conditionne également la quantité de
chaque ARNsg produit ; en effet 'abondance de chacun d’entre eux est proportionnelle
a la proximité du motif TRS-B propre a chaque région codante avec I'extrémité 3’ de
’ARNg (Wang et al. 2021). En effet, plus le motif TRS-B permettant d’initier la
transcription discontinue est loin de I'extrémité 3’ de ’ARNg, plus la probabilité que la
polymérase s’y rende sans identifier d’autres motifs TRS-B est faible. C’est également
ce principe qui explique qu’a 24h post-infection, ’ARNg dont la transcription nécessite
une transcription continue de l'anti-génome, ne représente que 5% des transcrits
totaux du SARS-CoV-2 (Wang et al. 2021).
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Figure 29. - Représentation des ARN sous-génomiques du SARS-CoV-2

Schéma des ARN sous-génomiques et de 'ARN génomique du SARS-CoV-2. La coiffe et la queue
poly(A) sont représentées. La région 5'UTR de chaque ARNm viral est composée d’une séquence
leader commune a tous les ARN viraux. Dessinée et adaptée sur BioRender.

La conservation de la région leader sur I'ensemble des transcrits du SARS-CoV-2
suggeére que cette séquence a un réle majeur pour les étapes post-transcriptionnelles
(Sola et al. 2015). Il est a noter que les différents motifs TRS-B ne sont pas forcément
localisés immédiatement avant le codon d’initiation de chaque ORF. Cette distance
varie de 0 a 150 nucléotides et elle est propre a chaque ARNm sous génomique

(Figure 30). Ainsi, la 5’UTR de chaque ARNsg est formée par I'association de la



séquence leader de 75nt et d’une région variable propre a chaque ARNsg. La taille de
ces 5’'UTR est résumée dans le tableau 1 de I'introduction de l'article Conde et al 2021
(section résultat 1). En ce qui concerne la longueur de la 5’'UTR de ’ARNg, elle est de

265 nt en incluant les 75 nt de la séquence leader.

ARN génomique AYG
LEADER SC2
AxG
LEADER SC2
) . [0 to 155 nT]
ARN sous-génomiques
Figure 30. — Organisation des ARN génomiques et sous génomiques du

SARS-CoV-2

L'ARN génomique et les ARN sous-génomiques du SARS-CoV-2 présentent une organisation
spécifique de leur région 5'UTR. Cette derniere comprend une séquence leader commune de 75
nucléotides. Cette séquence leader est couplée a une séquence variable, qui differe entre les différents
ARN, tant en longueur qu'en composition. (Cette séquence est appelée « spacer » sur ce schéma).

La traduction des ARNm peut étre fortement influencée par la région 5’UTR dont les
caractéristiques varient entre chaque ARN viral ce qui peut conduire a des
mécanismes de contrble traductionnel spécifiques. Au cours de ma thése, nous avons
porté une attention particuliere a I'étude de ces différences et a leur impact sur la
traduction des ARNm viraux. En outre, la région 3’'UTR des ARN viraux du SARS-CoV-
2 est conservée et elle peut également moduler leur traduction ainsi que leur stabilité

Cet aspect n'a toutefois pas été exploré en détail au cours de ma these.

2.2 Les éléments fonctionnels des régions 5 ‘UTR
Comme nous l'avons décrit dans le chapitre 1, la région 5’UTR d’un ARNm peut
renfermer des structures de type tige-boucle et/ou pseudonceud, des uORF, ou encore
des motifs ARN reconnus par des protéines spécifiques qui régulent la traduction. La

structure de la 5’UTR du SARS-CoV-2 a été déterminée initialement par des études in
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silico (Rangan et al. 2020) puis confirmée par des techniques classiques d’empreinte
chimique et enzymatique (Miao et al. 2021) et également a partir d’ARN isolé de virions
(Cao et al. 2021) et de cellules infectées (Lan et al. 2022b). La 5’UTR de ’ARNg (figure
31) est constituée de 5 structures en forme de tige-boucle et nommées SL1, SL2, SL3,
SL4 et SL5. La séquence leader, commune a tous les ARN viraux, comporte
uniqguement les structures SL1, SL2 et SL3. SL1 est positionnée a 6 nucléotides de
I’'extrémité 5’ du messager et a une taille de 27nt incluant une boucle de 4nt et un bulge
au milieu de la tige. Cette structure est nécessaire pour que les ARN viraux soit
exprimés (Bujanic et al. 2022) dans les conditions d'inhibition globale de la traduction
imposées par I'expression de la protéine virale Nsp1 (ceci est discuté dans la suite de
ce chapitre).

Les structures SL2 et SL3 sont plus petites et participent a la réplication/transcription
du génome (Chen and Olsthoorn 2010; Wacker et al. 2020a). SL3 renferme le motif
TRS-L qui assure la présence de la séquence leader sur les transcrits viraux.

SL4 est formée par une longue tige qui est relativement stable d'un point de vue
thermodynamique avec un sous-structure (une petite tige boucle SL4.5) qui reste
controversée car elle n'a pas été observée dans toutes les publications (Wacker et al.
2020b; Miao et al. 2021; Lan et al. 2022a).

Enfin, SL5 est la plus complexe et appelée “four-way junction” (jonction a quatre voies)
formée par SL5a, SL5b et SL5c. Il a été suggéré que les boucles de SL5 pourraient
étre impliquées dans I'empaquetage du génome dans le virion (Bosch et al. 2003;
Masters 2019). Le codon d’initiation des deux polyprotéines est localisé en position
266 et il est imbriqué dans la longue tige formant I’élément SL5 ce qui ne semble pas
affecter son utilisation. Le fait que I'ARNg soit coiffé et polyadénylé, suggére
I'utilisation d’'un mécanisme d’initiation de la traduction dépendant de la coiffe qui
permet de dérouler 'ensemble des SL avec une bonne efficacité. Cependant la
présence d’une structure ARN de type “jonction a quatre voies” a proximité du codon
d’initiation ressemble aux structures d'ARN décrites au niveau de certains IRES dont
HCV, EMCYV et PV (voir chapitre 2 section 1.4)
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Figure 31. - Structure de la région 5’°UTR du SARS-CoV-2

Modélisation de la structure de la région 5'UTR de I'ARNg du SARS-CoV-2. Les différentes structures
en tige-boucle (SL1 a SL5) de la région 5’UTR sont illustrées. La position des codons AUG de I'UORF
et de I'ORF principal est identifiée en rouge, la région codante en orange et le TRS-L en vert. Cette
région 5’UTR contient un codon d'initiation non canonique (CUG-59) entre les structures en tige-boucle
SL1 et SL2. Adapté de (Miao et al. 2021)

De maniére intéressante, la boucle de SL4 renferme un triplet AUG en position 107 ce
qui crée une UORF longue de 27nt. Des expériences de ribosome profiling sur des
cellules infectées indiquent que ce codon AUG'” est reconnu par la machinerie
traductionnelle (Finkel et al. 2021a; Kim et al. 2022) et il est conservé chez plusieurs
coronavirus incluant le SARS-CoV, le MERS-CoV et le MHV (Wu et al. 2014). Ces
mémes études de ribosome profiling ont montré que des complexes de préinitiation
marquent un arrét sur le triplet CUG localisé a la position 59 et qu'il pourrait donc étre
utilisé comme codon d’initiation non canonique (Finkel et al. 2021b; Andreev et al.
2022). Ce dernier est en phase avec le codon AUG'%7 et ces deux sites potentiels
d’initiation pourraient réguler la traduction de pp1 et ppla ajoutant un degré de
complexité dans les mécanismes traductionnels s’opérant sur la 5’UTR de ’ARNg.

De par sa localisation dans la région leader, ce codon d'’initiation non canonique est
présent sur I'ensemble des transcrits viraux. Etant donné que chaque ARNsg posséde
une séquence variable qui lui est propre, ce codon CUG ne se trouve pas toujours

dans le méme cadre de lecture par rapport a 'ORF principale (Figure 32). Une étude
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récente suggere que ce codon CUG est frequemment reconnu par les ribosomes avec
une fréquence d'utilisation de 20% a 48 heures post infection pour certains ARN sous-
génomiques (Finkel et al. 2021b; Kim et al. 2021). Les ORF potentiels, initiés a partir
du CUG, présentent des conformations variées. Dans le cas de plusieurs ARNsg
(ORF3a, E, M, ORF6, ORF7a, ORFS8, et N), ces ORF sont chevauchants. Concernant
I'ORF7b, I'uUORF créée par le codon CUG est entierement intégré dans la région
5'UTR. En revanche, pour I'ARNsg qui code pour la protéine Spike, 'UORF est en
phase avec I'ORF principale (Bujanic et al. 2022).

----- En phase ---- Hors phase

ARN sous-génomiques

I T I T [ I
0 50 100 150 200 250 300 350

Longueur (nt)
Figure 32. - Position du codon non canonique CUG-59 dans les

différentes 5’UTR du SARS-CoV-2

Vue d'ensemble de la position du codon non canonique CUG-59 inclus dans la séquence leader
commune par rapport au codon AUG des différents ARN sous-génomiques du SARS-CoV-2. Pour
chacun des ARN, le cadre de lecture hypothétique résultant d’une initiation a partir du codon CUG-59
est représenté par une ligne pointillée. Les lignes vertes correspondent a un codon CUG en phase, et
celles en rouge, a un codon hors phase, en comparaison avec le cadre de lecture de I'ORF annoté.
Adaptée de (Kim et al. 2021)
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3 Controle de la traduction pendant l'infection par le
SARS-CoV-2

Avant de discuter plus en détail du mécanisme de traduction des ARN du SARS-CoV-
2 pendant l'infection je vais dans un premier temps aborder |'effet global de I'infection

sur le processus de traduction cellulaire.

3.1 Nsp1 : protéine centrale de I'inhibition traductionnelle

Le SARS-CoV-2 a développé des stratégies pour inhiber la traduction des ARNm
cellulaires (Schubert et al. 2023) qui permettent a la fois de détourner la machinerie
traductionnelle pour la production des protéines virales et de contrer la synthése des
protéines antivirales cellulaires telles que les interférons et celles induites par les
interférons (Thoms et al. 2020; Fisher et al. 2022).

Nsp1 est la premiéere protéine virale exprimée lors de l'infection par le SARS-CoV-2,
elle est impliquée non seulement dans I'inhibition globale de la traduction des ARNm
cellulaires (Schubert et al. 2020b; Thoms et al. 2020) mais également dans leur
dégradation (Finkel et al. 2021a) et le blocage de I'export nucléaire des ARNm
(Banerjee et al. 2020). Il n’est guere surprenant que sa surexpression en cellules

humaines soit toxique (Yuan et al. 2020).

Nsp1 est une protéine de 180 acides aminés (20 kDa) relativement conservée chez
les B-coronavirus et partage 84% d’identité avec son homologue du SARS-CoV
(Gordon et al. 2020). Nsp1 est constituée de trois domaines distincts : sa partie N-
terminale (aa 1-128) présentant une structure globulaire (Clark et al. 2021), suivie d’un
linker de 20 aa et son domaine C-terminal plutdét désordonné en solution (Agback et
al. 2021; Zhao et al. 2021a; Wang et al. 2023) (Figure 33). Le fragment C-terminal (aa
153 a 179) adopte une conformation structurelle sous la forme de deux hélices a qui
interagissent avec la sous unité 40S au niveau du site d’entrée des ARNm ce qui
blogue son accessibilité pour les ARNm cellulaires et provoque l'inhibition de la
traduction (Schubert et al. 2020b; Thoms et al. 2020; Lapointe et al. 2021). Des études
de cryo-EM du complexe 40S-Nsp1 ont montré que les deux hélices étaient
connectées par une petite boucle avec un motif KH (Lysine/Histidine) qui interagit
spécifiguement avec I'hélice h18 de ’ARNr 18S (Schubert et al. 2020b; Thoms et al.
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2020). Les résidus des deux hélices interagissent également avec ceux des protéines
ribosomiques uS5 et uS3 (Schubert et al. 2020a; Thoms et al. 2020). La mutation du
motif KH en alanine (K164A et H164A) empéche I'association de Nsp1 avec la sous
unité ribosomique 40S et abroge l'effet inhibiteur sur la traduction (Schubert et al.
2020b; Thoms et al. 2020; Shen et al. 2021). De plus, les données de la structure du
complexe 40S/Nsp1 indiquent que le ribosome 40S adopte une conformation fermée

qui rend impossible le recrutement d’'un ARNm (Yuan et al. 2020) (Figure 34).

