médecine/sciences 2016 ; 32 : 849-60

m's

médecine/sciences

> L'explosion du nombre de techniques basées sur
le séquencage massif parallele est actuellement
en train de révolutionner I"étude des systémes
biologiques en permettant a I"expérimentateur
d’avoir une vision globale des processus se
déroulant a I’échelle moléculaire. Parmi ces
nouvelles approches, le profilage ribosomique est
un outil particulierement puissant pour I’étude de
la traduction @ un niveau de détail jamais égalé
auparavant. Cette technique permet notamment
de cartographier trés précisément la position des
ribosomes sur I’ensemble des ARN messagers en
cours de traduction dans la cellule a un moment
donné. Dans le cas d’une infection virale, i
est ainsi possible d’étudier les mécanismes
souvent trés complexes et encore mal compris
qui sont mis en place par les virus pour assurer
la production des protéines nécessaires a leur
multiplication. Cette synthése a pour but de
discuter la maniére dont le profilage ribosomique
peut nous permettre de mieux comprendre le
cycle de réplication virale, mais aussi de montrer
les biais liés a la technique a prendre en compte
lors de "analyse des résultats. <

Les virus sont des « parasites » intracellulaires obliga-
toires qui dépendent de la cellule infectée pour se mul-
tiplier. Cette dépendance se traduit a différents niveaux
au cours d’une infection virale et notamment lors de la
synthese des protéines du virus. €n effet, les virus sont
dépourvus de ribosomes qui sont essentiels pour la syn-
thése de protéines & partir des ARN messagers (ARNm).
La traduction est donc une étape critique du cycle de
réplication virale pendant laquelle la cellule est trompée
afin de traduire les ARNm viraux en dépit de certaines
différences structurelles qu’ils présentent avec les ARNm
cellulaires. €n effet, les contraintes évolutives, induites
par le volume limité des particules virales, ont conduit les
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sés de facon extrémement compacte

afin de contenir un maximum d’informations génétiques dans un espace
réduit [1]. Uexpression des geénes viraux se fait selon des mécanismes
complexes qui ne sont pas tous encore compris. La compréhension de ces
mécanismes ainsi que de ceux impliqués dans la subversion de la cellule
est particulierement importante pour la mise en place de thérapies anti-
virales plus ciblées et efficaces. Le profilage ribosomique, ou ribosome
profiling en anglais, est une technique innovante permettant de suivre a
la trace la position de ’'ensemble des ribosomes présents sur les ARNm a
un moment donné. Elle a récemment permis de faire des avancées consi-
dérables dans I’étude de la traduction au niveau cellulaire [2], notam-
ment au cours d’une infection virale [3]. Cette méthode s’inspire des
techniques d’empreintes, ou footprinting, ou I’acide nucléique, soumis a
une digestion enzymatique, est protégé localement par les protéines qui
lui sont associées. En comparant la séquence de départ a la séquence
digérée, il est ainsi possible de retrouver trés précisément la position
d’un complexe protéique sur n'importe quelle séquence nucléotidique. &n
couplant cette approche aux méthodes de séquengage a haut-débit de
nouvelle génération, on peut désormais étudier en détail la traduction
de I’ensemble des ARNm exprimés dans la cellule [4]. Dans cette syn-
theése, nous discuterons de la maniere dont le profilage ribosomique a
révolutionné I’étude de la traduction a I’échelle cellulaire et de la fagon
dont cette technique peut nous permettre de mieux comprendre le cycle
de réplication virale. Nous nous intéresserons également aux limitations
et aux biais liés a cette méthode qui doivent étre pris en compte afin
d’obtenir des résultats de qualité.
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Le profilage ribosomique dans I’étude
de la traduction cellulaire

La synthese des protéines est assurée par les .
(=) Voir la Nouvelle

de V. Marcel et al.,
m/s n° 1, janvier 2014,

ribosomes [43] (=P), des complexes macromolé-
culaires composés a la fois de protéines et d’ARN
ribosomaux (ARNr), capables de reconnaftre les Ppage2l

ARNm et de les traduire. Cette reconnaissance est

rendue possible grace a la présence de structures conservées telles
que la coiffe méthylée ("GpppN-, N'-méthylguanosine-triphosphate)
et la queue de poly-adénosines, ou poly(A), sur les ARNm cellulaires.
Le processus de traduction se divise en quatre étapes majeures que
sont Iinitiation, I’élongation, la terminaison et le recyclage des ribo-
somes et des facteurs de traduction (Figure 1A). La premiére étape,
I’initiation, consiste a recruter un ribosome fonctionnel sur le site
d’initiation de la traduction situé le plus souvent au niveau du pre-
mier codon AUG de I’extrémité 5’ de ’ARNm [5]. Pour cela, la petite
sous-unité du ribosome (40S), associée a un ARN de transfert (ARNt)
initiateur, et guidée par différents facteurs d’initiation (regroupés
sous le nom d’elF ou eukaryotic initiation factors), se fixe au niveau
de la coiffe pour former un complexe qui va balayer ’ARNm jusqu’a
atteindre un codon AUG (Figure 1B). Lorsqu’il I'atteint, le complexe
s’arréte et recrute la grosse sous-unité ribosomale (60S) formant ainsi
un ribosome (80S) prét a démarrer la synthése protéique [6]. Uétape
suivante, I’élongation, consiste en I"gjout successif d’acides aminés
dans la chafne polypeptidique en cours de synthése par le ribosome
(Figure 1C). Les acides aminés sont apportés un a un par des ARNt
portant chacun un acide aminé correspondant au codon en cours de
lecture par le ribosome. L’élongation va ainsi se poursuivre jusqu’a
ce que le ribosome atteigne un codon stop (UAG, UGA ou UAA). Lors
de I’étape de terminaison, le codon stop est reconnu par le facteur
de terminaison eRF1 (eukaryote release factor 1) qui, avec I'aide du
facteur eRF3, catalyse I’hydrolyse de la liaison entre le dernier acide
aminé incorporé et I’ARNt qui I'apporte [7] (Figure 1D). La protéine
nouvellement formée est ainsi libérée du ribosome qui est ensuite dis-
socié grdce a 'action conjointe des facteurs ABCEL (ATP binding cas-
sette €1) et eRF1 (Figure 1D). Les différents composants du ribosome
sont enfin recyclés pour permettre la traduction de nouveaux ARNm.
La plupart des ARNm peuvent étre traduits par plusieurs ribosomes
en méme temps, formant des structures appelées polysomes, ce qui
augmente la quantité de protéines pouvant étre produite a partir d’un
méme messager.

