médecine/sciences 2023 ; 39 : 297-300

m's

médecine/sciences

"CJ—

Chroniques

génomiques

Naissance d’un gene

Bertrand Jordan

Le séquencage intégral du génome de nombreuses
especes, et la disponibilité de données d’expression
pour la plupart d’entre elles, permettent aujourd’hui de
réexaminer le contenu et les éventuelles fonctions de
cet ADN « non codant », autre-
fois appelé Junk DNA ou « ADN
poubelle », qui constitue environ
98 % de notre génome [1] (=»).

Un article récemment paru [2] va plus loin, en mon-

(=) Voir la Chronique
génomique de B. Jordan,
m/s n° 6-T, juin-juillet
2020, page 675

trant I’émergence dans ces régions, de génes fonc-
tionnels, parfois apparus tout récemment en termes
évolutifs. C’est un élément important pour la compré-
hension de notre patrimoine génétique, qui s’avere plus
complexe qu’il n’y parait a premiére vue.

Des ORF « non canoniques », mais transcrits
et traduits

La recherche de génes au sein de la séquence d’un
génome s’est tout d’abord focalisée sur les cadres
de lecture (ORF, pour open rading frames) dits
« canoniques », répondant a des critéres assez
rigoureux : présence du codon d’initiation ATG,
cadre de lecture ouvert sur au moins 100 (parfois
150) codons (soit 300 a 450 nucléotides) avant un
signal de terminaison TAG, plus, éventuellement, des
indications de conservation a travers les espéces
ou des traces de sélection, comme une proportion
élevée de mutations silencieuses (ne modifiant
pas la séquence protéique). Grdce a la séquence
du génome humain et aux études systématiques
qu’elle a permise — notamment le projet ENCODE
[3] —, on a rapidement constaté que la transcrip-
tion en ARN ne se limitait pas aux ORF canoniques
et qu'elle concernait une grande partie du génome,
bien au-dela des 2 % correspondant aux génes tels
que définis jusque-la. Une partie des transcrits mis
en évidence correspond a de tous petits ORF codant
potentiellement pour de petites protéines longues de
quelques dizaines d’acides aminés, parfois trouvés a
I’intérieur de longs ARN non codants (LncRNA, pour
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long non-coding RNAs) ; leur codon d’initiation de
la traduction est assez fréquemment GTG, contrai-
rement aux ORF canoniques. Dans quelques cas, des
petites protéines ont pu étre identifiées comme,
par exemple, la myoréguline (46 acides aminés) qui
intervient dans la régulation du muscle squelettique
[4], montrant ainsi que certaines de ces « micro-
protéines » jouent un role biologique. Une recherche
systématique a récemment été menée sur ’ensemble
du génome humain [5]. Briévement, les auteurs ont
procédé en sélectionnant les micro-0RF traduits par
profilage de ribosomes! et en repérant ceux qui sont
fonctionnels, par des expé-
riences d’inactivation grdce au
systeme CRISPR et a la mesure
de fitness comme récemment
décrit [6] (=).

Prés de 500 petits ORF non canoniques, transcrits
et traduits en protéines fonctionnelles ont ainsi été
repérés. Les microprotéines résultantes ont fait I"objet
d’études supplémentaires : liaison avec d’autres molé-
cules (protéines ou acides nucléiques), localisation
cellulaire, présentation par les lymphocytes T de pep-
tides dérivés, etc. On a ainsi la preuve qu’au moins
une partie de ces micro-ORF donnent naissance a de
petites protéines qui jouent un rdle dans le fonctionne-
ment cellulaire. Uarticle analysé ici [2] s’intéresse @ la
maniére dont ces micro-ORF fonctionnels apparaissent

(=») Voir la Chronique
génomique de B. Jordan,
m/s n° 10, octobre 2022,
page 839

au cours de I’évolution.

! Technique permettant de récupérer les fragments protéiques protégés de la
dégradation par les ribosomes, donc tout récemment traduits.
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Figure 1. Schéma de I’apparition de microprotéines au cours de l’évolution
des primates. Pour I’'ORF A (en vert), la séquence est transcrite dans les cing
especes, mais le cadre de lecture ouvert n’apparait que chez le chimpanzé en
raison d’une terminaison prématurée chez les quatre autres espeéces; pour
I"ORF B (en jaune) la séquence est potentiellement codante dans quatre
espéces (pas d’orthologue chez le gibbon), mais transcrite uniquement chez
I’lhomme. La ligne ondulée au-dessus des séquences (qui en réalité couvrent
plusieurs dizaines de nucléotides) figure la transcription (extrait partiel et

modifié de la figure 1 de [2]). App. Microprot. : apparition de microprotéines.