Helix-turn-helix

Figure 33. - Structure de la protéine virale Nsp1

Représentation schématique de la structure de la protéine Nsp1 du SARS-CoV-2. La région C-terminale
impliquée dans le blocage du canal d’entrée du ribosome est colorée en rouge. Adaptée de (Semper et
al. 2021). Référence PDB: 7K3N

De maniére intéressante, un variant du SARS-CoV-2 contient une délétion dans la
région C-terminale de Nsp1 qui est associée a une faible activation de la voie de
linterféron Y et des formes moins graves de la maladie (Benedetti et al. 2020). Par
ailleurs d’autres études suggerent que des mutations spécifigues du domaine N-
terminal de Nsp1 réduiraient I'activité répressive de la traduction de Nsp1 (Mendez
2021)(Schubert et al. 2023; Shehata and Parker 2023). Bien que ce domaine ne soit
pas inséré dans le canal d’entrée de '’ARNm du ribosome, il pourrait stabiliser
l'interaction de Nsp1 avec la sous-unité 40S (Shehata and Parker 2023). De maniére
intéressante, une étude cryo-EM a montré que la partie N-terminale de la protéine
Nsp1 du coronavirus Bat-Hp-CoV (chauve-souris) est localisée au niveau du site A du
centre de décodage du ribosome 40S et perturberait la liaison d’elF1A (Schubert 2023)
ce qui suggere une capacité d’évolution et d’adaptation de Nsp1 entre les différentes

especes (Schubert et al. 2023).
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Figure 34. - Mécanisme d’action de la protéine Nsp1

Lors de l'infection, la protéine Nsp1 bloque le canal d'entrée du ribosome via son domaine C-terminal,
entravant ainsi la traduction des ARNm cellulaires. En outre, ces derniers sont soumis & un clivage dans
un processus indirectement médié par Nsp1, nécessitant leur association préalable avec le ribosome.
En paralléle, la structure en tige-boucle SL1, présente dans la séquence leader commune des ARN
viraux, interagit avec Nsp1 et induit son déplacement. Cette interaction permet la traduction des ARNm
viraux, favorisant de ce fait I'expression des protéines virales et la réplication du virus. Dessinée sur
BioRender.

En plus de blocage traductionnel, I'expression de Nsp1 est associée a une dégradation
des ARNm de la cellule héte au cours de linfection et c'est aussi observé en cellules
transfectées et en traduction in vitro (Abaeva et al. 2023; Shehata and Parker 2023).
Cette dégradation est dépendante de I'association de Nsp1 avec le ribosome 40S
(Shehata and Parker 2023; Tardivat et al. 2023) et c'est encore une fois le motif KH
qui est impliqué (Shehata and Parker 2023). Cependant, les ARN non codants ne sont
pas ciblés par Nsp1 (Shehata and Parker 2023) indiquant que ’ARNm doit étre, a un
moment donné, associé ou engagé au ribosome. Par des stratégies de mutagénese
dirigée de Nsp1, il a été possible de dissocier la fonction ‘blocage du ribosome’ de la
fonction ‘dégradation des ARNm’. En effet, c’est la région N-terminale de Nsp1 qui est
responsable du clivage des ARNm (Mendez et al. 2021; Shehata and Parker 2023).

Nsp1 ne posséde pas d’activité nucléase et est incapable, seule, d’interagir avec les
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ARNm cellulaires (Nakagawa and Makino 2021) suggérant la participation
additionnelle d’au moins une protéine cellulaire avec une activité nucléase. Il est
possible d’induire la dégradation des ARNm par Nsp1 dans des systémes d’étude in
vitro de la traduction tels que le lysat de réticulocytes de lapin (Tidu et al. 2020) et
surtout dans le systéme reconstitué de la traduction a partir de facteurs purifiés
(Abaeva et al. 2023) suggérant qu’un facteur d’initiation est impliqué dans ces clivages.
L’équipe des Dr Pestova et Hellen a ainsi exploité les caractéristiques de I'IRES du
CrPV afin d’identifier le facteur incriminé. L’addition de Nsp1 au complexe CrPV
IRES/40S provoque des clivages de '’ARN CrPV uniquement en présence d’elF3 et
en particulier de la sous-unité elF3g (Abaeva et al. 2023). Des expériences de
mutagénése dirigées ont confirmé 'importance du domaine N-terminal de Nsp1 et du
domaine RRM (RNA recognition motif) de elF3g dans le clivage des ARNm (Abaeva
et al. 2023).

Enfin, bien que Nsp1 ait une localisation cytoplasmique, on le retrouve aussi au niveau
du complexe du pore nucléaire ou elle interagit avec le facteur NXF1 et inhibe I'export
des ARNm cellulaires (Zhang et al. 2021).

3.2 Comment les ARN viraux échappent a Il'inhibition induite par
Nsp1
Les ARN viraux sont trés bien exprimés pendant l'infection malgré I'expression de
Nsp1 (Banerjee et al. 2020; Tidu et al. 2020; Kim et al. 2021; Bujanic et al. 2022; Vora
et al. 2022; Schubert et al. 2023), ce qui indique qu'ils échappent a la restriction
imposée par cette derniere. Cet échappement repose sur l'interaction de la tige-boucle
SL1 avec des résidus spécifiques de la protéine Nsp1, en particulier dans sa région
N-terminale aux positions G98, R99, R124 et K125 (Bujanic et al. 2022; Schubert et
al. 2023). La tige boucle SL1 est nécessaire pour contourner le blocage du ribosome
et les cytosines situées aux positions 15, 19 et 20 sont requis dans ce mécanisme
d’échappement (Bujanic et al. 2022). De plus, la structure de la SL1 doit également
étre a minima conservée pour que le mécanisme d’échappement soit observé (Tidu et
al. 2020; Bujanic et al. 2022).
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Les ARN viraux échappent également au clivage des ARN induit par Nsp1 méme si
ce point est sujet a controverse. Il a été montré in vitro qu’en présence d’une faible
concentration de Nsp1 seuls les ARNm cellulaires sont clivés alors qu’en présence
d’une forte concentration de Nsp1 les ARNm viraux le sont également. Cependant, le
patron de clivage n’est pas le méme avec une coupure qui intervient dans les 18
premiers nucléotides pour les ARN cellulaires (Abaeva et al. 2023; Tardivat et al. 2023)
alors que les ARN viraux sont clivés a des positions plus lointaines et bien précises
(45, 46, 49) (Tardivat et al. 2023).

3.3 Implication des autres protéines virales

L'activité méthyltransférase de Nsp14 joue un rble dans le blocage des ARNm
cellulaires au niveau des étapes d'épissage et d'export (Zaffagni et al. 2022; Katahira
et al. 2023). Cela serait di a une production de ™ GTP (un analogue de la coiffe) au
cours de linfection ce qui détournerait le complexe de liaison de la coiffe
(CBP20/CBP80) de sa fonction initiale (Katahira et al. 2023). Enfin, la protéase virale
Nsp5 du SARS-CoV-2 cible elF4G, un facteur clé dans la traduction canonique, afin
d’inhiber la réponse immunitaire (Koudelka et al. 2021; Liang et al. 2023) sans que
impact sur la traduction cellulaire et virale ne fat réellement étudié.

Certaines protéines virales favorisent 'expression des ARN viraux comme c’est le cas
du domaine SUD de la protéine Nsp3 qui stimule leur traduction. Bien que le
mécanisme précis n’ait pas été caractérisé, il a été montré que ce domaine
interagissait par I'intermédiaire de sa région N-terminale avec la région centrale de la
protéine stimulatrice de la traduction Paip1. Cette interaction entraine une
augmentation de l'association des protéines Paip1 et PABPC et la stimulation de la
traduction des ARN viraux (Lavigne et al. 2021).

Enfin, la protéine Nsp4 active la voie de stress du réticulum pendant l'infection par
intermédiaire des voies ATF6 et PERK ce qui a pour effet collatéral de favoriser le
bon repliement des protéines virales. Ce mécanisme est finement contrebalancé par
une action antagoniste de la protéine Nsp3 afin d’éviter les effets déléteres de

I'activation de ces voies cellulaires sur le long terme (Davies et al. 2024).
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Projet de these

Pour tous les virus, la synthése des protéines virales dépend exclusivement de
I'appareil traductionnel de la cellule héte. Cependant, lors de l'infection par le SARS-
CoV-2, la protéine virale Nsp1 induit une inhibition globale de la traduction des ARNm
cellulaires. Malgré ces conditions défavorables, I'ensemble des ARNm du SARS-CoV-

2 reste efficacement exprimé par un mécanisme qui reste encore non compris.

Tous les transcrits de SARS-CoV-2 commencent avec les mémes 75 premiers
nucléotides. Cette séquence, appelée Ileader, est imposée par la
réplication/transcription de '’ARN génomique et elle forme le début de la 5’'UTR.
Cependant, cette séquence leader associée a une séquence variable est propre a
chaque ARN viral. Les différences au sein de ces 5’UTR ouvre la possibilité a des
contréles traductionnels spécifiques a chacun des ARN viraux. Nous proposons que

ces 5’'UTR permettent une expression régulée des différentes protéines virales.

Mon projet de thése vise a caractériser les éléments importants présents dans la
5’'UTR de ’ARN génomique et dans les 5’UTR des ARN sous-génomiques qui régulent
leur traduction, tout particulierement au niveau de I'étape d’initiation. Dans un premier
temps, j’ai déterminé la capacité, de ces différentes 5’UTR présentes sur les ARNm
du SARS-CoV-2, a initier la traduction sur un ARNm rapporteur. Puis, je me suis
intéressé aux mécanismes par lesquels le ribosome était recruté sur TARNm en
déterminant quels sont les facteurs de l'initiation requis. Je me suis également focalisé
sur les différents éléments cis-régulateurs qui sont communs mais aussi uniques a
chaque 5’UTR afin de déterminer leur importance dans le contréle traductionnel. Enfin,
pour mieux comprendre comment les ARN viraux restent fortement exprimés pendant
l'infection, nous avons étudié la traduction initiée a partir des différentes 5’UTR du

SARS-CoV-2 en présence de la protéine Nsp1.
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Résultats : partie 1

Dans la premiére partie de mon travail de doctorat, je me suis intéressé a l'efficacité
de traduction des différents ARNm du SARS-CoV-2 ainsi qu’a leur régulation. Cette
étude a permis une premiéere publication dans le journal Viruses en juillet 2022 et le
dépdbt d'un brevet sur I'utilisation de la 5'UTR du SARS-CoV-2 pour exprimer des
protéines d'intérét.

Les régions 5'UTR des différents ARNm du SARS-CoV-2 possédent toutes une région
commune (la séquence leader) et une région variable propre a chaque ARN (Figure
1). En construisant 9 ARNm rapporteurs correspondant a la séquence de chacune des
5'UTR des ARNm du SARS-CoV-2 suivie d’'un géne codant pour la luciférase, nous
avons mesuré leur efficacité de traduction en lysat de réticulocytes de lapin et en
cellules HEK293T. Nos résultats ont non seulement montré que tous les ARNm du
SARS-CoV-2 étaient efficacement traduits, mais aussi qu'ils I'étaient a des niveaux
variables suggérant I'existence d’un contrble traductionnel spécifique pour chaque
ARNm viral. De fagon surprenante, la 5’UTR de I"'ARN génomique du SARS-CoV-2,
s'est révélée étre la plus efficace pour initier la traduction (Figure 3) malgré une
séquence ARN longue, complexe et riche en structures secondaires (Figure 2).

Cette propriété est conservée chez le SARS-CoV-1 mais pas chez le MERS-CoV
(Figure 4) ce qui s'explique par la présence d’une uORF fortement inhibitrice présente
dans la 5’UTR du MERS-CoV (Figure 7).

Nous avons aussi montré que la 5’UTR de ’'ARNg SARS-CoV-2 possédait également
une UORF mais qu'elle n'inhibait que Iégérement l'efficacité traductionnelle. (Figure
7).

