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RÉSUMÉ

Les cadres ouverts de lecture alternatifs 

contribuent significativement au protéome des eucaryotes

Par Benoît Vanderperre 
Programme de Biochimie

Thèse présentée à la Faculté de médecine et des sciences de la santé en vue de l’obtention 
du diplôme de Philosophiae Doctor (Ph.D.) en Biochimie

Un défi majeur de l’ère post-génomique est de définir l’ensemble des protéines 
encodées par le génome : le protéome. Un ARNm mature est en général associé à un seul 
cadre ouvert de lecture (ORF, open reading fram e en anglais) de référence (RefORF) 
codant pour une protéine. Des ORFs alternatifs (AltORFs) sont cependant présents dans les 
régions non-traduites (UTRs), ou chevauchant le RefORF dans les cadres de lecture 
alternatifs +2 et +3. Les AltORFs offrent le potentiel d’augmenter la diversité protéique, 
mais leur réelle contribution au protéome est peu caractérisée.

Par des techniques de biologie moléculaire, de biochimie, et de biologie cellulaire, 
j ’ai tout d’abord mis en évidence chez plusieurs mammifères supérieurs, l ’expression 
endogène d ’une protéine alternative appelée AltPrP à partir du gène PRNP. La découverte 
d ’AltPrP devrait améliorer notre compréhension des rôles pathologiques et physiologiques 
de ce gène. Suite à la découverte d ’AltPrP, et basé sur ce modèle d’AltORF chevauchant un 
RefORF, j ’ai entrepris d’investiguer l’étendue de l’utilisation de ces AltORFs comme 
source de diversité protéique, chez l’humain en particulier. Par des méthodes 
computationnelles, j ’ai participé à la création d ’une base de données d ’AltORFs prédits 
dans les ARNm humains (HAltORF, pour Human Alternative ORFs). HAltORF est 
consultable et interrogeable en ligne. Elle facilitera et accélérera la découverte et l’étude 
des AltORFs. J ’ai ensuite mis au point une approche protéomique afin d ’apporter des 
preuves expérimentales de l’utilisation à grande échelle des AltORFs. Une base de données 
d’AltORFs, mise à jour pour inclure ceux chevauchant en tout ou partie les UTRs, a été 
créée et utilisée pour déterminer par spectrométrie de masse la contribution des protéines 
alternatives au protéome humain. J ’ai validé l’expression de 1259 protéines alternatives 
prédites à travers différents échantillons. J ’ai aussi démontré que l’expression d ’AltORFs 
impliquait d’importants biais dans les dessins expérimentaux (transfections ou criblage de 
banques d’ADNc par exemple). Enfin, un grand nombre de protéines alternatives semblent 
conservées à travers l’évolution, suggérant leur importance fonctionnelle.

En conclusion, mes travaux de doctorat ont permis de mettre en évidence que les 
AltORFs conduisent à l’expression de nouvelles protéines jusqu’alors ignorées. Ces 
résultats redéfinissent notre vision du protéome, remettent en question notre compréhension 
de la structure et de la fonction des gènes eucaryotes, et ouvrent la voie vers l’étude 
fonctionnelle des protéines alternatives.

Mots clés : initiation alternative de la traduction, cadres ouverts de lecture alternatifs, gènes 
multicodants, ARNm polycistroniques, protéome, spectrométrie de masse, bases de 
données protéiques, protéine prion.
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INTRODUCTION

1. Diversité protéique et mécanismes associés 

1.1. Importance de la diversité protéique

Au cours de l’évolution, les organismes vivants ont développé une complexité de plus en 

plus grande, estimée par la complexité de l’architecture cellulaire, et par le nombre total de 

cellules et de types cellulaires différents qu’ils contiennent (Hedges et al, 2004, Vogel & 

Chothia, 2006). Dans l’ère post-génomique actuelle, l’un des objectifs majeurs est 

d ’identifier les mécanismes ayant mené à cette augmentation de complexité, et d’établir 

leur contribution respective. L’un d ’eux est l’augmentation de la diversité protéique 

(Schluter et al, 2009). Dans cette partie, je  soulignerai l’importance des protéines dans les 

processus biologiques, et le fort intérêt scientifique qui en résulte. Ensuite, j ’expliquerai 

comment la diversité protéique semble influencer la complexité des organismes vivants. 

Enfin, je discuterai de l’importance fonctionnelle des protéines de petite taille, dont 

l’étendue de leur contribution au protéome* (ensemble des protéines d’un organisme) 

commence seulement à être appréciée.

1.1.1. Les protéines comme acteurs majeurs du vivant

Les protéines forment un lien primordial entre l’information contenue dans les gènes et leur 

fonction biologique. Ce sont des acteurs moléculaires majeurs qui permettent la régulation 

d’une multitude de réactions chimiques nécessaires à la vie. Catalysant un nombre restreint 

de réactions au départ, les protéines se sont diversifiées au cours de l’évolution et 

constituent à présent un immense catalogue d ’outils moléculaires extrêmement spécialisés. 

Elles peuvent cependant être regroupées en plusieurs classes en fonction des rôles qui leurs 

sont attribués (Figure 1 )(Lodish et al, 2005).

*protéome : initialement défini comme l’ensemble des protéines encodées par un génome, le protéome est 

maintenant plutôt considéré comme l’ensemble des protéines exprimées dans un système biologique 

particulier (cellule, organisme, structure sub-cellulaire), dans un état particulier (développement, pathologie 

. . . )
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régulation

structure
fonctions des 

protéines

signalisation

transport

mouvement catalyse

Figure 1. Importance fonctionnelle des protéines dans les processus biologiques.
Adapté de (Lodish et al, 2005). Les protéines régulent les processus cellulaires nécessaires 
au fonctionnement d ’une cellule et d’un organisme, tels que la réponse aux conditions 
environnementales (signalisation), le transport de composés entres compartiments, la 
catalyse de réactions chimiques, la génération de forces pour les mouvements, 
l’organisation structurale des cellules et de ses composants, et la régulation des activités 
d’acteurs moléculaires (protéines, ARNs).

Etant donné l ’implication des protéines dans le bon fonctionnement des processus 

biologiques, des perturbations dans leur niveau d ’expression, leur séquence, leur structure, 

ou dans tout autre caractéristique cruciale pour leur fonction en conditions physiologiques 

peut aboutir au développement de nombreuses pathologies. Ainsi, la caractérisation des 

protéines et de leurs fonctions a suscité un grand intérêt de la part des biologistes 

moléculaires et cellulaires, de manière à comprendre comment les grands processus 

biologiques sont effectués, et affectés dans le cadre de maladies. Conjointement, un effort 

particulier a été, et est toujours déployé afin de dresser une liste aussi exhaustive que 

possible des protéomes d’organismes de plus en plus nombreux.
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7. 7.2. La diversité protéique : un facteur de complexité des organismes vivants

Au vu de l’importance fonctionnelle des protéines dans les processus biologiques, un 

moyen instinctif de prédire la diversité protéique d ’un organisme est d ’évaluer le nombre 

de gènes codant pour des protéines dans son génome. Chez les procaryotes, la complexité 

biologique est bien corrélée au nombre de gènes codant pour des protéines (Giovannoni et 

al, 2005, Mira et al, 2001). Suite au séquençage des génomes de plusieurs eucaryotes, y 

compris Homo sapiens, une estimation du nombre de gènes codant pour des protéines a été 

effectuée. Face au nombre réduit de gènes codant pour des protéines prédits chez l’humain 

suite au Human Genome Project (~20 300 contre 100 000 estimés au début du projet)(Pruitt 

et al, 2007), il est apparu que la corrélation entre nombre de gènes et complexité 

macroscopique (taille, nombre de types cellulaires différents) d ’un organisme eucaryote est 

mauvaise (Figure 2)(Gregory, 2002, Lynch & Conery, 2003, Pertea & Salzberg, 2010, 

Vogel & Chothia, 2006). Une explication amenée est que l’expansion au niveau génique 

(nombre de gènes) de certaines familles de protéines existantes permet cette 

complexification (régulation de l’expression génique, processus extracellulaires), alors que 

l’expansion d’autres familles affecte peu la complexité globale de l’organisme en question 

(Lespinet et al, 2002, Vogel et al, 2003, Vogel & Chothia, 2006).
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Figure 2. Nombre de gènes dans plusieurs espèces. Adapté de (Pertea & Salzberg, 2010). 
Le nombre de gène porté par une espèce ne semble que peu corrélé à sa taille ou à sa 
complexité morphologique. Les plantes et les animaux n’ont par exemple que deux à dix 
fois plus de gènes que la bactérie Escherichia coli.
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Une autre explication pourrait être l’augmentation de la variabilité au niveau protéique, et 

non au niveau du nombre de gènes (Schluter et al, 2009). En effet, le produit protéique d’un 

seul cadre ouvert de lecture (ORF*) peut être trouvé sous de nombreuses formes appelées 

protéoformes (Figure 3) (Smith et al, 2013). Par exemple, une forme glycosylée et son 

équivalente non glycosylée d’une même protéine représentent deux protéoformes 

différentes. De nombreux mécanismes (transcriptionnels, post-transcriptionnels, 

traductionnels et post-traductionnels) participent à augmenter le nombre de protéoformes 

d’une même protéine chez les eucaryotes en comparaison aux procaryotes. Ces mécanismes 

seront détaillés dans le paragraphe 1.2. A titre d’exemple, la majorité des pré ARN 

messagers eucaryotes subissent un épissage alternatif, contrairement aux ARNm 

procaryotes, produisant plusieurs ARNm matures différents à partir d ’un seul gène (Brett et 

al, 2002).

sequence canonique 

clivage protéoy:ique >  

clivage protéoiyaque

SNPs cocants 

mutations

modifications
post-tracucticmelles

isoformes

58 R — ► 5

'0 9  W — - C

5 K — » acétylation 
25 S — * phosphorylation 
43 Y — * phosphorylation 
201 K — * monométhyletion

^ jeu de séquences 
primaires

X

caractéristicues
site-spécifique

une protéoforme

0
il

O -P -O1
ï . C H ;

ü ^ Z
PROTEOFORMES

toutes les sources de 
variations combiratoires

Figure 3. Protéoforme : un terme pour décrire la variabilité au niveau de la structure 
primaire des protéines. Adapté de (Smith et al, 2013). Par différents mécanismes, un seul 
gène peut produire plusieurs isoformes dont la séquence en acides aminés varie. Une 
variété de caractéristiques site-spécifique ajoute un niveau de complexité supplémentaire au 
nombre possible d’entités protéiques distinctes (protéoformes) produites depuis un ORF 
donné à un locus donné.

*ORF (pour open reading fram e  en anglais) : séquence nucléotidique délimitée par un codon d’initiation de la 
traduction et un codon stop.
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L’augmentation du nombre de groupes de protéoformes (un groupe de protéoforme étant 

l’ensemble des produits protéiques issus d’un ORF donné) produits à partir d ’un seul gène 

peut aussi expliquer l’augmentation de la diversité protéique au cours de l’évolution. En 

effet, les ARNm eucaryotes matures semblent de plus en plus reconnus comme capables de 

guider la production de plusieurs groupes de protéoformes indépendants par l’utilisation de 

plusieurs ORFs. Cela sera évoqué dans les paragraphes 1.2.4, 2.2, et 3.

Il est clair que, au vu de l’importance fonctionnelle des protéines dans le vivant, 

l’augmentation de la diversité protéique permet d’amener de nouvelles possibilités de 

régulation des processus biologiques, et donc de complexité phénotypique. Ainsi, l’objectif 

de l’ère post-génomique d ’évaluer la diversité au niveau protéomique des organismes 

devrait permettre de déterminer sa contribution à la complexification des organismes 

vivants observée au cours de l’évolution.

1.1.3. Importance des petites protéines

Bien que le génome de nombreuses espèces soit séquencé à ce jour, l’identification 

adéquate de petits ORFs codants est un problème récurrent (Basrai et al, 1997). Lorsque 

l’on observe la distribution de la taille des ORFs répertoriés dans les bases de données 

protéiques actuelles, une baisse bien visible du nombre de protéines référencées apparaît à 

partir de 100 AA et moins (Frith et al, 2006). Il n’y a pas de raison a priori pour laquelle 

une discontinuité aussi marquée apparaisse, mais plusieurs explications peuvent être 

avancées. Tout d’abord, les algorithmes de prédiction de régions génomiques codantes 

peuvent être mis en cause (Mathe et al, 2002) : en diminuant la taille minimale de 

prédiction, la possibilité d ’observer un ORF par chance et donc le nombre de faux positifs 

augmentent. Une taille minimale de 100 codons est donc utilisée dans la majorité des cas 

(Caminci et al, 2005). Une seconde explication est liée au dogme central de la biologie 

moléculaire, aujourd’hui remis en cause, « un gène -  une protéine ». La nécessité de ne 

prédire qu’une seule séquence codante par gène a amené à ne retenir, par défaut, que le plus 

grand ORF. Ceci introduit un biais vers le référencement des ORFs les plus longs. Basé sur 

ces faits, il est logique que les fonctions des ORFs les plus longs aient été étudiées en 

priorité. Ainsi, le nombre réduit de protéines de petite taille prédites a certainement amené à
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une étude moins assidue de leur fonction, et indirectement à l’idée que les petites protéines 

ne portent peu ou pas de fonctions importantes.

Cette vision est en pleine évolution face au nombre croissant de contre-exemples à cette 

assomption. Certains produits protéiques de petite taille ont été associés à des fonctions 

biologiques importantes. Par exemple, les chimiokines, dont la taille varie entre 8 et 10 

kDa, sont capables de jouer des rôles dans la chimiotaxie des leucocytes, le développement, 

l’angiogenèse, la tumorigenèse, la métastase, la réponse immunitaire et le contrôle 

d’infections microbiennes (Le et al, 2004). Un peptide de 24 acides aminés (AA) appelé 

humanin a une fonction anti-apoptotique (Guo et al, 2003) et pourrait avoir un rôle 

neuroprotecteur dans la maladie d’Alzheimer (Matsuoka, 2011). La protéine ISD11 (91 AA 

chez l’humain) est essentielle pour la biogenèse des centres fer-soufre et l’homéostasie du 

fer, de la levure à l ’humain (Shi et al, 2009, Wiedemann et al, 2006). Certains peptides 

peuvent réguler la fonction de facteurs de transcription, affectant ainsi le développement 

d’un organisme entier (Kondo et al, 2010). Des petits ORFs codant pour des peptides 

d’environ 30 à 50 AA conservés depuis 550 millions d’années régulent la contraction des 

muscles cardiaques des insectes jusqu’à l’humain (Magny et al, 2013).

Face à la multiplication des exemples de petites protéines aux fonctions biologiques 

primordiales, des approches à large échelle pour les prédire et en valider l’expression ont 

été mises en place. Remarquant la discontinuité, en dessous de 100 AA, des protéines 

référencées dans les bases de données protéiques actuelles (UniProt, International Protein 

Index (projet maintenant fermé)), Frith et al. ont entrepris d’évaluer, à partir d’une banque 

de données d’ADNc murins, le nombre de régions codant pour des petites protéines dans un 

génome de mammifère (Frith et al, 2006). Ils ont montré que la discontinuité peut être 

perdue lorsqu’aucun filtre de taille minimale n’est appliqué pour la prédiction d ’ORFs, et 

que le potentiel codant est évalué par alignement de séquences avec d ’autres espèces. Ainsi, 

ils prédisent environ trois fois plus d’ORFs de moins de 100 codons que dans les bases de 

données habituelles en ne considérant qu’un seul ORF par ARNm. Une autre approche a 

été de prédire et d’inclure dans une base de données (tsORFdb) l’ensemble des petits ORFs 

du génome de plusieurs espèces, de la levure à l’humain, afin d’aider à l’identification de 

nouvelles protéines par spectrométrie de masse (Heo et al, 2010). Chez les bactéries, les 

produits protéiques issus de petits ORFs sont également de plus en plus étudiés pour leurs
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fonctions diverses (Hobbs et al, 2011). Ainsi, l ’utilisation de la génomique comparative 

(comparaison de séquences afin d’évaluer le niveau de conservation d ’une région 

génomique donnée) a permis d ’identifier 35 petits ORFs bactériens (<50 A A, expression 

validée expérimentalement) parmi les 200 ORFs prédits avec le plus de confiance, et 6 

petits ORFs parmi les 10 meilleurs (Samayoa et al, 2011).

Certaines études à large échelle ont apporté des preuves expérimentales de l’expression et 

de la fonction de produits protéiques issus de petits ORFs. Chez la levure Saccharomyces 

cerevisiae, l’application de méthodes computationnelles et expérimentales ont permis de 

déterminer que ~5% des ORFs annotés contenaient moins de 100 codons (299 au total, dont 

170 découverts dans l’étude en question)(Kastenmayer et al, 2006). 184 de ces petits ORFs 

sont conservés entre la levure et d ’autres organismes, soulignant leur probable importance 

fonctionnelle. Aussi, par analyse phénotypique de mutants de délétion, les auteurs ont lié la 

fonction de 22 nouveaux petits ORFs à la croissance dans plusieurs conditions de culture 

(haploïde, haute température, dommages à l ’ADN, ...). Chez la plante modèle Arabidopsis 

thaliana, près de 8 000 ORFs de 30 à 100 codons ont été prédits dans les régions 

intergéniques, et l’expression de 2 099 d’entre eux a été validée expérimentalement 

(évidences au niveau de l’ARNm). 571 sont conservés chez d ’autres plantes. La 

surexpression de 49 petits ORFs (sur 473 testés) a provoqué des changements 

phénotypiques visibles, une proportion 7 fois plus élevée que celle attendue par hasard, 

indiquant que beaucoup de petits ORFs semblent être impliqués dans la morphogenèse 

(Hanada et al, 2013). Chez la mouche Drosophila melanogaster, une étude génomique a 

identifié 401 petits ORFs potentiellement fonctionnels (Ladoukakis et al, 2011). Des études 

protéomiques (Oyama et al, 2004, Oyama et al, 2007) ont également contribué à amener 

des évidences expérimentales généralisant l’expression de protéines de petite taille, dont 

l’importance biologique a été sous-estimée auparavant.
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1.2. Mécanismes eucaryotes pour la diversité protéique

Une grande diversité protéique semble être favorable pour la complexification des 

organismes vivants et de nombreux mécanismes biologiques, que je vais évoquer dans cette 

partie, sont disponibles pour y contribuer.

1.2.1. Patrimoine génétique

Le premier niveau contribuant à (et limitant) la quantité finale de protéines différentes 

produites par un organisme est constitué par le nombre de gènes codant pour des ARNs 

potentiellement traduits que porte son génome. Les mécanismes permettant l ’apparition de 

nouveaux gènes au cours de l’évolution a donc été le sujet d’un intérêt scientifique 

particulier (revu dans Kaessmann, 2010). Tout d ’abord la duplication de gènes est un 

contributeur majeur à l’apparition de nouveaux gènes. Elle peut apparaître comme 

conséquence d’une duplication d’un segment chromosomique contenant des parties de 

gènes ou des gènes entiers. Une recombinaison sujette à erreur lors de la méiose explique 

cela en grande partie (Kaessmann, 2010). La duplication de gènes peut aussi être une 

conséquence d’une duplication entière du génome par polyploïdisation (Conant & Wolfe, 

2008, Van de Peer et al, 2009). La rétroduplication (transcription inverse d’un ARNm 

mature, puis insertion de l ’ADN complémentaire (ADNc) dans le génome) participe aussi à 

l’apparition de nouveaux gènes (Kaessmann et al, 2009). La formation de gènes chimères, 

par juxtaposition suite à duplication de fragments de gènes (Bailey et al, 2002, Paulding et 

al, 2003), ou par couplage de transcription et épissage intergéniques (Akiva et al, 2006, 

Parra et al, 2006), amène également à de nouvelles combinaisons de séquences protéiques 

possibles. Enfin, un mécanisme qui semble plus rare (Jacob, 1977) est l’apparition de 

nouveaux gènes codant pour des protéines à partir de séquences précédemment non- 

codantes. Mécanistiquement, c’est le couplage (dans un ordre ou un autre) entre mutations 

agrandissant l’ouverture d ’un cadre de lecture primitif (suppression de codons stops) et son 

activation transcriptionnelle (apparition d’un promoteur en amont) qui mène à l’apparition 

de nouveaux gènes (Knowles & McLysaght, 2009). Des exemples évolutivement 

favorables de gènes apparus à travers ces différents mécanismes existent (Kaessmann,

2010), soulignant l ’importance de l’apparition de nouveaux gènes et des nouvelles 

protéines qu’ils encodent dans l’augmentation de la complexité du vivant.
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1.2.2. Mécanismes transcriptionnels

Pour un seul gène donné, de multiples ARNm peuvent être transcrits, augmentant le 

potentiel codant de ce gène avant même la maturation des ARNm (cf paragraphe 1.2.3). 

Deux mécanismes sont ici possibles : l’utilisation de sites d ’initiation ou de terminaison 

alternatifs de la transcription (Davuluri et al, 2008, Pal et al, 2011). Les variations entre les 

différentes espèces d’ARNm produites peuvent se situer au niveau de la région codante du 

gène, affectant le nombre de protéoformes d ’une protéine produite par ce gène (Goossens et 

al, 2007, Tappe & Kuner, 2006). Les régions régulatrices dites non-traduites (UTR, de 

l’anglais untranslated region) peuvent aussi être touchées par ces mécanismes, affectant 

l’expression protéique en aval (Blaschke et al, 2003, Pozner et al, 2000). Nous verrons plus 

loin (paragraphes 2.2 et 3) que, les UTRs portant parfois des ORFs traduits en protéines, la 

diversité protéique issue d’un gène peut également être affectée par les variations des UTRs 

entre plusieurs isoformes d’ARNm produites par ces mécanismes transcriptionnels. Il est 

important de noter, en particulier pour l ’initiation alternative de la transcription, que ce 

n’est pas un phénomène marginal. Dans le cervelet embryonnaire et adulte chez la souris, il 

a même été proposé que les événements alternatifs de transcription dépassent le 

déterminant post-transcriptionnel majeur de la diversité transcriptomique (l’épissage 

alternatif, cf paragraphe 1.2.3)(Pal et al, 2011).

1.2.3. Maturation des ARN messagers

Chez les procaryotes, un ARNm est généralement mature dès la fin de la transcription, et ne 

subit donc pas de modifications affectant son potentiel codant. La traduction est d ’ailleurs 

couplée à la transcription chez les procaryotes. En revanche les pré ARNm eucaryotes 

subissent des étapes de maturations importantes au noyau avant d’être exportés au 

cytoplasme pour y être traduits.

L’ajout de la structure coiffe à l’extrémité 5’ a un effet stabilisateur en protégeant l’ARNm 

de la dégradation, et favorise l’initiation de la traduction en augmentant le recrutement des 

ribosomes sur l’ARNm (Shuman, 2002). Cette modification ne change pas a priori le 

potentiel codant d’un ARNm, car elle n ’en affecte pas la séquence primaire.
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Etant donné la structure composée d’introns et d ’exons des gènes eucaryotes, une fois 

qu’un pré ARNm est transcrit, il doit subir un événement appelé épissage (Figure 4). 

Brièvement, le mécanisme d’épissage met en jeu le complexe d’épissage (appelé 

spliceosome en anglais), qui permet d’exciser des régions du pré ARNm en reliant des 

jonctions exon/intron (dits sites d’épissages) entre eux. On distingue les sites d’épissage 5’, 

constitués par l’extrémité 3’ d ’un exon et l’extrémité 5’ de l’intron qui suit, aux sites 

d’épissage 3’, formés par l ’extrémité 3’ d’un intron et l ’extrémité 5’ de l’exon qui suit. 

D’un point de vue simpliste, l’épissage permet d ’exciser les introns, et après ligation des 

exons, ne laisse que ces derniers dans la séquence de l’ARNm mature (Figure 4 A). 

L’utilisation de combinaisons variables de sites d ’épissage dans un pré ARNm permet 

d ’augmenter le nombre de combinaisons d’ARNm matures produits et donc de séquences à 

traduire à partir d ’un pré ARNm unique : c’est le concept d ’épissage alternatif (Graveley, 

2001, Pajares et al, 2007)(Figure 4 B-F). Certains exons sont dits constitutifs car ils sont 

présents dans toutes les isoformes d’ARNm matures produites, contrairement aux exons 

dits alternatifs qui ne sont pas systématiquement conservés après l’épissage. De plus 

certains exons sont mutuellement exclusifs, et parfois, un exon donné peut avoir plusieurs 

sites d’épissage 5’ ou 3’, ce qui peut changer en partie la séquence de cet exon. Enfin, des 

introns sont parfois conservés dans les ARNm matures, et même traduits par la suite. Au 

niveau de l’impact fonctionnel de l’épissage alternatif, outre les effets régulateurs dus aux 

modifications des régions UTRs (Palaniswamy et al, 2010, Wu et al, 2013), ceci aboutit là 

encore à la production possible de multiples protéoformes d’une même protéine, voire à de 

multiples groupes de protéoformes si plusieurs ORFs sont encodés dans un locus donné. 

Des approches à l ’échelle du génome indiquent que -95%  des gènes humains qui 

contiennent plusieurs exons semblent sujet à de l’épissage alternatif, ce qui en fait une 

source majeure de diversité protéique (Pan et al, 2008).
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S p l i c i n g  m a c h i n e r y
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i n t r o n
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Figure 4. L’épissage alternatif en cis génère de la diversité protéique. Adapté de 
(Pajares et al, 2007). Noter que les pré ARNm présentés dans chaque cas de figures sont 
différents les uns des autres. (A) Illustration du mécanisme d’épissage. Une fois transcrit, le 
pré ARNm contenant introns et exons est pris en charge par la machinerie d ’épissage 
(splicing machinery en anglais) qui permet, de manière générale, de retirer les introns et de 
ne conserver que les exons dans l’ARNm mature. Les étapes de clivage et ligation 
nécessaires à ce processus ont lieu aux sites d’épissage (j°ncti°ns exons/introns). 
L’épissage en cis d’un pré ARNm peut suivre les patrons suivants : (B) l’inclusion d ’un 
exon, (C) l’inclusion mutuellement exclusive d’exons, (D) l’utilisation de sites d ’épissage 
5' alternatifs, (E) l’utilisation de sites d ’épissage 3’ alternatifs, (F) la rétention d’un intron.
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La diversité protéique produite est illustrée par les combinaisons variables de séquences 
maintenues dans les ARNm matures. Les lignes horizontales noires représentent les introns. 
Les boîtes grises et oranges représentent les exons. Les lignes en diagonales indiquent les 
différentes combinaisons possibles dans l’utilisation des sites d’épissage.

Un épissage entre deux molécules distinctes d ’ARN peut parfois survenir (Konarska et al, 

1985, Solnick, 1985, Yang & Walsh, 2005). Cet événement appelé trans-épissage semble 

rare chez les mammifères bien qu’il y ait été observé (Caudevilla et al, 1998, Flouriot et al, 

2002). Il est plus courant chez des organismes comme le trypanosome, le nématode, ou la 

drosophile (Yang & Walsh, 2005). Cela peut aboutir à l’association d’exons provenant de 

pré ARNm issus de loci différents dans une même molécule d ’ARNm mature unique. 

Après traduction, des chimères protéiques sont alors synthétisées (Figure 5 A). Ce 

mécanisme est devenu une option thérapeutique de choix afin de remplacer des exons 

défectueux dans plusieurs pathologies, en exprimant simplement l ’exon sauvage dans les 

cellules cibles (Puttaraju et al, 1999, Yang & Walsh, 2005). Une variante du rrans-épissage 

permet à deux molécules d’ARNm matures d’être produites à partir d’une seule molécule 

de pré ARNm (Blumènthal, 2004, Spieth et al, 1993). Cette variante consiste en un clivage 

d ’un pré ARNm dans une région intronique, ce qui produit deux brins d ’ARN, l’un 

contenant les premiers exons et introns, l ’autre les suivants. Le fragment en aval du site de 

clivage subit alors l’ajout d’une région leader à son extrémité 5’ (typiquement l’ARN SL2 

chez Caenorhabditis elegans). Le fragment en amont est simplement cis-épissé. Après 

épissage, deux ARNm matures sont obtenus, contenant chacun deux ORFs distincts (Figure 

5 B). Ce mécanisme est très utilisé chez C. elegans, où environ 1000 opérons pourraient 

être présents, impliquant -15% du total des gènes (Blumènthal et al, 2002). Plusieurs 

groupes de protéoformes peuvent ainsi être formés à partir d’un pré ARNm unique.
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Figure 5. Mécanisme et conséquences du trans-épissage. (A) Adapté de (Blumènthal,
2004). De manière similaire au cis épissage, le trans-épissage permet d’obtenir des 
combinaisons d’exons variables dans les ARNm matures, mais cette fois à partir de 
plusieurs pré ARNm. Plusieurs protéoformes de la même protéine sont ainsi produites, 
combinant des exons issus de loci différents. Les boîtes oranges représentent les exons d ’un 
pré ARNm, la boîte noire l’exon d’un autre pré ARNm. (B) Adapté de (Yang & Walsh,
2005). Le trans-épissage est particulièrement utilisé chez C. elegans, où il permet 
l’expression de groupes de protéoformes indépendants à partir d’un pré ARNm unique. Le 
pré ARNm subit un clivage et une polyadénylation en deux sites distincts. Le brin 
correspondant à la région la plus en aval du pré ARNm subit alors une ligation avec une 
région leader coiffée, le plus souvent correspondant à l’ARN SL2. Les deux ARNm 
matures ne partagent pas de séquence codante en commun, et dirigent donc l’expression de 
groupes de protéoformes distincts (exons bleus vs exons oranges).
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L’ajout d’une queue poly-A en 3’ des ARNm eucaryotes a un effet protecteur contre les 3’- 

5’ exoribonucléases (stabilisant les ARNm), et favorise l’efficacité de traduction (Zhang et 

al, 2010). Cependant, puisque son ajout nécessite un clivage de l ’ARNm à un site de 

polyadénylation déterminé par la séquence primaire de l’ARNm, l’utilisation de sites de 

polyadénylation alternatifs peut permettre d ’inclure ou d’exclure une partie des régions 

transcrites des ARNm matures (Figure 6). Les conséquences sont variables en fonction de 

l’emplacement des différents sites de polyadénylation possibles (Di Giammartino et al,

2011). Si les différents sites sont tous dans le 3’UTR du gène, les éléments régulateurs qu’il 

porte sont possiblement affectés. Ceci a des effets sur la stabilité et/ou la traduction des 

ARNm matures, par exemple en modulant la présence de sites de reconnaissance pour les 

mécanismes d’interférence par l’ARN. En revanche si les différents sites de 

polyadénylation sont distribués dans différents exons/introns, alors cela peut affecter la 

séquence codante lors des événements d ’épissage subséquents. Le nombre de protéoformes 

possibles pour une même protéine se trouve alors augmenté (Di Giammartino et al, 2011). 

La polyadénylation alternative semble toucher de nombreux gènes chez les eucaryotes (10- 

15% des gènes chez la levure (Nagalakshmi et al, 2008), ~54% chez l’humain (Tian et al,

2005)), et est peu conservée entre les espèces (Ara et al, 2006).
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Figure 6. Conséquences fonctionnelles de l’utilisation de sites alternatifs de 
polyadénylation. Adapté de (Di Giammartino et al, 2011). Au sein d’un gène, on distingue 
les sites alternatifs de polyadénylation selon qu’ils affectent soit la séquence codante (CR- 
APA), soit les UTRs (UTR-APA). Dans la CR-APA, un même pré ARNm est épissé 
alternativement, donnant deux isoformes d’ARNm qui varient au niveau de leur dernier 
exon codant. Cela se répercute au niveau de la diversité protéique, puisque deux 
protéoformes différentes d’une même protéine sont générées, possédant des portions C- 
terminales distinctes. L’UTR-APA amène, après clivage au sein du même exon final du pré 
ARNm, à l’incorporation ou non de sites de liaison pour des éléments régulateurs 
(transcriptionnels/traductionnels) au sein des différentes isoformes d’ARNm, tels que 
miARNs ou protéines liant l’ARN. CR-APA : de l’anglais coding region - alternative 
polyadénylation. UTR-APA : de l’anglais untranslated region - alternative
polyadénylation. m7G : structure coiffe. miARN : micro-ARN. Les boîtes blanches 
représentent les séquences des exons qui constituent les UTRs. Les boîtes colorées 
représentent les séquences codantes des exons.
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Enfin, les ARNm eucaryotes peuvent subir de l’édition, c’est-à-dire l’ajout, la délétion ou 

la modification d’un nucléotide (Figure 7). Les événements d’édition les plus utilisés sont 

les modifications de nucléotides : déamination par des enzymes d ’édition d ’une cytosine 

(C) en uracile (U), ou, plus fréquemment, d ’une adénine (A) en inosine (I, lu comme une 

guanine (G) par la machinerie traductionnelle). Bien que tous les ARNm ne soient pas 

sujets à édition, cette modification post-transcriptionnelle eucaryote-spécifique n’en est pas 

moins importante fonctionnellement, puisqu’un knock-out partiel ou complet de gènes 

impliqués dans l’édition peut être létal chez les mammifères (Keegan et al, 2001). Les sites 

subissant l’édition sont ciblés, mais peuvent être présents dans toutes les régions des pré 

ARNm (exons, introns, régions codantes, UTRs, sites d’épissage, codon stop)(Keegan et al, 

2001). Ceci a des conséquences directes sur les protéoformes codées par les ARNm ainsi 

édités, tels une substitution d’acide aminé (Seeburg, 1996), un changement de cadre de 

lecture (frameshift en anglais)(Benne et al, 1986), un épissage alternatif (Rueter et al, 

1999), l’apparition ou la suppression d’un codon initiateur ou stop (Koslowsky et al, 1990) 

ou des effets parfois indéterminés sur les UTRs (Morse & Bass, 1999).