Chez les eucaryotes, différents mécanismes de controle de la traduc-
tion existent pour réguler la synthése protéique en fonction des stimu-
lus percus par la cellule, comme lors de la différenciation cellulaire ou
d’un stress [8]. Uexpression individuelle d’'un géne, ou de toute une
classe de genes, peut ainsi étre modulée afin de permettre a la cel-
lule de s’adapter a son environnement, en conditions physiologiques
comme pathologiques. Le profilage ribosomique est une technique
particulierement utile pour étudier les mécanismes de contrdle
traductionnel mis en place par la cellule pour s’adapter dans diffé-
rents contextes, y compris au cours d’une infection virale [3]. Cette
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approche permet, notamment, d’étudier les processus
moléculaires mis en jeu pour contrdler la synthese pro-
téique a un niveau de détail jamais égalé auparavant
en s’appuyant sur le séquengage a haut-débit des ARNm
en cours de traduction. 'avenement du séquencage
massif paralléle, ou next generation sequencing (NGS),
a en effet révolutionné de nombreux domaines de la
biologie en permettant aux expérimentateurs d’avoir
une vision globale des processus cellulaires faisant
intervenir des acides nucléiques [9]. Le principe de
ce type d’approche est de séquencer un grand nombre
de petits fragments nucléotidiques, généralement
plusieurs millions de fragments de quelques dizaines
a quelques centaines de nucléotides de long. Cette
technologie a été rapidement adoptée pour I'étude de
I'expression des génes a différents niveaux. &n effet, un
des avantages majeurs du NGS, comparé aux méthodes
préexistantes, comme les microarrays, est qu’il permet
la détection de I’ensemble des transcrits présents dans
un échantillon de maniére trés sensible et sans aucun
a priori. Ces dernieres années, la grande versatilité des
plates-formes de NGS et la baisse continue de leur colit
d’utilisation a favorisé le développement de nombreux
protocoles dédiés a I’étude des ARN dans différents
contextes. Parmi ces nouvelles approches, le profilage
ribosomique, qui permet donc de suivre trés précisé-
ment la traduction de "ensemble des ARNm cellulaires
a un instant donné, consiste a cartographier les sites
d’interaction de la sous-unité 80S des ribosomes sur les
ARNm en cours de traduction (Figure 2). Cela est rendu
possible par le fait que le ribosome protége I’ARNm
auquel il est lié sur une zone d’environ 30 nucléotides
(Figure 2B) [10]. De ce fait, les régions nues de I’ARNm
sont plus sensibles a la dégradation que celles qui sont
associées aux ribosomes, notamment lors d’un traite-
ment avec des nucléases. Le séquencage a haut-débit
des fragments obtenus apres digestion enzymatique
de polysomes permet ainsi de déterminer la position
exacte de chaque ribosome associé a un ARNm et pour
un ARNm donné, la quantité de ribosomes qui sont en
train de le traduire [4, 11].

D’un point de vue pratique, la premiere étape du profi-
lage ribosomique consiste a bloquer la progression de la
traduction dans la cellule grace I’ajout d’inhibiteurs de
la traduction ou par incubation a froid des échantillons
(Figure 24). Ces inhibiteurs agissent soit en bloquant
I"avancée des ribosomes sur les ARNm et en empéchant
I’élongation, comme c’est le cas de la cycloheximide
(Figure 1C), soit en ciblant I’initiation de la traduction
et en figeant les ribosomes sur le codon d’initiation,
comme c’est le cas de la lactimidomycine ou de I’har-
ringtonine [12] (Figure 1B). Lorsque I’élongation est
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Figure 1. Les différentes étapes de la traduction chez les eucaryotes. A. Vlision globale des étapes principales de la traduction coiffe-dépendante : ini-
tiation, élongation et terminaison. B. Au cours de Pinitiation, la petite sous-unité ribosomale (40S), associée au ARNt-initiateur méthionine et a elF2
(eukaryotic initiation factors2), est recrutée au niveau de la coiffe par une multitude de facteurs d’initiation. Parmi ceux-ci, elF4€ lie directement la
coiffe située a I"extrémité 5’ des ARNm cellulaires et interagit avec elF4G qui joue un rdle d’échafaudage en interagissant avec de multiples autres facteurs
comme elF3 (qui permet de faire le lien avec le ribosome 40S) et PABP (poly(4)-binding protein) qui lie la queue poly(A) située a extrémité 3’ de I’ARNm et
qui permet de circulariser PARNm. Une fois le ribosome recruté sur ’ARNm, il balaie la région 5’ non traduite dans le sens 5’ vers 3’ aidée par I'activité héli-
case d’elF4A qui permet de dérouler les éventuelles structures secondaires de ’ARN qui pourraient bloquer sa progression. Le balayage s’arréte lorsque le
ribosome 40S arrive au niveau d’un codon AUG situé dans un bon contexte nucléotidique (aussi appelé contexte de Kozak). Une fois placé sur le codon AUG,
les facteurs d’initiation sont reldchés et la grande sous-unité ribosomale (60S) est recrutée pour former un ribosome 80S. C. Lors de I’étape d’élongation,
un ARNt chargé entre dans le site A du ribosome. Le ribosome catalyse |a liaison peptidique entre 'acide aminé porté par PARNt du site A et le peptide situé
sur ’ARNt du site P. Une fois la liaison effectuée, le ribosome réalise une translocation de 3 nucléotides en direction 3’ permettant le déplacement de ’ARNt
qui était auparavant sur le site P vers le site € et I'arrivée de ’ARNt couplé a la chaine peptidique dans le site P. Cette translocation libére le site A qui peut
donc accueillir un nouvel ARNt chargé. D. Lorsque le ribosome arrive au niveau d’un codon stop, le facteur de terminaison eRF1 (eukaryote release factor 1)
associé a eRF3 s’insére dans le site A du ribosome et induit le relargage de la protéine néosynthétisée. La dissociation des deux sous-unités ribosomales est