Enfin, nous avons mis en évidence que l'initiation de la traduction des ARNm du
SARS-CoV-2 se déroulait selon un mécanisme qui était dépendant de la coiffe (Figure

5) et du complexe d’initiation de la traduction elF4F (Figure 6).
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Abstract: The SARS-CoV-2 infection generates up to nine different sub-genomic mRNAs (sgRNAs), in
addition to the genomic RNA (gRNA). The 5'UTR of each viral mRNA shares the first 75 nucleotides
(nt.) at their 5'end, called the leader, but differentiates by a variable sequence (0 to 190 nt. long)
that follows the leader. As a result, each viral mRNA has its own specific 5UTR in term of length,
RNA structure, uORF and Kozak context; each one of these characteristics could affect mRNA
expression. In this study, we have measured and compared translational efficiency of each of the ten
viral transcripts. Our data show that most of them are very efficiently translated in all translational
systems tested. Surprisingly, the gRNA 5'UTR, which is the longest and the most structured, was
also the most efficient to initiate translation. This property is conserved in the 5'UTR of SARS-CoV-1
but not in MERS-CoV strain, mainly due to the regulation imposed by the uORF. Interestingly, the
translation initiation mechanism on the SARS-CoV-2 gRNA 5'UTR requires the cap structure and
the components of the elF4F complex but showed no dependence in the presence of the poly(A) tail
in vitro. Our data strongly suggest that translation initiation on SARS-CoV-2 mRNAs occurs via an
unusual cap-dependent mechanism.
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1. Introduction

In eukaryotes, translation is a highly regulated step of gene expression in which
mRNAs are decoded by ribosomes into proteins. This mechanism can be divided into four
steps: initiation, elongation, termination and ribosome recycling. The initiation process is
the rate-limiting step that promotes the formation of ribosomal complexes at the initiation
codon [1]. The majority of the cellular and viral mRNAs use the scanning model to engage
the ribosome on the mRNAs. This starts with the formation of a 43S complex, which is
composed of the 40S small ribosomal subunit associated with several eukaryotic initiation
factors (eIFs), notably elF1, eIF1A, eIF3 and the ternary complex (TC) [1,2]. This TC results
in the association of eIF2 with a GTP molecule and the Met-tRNA;Met [3]. Most eukaryotic
mRNAs are capped at their 5’ extremity and polyadenylated at their 3’ end in order to
ensure integrity, stability and efficient translation of the mRNA. The cap structure consists
of a 7-methylguanylate residue connected to the mRNA via an unusual 5’ to 5’ triphosphate
linkage [4]. The cap interacts with the e[F4F complex, which is composed of the cap-binding
protein elF4E, the scaffold protein eIF4G and the RNA helicase eIF4A. The elF4F complex
plays a crucial role during initiation because it establishes a physical and functional link
between the mRNA (through a cap—eIF4E interaction) and the 43S complex (through an
elF4G-elF3 interaction) [5-7]. Once bound to the 5'end of the mRNA, the 43S complex
scans the 5’ untranslated region (UTR) in a 5’ to 3’ direction to reach the cognate AUG start
codon. This is catalyzed by the RNA and ATP-dependent helicase activity of elF4A, which
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unfolds the RNA structures encountered within the 5'UTR. Recognition of the translation
initiation site (TIS) is ensured by a perfect base pairing between the AUG codon and the
anticodon of the tRNA;M®, which triggers GTP hydrolysis and elFs release, followed by
association of the 40S ribosomal subunit with the 60S ribosomal subunit to form the 80S
ribosome competent for elongation [1,2,8].

The efficiency of translation initiation is largely regulated by both eIF2 and eIF4F [9-11],
but the intrinsic characteristics of the mRNA, such as length, RNA folding and upstream
AUG codons, can also modulate the flow and quantity of ribosomes on the transcript [12].
In general, initiation on most eukaryotic mRNAs adheres to the first AUG rule, in which
the AUG triplet nearest the 5’end is the beginning of the reading frame [13-16]. It is
noteworthy that the nucleotides that surround the initiation codon are critical for efficient
recognition with the following sequence—GCCA /GCCAUGG—being optimal and defined
as the Kozak context [13,14]. It has been reported that the nucleotides upstream of the
AUG codon, especially the purine at position —3 (according to the position of the AUG
codon), are important for efficient initiation [13,17-19]. UV cross-linking experiments in
the 48S pre-initiation complex (PIC) strongly suggested an interaction between elF2oc and
the —3 purine [20]. This was confirmed later by cryo-EM analyses of PIC indicating that
the arginine residues (Arg55 and Arg57) of elF2«x are located within close proximity of the
mRNA nucleotides upstream to the AUG codon, including the —3 position [21]. These data
are consistent with the role of elF2 in AUG codon recognition [22]. However, the influence
of the nucleotide in the +4 position is rather controversial. Some experiments showed
that mutation of the guanosine reduces translation initiation efficiency [13], but it was
shown by analysis of all possible combinations using a FACS-seq approach that the +4G
was not always the optimum [23]. In addition, an alternative explanation was suggested
and it was based on the amino acid constraint on the second codon that participates in
post-translational modification, such as the N-terminus methionine excision [24,25]. Thus,
according to the robustness of this Kozak context, the AUG codon can be more or less
recognized as a translation initiation site or even completely ignored. In addition to these
features, the presence of short upstream open reading frames (uORFs) within the 5’UTR
can also have an impact on translational efficiency of the main gene due to the fact that
some ribosomes will translate these uORFs and then dissociate from the mRNA before
reaching the main reading frame [26-28]. This is why the presence of these uORFs is often
associated with a reduction of production of the main protein product. Interestingly, in
some particular physiological conditions, the level of active TC is reduced and this favors
the bypass of these uORFs, resulting in efficient translation of the main ORF [29-31].

Another key feature of the mRNA that can regulate ribosome recruitment is the RNA
structure adopted by the 5’'UTR. It is now well known that a thermodynamically stable
hairpin structure at the 5'end can completely block 43S complex attachment to the cap
structure [32-36] and it usually requires additional RNA helicases to overcome the energy
barrier imposed by these structures [37-39]. In some cases, these RNA motifs can serve
as anchors for the binding of specific proteins, creating an RNA-protein complex that can
arrest the scanning of the 43S ribosome. The best-known example remains the mRNA
coding for ferritin, in which the 5'UTR contains an iron-responsive element, which is a
short and conserved stem-loop that is recognized when the endogenous iron concentration
becomes low in order to down-regulate translation of ferritin [40-43]. In RNA positive-
strand viruses, there are often many stable RNA structures that are involved in different
steps of viral replication (dimerization, packaging, export, etc.) [44—46] and can interfere
with viral translation. As such, viruses often develop strategies to council replication and
translation. The best example comes from picornaviruses, which contain uncapped mRNAs
harboring a very long and highly structured 5'UTR with multiple upstream AUG codons
that are not used for translation [47,48]. Indeed, the RNA folding adopted by the 5’UTR has
the capacity to create a functional structure that directly promotes ribosome recruitment
and was defined as internal ribosome entry segment (IRES) [49]. IRESes are not restricted
to picornaviruses and are present in other viral families [50,51] and cellular mRNAs [51-53].
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Viral IRESes remain the most studied and despite differences in length, sequence and
structures, they usually have the characteristics to directly interact with some components
of the 43S initiation complex to bring the ribosome close to the initiation codon [54-63].
On the other hand, eukaryotic IRESes concern ~10% of the mammalian mRNAs and they
are generally less structured than viral IRESes [51]. Overall, this mode of initiation is cap-
and elF4E-independent and can become the predominant mode of translation initiation
mechanism during cellular stresses and viral translational escape [51,64—67].

The severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2) [68] contains a
long and positive RNA genome (gRNA), which is capped and polyadenylated. Once in
the cytoplasm, the gRNA is immediately translated into two large polyproteins, ORFla
and ORFlab, which generate 16 non-structural proteins (nsp) after proteolytic cleavage.
Expression of these non-structural proteins is essential for replication and this starts with
the transcription of a full-length negative-sense genomic copy that serves as template for the
production of positive-sense genomic RNAs. One of the peculiarities of the coronaviruses
is that they harbor a conserved leader sequence located at the 5’ end of the transcript that
serves as a cis-acting element for the transcription of all sub-genomic mRNAs (sgRNA).
This leader sequence is added to all sgRNAs through a polymerase template switching
that occurs when the viral polymerase encounters the transcriptional regulatory sequence
(TRS). The TRS precedes every single viral gene and is called the body TRS (TRS-B), with a
conserved core sequence that is thought to hybridize with the leader TRS (TRS-L) [69-71].
As a result, all 5’UTRs of SARS-CoV-2 mRNAs (sgRNAs and gRNAs) share an absolutely
conserved 75-nucleotide (nt.) stretch, which is called the leader sequence. This leader
sequence is then followed by a variable RNA length (from 0 to 190 nt.) that terminates onto
an AUG start codon (Figure 1). Viral transcription generates up to nine sgRNAs coding
for the structural (S, E, M and N) and accessory (ORF-3a, ORF-6, ORF-7a, ORF-7b and
ORE-8) proteins (Figure 1) [71,72]. The 5’'UTRs of ORF-7a and ORF-8 gRNA are identical
and harbor only the leader sequence (Figure 1 and Table 1). The 5’'UTRs of ORF-S, ORF-3a,
ORF-E and ORF-N are composed of the leader sequence followed by only a few nucleotides
(from 1 to 8 nt.) (Figure 1 and Table 1). In contrast, the 5UTR of ORF-M, ORF-6 and ORF-7b
are relatively long, with respective lengths of 119, 230 and 151 nt. including the leader
sequence (Figure 1 and Table 1). Thus, every single sgRNA harbors its own 5 UTR and the
nucleotide surrounding context of each AUG start codon is also unique (Table 1); these
structural features could potentially modulate translational efficiency.
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Figure 1. Scheme of the SARS-CoV-2 gRNA and sgRNAs. The cap and poly(A) tail structures are
indicated. The 5'UTR of each viral mRNA is underlined and is composed of the common leader
sequence (black square) and the variable region (orange square). The other different colors correspond
to the different ORFs as indicated on the top.
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Table 1. Length, Kozak context and %GC of the SARS-CoV-2 gRNA and sgRNA 5 UTRs.

5'UTR Length (nt.) Kozak Context ! %GC
ORF-1ab 265 GGU AAG AUG GAG 45
ORF-S 76 CGA ACA AUG UUU 37
OREF-3a 77 GAA CUU AUG GAU 36
ORF-E 77 GAA CUU AUG UAC 36
ORF-M 119 UUA GCC AUG GCA 31
ORF-6 230 CAA CAG AUG UUU 41
OREF-7a 75 ACG AAC AUG AAA 37
OREF-7b 151 GAC AGA AUG AUU 34
ORF-8 75 ACG AAC AUG AAA 37
ORF-N 83 ACU AAA AUG UCU 35

! The AUG codons are represented in bold and the nucleotides at positions —3 and +4 are underlined.

The 5'UTR of the gRNA is the longest (265 nt.) of all the viral mRNAs and contains
five stem-loop structures (SL1 to SL5) that have recently been modelized by chemical
probing analyses (Figure 2) [73,74]. These SL are critical for replication, RNA synthesis and
escape from nspl-mediated translation inhibition [75-81]; however, they could potentially
represent hurdles for translation, notably at the level of ribosome recruitment and scanning.
Although the viral genome of SARS-CoV-2 is capped and polyadenylated, the translation
initiation mechanism used to locate the AUG start codon inside the SL5 remains undeter-
mined. In particular, one can predict that the high level of RNA secondary structures within
the 5'UTR could be a serious hurdle for ribosome scanning and this could suggest another
mechanism for translation initiation. Such a hypothesis is also strengthened by the fact
that the AUG start codon is located at the vicinity and downstream of a four-way junction
structure (Figure 2), a situation that is reminiscent of similar motifs found in some viral
IRESes [49,82-85]. Last but not least, the SARS-CoV-2 5 UTR also contains an uORF starting
at AUG!Y, which is located within the SL4 (Figure 2) and seems to be used as an initiation
site, as suggested by ribosome profiling analyses in infected cells [72,86]. Interestingly
and curiously, ribosome profiling analyses have also highlighted other uORFs initiating at
near-cognate initiation codons [72,86]. One is of particular interest because it is located on
a CUG codon at position 59 just 10 nt. upstream of the TRS leader, which means that it will
be present on all the sgRNAs. However, one should bear in mind that ribosome occupancy
observed in ribosome profiling analysis remains only indicative, as it is often difficult to
distinguish between a real TIS and the pausing of the 485 preinitiation complex [72].
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Figure 2. Modelization of the structure of the SARS-CoV-2 gRNA 5'UTR. This model, adapted from
Miao et al. (2021) [73], shows the different stem-loop (SL) RNA structures. Position of the AUG
codons of uORF and main ORF are highlighted in red, the coding region in orange and the TRS-L
in green.
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All these unusual structural features can have a great impact on the translational
efficiency of the genomic and sub-genomic SARS-CoV-2 RNAs and this set the rationale
for this study. By using a series of in vitro and ex vivo functional translational assays
coupled with specific inhibitors of the cap-dependent mechanism, we have investigated
and compared translation of all SARS-CoV-2 transcripts. Our data show some unexpected
characteristics of the genomic RNA, which is extremely efficient to recruit ribosomes for
protein synthesis in all systems assayed despite its length, complex RNA structure and the
presence of a short upstream reading frame; these translational features are conserved with
the SARS-CoV-1 but not with MERS-CoV.