5' UTR 

1

séquence codante : 
substitutions

AU G a

création et suppression 
de codons stop

1
UGA A

création et 
suppression de 

codon d’initiation

site d épissage 3’
1

3’ UTR

Figure 7. Conséquences possibles de l’édition des ARNm sur l ’expression protéique.
Adapté de (Keegan et al, 2001). L’exemple de l’édition A->I est utilisé ici. Des 
modifications dans la séquence des régions 5' ou 3’ UTRs peuvent survenir bien que leurs 
conséquences soient inconnues à ce jour. La séquence codante peut subir de l’édition, 
créant des substitutions d’acides aminés. Des sites d’initiation ou d ’arrêt de la traduction 
peuvent être créés ou abolis. Enfin, des séquences importantes pour l’épissage des pré 
ARNm peuvent être modifiées, ce qui peut avoir un impact sur la diversité des isoformes 
d ’ARNm matures produits, et sur les protéoformes qu’ils encodent.
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1.2.4. Mécanismes traductionnels

Après avoir subi les étapes de maturation, les ARNm matures sont exportés au cytoplasme 

pour y être traduits en protéines par les ribosomes. A la différence de la régulation 

transcriptionnelle, la régulation de l’expression protéique au niveau de la traduction permet 

de produire des changements rapides dans les niveaux d’expression des protéines codées 

par les ARNm préexistants. La régulation traductionnelle est ainsi importante au cours de 

stress cellulaires, du développement et de la différenciation, du fonctionnement du système 

nerveux, dans le développement de maladies comme le cancer ainsi que dans leur 

traitement (Sonenberg & Hinnebusch, 2009). De manière simpliste, le dogme central 

implique que chaque ARNm ne dirige la synthèse que d ’une seule protéine, par la 

traduction d’un unique ORF. L’ORF de chaque ARNm était alors identifié grâce à 

plusieurs règles incluant une taille minimale (FORF le plus long étant retenu), une 

utilisation de codons biaisée (fréquence d’utilisation de codons synonymes variable selon 

les espèces) (Bulmer, 1987), et un codon initiateur AUG (si possible le premier de 

l’ARNm) (Brent, 2005). Cette vision a été largement revisitée ces dernières années, 

indiquant que chaque ARNm mature peut en réalité contenir plusieurs ORFs et ainsi 

permettre la synthèse de plusieurs protéoformes, voire groupes de protéoformes (voir 

paragraphe 3) (Atkins & Gesteland, 2010, Kochetov, 2006, Kochetov, 2008). La traduction 

peut être modulée au niveau des quatre étapes qu’elle comporte : initiation, élongation, 

terminaison et recyclage des ribosomes. Cette dernière étape permet la dissociation du 

ribosome de l’ARNm afin de lui permettre d’effectuer à nouveau un cycle de traduction, et 

à ce jour aucune évidence n’indique qu’elle participe à la génération de diversité protéique. 

En revanche, la modulation des trois autres étapes participe à l ’augmentation du nombre de 

produits protéiques générés à partir d ’un seul ARNm mature (Atkins & Gesteland, 2010).

La majorité de la régulation du processus de traduction a lieu au niveau de l’initiation. 

L’initiation de la traduction consiste au recrutement d’un ribosome sur l’ARNm, suivi de la 

sélection du codon d’initiation de la traduction, s’achevant lorsque le ribosome est prêt à 

l’élongation (c'est-à-dire à former le premier pont peptidique). Différents mécanismes 

possibles d’initiation existent, et ces multiples mécanismes offrent de nombreuses 

possibilités quant au choix du codon initiateur. Tout d ’abord, concernant l’identité du
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codon d’initiation, AUG est considéré comme le codon initiateur par excellence, 

historiquement (Brent, 2005) et dans l’étendue de son utilisation (Ingolia et al, 2011, Lee et 

al, 2012). Cependant, il apparaît de plus en plus clairement que de très nombreux autres 

codons (en particulier variant d’un nucléotide par rapport à AUG) peuvent servir 

efficacement de codon initiateur, soit dans quasiment 50% des cas (Ingolia et al, 2011, Lee 

et al, 2012). Un autre facteur de diversité dans l’initiation concerne la position des codons 

initiateurs. En raison du mécanisme majoritaire de reconnaissance du codon d’initiation qui 

consiste en un balayage depuis l’extrémité 5’ par la sous-unité 40S du ribosome (Kozak, 

1978), la plupart des événements d ’initiation répertoriés se situent assez proche (au plus 

quelques centaines de nucléotides) de cette extrémité 5’. Néanmoins, une certaine souplesse 

dans ce mécanisme ainsi que l’existence de mécanismes alternatifs d’initiation permettent 

dans certains cas la sélection de sites d ’initiation plus en aval, et donc la traduction d’ORFs 

qui n’auraient pas été traduits en protéine si le mécanisme canonique avait été utilisé 

(Malys & McCarthy, 2011, Sonenberg & Hinnebusch, 2009). Je mentionnerai simplement 

ici la notion conceptuelle que l’initiation en des sites différents permet d’inclure ou 

d’exclure certaines régions de l’ARNm de la ou des zone(s) traduite(s), et également de 

décoder la séquence de l’ARNm dans des cadres de lectures différents, affectant la diversité 

de séquences protéiques produites. Les possibilités offertes par les différents mécanismes 

d’initiation de la traduction eucaryotes en termes de diversité protéique seront discutées en 

détail dans la partie 2.2.

Lors de l’élongation de la traduction, un événement appelé frameshift (changement de 

cadre de lecture) peut survenir, provoquant un saut en avant (+1) ou plus fréquemment un 

retour (-1) d’un nucléotide du ribosome et affectant ainsi la séquence en acides aminés 

traduite subséquemment (Farabaugh, 1996). La protéine ainsi produite est une chimère 

entre les séquences en acides aminés décodées depuis les différents cadres de lecture. Un 

frameshift peut apparaître spontanément par erreur, mais c ’est un événement très rare 

(fréquence de 3x10"5 par codon) qui peut toucher tous les ARNms en traduction 

(Farabaugh, 1996). En d’autres occasions, et beaucoup plus efficacement, le frameshift peut 

être programmé, ne touchant que certains ARNms contenant les signaux en cis nécessaires 

à induire le décalage. Cette programmation a été observée chez les procaryotes, les virus, et 

les eucaryotes (de la levure à l’humain). Mécanistiquement, les sites de changement de
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cadre de lecture des frameshifts -1 sont constitués par certains heptamères nucléotidiques 

(de nature répétitive) favorisant le glissement du ribosome (Jacks et al, 1988), surtout si sa 

vitesse d’élongation est ralentie par une structure telle un pseudo-nœud dans la séquence de 

l’ARNm située juste en aval (Tu et al, 1992). Le frameshift, même programmé, n’est pas 

très efficace (5,1% pour l’ARNm du virus de l’immunodéficience humaine (Gendron et al, 

2008)). Il permet la traduction de deux protéoformes différentes à partir d’un seul ARNm 

mature (Figure 8).

Pseudoknot

1 Frameshift

Pseudoknot

+3 translocation
Pseudoknot 
d i s r u p t i o n  

t u  11111 r m

Figure 8. Le mécanisme de frameshift -1. Au cours de l’élongation de la traduction, la 
présence de certaines séquences nucléotidiques de nature répétitive induit un glissement du 
ribosome (retour en arrière, d ’un nucléotide). Ceci est favorisé par la présence d ’une 
structure stable en aval, telle qu’un pseudo-noeud {pseudoknot), qui ralentit l’élongation à 
proximité des séquences « glissantes ». Lorsque l’élongation de la traduction reprend, le 
décalage de cadre de lecture provoqué par le frameshift résulte en la synthèse d ’une 
protéine chimérique entre les séquences en acides aminés décodées depuis les différents 
cadres de lecture. Adapté de http://viralzone.expasy.org/all_by_protein/860.html.

http://viralzone.expasy.org/all_by_protein/860.html


21

Au niveau de la terminaison de la traduction, il est parfois possible qu’un codon stop ne soit 

pas reconnu en tant que tel, mais qu’un acide aminé soit incorporé lors du décodage de ce 

codon par le ribosome en élongation (mécanisme appelé stop codon readthrough en 

anglais) (Doronina & Brown, 2006) (Figure 9). L’élongation continue alors jusqu’au 

prochain codon stop reconnu, provoquant l’ajout d ’une portion C-terminale supplémentaire 

à la protéine produite. Dans le cas des sélénoprotéines, une sélénocystéine peut être ajoutée 

à un codon UGA, ce qui est favorisé par une séquence d’insertion de sélénocystéine dans le 

3’UTR (Berry et al, 1993, Fixsen & Howard, 2010). Dans d ’autres cas, la reconnaissance 

non canonique du codon stop par un ARN de transfert (ARNt) chargé permet l’ajout de 

l’acide aminé qu’il porte (Bonetti et al, 1995) avec une efficacité pouvant aller jusqu’à 5% 

(Namy et al, 2001). Des modulations dans le niveau d ’expression ou dans le statut de 

maturation post-traductionnelle des protéines du facteur de libération du ribosome peuvent 

affecter de manière générale l’efficacité du readthrough, sur l’ensemble des ARNm (von 

der Haar & Tuite, 2007). Bien que dans la majorité des cas, un autre codon stop sera 

rencontré par le ribosome peu après le readthrough, n’affectant que légèrement la partie C- 

terminale de la protéine produite, l’ajout d’une portion supplémentaire pour une partie des 

protéines produites peut procurer certains avantages. C’est le cas des versions allongées de 

certaines protéines produites en condition de stress chez S. cerevisiae, où le readthrough est 

utilisé comme vecteur évolutif (True & Lindquist, 2000). Par exemple, certains allèles du 

gène SKY1 portent des polymorphismes favorables dans la région traduite lors du 

readthrough facilité en présence de diamide ou de peroxyde d’hydrogène (deux agents 

oxydants), bien que le mécanisme moléculaire expliquant l’effet bénéfique de la protéine 

kinase encodée n’ait pas été élucidé (Torabi & Kruglyak, 2012). Chez la drosophile, la 

conservation évolutive du potentiel codant des régions directement en aval du codon stop 

de l’ORF principal indique que 283 gènes sont sujets au readthrough, qui semble 

particulièrement répandu chez les insectes et les crustacés (Jungreis et al, 2011).



Figure 9. Le readthrough traductionnel apporte une variabilité protéique dans les 
portions C-terminales des protéines. (A) Lorsqu’un ribosome rencontre un codon stop, 
son décodage se fait de manière générale correctement, et la traduction s’arrête. Le 
ribosome est alors désassemblé, et la protéine qui vient d’être traduite est relâchée. (B) 
Lorsque la fidélité de reconnaissance du codon stop est altérée (contexte nucléotidique 
autour du codon, modifications dans l’expression des facteurs de terminaison), un ARNt à 
la séquence anticodon proche de la séquence complémentaire au codon stop peut être utilisé 
pour continuer l’élongation jusqu’au prochain codon stop reconnu. Une protéine avec une 
portion C-terminale supplémentaire (en rouge) est alors produite. Les boîtes représentent 
les différentes régions de l’ARNm (blanc: UTRs ; orange: séquence codante ; rouge: région 
du 3'UTR traduite additionnellement lors du readthrough). Les rubans colorés 
correspondent à la séquence protéique traduite. Les sous-unités ribosomales sont en gris, 
les ARNt en bleu.
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1.2.5. Modifications post-traductionnelles

Une fois la traduction d’une protéine achevée, celle-ci peut subir des modifications post- 

traductionnelles, augmentant encore la diversité de protéoformes encodées dans un gène ou 

un ARNm donné (Seo & Lee, 2004, Smith et al, 2013). Ces modifications peuvent entre 

autres moduler la structure, la localisation, l’activation, la stabilité, ou le réseau 

d’intéraction des protéines, agissant directement sur leur fonctionnalité. Bien que beaucoup 

de modifications post-traductionnelles n’affectent pas la séquence primaire de la protéine 

(Seo & Lee, 2004), d’autres modifications, en revanche, produisent un remodelage de la 

séquence primaire, et seules celles-ci seront discutées ici. La plus répandue et la plus 

connue est le clivage par protéolyse, qui permet soit la maturation nécessaire d’un 

précurseur en protéine fonctionnelle, soit l’inactivation de l’activité d’une protéine. De 

plus, certaines protéines peuvent subir l’équivalent d’un épissage, c’est-à-dire l’excision 

autocatalytique d’un fragment interne (intéine) suivie de la formation d’une liaison 

peptidique entre les deux fragments externes (extéines) (Perler et al, 1994). Une base de 

données dédiée aux intéines répertorie plus d ’une centaine de cas chez les eucaryotes 

(InBase (Perler, 2002)). Un trans-épissage protéique peut également avoir lieu chez les 

eucaryotes entre deux protéines traduites indépendamment, augmentant encore le potentiel 

de diversité protéique (Wu et al, 1998, Zhu et al, 2010).
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2. Potentiel multi-codant des ARN messagers matures

Chez les eucaryotes, la possibilité pour un ARNm mature d’encoder plusieurs groupes de 

protéoformes différents à la fois comme mécanisme de diversité protéique a longtemps été 

négligée. Dans cette partie, je montrerai que ce mécanisme est pourtant largement utilisé 

dans des organismes primitifs (procaryotes) et relativement peu complexes (virus). Ensuite, 

j ’énoncerai les raisons pour lesquelles ce mécanisme a été longtemps ignoré chez les 

eucaryotes, celles qui suggèrent la possibilité de son existence, et les possibilités offertes 

par l’utilisation de multiples ORFs dans un ARNm eucaryote unique.

2.1. Chez les procaryotes et les virus

2.1.1. Arrangement structural des ARN messagers matures procaryotes

L’utilisation d’un seul ARNm mature comme substrat pour la traduction de multiples 

groupes de protéoformes est un mécanisme qui est apparu très tôt dans l’évolution, 

puisqu’il est très répandu chez les procaryotes. Ceux-ci possèdent des gènes transcrits en 

ARNm monocistroniques ou polycistroniques dans des proportions variables. Le 

groupement dans une même unité transcriptionnelle de plusieurs ORFs (arrangement sous- 

forme d’opéron, Figure 10) offre un avantage au niveau de la régulation temporelle et 

stœchiométrique de l’expression de protéines impliquées dans une même voie, pour un coût 

énergétique minimal puisqu’ici un seul événement transcriptionnel est nécessaire pour 

l’expression de plusieurs protéines (Ma et al, 2002a). La nature courte des régions non 

codantes séparant les différents ORFs dans les génomes des bactéries et des archées 

explique en partie pourquoi une telle organisation d’ARNm est possible (seulement un 

quart environ de leur génome ne code pas pour des protéines (Mattick, 2004)). Une 

explication supplémentaire réside dans le mécanisme général d’initiation de la traduction 

chez ces deux grands groupes du vivant (Figure 10). Brièvement, chaque ORF procaryote 

est précédé d’une séquence appelée Shine-Dalgamo (SD), qui interagit avec la séquence de 

l’ARN ribosomal (ARNr) 16S composant la petite sous-unité 30S du ribosome, et permet 

de recruter ce dernier à proximité du codon d’initiation AUG (Shine & Dalgamo, 1974). 

Ainsi, pourvu qu’une séquence SD soit présente et disponible pour interagir avec la sous- 

unité 30S, l’initiation de la traduction peut avoir lieu en de multiples régions d’un ARNm,
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autorisant la traduction de plusieurs ORFs. Cette vision de ce que j ’appelle le potentiel 

multi-codant des ARNm (plusieurs ORFs dans un seul ARNm mature) procaryotes est 

établie depuis longtemps (la caractérisation de l’opéron lactose par Jacob et Monod date de 

1960 (Jacob et al, I960)), et est encore complexifiée par des découvertes plus récentes. Il 

apparaît maintenant que les archées (et les bactéries dans une moindre mesure) ont 

développé des mécanismes d’initiation de la traduction SD-indépendants, augmentant le 

nombre de possibilités. L’interaction de la protéine ribosomale SI avec une région riche en 

pyrimidines en amont de l’AUG (Boni et al, 1991), des intéractions SD-like entre l’ARNm 

et l ’ARNr (Kozak, 2005), ou encore une initiation 5 ’UTR-dépendante et SD-indépendante 

pour l’instant peu caractérisée au niveau moléculaire (Hering et al, 2009) sont autant de 

mécanismes alternatifs qui peuvent être utilisés, et ce assez fréquemment (Chang et al, 

2006). De plus, certains ARNm qui n’ont pas de 5 ’UTR peuvent tout de même recruter un 

ribosome 70S (contenant les deux sous-unités 30S et 40S déjà assemblées) directement à 

l’AUG (Moll et al, 2002).

ARNm
polycistrorvque

groupas de 
protéoformes

Figure 10. Les ARNm procaryotes sont souvent polycistroniques, organisés sous 
forme d’opéron. Les bactéries et les archées possèdent des structures génomiques 
permettant d’inclure plusieurs ORFs dans une unité transcriptionnelle unique. En amont de 
chaque ORF, une séquence Shine-Dalgamo (SD) permet de recruter directement dans des 
régions internes de l’ARNm la sous-unité ribosomale 30S, et de la placer à proximité du 
codon initiateur (AUG ici). Chaque ORF est alors traduit à partir de cet opéron, aboutissant 
à la production de protéines souvent impliquées dans la même voie métabolique. La ligne 
horizontale noire représente l’ARNm, les boîtes colorées les ORFs, et les formes colorées 
les protéines correspondantes. Les sous-unités 30S sont en gris.

traduction
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2.1.2. Arrangement structural des ARN messagers matures viraux

Les virus, pour effectuer leur cycle viral et se multiplier, doivent produire un certain 

nombre de protéines encodées dans leur génome. Ils ne possèdent pas leur propre système 

de traduction, et ils utilisent donc la machinerie de la cellule hôte à cette fin. Ils utilisent 

donc de manière subversive des mécanismes déjà disponibles et opérationnels dans la 

cellule infectée. De plus, face à la petite taille de leur génome, les virus ont optimisé leur 

potentiel codant, et plusieurs groupes de protéoformes sont souvent encodées par ARNm 

mature. Utilisant plusieurs sites d ’initiation de la traduction dans différents cadres de 

lecture (mais aussi du frameshift), ils profitent efficacement des différents mécanismes de 

traduction à leur disposition, autant classiques que non-canoniques.

Les bactériophages, tout comme leurs hôtes bactériens, possèdent un génome organisé sous 

forme d’opérons (Figure 11 A), et produisent des ARNm polycistroniques. En plus de 

permettre la traduction de plusieurs ORFs successifs, les ARNm des bactériophages 

présentent un niveau de diversification supplémentaire en utilisant des ORFs se 

chevauchant (Normark et al, 1983). En utilisant plusieurs cadres de lecture, soit par 

frameshift, soit par initiation de la traduction à des sites alternatifs, les ARNm de 

bactériophages peuvent donc coder pour de nombreuses protéines dans un espace 

génomique réduit. L’exemple du bactériophage G4 est particulièrement éloquent, puisque 

certains nucléotides peuvent être traduits dans les trois cadres de lecture différents (Godson 

et al, 1978, Shaw etal, 1978).

La situation est similaire chez les virus eucaryotes, où l’utilisation de cadres de lecture 

chevauchants et de sites alternatifs d ’initiation de la traduction a été bien caractérisée. C ’est 

le cas chez les virus de plantes, comme le virus de la mosaïque du navet jaune où deux 

codons d’initiation de la traduction séparés de 7 nucléotides dirigent l’expression de deux 

protéines distinctes dans des cadres de lecture différents mais qui se chevauchent (Matsuda 

et al, 2004). Chez les mammifères également, les virus peuvent utiliser plusieurs sites 

d ’initiation de la traduction pour traduire des ORFs distincts à partir d’un seul ARNm. En 

particulier, chez l’humain, le virus de l’hépatite C produit une polyprotéine par l’usage d ’un 

très long ORF, mais une initiation de la traduction peut avoir lieu en aval de l’AUG de cet 

ORF principal, permettant la production d’une protéine immunogénique impliquée dans le
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développement de complications hépatiques associées à l’infection (Figure 11 B)(Baril & 

Brakier-Gingras, 2005, Vassilaki & Mavromara, 2009, Walewski et al, 2001). Le virus de 

l’immunodéficience humaine de type 1 produit également des ARNm avec plusieurs ORFs 

se chevauchant dans différents cadres de lecture (Kam & Stoltzfus, 2012). D’autres 

exemples similaires d’organisations d ’ARNm existent (Bolinger & Boris-Lawrie, 2009, 

Kozak, 1986a), ce qui semble être la norme plus que l’exception chez les virus.

ARNm du bactériophaae G4

ARNm du virus de I ’hépatite C
H '  ; '

ARFP

core *  enveloppe *  protéines non-structurales

Figure 11. Organisation des ORFs dans les ARNm matures viraux. (A) Adapté de 
(Godson et al, 1978). Pour les virus de procaryotes, l’exemple du bactériophage G4 est 
présenté. L’un des ARNm (ligne noire horizontale) produit par le phage G4 dirige la 
synthèse de multiples protéines en utilisant les trois cadres de lectures disponibles. Un site 
de liaison des ribosomes (SD) précède chaque ORF (boîtes colorées). Seule une portion de 
l’ARNm complet est présentée. (B) Adapté de (Vassilaki & Mavromara, 2009). Pour les 
virus de cellules eucaryotes, l’ARNm (ligne noire horizontale) du virus de l’hépatite C 
(HCV) est présenté. La polyprotéine de HCV est encodée par l ’ORF principal (boîte grise), 
et subit des clivages aux sites indiqués par les flèches noires afin de produire les protéines 
structurales et non-structurales du virus. Une seconde protéine appelée ARFP (pour 
alternative reading frame protein en anglais) est encodée dans un ORF situé dans le cadre 
de lecture +2 (boîte orange). L’initiation de la traduction de l’ORF d ’ARFP a lieu à un 
codon GUG situé environ 26 codons en aval de 1 ’AUG de l’ORF principal.
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2.2. Chez les eucaryotes

2.2.1. Des ARN messagers matures multi-codants chez les eucaryotes ?

2.2.1.1 Arrangement structural des ARNm matures : vision classique et remise en question 

du dogme

Un ARNm mature eucaryote, tel que typiquement décrit dans les livres de biologie 

moléculaire, est monocistronique. Il est constitué de trois régions distinctes : deux régions 

dites non traduites (UTRs), situées en amont (5’UTR) et en aval (3’UTR) d’une région 

codante (CDS, pour coding sequence en anglais) unique. Le CDS, qui code pour une seule 

protéine, peut aussi être appelé ORF de référence (RefORF), la protéine qu’il encode étant 

référencée dans les bases de données nucléotidiques/protéiques (RefSeq ou Ensembl, par 

exemple) comme l’unique produit protéique issu de cet ARNm (Figure 12). Bien qu’il soit 

reconnu que les procaryotes et les virus possèdent des ARNm multi-codants, plusieurs 

caractéristiques du système de traduction des ARNm eucaryotes font qu’historiquement ils 

ne sont pas reconnus pour partager ce mécanisme de diversité protéique. Les séquences 

codantes eucaryotes ont été définies selon des règles assez simples (Brent, 2005). Tout 

d’abord, incluant chez les procaryotes, un a priori sur la taille minimale que doit avoir une 

séquence codante (100 codons) est quasiment toujours utilisé lors de la recherche d’ORFs 

dans une séquence nucléotidique donnée. Ce seuil minimal, justifié pour limiter les 

mauvaises prédictions en absence de la puissance de la génomique comparative, devrait 

être revisité à l’heure où un très grand nombre de génomes sont séquencés et que les 

ressources bioinformatiques adéquates sont disponibles. Ensuite, pour chaque locus, n’a en 

général été prédit (manuellement ou de façon automatisée) que le plus grand ORF, 

commençant si possible par le premier codon AUG rencontré depuis l ’extrémité 5’ de la 

région analysée. Ainsi, des ARNm eucaryotes matures encodant plusieurs protéines n’ont 

été découverts que de façon sporadique et acceptés comme des exceptions (voir paragraphe 

3.1).

Pourtant, certaines raisons suggèrent qu’un ARNm eucaryote mature pourrait produire 

plusieurs groupes de protéoformes à la fois. Le fait que des virus de cellules eucaryotes, qui 

utilisent la machinerie de traduction de leurs hôtes, possèdent plusieurs ORFs distincts 

traduits à partir d’un ARNm mature unique indique que ce phénomène pourrait prendre
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place lors de la traduction d ’ARNm cellulaires. De plus, au vu de l’importance de plus en 

plus grande que semblent revêtir les protéines de petite taille, il est possible que les 

méthodes de prédiction d’ORFs utilisées précédemment aient ignorés des ORFs réellement 

traduits. Les ARNm multi-codants pourraient ainsi ne pas être limités au règne procaryote, 

mais être également utilisés chez les eucaryotes. Cela permettrait spéculativement une 

diversité protéique avec un coût énergétique moindre (un ARNm, plusieurs protéines) 

(Kochetov, 2008).

i
RefORF

traduction

(protéine de référence)

Figure 12. Vision classique de l’arrangement structural des ARNm matures. Dans le 
modèle classique d’un ARNm mature eucaryote, celui-ci comporte une coiffe à l ’extrémité 
5', une queue poly-A en 3', et trois régions distinctes (5'UTR, RefORF, 3'UTR). Selon ce 
modèle, un ARNm eucaryote typique est monocistronique. La seule séquence codante qu’il 
contient est le RefORF (boîte grise), aussi appelé séquence codante (CDS) associée à 
l’ARNm dans la base de données RefSeq. Cet ORF code pour la protéine de référence, 
unique protéine traduite à partir de cet ARNm. Par convention, le cadre de lecture dans 
lequel est encodé la protéine de référence est le cadre de lecture +1.

2.2.1.2 Diversité protéique procurée par l’initiation alternative de la traduction 

Comme mentionné au paragraphe 1.2.4, mis à part le frameshift et le readthrough, la 

régulation au niveau de l’initiation de la traduction est un facteur de diversification des 

produits protéiques issus d’un ARNm mature unique (protéoformes et groupes de 

protéoformes).

En plus de la protéine codée par le RefORF, d’autres protéoformes de cette même protéine 

peuvent être formées par l ’utilisation sur le même ARNm mature de sites d ’initiation 

alternative de la traduction partageant le même codon stop (et donc le même cadre de 

lecture) que le RefORF (Figure 13). Ces nouvelles protéoformes partageront la même partie 

C-terminale que la protéine encodée dans le RefORF (protéine dite de référence), mais elles 

varieront dans leur portion N-terminale (Kochetov, 2008). Si le codon initiateur alternatif
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est en amont de celui du RefORF, des acides aminés sont ajoutés en amont de la séquence 

correspondant à la protéine de référence. Au contraire, une portion N-terminale est 

manquante si une initiation de la traduction a lieu en aval du site canonique du RefORF. 

Les conséquences de la formation d ’isoformes allongées ou raccourcies en N-terminal de la 

protéine de référence peuvent être importantes au niveau fonctionnel, en particulier en 

donnant naissance à des protéoformes dont la localisation varie (Kazak et al, 2013, 

Kochetov et al, 2005, Kochetov, 2008). En effet, de nombreux signaux de localisation sont 

situés dans la partie N-terminale des protéines, tels les peptides signaux pour le ciblage vers 

l’appareil de sécrétion (Biobel, 1980), ou vers les mitochondries (Chacinska et al, 2009). 

Par ailleurs, des éléments modulant la fonction ou la liaison à des partenaires d ’interaction 

peuvent également être exclus ou inclus (Calligaris et al, 1995, Lin et al, 1993). Par 

exemple, le gène suppresseur de tumeur TP53 code pour le facteur de transcription p53, 

dont une protéoforme tronquée en N-terminal manque le domaine de transactivation, 

agissant comme régulateur négatif au cours du cycle cellulaire (Courtois et al, 2002).

ARNm mature m7c*

protéoformes

initiation alternative de la traduction

(A)n

RefORF

extension/troncature 
du RefORF

peptide signal

activité du peptide signal
non

oui

non

Figure 13. L’initiation alternative de la traduction permet d’augmenter le nombre de 
protéoformes produites depuis un ARNm mature unique. L’initiation de la traduction 
peut avoir lieu en amont ou en aval du site d ’initiation du RefORF, à des codons initiateurs 
dits alternatifs (lignes verticales pointillées). Si elle a lieu dans le même cadre de lecture 
(+1) et que le même codon stop que celui du RefORF est utilisé suite à ces événements 
d’initiation alternatifs, alors des isoformes allongées ou raccourcies de la protéine de 
référence sont traduites. Ces nouvelles protéoformes varient dans leur extrémité N- 
terminale par rapport à la protéine de référence. Si l ’initiation a eu lieu en aval, le peptide 
signal (en rouge) est absent de la protéoforme, et si elle a eu lieu en amont alors une 
séquence peptidique précède le peptide signal, l’empêchant d ’être reconnu. Dans les deux 
cas, la localisation finale des protéoformes alternatives va donc différer de celle de la 
protéoforme de référence. Un seul ARNm mature code donc ici pour plusieurs 
protéoformes.
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De nombreux autres exemples de ce type existent (Kochetov, 2008). Certaines études à 

large échelle récentes indiquent que la création d’isoformes protéiques étendues ou 

tronquées par ce mécanisme semble participer de façon non négligeable à la diversité 

protéique chez les eucaryotes (Fritsch et al, 2012, Ingolia et al, 2011, Kazak et al, 2013). 

Des prédictions à l’échelle du génome de ce phénomène et de ses conséquences ont été 

réalisées et une base de données référençant ces informations est déjà disponible (Cai et al, 

2005).

L’initiation de la traduction à un site alternatif permet aussi l’expression de groupes de 

protéoformes issus d’ORFs ne partageant pas le même codon stop que le RefORF. Cela 

peut être le cas soit si ces ORFs ne chevauchent pas le RefORF, soit s’ils les chevauchent 

(au moins partiellement) mais sont localisés dans des cadres de lecture différents (Figure 

14). Dans les deux cas, nous sommes alors en présence d ’ARNm eucaryotes matures 

capables de diriger la synthèse de protéines avec une séquence en acides aminés distincte 

de celle de la protéine de référence. Un terme unificateur pour désigner les ORFs qui ne 

partagent pas le même codon stop que le RefORF est celui d’ORF alternatifs 

(AltORFs), qui codent pour des protéines alternatives, distinctes du groupe de 

protéoformes issues du RefORF. Dans le cas où il n’y a pas chevauchement entre le ou 

les AltORFs et le RefORF, la situation est similaire à l’organisation en opéron des ARNm 

polycistroniques procaryotes. Dans le cas où il y a chevauchement, la situation est plus 

proche des ORFs chevauchant observés fréquemment chez les virus. Dans le reste du 

manuscrit, pour des raisons de clarté, nous parlerons donc d ’ARNm eucaryote multi-codant 

pour l’ensemble des deux situations, et d’ARNm eucaryote polycistronique uniquement 

lorsque celui-ci contient au moins deux ORFs qui ne se chevauchent pas. En résumé, si des 

AltORFs sont effectivement présents et traduits à partir d ’ARNm matures eucaryotes, alors 

plusieurs groupes de protéoformes sont traduits depuis un ARNm mature unique.

Par la production de multiples protéoformes et groupes de protéoformes à partir d ’un seul 

ARNm mature, l’initiation alternative de la traduction revêt donc un grand potentiel dans sa 

capacité à générer de la diversité protéique.
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Figure 14. Un ARNm mature unique peut produire plusieurs groupes de 
protéoformes diffférents par l’utilisation ORF alternatifs (AltORFs). L’initiation 
alternative de la traduction peut avoir lieu à des codons initiateurs qui ne partagent pas le 
même codon stop que le RefORF. Cela arrive s’ils se situent dans un cadre de lecture 
alternatif (+2 ou +3) et/ou si leur codon stop est localisé dans les régions UTRs. Les ORFs 
définis par ces types de sites d’initiation alternatifs sont appelés ORFs alternatifs (AltORFs, 
boîtes non grises). Ils codent pour des protéines alternatives (formes non grises) dont la 
séquence primaire est entièrement distincte de celle de la protéine de référence, portant 
donc probablement des fonctions qui diffèrent de celle de cette dernière. Ici, à partir d ’un 
ARNm mature unique, plusieurs groupes de protéoformes sont donc possiblement encodés.
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2.2.2. Mécanismes d ’initiation de la traduction chez les eucaryotes

L’initiation de la traduction peut être résumée comme l’ensemble des étapes qui permettent 

de placer un ribosome apte à l’élongation au niveau d ’un site d’initiation de la traduction. 

Ici, les mécanismes d ’initiation de la traduction eucaryotes seront décrits, ainsi que la 

manière dont ils permettent l’utilisation de sites d ’initiation alternatifs.