ensuite catalysée par 'action conjointe de ABCE1 (ATP binding cassette £1) et d’eRF1. ORF : open reading frame ; nt : nucléotide.
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bloquée, la mesure de la densité de ribosomes associés a une région
codante donne une mesure indirecte de I'efficacité de traduction du
transcrit (parametre qui dépend & la fois du nombre de ribosomes
associés @ ’ARNm et de la vitesse d’élongation) [13]. De plus, en
étudiant ’empreinte obtenue pour chaque ribosome, il est possible de
retrouver la phase de lecture de ces ribosomes sur une région codante.
€n couplant cette approche au séquencage des ARNm, il est ainsi
possible de caractériser ’ensemble du transcriptome cellulaire et de
cartographier les régions du génome qui sont codantes [14] (Figure
2C). Lutilisation d’inhibiteurs de initiation a plutdt pour applica-
tion la localisation exacte des sites d’initiation de la traduction mais
aussi la caractérisation de la vitesse d’élongation des ribosomes
[11]. €n effet, lors de I’ajout de ces drogues, les ribosomes en phase
d’élongation vont poursuivre la traduction jusqu’a atteindre le codon
stop selon un phénomene connu sous le nom de ribosome run-off. €n
bloquant I"élongation a différents temps apres I’ajout de Iinhibiteur
d’initiation, il est possible de mesurer la distance parcourue par les
ribosomes depuis le site d’initiation et ainsi de déterminer la vitesse
d’élongation et les sites de pause du ribosome.

Depuis le développement de cette technique, en 2009 [4], I’étude de
la traduction par profilage ribosomique a permis de mettre en évi-
dence un grand nombre de mécanismes de régulation de la traduction
au niveau cellulaire. Ainsi, il a été montré que les cellules faisaient
régulierement appel a des mécanismes de contrdle traductionnel
originaux tels que 'utilisation de codons d’initiation non canoniques
(différents du codon AUG), de petits cadres de lecture ouverts dans les
régions non traduites en 5’ des ARNm, connus sous le nom d’upstream
open reading frames ou uORF, ou encore de cadres de lecture alter-
natifs dans les ARNm [2]. Le profilage ribosomique a aussi permis de
caractériser finement les changements globaux de traduction qui se
produisent en cas de stress cellulaire, comme au cours d’un choc ther-
mique [15], d’un stress oxydatif [16] ou d’une infection virale [17].

L’étude de la traduction des ARNm viraux
par profilage ribosomique

La traduction est une étape critique au cours d’une infection virale
durant laquelle les ARNm viraux sont en compétition directe avec les
ARNm cellulaires pour s’associer aux ribosomes. De nombreux ARNm
viraux présentent des caractéristiques qui réduisent leur capacité a
étre traduits par la machinerie cellulaire, comme I'absence de coiffe
ou de queue poly(A), ou encore la présence de structures secondaires
essentielles pour la réplication des ARN viraux mais qui peuvent
bloquer la progression des ribosomes. Cela est particulierement vrai
pour les virus a ARN. €n conséquence, les virus ont évolué de maniere
a développer des mécanismes alternatifs pour assurer I’expression
efficace de leurs protéines. Leur principale stratégie consiste a cibler
les différents facteurs de traduction cellulaires. De nombreux méca-
nismes de subversion interviennent notamment au niveau de Iinitia-
tion de la traduction, car c’est a cette étape que la régulation est la
plus importante [18]. Ainsi, la capacité & recruter les ribosomes sur
les ARN viraux est capitale pour le succes de I'infection [19]. Si de
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nombreux mécanismes de détournement de la cellule-
hote ont déja été mis en évidence par le passé, leurs
conséquences sur I’expression des ARNm cellulaires
restent aujourd’hui encore assez mal comprises. Le
profilage ribosomique est une technique particulie-
rement prometteuse pour 'analyse approfondie des
mécanismes de détournement de la cellule au cours
d’une infection virale [3, 20]. Cette méthode peut
notamment s’appliquer a I’étude des infections virales
in vitro, sur des cultures de cellules infectées, mais
aussi ex vivo, en travaillant directement a partir de
tissus animaux infectés. Dans la suite de cette revue,
nous allons détailler plusieurs mécanismes d’expression
des génes viraux et de détournement de la cellule-héte
qui peuvent étre étudiés par le profilage ribosomique
en décrivant les avantages par rapport aux techniques
classiques d’étude de la traduction.