2. Materials and Methods
2.1. DNA Constructs

The pGlo-Renilla, pPEMCV-Renilla, pHCV-Renilla and pMM1-L-protease constructs
have been previously described [87-89]. The leader sequence and the 5'UTR (5'UTRORF1ab)
of SARS-CoV-1 (NC_004718.3), MERS-CoV (NC_038294) and SARS-CoV-2 (NC_045512.2)
gRNA have been generated by consecutive PCRs with specific primers (Table S1). The
resulting PCR products were digested with the BamHI restriction enzyme and inserted
into the pRenilla vector between the BglIl and BamHI restriction sites. The 5’'UTRs of
each SARS-CoV-2 sgRNA associated to the coding region of the Renilla luciferase were
produced by consecutive PCRs with specific primers (Table S2), digested with BamHI
and EcoRV restrictions enzymes and inserted into the pRenilla vector between the BglII
and EcoRV restriction sites. Mutation of the AUG!?” and AUG!® in the SARS-CoV-2 and
MERS-CoV gRNA, respectively, and the mutation of the UAA triplet at position 133 in
SARS-CoV-2 have been performed by consecutive PCRs with specific primers (Table S3) to
generate the mut-AUG!7, mut-AUG®® and uORF-phase constructs. The resulting PCR
products were digested with the BamHI restriction enzyme and inserted into the pRenilla
vector between the BglIl and BamHI restriction sites. All DNA constructs were verified by
DNA sequencing.

2.2. In Vitro Transcription

The four combinations—capped /polyadenylated (+/+), capped/non-polyadenylated
(+/—), uncapped/polyadenylated (—/+) and uncapped/non-polyadenylated (—/—)—
were obtained by in vitro transcription using the linear template of pRenilla vector by
digestion either at the Xbal (non-polyadenylated RNAs) or at the EcoRI restriction site
(polyadenylated RNAs). RNA transcription was performed from 1 pg of linear DNA
template in transcription buffer (40 mM Tris-HCl (pH 7.5), 6 mM MgCl,, 2 mM spermidine
and 10 mM NaCl) in the presence of 40U of T7 RNA polymerase (Promega, Madison,
WI, USA), 40 U of RNAsin (Promega), 1.6 mM of each ribonucleotide triphosphate and
10 mM DTT. For capped mRNAs, the rGTP concentration was reduced to 0.32 mM, and m7-
GpppG cap analog (New England Biolabs) was added at a concentration of 1.28 mM. The
transcription reaction was carried out at 37 °C for 1 h 30 min, then treated for 30 min with
the RQ1 DNAse (Promega). mRNAs were isolated using NucleoSpin RNA XS purification
columns (Macherey Nagel, Diiren, Germany). The integrity of RNA was checked by
electrophoresis on non-denaturing 1% agarose gel and the concentration was determined
by reading the absorbance using Nanodrop technology.

2.3. In-Vitro Translation Assays

Nuclease-treated Flexi Rabbit Reticulocytes lysate (RRL) or untreated RRL (Promega),
supplemented as previously described [90,91], were programmed with 5 or 10 fmol of
in vitro synthetized mRNAs in the presence of 75 mM KCl, 0.5 mM MgOAc, 2 mM DDT
and 20uM of each amino acid for 30 min at 30 °C. For radioactive labeling, 0.25 mCi/mL of
[33S] methionine was added to the reaction mix. Translation products were then stopped
in either Renilla lysis-juice buffer (PJK Biotech, Kleinblittersdorf, Germany) for luciferase
assay or in Laemmli sample buffer (4% SDS, 10% -mercaptoethanol, 20% glycerol, 0.004%
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bromophenol Blue, 0.125 M Tris-HCl pH 6.8) and resolved by 12% SDS-PAGE. The gel was
dried and quantified with a Molecular Dynamics Phospholmager.

The L-protease from Foot-and-Mouth Disease Virus (FMDV) was prepared in RRL
as previously described [87]. L-protease (0.2 uL and 0.4 uL), hippuristanol (0.15, 0.3 and
0.6 uM) and the cap analog (1 uM) were incubated 10 min in the RRL before RNA addition.

2.4. Renilla Luciferase Activity

Renilla luciferase activity was measured using the Renilla-Juice luciferase assay (PJK
GmbH, Kleinblittersdorf, Germany) following the manufacturer instructions on a LUMIs-
tar apparatus (BMG LABTECH, Champigny-sur-Marne, France) or on a Mithras LB940
(Berthold, Thoiry, France).

2.5. Western-Blot against elF4G

Proteins from mock or L-protease-treated RRL extracts were separated by a 7.5%
SDS-PAGE. The proteins were transferred onto polyvinylidene difluoride membranes
(Boehringer Mannheim, Ingelheim am Rhein, Germany). Blots were incubated first with
antibody against elF4G (#2617 Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA) for 16 h at
4 °C, then with an anti-Rabbit IgG-Peroxidase antibody (Sigma Aldrich, Saint-Louis, MO,
USA) for 2 h. The chemiluminescence signal was detected using an Pierce ™ ECL reagent
(Thermofisher, Waltham, MA, USA) in the Chemidoc Imager (Biorad, Hercules, CA, USA).

2.6. Cell Culture and RNA Transfection

Jurkat T-cell line, obtained from ATCC, was cultured in RPMI-1640 medium (Life Tech-
nologies), supplemented with 10% fetal calf serum, penicillin, streptomycin, Hepes pH 7.5,
sodium pyruvate and L-glutamine. Cells were incubated at 37 °C in a 5% CO, atmosphere.

For RNA transfection, 5.10(5) cells were resuspended in 10uL of buffer R (Life technol-
ogy) in the presence of 500 fmol of capped and polyadenylated mRNAs, and immediately
transfected using the Neon transfection kit (Life technology, Carlsbad, CA, USA) according
the manufacturer instructions. Cells were incubated in RPMI medium for 90 min at 37 °C,
washed twice in PBS and split in two pools to measure luciferase activities and to extract
cytoplasmic RNAs.

2.7. RNA Extraction and RT-gPCR

RNAs were isolated using the NucleoSpin RNA extraction kit according the manufac-
turer instructions (Macherey-Nagel, Diiren, Germany) and quantified using a nanodrop
2000 spectrophotometer (Thermofisher, Waltham, MA, USA). Reverse transcription of
250 ng of cytoplasmic RNAs was performed using qScript kit (Quanta Bio, Beverly, MA,
USA). mRNA quantification was performed by quantitative PCR with the ONEGreen®
FAST QPCR PREMIX (Ozyme, Saint—Cyr—l’Ecole, France) according to the manufacturer
instructions. Renilla luciferase (Renilla forward TGGACAATAACTTCTTCGTGAAAAC/
Renilla reverse GCTGCAAATTCTTCTGGTTCTAA) was amplified in parallel with the
endogenous housekeeping gene glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH)
(GAPDH forward (Human) CGACAGTCAGCCGCATCTT/ GAPDH reverse (Human) CC-
CCATGGTGTCTGAGCG). The relative copy numbers of Renilla cDNAs were compared to
GAPDH using x-A®t (where x corresponds to the experimentally calculated amplification
efficiency of each primer couple).

2.8. Sequence Alignment

The 5 UTRs of the SARS-CoV-1 (NC_004718.3), MERS-CoV (NC_038294) and SARS-
CoV-2 (NC_045512.2) gRNAs were analyzed with a Multiple Sequence Comparison by
Log-Expectation (MUSCLE) using the default parameters [92].
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3. Results
3.1. Translation Initiation Efficiency Mediated by the SARS-CoV-2 5'UTRs

During infection, SARS-CoV-2 generates at least 10 different mRNAs that harbor
unique 5'UTRs in terms of length, structure and context of their AUG initiation site. In
order to investigate further the role of these 5'UTRs in translational control, we have cloned
each of the viral 5UTR upstream of a reporter gene coding for the Renilla luciferase into
the pRenilla vector [88,89,93] (Figure 3A). The nucleotide triplet downstream to the TIS has
been conserved to maintain the SARS-CoV-2 original Kozak context. As a control, we have
used the 5'UTR of the globin mRNA, which is known to promote translation initiation in a
very efficient manner. Capped and polyadenylated RNAs have been produced in vitro to
program the rabbit reticulocytes lysate (RRL) in the presence of S*>-methionine. Protein
production was quantified on a phospholmager after an SDS-PAGE resolution (Figure 3B).
For most of the transcripts, expression was as efficient as that generated by the 50 nt. of
the B-globin 5UTR (NC_000011.10; Figure 3B compare lanes 4-7, 9 and 11 with lane 2).
Interestingly, the 5UTRs derived from ORF1-ab, ORF-6 and ORF-7b promoted a higher
level of expression than from the globin mRNA reporter gene (Figure 3B lanes 3, 8 and
10); this was not expected considering that these viral 5'UTRs are the longest and the
most structured of the series (Figure 2 and Table 1). We were also surprised to find that
translation of ORF-3a, ORF-S, ORF-E and ORF-6 was still very efficient despite the fact that
their AUG start codons are in a poor Kozak context (with a cytosine in -3 and/or an uracil
in +4; Table 1).

Quantification of protein production was also performed by measurement of the lu-
ciferase activity (Figure 3C). It should be remembered that the first amino acid downstream
to the methionine codon was variable for each construct as we conserved the Kozak context
of the original TIS (Figure S1). Thus, this N-terminal modification could have an impact
on the activity of the luciferase; the same samples have also been quantified by luciferase
assay. As the results obtained by reading of the luciferase assays were consistent with $3°-
methionine quantification (compare Figures 3B and 3C), we assumed that this N-terminal
modification did not impact significantly the enzymatic activity of luciferase and the latter
has been used as a readout for protein production for the remainder of this study.

Next, we translated the different mRNAs into the untreated RRL, which represents
an in vitro competitive translation system due to the presence of endogenous mRNAs
that compete for the translational apparatus [89]. In such a system, translation initiation
mediated by the majority of the SARS-CoV-2 5'UTRs was further enhanced in comparison
to the expression mediated by the globin 5UTR (Figure 3D). Once again, and consistent
with the RRL results, translation from the ORF-1ab 5UTR was the most efficient. This
very high level of translation of viral RNAs in the untreated RRL suggests that they have
the intrinsic ability to recruit ribosomes in a competitive environment. To go further, the
mRNAs have been electroporated into cells and the protein expression level has been
measured by luciferase assay and normalized to the quantity of RNA by RT-qPCR. The
results showed in Figure 3E are consistent with the data obtained in the RRL systems. Taken
together, our data show that the 5’'UTRs of the SARS-CoV-2 have the ability to promote a
high level of translation both in vitro and ex-vivo, with the 5'UTRORF12b (gRNA) sequence
being the most efficient of all.
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Figure 3. Translation efficiency of the SARS-CoV-2 5'UTRs. (A) Scheme of the gRNA and the different
sgRNAs, with the leader sequence in black and the variable region in orange, which represent each
5'UTR (this panel was obtained from Figure 1). The sequences corresponding to each 5’'UTR have
been cloned upstream of the Renilla ORF. (B,C) RRL and (D) untreated RRL have been programmed
with capped and polyadenylated mRNAs harboring specifically the 5’'UTR of the ORFlab, ORF-S,
OREF-3a, ORF-E, ORF-M, ORF-6, ORF-7a, ORF-7b, ORF-8 or ORF-N. The resulting protein products
have been resolved on (B) an SDS-PAGE and quantified with a phospholmager, or (C,D) analyzed
by luciferase assay. (E) Jurkat cells were electroporated with capped and polyadenylated mRNAs
as indicated. After 90 min of incubation, the cellular extracts were used for RT-qPCR and luciferase
assay. All the results are normalized to the globin 5'UTR expression (set at 100%). Values are the mean
(+/— S.D.) for three independent experiments (panels (B,C)) or (+/— S.E.M.) for four independent
experiments (panels (D,E)).