2.2.2.1 Mécanisme canonique : le balayage dépendant de la structure coiffe 

Contrairement aux ARNm procaryotes, les ARNm eucaryotes portent une modification 

appelée coiffe, qui consiste en une 7-methylguanosine ajoutée post-transcriptionnellement à 

l’extrémité 5’ de l’ARNm (Shuman, 2002). Il a été démontré que la coiffe stimule la 

traduction par la machinerie eucaryote (Mitchell et al, 2010, Shatkin, 1976). Elle est 

reconnue et liée par un facteur d’initiation de la traduction appelé eIF4E, qui interagit 

directement avec eIF4G (lui-même lié à d’autres facteurs) dans un complexe appelé eIF4F 

(Figure 15). En parallèle de l’ARNm lié à eIF4F par l’interaction eIF4E-coiffe, les petites 

sous-unités 40S des ribosomes eucaryotes sont associées à un complexe multifactoriel 

(MFC), composé entre autres d’eIF3, le facteur d ’échafaudage (Hinnebusch, 2006), et 

d ’eIF2, qui amène l’ARNt-Met initiateur (Met-ARNtjMel, permettant la reconnaissance du 

codon AUG initiateur et l’incorporation du premier résidu méthionine). L’association entre 

sous-unité 40S et MFC constitue le complexe 43S de pré-initiation (43S PIC). Puisque 

eIF4G et eIF3 peuvent interagir ensemble, le 43S PIC peut être recruté par eIF4F sur 

F ARNm, complétant la première étape de l’initiation de la traduction : le recrutement de la 

sous-unité 40S sur l ’ARNm (Sonenberg & Hinnebusch, 2009). Une fois recruté en 5’ de 

l’ARNm, le 43S PIC va alors procéder à un balayage (scanning en anglais), avançant vers 

l ’extrémité 3’ de l’ARNm à la recherche d ’un codon initiateur AUG. Une fois l’AUG 

reconnu, la grande sous-unité 60S du ribosome est à son tour recrutée sur F ARNm, et 

forme avec la sous-unité 40S le complexe d’initiation 80S final. L’élongation de la 

traduction peut alors débuter (Sonenberg & Hinnebusch, 2009).
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Figure 15. Mécanisme moléculaire de l’initiation de la traduction coiffe-dépendante 
chez les eucaryotes. Adapté de (Sonenberg & Hinnebusch, 2009). L ’initiation de la 
traduction consiste dans l ’ensemble des étapes permettant la formation d ’un complexe 
ribosome/ARNm à un site d’initiation de la traduction apte à procéder à l ’élongation de la 
traduction. Dans le cytoplasme, les petites sous-unités ribosomales 40S libres s’associent à 
un complexe multifactoriel (MFC) composé entre autres du facteur d’échaffaudage eIF3, et 
d ’eIF2 lié à l’ARNt-Met initiateur (Met-tRNAiMet). Cette association aboutit à la formation 
du complexe de pré-initiation 43S (43S PIC). D’autre part, les ARNm libres vont voir leur 
structure coiffe reconnue et liée par le facteur d’initiation eIF4E, qui lie également eIF4G 
(associé à d’autres facteurs d’initiation). La liaison d’eIF4G à eIF3 permet de recruter sur 
l ’ARNm le 43S PIC (la liaison de eIF4E sur la coiffe favorise donc indirectement le 
recrutement des ribosomes sur l’ARNm). Dans le complexe 48S ainsi formé, le 43S PIC 
peut alors procéder au balayage de l’ARNm (scanning), de façon à reconnaître le codon 
d ’initiation par appartement entre l’ARNm et le Met-tRNAiMet. La sous-unité 60S rejoint 
alors la sous-unité 40S pour former un ribosome 80S apte à l’élongation de la traduction.
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Le modèle de balayage ribosomal intègre plusieurs paramètres qui semblaient être des 

normes de l ’initiation de la traduction à l’époque : i) la coiffe facilite l’initiation ; ii) 

l ’initiation est restreinte à la région 5’ des ARNm ; iii) absence d’une séquence pré-requise 

fixe (de type SD) ; iv) l’initiation commence au codon AUG le plus proche de l’extrémité 

5’ (Figure 16 A). La découverte que l’ajout d’un codon AUG en amont du CDS de la 

préproinsuline diminue l’efficacité d’initiation à l’AUG du RefORF a amené à une 

complexification du modèle. Suite à l’observation que la suppression du codon stop situé 

entre les deux ORFs (dans le cadre de lecture du premier AUG) abolit l’expression de la 

préproinsuline, il a été conclu que les ribosomes reconnaissent le premier AUG, et sont 

ensuite capables de réinitier au codon AUG du RefORF (Kozak, 1984). La réinitiation 

semble cependant fonctionner uniquement si certaines règles sont respectées, en particulier 

que le premier ORF doit être court et que le second AUG ne doit être ni trop proche ni trop 

éloigné du codon stop de l’ORF précédemment traduit (Kozak, 1987, Kozak, 2001)(Figure 

16 B). Cette découverte a fait germer l’idée que l’initiation de la traduction pouvait avoir 

lieu à partir de plusieurs codons initiateurs sur un même ARNm eucaryote mature.

Par la suite, les facteurs déterminant quel(s) site(s) d’initiation pouvait servir efficacement 

de site d’initiation de la traduction ont été découverts. En particulier, l’observation des 

nucléotides flanquant les sites d’initiation du RefORF d’une centaine d’ARNm eucaryotes 

a mené à la suggestion que le motif [A/G]nnAUGG (A ou G en position -3 par rapport au A 

de l’AUG, et un G en position +4) semblait être la séquence consensus qui pourrait faciliter 

la reconnaissance d’un codon AUG par le complexe de balayage (Kozak, 1981) (Figure 16 

C), même si d ’autres nucléotides peuvent avoir un rôle dans une moindre mesure (Kozak, 

1997). Ceci a été confirmé expérimentalement par la suite (Kozak, 1986b), et ce contexte 

nucléotidique autour d’un codon d’initiation a été appelé « contexte Kozak ». Ainsi, si un 

AUG se situe dans un contexte suboptimal (i.e. autre que le consensus), il se peut qu’il ne 

soit pas reconnu comme site d’initiation, et que le ribosome n’initie la traduction qu’au 

prochain AUG dans un contexte optimal rencontré : il s’agit du balayage en fuite (leaky 

scanning en anglais) (Kozak, 1986a, Kozak, 1986c) (Figure 16 C). Cependant, il a été 

observé que l’initiation peut avoir lieu à un codon AUG qui n’est pas dans un contexte 

optimal, et ne pas avoir lieu à un autre qui l’est (Kozak, 1997, Sloan et al, 1999, Stallmeyer 

et al, 1999). Le contexte Kozak n’est donc pas un déterminant final à la reconnaissance ou
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non d’un codon d’initiation. Il a été démontré que l’initiation à un codon situé dans un 

contexte suboptimal est facilitée par la présence légèrement en aval d ’une structure 

secondaire (type tige-boucle, ou épingle à cheveux) modérément stable. En ralentissant le 

complexe de balayage dans une position où l’AUG est placé dans ou proche du site de 

reconnaissance de la sous-unité 40S, cela favoriserait l’appariement avec le Met-ARNtjMet 

(Kozak, 1990)(Figure 16 D). Ces deux facteurs (contexte Kozak, structure secondaire en 

aval) peuvent également moduler la reconnaissance à des codons d ’initiation non-AUG, 

expliquant l’utilisation parfois efficace de ces triplets comme sites d’initiation (Baril & 

Brakier-Gingras, 2005, Kozak, 1990). Etant donné les multiples facteurs qui le modulent, le 

balayage est par nature probabilistique : chaque codon initiateur a une probabilité variable 

d’être reconnu par un ribosome en cours de balayage. Au lieu de ne permettre la 

reconnaissance que d’un unique site d’initiation à tout coup, le leaky scanning permet donc 

l’utilisation de multiples sites d’initiation de la traduction (Kochetov et al, 2005, Kozak, 

1986a).
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Figure 16. Mécanismes d’initiation de la traduction chez les eucaryotes. (A) Dans le 
mécanisme canonique utilisé par la majorité des ARNm cellulaires, le complexe de pré­
initiation 43S (43S PIC, ici représenté par la sous-unité ribosomale 40S liée au Met- 
ARNtjMet) est recruté à l ’extrémité 5' de l’ARNm de façon coiffe dépendante par interaction 
avec eIF4F (ici eIF4E + eIF4G). S’en suit un balayage vers l’extrémité 3' jusqu’à 
reconnaissance d’un codon initiateur (ici AUG). A ce point, la sous-unité ribosomale 60S 
est recrutée et l’élongation peut débuter (non schématisé). (B) Après qu’un court uORF ait 
été traduit, la petite sous-unité 40S peut reprendre le balayage et réinitier la traduction en 
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Figure 16. (suite) (C) Lors du balayage, la séquence nucléotidique autour des codons 
initiateurs est un facteur important influençant la probabilité de reconnaissance d ’un site 
d’initiation. Cette séquence, appelée contexte Kozak, est optimale lorsqu’elle correspond au 
consensus (A/GnnAUGG). Si un codon d ’initiation n’est pas reconnu lors du balayage, on 
dit qu’il y a leaky scanning, ce qui arrive plus souvent lorsque le contexte Kozak est 
suboptimal. (D) La présence de structures secondaires stables proche d ’un site d’initiation 
et en aval ralentit le balayage, augmentant le temps accordé au 43S PIC pour reconnaître le 
codon initiateur, et la probabilité que ce site d’initiation soit utilisé. Cela peut compenser 
pour un contexte Kozak suboptimal, favorisant la traduction du premier ORF mais 
réduisant celle du second dans le cas présenté.
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2.22.2 Mécanismes additionnels (non-canoniques) d ’initiation de la traduction 

Sur certains ARNm, du shuntage ribosomal (ribosome shunting en anglais) peut avoir lieu 

pour éviter de rencontrer certains éléments inhibant le balayage (Figure 17 A). Le shuntage 

ribosomal permet par exemple, dans le cas de l’ARNm de la protéine Gtx à homéodomaine, 

à la sous-unité 40S en balayage d’ignorer un codon AUG en amont de celui du RefORF 

ainsi qu’une structure stable en épingle à cheveux, et de reprendre le balayage en aval de 

ces éléments. Ils peuvent être ainsi évités, favorisant l ’initiation de la traduction au RefORF 

(Chappell et al, 2006). Dans le cas d’un reovirus aviaire, le shuntage ribosomal permet 

l’expression de plusieurs ORFs dans un ARNm tricistronique par initiation alternative de la 

traduction (Racine & Duncan, 2010). La dépendance de ce mécanisme à un appariement 

entre l’ARNm et l’ARNr 18S indique qu’il pourrait être utilisé de façon assez régulière 

(Chappell et al, 2006, Yueh & Schneider, 2000). En plus de la réinitiation de la traduction 

et du leaky scanning, le shuntage ribosomal peut donc permettre l’utilisation de plusieurs 

sites d’initiation sur un ARNm mature unique. Un autre phénomène permet également 

d’exclure du balayage une région de l’ARNm : l’utilisation d’un site d ’entrée interne des 

ribosomes (1RES, pour internal ribosome entry site en anglais). Les IRESs sont des 

structures secondaires capables de recruter de façon coiffe-indépendante les ribosomes 

directement à proximité d’un site d ’initiation de la traduction, même si celui-ci est situé 

loin de l’extrémité 5’ de l’ARNm (Shatsky et al, 2010, Sonenberg & Hinnebusch, 2009) 

(Figure 17 B). Bien que les mécanismes de fonctionnement varient d’un 1RES à un autre, 

ils ont tous des points en commun : i) au moins un élément spécifique de leur structure 

secondaire possède une haute affinité pour un facteur clé du recrutement ribosomal (facteur 

d’initiation, ou sous-unité ribosomale directement) (Shatsky et al, 2010) ; ii) des éléments 

structuraux de TIRES extrêmement spécifiques permettent à la séquence proximale au 

codon initiateur d’être accommodées dans le canal de liaison à TARNm du ribosome 

(Filbin & Kieft, 2011, Shatsky et al, 2010) ; iii) leur capacité à favoriser l’initiation de la 

traduction n’est pas dépendante d ’une région 5’ libre dans TARNm, ce qui suggère un 

caractère facultatif du balayage pour la reconnaissance du site d’initiation (Terenin et al, 

2013). Les IRESs sont particulièrement utilisés chez les virus afin de résister à l’inhibition 

globale de l’initiation de la traduction coiffe-dépendante lors de conditions de stress, 

comme une infection virale (Shatsky et al, 2010). Malgré de nombreuses études
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controversées rapportant la découverte d’un 1RES dans des ARNms cellulaires eucaryotes 

(basée sur l’observation d’ARNms traduits lorsque la traduction coiffe-dépendante est 

inhibée) (Jang et al, 1988, Pelletier & Sonenberg, 1988, Shatsky et al, 2010), aucun d’entre 

eux n’a subi ou passé la batterie de tests nécessaires à la conclusion définitive de la 

présence d’un 1RES (Shatsky et al, 2010). Il est ici important de noter qu’initiation coiffe- 

indépendante n ’est pas synonyme d ’initiation 1RES dépendante (Shatsky et al, 2010), pour 

les raisons mentionnées ci-dessous.

Un dernier mécanisme d’initiation de traduction, récemment proposé, permet d’apporter 

une alternative à l ’utilisation d’IRES pour qu’un ARNm cellulaire soit efficacement traduit 

de façon coiffe-indépendante. Ce mécanisme alternatif met en jeu des éléments appelés 

CITE (pour cap independent translational enhancer en anglais) (Figure 17 C-D). Ces 

éléments sont en particulier utilisés chez les virus de plantes (Dreher & Miller, 2006, 

Kneller et al, 2006, Miller et al, 2007), et une preuve de concept de leur utilisation dans des 

cellules humaines a été apportée (Terenin et al, 2013). Ces structures particulières dans les 

régions 5’UTR (5’ CITE) ou 3’UTR (3’ CITE) des ARNm sont capables d’interagir 

spécifiquement avec des facteurs d’initiation de la traduction ou directement avec les sous- 

unités ribosomales. Dans le cas des 5’ CITE, les composants nécessaires à l’initiation de la 

traduction se lient directement à la région 5’ (Figure 17 D), alors que dans le cas des 3’ 

CITE, une liaison coopérative entre les régions 5’ et 3’ de l ’ARNm permet d’amener le 

complexe d’initiation dans la région 5’ (Figure 17 C) (Shatsky et al, 2010). L’initiation 

médiée par les CITEs est donc coiffe-indépendante, mais est dépendante de la région 5’ et 

invoque ensuite un balayage ribosomal depuis cette extrémité afin de sélectionner le(s) 

codon(s) initiateur(s) (Terenin et al, 2013). Le potentiel de ce mécanisme coiffe- 

indépendant pour l ’initiation alternative de la traduction existe, de manière similaire au 

mécanisme coiffe-dépendant traditionnel, vu la spécificité toute relative de la sélection d ’un 

codon initiateur par balayage.
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Figure 17. Mécanismes non-canoniques d ’initiation de la traduction chez les 
eucaryotes. (A) Le shuntage ribosomal permet à un 43S PIC en cours de balayage de 
« sauter » par dessus une région contenant des éléments inhibant potentiellement la 
reconnaissance de l’AUG en aval, tels qu’une structure secondaire stable dans l’ARNm ou 
un codon AUG en amont, et de reprendre ensuite le balayage. (B) Un mécanisme alternatif 
d ’initiation de la traduction est l’utilisation d’IRES (internal ribosome entry site), une 
région structurée capable d’interagir avec des facteurs d ’initiation de la traduction ou le 
ribosome lui-même. Ici le ou les sous-unités ribosomales (variable selon les IRESs ; 43S 
PIC représenté ici) sont attirées sur l’ARNm à un site interne, à proximité du codon
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initiateur. Elles entrent sur l ’ARNm à cet endroit, et non nécessairement dans la région 5'. 
Ce mode d’entrée est indépendant de la coiffe et d ’une extrémité 5’ libre. Le balayage est 
ici facultatif, et même rare. (C,D) Un autre mode alternatif d ’entrée des ribosomes est celui 
mettant en jeu les CITEs (cap independent translational enhancer). Ces structures peuvent 
être présentes dans le 3' UTR (3' CITE, C) ou le 5' UTR (5' CITE, D) de certains ARNm, et 
interagir avec des facteurs d ’initiation de la traduction comme eIF4G, attirant indirectement 
vers eux les 43S PIC. L’utilisation de CITEs constitue un mécanisme d ’initiation coiffe- 
indépendant. Mais à la différence du mécanisme IRES-dépendant, si le ribosome est aussi 
attiré dans une région interne, il va entrer sur l’ARNm dans la région 5', d ’où il va débuter 
le balayage. Les 5' CITEs attirent les ribosomes directement vers la région 5', alors que 
pour les 3' CITEs ce recrutement dépend d’une interaction entre le 3' CITE et la région 5' 
de l’ARNm.
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3. Evidences expérimentales chez les eucaryotes de l’utilisation d’AltORFs

Comme mentionné précédemment, l’utilisation dans les ARNm cellulaires eucaryotes 

d’AltORFs permettant la production de multiples protéines à partir d’un seul ARNm 

mature est un phénomène relativement peu étudié. Cependant, le nombre d ’exemples 

documentés de ce mécanisme est en constante augmentation, et leur découverte s’accélère 

ces dernières années avec l’avènement de l’ère post-génomique. Dans cette partie, une 

revue de littérature sera effectuée pour recenser ces découvertes. Tout d’abord, les 

événements d’utilisation d’AltORFs découverts de façon isolée seront décrits. Par la suite, 

j ’expliquerai comment les approches à large échelle ont permis de comprendre l’étendue 

potentielle de ce phénomène.

3.1. Exemples découverts de façon sporadique

Les études décrites ici ont permis la mise en évidence chez les eucaryotes que le RefORF 

associé à chaque gène ou ARNm n’est pas nécessairement le seul produit protéique qu’ils 

peuvent générer. Sans définir l’étendue du phénomène, elles amènent à la compréhension 

de l’importance des implications fonctionnelles qui y sont associées.

3.1.1. Les upstream ORFs régulateurs

Les premiers exemples décrits, et les plus nombreux, concernent l’utilisation d ’AltORFs 

dont le site d’initiation est situé en amont du RefORF. Ils sont classiquement appelés 

upstream ORFs ou uORFs (en anglais). Ils ont été découverts par hasard, lors de la quête 

pour la compréhension du mécanisme permettant la reconnaissance par le ribosome du 

codon AUG initiateur de la traduction du RefORF. Marilyn Kozak décrivit en 1984 que 

l’ajout d’un codon AUG en amont du CDS de la préproinsuline avait pour effet de diminuer 

l’expression de cette protéine (Kozak, 1984). Ce résultat appuya non seulement la théorie 

naissante du modèle de scanning pour l’initiation de la traduction eucaryote (Kozak, 1978), 

mais démontra également que deux sites d’initiation de la traduction pouvaient être utilisés 

sur un seul et même ARNm eucaryote. Cette compétition pour la reconnaissance par le 

ribosome créée par l’AUG en amont et son effet traductionnel sur le RefORF a valu à ces 

AltORFs le qualificatif d ’uORFs régulateurs.



44

De nombreux cas similaires ont été décrits depuis, marquant une grande variabilité des 

mécanismes mis en jeu dans l’activité répressive des uORFs. Tout d’abord, l’efficacité de 

reconnaissance du codon d ’initiation de l’uORF (et donc son contexte Kozak) modulent, 

par compétition, l’utilisation de l’AUG du RefORF (Kozak, 1986b). Dans d’autres cas, 

c’est la diminution de la capacité du ribosome à réinitier qui réprime la traduction du 

RefORF. Après avoir traduit une courte séquence, un ribosome est en général capable de 

reprendre le scanning et de réinitier la traduction en aval (Hinnebusch, 2005, Luukkonen et 

al, 1995, Poyry et al, 2004, Vattem & Wek, 2004). Certains facteurs agissant en cis 

augmentent le temps nécessaire pour traduire un (ou plusieurs) uORF, favorisant la perte de 

facteurs d’initiation nécessaires pour la réinitiation de la traduction à l’AUG du RefORF 

(Poyry et al, 2004). Ces facteurs sont la longueur de l ’uORF (Luukkonen et al, 1995), la 

présence de structures secondaires, la longueur de la région intercistronique (Kozak, 1987, 

Kozak, 2001), l’utilisation de codons rares (Col et al, 2007), ou encore des interactions 

entre le peptide traduit et la machinerie de traduction (Law et al, 2001, Mize et al, 1998)). 

De façon similaire, si le codon stop d ’un uORF se situe après le codon initiateur du 

RefORF, la réinitiation est alors impossible, diminuant l’expression du RefORF (Sarrazin 

et al, 2000, Vattem & Wek, 2004). Parfois, la séquence en acides aminés du peptide codé 

par l’uORF module la vitesse de traduction par des interactions avec la machinerie de 

traduction (Law et al, 2001, Mize et al, 1998), ce qui est révélateur que pour un ARNm 

mature donné, des produits protéiques autres que le RefORF peuvent être non seulement 

exprimés mais fonctionnels (Figure 18 A). Ceci est encore plus flagrant pour d’autres 

exemples d’uORFs qui, même exprimés à partir d ’un transcrit différent, peuvent réprimer 

la traduction d’un RefORF en trans (Pendleton et al, 2005, Rabadan-Diehl et al, 2007) 

(Figure 18 B). Ces observations ont été obtenues aussi bien dans des systèmes de traduction 

in vitro que in cellulo, bien que le mécanisme moléculaire associé soit méconnu.

Des études computationnelles et génétiques indiquent que 40-50% des ARNm humains et 

de rongeurs contiennent au moins un uORF (Calvo et al, 2009, Iacono et al, 2005, Matsui et 

al, 2007), et des approches génétiques et protéomiques indiquent que ces uORFs réduisent 

l’expression du RefORF de 30 à 80% (Calvo et al, 2009). Les uORFs, bien 

qu’essentiellement considérés comme répresseurs transcriptionnels en cis, constituent une 

excellente indication que l’utilisation de multiples ORFs à partir d ’un seul ARNm mature
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pourrait être un mécanisme fréquent. Il est important de noter que des mutations associées à 

l’apparition, la disparition, ou modifiant la longueur ou la séquence protéique de certains 

uORFs ont été liées à de nombreuses maladies, comme des formes héréditaires de 

mélanomes ou de thrombocytémie (Somers et al, 2013).

Blocage d e  l'élongation, 
balayage inhibé

Blocage d e  l'initiation à 
l'AUG du RefORF

Figure 18. Effet régulateur d’uORFs dépendant de la séquence du peptide encodé.
Adapté de (Somers et al, 2013). Dans les deux exemples décrits ici, même courts, les 
peptides encodés par les uORFs constituent des exemples de protéines alternatives 
fonctionnelles. (A) Certains effets inhibiteurs d’uORFs (boîte orange) sur la traduction du 
RefORF (boîte bleue) en aval sont médiés par le peptide encodé lui-même, qui interagit en 
cis avec le ribosome en train de le traduire. La séquence particulière du peptide est ici 
importante, permettant de bloquer l ’élongation, et ainsi d’empêcher les ribosomes en cours 
de balayage situés en amont d’initier la traduction au codon initiateur du RefORF. (B) Les 
séquences primaires particulières de certains peptides leur permettent d ’agir en trans pour 
réprimer spécifiquement l’initiation de la traduction à l’AUG du RefORF du gène qui les 
encode, par un mécanisme restant à caractériser.
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3.1.2. Epitopes cryptiques de cellules T

L’utilisation d’AltORFs comme source de diversité protéique a reçu une importante 

contribution de la part d ’études visant à comprendre l’établissement du répertoire 

peptidique reconnu par les cellules T CD8 cytotoxiques, en particulier dans les cas de 

cancers. Les cellules T CD8 sont capables d ’infiltrer une tumeur, reconnaissant certains 

antigènes spécifiques aux cellules cancéreuses de cette tumeur. Rosenberg et al. ont 

démontré que l’infusion autologue de telles cellules T CD8, activées par l ’ajout 

concomitant d’interleukine 2, pouvait permettre une régression de la tumeur (Rosenberg et 

al, 1988). Il a ensuite été démontré que dans certains cas, l’utilisation d ’un cadre de lecture 

alternatif était à l’origine de l’antigène présenté par les cellules tumorales et ciblé par les 

cellules T CD8 (Ho & Green, 2006, Wang et al, 1996). Indépendamment de l’identité de 

leur codon initiateur (AUG ou non-AUG), les AltORFs dirigeant l’expression des exemples 

d’épitopes cryptiques décrits sont issus d’AltORFs inclus dans le RefORF mais traduits à 

partir du cadre de lecture +2 ou +3. C’est le cas des gènes TRP-l/gp75 (Wang et al, 1996), 

BING-4 (Rosenberg et al, 2002) (mélanomes), iCE (Ronsin et al, 1999) (carcinomes 

rénaux), et NY-ESO-1 (Wang et al, 1998) (mélanomes et cancer du sein). L’expression 

d ’épitopes cryptiques non désirée (et non remarquée) issus de tels AltORFs peut également 

poser problème lors d ’essais cliniques de thérapie génique, basés sur des vecteurs 

adénoviraux par exemple. Li et al. ont démontré que si un transgène possède un AltORF et 

que celui-ci est traduit, une réponse cytotoxique peut apparaître, détruisant les cellules 

transduites et résultant en un échec de la thérapie (Li et al, 2009). Ces exemples démontrent 

encore que le potentiel multi-codant des ARNm peut avoir une importance particulière dans 

un contexte physiologique et thérapeutique. L ’utilisation d ’AltORFs pour élargir le 

répertoire peptidique possiblement reconnu par le système immunitaire permet à un 

organisme de se défendre contre un éventail élargi d’agressions (Ho & Green, 2006).

3.1.3. ARN messagers multi-codants

Des AltORFs peuvent-ils avoir des fonctions plus variées que celles décrites 

précédemment ? Des preuves directes de l’expression endogène à des niveaux détectables 

de protéines issues d’AltORFs (i.e. autrement que par l’effet traductionnel sur un RefORF, 

ou par l’activation de cellules immunitaires en contexte pathologique) et de leur importance
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physiologique ont permis de répondre à cette question. Les études décrites ici seront 

présentées en fonction de l’organisation des ORFs dans les ARNm impliqués.

3.1.3.1 ARNm bicistroniques (ORFs non chevauchants)

Le premier ARNm bicistronique stable qui a été décrit chez les eucaryotes est celui 

exprimant le facteur de croissance/différenciation 1 (GDF-1 ) ; son caractère bicistronique a 

été découvert en 1991 chez l’humain et la souris (Lee, 1991) (Figure 19). Le second cistron 

code pour GDF-1, une protéine sécrétée stimulant la croissance/différentiation cellulaire 

embryonnaire au niveau du système nerveux. Celui en amont, d’abord baptisé upstream o f 

GDF-1 (UOG-1), code pour une protéine de 350 AA chez la souris et a été depuis 

renommé CERS1, en lien avec son activité céramide synthase au réticulum endoplasmique 

(Koybasi et al, 2004). Ainsi, ce seul transcrit permet l’expression de deux protéines 

impliquées dans la croissance cellulaire, la surproduction de céramides issue d ’une 

surexpression de CERS1 diminuant la croissance cellulaire (Figure 19).

Figure 19. Exemple d’ARNm bicistronique eucaryote. Adapté de (Lee, 1991). L ’ARNm 
codant pour le facteur de croissance/différentiation GDF-1 (en gris) contient un second 
ORF en amont (en orange), qui permet la production d’une protéine (CERS1) ayant une 
fonction de céramide synthase. Les deux protéines sont dirigées vers l ’appareil de sécrétion. 
Alors que la première est finalement sécrétée dans le milieu extracellulaire, la seconde 
réside au réticulum endoplasmique.
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D’autres cas d’ARNm bicistroniques ont été découverts par la suite. Chez les mammifères, 

le locus Snrpn, impliqué dans le syndrome de Prader-Willi, est également transcrit en un 

ARNm bicistronique, l’AltORF identifié codant pour une protéine de 71 AA appelée 

SNURF (pour SNRPN upstream reading frame) localisée au noyau tout comme la protéine 

de référence SNRPN (Gray et al, 1999). La fonction de cette protéine alternative reste 

inconnue malgré une implication probable dans la régulation de la prise alimentaire (Naik 

et al, 2012). Le gène RPP14, qui encode une sous-unité de la ribonucléase P humaine, a 

aussi une structure bicistronique (Autio et al, 2008). L’AltORF en aval a été découvert lors 

d’un criblage chez la levure d’ADNc humains permettant de complémenter la déficience 

respiratoire d’une souche mutante pour la 3-hydroxyacyl thioester dehydratase 2 (htd2). 

Tous les ADNc complémentants contenaient deux ORFs : l’un codant pour RPP14, et un 

autre en aval codant pour une protéine de 168 AA, appelée HsHTD2 chez l’humain. La 

structure bicistronique de ce gène est conservée chez les vertébrés, du poisson à l’humain, 

suggérant un lien génétique ancien entre la biogenèse d’acide gras mitochondriaux et la 

maturation des ARN. Bien qu’une preuve définitive que HsHTD2 est bien traduite depuis 

un ARNm bicistronique manque, aucun ADNc ne contenant que cet ORF n ’a pu être 

identifié à ce jour (Autio et al, 2008). Des gènes de récepteurs de sucres dans les neurones 

gustatifs de D. melanogaster sont également transcrits en tant qu’ARNm bicistroniques 

(Slone et al, 2007), tout comme le locus stoned important pour la fonction neuronale chez 

la larve et l’adulte (Andrews et al, 1996), ainsi que l’alcool deshydrogénase (Adh) et une 

protéine qui lui est homologue (Adhr) (Brogna & Ashbumer, 1997). Chez les plantes, ce 

mécanisme existe également puisque le gène ENOD40 a été décrit comme codant pour 

deux peptides de 12 et 24 AA capables de lier la sucrose synthase (Rohrig et al, 2002). 

L’un de ces deux peptides est même capable de réguler l’activité de clivage du sucrose par 

cette enzyme (Rohrig et al, 2004). ENOD40 est le premier représentant découvert d ’une 

nouvelle classe d’ARNs, qui sont à la fois polycistroniques, et codent pour des peptides de 

taille limitée : les ppcRNAs (polycistronic peptide coding RNAs) (Savard et al, 2006, 

Tautz, 2009).

3.1.3.2 ARNm polycistroniques avec plus de deux ORFs non chevauchants.

Plusieurs occurrences d’ARNm possédant plus de deux ORFs et dont l’expression des 

protéines associées a été validée existent. L’exemple le plus édifiant a été découvert
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simultanément par trois équipes de recherche, chez le scarabée Tribolium et la mouche D. 

melanogaster (Figure 20). Le gène en question, lorsque délété, provoque des défauts 

développementaux évidents qui lui ont valu les noms de milles-pattes (mlpt, Tribolium) 

(Savard et al, 2006), tarsal-less (tal, D. melanogaster) (Galindo et al, 2007) et polished rice 

(pri, D. melanogaster) (Kondo et al, 2007). Conservé au cours de l’évolution chez les 

insectes, ce gène dirige l’expression d ’au moins quatre peptides de 11 à 32 AA à partir d ’un 

ARNm polycistronique (un ppcRNA), probablement par réinitiation de la traduction. 

Certains de ces peptides régulent le clivage de la protéine Shavenbaby (Svb). Après 

clivage, Svb passe d’une fonction de répresseur à celle d ’activateur transcriptionnel. Les 

peptides issus de pri permettent ainsi le contrôle temporel précis d ’une reprogrammation 

transcriptionnelle primordiale à la morphogenèse épithéliale (Kondo et al, 2010) (Figure 

20).

ARNm polycistronique (gène pri)
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Figure 20. Exemple d’ARNm polycistronique eucaryote. Adapté de (Kondo et al, 2010). 
Quatre peptides, traduits depuis des ORFs non chevauchants, sont encodés dans le transcrit 
du gène pri chez les insectes. Ils régulent positivement, par un mécanisme moléculaire 
encore peu caractérisé, le clivage du facteur de transcription Shavenbaby (Svb). Ce clivage 
aboutit à la perte du domaine répresseur de Svb, qui peut alors activer le programme 
transcriptionnel nécessaire à la morphogenèse épidermale au cours du développement 
embryonnaire.
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Toujours chez les insectes (ici les mites dont Bombyx mori), un ARNm tricistronique a été 

découvert récemment dans le gène encodant le précurseur du peptide paralytique (PP, 

famille des peptides ENF) (Kanamori et al, 2010). Il permet l’expression par un mécanisme 

de leaky scanning de trois protéines de 105, 89 et 131 AA (respectivement appelées 

uENFl, uENF2 et PP/ENF). La taille plus élevée de ces produits de traduction par rapport à 

ceux des ppcRNAs pourrait définir encore une autre classe d ’ARN polycistroniques. Au 

niveau fonctionnel, PP et uENFl induisent l ’étalement des plasmatocytes, un événement 

impliqué dans l’immunité cellulaire chez les insectes. uENF2 régule négativement l’activité 

des deux premiers, et cette organisation fonctionnelle (peptides impliqués dans la même 

voie codés par un même transcrit) n’est pas sans rappeler celle des opérons procaryotes. 

Des ARNm polycistroniques codant pour plus de deux protéines différentes existent aussi 

chez les mammifères. Il a récemment été montré que le gène MKKS produisait deux ARNm 

par l’utilisation d’un site alternatif de polyadénylation situé en amont du RefORF. La forme 

longue d’ARNm code pour la protéine MKKS ainsi que pour au moins trois uORFs 

régulateurs localisés dans le 5’UTR. La forme courte permet l’expression des uORFs 

seulement. Ces deux ARNm sont donc polycistroniques, avec deux des trois uORFs qui se 

chevauchent (Akimoto et al, 2013). Les produits de traduction d’au moins deux uORFs 

(nommés uMKKSl et uMKKS2) sont exprimés à des niveaux détectables par western blot 

et conservés chez les mammifères. Bien que les fonctions de uMKKS 1 et uMKKS2 soient 

inconnues, ces deux protéines de 63 et 50 AA sont localisés aux mitochondries, à la 

différence de MKKS qui fait la navette entre cytosol et centrosome. Contrairement à 

d ’autres exemples cités précédemment où plusieurs ORFs codés par le même transcrit 

agissaient dans la même voie (ex. gène du PP chez les insectes) (Kanamori et al, 2010), le 

couplage fonctionnel entre les AltORFs et le RefORF semble ici moins évident.

3.1.3.3 Utilisation de cadres de lecture alternatifs (ORFs chevauchant le RefORF)

Pour les exemples répertoriés ci-après, les AltORFs chevauchent le RefORF, et utilisent 

donc des cadres de lecture alternatifs +2 ou +3 dans une séquence de l’ARNm qui est 

doublement codante. Trois cas de figures sont alors possibles : i) le codon initiateur 

alternatif est dans le 5’UTR et le codon stop dans le RefORF (c’est donc un uORF 

chevauchant) ; il) le codon initiateur et le codon stop sont dans le RefORF (AltORF inclus 

dans le RefORF) ; iii) le codon initiateur est dans le RefORF, et le stop dans le 3’UTR.
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i) Pour les uORFs régulateurs chevauchant cités précédemment (Sarrazin et al, 

2000, Vattem & Wek, 2004), la preuve de l’expression au niveau protéique est indirecte 

(modulation de l’expression du RefORF). En revanche, des essais de traduction in vitro ont 

démontré l’expression (par leaky scanning pour l’ORF en aval) de deux ORFs à partir d ’un 

même ARNm mature issu du gène MOCS2 chez les mammifères (Stallmeyer et al, 1999). 