Initiation de la traduction coiffe-indépendante

par les IRES

Les IRES (internal ribosome entry site) correspondent
a des séquences portées par les ARNm capables de
recruter la sous-unité 40S du ribosome indépendam-
ment de la présence d’une coiffe a I'extrémité 5’ du
transcrit (Figure 3A). En dépit de leur grande varia-
bilité au niveau de leur séquence primaire, la plupart
des IRES possedent des régions fortement structurées
permettant une interaction directe avec le ribosome
ou certains facteurs d’initiation de la traduction. La
variabilité des séquences IRES se traduit aussi par une
forte diversité de mécanismes moléculaires utilisés
pour Iinitiation de la traduction. Ainsi, toutes les IRES
ne vont pas recruter les mémes facteurs d’initiation de
la traduction et certaines sont méme capables de s’en
affranchir totalement. Dans la cellule eucaryote, les
séquences IRES sont présentes dans un nombre limité
de transcrits et permettent d’assurer le maintien de la
production de protéines importantes en conditions de
stress. Ces séquences sont essentielles pour la synthese
des protéines virales a partir d’ARNm naturellement
dépourvus de coiffe, comme c’est le cas pour de nom-
breux virus a ARN. Elles sont également retrouvées dans
des transcrits viraux portant une coiffe et une queue
poly(A). Dans ce cas, elles permettent la production
de protéines virales méme lorsque la traduction coiffe-
dépendante est perturbée, comme par exemple lors du
phénomene de host shut-off que nous décrirons dans la
suite de cette revue [1]. Par ailleurs, les séquences IRES
peuvent permettre d’accroitre le nombre de protéines
différentes codées par un méme messager, notamment
grace a la traduction de ’ARNm viral a la fois par la voie
canonique et via une IRES. Cette stratégie est retrouvée
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Figure 2. £tude globale de la traduction cellulaire par profilage ribosomique. A. Les cellules ou tissus d’intérét sont traités avec des inhibiteurs de
la traduction comme le cycloheximide dans le but de figer les ribosomes sur les ARNm qu’ils traduisent. Les cellules ou tissus d’intérét sont ensuite
lysés et la fraction cytoplasmique récupérée (compartiment ol a lieu la traduction des ARNm). Les lysats obtenus sont ensuite séparés en deux
fractions. La premiére est utilisée pour extraire les ARNm et mesurer leur niveau d’expression par séquencage massif paralléle (RNA-sequencing,
RNA-Seq). La deuxiéme fraction est incubée avec des ribonucléases (généralement avec la RNase | qui clive I’ARN simple brin quelle que soit la
séquence nucléotidique) qui vont dégrader toutes les régions d’ARN accessibles a I’exception de celles qui sont associées aux protéines liant I’ARN
et celles associées aux ribosomes 80S. Les ribosomes étant plus denses et volumineux que les protéines libres et autres complexes ribonucléopro-
téiques, ils peuvent étre purifiés sur un gradient de sucrose, sur coussin de sucrose ou par chromatographie d’exclusion. Une fois les ribosomes 80S
isolés, les fragments d’ARNm protégés sont récupérés puis utilisés pour préparer des banques d’ADN complémentaire (ADNc) qui seront finalement
séquencées. Une fois les résultats du séquencage obtenus, les séquences protégées par le ribosome ainsi que les séquences correspondant au
RNA-Seq (ARNm en entier) sont alignées contre le génome de référence correspondant a I'espéce du matériel de départ. Une fois les alignements
obtenus, I"expérimentateur peut mesurer la densité de ribosomes par molécule d’ARNm en calculant le ratio entre le nombre de séquences proté-
gées par les ribosomes pour un ARNm donné et le nombre de séquences obtenues pour le méme ARNm a partir du RNA-Seq. B. Les fragments pro-
tégés font généralement entre 26 et 31 nt (nucléotides) de long (la majorité des fragments font 28 nt de long). €n conséquence, il est possible de
retrouver la phase de lecture en prenant comme information la position du premier nucléotide de chaque séquence. C. Exemple de résultat obtenu
par profilage ribosomique et RNA-Seq sur le géne humain codant la glycéraldéhyde-3-phosphate déhydrogénase (GAPDH). Sur le panel du haut
(ribosome profiling), le nombre de fragments protégés par le ribosome est présenté en ordonnée par rapport a chaque position du transcrit codant
la GAPDH présentée en abscisse. Sur le panel du bas (RNA-Seq), est présenté le nombre de fragments d’ARNm séquencés pour chaque position du
transcrit codant la GAPDH. On peut observer que le signal correspondant au profilage ribosomique est limité a la région codante du transcrit alors

que le signal correspondant au RNA-Seq s’étend sur les régions 5’ et 3’ non traduites. OFR : open reading frame.
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par exemple chez les virus de limmunodéficience humaine (VIH-1 et
VIH-2) qui sont capables d’exprimer plusieurs isoformes de la protéine
structurale Gag en utilisant a la fois les mécanismes de traduction
coiffe-dépendant et IRES-dépendant [21].

Historiquement, I’étude de la traduction IRES-dépendante chez les
virus a été réalisée en utilisant des génes rapporteurs monocistro-
niques (portant la séquence IRES d’intérét au niveau de la région 5’UTR
[5” untranslated region]), ou bicistroniques (portant la séquence
IRES entre deux génes rapporteurs). Ces constructions étaient ensuite
utilisées dans des systéemes de traduction in vitro, ou transfectées
dans des cellules en culture. Ces méthodes ont permis de caractériser
activité IRES dans de nombreux virus en rendant possible I’étude
détaillée de leurs besoins en facteurs d’initiation de la traduction et la
localisation précise du site d’initiation. Cependant, lorsque I’on utilise
ce type d’approche, de nombreux controles sont nécessaires afin de
valider I’activité IRES d’une séquence donnée et d’exclure les artéfacts
dus a la présence de promoteurs ou de sites d’épissage cryptiques dans
la région supposée contenir une IRES. Le profilage ribosomique pour-
rait faciliter la détection et I’étude des séquences IRES directement au
cours de Iinfection virale et donc dans un contexte plus physiologique.
Notamment, dans le cas de virus induisant un blocage de la traduction
coiffe-dépendante, le profilage ribosomique permettrait d’identifier
les ARNm cellulaires et viraux dont la traduction est résistante a ce
blocage, potentiellement grdce a une activité IRES. €n couplant cette
approche avec des techniques complémentaires permettant une ana-
lyse poussée de I’expression des transcrits telles que le séquencage
ARN ou le CAGE-Seq (cap analysis gene expression, permettant la car-
tographie de I’extrémité 5’ des transcrits), il est méme possible d’aller
encore plus loin dans la caractérisation des séquences contenant des
IRES en excluant celles qui correspondent a des artéfacts liés a la pré-
sence de promoteurs ou de sites d’épissage cryptiques.