3.2. Translation Efficiency from MERS-CoV ¢RNA 5'UTR Differs from SARS-CoV gRNA
5'UTRs

We next wondered whether a high level of translation could also be observed with
RNAs derived from closed relative strains, i.e., the SARS-CoV-1 [94-96] and the MERS-
CoV [97-99]. The 5'UTR of the SARS-CoV-1 gRNA is 264 nt. long and shares 90% of its
identity with the sequence of the SARS-CoV-2 (Figure 4A and Figure S2). Once more, the
global RNA structure of the 5’'UTR is also conserved [73,74,77], which could indicate that
expression initiated from the 5’'UTR of the gRNA from both SARS-CoV strains could be
similar. In contrast, the MERS-CoV gRNA’s 5UTR is slightly longer (277 nt.) and more
distant from SARS-CoV sequences as it shares only ~60% of its identity with type 1 and type
2 (Figure 4A and Figure S2), which could also suggest a divergence in translational efficiency.
To directly test this hypothesis, we have used the pRenilla reporter gene harboring either
the leader sequence, which represents the shorter 5’'UTR (named leader), or the 5'UTR of
the SARS- and the MERS-CoV gRNA (named 5’ UTRORF12b iy the rest of the manuscript)
(Figure 4B). Capped and polyadenylated mRNAs were generated by in vitro transcription
and translated in the RRL (Figure 4C) or electroporated into Jurkat cells (Figure 4D).
The products of expression were quantified by luciferase assays and normalized to the
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expression mediated by the globin 5’UTR, which served as a positive control. Consistent
with our previous results, the 5’UTRORF12 of SARS-CoV-2 gRNA promoted strong protein
production (Figure 4C,D). As expected, a similar expression profile was observed when
translation was driven by the 5 UTRORF12P of the SARS-CoV-1, both in the RRL and in cells
(Figure 4C,D), confirming that the translational characteristics are well conserved between
the two strains. In contrast, although the leader sequence of MERS-CoV was also efficient to
drive translation in the RRL, it still remained lower than that of the SARS-CoV transcripts
(Figure 4C). This difference was even sharper with the 5'UTRORF12P of MERS-CoV, which
showed a decrease of up to 30% when compared to globin expression (Figure 4C). These
differences were also observed when the reporter mRNAs were transfected in cell lines
(Figure 4D). Our data show that the translation characteristics of the 5'UTRORF12P are
conserved between the two SARS-CoV strains but differ with MERS-CoV. This indicates that
divergences in sequence conservation are also observed in terms of translational efficiency.
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Figure 4. Divergence in translation efficiency between the 5UTRs of MERS-CoV and SARS-CoV
gRNA. (A) Percentage of identity between the 5'UTRs of MERS-CoV, SARS-CoV-1 and SARS-CoV-2
gRNAs resulting from a MUSCLE alignment (Figure S2). (B) Scheme of capped and polyadenylated
mRNAs coding for the Renilla reporter gene with the leader or the 5’'UTRORFI2 from SARS-CoV-1/2
and MERS-CoV. (C) RRL was programmed with the corresponding in vitro transcribed reporter
mRNAs. Expression products were quantified by luciferase assays and normalized to globin 5UTR
expression (set at 100%). (D) Jurkat cells were electroporated with capped and polyadenylated
mRNAs as indicated. After 90 min of incubation, the cellular extracts were used for luciferase assay
and RT-qPCR. All the results are normalized to the globin 5'UTR expression (set at 100%). Values
shown are the mean (+/— S.E.M.) for 6 (C) and 5 (D) independent experiments.

3.3. SARS-CoV-2 Translation Initiation Requires the Cap Structure and the Components of
eIF4F Complex

Data obtained so far have pointed out that translation of the gRNA of the SARS-CoV-2
is very efficient, both in vitro and ex vivo, but the molecular mechanism by which this
occurs remains to be determined. Surprisingly, the gRNA is the longest and most struc-
tured transcript, which should, a priori, represent a physical barrier for linear ribosomal
scanning. On the other hand, the viral gRNA is capped and polyadenylated, which is a
strong argument for a cap-dependent mechanism of translation initiation. This is also in
agreement with previous studies showing that addition of cap analog to the RRL resulted
in a strong reduction of translation driven by the 5’'UTR of the bovine CoV strain [100,101].
Furthermore, the destabilization of the eIF4F complex also results in the inhibition of viral
replication of MERS-CoV and HCoV-229E [102,103]. Although these studies suggest a
cap-dependent mechanism of translation for coronavirus mRNAs, this has not been ex-
perimentally established. On the other hand, the structural features of the 5'UTRORF1ab
(gRNA), as well as the presence of a uORF and an AUG start codon located in a four-way
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junction RNA structure, could suggest the presence of an active IRES motif within the
5'UTR [49,82-85]. Therefore, in order to distinguish between these two possibilities, we
decided to further investigate the molecular mechanism by which translation initiation
occurs on the SARS-CoV-2 gRNA.

We first looked at the effects of both the cap and the poly(A) tail structures in the
translation of SARS-CoV-2 mRNAs. In order to avoid the bias of RNA stability caused
by the absence of both structures, we performed our study in in vitro translation systems.
For this, we produced different combinations of capped, uncapped, polyadenylated and
non-polyadenylated transcripts harboring the 5'UTR of the globin, the 5’UTRORF12P o the
leader sequence of SARS-CoV-2. Both RRL (Figure 5A) and untreated RRL (Figure 5B)
were programmed for 30 min and expression of the Renilla was quantified by luciferase
assays. As expected, the synergic effect of the combination of the cap structure and the
poly(A) tail was observed with the RNA control (globin 5'UTR). Enhancement of translation
provided by these two elements was even amplified in the competitive untreated RRL,
which is an experimental system known to recapitulate faithfully cap/poly(A) synergy [89].
Expression initiated by the leader sequence or the 5’UTRORF12P was highly dependent on
the presence of the cap structure with a 10-fold stimulation over the uncapped transcripts
(Figure 5B). In contrast, we were surprised to find that the addition of the poly(A) tail
on the SARS-CoV-2 mRNAs did not add any supplementary translational advantage
over the non-polyadenylated mRNAs. This shows an unambiguous requirement for the
m’GTP cap structure but no significant effect of the poly(A) tail. In addition, this denotes
a major difference with canonical globin translation regarding the requirement for the 3’
poly(A) tail.
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Figure 5. The effects of the cap and poly(A) tail on viral translation. Capped/polyadenylated
(+/+), capped/non-polyadenylated (+/—), uncapped/polyadenylated (—/+) or uncapped/non-
polyadenylated (—/—) Globin Renilla, 5'UTRORF12 Renilla and leader Renilla RNAs were translated
in (A) the RRL or in (B) the untreated RRL. Translational products were analyzed by luciferase assays
and normalized to the (—/—) condition (arbitrary set at 1). Values shown are the mean +/— S.D. for
three independent experiments.

We decided to continue our investigation to look at the role of the initiation factors that
are required for SARS-CoV-2 translation with a particular focus on the cap-binding complex
elF4F (Figure 6A). This complex is formed by the association of three initiation factors:
elF4E, elF4A and eIF4G and its role is to bind both to the m’GTP cap structure and to the
ribosome [2]. Addition of cap analog to the RRL chelates eIF4F by competitive binding
and sequesters it from binding to the 5’ end of the mRNAs (Figure 6A) [104]. As expected,
the addition of the cap analog in our translation assay resulted in a strong repression of
globin translation (Figure 6B) and a similar effect was observed on both the 5'UTRORF1ab
and leader of the SARS-CoV-2 transcripts, confirming that the eIF4F complex is needed for
their expression.
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Figure 6. Requirement for the eIF4F complex. (A) Schematic cartoon of the elF4F complex, which
is composed of eIF4E, eIF4G and elF4A. The interactions with the PIC, cap analog, L protease and
hippuristanol are depicted on the figure. (B) RRL was treated with cap analog (1 uM) or with water
(ctrl) and then programmed with capped and polyadenylated globin-Renilla and SARS-CoV-2 leader
or 5'UTRORF12b_Renilla mRNAs. Products of expression were quantified by luciferase assays and
normalized to the control condition (set at 100%). (C-F) Untreated RRL was pre-incubated alone
(ctrl) or in presence of different amounts of L protease (uL) as indicated, and then programmed
with (D) globin-Renilla, (E) EMCV IRES-Renilla, (F) SARS-CoV-2 leader or 5'UTRORF12b_Renilla
mRNAs. Translation products were (C) resolved by a 7.5% SDS-PAGE and then transferred to a
PVDF membrane for Western blotting analysis against elF4G, or (D-F) analyzed by luciferase assay
and normalized to the control condition (set at 100%). (G) RRL pre-treated with DMSO or increasing
amounts (uM) of hippuristanol (hipp.) was programmed for 30 min with globin-Renilla, HCV-IRES
Renilla, SARS-CoV-2 leader or ORF-1ab 5'UTR-Renilla mRNAs. Expression products were analyzed
by luciferase assay and normalized to the control condition (set at 100%). Values shown are the mean
(+/—S.D.) for three independent experiments.

Next, in order to distinguish whether the whole eIF4F, or parts of it, are needed, we
decided to specifically focus on the independent role of both elF4A and eIF4G, which
are core subunits of eIF4F. eIF4G can be targeted by viral proteases and elF4A can be
specifically inhibited by some chemicals (Figure 6A). We first studied the dependence
on elF4G by using the L protease from the foot-and-mouth-disease virus [105,106]. This
enzyme cleaves elF4G to yield a N-terminal domain able to bind to eIF4E and a C-terminal
domain (called p100), which harbors the interacting domains with elF4A and eIF3 [107].
Functionally, the cleavage of eIF4G inhibits cap-dependent transcripts but does not affect,
and even stimulates, translation of mRNAs bearing an IRES [108]. We have added in-
vitro-translated L protease to the untreated RRL that resulted in the cleavage of elF4G
(Figure 6C) and we observed different effects on the reporter constructs assayed. As
expected, cap-dependent translation driven by globin 5'UTR was inhibited (Figure 6D),
whereas the encephalomyocarditis virus (EMCV) IRES-mediated protein synthesis was
slightly stimulated (Figure 6E) as previously described [87]. Cleavage of eIF4G resulted
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in the inhibition of expression from both SARS-CoV-2 5'UTRORF12P and leader sequence
mRNAs (Figure 6F) and to a similar magnitude as that for globin, suggesting that translation
initiation from SARS-CoV-2 5'UTRs depends on a mechanism that requires the integrity
of elF4G.

Finally, we evaluated the requirement for the DEAD box RNA helicase elF4A, which
is the third partner of the elF4F complex and is involved in RNA unwinding and scan-
ning [109]. Indeed, chemical and enzymatic probing analysis of the SARS-CoV-
2 5'UTRORF12b [73 74] has revealed a high level of RNA secondary structures (Figure 2) that
may interfere with ribosome scanning. To test this hypothesis, we used a natural chemical
inhibitor of the e[F4A RNA-binding activity called hippuristanol (Figure 6A) [110]. Addi-
tion of increasing amounts of hippuristanol in the RRL inhibited globin cap-dependent
translation in a dose-dependent manner, whereas it did not interfere with expression of a
mRNA driven by the Hepatitis C Virus (HCV) IRES (Figure 6G), which does not require
elF4A [111]. The RRL was then programmed with reporter genes containing SARS-CoV-2
5'UTRORF12b o1 Jeader sequence RNA constructs and this showed that initiation on both of
these RNAs was repressed upon addition of hippuristanol (Figure 6G) and the extent of
translation repression was comparable to that obtained for globin mRNAs.

Taken together, our data indicate that translation from the SARS-CoV-2 5'UTRORF1ab
requires the activity of each component of the elF4F complex, namely elF4E, eIF4G and
elF4A, which is consistent with a cap-dependent initiation mechanism.

3.4. uORF Downregulates the Translation Efficiency of gRNA

The 5'UTRORFI2b of the SARS-CoV-2 (gRNA) harbors a potential uORF of nine amino
acids that starts at the AUG!? triplet and finishes at the UAA triplet located at position
134 (Figures 2 and 7A). uORFs are cis-acting elements located in the 5UTR that impact
on the translation efficiency of the mRNA. When these uORFs are translated by incoming
ribosomes from the 5’ end, this often results in the decrease of translation initiation from
the main downstream ORF [27,112-115]. However, in some particular cases, the presence
of uORFs can also act as enhancers of protein production, as it was described with some
stress-related mRNAs [29,114,116,117].

In the case of the SARS-CoV-2 gRNA, ribosomal profiling data have suggested that
some ribosomes recognize and pause at the AUG!'? codon [86]. However, formal proof
that this uORF is translated and the level at which it is expressed remain to be determined.
To test this hypothesis, we introduced two mutations in the pSARS-CoV-2 5/ UTRORFlab_
Renilla to change the AUGY” triplet into an UAA triplet (Mut-AUG!%) and to delete the
stop codon (UAA™) in order to align AUG! in the same reading frame as the Renilla
OREF (uORF phase). The resulting RNAs have been synthesized by in vitro transcription
and translated into the RRL in the presence of S*-methionine. Data are presented in
Figure 7 and show that mutation of the AUG!? triplet resulted in a slight stimulation of
expression of the main ORF (Renilla) (Figure 7B lane 3), confirming that this AUG triplet
was recognized as an initiation site by the scanning ribosome. This was confirmed by the
second mutation (deletion of the UAA), which resulted in an increased expression of Renilla
(Figure 7B lane 4, denoted by the star). Altogether, our data unambiguously show that
the uORF located in the 5’ UTRORF12P was translated in the RRL, but the effect on protein
expression, i.e., both production of the short peptide and increased production of Renilla,
remained relatively modest. In order to better appreciate the magnitude of this effect, we
have performed similar experiments on the 5 UTRORF12P of the MERS-CoV gRNA as it also
contains an UORF starting at the AUG'®® triplet, which is located closer to the AUG start
codon of ORF-1ab (Figure 7A). To evaluate its role on mRNA translation, we have also
mutated the AUG!™ triplet. The resulting mRNA was translated in the RRL and protein
products were analyzed on SDS-PAGE and quantified with a phospholmager. We observed
that mutation of the AUG!® triplet induced a strong expression of the main ORF, which
was stimulated by up to three times when compared to the parental 5'UTR (Figure 7C).
This stimulation was also observed when the reporter mRNAs were transfected in cell
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lines (Figure 7D). These results confirmed important differences in translational control
exerted by the uORFs in the coronavirus family with a moderate attenuation of translation
in SARS-CoV-2 compared to a more pronounced impact on the MERS-CoV 5'UTR.
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Figure 7. The 5'UTR uORF differentially regulates translation from SARS-CoV-2 and MERS-CoV.
(A) Scheme of the reporter mRNA with the 5'UTRORFIab of SARS-CoV-2 or MERS-CoV gRNA
with their respective uORF and positions. (B) Capped and polyadenylated mRNA harboring the
SARS-CoV-2 5'UTR gRNA WT or the Mut-AUG!?” or uORF-phase mutations were translated in
the RRL. Translation products were resolved by 12% SDS-PAGE and quantified with a phospho-
Imager. (C) Capped and polyadenylated mRNA harboring the MERS-CoV 5'UTR gRNA WT or
the Mut-AUG!%® mutation, were translated in the RRL. Translation products were resolved by
12% SDS-PAGE and quantified with a phospholmager. (D) Jurkat cells were electroporated with
capped and polyadenylated mRNAs as indicated. After 90 min of incubation, the cellular extracts
were used for luciferase assay and RT-qPCR. Values shown are the mean (+/— S.D.) for three
independent experiments.