Les protéines issues de ces deux ORFs, MOCS2A et MOCS2B, constituent les deux sous- 

unités de l’hétérodimère portant la fonction de molybdopterine synthase. Cette activité, 

conservée des bactéries à l’humain, est nécessaire à l’activité de toutes les 

molybdoenzymes (ex : sulphite oxidase). Les deux ORFs se chevauchent sur 77 

nucléotides, codant pour des protéines de 88 (MOCS2A) et 188 (MOCS2B) AA 

respectivement. Dans des études sur deux autres gènes, deux produits protéiques d’uORFs 

régulateurs chevauchants ont été détectés, sans qu’une fonction physiologique autre qu’une 

compétition traductionnelle avec le RefORF ne leur soit attribuée (Diba et al, 2001, 

Hemandez-Sanchez et al, 2003). Inclus dans la région génomique (exons 1 à 3) de 

l’oncogène rab34, un uORF codant pour une protéine de 198 AA a été identifié par analyse 

par spectrométrie de masse de protéines nucléaires hautement chargées contre une banque 

d ’ESTs (expressed sequence tags) (Zougman et al, 2011). Appelée NARR (pour Nine 

Amino acid Residue Repeat), cette protéine est très conservée chez les mammifères, 

exprimée de façon ubiquitaire, et localisée aux nucléoles. Elle y interagit avec d ’autres 

protéines nucléolaires, mais la fonction de ce complexe reste inconnue à ce jour. Au niveau 

du mécanisme d’expression, il n’a pas été déterminé si Rab34 et NARR étaient traduites à 

partir du même ARNm, bien qu’aucune donnée ne suggère l ’existence de deux ARNm 

différents.

ü) Comme mentionné précédemment (voir paragraphe 2.1.2), le fait que des 

ARNms viraux eucaryotes permettent l’expression d’AltORFs inclus dans un cadre de 

lecture alternatif du RefORF indique que la machinerie de traduction eucaryote est capable 

de les prendre en compte. Les épitopes cryptiques de cellules T en sont déjà une preuve, 

mais ce mécanisme est-il utilisé en conditions non-pathologiques ? Une étude précurseur de 

Klemke et al., en 2001 a démontré que le cadre de lecture +2 de l’exon 1 du gène GNAS 

chez les mammifères sert à la traduction d’une seconde protéine à partir du même ARNm 

exprimant le RefORF (Klemke et al, 2001) (Figure 21 A). Le RefORF de GNAS code pour
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la protéine XLas, une sous-unité a  neuroendocrine spécifique d’une protéine G. L’exon 1 

de GNAS encode le domaine XL de XLas dans le cadre de lecture +1, et le cadre de lecture 

+2 contient un AltORF codant pour une protéine appelée ALEX (alternative gene product 

encoded by the XL-exon). ALEX est coexprimée avec XLas à partir d’un transcrit unique 

lors d’essais de traduction in vitro, mais aussi de façon endogène dans des lignées 

cellulaires et tissus neuroendocriniens. Il est remarquable de noter qu’ALEX interagit avec 

le domaine XL de XLas au niveau de la face interne de la membrane cytoplasmique 

(Klemke et al, 2001), régulant négativement l’activation de XLas et la formation d’AMPc 

subséquente (Freson et al, 2003) (Figure 21 B). Des mutations dans la séquence encodant 

les deux protéines amènent à une diminution de cette interaction, et à une augmentation de 

la signalisation associée. Les individus touchés par ces mutations présentent des tendances 

hémophiles, des désordres neurologiques, et de la brachydactylie (Freson et al, 2003). Ceci 

souligne l'importance fonctionnelle en conditions physiologiques et pathologiques d'un 

AltORF inclus dans un cadre de lecture alternatif d'un RefORF. Récemment, une correction 

a été apportée sur la longueur de l ’exon 1 du gène GNAS, et des formes plus longues de 

XLas et ALEX ont été identifiées (700 AA chez l’humain pour ALEX) (Abramowitz et al,

2004).

Au meilleur de ma connaissance, depuis la découverte d’ALEX, en dehors des épitopes 

crytiques de cellules T et des découvertes accomplies grâce aux travaux présentés dans 

cette thèse, le seul exemple d’initiation alternative de la traduction dans un AltORF inclus 

dans un cadre de lecture alternatif du RefORF concerne le gène RMD1 chez S. cerevisiae 

(Ben-Yehezkel et al, 2013). Sans détecter la protéine correspondante au niveau endogène, 

cette étude décrit la mise au point d ’un élégant système rapporteur pour étudier l’utilisation 

de multiples sites d’initiation de la traduction dans les régions entourant l’ATG du RefORF 

(±150 nt). Brièvement, le RefORF ou les AltORFs sont successivement fusionnés à une 

protéine fluorescente, produisant un système rapporteur quantitatif de l ’efficacité 

d’initiation à un codon initiateur donné. Les auteurs ont ainsi démontré qu’environ 3.3% 

des événements d ’initiation dans RM Dl correspondaient à des isoformes d’un même 

AltORF inclus dans le RefORF. Cela indique pour la première fois que ce phénomène 

pourrait également être utilisé chez la levure, ce qui soutient son importance fonctionnelle.
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Figure 21. Un AltORF chevauchant le RefORF dans un cadre de lecture alternatif : 
exemple du gène GNAS. (A) Adapté de (Klemke et al, 2001). L’exemple le mieux 
caractérisé d’AltORF chevauchant le RefORF dans un cadre de lecture alternatif chez les 
eucaryotes est celui du gène GNAS. Le RefORF (gris) de ce gène code pour une sous-unité 
a (Xlas) d’une protéine G. Dans le cadre de lecture +2, la traduction depuis le même 
ARNm d’un AltORF chevauchant le RefORF permet la synthèse de la protéine alternative 
ALEX (vert). (B) Adapté de (Freson et al, 2003). En plus d’être encodéc dans le même 
ARNm, Xlas et ALEX sont couplées fonctionnellement. A gauche: lors de la liaison d ’un 
ligand à un récepteur couplé aux protéines G (RCPG), la protéine XLas participe à la 
transduction du signal qui résulte en une activation de l’adénylate cyclase et en une 
augmentation des niveaux du second messager, l’AMPc. A droite : l’interaction directe 
entre Xlas et ALEX empêche la liaison de Xlas sur le RCPG. Ceci résulte en une 
diminution de la transduction du signal.
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iii) Concernant le troisième type d ’AltORFs chevauchant le RefORF dans un cadre de 

lecture alternatif (site d’initiation inclus dans le RefORF, codon stop dans le 3’UTR), aucun 

exemple n’a été décrit à ce jour. Cependant, cette configuration n’est pas fondamentalement 

différente de celle d’un ARNm contenant un uORF chevauchant, et l’on peut considérer par 

exemple que si l’ORF codant pour NARR (Zougman et al, 2011) avait été découvert avant 

celui codant pour Rab34 (voir i) ci-dessus), alors ce dernier aurait été un exemple de ce cas 

de figure. Par ailleurs, bien que les codons initiateurs de tels ORFs pourraient être éloignés 

de l’extrémité 5’ du transcrit qui les contient, certains cas d’ARNm bicistroniques discutés 

précédemment (Gray et al, 1999, Lee, 1991) suggèrent que cela n’empêche pas 

nécessairement l’expression du cistron distal associé.

3.2. Approches à large échelle

Suite aux découvertes d’exemples isolés d’ARNm à potentiel multicodant chez les 

eucaryotes s’est posée la question de l’étendue de l’utilisation du phénomène à l’échelle du 

génome et du transcriptome. Tout d ’abord, il a été tenté, par des approches par 

bioinformatique, de prédire le potentiel d’utilisation de multiples ORFs dans des transcrits 

matures uniques. Plus récemment, une approche appelée ribosome profiling (en anglais) a 

été mise au point, permettant d’offrir une vision globale de la traduction (et de l’étape 

d’initiation) de milliers d’ARNm simultanément dans un même échantillon. Enfin, un 

complément indispensable à ces approches étant la détection directe des produits protéiques 

des AltORFS, un nombre croissant d ’études utilisant des techniques protéomiques 

(spectrométrie de masse) a vu le jour, commençant à dépeindre la contribution des 

AltORFs aux protéomes eucaryotes.

3.2.1. Approches in silico

Des études bioinformatiques ont prédit que 40 à 50% des ARNm humains ou de rongeurs 

possèdent au moins un uORF dans leur 5’UTR. En utilisant une banque d’ARNm 

suffisamment représentative et complète au niveau des extrémités 5’, et avec un codon 

initiateur du RefORF correctement annoté, Iacono et al. ont prédit un uORF ou un AUG en 

amont du RefORF dans 44% des ARNm humains et 42% des ARNm murins (Iacono et al,

2005). Une autre analyse en parallèle chez l’humain et la souris a aussi permis de prédire la
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présence de tels éléments régulateurs dans environ la moitié des transcrits pris en compte 

(Matsui et al, 2007). Un quart de ces uORFs code pour des peptides d ’au moins 20 AA, et 

plus de 200 d’entre eux sont conservés entre l’humain et la souris, indiquant un potentiel 

fonctionnel pour ces produits protéiques (Crowe et al, 2006). Ceci est appuyé par une 

sélection au niveau peptidique sous-tendue par un biais très significatif vers des mutations 

synonymes. Devant l’augmentation du nombre d’exemples d ’utilisation de sites d ’initiation 

de la traduction non-AUG dans les 5’UTR validés expérimentalement, un algorithme a été 

mis au point permettant de prédire lesquels de ces codons sont effectivement utilisés pour 

initier la traduction (Wegrzyn et al, 2008). L’implémentation de nombreux critères 

(contexte Kozak, longueur du 5’UTR, de l’uORF, structures secondaires, AUGs en amont, 

entre autres) a permis de mettre sur pied une méthode de prédiction robuste des uORFs 

réellement sujets à l’initiation de la traduction.

Des approches in silico par génomique comparative ont été également appliquées à la 

prédiction d’AltORFs chevauchant (ou entièrement inclus dans) le RefORF dans un cadre 

de lecture alternatif. Chung et al. ont été les premiers à tenter de prédire dans une banque 

d ’ARNm matures l’utilisation de cadres de lectures alternatifs conservés entre la souris et 

l’humain, plus soit le rat soit le chien. Afin de négliger l’apparition d ’une région double- 

codante par chance, une taille minimale de 500 nt a permis de filtrer les résultats, 

fournissant une liste de 40 candidats de haute confiance (Chung et al, 2007). Une autre 

étude a montré, à l’aide d’un système rapporteur contenant un AltORF out-of-frame initié 

en aval de l’AUG du RefORF, des critères de contexte de codon d’initiation alternatif et de 

référence favorables à la traduction de l’AltORF. En prenant en compte la conservation 

entre l ’humain et la souris ainsi qu’une taille minimale de 500 nt, 138 candidats ont 

finalement été retenus (Xu et al, 2010). La dernière étude de ce type a identifié 1793 

AltORFs d’un minimum de 150 nt conservés entre l’homme, la souris et le rat. Une 

augmentation de la stringence de prédiction de candidats possiblement exprimés, en 

ajoutant un filtre ne conservant que les candidats ayant un contexte Kozak optimal, a mené 

à une liste de 217 AltORFs putatifs (Ribrioux et al, 2008).

Bien que ces études prédictives indiquent que plusieurs centaines d’AltORFs inclus dans le 

RefORF mais dans un cadre de lecture alternatif puissent être conservés et exprimés chez 

les mammifères, plusieurs limites y sont associées. Ceci est illustré par l’absence dans les
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candidats prédits par l’ensemble de ces études d ’exemples validés expérimentalement 

comme ALEX dans le gène GNAS. Plusieurs explications à ce constat peuvent être 

apportées. Tout d’abord, face à l’importance fonctionnelle possible des protéines de petite 

taille, et à leur contribution sous-estimée au protéome (Frith et al, 2006), les limites de 

taille d’AltORFs de 500 nt et 150 nt utilisées semblent trop restrictives. Par ailleurs, la 

conservation entre espèces de mammifères, bien qu’indicatif de fonctionnalité, ne permet 

pas d’exclure la présence d’AltORFs à importance biologique dans un groupe plus restreint 

du vivant, comme les primates par exemple. Il existe d ’ailleurs des gènes primates 

spécifiques (Tay et al, 2009), et ceci pourrait être applicable aux AltORFs. La 

fonctionnalité supposée par la conservation évolutive ne garantit pas non plus qu’un 

AltORF soit exprimé. D’ailleurs, les épitopes cryptiques de cellules T n’ont pas été associés 

à des fonctions biologiques en condition physiologique, mais leur expression n’en est pas 

moins importante dans un contexte pathologique (Ho & Green, 2006). L’utilisation d ’un 

critère conservant les candidats à contexte Kozak optimal seulement est une autre 

limitation, puisque l’exemple d’ALEX indique qu’un tel AltORF peut être exprimé malgré 

un contexte Kozak suboptimal (Klemke et al, 2001). En se limitant aux mammifères, les 

prédictions effectuées n’analysent pas non plus l’étendue possible du phénomène dans des 

espèces eucaryotes plus primitives, bien qu’il semble avoir lieu même chez S. cerevisiae 

(Ben-Yehezkel et al, 2013).

3.2.2. Approches par ribosome profiling

Récemment, des avancées dans les techniques de séquençage profond ont rendu possible la 

lecture en parallèle de gigantesques quantités de séquences courtes d ’ADN (Bentley et al, 

2008). Ingolia et al. en ont tiré profit en développant une nouvelle technique appelée 

ribosome profiling (Ingolia et al, 2009). Brièvement, la méthode repose sur le séquençage à 

haut débit, après transcription inverse, de fragments d’ARNm protégés par les ribosomes. 

En normalisant les lectures aux quantités de chaque ARNm dans l’échantillon (obtenu par 

séquençage d’ARN classique (RNA-SEQ)), il est ainsi possible de connaître les régions du 

transcriptome qui sont activement traduites et avec quelle efficacité. La résolution au 

niveau nucléotidique permet de connaître le cadre de lecture traduit, et l’utilisation de 

drogues figeant les ribosomes aux sites d’initiation amène à l’identification des codons
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utilisés pour démarrer la synthèse protéique (Ingolia et al, 2011, Lee et al, 2012). En 

utilisant les avantages fournis par le ribosome profiling, plusieurs études ont mené à 

l’élaboration d’un profil global de la traduction chez les eucaryotes, donnant des 

informations de première importance sur l’étendue de l’utilisation d’AltORFs chez les 

eucaryotes.

Tout d’abord, il a été déterminé que dans au moins la moitié des cas (49.6% dans des 

cellules humaines HEK 293; 65% dans des cellules souches embyronnaires (CSE) de 

souris), deux sites d ’initiation de la traduction différents étaient utilisés au minimum par 

ARNm (Ingolia et al, 2011, Lee et al, 2012). Dans les CSE murines, 16% des transcrits 

analysés possédaient même quatre ou plus sites d’initiation utilisés (Figure 22 A). Ces 

résultats suggèrent une utilisation très fréquente à l’échelle du transcriptome de l’initiation 

alternative de la traduction, même en conditions physiologiques. L’étude d’Ingolia et al. en 

2011 (Ingolia et al, 2011) nous apprend également que dans les CSE murines, les RefORFs 

semblent ne représenter qu’environ 28% du total des ORFs traduits, et les isoformes 

allongées ou tronquées du RefORF environ 14%. Ceci implique que plus de la moitié des 

codons initiateurs utilisés correspondent à des AltORFs (-40%  d’uORFs chevauchants ou 

non, 16% d’AltORFs inclus dans le RefORF mais dans un cadre de lecture alternatif, et 

-2%  d’AltORFs dans les 3’UTR) (Figure 22 B). La fréquence d’utilisation de l’initiation 

alternative de la traduction dans les 5’UTR prédite par des méthodes computationnelles 

(-50%) a été confirmée par le ribosome profiling, puisque cela a lieu pour 54% des 

ARNms de cellules humaines HEK 293 (Lee et al, 2012). L’application spécifique du 

ribosome profiling à l’identification de sites d’initiation en amont du RefORF a mené à 

l’identification de 4400 uORFs dans 5062 transcrits d’une lignée monocytaire humaine 

(Fritsch et al, 2012). L’utilisation d’uORFs chez S. cerevisiae a également été observée 

pour 1800 gènes, soit environ 30% des gènes codant pour des protéines chez la levure 

(Gerashchenko et al, 2012). Une autre information importante apportée par le ribosome 

profiling concerne les triplets utilisés pour l’initiation de la traduction. Ainsi, d ’un point de 

vue global, le codon AUG est le plus utilisé (-50%), puis le codon CUG (-16%), et le reste 

des codons qui diffèrent d’AUG par un seul nucléotide (-24%). Il est intéressant de noter 

que pour les sites alternatifs d’initiation, ces proportions varient selon que l ’on considère 

les sites d’initiation alternatifs en amont ou à l’intérieur du RefORF. Les AUG sont
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favorisés à l’intérieur du RefORF, alors que les CUG sont les plus représentés en amont 

(bien que les AUG y représentent encore un quart des événements d’initiation) (Lee et al, 

2012). Ainsi, même s’il reste justifié d ’utiliser le codon AUG pour prédire les ORFs (au 

moins chez les mammifères), d’autres codons pourraient aussi être pris en compte afin de 

compléter les prédictions. Enfin, Michel et al. ont utilisé l’avantage de la précision au 

nucléotide près du ribosome profiling pour identifier des régions candidates subissant une 

traduction dans deux cadres de lectures différents (Michel et al, 2012). Outre des cas de 

frameshift ou de changement de cadre dans des variants de transcrits obtenu par initiation 

de transcription ou épissage alternatifs, 29 uORFs chevauchants et 15 AltORFs inclus dans 

un cadre de lecture alternatif du RefORF ont été identifiés.

L’énorme avantage du ribosome profiling est sa profondeur d ’analyse, indépendamment de 

la séquence traduite, alors que les techniques de protéomique quantitative sont peu adaptées 

à la détection de protéines de petite taille ou peu abondantes (Lubec & Afjehi-Sadat, 2007), 

ou inconnues. De plus, en mesurant l ’efficacité traductionnelle, le ribosome profiling 

surmonte une partie du problème du manque de corrélation entre niveau d ’expression d ’un 

ARNm et de la protéine associée (Sonenberg & Hinnebusch, 2007) que d’autres techniques 

(puces à ADN, séquençage d’ARN) ne peuvent prendre en compte. Il met d ’ailleurs en 

évidence l’étendue des régulations traductionnelles auxquelles sont sujets les ARNm 

eucaryotes. Mais le ribosome profiling ne fournit pas une preuve directe de l’expression à 

des niveaux détectables de protéines issues d’AltORFs.
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Figure 22. Données sur l’utilisation des sites d’initiation de la traduction (TIS) issues 
d’études par ribosome profiling dans des cellules de mammifères. (A,B) Adapté de 
(Ingolia et al, 2011). (A) Histogramme du nombre de TIS utilisés par transcrit dans des 
cellules souches embryonnaires murines. (B) Diagramme montrant la distribution des ORFs 
correspondant aux TIS identifiés dans les mêmes cellules. Noter que les RefORFs 
(canonical) constituent à peine plus d’un quart de l’ensemble des ORFs exprimés. (C,D,E) 
Adapté de (Lee et al, 2012). (C) Utilisation des codons aux TIS identifiés dans des cellules 
humaines HEK 293, et comparaison à la distribution des codons dans l’ensemble du 
transcriptome. (D) Utilisation des codons aux TIS situés en aval du TIS annoté du RefORF. 
(E) Utilisation des codons aux TIS situés en amont du TIS annoté du RefORF.
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3.2.3. Approches protéomiques

En plus de l’intensité de traduction, mesurée par le ribosome profiling, la vitesse de 

dégradation conditionne le niveau final d ’expression d ’une protéine. Les approches de 

protéomique quantitative, malgré leurs limites de sensibilité (Lubec & Afjehi-Sadat, 2007) 

(en constante amélioration par ailleurs), restent donc primordiales pour valider 

expérimentalement à large échelle l’expression des protéines issues d ’AltORFs et pour 

comprendre leur contribution au protéome. En 2005, Oyama et al. ont utilisé la 

chromatographie liquide couplée à de la spectrométrie de masse en tandem (LC-MS/MS) 

pour rechercher de nouveaux ORFs courts à partir de séquences complètes de cDNAs de 

cellules leucémiques humaines K562. 54 protéines de moins de 100 AA ont été détectées, 

incluant 4 nouvelles protéines toutes traduites à partir d’uORFs. Les auteurs concluent que 

des ORFs courts peuvent être exprimés in vivo même lorsqu’un autre ORF plus long est 

présent sur le même ARNm (Oyama et al, 2004). La même équipe a identifié dans des 

cellules humaines (HEK 293 et K562), parmi les protéines de moins de 20 kDa, 8 nouvelles 

protéines en plus de 197 protéines déjà annotées. Six d’entre elles sont issues d’AltORFs (1 

uORF non chevauchant, 3 uORFs chevauchants, un AltORF chevauchant le RefORF et le 

3’UTR dans un cadre de lecture alternatif, et un AltORF non chevauchant en aval du 

RefORF), par initiation à des codons non-AUG dans certains cas (Oyama et al, 2007). Plus 

récemment, Menschaert et al. (Menschaert et al, 2013) ont utilisé des données de ribosome 

profiling publiquement disponibles (Ingolia et al, 2011) pour créer une base de données de 

protéines putatives traduites spécifiques aux CSE murines. Cela leur a permis de produire 

une base de données de taille réduite, ce qui diminue le taux de mauvaises identifications 

tout en en augmentant le nombre total (Nesvizhskii, 2010). En analysant le protéome de ces 

cellules avec cette base de données personnalisée, seulement 4 protéines alternatives ont été 

détectées, toutes issues d’uORFs. En 2013, une étude peptidomique de grande stringence a 

mené à l’identification avec une très bonne confiance de 90 protéines de 18 à 149 AA, dont 

86 nouvelles (Slavoff et al, 2013). Environ 80% d ’entre elles font moins de 100 AA, une 

taille classique pour les petites protéines fonctionnelles décrites jusqu’à présent, ce qui 

renforce l’intérêt de la méthode. Une base de données personnalisée pour l’échantillon de 

cellules K562 (obtenue sur une base de RNA-SEQ et d’ARNm RefSeq validés) a été 

utilisée. Parmi les petites protéines identifiées à partir de RefSeq, il est intéressant de noter
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que la majorité sont issues d’ARNm multi-codants (et sont donc des AltORFs), bien que 

14% d’entre elles semblent être exprimées à partir d ’ARNm antisens ou d’ARNs 

précédemment définis comme non codants. Ici encore, 43% seulement des sites d ’initiation 

les plus probables étaient des codons AUG, bien que d’autres codons (en particulier variant 

d’un seul nucléotide par rapport à AUG) soient aussi utilisés (21% des cas). Le tour de 

force réalisé dans cette étude tient dans la quantification exacte du nombre de copies par 

cellules de produits d’AltORFs : entre 10 et 2000 copies pour 3 candidats étudiés. En 

résumé, la profondeur d’analyse offerte par les approches protéomiques est, à l’heure 

actuelle, bien inférieure à celle obtenue par ribosome profiling (bien moins d’événements 

de traduction d ’AltORFs identifiés). Néanmoins, l ’utilisation de la spectrométrie de masse 

permet de fournir l’indication indéniable que les exemples d ’AltORFs découverts 

sporadiquement ne représentent que la pointe de l’iceberg d’un phénomène dont l’étendue 

exacte reste à définir.
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4. Question, hypothèses et objectifs de recherche

4.1. Question de recherche

Nous avons vu qu’il est établi que l’utilisation de l’initiation alternative de la traduction 

permet de produire plusieurs groupes de protéoformes à partir d’un ARNm mature unique 

chez les eucaryotes, y compris chez l’humain. Cependant, les preuves au niveau protéique 

de l’expression d ’AltORFs à des niveaux détectables restent minces, seulement quelques 

dizaines d’exemples ayant été découverts de façon sporadique ou dans des études à large 

échelle. De plus, de nombreuses protéines alternatives n’ont toujours pas été associées à des 

fonctions, et leur importance biologique reste donc à établir. Le modèle traditionnel selon 

lequel un ARNm mature eucaryote est monocistronique reste donc largement dominant 

face aux rares contre-exemples d’ARNm multi-codants. La question de recherche à laquelle 

j ’ai voulu répondre est donc la suivante :

L’expression de protéines alternatives à partir des gènes eucaryotes est-il un phénomène 

généralisé ?

4.2. Hypothèse de recherche

En réponse à cette question, j ’ai donc émis l’hypothèse suivante :

Les ARNm matures eucaryotes contiennent fréquemment un ou des AltORFs efficacement 

traduits en plus du RefORF, et les protéines alternatives correspondantes contribuent 

significativement à l’établissement du protéome.

4.3. Objectifs

Lors du début de mon doctorat, l ’intérêt de recherche principal du laboratoire du Dr 

Roucou était l’étude des fonctions du gène de la protéine prion en conditions 

physiologiques et pathologiques (maladies neurodégénératives). Mon projet de recherche a 

donc débuté avec une attention particulière portée à ce gène, dans une approche par gène 

candidat, avant de s’élargir pour généraliser l’étude des AltORFs en accord avec la question 

de recherche. Les objectifs ont donc été les suivants :
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a) Démontrer qu’un AltORF est utilisé dans le gène de la protéine prion, permettant 

l’expression endogène d’une protéine distincte de la protéine prion issue du RefORF. 

Caractériser la protéine alternative encodée dans cet AltORF.

b) A partir du prototype constitué par l ’AltORF présent dans le gène de la protéine prion, 

mettre au point une méthode de prédiction d ’AltORFs dans le transcriptome, en particulier 

chez l’humain, afin d’estimer l’étendue potentielle de l’utilisation des AltORFs chez les 

eucaryotes.

c) Mettre au point une méthode permettant de valider à large échelle l ’expression de 

protéines alternatives prédites, afin de définir l’étendue de la contribution des protéines 

alternatives au protéome eucaryote, en particulier humain.
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A r t ic l e  1

An overlapping reading frame in the PRNP gene encodes a novel polypeptide distinct 

from the prion protein
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Marie McCoy, Megan A. O ’Neill, Neil R. Cashman, et Xavier Roucou
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Avant-propos: Pour cet article, je suis co-premier auteur avec Antanas B. Staskevicius. 

J ’ai participé à 70% de la planification des expériences, et à 60% de la réalisation des 

expériences présentées. J ’ai aussi participé à 50% de l’écriture du manuscrit (résultats et 

discussion, et une partie du matériel et méthodes).

Résumé : Le gène de la protéine prion PRNP dirige la synthèse d'une des protéines de 

mammifères les plus étudiées, la protéine prion (PrP). Pourtant, la fonction physiologique 

de PrP est restée évasive et a créé des controverses dans la littérature. Nous avons trouvé 

dans le cadre de lecture +3 de PRNP un codon AUG d’initiation de la traduction en aval de 

celui de PrP et entouré par une séquence Kozak optimale. Le cadre de lecture ouvert 

alternatif correspondant code pour un polypeptide appelé protéine prion alternative (AltPrP) 

avec une séquence en acides aminés totalement différente de celle de PrP. Nous avons 

introduit une étiquette hémagglutinine (HA) dans le cadre de lecture d’AltPrP dans l’ADNc 

PrP de différentes espèces afin de tester l'expression de ce nouveau polypeptide en utilisant 

des anticorps anti-HA. AltPrP est constitutivement co-exprimée avec PrP chez l’humain, le 

bovin, le mouton, et le cerf. AltPrP est localisée aux mitochondries et son expression est 

régulée positivement par le stress au réticulum endoplasmique et l'inhibition du 

protéasome. La synthèse d’anticorps anti-AltPrP nous a permis de tester l'expression 

endogène d ’AltPrP dans les cellules humaines de type sauvage exprimant PrP. En 

transfectant des cellules avec un siRNA contre l'ARNm de PrP, nous avons réprimé 

l’expression à la fois de PrP et AltPrP, confirmant expression endogène d’AltPrP à partir de
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PRNP. Ces résultats démontrent une fonction inattendue pour PRNP, qui en plus de PrP, 

ancrée à la membrane plasmique, encode également un second polypeptide appelé AltPrP.
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Abstract

The prion protein gene PRNP directs the synthesis of one of the most intensively studied 

mammalian proteins, the prion protein (PrP). Yet the physiological function of PrP has 

remained elusive and has created controversies in the literature. We found a downstream 

alternative translation initiation AUG codon surrounded by an optimal Kozak sequence in 

the +3 reading frame of PRNP. The corresponding alternative open reading frame encodes 

a polypeptide termed Alternative Prion Protein (AltPrP) with a completely different amino 

acid sequence from PrP. We introduced a hemagglutinin (HA) tag in-frame with AltPrP in 

PrP cDNAs from different species to test the expression of this novel polypeptide using 

anti-HA antibodies. AltPrP is constitutively co-expressed with human, bovine, sheep, and 

deer PrP. AltPrP is localized at the mitochondria and is upregulated by ER stress and 

proteasomal inhibition. Generation of anti-AltPrP antibodies allowed us to test for 

endogenous expression of AltPrP in wild-type human cells expressing PrP. By transfecting 

cells with siRNA against PrP mRNA, we repressed expression of both PrP and AltPrP, 

confirming endogenous expression of AltPrP from PRNP. These results demonstrate an 

unexpected function for PRNP, which in addition to plasma membrane-anchored PrP also 

encodes a second polypeptide termed AltPrP.

Key words: alternative translation initiation, PrP, overlapping reading frame, mitochondria
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Introduction

The prion protein (PrP) is a glycoprotein anchored to the plasma membrane by virtue of a 

glycosylphosphatidylinositol (GPI) anchor (1). Transmissible Spongiform Encephalopathies, 

otherwise known as TSEs, involve the conversion of PrPc, the normally folded conformer of 

PrP, into PrPSc, an aggregation-prone isoform of PrP that is resistant to proteinase K (2). 

PrPSc is known to be the infectious agent in TSEs. However, the presence of normally folded 

PrPc is absolutely necessary for the onset of disease, as it acts as a continuous supply for the 

generation of PrPSc. Therefore, PRNP, the gene encoding PrP, is essential for the 

development of TSEs, and not surprisingly, PrP knockout animals are resistant to prion 

infection (3,4,5). Many missense mutations within human PRNP are also associated with 

genetic forms of TSEs (6), providing support for a central role of PrP in TSE pathogenesis.

In contrast to its well-established pathogenic role, the quest for the normal 

physiological function of PrP has proven very difficult. Several functions have been 

proposed, and controversies on the role of PrP remain in the literature (7). Some of the 

explanations put forward include the study of different cultured cell models used to 

investigate the function of PrP, such as neuronal versus non-neuronal cell lines, immortalized 

cell lines versus primary cells, and mouse neurons versus human neurons. How one gene and 

the associated protein can result in such a complexity in terms of physiological function is 

confounding.

It has recently been hypothesized that alternative translation initiation of eukaryotic 

mRNAs might be used as a method to expand the proteome (8). Based on the idea that a 

single mRNA can produce three completely independent amino acid sequences if read in all 

three possible reading frames, this hypothesis suggests that the complexity of the eukaryotic 

proteome is largely underestimated. Several examples of out-of-frame alternative translation 

initiation in eukaryotes exist to support this hypothesis. However, almost all of these 

examples occur at an upstream AUG codon in relation to the +1 position of the main open 

reading frame (ORF) (9,10). These alternative AUG codons are usually situated within an 

optimal Kozak context (11). Although extremely rare, a small number of examples of out-of- 

frame alternative translation initiation at a downstream AUG codon in an optimal Kozak 

context exist in mammals (12,13).
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Upon re-examination of the PrP coding sequence (CDS), we found a potential ORF 

whose initiator codon is surrounded by an optimal Kozak context in a number of species. In 

this study, we show that the protein encoded in this overlapping ORF is co-expressed with 

PrP from the PRNP gene. This finding has direct implications regarding the comprehension 

of the physiological function of PRNP.

Materials and Methods

Cloning o f plasmids and transfection- All primer sequences are outlined in Table 1. Cloning 

of human PrP in pCEP40 vector (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) has been described 

previously (14). Human PrP(HA) was produced by inserting an HA tag in the +3 frame of 

human PrP between bases 308 and 309 of the PrP CDS by PCR overlap extension using the 

forward primers 1 and 3 and the reverse primers 2 and 4. Human PrP(HA)\  in which the 

alternative AUG at bp 90-92 of PrP(HA) was mutated to CUG, was produced by the 

Quikchange method (Stratagene, La Jolla, CA, USA) using the forward primer 5 and the 

reverse primer 6. Human C-terminally tagged AltPrPHA was produced using huPrP(HA) as a 

template with the forward primer 7 and the reverse primer 9. Untagged human AltPrP was 

amplified from huPrPc with the forward primer 7 and the reverse primer 8. Human PrPA 1 

66<HA), in which the first 66 bps of the PrP(HA) CDS were deleted, was produced using the 

forward primer 10 and the reverse primer 2. All constructs were inserted in pCEP40 vector 

using Hindlll and BamHI restriction enzymes. Recombinant huAltPrP was produced with the 

forward primer 11 and the reverse primer 12. The PCR product was then inserted in pET-2lb 

vector (EMD Chemicals, Gibbstown, NJ, USA) using Nhel and BamHI restriction enzymes. 