Les micro-ORF a travers ’arbre des vertébrés

Ce dernier travail est le fruit d’une collaboration entre une équipe
grecque et une équipe irlandaise, avec comme objectif, la recherche,
dans la lignée humaine, de petites protéines apparues a partir de
séquences précédemment identifiées comme non codantes. Il s’appuie
tres fortement sur le catalogue de micro-ORF fonctionnels établi
précédemment [5], et sur les données de séquence et d’expression
aujourd’hui disponibles pour de nombreuses espeéces : les auteurs
ont exploré I’ensemble des vertébrés en considérant cent especes,
de I’lhomme & la lamproie (le plus ancien vertébré, remontant a envi-
ron 400 millions d’années), en passant par le chinchilla, I’éléphant,
I'alligator et le fugu (ou poisson-globe). A partir d’un micro-ORF
fonctionnel chez ’homme (transcrit, traduit et nécessaire a la crois-
sance optimale des cellules), ils ont recherché des orthologues® de
cette séquence dans le génome d’especes de plus en plus éloignées ;
la Figure 1 présente schématiquement deux cas possibles. Cette figure
se limite aux primates les plus proches de nous, mais en réalité la
recherche a porté sur un large ensemble de vertébrés dont la Figure 2
présente une partie.

Les auteurs ont défini un jeu de 715 ORF fonctionnels chez I’lhomme
(transcrits et traduits) d’aprés les données de Chen et al [5], en
se restreignant aux séquences ne présentant pas de recouvrement
avec des ORF canoniques et dont la transcription chez "lhomme a été

? Présentant une homologie de séquence et situés dans un emplacement équivalent sur le génome, donc
probablement issus d’un ancétre commun.
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confirmée de maniere indépendante [7]. Aprés analyse
de leurs orthologues (éventuels) dans les 99 autres
espeéces, 155 d’entre eux s’avérent « nouveaux », c’est-
a-dire apparus (en tant que micro-ORF transcrits et
traduits) au cours de I’évolution des vertébrés, pour
la plupart bien avant I'apparition des primates. €n
fait, si les données de transcription sont disponibles
pour toutes les espéces indiquées, I"étude fine de la
traduction n’a vraiment été menée que chez ’homme
[5]. Il n’est donc pas certain que tous les micro-
ORF apparemment fonctionnels soient effectivement
exprimés en protéines : leur date d’apparition peut
donc étre plus récente. Quoi qu’il en soit, les résultats
indiquent que dix-neuf de ces nouvelles microprotéines
sont apparues chez les primates, et deux dans I’espece
humaine, aprés la divergence homme/chimpanzé il y a
prés de sept millions d’années.

A quoi servent les (nouvelles) microprotéines ?

Le fait qu’une séquence soit transcrite et traduite ne
prouve pas nécessairement qu’elle joue un réle dans le
fonctionnement de I’organisme, il pourrait s’agir d’une
sorte de bruit de fond sans importance biologique. Mais
avec le perfectionnement de méthodes dérivées du sys-
teme CRISPR/CasY, on dispose de techniques permet-
tant d’inactiver de maniére ciblée une série de genes
et de tester I'impact de chaque inactivation sur la
viabilité au niveau cellulaire®. Cela a été testé sur deux
lignées cellulaires, K562 (une lignée cellulaire tumo-
rale), et des cellules souches pluripotentes induites
(iPSC, pour induced pluripotent stem cells). Pour 44 des
155 microprotéines de novo révélées par cette étude,
I"inactivation de I’ORF a un effet significatif sur la via-
bilité des cellules correspondantes. Cela ne signifie pas
que les 111 autres soient inutiles, car leur inactivation
aurait peut-étre un effet dans d’autres types cellu-
laires. Mais, en tous cas, ces 44 microprotéines sont
effectivement importantes pour le fonctionnement des
cellules.