Host shut-off ou modulation de la traduction des ARNm

de la cellule-héte

Comme décrit précédemment, la grande majorité des ARNm cellulaires
sont traduits selon le mécanisme conventionnel coiffe-dépendant
(Figure 1B). €n ciblant ce mode de traduction, le virus peut donc per-
turber la production globale des protéines cellulaires. Cette stratégie,
nommée host shut-off, permet aux virus qui sont capables d’utiliser
une voie alternative d’initiation de la traduction, comme les IRES, de
se débarrasser de toute compétition pour le recrutement des ribo-
somes sur leurs ARNm. Certains virus vont par exemple cibler les zones
conservées des ARNm cellulaires pour empécher leur traduction. C’est
le cas des poxvirus qui expriment des enzymes de dégradation de la
coiffe permettant de réduire le pool d’ARNm traduits selon la voie
coiffe-dépendante (Figure 38) [22]. D’autres virus, comme les picor-
navirus et les rétrovirus, vont quant a eux cibler des facteurs essen-
tiels pour Iinitiation de la traduction coiffe-dépendante, tels que
elFAG et PABP (poly(A)-binding protein), et induire leur dégradation
(Figure 3B) [18]. Ce phénoméne d’extinction de la synthése protéique
cellulaire joue aussi un role dans I’échappement face aux défenses
immunitaires. €n effet, en réduisant le taux de synthése protéique
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global, 'expression de protéines nécessaires a la mise
en place d’une réponse immunitaire antivirale efficace
est également limitée [20]. Le profilage ribosomique
est particulierement utile pour étudier ce phénomene,
car il permet de quantifier simultanément et préci-
sément le taux de traduction des ARNm cellulaires et
viraux au cours d’une infection. Il est ainsi possible de
caractériser les mécanismes moléculaires mis en place
pour induire un host shut-off et de mesurer leur impact
sur la traduction cellulaire. €n couplant cette approche
avec la mesure des niveaux d’expression des transcrits
cellulaires et viraux en temps réel par séquengage a
haut débit, il a été récemment montré que le virus
HSV-1 (herpes simplex virus 1) était capable de per-
turber spécifiquement I’étape de maturation des ARNm
cellulaires pour conduire au shut-off des protéines
cellulaires et favoriser I’expression de certains de ses
ARNm dont la maturation n’est pas sensible au blocage
quil induit [23]. Une étude de profilage ribosomique
récemment réalisée chez un coronavirus murin a, au
contraire, montré un mécanisme alternatif pour aug-
menter la production de protéines virales lors du cycle
de réplication [24]. Dans ce cas, la transcription des
ARN viraux est tellement importante qu’ils représentent
jusqu’a 90 % de I’ensemble des ARN codants dans la
cellule hote. Cette stratégie permet ainsi au virus de
produire de grandes quantités de protéines virales sans
que Pefficacité de traduction de ses ARNm ne soit plus
importante que celle des ARNm cellulaires.

Leaky scanning et initiation de la traduction a partir
de codons non-AUG

Un autre mécanisme de régulation de I’initiation de
la traduction qui peut étre étudié par profilage ribo-
somique est le leaky scanning (Figure 3C). Dans la
voie conventionnelle, le complexe d’initiation balaye
I’extrémité 5 de ’ARNm et s’arréte au niveau du pre-
mier codon d’initiation AUG qu’il rencontre avant de
former un ribosome 80S et de débuter I’élongation
(Figure 1B) [6]. Dans le cadre du leaky scanning, une
partie des sous-unités 40S ne s’arréte pas au niveau
du premier codon d’initiation de la traduction mais
continue de balayer I’ARNm jusqu’a atteindre le codon
AUG suivant (Figure 3C). Le leaky scanning est utilisé
régulierement par les cellules eucaryotes comme méca-
nisme de contrdle traductionnel notamment pour régu-
ler 'expression des protéines de réponse au stress. Ce
mécanisme est aussi fréquemment utilisé par les virus,
et particulierement par les virus a ARN, afin d’assurer la
traduction d’ARNm viraux polycistroniques, qui codent
pour plusieurs protéines & la fois [1]. Ainsi, la présence
de codons AUG dans un cadre de lecture différent de
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celui du codon initiateur canonique, qui peuvent étre reconnus par
leaky scanning, permet la production simultanée de différentes pro-
téines & partir d’un méme ARNm (Figure 3C). Un exemple connu est le
cas des papillomavirus humains (HPV) qui utilisent le leaky scanning
pour assurer la production des oncoprotéines virales €6 et €7 a par-
tir d’un méme messager [25]. Grdce a l'utilisation d’inhibiteurs de
I’initiation de la traduction comme I’harringtonine, il est possible de
figer les ribosomes au niveau des codons d’initiation auxquels ils sont
associés et donc de déterminer leur position sur chaque ARNm. Ainsi,
les transcrits ayant recours au leaky scanning peuvent étre facile-
ment détectés grace a la présence d’empreintes de la sous-unité 80S
multiples au niveau de chaque codon d’initiation utilisé [11]. Cette
approche a récemment permis de mettre en évidence I’existence de
nombreux sites d’initiation de la traduction non canoniques chez les
ARNm cellulaires [26]. €n effet, en raison de la dégénérescence du
code génétique, ’ARNt initiateur qui s’associe préférentiellement au
codon AUG peut également initier la traduction a partir de codons de
séquence proche comme le CUG ou le UUG. Chez certains virus, I'ini-
tiation peut également se faire sur des codons non-AUG dans le cadre
du leaky scanning. C’est le cas notamment pour le virus leucémogene
murin (MuLV) qui utilise un codon CUG situé en amont du codon cano-
nique pour produire une isoforme de sa polyprotéine Gag qui n’est pas
incorporée dans les particules virales, mais qui joue un réle important
dans la dissémination des virions [27, 28]. Le profilage ribosomique
appliqué a I'étude de la traduction au cours d’une infection virale a
également permis récemment d’identifier de nombreux sites d’initia-
tion non-canoniques chez deux virus & ADN et un virus @ ARN [17, 24,
29]. La plupart des sites d’initiation non-AUG découverts a ce jour
chez les virus sont utilisés pour la synthese de petits peptides dont le
rdle biologique n’est pas encore connu. Des études supplémentaires
seront donc nécessaires afin de vérifier si ces peptides participent
activement au cycle de réplication, s’ils jouent plut6t un role régu-
lateur sur la traduction d’autres genes viraux en cis ou encore s’ils
correspondent @ un bruit de fond.