The recombinant protein was then expressed as previously described (15). Bovine PRNP was 

reverse-transcribed from a total RNA extract using the forward primer 13 and the reverse 

primer 14. The bovine PrP CDS was then amplified using the forward primer 15 and the 

reverse primer 16. Bovine PrP was then inserted in pCEP40 vector using the Hindlll and
/o * i HA

Notl restriction enzymes. Bovine PrP and AltPrP were produced as described above 

with primers 15, 16, 17, 18, 19 and 20, and inserted in pCEP4|3 vector using Hindll and 

BamHI restriction enzymes. White-tailed deer (wtd) PrP in pCEP4p was a kind gift from 

Debbie McKenzie (Alberta Centre for Prion and Protein Folding Diseases, Department of
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Biological Sciences, University of Alberta, Edmonton, Alberta, Canada). wtdPrP<HA) and 

AltPrPHA were produced as described above with primers 15, 16, 19, 20, 21 and 22. PCR 

products were then inserted in pCEP4p vector using Hindlll and BamHI restriction enzymes. 

Sheep PrP in pCI expression vector was a kind gift from Dr. Michael A. Tranulis (Norwegian 

School of Veterinary Science, Dept, of Biochemistry and Physiology, Institute of Basic 

Sciences and Aquatic Medicine, Oslo, Norway). Sheep PrP<HA) and AltPrPHA were produced 

as described above with primers 23, 24, 25, 26, 27 and 28. PCR products were then reinserted 

in the pCI expression vector (Promega, Madison, WI, USA) using the Xhol and Xbal 

restriction enzymes. All restriction enzymes were acquired from New England Biolabs 

(Ipswitch, MA, USA). Cells were transfected with ExGen 500 transfection reagent 

(Fermentas, Burlington, ON, Canada) or GeneCellin transfection reagent (BioCellChallenge, 

Toulon, France) according to the manufacturer’s instructions.

Table 1. Primer Sequences
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CCCAACCTTi'TAATOtXOAACCTTGCCT’JCTac:
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OTGOAACAAGCGGAGTATOOGTAOGAGGTAOCAGAaTAOGGC

G'ICi’ ACTGTTCGAGGi'TCCAG'ÏCTTG';': 
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a t o a a c c t t a g g a g g a t g g a a g a o T '  ,g 
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GGCGTA'GTOTGGTAGGT'TGTAGGGATA'OTOOGACCTTGAGGGGAG 
t a t  t t o g a o -v t o a o o a t c o a a o a c t o g o g g o a  to r.
GOGTCGGGrGAAGGTGCGAGTATOGGTACGAOGTACGA TAGTAOGOCTAGTGTAGATAT

F, Forward ; R, Reverse.
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Antibodies and reagents- Primary antibodies used were monoclonal anti-Cox IV (ab 14744), 

polyclonal anti-VDACl (ab 15895), polyclonal anti-GRP78 BiP (ab53068), polyclonal anti- 

GAPDH (ab9485), polyclonal anti-HA (ab9110), monoclonal anti-phospho-eIF2a (ab32157) 

(Abeam, Cambridge, UK), monoclonal anti-Pactin (clone A C -15, Sigma-Aldrich, St. Louis, 

MO, USA), monoclonal anti-Hsp70 (SPA-810, Stressgen, Ann Arbor, MI, USA), polyclonal 

anti-Bax (sc-493, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA), monoclonal anti- 

Cytochrome c (clone 6H2.B4, BD Pharmingen, Franklin Lakes, NJ, USA), monoclonal anti- 

HA (clone C29F4, Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA), monoclonal anti- 

mitochondrial Hsp70 (clone JG1, Affinity BioReagents, Waltham, MA, USA), monoclonal 

anti-PrP (clone SAF32, Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, USA), monoclonal anti-a-tubulin 

(clone A 11126, Molecular Probes, Eugene, OR, USA). Anti-PrP clone 3F4 was purified from 

hybridoma cell lines. Rabbit polyclonal antibodies against human AltPrP were raised against 

residues 59-73 and affinity purified by GenScript (Piscataway, NJ, USA). Secondary 

antibodies used were horseradish peroxidase (HRP)-conjugated sheep anti-mouse IgG 

(NA931V), HRP-conjugated donkey anti-rabbit IgG (NA934V) (GE Healthcare, Little 

Chalfont, Buckinghamshire, UK), Alexa Fluor 488-conjugated goat anti-mouse IgG (A- 

11701) and Alexa Fluor 568-conjugated goat anti-rabbit IgG (A-21069) (Invitrogen, 

Carlsbad, CA, USA). All other reagents were obtained from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, 

USA), unless otherwise stated.

Cell culture and drug treatments- Human epithelial kidney cells (HEK293), murine 

neuroblastoma (N2a) and human astrocytoma (U-118 and U-87) cells were grown in 

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium supplemented with 10% Fetal Bovine Serum (FBS) 

(Wisent, St-Bruno, QC, Canada). Human neuroblastoma (BE(2)-M17) cells were grown in a 

1:1 mixture of Eagle’s Minimum Essential Medium and F-12 Medium supplemented with 

5% FBS. All culture media were supplemented with amphotericin B as well as 

penicillin/streptomycin. Human primary neurons (catalog number 1520-5, ScienCell, 

Carlsbad, CA, USA) were grown in Neuronal Medium (catalog number 1521, ScienCell, 

Carlsbad, CA, USA) according to the manufacturer’s protocol. Peripheral blood mononuclear 

cells were purified from human peripheral blood using Ficoll-Paque PLUS (GE Healthcare, 

Little Chalfont, Buckinghamshire, UK) according to the manufacturer’s protocol. Drug
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treatments were conducted on cells transfected for 24 hours as follows, unless otherwise 

stated: MG132 and epoxomicin were used for 8 hours, each at a concentration of lOfiM. 

Thapsigargin, tunicamycin and A23187 were used for 24 hours at a concentration of 3.5flM, 

1.5pM and 1.3pM, respectively. Cycloheximide was used at a concentration of 107pM.

siRNA treatments- U-118 cells were plated in a 6-well plate at 2x l05 per well in fresh 

medium containing no antibiotics. 24 h later, PRNP siRNA (SI03019324) or AllStars 

Negative Control siRNA (1027281) (Qiagen, Mississauga, ON, Canada) were transfected 

into the cells at a final concentration of lOOnM using Lipofectamine 2000 (Invitrogen, 

Carlsbad, CA, USA) according to the manufacturer’s protocol. 72h later, cells were harvested 

and lysates were processed for SDS-PAGE and western blot analysis to assess knock-down 

efficiency.

Sample preparation and Immunoblotting- Cells were grown in 6-well plates for 24 hours and 

were then transfected as described above. Cells were rinsed and harvested in phosphate- 

buffered saline (PBS) and centrifuged for 60 seconds at 5,000 rpm. Cells were then lysed in 

RIPA buffer and samples were quantified using BCA protein assay reagent (Pierce, Waltham, 

MA, USA). Preparation of 10% human brain homogenate in PBS supplemented with EDTA 

Complete protease inhibitor cocktail (Roche Applied Science, Laval, Quebec, Canada) was 

prepared using an Omni TH115 Tissue Homogenizer (Omni International, Kennesaw, GA, 

USA) according to the manufacturer’s protocol. lOOpg of protein from each sample were 

precipitated using the chloroform/methanol technique described by Wessell and Flugge ( 16) 

and the resulting pellets were resuspended in 4X SDS-PAGE loading dye. After 

electrophoresis, proteins were transferred to PVDF membranes according to the 

manufacturer’s protocol. Membranes were then exposed using Luminata Forte Western HRP 

Substrate (Millipore Corporation, Billerica, MA, USA) or Western Lightning ECL reagent 

(Perkin Elmer, Waltham, MA, USA) according to the manufacturer’s instructions. Films used 

were Amersham Hyperfilm ECL films (GE Healthcare, Little Chalfont, Buckinghamshire, 

UK). Membranes were stripped by washing twice in 0.2N NaOH for 20 min, rinsed in PBS, 

blocked and reprobed as described above. Densitometric analysis was conducted using the
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ImageJ software. Densitometric values were corrected for loading (anti-tubulin or anti-actin 

signal obtained by western blot).

Immunofluorescence- Immunofluorescence was carried out as previously described (17). 

Confocal analysis was carried out as previously described (18).

Mitochondrial Fractionation- Mitochondria were isolated and treated with sodium 

carbonate as previously described (19).

PNGase F treatment and solubility assay- PNGase F treatment of transfected cell lysates 

was carried out according to the manufacturer’s instructions (New England Biolabs, 

Ipswitch, MA, USA). Solubility of PrP was assessed as previously described (20).

Ethics statement- The human brain sample was a kind gift from Dr. Cheryl Wellington 

(Associate Professor, Department of Pathology, University of British Columbia, 

Vancouver, British Columbia, Canada). All experiments were performed according to 

ethics protocol number UBC C04-0595.

Results

An alternative ORF exists in the coding sequence of PrP

In an attempt to uncover the reason for the numerous functions attributed to PrP, we have 

re-examined the sequence of PRNP from several species. We noticed an ORF in the +3 

reading frame in which the AUG initiation codon (bp 90-92 in the human PrP CDS) is 

positioned within an optimal Kozak context (Fig. 1A). We termed the putative polypeptide 

encoded by this ORF Alternative PrP (AltPrP). The AltPrP ORF covers the entire 

octarepeat (OR) region of PrP. AltPrP ranges in length between 64 and 81 amino acids, and 

contains several tryptophan-rich repeats resulting from translation of the OR region of PrP 

in the +3 reading frame (Fig. IB). In other species, such as mouse and hamster, the 

alternative initiation AUG codon is absent and is replaced by a GUG codon still located 

within an optimal Kozak sequence (Fig. 1A). Although there is at least one example in
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which GUG is an efficient initiation codon to translate a protein (21), we focused on the 

expression of AltPrP in humans, cattle, sheep, and white-tailed deer in this study.
A
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Figure 1. An alternative ORF overlapping with the PrP octarepeat (OR) region exists 
in the +3 frame of several species. (A) DNA sequence alignment of Prnp in several 
species. Prnp DNA sequences of several species were aligned starting from the PrP start 
codon (capitalized letters) until the AltPrP stop codon (boxed and capitalized). All larger 
mammals analyzed contain a start codon (boxed and capitalized) surrounded by a Kozak 
consensus sequence (underscored). Most smaller species analyzed do not possess a 
conventional ATG start codon (shown in gray), though they all possess a Kozak consensus 
sequence, except chicken. Sequences were obtained from GenBank and aligned using 
ClustalW software. GenBank accession number of each sequence used is included at the 
end of the DNA sequence. (B) Amino acid sequence alignment of AltPrP in several 
species. AltPrP is present in several large mammals and has conserved tryptophan-rich 
repeats. Some smaller mammals contain the AltPrP ORF, yet have interrupted tryptophan- 
rich repeats replaced by arginine (such as cat and rabbit). Other species do not possess a 
conventional initiator methionine residue (mink, rat, hamster, and mouse) or contain a stop 
codon early on in the peptide sequence (dog and pig). Length of the ORF in each species is 
indicated at the end of the peptide sequence. Sequences were translated from DNA
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sequences obtained from GenBank using the ExPaSy Translate tool and then aligned using 
ClustalW software. Nucleotide sequence data reported are available in the Third Party 
Annotation Section of the DDBJ/EMBL/GenBank databases under accession numbers 
TP A: BK007887-BK007890.
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Table 2. Amino acid sequences of constructs used to detect AltPrP
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Table 2. (continued)

tl a r m  V - < | U r i u

MVK3HI GGWI L 7 L F 7  AMWL' [ '■ VG L G K K R R K F’ GG GWNTGGGRYFGGGS R GGNRYI R-jGGG GWGYiFH- 
GGGWGGY'HGGGwG^'HGGGWGvPHGGGGWGvGGGHG'yWHKEGKFKTNMKHYAGAAAAGAVYGGL 
GGYML 3 3AM3RPLI HFGNPYEPFYYP EHMYP VF'N' .jVYYP E Vl . GYGNGNHF' /Ht1- ' v 'NITVKGHTV 

-sh 1*11’ I TTTTKGENFTET[ ' IKIMERYYEGMGITGYOREGGAYYGYGA. GYI LF?GF f v i l l i  s f l i f l i v g
'■ MEHwGEF' I P GTGGGWROPLGTGGF GWLGSAP WRWLGF Tf.WPWLGG AP WWWL’ .TATWwwfiLGGRrt

s l i l ’i I " "  '■ I MVKGHIGSWILYLFYAMWGL'VGLGKKRPKE GGGWNTGGGRYPG' j GGPGGNFYPPQGGGGwGOPH •
GGGWGGPHGGGWGuPHGGGWGQRHGGGGWGvGGi R m V r r F GHGGWNKPGKPKTHMKHVAGAA- 
AAGAVV'i'GL-G'.Vi'MLGrAMFRPLIHFGN['YE['RYYRENMYRYPN'vVYYFtYt"jYGHYNHFYH['CY- 
NI T YK Q H T YT T T T K G E N F T E T P I  Kl  MERVVEGMGI TOYORES'vAY Y O f G A P V I L F S  P P V I L L I  
GFLIFLIVG
MEHWGEFG P GTGGSWRQPLGTrG iKGWLGGAPWRWL ï f  TGWF WLGGAPWwWL'îTATWWWRLGGP -
w y p y p v p p y a

si. M i l ' l l ' 11'  I MEHWGERIRGTOGSWRGiRLSTGGRGVLG.'APWRWLGRTGWRwXG.GARwWLGTATWWVRLGGP-
WYPYPVPPYA

Amino acid sequences of all constructs used are included. Note that wherever possible, the 
amino acid sequence of both the PrP reading frame (+1) and the AltPrP reading frame (+3) 
are included for each construct. Underscored letters represent the hemagglutinin (HA) tag. 
When shown in roman type, the HA sequence is in its proper reading frame in order to be 
detected by an anti-HA antibody. When shown in italics, the HA sequence is in another 
reading frame, which cannot be detected by an anti-HA antibody. Note that for 
huPrP(HA)*, the initiator methionine codon (M) is replaced by leucine (L, double 
underscored).
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AltPrP is expressed from PrP cDNA of several species

A detailed list of all constructs used, along with amino acid sequences of each construct, is 

outlined in Table 2. In order to test if AltPrP is expressed, we introduced a hemagglutinin 

(HA) tag in-frame with AltPrP to produce carboxy-tagged AltPrP (AltPrPHA), within the 

human PrP cDNA (Fig. 2A). For clarity reasons, this construct is termed PrP<HAl, where 

(HA) indicates that the HA tag is silent within the reading frame of PrP. As a positive
u  * ( H A \

control, we created a construct encoding solely AltPrP . We also engineered a PrP 

construct with an inactivated alternative initiation codon. In this construct termed PrP(HA,\  

the AUG at bp 90 was changed to CUG. Lysates from mammalian cells transfected with 

PrP, P rP (HA) or P rP (HA)* were probed with both anti-PrP and anti-HA antibodies to test for 

the expression of PrP, PrP<HA), prp ,HA)* and AltPrPHA. As expected, the introduction of the 

HA tag resulted in a slight increase in the molecular weight of PrP (Fig. 2B). On a SDS- 

PAGE gel, PrP(HA| migrated as several bands, indicating the presence of glycosylations 

similar to native PrP. Remarkably, a band corresponding to the expected molecular weight 

for AltPrPHA was detected with an anti-HA antibody in cells transfected with PrP(HA). The 

identity of this band was confirmed by probing lysates from cells directly transfected with 

cDNA encoding AltPrPHA. AltPrPHA was not detected in cells transfected with PrP(HA>* 

(Fig. 2B), clearly showing that translation of AltPrP is indeed initiated at the identified 

alternative AUG codon (Fig. 1A), most likely by alternative translation initiation. 

Analogous results were obtained in neuronal as well as in non-neuronal cell lines (Fig. 2B). 

We then confirmed these results by immunofluorescence on N2a and HEK293 cells 

expressing each of these constructs (Fig. 2C). Detection of PrP, PrP(HA), P rP (HA)* and 

AltPrPHA was done using anti-PrP and anti-HA antibodies. In both cell types, expression of 

p rp(HA) and AltPrPHA resulted in an HA signal with a granular cytoplasmic distribution. 

Expression of PrP or P rP <HA)* did not provide an HA signal, confirming the results 

described in figure 2B. The addition of the out-of-frame HA tag in P rP (HA) and P rP (HA)* did 

not affect the subcellular localization of PrP, which is typically localized at the plasma 

membrane and the Golgi apparatus.

The ORF encoding AltPrP is also present in PRNP from cattle, sheep, and white­

tailed deer (Fig. 1A). An HA tag was inserted at the C-terminus of AltPrP in PrP cDNA of 

each of these species using the same strategy as above for human PrP. Western blot
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analysis of HEK293 cells transfected with cattle, sheep, and deer PrP(HA) cDNA 

demonstrated the presence of AltPrP in these three species in addition to humans (Fig. 2D). 

This data clearly demonstrates that under normal conditions, the prion protein cDNA of 

numerous species directs the synthesis of two co-expressed polypeptides: PrP, as well as 

the newly identified AltPrP.
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Figure 2: Detection of AltPrP. (A) Strategy used to detect AltPrP by introducing an HA 
tag at the C-terminus of AltPrP. AltPrP is in the +3 reading frame in relation to PrP and 
spans the entire octapeptide repeat (OR) region in the N-terminal domain of PrP. The PrP 
reading frame (+1) is represented by the upper boxes in each construct, while the dashed 
boxes represent the AltPrP reading frame. In PrP(HA), PrP(HA)* and AltPrPHA, an HA tag 
(grey box) was inserted at the C-terminus of AltPrP. The parentheses surrounding the HA 
in the PrP reading frame represent the fact that the HA epitope sequence is encoded in the 
AltPrP reading frame, and is therefore undetected if expressed from the ATG codon at bp 1 
of the PrP CDS. PrP<HA)* is identical to PrP(HA) except that the ATG codon at bp 90 has 
been mutated to CUG. (B) Western blot against PrP (3F4 epitope) and AltPrP (HA epitope) 
in BE(2)-M17, N2a, and HEK293 cells transfected with PrP, PrP(HA), PrP(HA)* and AltPrPHA 
constructs. (C) Cells transfected with PrP, PrP(HA), PrP(HA,\  or AltPrPHA were
immunostained with anti-PrP (3F4; green) or anti-HA (red) antibodies. Merged images also 
show nuclei stained with Hoechst (blue). (D) Expression of AltPrPHA from bovine, sheep, 
and deer cDNA PrP constructs. Note the slight change in molecular weight between 
species.
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AltPrP is a mitochondrial protein

We then addressed the subcellular localization of AltPrP by immunofluorescence. The 

precise cytoplasmic localization of AltPrP was determined in both N2a and HEK293 cells 

expressing human AltPrPHA using antibodies against different cytoplasmic organelles. We 

observed a clear co-localization of AltPrPHA with mitochondrial Hsp70 (Fig. 3A) and 

Cytochrome c (data not shown). The presence of AltPrP at the mitochondria was confirmed 

by subcellular fractionation and differential centrifugation of HEK293 cells stably 

transfected with AltPrPHA. AltPrPHA was detected in the crude cellular fraction as well as in 

the mitochondrial fraction, but not in the cytosol (Fig. 3B). Bioinformatic analysis predicts 

a transmembrane domain within AltPrP (Fig. 3C). In order to test this hypothesis, 

mitochondria isolated from cells expressing AltPrPHA were treated with sodium carbonate. 

Similar to other mitochondrial membrane-integrated proteins, including VDAC and Cox 

IV, AltPrP was not extracted after alkali treatment. In contrast, Bax, a peripheral 

mitochondrial membrane protein in non-apoptotic cells (19) was completely extracted by 

treatment with sodium carbonate (Fig. 3D). This result demonstrates that AltPrP is a 

mitochondrial membrane-integrated protein. We next tested if AltPrP is inserted in the 

mitochondrial inner or outer membrane with digitonin to selectively solubilize the outer 

membrane (19). In the presence of digitonin, most of the VDAC (an outer membrane 

component) was extracted from mitochondria while Cox IV (localized at the inner 

membrane) remained associated with the mitochondria. In these conditions that allow 

selective extraction of the outer membrane, AltPrP did not remain attached to the 

mitochondria (Fig. 3E), indicating that AltPrP is inserted in the outer mitochondrial 

membrane.
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Figure 3. AltPrP1̂  is localized at the mitochondria and is an integral membrane 
protein. (A) Cells transfected with AltPrPHA were immunostained with anti-HA (red) and 
anti-mHSP70 (green) antibodies. Scale bar, 10|im. (B) Total cell extracts (Tot.), 
mitochondrial (Mit.) and cytoplasmic (Cyt.) fractions from cells expressing AltPrPHA were 
immunoblotted for AltPrP, Cox IV, a mitochondrial marker, and GAPDH, a marker of the 
cytosol. (C) Transmembrane domain prediction of AltPrP. The amino acid sequence of 
human AltPrP was analyzed using TopPred 0.01 software (22). Note that the Goldman 
Engelman Steitz hydrophobicity profile is computed using a window of 10 amino acids. 
Human AltPrP contains a predicted transmembrane domain between amino acids 35 and 
55. (D) Mitochondria isolated from AltPrPHA-expressing cells were treated with 0 .1M 
Na^COs to produce alkali-resistant (inserted, Ins.) and sensitive (attached, Att.) fractions, 
and were analyzed by western blot for AltPrP, VDAC, Cox IV, and Bax. (E) After 
treatment with 0.2mg/ml digitonin, the digitonin-sensitive (outer mitochondrial membrane, 
OMM) and resistant (inner mitochondrial membrane, IMM) fractions were analyzed by 
western blot for the presence of AltPrPHA, VDAC, and Cox IV.
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The observation that expression levels of AltPrPHA in cells transfected with P rP <HA) are 

lower than levels in cells directly transfected with AltPrPHA suggests that expression of 

AltPrP from PrP cDNA is constitutively negatively regulated (Fig. 2). Certain cellular 

stresses modulate the expression level of a great number of proteins (23,24). Because 

AltPrP originates from PRNP, a locus linked to neurodegeneration, we decided to test if 

AltPrP expression levels were affected by stresses implicated in neurodegenerative 

diseases. One such example is proteasomal dysfunction, which is often associated with 

neurodegeneration (25,26). Treatment of HEK293 cells expressing P rP (HA) or AltPrPHA 

with the proteasome inhibitors MG 132 or epoxomicin for 8 h resulted in a 2 to 3-fold 

increase of A l t P r P ^  levels (Fig. 4A,B). Neither drug modified the levels of P rP (HA) or 

tubulin in the same experimental conditions, showing that this increase is specific to 

AltPrP. The effect of MG 132 was rapid since a significant increase of AltPrPHA levels was 

observed as soon as 2 h after addition of the drug (Fig. 4C), an indication that AltPrP is a 

naturally labile protein with a short half-life, probably degraded in a proteasome-dependent 

manner. The half-life of AltPrP was determined in the presence of cycloheximide, an 

inhibitor of protein synthesis. In the absence of MG 132, the half-life of AltPrP was 

estimated to be less than 0.5 h (Fig. 4D). The half-life of AltPrP in the presence of MG 132 

was over 2 h, confirming its stabilization by proteasome inhibition.
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Figure 4: Proteasomal inhibition increases levels of AltPrP114. (A) Western blot of cells 
expressing PrP(HA) or AltPrPHA treated in the absence or in the presence of MG 132 or 
epoxomicin (10 pM for 8 h) with anti-PrP, -HA, and -tubulin antibodies. (B) Densitometric 
quantification of AltPrPHA induction following proteasome inhibition. Note that both 
MG132 and epoxomicin (Epoxo.) induce 2-3 fold increase o f AltPrPHA whether expressed 
from PrP(HA) or AltPrPHA. No significant differences (t-test) in induction of AltPrPHA could 
be observed between the two transfection conditions regardless of the proteasome inhibitor 
used. Dotted line represents AltPrPHA levels in untreated transfected cells normalized to 1. 
Values are expressed as the mean value (± s.d.) from at least three independent 
experiments. (C) Time course analysis of MG 132-mediated proteasome inhibition on the 
accumulation of AltPrP in cells expressing PrPfHA) or AltPrPHA. Cell extracts were 
immunoblotted with anti-HA and -actin antibodies. (D) AltPrPHA-expressing cells pre­
incubated with MG 132 (10 pM for 6 h) were treated with cycloheximide for various times 
and immunoblotted for HA and tubulin.
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Another stress associated with neurodegenerative disorders is endoplasmic 

reticulum (ER) stress (27,28). It is known that the rate of alternative translation initiation in 

several mRNAs can be significantly increased during ER stress (29,30). Since AltPrP is 

most likely produced by alternative translation initiation (Fig. 2B), we tested if ER stress 

could modulate its expression. HEK293 cells expressing PrP(HA) or AltPrPHA were treated 

with drugs known to perturb ER homeostasis: thapsigargin (an ER-calcium ATPase 

inhibitor), tunicamycin (an N-glycosylation inhibitor), and A23187 (a calcium ionophore). 

The three drugs induced an ER stress as monitored by interfered glycosylation of PrP 

(demonstrated by the disappearance of higher molecular weight bands detected by the anti- 

PrP antibody) as well as increased levels of BiP/GRP78 chaperone (Fig. 5A) (31,32). All 

three drugs also induced at least a 2-fold increase in AltPrPHA levels in cells expressing 

p r p ( H A )  f j o w e v e r  this effect was not observed in cells directly transfected with AltPrPHA, 

in which AltPrPHA is no longer produced by alternative translation initiation at a 

downstream AUG codon (Fig. 5A,E). We concluded that ER stress specifically increases 

the synthesis of AltPrP from PrP cDNA.

We hypothesized that the target of this regulation is located upstream of the AltPrP 

start codon (bps 1-90 of the human PrP CDS). If so, this region is expected to exert an 

inhibitory effect on the translation of AltPrP from PrP cDNA that might be abolished 

during ER stress. In order to test this hypothesis, we engineered a mutant cDNA construct 

termed prf>A1-66(HA> with a deletion of the first 66 bps of the PrP CDS. Since bps 1-66 

encode the N-terminal signal peptide, prpA|-66<HA) js expressed as a cytoplasmic protein and 

does not undergo post-translational modifications, migrating as a single band (Fig. 5B). 

AltPrPHA was constitutively expressed in cells transfected with prpA|-66(HA) similarly to cells 

transfected with PrP(HA). More importantly, induction of AltPrPHA by thapsigargin was 

abolished, confirming that bps 1-66 comprise at least part of the regulation domain for 

AltPrP expression from PrP cDNA (Fig. 5B,E).

Other stresses, including heat shock and oxidative stress did not induce any change 

in the levels of AltPrP. In these experiments, cellular stress was monitored by increased 

levels of phospho-eIF2a (Fig 5 C,D,E). Therefore, the synthesis of AltPrP from PrP cDNA 

is specifically regulated by ER stress.
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Figure 5. Levels of expression of AltPrP are regulated only by certain conditions of 
cellular stress. (A) Western blot of cells expressing PrP(HA) or AltPrPHA treated in the 
absence (-) or in the presence (+) of tunicamycin (1.5 |iM), thapsigargin (3.77 |aM) or 
A23187 (1.3 |iM) for 24 h using PrP, HA, BiP, and tubulin antibodies. (B) Lysates of cells 
expressing PrP(HA) or prpAI 66(HA> an(j incubated in the absence or in the presence of 3.5 fiM 
thapsigargin for 24 h were immunoblotted for PrP, HA, BiP, and tubulin. (C-D) Western 
blot analysis of cells transfected with PrP(HA) or AltPrP<HA> and untreated or treated for 45 
min at 42°C (heat shock) (C), or for 30 min with 0.5 mM sodium arsenite (D) with anti-PrP, 
-HA, -phospho-eIF2a (p-eIF2a) and -tubulin antibodies. Cells were allowed to recover for 
8 h before harvesting. (E) Densitometric quantification of AltPrPHA induction under 
several cellular stress conditions. Tunicamycin (Tun.), thapsigargin (Tha.) and A23187
each significantly induced AltPrPHA expression from PrPmA) as compared to the AltPrP1 
construct. The stimulation of AltPrP expression in the presence of thapsigargin was 
abolished by the deletion of bps 1-66 relative to PrP’s translation initiation site (PrP41" 
66<HA)). Control experiments using cells transfected with P rP (HA> and treated with heat shock 
(H.S.) or sodium arsenite (Ars.) did not produce significant changes in AltPrPHA expression 
levels. Dotted line represents AltPrPHA levels in untreated transfected cells normalized to 1. 
Values are expressed as the mean value (± s.d.) from at least three independent 
experiments. Ali statistical significances were determined by t-test. * p<0.05, ** pcü.01.
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The absence of AltPrP has no obvious effect on PrP biology

Because PrP and AltPrP are produced from the same gene, it was important to test for a 

direct functional relation between these two proteins. We verified if the absence of AltPrP 

would alter the biology of PrP, namely its post-translational modifications, localization, and 

solubility. Since AltPrP expression is abolished when the AUG codon at bp 90 is mutated 

(Fig. 2B), we compared cells expressing either PrP(HA)* with cells expressing PrP<HA) to 

answer these questions. As a control, we also included cells transfected with wild-type PrP 

to ensure that each treatment was performed properly. PNGase F is a specific N- 

glycosidase commonly used to deglycosylate PrP in order to characterize its post- 

translational modifications. After PNGase F treatment of lysates of HEK293 cells 

transfected with human PrP, prp(HA> and PrP<HA,\  only the unglycosylated band was 

detected by western blot (data not shown). Thus, neither the HA tag nor the co-expression 

of AltPrP interfered with post-translational modifications of PrP. Similarly, AltPrP did not 

perturb the trafficking of PrP since both prp (HA) and PrP(HA)* were mainly localized at the 

plasma membrane and in the Golgi apparatus (Fig. 2C). Finally, an essential characteristic 

of PrP is its ability to switch from a soluble into a disease-associated insoluble isoform 

(20). In order to test if the solubility of PrP was affected by co-expression of AltPrP, we 

monitored PrP, PrP(HA) and PrP(HA)* solubility in HEK 293 cells by ultracentrifugation. 

Each construct displayed the same solubility (data not shown). We concluded that the 

presence of AltPrP has no apparent effect on the biology of PrP. This result was not 

unexpected since under normal conditions, PrP and AltPrP are not localized in the same 

cellular compartments and are therefore unlikely to interact.

AltPrP is endogenously expressed from PRNP

Next, we raised and affinity-purified a polyclonal antibody against the C-terminus of 

human AltPrP to detect wild-type AltPrP encoded by the endogenous PRNP gene. The anti- 

AltPrP antibody was validated in western blot experiments using lysates from untransfected 

(Mock) HEK293 cells and cells transfected with human PrP or AltPrP. A band was 

detected with the expected molecular weight in lysates from PrP- and AltPrP-expressing 

cells (Fig. 6A). Addition of the immunogenic peptide to neutralize the antibodies 

completely prevented the detection of AltPrP. AltPrP also was not detected with pre­
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immunized serum. In order to determine the expression of AltPrP from cells expressing 

endogenous PrP, we used human astrocytoma U-118 cells, which express high levels of 

PrP. A band was detected at the expected size in U-118 whole cell lysates, suggesting that 

endogenous AltPrP is indeed detected by the antibody (Fig. 6B). The identity of AltPrP was 

confirmed by treating the cells with siRNA against PRNP. Western blot analysis proves 

that AltPrP is endogenously expressed in these cells, since PRNP knock-down resulted in a 

60% decrease of the intensity of the bands corresponding to both PrP and AltPrP (Fig. 

6B,C). Furthermore, mitochondrial fractionation shows that, like AltPrPHA, the band 

corresponding to AltPrP is enriched in mitochondria, and is absent in the cytosolic fraction 

(Fig. 6D). Importantly, expression of endogenous AltPrP was upregulated following 

treatment with thapsigargin, further indicating that the level of AltPrP expression might be 

increased during neurodegeneration (Fig. 6E,F). Following this experiment, primary human 

cells which express PrP were tested for AltPrP expression using the same antibody. In 

addition to U-118 cells, human primary neurons as well as human peripheral blood 

mononuclear cells (PBMC) express AltPrP, judging by the prominent band at the same 

molecular weight as the band present in a control cell lysate transfected with AltPrP (Fig. 

6G). Furthermore, a healthy human brain homogenate was tested for AltPrP expression 

using the same technique. As expected, the homogenate expressed a band at the same 

molecular weight (Fig. 6H).

Overall, these results clearly establish that, in different tissues, primary cells, and cell lines, 

two protein products, PrP and AltPrP, are endogenously expressed from two distinct 

overlapping reading frames present in the PRNP gene.



89

Mock PrP /MtPfP Ree M.iK SiRNA

M ock Control PrP
AJtPrPl

A ltPrP

Blocking
p e p t i d e  I A l tP r P

P rP  AltPrP
Pre-m m une

T h ap s ig a rg in
M it AltPrP

Alt P rP

HSC70 A ltPrP

A JtPrPAltPrPVDAC

Actm

Figure 6. AltPrP is expressed in cells expressing endogenous PrP. (A) Characterization 
of a polyclonal antibody raised against AltPrP. HEK293 cells were either transfected with 
human PrP, AltPrP, or untransfected (Mock) and were probed for AltPrP using an antibody 
raised against the C-terminus of AltPrP. A band with the same molecular weight as 
recombinant AltPrP (Rec.) is detected in cells transfected either with PrP or AltPrP. The 
same lysates were also probed with the anti-AltPrP antibody blocked with the 
immunogenic peptide against which the antibody was targeted, or with the animal’s pre­
immunized serum in order to demonstrate the specificity of the antibody. (B) Endogenous 
AltPrP was detected in U-118 cells, which express high levels of PrP. An siRNA against 
the 3’UTR of PRNP (PrP) notably reduced the expression of PrP as well as the band 
corresponding to AltPrP at comparable levels, whereas a control siRNA did not change PrP 
and AltPrP expression. (C) Densitometric analysis of siRNA treatment revealed that U-118 
cells transfected with an siRNA against PrP showed a decrease (60-70%) in expression of 
both PrP and AltPrP following treatment. No statistically significant difference was 
observed between the knock-down levels of PrP and AltPrP by paired t-test (n=2). (D) 
Total cell extracts (Tot.), mitochondrial (Mit.) and cytoplasmic (Cyt.) fractions from U-118 
cells were immunoblotted for AltPrP, VDAC, a mitochondrial marker, and HSC70, a 
marker of the cytosol. The band corresponding to AltPrP was enriched in mitochondria, as 
expected. AltPrP represents a lysate from cells transfected with AltPrP and is used as a 
control. (E) Western blot of cells human astrocytoma U-87 cells expressing endogenous 
PrP treated in the absence (-) or in the presence (+) of thapsigargin (3.77 p.M) for 24 h 
using PrP, AltPrP, BiP, and actin antibodies. (F) Densitometric quantification of 
endogenous AltPrP induction in the presence of thapsigargin. Dotted line represents AltPrP 
levels in untreated U-87 cells normalized to 1. Value is expressed as the mean value (± s.d.) 
from at least four independent experiments. (G) Detection of endogenous AltPrP in several 
cell types. Human peripheral blood mononuclear cells (PBMC), U-118 cells and human 
primary neurons (neurons) were immunoblotted for both PrP and AltPrP. All cell types 
tested showed a prominent band at the same molecular weight as a positive control 
consisting of cells transfected with human AltPrP (Control). (H) A human brain 
homogenate was probed for AltPrP using the anti-AltPrP antibody. A band at the same
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molecular weight as the one seen in cells transfected with human AltPrP was detected 
(Control).