Un exemple : I’ORF CATP00001771233.1, long de
108 nucléotides et codant une microprotéine de
36 acides aminés. Il s’agit la d’un de ces « nouveaux
genes », transcrits et traduits chez I’lhomme ; on trouve
des orthologues de ce géne dans de nombreuses
especes, dont la plus distante est I’armadillo (ou
tatou), mais il n'est transcrit que chez I’homme et le
chimpanzé : son apparition en tant que gene fonction-
nel est donc récente du point de vue évolutif (Figure 2).
Chez I’homme, cet ORF débute par un codon ATG, le

3 Nous avons vu en détail un tel systéme dans une chronique récente [6].
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Figure 2. Une partie de I"arbre phylogénique des vertébrés explorés dans cette étude. || comporte en tout 100 espéces allant jusqu’a la lamproie, le

plus ancien des vertébrés. ’époque de la divergence entre especes (en millions d’années, mya) est indiquée a gauche (extrait partiel de la figure

supplémentaire S3 de [2]).

codon d’initiation classique, mais chez les autres pri-
mates on trouve un codon GTG qui peut jouer le méme
role. Il est significatif de constater qu’aucun des algo-
rithmes communément utilisés pour révéler la présence
de génes dans une séquence d’ADN ne le signale; en
comparaison avec les autres especes, cet ORF nest
pas plus conservé que les zones d’ADN avoisinantes, et
il ne présente pas non plus de signature de sélection®.
La séquence protéique qu’il code n’a pas d’homolo-
gie significative avec les protéines répertoriées dans
les protéomes de I’homme et de différents vertébrés.
Il n’est donc pas étonnant que ce gene n’ait pas été
détecté jusqu’ici ; pourtant, il est bel et bien transcrit,
sa traduction est révélée par le profilage de ribosomes
[5], et son inactivation inhibe la croissance dans les
deux systemes cellulaires testés (K562 et iPSC, voir
plus haut). €n recourant aux catalogues de séquences
transcrites, comme GTEx (Genotype-Tissue Expression
project)®, et a des données récemment publiées [7],
on constate que cet ORF est principalement exprimé
dans le tissu cardiaque, chez I’lhomme comme chez le
chimpanzé. Uexamen de résultats récents décrivant
le translatome (ensemble des protéines produites) du
tissu cardiaque humain confirme que la microprotéine
codée est bien produite dans les cardiomyocytes [8].
On ignore encore sa fonction précise, qui fait sirement
I’objet d’études intensives, mais cet exemple montre
comment un nouvel ORF fonctionnel peut étre apparu

* Une fréquence anormalement élevée de mutations silencieuses dans le géne
lorsqu’on compare différentes especes.

5 https://gtexportal.org/home/
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récemment et avoir acquis un patron d’expression hautement spéci-
fique. Ces recherches nous font bien assister a la naissance d’un géene...

Un nouveau domaine d’études

Ces travaux confirment ainsi 'existence de nombreux ORF non cano-
niques et jusqu’ici ignorés, mais bel et bien fonctionnels : au moins
dix-neuf nouvelles microprotéines fonctionnelles apparues au niveau
des primates, dont deux chez I’homme. Larticle de Vakirlis et al. [2]
montre aussi comment on peut suivre "apparition de ces séquences,
en tant que genes exprimés, a travers I’arbre évolutif des vertébrés,
soit sur plus de 400 millions d’années, et, en quelque sorte, assister
a leur apparition. Tout ceci n’est possible que grace a I’accumulation
des séquences génomiques de trés nombreux organismes : le Verte-
brate Genomes Project [9] se fixe comme objectif le séquengage de
tous les vertébrés (plus de 70000 !) d’ici dix ans. La constitution de
bases de données répertoriant les informations de transcription, et
parfois de traduction, pour de plus en plus d’espéces, apporte des
informations indispensables pour évaluer I'importance fonctionnelle
des cadres de lecture détectés. Notre perception des mécanismes de
I’évolution s’en trouve significativement modifiée. Les promoteurs du
programme Génome humain n’imaginaient sans doute pas, il y a trente
ans, que I’on irait aussi loin, et les détracteurs (qui furent nombreux)
de ce projet « sans intérét biologique » ont été superbement démen-
tis — d’ailleurs, cela fait longtemps qu’ils ont changé d’avis tant les
retombées du programme ont été évidentes deés les années 1990. ¢

SUMMARY

The birth of a gene

The availability of an extensive set of vertebrate genome sequences,
together with large-scale transcriptome studies, has allowed the
discovery of numerous non-canonical ORFs (usually quite short) with
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