Frameshifting ou glissement de phase de lecture

Le frameshifting (glissement de phase de lecture) est un mécanisme
conservé chez les eucaryotes comme chez les virus qui permet I’expres-
sion de plusieurs protéines a partir d’un méme ARNm (Figure 3D). De
maniere générale au cours de I"élongation, le ribosome se déplace le
long de "ARNm par translocation de codon en codon, soit de 3 nucléo-
tides a chaque fois. Dans le cas d’un glissement de phase de lecture,
le ribosome peut se décaler d’un ou de deux nucléotides supplémen-
taires ce qui induit un décalage de la phase de lecture (Figure 3D). Ce
mécanisme permet notamment I’expression de protéines différentes en
fonction du contexte cellulaire. Chez les virus, le frameshifting est tres
répandu, car il augmente sensiblement la quantité d’information géné-
tique que peut contenir un acide nucléique [1]. Chez certains rétrovi-
rus, en particulier les VIH, ce processus est essentiel pour la production
des protéines virales. Il représente donc une cible thérapeutique de
choix [30]. Lefficacité du glissement de phase de lecture étant rela-
tivement faible, il permet en outre au virus de restreindre les niveaux
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d’expression de certaines de ses protéines qui pour-
raient étre toxiques pour la cellule a forte dose [31].
Un exemple particulierement étudié est I'utilisation du
frameshifting par le VIH-1 afin d’exprimer de maniéere
alternée les précurseurs protéiques Gag et la protéine
de fusion Gag/Pol, toutes deux essentielles pour la pro-
duction de particules virales infectieuses [32]. La mise
en évidence d’un décalage de phase de lecture peut étre
réalisée par des approches de prédiction in silico ou en
utilisant des méthodes plus classiques de génétique. Le
profilage ribosomique est particulierement intéressant
pour I’étude de ce mécanisme car il permet a la fois de
détecter un décalage dans la phase de lecture pour un
transcrit donné, et de quantifier le taux de traduction
au niveau de chaque cadre de lecture en conditions
physiologiques. En effet, en suivant la position des
empreintes ribosomales laissées sur son extrémité 5’
apres la digestion par les nucléases, il est possible de
déterminer la phase de lecture d’un ARNm en cours de
traduction [16]. €n cas de frameshifting, la position
des empreintes obtenues ne suivra pas la périodicité
de trois nucléotides au niveau de la région ou les deux
cadres de lecture se chevauchent. Elle sera décalée de
un ou deux nucléotides si le deuxiéme cadre de lecture
s’étend en aval du cadre de lecture canonique. Récem-
ment, cette méthode a permis d’étudier le mécanisme
de frameshift utilisé par un coronavirus murin appar-
tenant au méme genre que le virus SARS-CoV a I'origine
du SRAS (syndrome respiratoire aigu sévére) [24]. Les
résultats obtenus ont permis de montrer que les ribo-
somes ne font pas de pause au niveau de la structure
en pseudo-nceud responsable du glissement de phase
dans les cellules infectées, contrairement a ce qui avait
été démontré précédemment in vitro [33]. Ces résultats
posent ainsi de nouvelles questions quant au role des
structures secondaires de I"ARNm dans le mécanisme
moléculaire impliqué dans le glissement de phase de
lecture. Il sera intéressant d’étendre les résultats obte-
nus chez le coronavirus a d’autres virus ayant recours
au frameshift comme le VIH-1 et de voir si 'absence de
pause des ribosomes au cours de I’élongation observée
in vivo est une caractéristique générale remettant en
cause les résultats obtenus in vitro.

Réinitiation de la traduction

et translecture du codon stop

La modulation de la traduction cellulaire peut égale-
ment avoir lieu au cours des étapes tardives de la syn-
these protéique comme lors de la terminaison. Notam-
ment, dans certains cas ou le codon stop est situé
a proximité de séquences particuliéres, qui peuvent
contenir ou non des structures secondaires, le ribosome



peut 'ignorer et poursuivre I’élongation de la chaine polypeptidique
(Figure 3€). Ce phénoméne est appelé translecture ou readthrough
du codon stop et permet de synthétiser une isoforme d’une protéine
avec une extension C-terminale (Figure 3€). A I’inverse, dans le cas de
la réinitiation de la traduction, le ribosome reconnait correctement
le codon stop et I"étape de terminaison se fait de maniére conven-
tionnelle. Cependant, la petite sous-unité du ribosome (40S) reste
accrochée a I’ARNm aprés I'arrét de la synthése protéique et reprend
le balayage de I’ARNm en aval du codon stop jusqu’a atteindre un
autre codon d’initiation et traduire un nouveau cadre de lecture. Ces
deux mécanismes de contréle traductionnel peuvent étre détournés
au cours d’une infection virale pour assurer la production de plusieurs
protéines différentes a partir d’un méme ARNm [1]. Ainsi, de nombreux
génomes viraux contiennent des séquences favorisant la translec-
ture et la réinitiation de la traduction afin d’augmenter la quantité
d’information génétique que peut contenir un méme ARNm viral.

Le profilage ribosomique a déja été utilisé pour étudier la translecture
du codon stop chez I’homme et la drosophile [34, 35]. Les résultats
obtenus ont montré que de nombreux génes utilisent ce mécanisme
de régulation pour produire des isoformes de protéines possédant des
caractéristiques différentes comme, par exemple, pour leur localisa-
tion intracellulaire. Son application sur des cellules infectées pourrait
permettre d’étudier I'importance de ce type de phénomene dans le
cycle de réplication virale grace a la localisation précise de I’ensemble
des ribosomes en cours de traduction @ un moment donné.