Discussion

In this study, we provide evidence that out-of-frame alternative translation initiation in the 

human, sheep, bovine, and deer PRNP gene, which encodes the cellular prion protein, 

results in the synthesis of a novel polypeptide that we termed AltPrP. In-frame alternative 

translation in PrP mRNA has been reported to produce N-terminally truncated cytoplasmic 

or nucleocytoplasmic forms of hamster, human and sheep PrP, which might have a 

different function from that of GPI-anchored PrP (33,34). Here, we propose that co­

expression of AltPrP along with PrP represents an additional level of complexity regarding 

the functions attributed to the PRNP locus. The production of several polypeptides from 

this single gene, with modulation depending on cellular conditions, represents a very 

plausible explanation for the difficulty in assessing the physiological function of PrP, and 

more generally of the PRNP locus. Knock-down/out of PrP expression by targeted 

inactivation of PrP mRNA or the PRNP gene most likely results in knock-down of all PrP 

isoforms as well as AltPrP (Fig. 6C). In order to get insights into the molecular mechanisms 

of PrP function, these considerations should be taken into account in the interpretation of 

experimental results in the future.

The investigation of AltPrP function(s) is likely to shed some light on the 

physiological role of PrP, as controversies have emerged in the literature (35,36,37). We 

propose that part of the difficulties in assessing the physiological relevance of the PRNP 

gene could be attributed to the co-expression of AltPrP together with PrP from the PRNP 

gene. For instance, the neuroprotective role of PrP has been largely debated, and seems to 

be context-dependent (38,39). Because AltPrP is localized at the mitochondria (Fig. 3), an 

essential organelle for energy metabolism, stress response and apoptosis (among other 

functions), it is tempting to think that some toxic/protective functions have been 

misattributed to PrP. Though these speculations remain to be proven, we have provided 

evidence that support this hypothesis. The increased level of AltPrP synthesis under 

conditions of ER stress (Fig. 5) represents a characteristic feature of various proteins



91

implicated in the unfolded protein response, that participate to either stress recovery, or 

induction of apoptosis if cellular damage is irreversible (30). It is to be noted that AltPrP 

does not seem to be pro-apoptotic on its own, since we were able to maintain cell lines
HAstably over-expressing AltPrP without any noticeable change in growth rate or cellular 

morphology (data not shown). However, one can imagine that AltPrP might participate in 

either a pro- or anti-apoptotic response under specific cellular conditions.

An interesting consideration regarding the discovery of AltPrP is its high degree of 

conservation and homology in a large number of mammals (Fig. 1). Although numerous 

studies have demonstrated the conservation of the C-terminal portion of PrP among 

different species explained by the highly structured nature of this domain, as well as its 

necessity for forming PrPSc (40,41), there still lacks a convincing argument explaining why 

the unstructured N-terminal domain of PrP is conserved as well (40,42,43,44). Despite the 

fact that the function of AltPrP remains unknown, this newly discovered protein may be the 

reason for the conservation of the N-terminal portion of PrP. Selective pressure might act 

on the Prnp gene in order to conserve AltPrP rather than the unstructured fragment of PrP. 

At this point, this is merely a speculation, but it provides another compelling reason to 

continue studying both the Prnp gene as well as AltPrP.

The role of PrP in the pathogenesis of TSEs is very well established, as self- 

templated transition of the native isoform of PrP (PrP ) to its misfolded, disease-linked 

isoform (PrPSc) is at the origin of the neurotoxic mechanisms implicated in these 

neurodegenerative disorders. As a result, the PRNP locus is the main genetic risk factor in 

these diseases (45). Since this gene also directs the synthesis of AltPrP, the possibility 

exists that this novel polypeptide might be linked to TSEs. AltPrP could be functionally 

implicated in TSEs, although our data suggests that basic features of PrP biology, including 

glycosylation, localization and solubility, do not seem to depend on co-expression of 

AltPrP. Our results are based on a cell culture system, a model that does not reproduce the 

events taking place at the level of a whole organism during disease. Moreover, it is 

plausible that the as-yet unknown function of AltPrP will have no direct effect on PrP 

biology. Nevertheless, the possibility that AltPrP might participate to the pathogenesis of 

TSEs deserves further investigation and determining its function will likely answer this 

question. Whether AltPrP will be proven to have a functional relationship with the
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pathogenesis of TSEs or not, the fact that its expression is greatly enhanced following 

proteasome inhibition and ER stress (Fig. 4 and 5) makes it a potential biomarker for 

neurodegenerative disorders. Indeed, these two cellular stresses have been shown to be 

hallmarks not only of TSEs, but also of other neurodegenerative diseases such as 

Huntington’s, Parkinson’s and Alzheimer’s diseases (27,28,46).

Other examples of polypeptides synthesized from out-of-frame downstream alternative 

translation initiation sites exist in the literature, although this mechanism occurs most often 

in viruses (47,48,49). Very few mammalian examples of this phenomenon have so far been 

described (12,13). Klemke and colleagues have discovered and characterized ALEX, a 

protein encoded by an alternative ORF in the XLalphas/Galphas gene, and that is expressed 

in vivo in both rats and humans. Cryptic T-cell epitopes represent other examples of this 

phenomenon in humans. However, except for their immunogenic potential, these 

polypeptides have not been further characterized (50). To our knowledge, AltPrP represents 

the second extensively characterized product of out-of-frame alternative translation 

initiation in a human gene. The discovery of AltPrP could not only change our 

understanding of the PRNP locus, but the fact that AltPrP is endogenously expressed 

supports the idea that out-of-frame alternative translation initiation in mammals is very 

likely to participate in protein diversity. This reveals an additional level of complexity to 

the proteome and to gene function, which deserves further investigation in order to 

determine its physiological importance.
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A r t ic l e  2

HAltORF: a database of predicted out-of-frame alternative open reading frames in 

human

Auteurs de l’article: Benoît Vanderperre, Jean-François Lucier, Xavier Roucou

Statut de l’article: publié dans Database (Oxford), 2012:bas025, Mai 2012.

Avant-propos: J ’ai amené l’idée originale à la base de cet article, à savoir la construction 

d ’une base de données de cadres ouverts de lectures out-of-frame à partir du transcriptome 

humain. J ’ai rédigé l’ensemble du manuscrit et du texte contenu sur le site web associé à 

l’exception des sections « Database Generation ». J ’ai également créé les figures insérées 

dans le manuscrit. Sur mes directives et celles de mon directeur le Dr Xavier Roucou, Jean- 

François Lucier a généré la base de données HAltORF, et créé l’interface web.

Résumé : « Human alternative open reading frames (HAltORF) » est une base de données 

accessible au public et consultable en ligne qui référence des produits putatifs d’initiation 

alternative de la traduction (IAT) « out-of-frame » dans les ARNms humains. L’IAT « out- 

of-frame » est un processus par lequel un seul ARNm peut encoder des protéines 

indépendantes, lorsque des codons d'initiation distincts situés dans différents cadres de 

lecture sont reconnus par un ribosome pour initier la traduction. Ce mécanisme est 

largement utilisé chez les virus, augmentant le potentiel codant des petits génomes viraux. 

De plus en plus de preuves indiquent que FIAT « out-of-frame » est également utilisée chez 

les eucaryotes, y compris l'humain, et pourrait contribuer à la diversité du protéome 

humain. HAltORF est la première base de données consultable en ligne qui permet une 

recherche approfondie dans le transcriptome humain de cadres ouverts de lecture « out-of- 

frame » ayant un codon d'initiation situé dans un contexte Kozak fort, et étant donc plus 

susceptibles d'être exprimés. C'est également la première étude à large échelle sur le 

transcriptome humain à prédire avec succès l’expression de produits protéiques issus d ’IAT 

« out-of-frame » précédemment découverts expérimentalement. HAltORF sera un outil
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utile pour l'identification de gènes humains avec des séquences codantes multiples, et 

aidera à mieux définir et comprendre la complexité du protéome humain.
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Abstract

Human alternative open reading frames (HAltORF) is a publicly available and searchable 

online database referencing putative products of out-of-frame alternative translation 

initiation (ATI) in human mRNAs. Out-of-frame ATI is a process by which a single mRNA 

encodes independent proteins, when distinct initiation codons located in different reading 

frames are recognized by a ribosome to initiate translation. This mechanism is largely used 

in viruses to increase the coding potential of small viral genomes. There is increasing 

evidence that out-of-frame ATI is also used in eukaryotes, including human, and may 

contribute to the diversity of the human proteome. HAltORF is the first web-based 

searchable database that allows thorough investigation in the human transcriptome of out- 

of-frame alternative open reading frames with a start codon located in a strong Kozak 

context, and are thus the more likely to be expressed. It is also the first large scale study on 

the human transcriptome to successfully predict the expression of out-of-frame ATI protein 

products that were previously discovered experimentally. HAltORF will be a useful tool for 

the identification of human genes with multiple coding sequences, and will help to better 

define and understand the complexity of the human proteome.

Database URL: http://haltorf.roucoulab.com/.

http://haltorf.roucoulab.com/
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Introduction

Each eukaryotic mRNA encoding a protein is usually associated with only one open 

reading frame (herein called reference ORF) or coding sequence (CDS) delineated by a 

start codon (most of the time AUG) and a stop codon, required to initiate and end 

translation, respectively. This simplistic view is however being challenged by the existence 

of at least two mechanisms resulting in increased protein diversity. In-frame alternative 

translation initiation (ATI) at downstream AUG codons allows the production of truncated 

protein isoforms with new functions or localization and is a well-characterized mechanism 

in eukaryotes (1,2). Out-of-frame ATI at the start codon of alternative ORFs (AltORFs) in 

the two other reading frames is a second mechanism producing proteins with an amino acid 

sequence completely different from the reference protein. The nomenclature regarding 

reading frames used thereafter is the following (3). The +1 reading frame is determined by 

the coding sequence of the reference ORF for each transcript (independently of the gene or 

transcript). Hence, the annotated reference ORF is defined as frame +1, and there are two 

possible frames for AltORFs: frame +2 and frame +3.

The presence of overlapping ORFs and the use of out-of-frame ATI are well described in 

viruses (4-6) and provide small viral genomes with an increased coding capacity. In 

addition, a database referencing putative alternative ORFs in many prokaryotic genomes 

already exists (7). The role of out-of-frame ATI in eukaryotes has been overlooked. Yet, 

there is some evidence that proteins derived from AltORFs can affect physiological as well 

as pathological aspects of gene function. This is the case for the alternative protein ALEX 

encoded in the GNAS gene (8,9). In addition, we recently discovered the endogenous 

expression in human of an alternative protein product termed AltPrP which ORF (+3 

reading frame) partially overlaps with the prion protein CDS (Figure 1) (10). Four other 

examples exist in human (11-14), which correspond to peptides that are targeted by anti­

tumor responses in several types of cancers, and may thus serve as biomarkers or 

therapeutic targets (15). Interestingly, these AltORFs are all but one included within the 

reference ORF (11). This observation is critical since the expression of cDNAs composed 

solely of the CDS in experimental systems such as cultured cells may actually result in the 

expression of more than one protein (10). Consequently, co-expression of an alternative
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protein together with the reference protein in functional studies likely result in unnoticed 

confounding results. A database containing a list of all human mRNAs containing AltORFs 

overlapping with the reference ORF is important to identify potential genes with multiple 

CDS.

Reading 
Frame :

+3

73 AA

AGG AUG G UAA

AltPrP

+1   AUU AUG G

| § g § g g j |§

UGA

309

- X -
5' UTR CDS 3' UTR

Figure 1. AltPrP, a typical example of AltORFs in the HAltORF database. All mRNAs 
produced from the PRNP gene have the same reference ORF (nt 1-762, gray box) which 
encodes the prion protein (PrPc) in the +1 reading frame. An AltORF (white box) is present 
in the +3 reading frame (nt 90-309). Similar to all AltORFs present in the database, the 
alternative prion protein (AltPrP) encoding AltORF is entirely included in the CDS of the 
reference protein, and encodes a protein longer than 24 amino acids (minimum size 
threshold). Additionally, its AUG codon is in a different reading frame than the reference 
protein, and is located in an optimal Kozak context (shown in bold; consensus: 
A/GNNAUGG).
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To our knowledge, three bioinformatics genome-wide studies aiming at the identification of 

AltORFs in mammals have been performed previously (16-18). However, none of them 

provided an online searchable option with links to GenBank and NCBI databases for 

further investigation. In one study, criteria such as conservation among species and a 

minimum length of 500 bp for the predicted AltORFs were used and only 40 putatively 

expressed AltORFs were referenced (16). In a more recent study, 138 potential dual coding 

transcripts were identified in human (18). In another study, a filter of a minimal length of 

150 bp was applied and 1793 AltORFs were found to be conserved among rat, mouse and 

human (17). When the 1793 human AltORFs were filtered for the presence of an optimal 

Kozak context around the initiator AUG codon, known to be extremely important for 

efficient initiation of translation (19), this number dropped to 217 putative AltORFs. One 

objective of these three studies was to predict high confidence candidate AltORFs, and the 

highly stringent criteria used were extremely pertinent in this matter. However, they were 

unsuccessful in predicting the expression of two experimentally proven AltORFs, AltPrP 

and ALEX. For all these reasons, it is obvious that a less stringent and potentially more 

comprehensive large scale bioinformatics analysis of AltORFs in the human transcriptome 

and a publicly available and searchable online database of predicted AltORFs are lacking. 

Human alternative open reading frames (HAltORF; http:// haltorf.roucoulab.com/) is the 

first web-based searchable database that allows thorough investigation in the human 

transcriptome of AltORFs overlapping with annotated CDS, and putatively expressed by 

out-of-frame ATI. It is also the first large scale study on the human transcriptome to 

successfully predict the expression of AltPrP and ALEX, two experimentally discovered 

out-of-frame ATI protein products. HAltORF will be a useful tool for the identification of 

genes containing multiple CDS in human, and will help to better define and understand the 

complexity of the human proteome.

Database generation

The HAltORF database was built using a pipeline of Perl scripts that populate a MySQL 

database. All GenBank human mRNA and protein entries (release 37) were downloaded 

from the NCBI website (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), and each mRNA was associated

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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with its reference protein. For each mRNA, in silico translation of the full sequence was 

performed using the Transeq software (20), and subsequent comparison of the results with 

the amino acid sequence of the reference protein allowed to map the translation start and 

stop sites coordinates of the reference ORF on its corresponding mRNA. The sequence 5’ 

of the translation start site of the reference ORF was then deleted. This action set the 

reading frame associated with the reference ORF in each mRNA to +1. The remaining 

sequence was then translated again using the Transeq software. All translation results equal 

to or above 24 amino acids, regardless of the reading frame, were stored in the database 

along with their start and stop sites coordinates. The arbitrary threshold of 24 amino acids 

was selected to reduce the database to an acceptable size, since we (data not shown) and 

other groups (16,17) noticed that the numbers of predicted AltORFs increases as the size 

threshold decreases. Additionally, the validation of the expression of smaller peptides by 

standard techniques, such as SDS-PAGE and western blots, would be technically too 

challenging. Next, based on a simplified consensus Kozak sequence (A/GNNATGG) 

known to be favorable for efficient translation initiation (19), we determined for each 

predicted ORF start site if it was located in a strong (perfect fit to the consensus) or weak 

(any other sequence) Kozak context. The last step was to select, in the CDS of each mRNA, 

the putative AltORFs that are the most likely to be expressed. To do so, we filtered the 

database using the following criteria: (i) ORFs had to be in the +2 or +3 reading frames to 

be selected, thus storing AltORFs, which are currently absent from existing protein 

databases; (ii) the predicted AltORFs had to possess a strong Kozak context around their 

AUG codon, to increase the chance of efficient translation initiation; (iii) the stop site of the 

AltORFs had to be located prior to the stop site of the reference ORFs, thus removing 

ORFs that are not entirely contained within the CDS of the reference protein. More details 

on the construction of the database are available on the HAltORF website. For a typical 

example of AltORFs found in this new database, see Figure 1.

Database content

We identified 17096 distinct predicted AltORFs in the CDS of 31422 mRNAs (41.2% of 

total human mRNAs) transcribed from 8744 genes (42,5% of total human genes). 14195
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(83%) are located in the +2 reading frame, and 2901 (17%) are located in the +3 reading 

frame.

For each AltORF, the gene name and accession number of the mRNA in which it is 

encoded are provided. Other information can also be found, including the reference protein 

produced from the corresponding mRNA, the coordinates of the start and stop codon of 

both the reference ORF and the alternative ORF in the mRNA, and the predicted length and 

amino acid sequence of the alternative protein.

Web interface

The HAltORF database (http://haltorf.roucoulab.com/) can be searched by gene name or 

symbol, by mRNA or protein GenBank accession number, and by protein sequence (with a 

minimum of 5 amino acids). Detailed explanations on how to perform a search and how 

results are displayed are available on the website under the Documentation tab. The search 

results are summarized in a table containing information for each retrieved AltORF, 

including the gene symbol, mRNA and reference protein accession numbers, reading 

frames, the location of the reference and alternative ORFs on the mRNA sequence, and the 

alternative protein length (Figure 2). The nucleotide numbers indicating the location of the 

ORFs are the first nucleotide of the start codon, and the first nucleotide of the stop codon, 

respectively. If multiple transcript variants exist for a given gene, all variants containing an 

alternative ORF are listed. If a search by protein sequence is performed, the table includes a 

supplementary column displaying part of the alternative protein sequence matching the 

query sequence. For each retrieved alternative ORF, a detailed result page is accessible 

through a link and provides the user with basic information concerning the reference 

mRNA and protein. Links to the NCBI website are also provided to help the user retrieve 

supplementary information on the gene, mRNA and reference protein associated with the 

AltORF. The detailed result page also contains an alignment section where the reference 

and alternative protein sequences are aligned on the reference mRNA sequence (Figure 2). 

The complete HAltORF database can be freely downloaded in Microsoft Excel or FASTA 

format under the download tab. The complete MySQL data dump is also available in this

http://haltorf.roucoulab.com/
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section, thus providing developers with the possibility to predict other AltORFs using 

different parameters such as the length of AltORFs for example.

Search HAltORF
....................... 3gore 

DEFB104A
Sequence should contair no space and b e  com posed of « m n in u n  of 5  amino 
acids in single letter code.

Number of resuts per page 10 v)

I Search ]

Results: t alternative ORFs returned
Results table columns explanations can be found h e re .

Cena aiRVA Reference Reference
symbol accession protein reading

number accession fram e stop
num ber (nucleotides)

Reference Alternative Alternative Alternative
ORF start - reading ORF start - protein

frame

V5fiïf IDEFB1Q4A NVL080389 N=> 525128 +1 15 - 231 +2

stop
(nucleotides)

103 -190

length
(am ine
a d d s )

27

o
Detailed resuR for DEFB104A (NM_080369)
Alternative ORF 10» - 190

A lignm ent inform ation

Reference mRNA P o f o r e r c o  p r o t o n  Alternative protein

Note: Letters correspondirg to th e  amino acd  sequence are a lgned  with th e  first 
nudeobde cf the corresponding codon in th e  nucleotide seouence.

UaUrCUCtAW -AT. A lU C A U A W L U lV ll* lW U rrlA U U  JA T m ~ lV riV rA L *n .T A 'lU U U «V l'IV tA lr/V A U A A W .

n O P L V L L L A I S L L l Y Q P L P V P S

GJUTTTCAATTGGACASAIfrA~GTGCTl'A7GGjArn>CCC7TTCCCGGlAGAAATCTC0CACCClAGtATfcCiGAATTGG
E F E I  I- r  I  C 3 Y G 7  A P C P K K C R 3 Q E T P I 0

Il C I i  Y A C R B V A i K « T I L E  
AACATSTCCCAACACCTATCCiTGCTGTTrGAiAJUUlTGGiATGACAGCTTACTCiAATCCTACAAAACCCTGAAACGCAC

p C t  li ~ î  À C C I. r  r » j  E 3 L. L K P T K F 
I  7 P T P H H A V  

TACTGCTGCTCCCTAGAOTCGCTGCAAGTiGCiCCTCJlCTA
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Figure 2. Snapshot of a typical search and associated results pages. (1) Search by gene 
(DEFB104A, which encodes the b-defensin 104 protein). (2) The number of corresponding 
AltORFs is indicated, and details on each AltORF are summarized in a table. Although this 
is not the case for this particular example, note that for a single gene, all AltORFs present 
in each transcript variants would be listed. The reference ORF is by definition in the +1 
frame, and the alternative ORFs is in the +2 frame in this example. The nucleotide numbers 
indicating the location of the ORFs are the first nucleotide of the start codon, and the first 
nucleotide of the stop codon, respectively. (3) A detailed result page is available for each 
AltORF through the ‘View’ link. (4) In the detailed result page, basic information on the 
gene and mRNA of origin as well as the associated reference protein are displayed along 
with links to GenBank for each of these items (not shown). An alignment of the reference 
(blue letters) and alternative (green letters) protein sequences on the reference mRNA 
sequence (black letters) is provided.

Relevance and research avenues

The number of predicted AltORFs present in HAltORF is much greater when compared to 

other studies (16-18). This can be explained by different reasons. In particular, we used a 

lower cut-off for the size of AltORFs, and chose not to consider criteria such as 

conservation among species and specific codon usage. However, in our approach, we have 

established several limits, including AUG initiation codons located in an optimal Kozak 

context. Expression from AUG codons in the absence of an optimal Kozak sequence or 

from non-traditional CUG sites (21,22) is also possible and may be included in further 

studies. Nevertheless, the reduced stringency of our approach resulted in the successful 

prediction of AltPrP and ALEX, two experimentally well-characterized out-of-frame ATI 

products. It is likely that at least one of the several functions previously attributed to the 

prion protein is actually catalyzed by AltPrP (10), and we expect that some paradoxical 

experimental results regarding the function of other genes might be explained by multiple 

coding as well. This example highlights the fact that conservation along evolution of an 

alternative ORF is not necessary to be biologically relevant since the initiation codon for 

AltPrP is present in higher order mammals but not in lower mammals, including rodents 

(10). In addition, the presence of ALEX in HAltORF, for which polymorphisms have been 

associated with inherited neurological problems and increased trauma-related bleeding 

tendency (9), indicates that HAltORF could be valuable for the identification of 

biologically important AltORFs in human genes with multiple CDS. Last but not least, the
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complete database may help mass spectrometry services to identify the great proportion of 

unknown peptides in their data sets which cannot be currently matched to any protein in 

existing databases. Altogether, HAltORF will help in the meticulous exploration of this 

potential alternative proteome which has been largely overlooked to date.
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Direct detection of alternative open reading frames translation products in human 
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Avant-propos: Dans cet article, j ’ai réalisé l’ensemble du travail expérimental à 
l’exception de la construction des bases de données de protéines alternatives (JF Lucier), du 
clonage de la construction AltTP53 (figure 4C ; S Vanderperre), des mutagenèses par 
QuikChange (J Motard), de 4 des 6  panneaux de western blot en figure 4C, des analyses 
conservatives ainsi que l ’analyse des bases de données d ’espèces non-humaines associées 
(figure 6 , figure S2, table S5, databases S2-8 ; C Bissonnette), des expériences associées à 
la LC-MS/MS sur tissus ovariens, de tube de fallope et d ’endomètre (M Wisztorski et M 
Salzet), et de ceux de colon (FM Boisvert). Au niveau de la rédaction, j ’ai participé à 50% 
de l’écriture de l’introduction, des résultats et de la discussion, ainsi qu’à 70% des 
méthodes et des légendes de figures.

Résumé : Un ARNm pleinement maturé est généralement associé à un cadre de lecture 

ouvert (ORF, en anglais) de référence codant pour une seule protéine. Cependant, les 

ARNm matures contiennent des cadres de lecture ouverts alternatifs (AltORFs) non 

conventionnels situés dans les régions non traduites (UTRs) ou qui chevauchent l’ORF de 

référence (RefORF) dans les cadres de lecture non-canoniques +2 et +3. Bien que de 

récentes approches par ribosome profiling et ribosome footprinting ont suggéré l'utilisation 

importante des sites d’initiation de la traduction non conventionnels chez les mammifères, 

une preuve directe de l'expression de protéines alternatives à large échelle au niveau du 

protéome fait encore défaut. Pour déterminer la contribution des protéines alternatives au 

protéome humain, nous avons généré une base de données d ’AltORFs prédits révélant un 

nouveau protéome principalement composé de petites protéines avec une longueur médiane
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de 57 acides aminés, comparativement à 344 acides aminés pour le protéome de référence. 

Nous avons détecté expérimentalement un total de 1 259 protéines alternatives grâce à 

l’analyse par spectrométrie de masse de lignées cellulaires, de tissus et de fluides humains. 

Dans le plasma et le sérum, les protéines alternatives représentent jusqu'à 55% du protéome 

et pourraient être une nouvelle source insoupçonnée de biomarqueurs potentiels. Nous 

avons observé la co-expression constitutive de RefORFs et d’AltORFs à partir de gènes 

endogènes et d'ADNc transfectés, y compris depuis le suppresseur de tumeur p53, et avons 

fourni des preuves que des clones out-of-frame représentant des AltORFs sont rejetés à tort 

comme faux positifs lors d’essais par criblages d’ADNc. L’importance fonctionnelle des 

protéines alternatives est fortement appuyée par une conservation évolutive significative 

chez les vertébrés, les invertébrés et la levure. Nos résultats impliquent que l’encodage de 

multiples protéines dans un seul gène par l'utilisation d’AltORFs est une caractéristique 

commune chez les eucaryotes, et confirment que la traduction des ORFs non 

conventionnels génère un protéome encore inexploré.
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Abstract

A fully mature mRNA is usually associated to a reference open reading frame encoding a 

single protein. Yet, mature mRNAs contain unconventional alternative open reading frames 

(AltORFs) located in untranslated regions (UTRs) or overlapping the reference ORFs 

(RefORFs) in non-canonical +2 and +3 reading frames. Although recent ribosome profiling 

and footprinting approaches have suggested the significant use of unconventional 

translation initiation sites in mammals, direct evidence of large-scale alternative protein 

expression at the proteome level is still lacking. To determine the contribution of 

alternative proteins to the human proteome, we generated a database of predicted human 

AltORFs revealing a new proteome mainly composed of small proteins with a median 

length of 57 amino acids, compared to 344 amino acids for the reference proteome. We 

experimentally detected a total of 1,259 alternative proteins by mass spectrometry analyses 

of human cell lines, tissues and fluids. In plasma and serum, alternative proteins represent 

up to 55% of the proteome and may be a potential unsuspected new source for biomarkers. 

We observed constitutive co-expression of RefORFs and AltORFs from endogenous genes 

and from transfected cDNAs, including tumor suppressor p53, and provide evidence that 

out-of-frame clones representing AltORFs are mistakenly rejected as false positive in 

cDNAs screening assays. Functional importance of alternative proteins is strongly 

supported by significant evolutionary conservation in vertebrates, invertebrates, and yeast. 

Our results imply that coding of multiple proteins in a single gene by the use of AltORFs is 

a common feature in eukaryotes, and confirm that translation of unconventional ORFs 

generates an as yet unexplored proteome.
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Introduction

The proteome impacts all aspects of health and disease and deciphering the human 

proteome represents an important challenge in the post-genomic era. A typical fully 

processed mRNA includes one RefORF and is associated with a reference protein (Fig. 

1A). Reference proteins populate current protein databases used to support research in life 

sciences. For example, protein databases are central to the success of mass spectrometry- 

based protein identification for the discovery of expression and interaction proteomics, and 

of biomarkers [1].

Two cellular mechanisms have evolved to increase proteomic diversity by encoding more 

than one protein per gene, increasing the diversity of the transcriptome or producing more 

than one protein from a single transcript. Transcriptome diversity [2] is achieved by 

utilization of alternative promoters [3], reiterative transcription [4], or post-transcriptional 

processing, including alternative splicing [5], alternative polyadenylation [6 ] and RNA 

editing [7]. On the other hand, N-terminal extension [8 ], ribosomal frameshifting [9,10] and 

utilization of multiple coding ORFs in one transcript [11,12] can generate functional or 

disease-related proteins.

Out-of-frame alternative translation initiation in the same transcript is used to encode 

proteins of totally different amino acid composition and is mainly observed in viruses and 

bacteriophages [13]. This mechanism provides such small organisms with increased coding 

capacity. Until recently, very few examples were documented in human [11,12,14-18], and 

it was assumed such mechanisms were anecdotal in eukaryotes considering the flexibility 

and coding capacity provided by their large genome. Two recent studies described the 

discovery of several protein products resulting from translation of non-canonical, 

alternative open reading frames (AltORFs) [19,20], present in 5 ’UTRs, overlapping the 

RefORFs, or in 3’UTRs. These studies demonstrate that the human proteome is more 

complex than previously appreciated and suggest that there are many more alternative 

proteins that remain undiscovered.

Paradoxically, several databases predicting AltORFs in eukaryotes are available [21]. Yet, 

most of these databases did not actually predict the rare examples of AltORFs translation 

products documented in humans [11,12,14-18]. Most importantly these databases did not
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include AltORFs present within UTRs. To address this issue, we generated a database of 

predicted AltORFs present in mature human mRNAs.

Here, we provide evidence that AltORFs located within UTRs or overlapping the RefORF 

in a different reading frame are translated and significantly contribute to the human 

proteome. We demonstrate that basic transfection of cDNAs containing a RefORF and an 

AltORF results in coexpression of the reference and alternative proteins. In addition, we 

provide evidence that alternative proteins are conserved with a high sequence identity in 

vertebrates and invertebrates, suggesting an important function for this unexplored 

proteome.

Methods

Ethics protocol (human tissues)- Ovarian, fallopian tube and endometrial formalin fixed, 

paraffin-embedded tissues were obtained from the CHRU de Lille pathology department 

(institutional review approval from the Ethical Research Committee CPP Nord Ouest IV 

12/10). The ethical committee considered contacting the patients, often many years after 

surgery, to be unnecessary and waived the need for written informed consent from the 

participants.

AltORFs database- Few databases predicting alternative ORFs (AltORFs) in eukaryotes are 

available. Yet, most of these databases did not actually predict the very rare examples of 

out-of-frame alternative translation products documented in humans. Most importantly 

these databases did not include AltORFs present within UTRs. Other criteria included in 

previous predictions -conservation among species, presence of an optimal Kozak context 

around the initiator AUG codon, location within the reference coding sequence- were not 

taken into account in this study to reduce biases in prediction and generate a comprehensive 

database.

The AltORF database for each species was built as previously described [21 ] with minor 

modifications to the pipeline of Perl scripts that populate a MySQL database, to retain 

AltORFs regardless of the Kozak context or the location on the mRNA. GenBank entries
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(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) were used to generate the AltORF databases for 

human (release 37), chimpanzee (release 102), mouse (release 103), cow (version 1) and 

frog (version 1), whereas Ensembl entries (http://www.ensembl.org/) were used to generate 

the databases for fly (version 70.546), nematode (version 70.230) and yeast (version 70.4). 

The AltORF databases are provided as excel files (Supplemental Databases S1-S8).

Antibodies- Primary antibodies used for western blot were monoclonal anti-HA (Covance), 

monoclonal anti-GFP (SantaCruz), polyclonal anti-NPTII (Millipore), monoclonal anti- 

BRCA1 (Bethyl). Secondary antibodies used for western blots were horseradish peroxidase 

(HRP)-conjugated sheep anti-mouse IgG (NA931V), HRP-conjugated donkey anti-rabbit 

IgG (NA934V) (GE Healthcare). Primary antibody used for immunofluorescence was 

monoclonal anti-BRCAl (Novus Biologicals). Secondary antibodies used for 

immunofluorescence was Alexa Fluor 568-conjugated goat anti-mouse IgG (Invitrogen).

Clones- These clones were generated to verify translation initiation at predicted AUG 

codons, to confirm the coexpression of reference and alternative proteins from the same 

mRNA, and to visualize the expression of alternative proteins using a GFP tag.

Predicted AltORFs with initiation and stop codons in 5 ’UTRs: SLC35A4 and ZNF83 

(GenBank mRNA entries NM_080670 and NM_001105552, respectively): gBlocks (IDT) 

gene fragments containing the 5’UTR sequence up to the last coding nucleotide of their 

respective AltORF were designed and inserted into the BamHI restriction site of pEGFP- 

N1 using the Gibson assembly kit (New England Biolabs) according to the manufacturer’s 

protocol.