4. Discussion

Infection by SARS-CoV-2 generates a gRNA and at least nine sgRNAs, which all
start with a 75 nt. common leader sequence [71]. Each of these transcripts harbor a
unique 5'UTR, which is composed of the shared leader sequence followed by an RNA
region that varies in length (between 0 to 190 nt. (Table 1)). Thus, the resulting viral
5'UTRs have different degrees of RNA structures and some of them contain cis-acting
elements, such as an uORF, which is known to have an impact on translation initiation
efficiency. This set the rationale for this study aimed at investigating the translational
properties of all virally encoded mRNAs. To answer to this question, we showed that viral
5'UTRs show significant variations of expression although they all exhibit a high level of
activity compared to globin 5 UTR control. Importantly, the high and relative levels of
expression between viral nRNAs were maintained regardless of the experimental systems
used (RRL, competitive RRL and cells) (Figure 3), with the 5’ UTRORF1ab (gRNA) being
the most efficient of all. This is rather surprising considering that the 5’UTRORF12 jg the
longest of the series (265 nt.), with multiple stable hairpin RNA structures and, above all,
the presence of the uORF (Figure 2). A priori, these structural features should represent
hurdles for ribosomal binding and scanning and one would predict a poor level of protein
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expression. However, this is clearly not the case as expression was revealed to be very
efficient and conserved between the two SARS-CoV strains (Figure 4). This suggested to us
that the SARS-CoV-2 5'UTRORFI2 could use an alternative cap-independent mechanism;
such an assumption was also strengthened by the presence of the AUG start codon in a
four-way junction, which is a structural conformation that was previously described for
HCV IRES [118]. This prompted us to look for the requirement of the viral gRNA in the
initiation factors involved in cap-driven translation initiation. We showed that both the
cap structure and the eIF4F complex are necessary to initiate translation, which strongly
suggest a cap-dependent mechanism (Figures 5 and 6). We can assume that, after ribosomal
attachment to the cap structure, the PIC scans the viral 5UTR to reach the initiation codon
as elF4A is required (Figure 6G) and, above all, the uORF is translated (Figure 7). However,
we cannot rule out that ribosomal shunting could occur through the 5'UTR to bypass some
hairpin RNA structures [119-121] and contribute to this high level of translation. This
mechanism usually needs additional proteins [121] and this will require further studies to
determine its implication in SARS-CoV-2 translation initiation.

In the canonical translation initiation mechanism, the interaction between the poly(A)
binding protein (PABP) and elF4G [122,123] brings the 5'- and 3’-ends of the mRNA
together and forms a mRNA's circularization called the closed-loop model [124,125], which
promotes translation [89,126]. Interestingly, in our system, which is able to recapitulate the
cap/poly(A) synergy [89], the poly(A) tail did not provide any translational advantage to
the mRNAs that harbor the SARS-CoV-2 5'UTRORF12P when compared to globin 5'UTR,
which uses a strict canonical cap-dependent translation initiation mechanism (Figure 5).
This particularity is quite unusual in the eukaryotic kingdom and this raises the question
of whether this closed-loop conformation takes place on mRNAs that harbor the SARS-
CoV-2 5’'UTR. The poly(A) tail requirement should be further investigated in the future
to determine if the PAPB is necessary to promote initiation and still interacts with eIF4G.
To our knowledge, a neutral influence of the poly(A) tail, in translation, has never been
reported before. Viral and cellular mRNAs without a poly(A) tail have been described
but they use alternative and specific cis-acting elements to bring the 5'- and 3’-ends of
the mRNA together [127-132]. Analyses of the formation of 48S PIC in RRL through a
sucrose gradient have indicated that it is almost absent on mRNAs harboring the SARS-
CoV-2 5'UTR but not with the EMCV IRES [80], suggesting that the initiation process on
SARS-CoV-2 is not canonical. In SARS-CoV-2 infected cells, the size of the poly(A) tail is
quite short (47 nt. for median length) and is longer on the gRNA than on the sgRNAs [71].
Interestingly, during bovine CoV infection, the length of the poly(A) tail changes from ~45
nt. immediately after virus entry to ~65 nt. at 6 to 9 h post-infection [133]. These quick
modifications of the length are reminiscent of the translational control that takes place
during early oocyte/embryo development [134]. Although we did not notice a requirement
for the poly(A) tail in SARS-CoV-2 translation in the RRL, this does not exclude that the
poly(A) tail of SARS-CoV-2 mRNAs may regulate translation efficiency, mRNA stability
and/or mRNA localization in infected cells.

The exact mechanism by which the SARS-CoV-2 5'UTRs drive the high levels of
expression is puzzling considering the structural features of the gRNA; nevertheless, this
characteristic could turn out to be a real benefit for viral replication in infected cells. Indeed,
in the early phases of infection, the viral nsp1 interacts with the 18S ribosomal RNA in
the mRNA entry channel of the ribosome and imposes a blockage by steric hindrance,
leading to a global inhibition of mRNA translation [135-137]. However, viral mRNAs can
escape this nspl-mediated repression via a complex interplay between the leader sequence,
especially the SL1 RNA structure [78,80,81,137], which is able to interact with nsp1 [80,138].
It has been shown that, at low concentrations, nsp1 is able to stimulate the expression of
mRNA reporters that harbor the SL1 sequence in cells [81] but not in the RRL [80], which
is not a competitive system. This, along with our data, suggests that SARS viral RNAs
have the ability to compete very efficiently with cellular transcripts for the translational
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apparatus. Thus, it would be very interesting to assay the role of nsp1 in the untreated RRL
as well as in infected cells.

Finally, the expression of the gRNA is also regulated by an uORF localized within
its 5’UTR, some 120 nucleotides upstream from the authentic AUG initiation codon. We
first showed that this uORF was recognized by scanning ribosomes and translated into a
short peptide whose role remains to be determined. In addition, mutation of the start AUG
codon of the uORF induced only a mild stimulation of the expression of the main reading
frame. This contrasts with the situation obtained with the MERS-CoV, in which we showed
that this uORF exerts a strong control on translation (Figure 7C,D). This is puzzling as
the uORF is conserved, suggesting its importance in the control and regulation of protein
synthesis despite having different effects on the flux of incoming ribosomes.

Genome-wide sequencing of 5UTR has revealed that uORFs are much more pervasive
in the genome than initially described, with an occurrence of about 50% in mammalian
mRNAs [139,140]. These uORFs can be located within non-coding RNAs, within the 5’ and
3/ UTRs or they can also be overlapping with the main OREF, either in-frame or out-of-frame
with the main protein product [141]. According to their localization, these uORFs regulate
gene expression in at least three different ways: (i) by imposing a sharp translational
control on the main ORF; (ii) by producing functional micro-peptides and (iii) generating
truncated /extended isoforms of the main protein product.

In the case of the uORF present in the SARS/MERS coronavirus, it is clearly located
within the 5’UTRORF12P and encodes a putative short peptide of 9-11 amino acids, which
does not appear conserved amongst the different members (Figure S3). Thus, it suggests
that this uORF regulates expression of the main protein product by throttling down the
flux of incoming ribosomes. This can happen by either stalling the 80S ribosomal complex
that forms on the encoded short reading frame, thus creating a roadblock for scanning
ribosomes or, alternatively, the short reading frame can also be a waylay for scanning pre-
initiation complexes [22]. As the same conserved uORF has a different impact on expression
from the SARS-CoV-1 and -2 compared to the MERS-CoV, this could reflect the fact that
two distinct mechanisms are at play. This is an important point that will be addressed
in the future. In any case, this UORF must be a key regulator of viral translation and
replication as it is widely conserved. Indeed, this uORF is highly conserved from different
coronaviruses [142] and recent ribosome profiling analyses have confirmed that its AUG
initiation codon is recognized by ribosomal complexes during both Mouse Hepatitis Virus
(MHV) and SARS-CoV-2 infection [86,143]. One study has focused on the physiological
function of the peptide issued by this uORF in MHYV infection. For that, the authors
mutated the AUG-initiated uOREF in the viral genome, showing that the virus was viable in
cell culture. However, serial passage of this mutant variant resulted in a reversion to an
intact uORF, indicating that this uORF must play a beneficial role in virus survival in cell
culture [142].

To summarize, our data strongly suggest that translation of the SARS-CoV-2 mRNAs
involves an unconventional cap-dependent mechanism that involves cis-acting RNA ele-
ments such as the structure of the leader, the length of the poly(A) tail and the role of the
uOREF. Taken together, these elements must probably functionally interact with each other
in order to regulate the flow of ribosomes on the viral mRNAs.
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Résultats : partie 2

1 Caractérisation de la fonction de la tige boucle SL1

1.1 La tige boucle SL1 module I'efficacité de traduction
La région 5'UTR de I'ARN génomique du SARS-CoV-2 posséde de nombreuses
régions structurées qui forment 5 tiges-boucles (SL1 a SL5) (Figure 1A). Les trois
premiéres sont communes a l'ensemble des 9 ARNm sous-génomiques produits
pendant l'infection. Dans le but de déterminer I'impact de ces structures secondaires
sur la traduction des ARN viraux du SARS-CoV-2, nous avons réalisé plusieurs
mutants de délétion (Figure 1 A) que nous avons clonés en amont d'un géne
rapporteur codant pour la Renilla (Figure 1B). Tous nos mutants possedent un codon
AUG dans le méme contexte Kozak afin que ce paramétre ne rentre pas en compte
dans nos observations. Nous avons généré 11 ARNm contenant des délétions dans
chacune des 5 tiges-boucles qui ont été transcrits in vitro puis traduits dans le lysat de
réticulocytes de lapin (RRL). L'efficacité de traduction est déterminée en mesurant
I'activité enzymatique de la Renilla luciférase. Les résultats sont présentés dans la
figure 1C et on s'apercoit que la plupart des ARNm sont bien traduits si on compare
avec I'ARNm contenant la 5’UTR de la B-globine qui est utilisée comme contrdle
interne. De facon intéressante, la délétion de la séquence leader (ALead) ou
seulement de la tige-boucle SL1(ASL1) entraine une baisse de l'efficacité de
traduction par rapport a la séquence sauvage (5'UTR-SARS-CoV-2) de l'ordre de 50
% et 20 % respectivement. Les délétions individuelles des SL2 a SL5 de la région
5’UTR ne provoquent pas de diminution significative de I'expression dans notre
systeme. Afin de s'assurer que l'effet observé ne résulte pas du changement de
longueur de la 5’UTR due a la délétion de SL1, celle-ci a été remplacée par quatre
différentes séquences aléatoires de longueur similaire a SL1 (25 nucléotides) dans
une nouvelle série d'ARNm qui ont été traduits dans les mémes conditions que ci-
dessus (Figure 1D). On observe, par rapport au contréle 5'UTR SARS-CoV-2, une
diminution comparable a celle observée précédemment. Notons toutefois des

différences entre les séquences aléatoires utilisées ce qui reflete probablement des
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niveaux de structure différents. Nous avons ensuite électroporé des cellules HEK293T
avec les ARNm contréles et mutants, apres 3 heures les cellules ont été récoltées,
lysées et l'activité de la luciférase a été évaluée. De fagon paralléle, afin de normaliser
les résultats le niveau d’expression de chaque ARN rapporteur a été déterminé par
RT-qPCR; les résultats sont présentés dans les Figure 1E et F et confirment les
données obtenues en lysat de réticulocytes qui montrent que la délétion de la tige-
boucle SL1 entraine une baisse d'expression et que le remplacement de cette

séquence par un segment de méme longueur ne rétablit pas I'activité traductionnelle.