Découverte de nouvelles protéines virales par profilage
ribosomique

Une des applications les plus importantes du profilage ribosomique
dans I’étude du cycle de réplication virale consiste en la découverte
de nouvelles régions codantes et la confirmation de I'utilisation de
cadres de lecture ouverts (open reading frame ou ORF) prédits a partir
de I’analyse bio-informatique de la séquence primaire des génomes
viraux [14]. Les ORF correspondent & des portions des ARNm qui
peuvent potentiellement étre traduites en protéines et sont définies
comme une région comprise entre deux codons stop séparés par une
série de triplets. Le profilage ribosomique est particulierement utile
pour I’étude des virus complexes qui possédent un grand génome
codant pour de nombreux transcrits dont le role n’est pas encore
caractérisé : il permet de mettre en évidence les séquences virales qui
sont effectivement traduites au cours d’une infection. Les résultats
obtenus avec cette méthode doivent cependant étre validés par des
approches complémentaires afin de suivre, en paralléle, la quantité de
protéines virales produites dans la cellule telles que la spectrométrie
de masse ou le western blot. Récemment, une telle approche a été
appliquée a I'analyse de la synthese des protéines lors de I'infection
par le cytomégalovirus humain (HCMV). D’aprés des prédictions obte-
nues apres analyses bio-informatiques, ce virus posséde un génome
complexe d’environ 240 kilobases contenant plus de 200 ORF d’au
moins 50 acides aminés de long [36]. Pour décrypter le processus
de production des protéines de ce virus, I’ensemble des transcrits
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produits au cours de I'infection a été séquencé et leur
traduction étudiée par profilage ribosomique [17]. De
plus, la position de I'extrémité 5’ de tous les transcrits
viraux a été caractérisée et I'expression des protéines
virales et cellulaires analysé par spectrométrie masse.
Les résultats obtenus ont conduit a la caractérisation
de plus de 700 régions codantes dont plus de la moi-
tié codent des petits peptides de moins de 80 acides
aminés. Les auteurs ont par ailleurs trouvé que de
nombreuses régions codantes se chevauchaient soit
dans la méme phase de lecture, produisant des iso-
formes tronquées de la méme protéine, soit dans des
phases de lectures différentes et donc produisant des
protéines différentes. lls ont également découvert
I’existence d’ARN viraux antisens (codés a partir des
brins opposés du génome) dont les régions codantes
se chevauchent au niveau génomique. Ce résultat est
particulierement intéressant en regard des contraintes
évolutives nécessaires pour coder deux protéines fonc-
tionnelles a partir des deux brins d’une méme séquence
nucléotidique. Enfin, les auteurs ont montré que de
nombreux ARN auparavant prédits comme non codants
par des approches bio-informatiques car ne possé-
dant pas d’ORF suffisamment longs, sont en réalité
traduits et correspondent a des ARN polycistroniques
codant plusieurs peptides de moins de 90 acides ami-
nés chacun. Méme si la plupart des ORF identifiés
correspondent effectivement a des protéines virales,
leur rGle au cours du cycle de réplication virale reste
cependant encore a étre caractérisé. Il est possible que
ces régions codantes correspondent a du bruit de fond
traductionnel ou qu’elles participent a la régulation
de la traduction ou de la stabilité de transcrits en cis
sans que la protéine produite ne joue un réle biologique
(comme c’est déja le cas de certains uORF [upstream
open reading frame]). Ces résultats démontrent a quel
point les génomes viraux peuvent étre complexes et font
appel a des mécanismes d’expression particulierement
originaux. Le développement d’approches innovantes
telles que le profilage ribosomique ouvre donc de nou-
velles perspectives pour I"étude de la traduction chez
de tels virus.

Limitations et biais liés au profilage ribosomique

Le profilage ribosomique représente donc une avancée
technique majeure pour I’étude de la traduction des
ARNm. Cependant, cette approche présente un certain
nombre de biais et de limitations qu’il ne faut pas
négliger lors de I"analyse des résultats.

Une des limitations majeures réside dans le fait que
le profilage ribosomique ne permet pas d’obtenir une
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mesure directe de I'efficacité de traduction d’un ARNm mais uni-
quement de mesurer la densité de ribosomes sur un transcrit donné.
En effet, dans le cas ou les ribosomes seraient bloqués ou ralentis
en phase d’élongation, leur densité sur la région codante de ’ARNm
traduit pourrait croftre sans pour autant conduire a une augmentation
du nombre de protéines produites par transcrit. De plus, la présence
de ribosomes sur un ARNm n’est pas nécessairement synonyme de syn-
thése protéique active. Il est donc préférable de valider les résultats
obtenus, au moins sur une partie des transcrits d’intérét, en utilisant
des méthodes alternatives permettant de suivre les modifications de
I’expression protéique telles que 'utilisation de génes rapporteurs,
le western blot ou encore la spectrométrie de masse. Par ailleurs, de
nouveaux outils analytiques, comme le « ribosome release score » ou
RSS, ont été développés pour discriminer, parmi les ARNm associés a
des ribosomes, ceux qui codent des protéines de ceux qui sont non-
codants [37]. Le RSS se base sur ’hypothése que sur les transcrits
réellement codants, le nombre de ribosomes associés en aval du codon
stop décroit drastiquement, tandis que pour les ARN non-codants,
Iassociation avec les ribosomes reste homogene le long de toute la
séquence.

Le profilage ribosomique est également sensible a la présence de
contaminants qui peuvent créer des faux-positifs. €n effet, malgré
la purification des ribosomes par ultracentrifugation sur gradient ou
coussin de sucrose avant de récupérer les fragments d’ARNm qui leurs
sont associés, des complexes ribonucléiques de haute masse molécu-
laire peuvent cosédimenter et introduire des fragments d’ARN conta-
minants dans les fractions récoltées. Afin d’éviter ce type de conta-
mination, il est possible de purifier les ribosomes par chromatographie
d’affinité en utilisant des anticorps dirigés contre une protéine de la
sous-unité ribosomale 60S [14]. Il est aussi possible d’introduire des
étiquettes moléculaires, telles que les séquences tag (étiquettes) HA
(hemagglutinin), FLAG (peptide de séquence AspTyrLysAspAspAspAs-
plys) ou GFP (green fluorescent protein), dans une protéine de la sous-
unité 60S [38]. Cette approche est trés utile in vivo puisqu’elle permet
d’étudier la traduction spécifiquement dans un tissu donné en restrei-
gnant I'expression de la protéine ribosomale portant I’étiquette a ce
tissu. De plus, des approches de bio-informatique comme le filtrage des
séquences en fonction de la taille attendue pour les fragments protégés
par le ribosome, connu sous le nom de « fragment length organization
similarity score » ou FLOSS, améliorent significativement la qualité
des données et minimisent la présence de contaminants [14]. €nfin,
il est possible de préparer des échantillons controles en utilisant des
inhibiteurs des étapes précoces de I'initiation de la traduction comme
la patéamine A [17] ou des inhibiteurs non spécifiques de la traduction
comme I’EDTA (acide éthylene diamine tétra-acétique). Ces drogues
permettent de bloquer complétement "association des ribosomes aux
ARNm afin de vérifier si le signal observé dans les échantillons d’inté-
rét provient réellement d’empreintes ribosomales ou correspond a des
artéfacts.