Predicted AltORF overlapping the 5 ’UTR and the reference CDS: IDH3B 

(NM_ 174856). This construct was synthesized as gBlocks gene fragments (IDT). The
f f * P /^ tT D  k 1

construct was assembled and inserted into the BamHI site of pcDNA ' using the 

Gibson assembly kit. pcDNAHA EGFP+3 was designed to express HA-tagged reference 

proteins and GFP-tagged alternative proteins with the corresponding AltORF in the +3 

reading frame.

Predicted AltORFs entirely included in the reference CDS: NIPA1 

(NM_001142275), BDH2 (NM_020139), SCARB2 (NM_005506), LGALS3BP

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/
http://www.ensembl.org/
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(NM_005567), CDC42 (NM_144681), VEGFC (NM_005429), BDKRB2 (NM_000623), 

TP53 (NM_000546), and SRSF1 (NM_006924). For NIPA1, BDH2, SCARB2, LGALS3BP, 

CDC42 and VEGFC, constructs were synthesized as gBlocks gene fragments (IDT), then
H A  E G F P - t - 2assembled and inserted into the BamHI site of pcDNA ' using the Gibson assembly 

kit. For TP53 and SRSF1, inserts were PCR amplified from cDNA containing plasmids 

(Addgene). The resulting PCR fragments were inserted into the BamHI site of pcDNAHA 

EGFP+2. BDRKB2 was PCR amplified from a cDNA containing plasmid (clone SCI 19794, 

OriGene), and the resulting PCR fragments were inserted into the BamHI site of pcDNAHA~
EGFP+3

Mutation of the predicted alternative initiation ATG codons to AAG was performed with 

complementary oligonucleotides containing the mutation, using the QuikChange kit 

(Stratagene).

Each construct contained the endogenous Kozak sequence (positions -3 to +4) around both 

the RefORF and AltORF putative initiation codons. 5’ UTR regions were present in the 

constructs only when the corresponding AltORF was at least partially contained within this 

region.

The AltMRVIlEGFP fusion was obtained by inserting a gBlock gene fragment containing 

the AltMRVIl coding sequence (GenBank mRNA entry NM_001100167, nucleotides 5403 

to 5688) into the BamHI digested pEGFP-Nl plasmid.

Primers and sequence verified gBlocks gene fragments were purchased from IDT. All 

constructs were sequenced in both orientations.

Cell culture and transfection- Human epithelial kidney (HEK293), human cervical cancer 

HeLa and human colon CCL227, CCL228, CCL233, CRL1459 and HCT116 cells were 

grown in Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium supplemented with 10% Fetal Bovine 

Serum and penicillin/streptomycin. Human colon cell lines CCL227, CCL228, CCL233, 

CRL1459, and HCT116 were purchased from ATCC. Transfections were carried out using 

GeneCellin according to the manufacturer’s protocol (BioCellChallenge).

Protein sample preparation, immunoprécipitation and western blot- For validation of 

alternative proteins expression by HA- and GFP-tagging, HeLa cells were grown in 12-well
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plates for 24 h and were then transfected as described above. Cells were rinsed with PBS and 

lysed in SDS-PAGE sample buffer (0.5% SDS (w/v), 1.25% 2-f}-mercaptoethanol (v/v), 4% 

glycerol (v/v), 0.01% bromophenol blue (w/v), 15 mM Tris-HCl, pH 6 .8 ). After 

electrophoresis, proteins were transferred to PVDF membranes and detected by western blot 

using anti-HA (Covance, 1/1000), anti-GFP (Santa Cruz, 1/1000), and anti-NPTII (Millipore, 

1/ 1000) antibodies.

For immunoprécipitation of AltMRVIlEGFP, HEK 293 cells were grown in 100 mm plates for 

24 h before transfection. After 24 h, cells were rinsed twice with ice-cold PBS and lysed in 1 

mL NETN buffer (50 mM Tris-HCL, pH 8.0, 0.15 M NaCl, 1 mM EDTA, 0.5% NP-40, with 

protease inhibitors (Roche) and protein phosphatase inhibitors (Thermo Scientific)) for 15 

min at 4 °C. Nuclei were broken by successive passing in 18G, 20G, 21G and 25G needles, 

and the lysate was centrifuged at 15,000 x g for 15 min at 4 °C. Protein concentration was 

quantified using BCA protein assay reagent (Pierce). Ten pL GFP-Trap agarose beads 

(ChromoTek) were used for GFP immunoprécipitation of 0.75 mg sample (1 mg/mL in 

NETN buffer) during 1 h at 4 °C. The beads were then washed three times with 1 mL of 

NETN buffer, and the bound proteins eluted by incubating for 5 min at 95 °C in SDS-PAGE 

sample buffer. Proteins were detected by western blot using anti-GFP (Santa Cruz, 1/1000), 

and anti-BRCAl (Bethyl, 1/1000) antibodies.

Protein samples preparation and in-gel digestion of proteins from normal colon tissue and 

colon cell lines prior to LC-MS/MS analysis were performed as previously described [24]. 

For LC-MS/MS analysis of proteins contained between the 4.6 and 10 kDa markers of an ID 

SDS-PAGE, HeLa cells were lysed in a buffer containing 4% SDS/100 mM DTT/100 mM 

Tris-HCl pH 7.6, and proteins alkylated in 50 mM iodoacetamide. Eight hundred pg of 

sample was migrated in 8 different lanes (100 pg per lane) of a 4-12% Bis-Tris 

polyacrylamide NuPAGE Novex gel (Invitrogen), and stained with SimplyBlue Safestain 

(Invitrogen). In each lane, a single gel slice (between the 4.6 and 10 kDa markers) was cut 

and processed for in-gel digestion by trypsin [48]. Tryptic peptides were extracted by 1% 

formic acid followed by 100% acetonitrile before lyophilization in a SpeedVac and 

resuspension in 1% formic acid prior to LC-MS/MS.
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Immunofluorescence and confocal microscopy- Immunofluorescence and confocal 

microscopy analyses were carried out as previously described [49,50].

LC-MS/MS analyses o f HeLa cell lysates, colon cell lines and colon tissues- LC-MS/MS 

analyses of HeLa cell lysates, colon cell lines (CCL227, CCL228, CCL233, CRL1459 and 

HCT116 cells) and colon tissues were performed as previously described [24],

LC-MS/MS analyses o f cancerous ovarian, normal ovarian, cancerous fallopian tube and 

normal endometrial tissues- Formalin fixed, paraffin-embedded tissues were obtained from 

the CHRU de Lille pathology department (institutional review approval CPP Nord Ouest 

IV 12/10). For the histological imaging prior to LC-MS/MS analysis, 4 pm-thick tissue 

sections were cut from the formalin-fixed, paraffin-embedded (FFPE) whole-mount ovarian 

tissue blocks. The sections were placed on ITO-coated slides and heated for 60 min at 58 

°C [51]. The tissue was counterstained with hematoxylin, eosin and safran (HES), 

dehydrated using graded ethanol solutions, and air-dried for histological examination by 

our staff pathologist. The tissues appeared heterogeneous and contained cancerous, 

hyperplastic, and normal regions, with stromal tissue in each region [51]. The International 

Federation of Gynecology and Obstetrics (FIGO) stages were determined.

For tissue de-waxing, sections (10 pm) were generated using a microtome and were applied 

to conductive glass slides that were coated with ITO (indium tin oxide) on one side. The 

paraffin was removed by submersion in toluene twice for 5 min, followed by a light 

rehydration in ethanol baths (100%, 96%; 70% and 30%) before the slides were dried in a 

desiccator at room temperature [51,52],

Citric acid antigen retrieval was performed by immersing the slides in 10 mM of citric acid 

for 20 min at 90 °C and then drying them in a desiccator for 10 min. Prior to the enzymatic 

digestion, the slides were incubated in 10 mM NH4HCO3 twice to remove the remaining 

antigen retrieval solution and to condition the tissue for effective enzyme activity.

Ten milliliters of a solution of 40 mM trypsin in 50 mM ammonium bicarbonate was 

dropped onto each tissue region of interest. The slides were then incubated for 4 hours at 37 

°C in a customized humidity chamber (a 10 cm x 15 cm box filled with water to one quarter 

of the box height and placed in a 37 °C incubator). After trypsin digestion, 10 pL of a 10
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mg/mL HCCA solution in aqueous TFA 0 .1%/ACN (3:7) was dropped onto each section 

[53,54].

Trypsin-digested peptides were manually extracted from specific tissue regions. Using a 

micropipette, specific regions were subjected to 20 successive washes with 100 pL of a 

solution of 80% ACN in water. The extract solution was then submitted to freeze-dried 

with a SpeedVac (Savent). The dried peptides were then re-dissolved in 10 pL of 0.1% 

TFA. Salts were removed from the solutions, and peptides were concentrated using a solid- 

phase extraction procedure with the Millipore ZipTip device with a final 10 pL 80% ACN 

elution solution. The solution was then dried again using the SpeedVac. Dried samples 

were solubilized in water / 5% acetonitrile / 0.1% formic acid. Samples were separated by 

online reversed-phase chromatography using a Thermo Scientific Proxeon Easy-nLC 

system equipped with a Proxeon trap column (100 pm ID x 2 cm, Thermo Scientific) and a 

C18 packed-tip column (100 pm ID x 15 cm, NikkyoTechnos Co. Ltd). Peptides were 

separated using a 5%-40% gradient of acetonitrile over 110 minutes at a flow rate of 300 

nL/min. The LC eluent was electrosprayed directly from the analytical column and a 

voltage of 1.7 kV was applied via the liquid junction of the nanospray source. The 

chromatography system was coupled to a Thermo Scientific Orbitrap Elite mass 

spectrometer. The mass spectrometer was programmed to acquire in a data-dependent 

mode. The survey scans were acquired in the Orbitrap mass analyzer operated at 120,000 

(FWHM) resolving power. A mass range of 400 to 2000 m/z and a target of 1E6 ions were 

used for the survey scans. Precursors observed with an intensity over 500 counts were 

selected “on the fly” for ion trap collision-induced dissociation (CID) fragmentation with 

an isolation window of 2 amu and a normalized collision energy of 35%. A target of 5000 

ions and a maximum injection time of 200 ms were used for CID MS2 spectra. The method 

was set to analyze the 20  most intense ions from the survey scan and a dynamic exclusion 

was enabled for 20  s.

LC-MS/MS analyses o f lung tissue, cerebrospinal fluid, urine, plasma and serum- Raw data 

were obtained from the PeptideAtlas online repository [55] under the following accession 

numbers: lung (PAe001771), cerebrospinal fluid (PAe001777), urine (PAe000761 and 

PAe000763), plasma (PAe000846), serum (A: PAe000135 ; B: PAe000347 ; C:
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PAe000281 ; D: PAe000331, PAe000332, PAe000333, PAe000334, PAe000335, 

PAe000337, PAe000338).

Bioinformatics analysis- Quantitation was performed using the program MaxQuant version 

1.2.2.5 [56,57]. The derived peak list generated by Quant.exe (the first part of MaxQuant) 

was searched using Andromeda as the database search engine for peptide identifications 

against the human GenBank protein entries (release 37) containing 37,390 proteins, to 

which the 83,886 predicted alternative proteins and 175 commonly observed contaminants 

and all the reversed sequences had been added. The first search mass tolerance was set to 

20 p.p.m. and main search mass tolerance was 6  p.p.m. Enzyme was set to trypsin/p with 2 

missed cleavages. Carbamidomethylation of cysteine was searched as a fixed modification, 

whereas N-acetyl protein and oxidation of methionine were searched as variable 

modifications. For the serum sample PAe000347, asparagine deamidation was added as a 

fixed modification, and glutamine deamidation as a variable modification. For analysis of 

fractionated HeLa cells, colon cell lines, colon tissue, <10 kDa HeLa cells proteins, and 

paraffin-embedded human tissues, identification was set to a false discovery rate of 5%, 

determined by the use of a reverse database (similar results were obtained by using a 

randomly generated database). To achieve reliable identifications, only the proteins 

associated with a PEP value of less than 0.05, and identified with at least one unique 

peptide were retained. Indeed, the detection of more than one tryptic fragment for small 

proteins is unlikely [19], though we detected at least two tryptic fragments for 148 

alternative proteins (Supplemental Table S4). For analysis of lung tissue and fluids, 

identification was set to a false discovery rate of 1%, with at least one unique peptide. 

Protein isoforms and proteins that cannot be distinguished based on the peptides identified 

are grouped and displayed on a single line, but with a single GenBank accession number 

(Supplemental Tables S I-S3).

Accession numbers for detected alternative proteins are provided in Supplemental Table S4 

and are publicly available on the nucleotide database of the European Bioinformatics 

Institute website (http://www.ebi.ac.uk/).

The conservation analyses of alternative and reference proteins were carried out with 

BLASTP [58] (version 2.2.27+). The AltORFs databases and reference databases from

http://www.ebi.ac.uk/
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different species were searched against the corresponding human database with an 

expectation (E) value cutoff of < 10 4. Only the best matching hit for each predicted protein 

was considered. The reference protein databases match the GenBank and Ensembl releases 

used to generate the AltORFs databases.

Results

To generate our database, we defined AltORFs as ORFs located in a non-canonical reading 

frame of the RefORF, in the 5’ and 3’UTR regions of an mRNA, or partially overlapping 

with both the RefORF and an UTR region (Fig. 1 A). We based our prediction algorithm on 

characteristics of known AltORFs (AUG as TIS, alternative stop codon different from the 

RefORF stop codon), and added a size cut-off of 40 codons to keep the database to a 

reasonable list of polypeptides readily analysable by LC-MS/MS or detectable by SDS- 

PAGE (Supplemental Database SI; Fig. IB). Criteria included in previous predictions -  

conservation among species, presence of an optimal Kozak context around the initiator 

AUG codon, location within the reference coding sequence- were not taken into account in 

this study because experimental evidence indicate that these criteria are not necessarily 

required for an AltORF to be expressed [11,12]. Our database predicts 83,886 unique 

AltORFs with a minimum size of 40 codons (Fig. IB). Most predicted AltORFs overlap 

RefORFs (41.09%) or populate 3’UTRs (46.55%) (Fig. 1C). The majority of mRNAs 

(87.58 %) have at least one predicted AltORF (Fig. ID), and there is an average of 3.88 

AltORFs for each mRNA. These proportions are in agreement with the number of 

detectable translation initiation sites (TIS) determined by ribosome profiling [22,23]. Most 

predicted AltORFs have less than 100 codons, and the median alternative protein length is 

57 amino acids, compared to 344 for the conventional proteome (Fig. IE).
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Figure 1. A database to predict AltORFs in human mRNAs. (A) A canonical mRNA 
and its possible AltORFs. The RefORF is the main protein coding ORF annotated in 
current nucleotide databases. An AltORF is a nucleotide region comprised between an 
AUG codon and a stop codon distinct from the RefORF and is predicted to encode an 
alternative protein. AltORFs may be localized in 5’ UTRs, overlapping the 5’UTR and the 
RefORF, overlapping the RefORF, overlapping the RefORF and the 3’UTR, or in the 
3’UTR. (B) Representation of the database generation process. Distinct AltORFs number 
indicates the total number of predicted AltORFs that encode alternative proteins with 
unique amino acid sequences. Since an AltORF may be present in several transcripts, the 
total number of AltORFs in the transcriptome exceeds the number of distinct AltORFs. (C) 
Distribution in % of AltORFs. (D,E) Distribution of the number of predicted AltORFs per 
mRNA in (D) and the size distribution of AltORFs (empty bars, left and bottom scale) 
compared to RefORFs (grey bars, right and top scale) in (E). Boxes and arrows indicate the 
median.
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Using this novel alternative protein database as well as GenBank protein entries, we 

analyzed a HeLa cells proteomic data set we had previously generated by LC-MS/MS [24]. 

A total of 68,035 peptides from 5,558 reference proteins and 280 peptides from 129 

alternative proteins were identified (Table 1; Supplemental Table SI; Fig. 2A). The mean 

sequence coverage for reference and alternative proteins was 28.8% and 32.3%, 

respectively. Overall, alternative proteins represented 2.27% of the total identified proteins. 

This result clearly shows that the contribution of alternative proteins to the proteome, and 

thus the number of multiple coding genes, has been overlooked. It is noteworthy that 

alternative proteins coding sequences are spread across the different regions of mRNAs in 

agreement with the predicted distribution (compare Fig. 2A and 1C). Co-expression of an 

alternative protein and its reference protein was observed for 42 genes (Supplemental Table 

SI). For each of these genes, the average peptide intensity plot of both the reference and 

alternative proteins revealed large variations in co-expression ratio (Fig. 2B), indicating 

that a reference protein might not always be the main protein product of a gene. To confirm 

the expression of alternative proteins in cell lines different from HeLa cells, we performed 

LC-MS/MS on human colon cell lines and identified 45 alternative proteins (Table 1; 

Supplemental Table SI; Fig. 2C). AltORFs associated with these 45 proteins were 

distributed within UTRs and RefORFs with frequencies comparable to those observed in 

HeLa cells (compare Fig. 2C and 1C). Comparative analysis of alternative proteins detected 

in both HeLa cells and colon cell lines indicated that 14 are expressed in at least two cell 

lineages (Fig. 2D). This is more than expected by chance (Fisher’s exact test, p = 3.196e- 

29).
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Figure 2. Endogenous expression of alternative proteins in cultured cells. (A)
Alternative proteins expression was analyzed by LC-MS/MS in HeLa cells, and a 
schematic distribution of AltORFs in absolute numbers is shown. There were a total of 129 
identified alternative proteins (indicated in the center). (B) Average peptide intensity plot of 
both the reference and alternative proteins that were co-expressed from 42 genes. (C) Same 
as (A) with colon cell lines. (D) Venn diagram showing the number of alternative proteins 
identified in HeLa cells and colon cell lines. The overlap identifies a common list of 14 
alternative proteins.
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Table 1. Summary of LC-MS/MS analyses of human samples

Sample Alternative proteins 
(peptides)

Reference proteins 
(peptides)

Alternative proteins 
(% of total identified 
proteins)*

% sequence 
(alternative ;

reference)

Fractionnated HeLa cells 129(280) 5,558 (68.035) 2.27 28.8 / 32.3

Colon cell lines 45 (63) 3.512(39.285) 1.27 17.1 / 28.0

Colon tissue 13(15) 1.985 (16,068) 0.65 19.8/23.7

Normal ovary 4 (4 ) 1,389 (6.224) 0.29 19.5/12.7

Serous ovary 6 (7 ) 1,935 (8,372) 0.31 17.7/11.8

Serous fallopian tube 3(3) 1,379(5,090) 0.22 8.8 / 11.0

Endometrioid ovary 8(8) 1,451 (5,762) 0.55 13.0/11.7

Normal endometrium 3(3) 1.240 (4,649) 0.24 9 .3 /10 .1  ~

<10kDa HeLa 14(18) 44(109) 24.14 25 .4 /35 .3

Lung” 40(60) 2.373 (16.987) 1.66 19.3/ 18.4

Cerebrospinal fluidb 16(22) 266 (1,963) 5.67 18.4/ 19.0

Urineh 47 (50) 754 (2,898) 5.87 2 4 .9 / 15.5

Plasmab 90 (96) 70 (92) 56.25 3 4 .7 /4 .9

Serum Ab 311(326) 192 (351) 61.83 23.4 / 3.5

Serum Bb 269(293) 339(847) 44.24 28 .4 /9 .7

Serum Cb 158(160) 279 (977) 36.16 43.1 / 8.0

Serum Db 230(248) 190(365) 54.76 N/A

Serum totalb 928(1,002) 754 (2,066) 55.17 N/A

TOTAL 1,259(1,525) 7,341 (85,311) 14.64 N/A

“Total identified proteins = alternative + reference proteins.

"PeptideAtlas accession numbers associated with lung, cerebrospinal fluid, urine, plasma and serum samples are indicated in the Methods 

section. The Serum total line indicates the sum of distinct proteins detected in Serum A, B, C and D.

SDS-PAGE in combination with LC-MS/MS is generally limited to the analysis of proteins 

above 10 kDa, and a low molecular weight is a known limitation in protein identification 

by MS [25,26]. Since the majority of the predicted alternative proteome is composed of 

proteins less than 90 amino acids long which have a predicted molecular weight below 10 

kDa (Fig. IE), it is not surprising to have detected much more peptides corresponding to 

the conventional proteome compared to the alternative proteome. To further assess the 

abundance of the alternative proteome compared to the conventional proteome, HeLa cells 

proteins were separated by 1-D SDS-PAGE, and one gel slice between the 4.6 and 10 kDa 

markers was trypsin digested. The resulting peptides were analyzed by LC-MS/MS. A total 

of 44 reference and 14 alternative proteins were detected, and alternative proteins
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represented 24.14% of the total identified proteins (Table 1; Supplemental Table SI), thus 

showing that alternative proteins are enriched in the pool of small cellular proteins. The 

detection of alternative proteins with MW between 4.78 and 9.49 kDa (Supplemental Table 

SI) is further proof that peptides were not misassigned and that these alternative proteins 

are actually expressed.

Next, we tested the expression of alternative proteins in a variety of human tissues by LC- 

MS/MS. First, we analyzed normal colon and lung tissues and detected 13 and 40 

alternative proteins respectively (Table 1; Supplemental Table S2). In a second set of 

experiments, we analyzed ovarian cancer tissue areas and normal areas from the same 

formalin fixed, paraffin-embedded tissue section of two patients, one presenting 

endometrioid ovarian cancer and the second presenting a serous ovarian cancer 

(Supplemental Fig. SI). A total of 19 alternative proteins were identified in the normal 

endometrium, endometrioid ovary, serous ovary, normal ovary, and serous fallopian tube 

(Table 1; Supplemental Table S2). We completed these proteomic studies with human 

fluids, including cerebrospinal fluid, urine, plasma, and serum, identifying 16, 47, 90, and 

928 alternative proteins in each fluid respectively (Table 1; Supplemental Table S3). 

Strikingly, alternative proteins represent approximately 55% of the proteins identified in 

plasma and serum (Table 1). Overall, we detected a total of 1,259 alternative proteins 

(Table 1), and 47 were expressed in different cell lines and/or tissues (Supplemental Table 

S4).
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Supplemental Figure SI. Hematoxylin, eosin and saffron-stained sections of normal 
and cancerous tissues in two patients. Patient 1, sections of normal and serous ovarian 
tissues and normal and serous cancerous fallopian tissue. Patient 2, sections of normal, 
borderline and endometrioid ovarian tissues and normal and hyperplasic endometrial 
tissues. Annotations of the tissues were performed by a pathologist (Dr. O. Kerdraon, 
Centre Oscar Lambret, Lille, France).
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In accordance with the scanning model of translation initiation, we used the first AUG rule 

in order to predict the TIS of AltORFs present in our database. Since other non-AUG 

codons can be used as TIS [22], we tested the reliability of our TIS prediction for the 

alternative proteins previously detected by two independent methods. First, the detection of 

N-acetylated peptides, a modification specific to protein N-termini [27], in 889 out of the 

1,259 total alternative proteins detected throughout our different LC-MS/MS experiments 

allowed us to determine that in most cases (886/889), the alternative TIS predicted in our 

database was correct (Supplemental Table S4). Second, we randomly selected and tested 

the co-expression of 6 alternative proteins and their corresponding reference proteins from 

the 129 alternative proteins detected by LC-MS/MS in the fractionated HeLa cells lysate. A 

strategy based on the transfection of constructs with two tags, an HA tag in frame with the 

reference protein and a GFP tag in frame with the alternative protein, was used to report the 

co-expression of both proteins in transfected cells (Fig. 3). The corresponding alternative 

proteins were all detected by both western blot and GFP fluorescence. Importantly, 

inactivating mutations (AUG to AAG) of the predicted alternative TIS significantly 

reduced their expression (Fig. 3).
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Figure 3. Transfection of tagged constructs validate the expression and translation 
initiation site prediction of alternative proteins detected by LC-MS/MS. Top diagrams 
represent the constructs used to detect the co-expression of HA-tagged reference and GFP- 
tagged alternative proteins by western blot analyses of HeLa cell lysates. GFP is inserted 
before the alternative stop codon in frame with the AltORF. The black line represents a 
specific region of the endogenous mRNA. For AltORFs located in 5’UTRs of ZNF83 and 
SLC35A4, the constructs do not contain the RefORF since the insertion of GFP may 
prevent the expression of the downstream RefORF. For AltORFs overlapping the 5’UTR 
and the RefORF (IDH3B), and for AltORFs overlapping the RefORF (BDH2, N1PA1, 
SCARB2), the HA tag was introduced before the GFP tag in frame with the RefORFs. 
Western blots show the co-expression of reference and corresponding alternative proteins 
in cell lysates with anti-HA and anti-GFP antibodies, respectively. The left and right lanes
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are cell lysates from cells expressing a construct with a normal alternative initiation AUG 
codon or with an inactivated alternative initiation AAG codon, respectively. NPTII, 
encoded in the expression plasmid, was used as a transfection control. Molecular weight 
markers in kDa are indicated on the right. Bottom panels show confocal/DIC images with 
the various cellular distributions of GFP-tagged alternative proteins. Nuclei were stained 
with Hoechst. Scale bar: 10 pm. * The reference protein was not detected due to the small 
size (<3 kDa) of the truncated HA-tagged reference IDH3B protein.

Transfection of cDNAs in cultured cells is a routine technique in most laboratories. The 

possible unnoticed co-expression of an alternative protein with the reference protein could 

be a major issue, as 67.36% of human protein coding genes are predicted to have at least 

one AltORF contained within the RefORF (Fig. 4A). We selected 6 well studied RefORFs 

from the AltORFs database, including the tumor suppressor p53 (Fig. 4C). The strategy to 

detect the co-expression of reference and alternative proteins is shown in Fig. 4B. After 

transfection, we determined that each cDNA led to the constitutive co-expression of the 

alternative and reference proteins as observed by western blot and fluorescence (Fig. 4C). 

Diverse subcellular distributions could be observed among the tested constructs (Fig. 4C, 

see also Fig. 3), suggesting a variety of possible functions associated with alternative 

proteins.
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Figure 4. Co-expression of alternative and reference proteins in cDNA transfection 
experiments is common. (A) Distribution of the number of predicted RefORFs-contained 
AltORFs per gene in the human genome. Top, schematic representation of a mRNA with a 
RefORF (grey)-containing AltORF (green). By definition, RefORFs are present in the +1 
reading frame and AltORFs are present in the non-canonical +2 and +3 reading frames. (B) 
Strategy to detect the co-expression of reference and alternative proteins in cDNA 
transfection experiments. HA and GFP tags permit the detection of reference and 
alternative proteins, respectively. Top, graphical representation of a mRNA with a 
RefORF-contained AltORF. Middle, typical cDNA construct used in transfection 
experiments. Bottom, representation of constructs used in (C). (C) Western blot analyses of 
HA-tagged LGALS3BP (Lectin galactoside-binding soluble 3 binding protein), VEGFC 
(vascular endothelium growth factor), p53 (cellular tumor antigen p53), CDC42 (cell 
division cycle 42), BDKRB2 (bradykinin receptor), and SRSF1 (serine/arginine-rich 
splicing factor 1), and their respective GFP-tagged alternative proteins using anti-HA and 
anti-GFP antibodies (top panels). Bottom panels show the cellular distribution of 
alternative proteins by confocal fluorescence microscopy (differential interference contrast 
and Hoechst. left panels: GFP, right panels). Scale bar: 10 |im.
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Many cDNA clones identified in large scale screening assays, including yeast two-hybrid 

(Y2H) studies do not match any known protein of the conventional proteome because they 

represent out-of-frame clones [28,29]. In Y2H, these unknown interacting proteins are 

usually rejected as false positive hits; yet, we reasoned that a proportion of such clones 

could represent alternative proteins with real affinity for the bait. We found in the literature 

the partial sequence of five out-of-frame clones from a Y2H experiment performed with the 

tandem BRCT domain of breast cancer susceptibility protein 1 (BRCA1) [29]. One 

sequence was 100% identical to an alternative protein from our database whose AltORF is 

located in the 3’UTR of the mRNA produced from the MRVI1 gene (Fig. 5A). 

AltMRVIlEGFP was cloned and transfected into HeLa cells. Similar to BRCA1, 

AltMRVIlEGFP localized to the nucleus (Fig. 5B). We confirmed the interaction between 

BRCA1 and AltMRVIlEGFP by co-immunoprecipitation (Fig. 5C). Thus, AltMRVIl is 

possibly a novel BRCA1 interacting protein that was already identified by Y2H, but 

mistakenly rejected as a false positive hit.
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Figure 5. The alternative protein AltMRVIl interacts with BRCAl. (A) Sequence 
alignment between the third BRCAl interacting protein 3 (BRCAl IP3) identified by Liu et 
al by Y2H [29] and AltMRVIl. (B) Localization of BRCAl and AltM RVIlEGFP in the 
nucleus. HeLa cells transfected with AltMRVIlEGFP (green channel) were immunostained 
with anti-BRCAl (red channel) antibodies. Nuclei were stained with Hoechst (blue 
channel). Scale bar, 10 pm. (C) Co-immunoprecipitation with anti-GFP antibodies was 
performed using lysates from HeLa cells expressing AltMRVIlEGFP. Molecular weight 
markers in kDa are indicated on the right.

To assess the evolutionary conservation of predicted alternative proteins, we generated a 

database of AltORFs present in mature mRNAs from different eukaryote species 

(Supplemental Databases S2-S8), and predicted 5019 distinct alternative proteins in 

Saccharomyces cerevisiae, 35,532 in Caenorhabditis elegans, 38,248 in Drosophila 

melanogaster, 52,454 in Xenopus tropicalis, 82,305 in Mus musculus, 57,492 in Bos taurus, 

and 79,874 in Pan troglodytes (Supplemental Fig. S2 ; Supplemental Table S5). The 

median AltORF size of these predicted proteins ranges from 50 to 57 codons, showing that 

as observed for humans, the alternative proteome is composed of small proteins compared 

to the reference proteome (Supplemental Table S5). Although the homology between 

reference proteins is greater than that of alternative proteins, we also identified thousands of 

human alternative proteins conserved with predicted AltORFs in vertebrates, hundreds in
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invertebrates, and were even surprised to find that 13 alternative proteins are conserved 

between human and yeast with a median sequence identity of 47.8% (Fig. 6).

S. cerevisiae C. elegans
-rno 11 *  1.38

94.40

D. melanogaster
4 1 4  1.57

7.77j

X. tropicaUs
1 6 8  L63

32.06

77.56

M. musculus
1 9 3  1-71

.66

47.25

56.59
8.03

82305  42.23

B. taurus
1-24 1.43

30.28,

8.60
58.38

P. troglodytes
6.86

4.40 2.56

48.21

RefORF O  AltORFs

37.89

6.94

Supplemental Figure S2. AltORFs distribution among eukaryote species. Distribution 
in % across the different mRNA regions. The number of distinct proteins predicted for each 
species is displayed in the insert.
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S. cerevisiae C. e legans D. m e la n o g a ster  X. tropicalis M. m u s c u lu s  B. taurus P. tro g lo d y tes

761 j______________ 3.781  [2 3 .0 9 8   2 3 .7 2 4

i î  9  ÿ  ^  S ÿ  ^  0 c? ^  ^
T,. (>• % "V  V

Number of homolog alternative proteins

Number of homolog reference proteins

Figure 6. Alternative proteins are conserved from human to yeast. Percent identity of 
predicted alternative proteins or reference proteins from different eukaryote species 
analysed with BLASTP (cutoff expectation value of < 10'4) against human corresponding 
proteins. The number of homologous proteins displaying each percent identity is shown on 
the y axis. The dotted black bar indicates the median percent identity for each species. 
Insets indicate the total number of conserved proteins.

Supplemental Table S5. Summary of AltORFs and alternative proteins characteristics 

in different eukaryote species
Species mRNAs" % of mRNAs 

with AltORFfs)

#AltORFs/

mRNA11
Total

AltORFs

Distinct

alternative

proteins'

AltORFs sizeb 

(# codons)

RefORFs size" 

(# codons)

S. c e r e v is ia e 6,692 47.37 0.79 5,288 5,019 50 359

C. e le g a n s 32.693 72.62 1.89 61,922 35,532 56 346

D . m e la n o g a s te r 24,019 83.06 3.18 76,401 38,248 57 455

X . tr o p ic a lis 22,472 78.53 2.43 54,661 52,454 53 386

B . ta u r u s 32,229 62.74 2.39 76,925 57,492 57 360

M . m u s c u lu s 28,853 85.43 3.80 109,774 82,305 56 397

P . tr o g lo d y te s 33.850 85.23 3.75 126.875 79,874 55 384

"Number of transcripts used to generate the database 

bMedian value

‘Since an AltORF may be present in several transcripts, the total number o f AltORFs in the transcriptome exceeds the number of distinct 

alternative proteins
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Discussion

The potential of eukaryotic genomes for encoding alternative proteins from non-canonical 

open reading frames is well known and was recently featured in ribosome profiling studies 

[22,30,31]- Yet, a large scale approach allowing the detection of the corresponding 

alternative proteins was lacking. In this study, we have generated a database of predicted 

alternative protein-coding ORFs with a minimum length of 40 codons present in human 

mRNAs. The data presented here indicate an average of 3.8 AltORFs per human mRNA 

with a median length of 57 amino acids. Using this database, 1259 human alternative 

proteins were detected by mass spectrometry in the present study, 3 of which (accession 

numbers HF548059, HF547970, HF548029) were previously detected [19,32,33]. This 

result strongly supports the hypothesis that the complexity of the proteome has been 

underestimated and alternative translation initiation already well characterized in viruses 

cannot be ignored in humans. Importantly, evolutionary conservation of alternative proteins 

between vertebrates and invertebrates implies that these proteins have significant biological 

functions.