Nous avons ensuite regardé si des régions spécifiques de la tige-boucle SL1 étaient
impliquées dans l'effet observé. Pour ce faire, deux mutants tronqués de SL1 ont été
générés : le premier possede la partie basse de la tige-boucle (mutant shortening SL1
#1) et le second, sa partie haute (mutant shortening SL1 #2). Aprés transcription et
purification, ces 2 ARNm ont été électroporés dans des cellules HEK293T. Les
résultats (Figure 1G) montrent que la délétion partielle de la tige-boucle SL1, qu’elle
concerne la partie haute ou la partie basse, impacte I'efficacité de traduction de ces

ARNm ce qui confirme l'importance de celle-ci dans ce mécanisme.

1.2 Plusieurs éléments de la tige-boucle SL1 sont impliqués dans
I’efficacité traductionnelle médiée par la 5’UTR du SARS-CoV-2

Nous avons ensuite voulu identifier les sous-domaines de cette structure qui étaient
impliqués dans sa fonction. SL1 est composée de deux tiges de 5 paires de bases,
d’un bulge formé par 3 nt et d’'une boucle de 4 nt (Figure 2 A). Nous avons réalisé au
total plus de 100 mutants différents, mais nous ne décrirons que les mutants qui ont
montré des différences significatives. Nous avons remplacé la boucle par 4 nt
complémentaires (mutant mLoop #1), muté la région des bulges, soit en les
supprimant (mutant mBulge #1), soit en créant un appariement complémentaire des
nucléotides impliqués (mutant mBulges #2) (Figure 2A). Toutes ces modifications ont
été créées, dans le contexte de la 5’UTR de '’'ARNg du SARS-CoV-2 qui dirige la
synthése de la protéine Renilla. Aprés transcription, ces 3 ARNm ont été traduits dans
le RRL et comparés au contréle 5’UTR sauvage de 'ARNg du SARS-CoV-2 (Figure
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2A). Nous pouvons remarquer que les trois différentes mutations de la boucle et du
bulge de la structure SL1 diminuent I'efficacité de traduction de la Renilla indiquant
que ces deux éléments de la tige-boucle SL1 sont importants.

Nous avons poursuivi nos investigations en remplacant la partie supérieure de la tige-
boucle SL1 par sa séquence complémentaire, créant ainsi le mutant dénommé SI1-
FlipA et remplacé la totalité de la tige-boucle SL1 par sa séquence complémentaire,
pour générer le mutant SI1-FlipA-B (Figure 2B). Afin de mieux comprendre I'éventuelle
action synergique des différentes parties de la tige-boucle SL1 et en cohérence avec
nos observations précédentes, nous avons aussi construit un mutant combinant
inversion de la tige et la modification de la boucle déja caractérisée a la figure 2A
(SL1_FlipA-B_mLoop). Ces trois ARNm ont été synthétisés in vitro, traduits en RRL et
les résultats sont présentés dans la figure 2B. On observe que l'inversion de la partie
haute de la tige-boucle (mutant SL1-FlipA) est suffisante pour affecter la traduction de
ce transcrit. De maniére intéressante, nous pouvons observer que les mutations
simultanées de la tige et de la boucle se potentialisent, atteignant ainsi une diminution
de lefficacité de traduction de I'ordre de 40% par rapport a 'ARNm non muté. Cela
confirme une nouvelle fois le réle essentiel de la tige-boucle SL1 et en particulier sa
partie apicale.

La position 15 de la SL1 a été précédemment identifiée comme une région importante
dans I'’échappement des ARN viraux a I’effet inhibiteur de la protéine Nsp1(Bujanic et
al. 2022). Nous avons introduit une mutation de sauvetage (Figure 2C) qui restaure le
G15 en C15 sur le mutant SL1_FlipA-B_mLoop (SL1_FlipA-B_mLoop_C15). La
traduction de ces constructions en RRL montre une augmentation de l'expression avec
la mutation de sauvetage G15C a la fois en lysat de réticulocytes et en cellules
HEK293T (Figure 2C).

Nous avons ensuite substitué la séquence de la boucle inversée AGGG par la boucle
sauvage UCCC ce qui crée un nouveau mutant (SL1-FlipA-B_C15). La correction de
la position 15 combinée au remplacement de la boucle AGGG par la boucle sauvage
UCCC permet de restaurer intégralement le niveau de traduction au niveau du contrdle

positif (Figure 2D).

129



Cela confirme que la position C15 dans la tige-boucle SL1, ainsi que la composition
en nucléotides de la boucle, sont importantes pour maintenir I'expression observée
avec la 5’'UTR de ’'ARN génomique du SARS-CoV-2.

Nous avons ensuite étudié le réle des séquences ARN qui jouxtent la tige-boucle SL1
en mutant les 6 nucléotides situés immédiatement en aval (mutant
mSeqgDownstream_SL1) et en amont (mutant mSeqUpstream_SL1) et en veillant a ne
pas introduire de codons d'initiation (Figure 3A). Ces ARN ont été transcrits in vitro,
traduits en RRL (Figure 3B), et en cellules HEK293T (Figure 3C). Les résultats
montrent que les mutations, tant en amont qu’en aval, entrainent une baisse de
I'expression in vitro et ex-vivo avec un effet plus prononcé dans les cellules. |l est
important de noter que pour écarter l'impact potentiel de la stabilité des ARNm dans
les cellules électroporées, les transcrits ont été quantifiés par RT-qPCR et les résultats
sont donc normalisés par rapport aux quantités d'ARNm mesurées.

Nous pouvons donc conclure de ces expériences que l'intégralité de la séquence de
SL1, ainsi que le contexte qui jouxte la tige boucle en amont et en aval sont requis

pour assurer une traduction efficace.

1.3 Effet de la protéine Nsp1 sur la traduction des ARNm du SARS-
CoV-2: effet de la tige boucle SL1

Lors de l'infection, I'expression de la protéine Nsp1 réprime fortement la synthése des
protéines cellulaires par plusieurs mécanismes que nous avons décrits au chapitre lll
de l'introduction. L'un d'eux est la répression traductionnelle, répression qui ne semble
pas, ou peu, affecter la synthése des protéines virales. Cependant le mécanisme
moléculaire qui permet I'échappement des ARNm viraux a l'inhibition n'est pas élucidé
bien qu'il ait été montré que la structure et la composition nucléotidique de la 5'UTR
du SARS-CoV-2 soit importante, notamment au niveau de la tige-boucle SL1 (Bujanic
et al. 2022).

De fait, nous avons exploité le potentiel du systéme de traduction in vitro pour mesurer

les effets de Nsp1 sur la traduction virale.
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Pour ce faire, nous avons utilisé les constructions décrites dans le chapitre précédent
(Résultats 1, Condé et Al) qui codent pour la luciférase sous le contrdle des séquences
des 5'UTR des 8 ARN sous-génomiques du SARS-CoV-2 (N, ORF7a-8, ORF 7b,
ORF6, M, E, ORF 3a, S ) et de I'ARN génomique (5'UTR SARS-CoV-2). Le géne
codant pour la protéine Nsp1 WT et le mutant KH ont été clonés dans un vecteur
d'expression procaryote (pET28a) leur conférant une étiquette histidine. Le mutant KH
décrit dans la littérature est fonctionnellement inactif (Bujanic et al. 2022). Des
bactéries BL21 ont été transformées avec le plasmide pET28-Nsp1 WT et mutant puis
induites avec 'IPTG pendant 3 heures avant lyse et purification sur colonne de cobalt.
Les protéines sauvages et mutées ont été resuspendues dans un tampon (25 mM Tris-
ClpH 7.5, 50 mM NacCl, 0.1mM MgClz, 25% glycérol) et leur concentration déterminée
par mesure de l'absorbance (A260) au Nanodrop ; leur intégrité et leur taille
moléculaire a été vérifiée sur gel SDS-PAGE.

Une quantité équivalente (0,1 pg) de la protéine sauvage ou mutée a été ajoutée au
lysat de réticulocytes en présence de chacun des ARNm du SARS-CoV-2. Apres 40
minutes d'incubation, I'expression des transcrits viraux a été déterminée en mesurant
I'activité luciférase. Pour évaluer l'impact de la protéine Nsp1 sur I'expression des
différents rapporteurs, nous avons calculé le rapport d'expression des ARNm en
présence de la protéine Nsp1 sauvage comparé a leur expression en présence de la
version mutée inactive de Nsp1 (mutant KH) en fixant arbitrairement a 1 le rapport
obtenu avec la 5’UTR de '’ARNg.

Les résultats de la figure 4A montrent que la traduction de tous les ARNm
subgénomiques, a l'exception de M et 7b, est inhibée par I'ajout de la protéine Nsp1
avec une intensité variable. Les ARN subgénomiques dont la traduction est
dépendante des 5’UTR de 'ORF E et de 'ORF 3a sont les plus affectés avec une
diminution significative de leur activité de I'ordre de 30 % a 40% par rapport au contréle
(5'UTR SARS-CoV-2). Néanmoins, ils restent significativement au-dessus de l'activité
de I'ARNm de la globine qui est, comme prévu, tres fortement impactée par I'ajout de
Nsp1. On retrouve une situation intermédiaire avec les constructions contenant la
5'UTR des ORF S, ORF8 et N.

Nos résultats sont en accord avec I'hypothése que la tige boucle SL1, qui est présente

sur chacun des transcrits viraux, permet de résister a I'effet inhibiteur de Nsp1 qui est
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beaucoup moins prononcé que sur I'ARNm globine. En revanche, il existe une grande
variabilité d'effet parmi les transcrits viraux ce qui indique que la présence de SL1 n'est
pas le seul élément déterminant.

Nous avons ensuite voulu savoir si les autres tiges-boucles, notamment SL2, SL3, SL4
et SL5 pouvaient, elles aussi, contrer l'effet inhibiteur de Nsp1. Pour ce faire, des
délétions de chacune des 5 SL ont été effectuées au sein de la 5'UTR ainsi que les
délétions des sous-domaines de SL4 (SL4A et SL4B) et SL5 (5A, 5B et 5C) qui sont
les segments les plus longs et les plus structurés. Chacun de ces 10 ARNm mutants
a été traduit dans le lysat de réticulocytes en présence de la protéine recombinante
sauvage ou mutée et les résultats sont normalisés par le rapport de I'activité obtenue
comme décrit ci-dessus. On observe sur la Figure 4B que seules les délétions de SL1
(ALeader et ASL1) ont un effet important (50 % d'inhibition) sur [l'activité
traductionnelle. On note également que cette diminution reste moins importante que
celle observée avec I'ARNm globine comme c'était le cas précédemment. Les
délétions de tout, ou partie, des SL 2, 3, 4 et 5 n'ont pas, ou peu, de conséquences
significatives sur I'activité traductionnelle.

Nos résultats, présentés dans les figures 1 a 4, confirment que tige-boucle SL1 est
essentielle pour que les ARN du SARS-CoV-2 contournent l'inhibition traductionnelle
induite par la protéine Nsp1. lls révélent également la contribution de cette structure a
I'efficacité de traduction de la région 5'UTR de I'ARN génomique du SARS-CoV-2, et
ce, méme en l'absence de Nspi1. De plus, nos observations suggérent que la tige-
boucle SL1 n'est pas le seul élément qui contribue a I'échappement des ARN viraux

face a l'inhibition de la traduction induite par Nsp1.

2 Des uORF régulent I'expression des ARN viraux

Une des particularités du SARS-CoV-2 réside dans le fait que pour chacun de ses
ARN, aussi bien génomiques que sous-génomiques, la séquence leader est ajoutée a
une distance variable du codon AUG initiateur ce qui rend unique chacun des transcrits
viraux. Le leader commun de 75 nucléotides contient un codon CUG a la position 59
et des études récentes de ribosome profiling in vivo ont montré que ce codon pourrait

servir de site d'initiation pour les ribosomes (Kim et al. 2021). Selon I'ARN
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subgénomique considéré, ce codon non canonique peut étre en phase ou hors phase
avec le codon d’initiation principal créant ainsi potentiellement une uORF différente
dans chaque configuration. Celle-ci pourrait étre totalement comprise dans la région
5’'UTR (ORF1ab et ORF6), chevauchante (ORF7a/8) ou encore en phase (ORF S).

2.1 Impact sur la traduction de I'ARN génomique (ORF 1a/b)

Nous avons cloné la région 5’UTR de I'ORF 1a/b dans laquelle le codon CUG-59 est
en phase avec I'UORF débutant a la position 107. Dans ce contexte, le codon CUG-
59 peut démarrer une courte phase de lecture qui s'achéve avec le codon (stop) a la
position 134 (Figure 5A). Nous avons construit différents mutants avec une sélection
de mutations qui changent le codon CUG-59 en codon AUG, d'autres qui modifient
son contexte nucléotidique ou qui suppriment les codons stop en aval pour mettre en
phase les codons CUG-59 et AUG-107 avec le cadre de lecture de la Renilla. Afin de
visualiser tous les produits de traduction en fonction des sites d'initiation utilisés, nous
avons réalisé ces expériences en présence de méthionine radiomarquée au S3° puis
séparé les produits de traduction sur gel de polyacrylamide révélé par
autoradiographie.