Une limitation supplémentaire est introduite par les inhibiteurs de
la traduction généralement utilisés pour figer les ribosomes sur les
ARNm qui peuvent modifier leur distribution sur les régions codantes
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en introduisant un biais non négligeable [39]. Ainsi,
I’utilisation de la cycloheximide aurait tendance a
enrichir les empreintes de ribosomes situées a proximité
du site d’initiation de la traduction ce qui ne serait pas
forcément représentatif de la situation réelle dans la
cellule d’intérét avant I"ajout de la drogue. Pour éviter
ce probleme, des variantes du protocole n’utilisant pas
d’inhibiteurs de la traduction ou au contraire utilisant
un large exces d’inhibiteurs ont été développées afin de
minimiser le biais de position [40].

Une étude a récemment montré que le choix de la
nucléase utilisée pour obtenir les empreintes riboso-
males pouvait introduire des biais significatifs dans
la distribution des séquences protégées [35]. Ainsi, la
RNase | a tendance a enrichir les fragments protégés
au niveau du site d’initiation de la traduction, alors
la nucléase micrococcale révéle la présence de sites
protégés dans la région 3°UTR des transcrits. Ces résul-
tats peuvent étre expliqués par le fait que la RNAse |
induit une dégradation non spécifique des ribosomes,
particulierement dans les échantillons provenant de
mammiféres [41]. La plupart des nucléases utilisées
dans les protocoles de profilage ribosomique, telles
que la Rnase |, la nucléase micrococcale et la RNase
T1, agissent préférentiellement sur des substrats ARN
simple brin. Certaines de ces nucléases (comme la Rnase
A, la Rnase T1 et la nucléase micrococcale) ont une
préférence pour digérer ’ARN en 3’ ou en 5’ de certains
nucléotides : par exemple, la RNase A ne clive ’ARN
qu’en 3’ des nucléotides C et U. Il est donc tres probable
que le choix de la nucléase impose des biais significatifs
dans le profil des séquences protégées par les ribo-
somes. Ces biais, associés a d’autres comme la présence
de structures secondaires sur "ARNm ou les biais dus a
la préparation des banques d’ADNc (ADN complémen-
taire) conduisent & une distribution hétérogéne des
séquences obtenues par profilage ribosomique le long
des régions codantes (Figure 2C). Cette hétérogénéité
de distribution rend difficile certaines analyses comme
la détection de sites de pause des ribosomes lors de
I’élongation [24].

Un parameétre supplémentaire a prendre en compte lors
de I'analyse des résultats de profilage ribosomique est
la profondeur de séquengage. €n effet, I'analyse fine
de la phase de lecture des ribosomes sur une région
codante nécessite I"alignement d’un grand nombre de
séquences sur le transcrit d’intérét. Cependant, les
échantillons obtenus apres la purification des ribo-
somes 80S sont extrémement riches en ARN riboso-
miques qui, méme apres déplétion, peuvent représenter
une fraction importante des séquences obtenues par
séquencage. Cela introduit un biais non négligeable,



notamment dans le cas ou les ARNm viraux étudiés sont faiblement
exprimés ou traduits. &n effet, contrairement aux autres techniques
d’analyse globale comme les microarrays ou la mesure de chaque
transcrit est indépendante de celle des autres, lors du séquengage a
haut débit tous les transcrits sont en compétition pour étre séquen-
cés. Ainsi, un transcrit abondant va étre surreprésenté en termes de
fragments séquencés comparé a un transcrit peu abondant avec une
couverture de séquengage beaucoup plus faible. Il faut donc adap-
ter le nombre de fragments a séquencer au niveau d’expression des
transcrits d’intérét et aux questions biologiques posées. Notamment,
I’étude de la phase de lecture nécessite une profondeur de séquencage
plus importante qu’une analyse d’expression différentielle. Les pro-
tocoles de séquencage actuels étant tres performants, il est possible
d’obtenir des résultats de qualité en préparant au minimum trois répli-
cats biologiques pour chaque condition testée.

En dépit de toutes ces limitations, le profilage ribosomique est un
nouvel outil qui ouvre de nombreuses perspectives pour I’étude de la
traduction en conditions physiologiques comme pathologiques.

Conclusion

Le profilage ribosomique est une technique innovante dont I'inté-
rét majeur repose sur la possibilité de cartographier la position des
ribosomes sur ’ensemble des ARNm présents dans une cellule et de
quantifier précisément leur densité sur chaque transcrit [4]. Cette
approche est particulierement utile pour suivre les mécanismes per-
mettant la syntheése des différentes protéines virales mis en place lors
d’une infection [3, 20]. I est aussi possible d’étudier les mécanismes
de traduction des ARNm viraux, déja décrits par le passé mais dont les
détails moléculaires restaient mal définis, en suivant la localisation
des ribosomes. Le profilage ribosomique ouvre également de nouvelles
perspectives pour I’étude du cycle de réplication de virus particuliere-
ment complexes, tels que les poxvirus [29] ou encore le cytomégalovi-
rus humain (HCMV) [17], grdce a la découverte de nouvelles protéines
virales et potentiellement de mécanismes de traduction des ARNm
viraux encore jamais décrits. Cette approche est d’autre part tres pro-
metteuse pour I’étude des interactions entre le virus et la cellule-hote
en permettant de suivre I'impact d’une infection virale sur la synthese
protéique cellulaire [42]. Cela est particuliérement intéressant dans
le cadre des phénomeénes d’échappement immunitaire afin de com-
prendre comment le virus parvient @ empécher la mise en place d’une
réponse immunitaire antivirale efficace. ¢

SUMMARY

An intimate look at the viral replication cycle through ribosome
profiling

Next Generation Sequencing (NGS) techniques have revolutionized
most biomedical research fields over the past decade by allowing a
broader vision on biological processes that occur at the molecular
level. Among these, ribosome profiling or footprinting is a powerful tool
to study mRNA translation in a transcriptome-wide manner. Ribosome
profiling has been used to study the impact of translational control of
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gene expression under many different cellular condi-
tions including viral infections. Indeed, translation is a
critical step during the viral replication cycle in which
the infected cell is embezzled to produce viral proteins.
Ribosome profiling tools can provide new insights on
viral translation by monitoring ribosome binding to viral
and cellular RNAs with a high definition during the time
course of an infection. Here, we describe the potential
uses of ribosome profiling for the understanding of viral
translational control and the impact of viral infection
on host gene expression. We also discuss the main limi-
tations and biases related to the technique that need to
be taken into account for its use. ¢
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