L’expression de ’ARN contenant la 5’UTR WT du SARS-CoV-2 montre une seule
bande correspondant a la synthése de Renilla (Figure 5B piste 1). Lorsque les 3
codons stop aux positions 134, 137, 252 sont supprimés (Figure 5 B, piste 2), on voit
apparaitre une protéine additionnelle qui résulte de l'initiation au codon AUG-107. Ceci
est confirmé par la mutation de ce triplet en codon CCG (piste 8). L'initiation sur le
codon CUG-59 n’est pas détectable bien qu'il soit aussi en phase avec la Renilla
(pistes 2 et 5). En revanche, lorsque celui-ci est remplacé par un codon AUG, il est
alors reconnu par le complexe ribosomal (pistes 7 et 8). Cependant, de maniere
surprenante, la mutation du codon CUG-59 en CCG ou la modification de son contexte
nucléotidique produit un modeste, mais reproductible, impact sur la traduction de la
Renilla (comparer les pistes 3 et 4 avec la piste 1). Ces résultats suggerent que le
codon CUG a la position 59, bien qu'il ne soit pas en mesure de servir de codon
d'initiation, semble avoir un effet régulateur indirect sur I'efficacité de traduction de
I'ORF principale (AUG-266). De maniére intéressante, nous constatons que la mise

en phase induit systématiquement une baisse d’expression de 'ORF principale (pistes
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2, 5, 7 et 8) alors que la simple mutation du codon AUG-107 en triplet CCG stimulait
I’expression de la Renilla (Figure 7B de Condé et al 2022). Ces résultats confirment le

rble régulateur de cet UORF dans I'expression de 'ORF principale.

Enfin, les événements d'initiation sur les codons AUG-59 et AUG-107 (pistes 2, 5, 7,
8) confirment aussi que la 5’UTR de '’ARN génomique du SARS-CoV-2 est balayée
de maniére linéaire par les ribosomes qui peuvent reconnaitre un site d'initiation fort
en amont. C'est en accord avec nos résultats précédents montrant un mécanisme
coiffe-dépendant et cela s'oppose aux résultats de nos collegues qui suggerent la
présence d'une séquence IRES au sein de I'ARNg du SARS-CoV-2 (Slobodin et al.
2022).

2.2 Impact sur I'ORF 7a et 8

Nous avons ensuite examiné le réle du codon CUG-59 dans le contexte des régions
5’'UTR des ARN sous-génomiques des ORF 7a et 8 qui sont similaires et se résument
a la séquence leader. Dans cette configuration, le codon CUG a la position 59 ne se
trouve pas en phase avec le codon AUG principal a la position 76. Dans un premier
temps, nous avons muté le triplet CUG-59 en codon CCG. Cet ARNm exprime la
Renilla a un niveau proche de ’'ARN WT (Figure 6b piste 1 vs 5). Nous avons ensuite
muté le triplet CUG-59 en codon AUG afin d’étre sir qu’il peut étre reconnu par le
complexe traductionnel. Comme nous pouvons le voir a la Figure 6B piste 2, cette
mutation inhibe fortement la synthése de la protéine principale initiée au codon AUG-
76 ce qui suggere que le codon AUG-59 est pris comme site d'initiation. Pour confirmer
cela, nous avons construit un nouvel ARN rapporteur dans lequel le codon AUG-59
est dans le méme cadre de lecture que le codon AUG-76. Pour ce faire, nous avons
introduit un décalage de phase en ajoutant 2 nt (+2), ou en retirant 1 nt (-1) en amont
du codon AUG-76. Les pistes 3 et 4 de la figure 6B montrent que la synthése de la
protéine s’effectue majoritairement a partir du codon localisé a la position 59.

Nous avons ensuite inséré une séquence de 30 nt entre la position 59 et le codon
d’initiation 76 pour mieux détecter les produits de synthése. Cela permet de visualiser
de maniere trés claire que la mutation CUG en AUG a la position 59 entraine une trés

forte baisse de l'initiation a 'AUG-76 (Figure 6C, piste 2) et que la mise en phase de
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ce codon permet de produire une protéine avec une extension N-terminale qui
correspond a l'initiation des ribosomes au niveau du codon AUG-59 (Figure 6C, piste
3et4).

Enfin, nous avons changé le contexte du codon CUG-59 pour un bon contexte
nucléotidique (acc-CUG-guc) (figure 6D, piste 2) ou pour un mauvais contexte
nucléotidique (uuu-CUG-cuc) (figure 6D, piste 3). En comparant la traduction de ces
deux rapporteurs au contréle (figure 6D, piste 1), nous constatons qu'un bon contexte
Kozak entraine une lIégére baisse de linitiation a TAUG-76.

En conclusion, I'ensemble des expériences de la figure 6 nous permet de conclure que
le codon CUG-59 semble étre peu utilisé pour initier la traduction dans son contexte

normal.

2.3 Impact sur I'ORF 6

Nous avons également étudié le réle du codon CUG-59 dans le contexte de la région
5’'UTR de I'ORF 6. Cette région qui est relativement complexe, représente, apres celle
de ’ARN génomique, la plus longue des 5’UTR du SARS-CoV-2. Elle contient la fin de
la région codante de 'ORF M qui la précede dans le génome viral (Figure 7A) et le
codon CUG-59 crée potentiellement une uORF longue de162 nt.

Lorsque nous avons mis en phase le codon CUG-59 avec la Renilla, nous n'avons pas
observé d'extension N-terminale de la protéine ce qui indique que le codon CUG n'est
pas reconnu par le ribosome (Figure 7B, ligne 2). De méme, la mutation du triplet CUG
en CCG (lignes 3 et 4) ou les mutations qui changent son contexte nucléotidique en
un bon, ou mauvais, contexte Kozak (lignes 7 et 8) ne changent pas vraiment le profil
de traduction ce qui confirme que le codon CUG n'est pas reconnu par la machinerie
traductionnelle dans le contexte de I'ORF 6.

En revanche, la substitution du triplet CUG-59 en un codon AUG a la méme position
inhibe de maniéere drastique la traduction de la Renilla sur 'AUG-231 (Renilla) (ligne 5

et 6) confirmant que le ribosome balaye la 5’UTR.

2.4 Impact sur I'ORF S

Enfin, nous avons évalué l'impact du codon CUG-59 sur linitiation de la traduction

dans le contexte de I'ARN sous-génomique codant pour la protéine Spike. Dans la
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5'UTR de cet ARN, le codon CUG-59 est dans le méme cadre de lecture que I'AUG
principal (AUG-77) (figure 8A).

La traduction dans le lysat de réticulocytes d’'un ARNm ou le géne rapporteur est sous
le contrble de la 5’UTR de Spike semble indiquer la présence d'une bande de faible
intensité juste au-dessus du produit principal (Figure 8B, piste 1) qui semble disparaitre
lorsque le contexte du CUG-59 est muté (piste 3) ou remplacé par un codon CAG
(piste 2). Conformément avec les 5’UTR des autres ORFs (ORF 1a/b, ORF 6, ORF7a-
8, FIG 5, 6 et 7), la substitution du codon CUG-59 par un codon AUG (piste 5) induit
un léger décalage vers le haut de la Renilla confirmant un changement du site
d'initiation au profit de ce dernier. De maniere intéressante, la délétion de I'AUG
principal (piste 4) révele clairement la présence d'une bande qui résulte d’une 'initiation
au triplet CUG-59 et qui s'accompagne de produits de traduction plus courts
correspondant a des événements d'’initiation en aval de la position normale du codon
AUG-77.

Afin de mieux visualiser les protéines produites a partir des codons CUG-59 et AUG-
77, nous avons inséré une séquence aléatoire de 30 nucléotides entre ces deux
positions et nous avons introduit différentes mutations qui améliorent (note Good sur
la Figure 8C) le contexte nucléotidique des codons CUG-59 ou AUG-77 ou qui
dégradent ce contexte (note Bad sur la Figure 8C). On note tout d'abord (Figure 8C
piste 2) que I'ajout de I'extension de 30 nucléotides permet de visualiser un produit de
traduction de taille plus importante ce qui confirme que le codon CUG-59 est reconnu
par le ribosome. De plus, les mutations qui améliorent le contexte du CUG-59
s'accompagnent d'une meilleure traduction sur ce dernier (pistes 3 a 5); au contraire,
lorsque le codon CUG-59 se trouve dans un contexte Kozak défavorable (piste 6, 7 et
8), on perd complétement l'initiation sur ce site.

Ces résultats indiquent que le codon CUG-59 de la 5’UTR de ’ARNsg codant pour la
protéine spike est reconnu par la machinerie traductionnelle comme un site d’initiation
ce qui implique que, dans le contexte de l'infection virale, la protéine Spike posséde
tres probablement une isoforme qui comprend cette extension N-terminale et qui
pourrait avoir un réle dans le cycle viral.

L'ensemble des résultats présentés aux figures 5, 6, 7 et 8 montre que le codon CUG-

59 peut étre utilisé comme codon initiateur lorsqu'il se trouve dans le contexte de I'ORF
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codant pour Spike. Pour tous les ARNm testés, la position 59 est bien reconnue
comme un site initiateur fort si le codon CUG est muté en codon AUG ce qui indique
clairement que les ribosomes balayent cette région et peuvent reconnaitre un site

initiateur potentiel.
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Figure 1: La tige-boucle SL1 est importante pour I’efficacité de traduction

(A) Schéma du protocole expérimental d'expression des ARN rapporteurs codant pour la Renilla
luciférase en lysat de réticulocytes (RRL) et en cellules HEK293T. (B) Modélisation de la région 5’UTR
du SARS-CoV-2 adaptée de Miao et al. 2021. Le schéma représente les différentes structures tige-
boucle (SL1 a SL5) de la région 5’UTR du SARS-CoV-2. Les codons AUG de I'UORF et de I'ORF
principale sont indiqués en rouge. Le TRS-L est indiqué en vert. Les mutations de délétion utilisées
dans cette étude sont indiquées sur le schéma. (C) Les ARN mutants schématisés en (B) ont été traduits
en lysat de réticulocytes pendant 30 minutes. Le niveau d'expression de chacun d'entre eux a ensuite
été mesuré par un essai luciférase. (D) Des ARN rapporteurs, pour lesquels la tige-boucle SL1 a été
remplacée par des séquences aléatoires, ont été traduits en lysat de réticulocytes, et leur niveau
d'expression a été mesuré en suivant l'activité de la luciférase. (E, F) Les ARN mutants utilisés
respectivement en (B et D), ont été électroporés dans des cellules HEK293T. Aprés 3 heures
d’incubation, les cellules ont été lysées et I'efficacité de traduction des différents rapporteurs a été
quantifiée par mesure de l'activité de la luciférase.(G) Des ARN rapporteurs pour lesquels la tige-boucle
SL1 a été partiellement délétée ont été électroporés dans des cellules HEK293T. Leur efficacité de
traduction a été mesurée aprés 3h d’incubation. L’ensemble des ARN utilisés possédent une coiffe en
5’ et une queue poly(A) a leur extrémité 3. Tous les résultats sont normalisés par rapport a I'efficacité
de traduction médiée par la région 5’'UTR sauvage du SARS-CoV-2. Les valeurs représentent la
moyenne (+/-SD) d'au minimum trois expériences indépendantes. Test statistique : t-test bilatéral.
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FIGURE 2
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Figure 2: La partie apicale de la tige boucle SL1 est nécessaire pour maintenir une haute
efficacité de traduction

(A, B) Les ARN rapporteurs représentes avec les mutations spécifiées au sein de la tige-boucle SL1
ont été traduits en lysat de réticulocytes (RRL). L'activité luciférase a été mesurée aprés 30 minutes
d'incubation. (C) Les ARN rapporteurs représentes avec les mutations indiquées de la tige-boucle SL1
ont été traduits en lysat de réticulocytes ou électroporés dans des cellules HEK293T. L'efficacité de la
traduction a été évaluée par un test de luciférase aprés, respectivement, 30 minutes et 90 minutes
d'incubation. (D) Les ARN rapporteurs représentes avec les mutations dans la tige-boucle SL1 ont été
traduits en lysat de réticulocytes, et I'activité luciférase a été mesurée aprés 30 minutes de traduction.
Tous les ARN rapporteurs codent pour la Renilla luciférase et possédent une coiffe en 5’ et d'une queue
poly(A) en 3. Les résultats ont été normalisés par rapport a I'efficacité de traduction obtenue avec un
ARN rapporteur sous le contréle de la région 5’UTR sauvage du SARS-CoV-2. Lorsqu’une mutation
compensatrice a été introduite, <ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>