It is very likely that similar to proteins translated from canonical ORFs, alternative proteins 

display a wide variety of biological functions. This is suggested by the great diversity of 

subcellular localizations that we observed in our fluorescence microscopy experiments 

(Fig. 3, 4C, 5B), and by the fact that a growing number of important functions are 

attributed to small proteins and peptides [34-37]. The polycistronic nature of AltORF 

encoding mRNAs can potentially lead to intriguing functional interplays between reference 

and alternative proteins, such as direct interaction between the reference and alternative 

proteins [11,38]. There is also evidence that an upstream ORF not only regulates the 

expression of a downstream RefORF by interfering in cis with canonical AUG recognition 

by scanning ribosomes, but also reduces the translational efficiency of the RefORF in trans 

[34,39]. AltORFs translation products could also be of particular importance during the 

thymal selection of T lymphocytes, serving as “cryptic T-cell epitopes”. In some cases, this 

has been shown to lead to the selection of lymphocytes with antiviral or antitumor activities 

[40].
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Our databases of AltORFs will be useful to identify genes containing multiple protein 

coding ORFs and to unravel their functions. This is particularly important in experimental 

settings where gene expression studies (cDNA transfection, knock-down, transgenes, and 

gene therapy) could result in the expression or down regulation of a reference protein and 

an unnoticed alternative protein, leading to confounding results [12, this study]. Another 

striking example is the co-expression of therapeutic transgenes and their associated 

alternative proteins, which elicit a cytotoxic T lymphocyte response [41], Thus, transgene 

sequences should be carefully examined for possible AltORFs to decrease potential adverse 

immune responses during therapeutic gene transfer.

We also propose that proteins recalcitrant to mass spectrometry identification or proteins 

with no sequence homology with the conventional proteome identified in large-scale 

cDNAs screens should be revisited with the AltORFs databases. Additionally, large 

fundamental and clinical proteomic studies using organs and tissues would likely benefit 

from the AltORFs database to achieve complete catalogs of proteins in different tissues 

[42,43],

The presence of a large fraction of alternative proteins in plasma and serum is particularly 

interesting as there is a constant need for biomarkers to identify a variety of disorders at an 

early stage [44-46]. The reason why so many alternative proteins are secreted is currently 

unknown. We did not find any enrichment for classical export signal peptides (not shown), 

and their secretion mechanism remains to be investigated.

As for any databases, the AltORFs database has some limitations. Although AUG remains 

the main translation initiation site, recent ribosome profiling studies clearly indicate the use 

of non-AUG start sites [22], Yet, we did not take into account non-AUG initiation sites as 

an accurate prediction method for such functional translation start sites is not yet available 

[47], Although there is strong evidence that short peptides are also translated [19], we 

introduced a cut-off of 40 amino acids to discard from our databases polypeptides shorter 

than 40 residues, which are less readily detected by conventional mass spectrometry 

approaches, and to keep the database to a reasonable size. Finally, we used the NCBI 

reference sequence database (RefSeq) as a source for RNA transcripts. This non-redundant 

and well-annotated database is fairly conservative, and thus is a quality source for 

identifying candidate AltORFs, but it would be interesting to compare with other databases
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(e.g. Gencode) to verify if different mRNA isoforms could also serve as template for the 

expression of corresponding alternative proteins. Nevertheless, the location of AltORfs is 

comparable with the distribution obtained in a peptidomic study of small ORFs encoded 

polypeptides, with the exception of AltORFs located in 5 ’UTRs [19]. For these AltORFs, 

the apparent discrepancy probably results from our prediction of AltORFs initiating at 

AUG sites only [23].

In conclusion, we have provided compelling evidence that alternative proteins significantly 

contribute to the human proteome by identifying 1,259 new proteins and many more will 

likely be detected in further MS experiments. A comprehensive knowledge of the proteome 

is of crucial interest to unravel the cellular mechanisms underlying health and disease. We 

believe that proteomics approaches supported by ribosome profiling will further benefit the 

establishment of an exhaustive catalog of proteins to fulfill this goal in the future.

Supplemental Tables 

Supplemental Table SI. Alternative and reference proteins list in diverse cell lines

(provided as separate Excel file). For a given alternative protein, N-terminal N-acetylated 

peptides and sequence coverage (%) are indicated in additional columns. When co­

expression of the reference and alternative proteins is observed for a particular gene, the 

lane is highlighted in gray. The sequence covered by all detected peptides is underlined in 

the alternative protein amino acid sequence column. For the HeLa cell line whole-protein 

analysis, a total of 129 alternative proteins identified by 280 peptides, and 5,558 reference 

proteins identified by 68,035 peptides were detected. For the HeLa cell line analysis of 

proteins between the 4.6 and 10 kDa marker of a 1-D SDS-PAGE, a total of 14 alternative 

proteins identified by 18 peptides, and 44 reference proteins identified by 109 peptides 

were detected. We excluded from the identified proteins those with expected molecular 

weights above 10 kDa since fragments below 10 kDa likely represent breakdown products. 

For the colon cell lines, a total of 45 alternative proteins identified by 63 peptides, and 

3,512 reference proteins identified by 39,285 peptides were detected.



142

Supplemental Table S2. Alternative and reference proteins list in human tissues

(provided as separate Excel file). For a given alternative protein, N-terminal N-acetylated 

peptides and sequence coverage (%) are indicated in additional columns. The sequence 

covered by all detected peptides is underlined in the alternative protein amino acid 

sequence column. For the colon tissue, a total of 13 alternative proteins identified by 17 

peptides, and 1,985 reference proteins identified by 16,068 peptides were detected. For the 

lung tissue, a total of 40 alternative proteins and 2,373 reference proteins were detected. 

For the normal endometrium, endometrioid ovary, serous ovary, normal ovary, and serous 

fallopian tube, a total of 19 alternative proteins and 2,748 reference proteins were detected.

Supplemental Table S3. Alternative and reference proteins list in human fluid

(provided as separate Excel file). For a given alternative protein, N-terminal N-acetylated 

peptides and sequence coverage (%) are indicated in additional columns. The sequence 

covered by all detected peptides is underlined in the alternative protein amino acid 

sequence column. In cerebrospinal fluid, a total of 16 alternative proteins and 266 reference 

proteins were detected. In urine, a total of 47 alternative proteins and 754 reference proteins 

were detected. In plasma, a total of 90 alternative proteins and 70 reference proteins were 

detected. In serum, a total of 928 alternative proteins and 754 reference proteins were 

detected.

Supplemental Table S4. Combined alternative proteins list (provided as separate Excel 

file). All alternative proteins identified across all analysed samples are shown. For a given 

alternative protein, if N-terminal N-acetylated peptides were detected, they are indicated in 

an additional column and the entire lane is highlighted in gray. The sequence covered by all 

detected peptides is underlined in the alternative protein amino acid sequence column.

Supplemental Databases

Supplemental Database SI. A database of alternative ORFs in Homo sapiens (provided 

as separate Excel file). For each AltORF, the gene name and accession number of the 

mRNA in which it is encoded are provided. Other information can also be found for both
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the reference ORF and the alternative ORF, including the reading frame and the coordinates 

of the start and stop codon (with respect to the first nucleotide of the mRNA). The 

predicted amino acid sequence of the alternative protein is also indicated.

Supplemental Database S2. A database of alternative ORFs in Pan troglodytes

(provided as separate Excel file). For each AltORF, the gene name and accession number of 

the mRNA in which it is encoded is provided in the first tab. Other information can also be 

found for both the reference ORF and the alternative ORF, including the reading frame and 

the coordinates of the start and stop codon (with respect to the first nucleotide of the 

mRNA). The predicted amino acid sequence of the alternative protein is also indicated. The 

second tab displays the results of alternative protein conservation analysis against human. 

The gene name and accession number for chimpanzee and human homolog proteins are 

provided, as well as standard BLASTP output, and similarity percentage.

Supplemental Database S3. A database of alternative ORFs in M us musculus

(provided as separate Excel file). For each AltORF, the gene name and accession number of 

the mRNA in which it is encoded is provided in the first tab. Other information can also be 

found for both the reference ORF and the alternative ORF, including the reading frame and 

the coordinates of the start and stop codon (with respect to the first nucleotide of the 

mRNA). The predicted amino acid sequence of the alternative protein is also indicated. The 

second tab displays the results of alternative protein conservation analysis against human. 

The gene name and accession number for mouse and human homolog proteins are 

provided, as well as standard BLASTP output, and similarity percentage.

Supplemental Database S4. A database of alternative ORFs in Bos taurus (provided as 

separate Excel file). For each AltORF, the gene name and accession number of the mRNA 

in which it is encoded is provided in the first tab. Other information can also be found for 

both the reference ORF and the alternative ORF, including the reading frame and the 

coordinates of the start and stop codon (with respect to the first nucleotide of the mRNA). 

The predicted amino acid sequence of the alternative protein is also indicated. The second 

tab displays the results of alternative protein conservation analysis against human. The gene



144

name and accession number for cow and human homolog proteins are provided, as well as 

standard BLASTP output, and similarity percentage.

Supplemental Database S5. A database of alternative ORFs in Xenopus tropicalis

(provided as separate Excel file). For each AltORF, the gene name and accession number of 

the mRNA in which it is encoded is provided in the first tab. Other information can also be 

found for both the reference ORF and the alternative ORF, including the reading frame and 

the coordinates of the start and stop codon (with respect to the first nucleotide of the 

mRNA). The predicted amino acid sequence of the alternative protein is also indicated. The 

second tab displays the results of alternative protein conservation analysis against human. 

The gene name and accession number for frog and human homolog proteins are provided, 

as well as standard BLASTP output, and similarity percentage.

Supplemental Database S6. A database of alternative ORFs in Drosophila

melanogaster (provided as separate Excel file). For each AltORF, the gene name and 

accession number of the mRNA in which it is encoded is provided in the first tab. Other 

information can also be found for both the reference ORF and the alternative ORF, 

including the reading frame and the coordinates of the start and stop codon (with respect to 

the first nucleotide of the mRNA). The predicted amino acid sequence of the alternative 

protein is also indicated. The second tab displays the results of alternative protein 

conservation analysis against human. The gene name and accession number for fly and 

human homolog proteins are provided, as well as standard BLASTP output, and similarity 

percentage.

Supplemental Database S7. A database of alternative ORFs in Caenorhabditis elegans

(provided as separate Excel file). For each AltORF, the gene name and accession number of 

the mRNA in which it is encoded is provided in the first tab. Other information can also be 

found for both the reference ORF and the alternative ORF, including the reading frame and 

the coordinates of the start and stop codon (with respect to the first nucleotide of the 

mRNA). The predicted amino acid sequence of the alternative protein is also indicated. The 

second tab displays the results of alternative protein conservation analysis against human.
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The gene name and accession number for nematode and human homolog proteins are 

provided, as well as standard BLASTP output, and similarity percentage.

Supplemental Database S8. A database of alternative ORFs in Saccharomyces 

cerevisiae (provided as separate Excel file). For each AltORF, the gene name and accession 

number of the mRNA in which it is encoded is provided in the first tab. Other information 

can also be found for both the reference ORF and the alternative ORF, including the 

reading frame and the coordinates of the start and stop codon (with respect to the first 

nucleotide of the mRNA). The predicted amino acid sequence of the alternative protein is 

also indicated. The second tab displays the results of alternative protein conservation 

analysis against human. The gene name and accession number for yeast and human 

homolog proteins are provided, as well as standard BLASTP output, and similarity 

percentage.
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D i s c u s s i o n

Les protéines alternatives : une couche de complexité supplémentaire dans 

l’établissement du protéome

La combinaison de l’ensemble des mécanismes décrits dans la partie 1.2 de l’introduction 

offre des possibilités immenses en termes de diversité protéique produite depuis une 

séquence génomique unique. L’utilisation d ’AltORFs pour produire des groupes de 

protéoformes supplémentaires à partir de gènes uniques vient maintenant s’ajouter à la 

complexité combinatoire déjà connue. Pour un gène à partir duquel seraient transcrits deux 

pré ARNm, chacun produisant 3 variants d’ARNm matures par épissage alternatif, un total 

de 6 protéoformes totales pourraient être produites, en ignorant une combinatoire 

potentielle de plusieurs modifications post-traductionnelles. En considérant un ORF 

alternatif différent par pré ARNm, produisant chacun deux protéoformes par épissage 

alternatif, et chacun porteur d’une seule modification post-traductionnelle optionnelle, il 

faudrait compter pour ce gène 8 protéoformes supplémentaires, pour un total de 14 

protéoformes réparties dans trois groupes de protéoformes (1 RefORF + 2 AltORFs). 

L’expression validée de plusieurs AltORFs n’est peut-être pas un scénario réaliste pour la 

majorité des gènes eucaryotes. Mais il est intriguant de noter qu’en compilant l’ensemble 

des données de spectrométrie de masse analysées dans le manuscrit 3, un total de 49 gènes 

possèdent deux AltORFs pour lesquels un ou plusieurs peptides ont été détectés, pour 1161 

avec un seul AltORF détecté. En admettant que nos critères de sélection ne permettent pas 

de prédire la totalité des AltORFs (ne serait-ce qu’à cause d’une taille minimale imposée), 

que la couverture du protéome de chacun des échantillons analysés est incomplète, et que la 

variété d’échantillons analysés est restreinte, il n’est pas à exclure que des gènes supportent 

l’expression de plus de 3 groupes de protéoformes chez l’humain. Ceci a d ’ailleurs déjà été 

démontré chez les insectes (Galindo et al, 2007, Kondo et al, 2007, Savard et al, 2006).

Le protéome n’est pas seulement défini comme l’ensemble des protéines encodées par un 

génome, mais aussi comme l’ensemble de celles exprimées dans un système biologique 

particulier (tissu, cellule, structure sub-cellulaire) dans un état particulier (pathologie,
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réponse à un stimulus, etc) (Bayes & Grant, 2009). Ainsi, de manière additionnelle à la 

complexité combinatoire décrite ci-dessus, une composante spatio-temporelle inhérente à la 

complexité du protéome est affectée par la découverte de l’expression des AltORFs. Tout 

d’abord, pour un ARNm sujet à une expression tissu- ou type cellulaire-spécifique, ou à un 

transport actif vers un compartiment cellulaire particulier, la présence d ’un AltORF en son 

sein offre la possibilité d’une co-expression spatiale de composants impliqués dans une 

même voie. C ’est le cas, dans le gène GNAS, de l’expression d ’ALEX et de XLas, ce qui 

permet la régulation de la seconde protéine par la première (Freson et al, 2003). Ceci n ’est 

pas sans rappeler les avantages offerts par la structure en opérons chez les procaryotes. Des 

« opérons post-transcriptionnels » (ARNm dont la traduction est régulée de façon 

concomitante) étaient déjà connus chez les eucaryotes pour atteindre cet objectif de co- 

régulation spatio-temporelle de plusieurs ARNm (Keene & Lager, 2005). Par exemple, les 

ARNm codant pour des protéines liées à l’acquisition (récepteur de la transferrine) et au 

stockage (ferritine) du fer sont régulés de façon coordonnée au niveau traductionnel par les 

protéines régulatrices IRP1 et 2 (IRP=iron-regulatory protein) (Ponka et al, 1998). 

L’expression d’ORFs (RefORF + AltORF) impliqués dans une voie/réponse similaire à 

partir d’un seul ARNm (tel qu’ALEX et XLas) offre des possibilités similaires tout en 

supprimant la dépendance à la coévolution d ’un système régulateur complexe. 

Dépendamment du mécanisme d’initiation de la traduction régissant l’expression d ’un 

AltORF, il est aussi envisageable que son expression soit mutuellement exclusive à celle du 

RefORF. Ainsi, la traduction du second uORF présent dans l’ARNm du facteur de 

transcription ATF4 est mutuellement exclusive avec celle du RefORF. L’expression de cet 

uORF est levée en conditions de stress cellulaire, permettant l’expression d’ATF4 et la 

transcription de gènes importants pour la réponse au stress (Vattem & Wek, 2004). Ingolia 

et al. ont observé une diminution de l’initiation de la traduction aux codons initiateurs 

localisés dans les 5’UTRs lors de la différentiation de CSE murines, ce qui pourrait être 

expliqué par une baisse de l’initiation de la traduction coiffe-dépendante par rapport à 

l’initiation coiffe-indépendante (Ingolia et al, 2011). Un découplage dans l ’expression des 

ORFs portés par un même ARNm (expression mutuellement exclusive) semble être 

observable dans mes résultats d ’analyses protéomiques, bien que cela doive être confirmé 

par une autre méthode de détection (western blot par exemple) étant donné qu’en MS,



absence de détection ne signifie pas forcément absence d ’expression. De nombreux 

AltORFs ont été détectés dans des échantillons sans que les RefORFs correspondant ne 

l’aient été. C’est le cas pour 87 des 129 AltORFs dont la protéine alternative 

correspondante a été détectée dans l’expérience de cellules HeLa fractionnées. Pour les 42 

restants, des ratios variables d’expression RefORF/AltORF ont été observés (manuscrit 3, 

Figure 2).

Intégration des AltORFs dans l’étude de la structure et de l ’expression des gènes

Un des grands objectifs de l’ère post-génomique est d’annoter le(s) génome(s) de façon à ce 

qu’un ORF soit défini à chaque locus transcrit en ARNm (Brent, 2005). Bien que cela soit 

une étape nécessaire vers le décryptage des génomes, cet objectif devra être revu avec 

l’ambition de déterminer l’ensemble des séquences ultimement traduites en protéines que 

portent les génomes. C’est le but que tente d’atteindre la protéogénomique : l’annotation, 

guidée par les techniques de protéomique à haut débit (MS), des régions génomiques 

traduites. De multiples approches existent pour cette identification de nouveaux produits 

protéiques, et seront discutées dans le paragraphe suivant. La protéogénomique a déjà mis 

et continue à mettre à jour (manuscrit 3) des structures de gènes toujours plus complexes. 

La démonstration que les AltORFs sont exprimés de manière plus fréquente que supposée 

précédemment amène des changements non négligeables au concept de gène, et par là 

même à la manière dont nous les étudions. Les ressources bioinformatiques, telles que 

bases de données de gènes, de transcrits, de polymorphismes, ou encore outils d’annotation 

fonctionnelle devront prendre en compte les multiples groupes de protéoformes encodées 

par des substrats uniques, et rendre cette complexité facilement accessible et 

compréhensible à la communauté des sciences de la vie. Au fur et à mesure de la 

découverte de nouveaux ORFs, ceux-ci devront être intégrés à l’étude de l’expression des 

gènes, aussi bien qu’à celle de leurs rôles fonctionnels. Ceci sera valable pour les approches 

ciblées (par gène candidat par exemple), et le développement d’outils tel que la base de 

données HAltORF facilement consultable en ligne (manuscrit 2) sera là encore nécessaire. 

Une étude récemment publiée par notre laboratoire a d’ailleurs utilisé cette ressource 

comme point de départ pour la découverte d’une nouvelle protéine alternative dans le gène
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ATXN1 (Bergeron et al, 2013). Les études à large échelle seront évidemment concernées 

par ces changements apportés au concept de gène. Dans le manuscrit 3, j ’ai souligné 

l’importance que revêt la ré-analyse de données brutes (MS, Y2H et screening d ’ADNcs de 

manière générale) à la lumière du concept de l’expression d ’AltORFs depuis les gènes 

eucaryotes. La remise en question des a priori sur la structure des gènes eucaryotes sera 

certainement cruciale afin d’obtenir une vision compréhensive des résultats expérimentaux 

et donc des systèmes biologiques à l’étude à travers l’ensemble des domaines des sciences 

de la vie, du fondamental au clinique.

Étude de la fonction et des intérêts biologiques des protéines alternatives

L’intérêt fonctionnel de certaines protéines alternatives a déjà été établi (voir introduction). 

Après avoir démontré l’utilisation fréquente d’AltORFs, il est désormais important de 

découvrir les fonctions associées aux protéines alternatives. Ces fonctions seront fort 

probablement extrêmement variées (comme le sont celles des protéines de référence). Ceci 

sera discuté dans ce paragraphe, ainsi que les méthodes utilisées pour l’étude de la fonction 

des protéines alternatives.

Caractéristiques des séquences de protéines alternatives : Il est connu que la composition 

nucléotidique (le pourcentage de nucléotides G et C) varie entre les différentes régions des 

ARNm (Zhang et al, 2004). De plus, les ORFs traduits dans des cadres de lecture alternatifs 

possèdent un biais dans l’utilisation des codons, au moins chez les virus (Pavesi et al, 2013, 

Sabath et al, 2012). Puisqu’ils sont traduits depuis des régions UTRs ou dans des cadres de 

lecture alternatifs, les AltORFs pourraient avoir une composition générale en acides aminés 

différente des RefORFs. L’utilisation de scripts Perl m ’a permis de déterminer, chez 

l’humain, les compositions en AA des protéines de référence RefSeq, ainsi que de 

l’ensemble des protéines alternatives prédites ou détectées par MS dans le manuscrit 3 

(données non présentées). Les résultats n’ont pas mis à jour de différence pour aucune des 

deux comparaisons, mais des analyses en fonction de la distribution des AltORFs dans les 

régions des ARNm, ou encore des analyses de biais d’utilisation des codons, amèneraient 

peut-être des résultats différents. Pour ce qui a trait à la structure des protéines alternatives, 

certaines études permettent de présumer de celles des protéines traduites à partir de
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séquences double-codantes. En effet, l’étude des séquences traduites dans deux cadres de 

lecture différents par l’usage d’épissage alternatif indique que les protéines associées ont 

tendance à être plus désordonnées que le reste des séquences codantes (Kovacs et al, 2010). 

Les protéines désordonnées peuvent avoir des cinétiques de liaison augmentées, des 

surfaces de liaison agrandies, et une capacité à s’adapter à la structure de multiples 

interacteurs (Tompa et al, 2005), et il faudra vérifier si cela est le cas pour les protéines 

alternatives issues d’AltORFs chevauchant le RefORF. L’étude d’ORFs chevauchant chez 

des virus eucaryotes a souligné cette caractéristique de désordre intrinsèque, et a également 

indiqué que l’apparition de ces ORFs est souvent genre ou espèce spécifique (Rancurel et 

al, 2009). Leur fonctionnalité dans la pathogénicité ou la transmission virale est pourtant 

établie, ce qui souligne qu’un ORF chevauchant (et par extension une protéine alternative) 

n’a pas besoin d ’être conservée évolutivement pour avoir une importance biologique. 

D’ailleurs, pour une région non structurée, plus de mutations peuvent apparaître sans 

modifier la structure que dans une région structurée (Brown et al, 2002, Daughdrill et al, 

2007), ce qui autoriserait les AltORFs chevauchant à subir une contrainte évolutive 

amoindrie. C’est d’ailleurs ce qui est observé pour la protéine alternative ALEX du gène 

GNAS, qui est peu conservée en termes de séquences d ’AA, mais qui en contrepartie co- 

évolue rapidement avec la protéine de référence correspondante pour maintenir son 

interaction avec la protéine XLas (Nekrutenko et al, 2005).

Localisation des protéines alternatives et implications fonctionnelles: La variété des 

fonctions associées aux protéines alternatives est suggérée par la grande diversité dans la 

localisation subcellulaire observée pour les différents candidats étudiés dans le manuscrit 3 

et pour les protéines de petite taille en général (Frith et al, 2006, Slavoff et al, 2013). Il est 

intriguant de remarquer que la localisation d’une protéine alternative est parfois similaire à 

celle de la protéine de référence associée. Dans le manuscrit 3 (Figure 3), la protéine 

alternative du gène ZNF83, dont le RefORF encode un facteur de transcription nucléaire 

probable, est aussi localisée au noyau. Celle du gène NIPA1 semble située dans l’appareil 

de sécrétion, la protéine de référence étant localisée entre autres dans les endosomes 

précoces (Tsang et al, 2009). Un essai de colocalisation entre AltNIPAl et le marqueur 

d’endosomes précoce EEA1 a permis de confirmer cela (Figure 23 A). Dans la figure 4 du 

manuscrit 3, la localisation commune des protéines alternative et de référence dans
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l’appareil de sécrétion semble valable aussi pour le gène VEGFC (encodant un facteur de 

croissance sécrété), et a été validée pour le gène BDKRB2 (encodant un récepteur couplé 

aux protéines G) (Figure 23 B). Ce phénomène était déjà connu pour le gène GNAS 

(Klemke et al, 2001), et dans ce cas, un lien fonctionnel existe en les deux protéines via une 

interaction directe qui permet de réguler la fonction de la protéine de référence. Il serait 

intéressant de valider la colocalisation en microscopie à fluorescence d ’autres protéines 

alternatives candidates avec leur protéine de référence respective, et de vérifier ensuite si 

protéines alternative et de référence sont trouvées dans un même complexe par co- 

immunoprécipitation. Cela a d ’ailleurs été réalisé pour la protéine alternative du gène 

ATXN1, où les deux produits protéiques interagissent au noyau de manière directe 

(Bergeron et al, 2013). D’autres travaux dans notre laboratoire indiquent qu’une interaction 

serait aussi observable dans le cas du gène BDKRB2, mais au niveau du réticulum 

endoplasmique (données non présentées). Ces localisations semblables, couplées ou non à 

des interactions, ne sont cependant pas toujours observées. C’est le cas pour PrP (feuillet 

externe de la membrane plasmique) et AltPrP (membrane externe mitochondriale) 

(manuscrit 1, Figure 2), et pour d’autres gènes candidats (manuscrit 3, Figures 3 et 4, gènes 

BDH2, SCARB2, TP53, SRSF1). Ainsi, l ’étude au cas par cas de la fonction des protéines 

alternatives permettra certainement d’identifier des gènes où AltORFs et RefORFs sont 

impliqués dans des voies biologiques différentes, ou dans la régulation d’un même 

processus. L’analyse de l’expression spatio-temporelle (couplée ou découplée) des 

multiples ORFs traduits dans un gène donné pourra certainement aider à cerner ces 

couplages ou découplages fonctionnels.
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Figure 23. Localisation subcellulaires similaires entre certaines protéines alternatives 
et leur protéine de référence respective. (A) Des cellules HeLa transfectées avec une 
protéine fusion AltNIPAl-GFP (vert) ont été marquées avec un anticorps anti-EEAl par 
immunofluorescence, soulignant les endosomes précoces en rouge. (B) Des cellules HeLa 
ont été transfectées avec une construction contenant l’ADNc correspondant à l’ARNm du 
gène BDKRB2, contenant PAltORF encodant AUBDKRB2, et le RefORF encodant 
BDKRB2. Les protéines ont été étiquetées avec un épitope HA (AltBDKRB2-HA) ou YFP 
(BDKRB2-YFP, vert) respectivement, en C-terminal. Une immunofluorescence a ensuite 
été réalisée avec un anticorps anti-HA (rouge). (A,B) Échelle, 10 pM
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Limites des approches par homologie à des protéines connues : Afin d’étudier les fonctions 

des protéines alternatives, plusieurs méthodes peuvent être utilisées. Tout d’abord, une 

approche par homologie (alignement de séquences : Blastp ou Pfam par exemple) permet 

d’identifier des protéines présentant des similarités de séquence ou des domaines 

fonctionnels conservés, respectivement. Basé sur la fonction des séquences homologues 

identifiées, des hypothèses peuvent alors être proposées sur la fonction des protéines 

alternatives. Cette approche, très utilisée et efficace pour les protéines de référence (les 

RefORFs sont bien souvent annotés dans les génomes grâce à des homologies de 

séquence), n’a pas donné de résultats significatifs pour la majorité des protéines 

alternatives. Ceci peut s’expliquer par la taille réduite de nombreuses protéines alternatives, 

et donc la probabilité diminuée d’y trouver un domaine protéique complet. Pour les régions 

d’AltORFs chevauchant le RefORF, un autre problème se pose. Les domaines protéiques 

ont tendance à être portés par des exons uniques (Holland & Blake, 1987), qui n’encodent 

ces domaines que dans le cadre de lecture canonique du RefORF (en général). Le fait que 

les AltORFs chevauchant le RefORF soient traduits dans un cadre de lecture non canonique 

(+2 ou +3) fait en sorte que la séquence en AA et la structure conservée des domaines 

protéiques ne sont pas incluses dans les protéines alternatives correspondantes. Toute 

homologie de séquence avec des domaines connus est alors improbable. Ainsi, sur les 1 

259 protéines alternatives détectées par LC-MS/MS dans le manuscrit 3, seules 103 d’entre 

elles trouvent une homologie parmi les protéines présentes dans la base de données de 

séquences protéiques non redondante de NCBI (Blastp, base de données « nr », données 

non présentées). Les protéines alternatives des gènes PRNP, ATXN1 et GNAS ne trouvent 

pas non plus d’homologie à des protéines ou domaines connus, ce qui ne les empêche pas 

d’adopter des localisations subcellulaires précises, et n’empêche pas la protéine alternative 

ALEX d ’être fonctionnelle. Les approches par homologies aux protéines connues peuvent 

donc présenter des limites importantes pour de nombreuses protéines alternatives. D’autres 

méthodes doivent donc être développées pour sélectionner des candidats potentiellement 

fonctionnels parmi les AltORFs prédits et/ou dont l ’expression a été validée.

Approches pour la sélection de protéines alternatives candidates et leur étude 

fonctionnelle : Certains critères permettent de concentrer les efforts sur des candidats 

d’intérêt supérieur. L’estimation de la conservation évolutive des protéines alternatives est



160

une possibilité, la méthode la plus simple étant l’alignement de séqûences par paires, 

comme effectué pour les protéines alternatives prédites dans le manuscrit 3 (Figure 6, et 

Databases S2-S8). Cela a fourni une liste de 13 candidats communs chez l’humain et la 

levure. Afin d ’étudier leur fonction, nous avons établi une collaboration avec le laboratoire 

du Dr Landry, à l’Université Laval. Tout d ’abord, des souches contenant les AltORFs 

candidats étiquettés seront générées afin de tester l’expression des protéines alternatives 

associées. Ensuite, des souches mutantes (mais sans étiquette) où l’expression des AltORFs 

sera inactivée (codon initiateur muté, ou codon stop précoce introduit) seront utilisées afin 

de comparer leur croissance dans diverses conditions de culture (aérobie/anaérobie, stress, 

...) par rapport aux souches sauvages, permettant de montrer l’implication des protéines 

alternatives candidates dans la croissance dans ces conditions variables. Puis les protéines 

alternatives d’intérêt ainsi identifiées verront leur interactome défini par des approches à 

large échelle (tel que le protein-fragment complementation assay (Tarassov et al, 2008)), 

offrant une piste vers les mécanismes moléculaires régissant leur importance biologique.

La conservation évolutive des protéines peut également être estimée par le rapport de 

mutations silencieuses sur non-silencieuses dans une séquence nucléotidique codante 

donnée. Cela pourrait être appliqué aux AltORFs, et pourrait même permettre de 

discriminer, dans des régions traduites dans plusieurs cadres de lecture, lequel porte la 

pression sélective. Si la région du RefORF encodée dans la séquence double-codante est 

moins bien conservée que celle de l’AltORF qui la chevauche, cela pourrait être un indice 

que la conservation de l’AltORF est fonctionnellement plus importante que celle du 

RefORF dans cette région. Cependant, nous avons vu que la conservation évolutive d ’une 

protéine alternative n’est pas absolument nécessaire à son expression et à sa fonctionnalité 

(exemple d ’ALEX, ayant peu d ’homologie entre humain et souris) (Nekrutenko et al, 2005) 

et ne peut donc être utilisé comme seul critère pour la sélection de protéines alternatives 

candidates à des études fonctionnelles.

Un autre critère important est donc l’existence de preuves de l’expression de la protéine 

alternative en question in vivo, condition primordiale pour suggérer un intérêt biologique à 

celle-ci. Pour les approches par sélection de candidats prédits (AltPrP, AltATXNl), qui ont 

cependant porté leurs fruits, nous avons généré des anticorps pour produire cette preuve, ce 

qui s’est avéré fastidieux, coûteux, long, et sans aucune garantie sur l’obtention d’un
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anticorps fonctionnant dans les applications voulues. Le fait de se concentrer sur les 

candidats ayant été détectés dans des expériences de MS, si possible avec une haute 

confiance (couverture de séquence, qualité des spectres, détection dans plusieurs 

échantillons), permet ainsi d ’avoir une preuve dès le début d’un projet d ’une expression in 

vivo, et de s’assurer d’un rapport coût/bénéfices minimal de la synthèse d ’anticorps, qui 

restent des outils indispensables pour l’étude des protéines endogènes. Une liste de plus de 

1 250 candidats est ainsi à disposition (manuscrit 3, Table S4), qui pourra être complétée 

avec l’analyse d’autres données de MS.

Le couplage d ’une preuve de l’expression d’une protéine alternative par MS à la 

conservation évolutive pourrait offrir une confiance meilleure encore dans la sélection des 

candidats. Aucune des 13 protéines alternatives conservées chez la levure n’a de preuve 

d’expression à ce jour, mais 2 candidats conservés à partir de C. elegans répondent à ces 

deux critères. En particulier, une protéine alternative encodée dans le 5’UTR de l’ARNm 

du gène SMCR7L a été identifiée chez l’humain (cellules HeLa) par la détection de 4 

peptides, avec une couverture de séquence de 38%. Appelée AltSMCR7L, elle a une 

longueur de 70 AA. En accord avec son poids moléculaire calculé, elle est également 

détectable dans un échantillon de protéines inférieures à 10 kDa d’un lysat de cellules HeLa 

(manuscrit 3, Table SI et S4). L’AltORF correspondant est correctement identifié comme 

ayant un potentiel codant par l’outil de recherche de petits ORFs sORFfinder (Hanada et al, 

2010)(données non présentées). Une recherche par Pfam indique la présence d’un domaine 

conservé LYR, possiblement impliqué dans la biogenèse des centres Fe-S aux 

mitochondries (Adam et al, 2006, Shi et al, 2009) et à l’assemblage d ’autres complexes 

impliqués dans les voies métaboliques mitochondriales (Ghezzi et al, 2009) (Figure 24). 

AHSMCR7L est prédite pour être mitochondriale (WolfPsort, mitoprotll, données non 

présentées), et cela a été vérifié par microscopie à fluorescence (Figure 25), par 

fractionnement subcellulaire, ainsi que par détection par spectrométrie de masse dans le 

protéome de la matrice mitochondriale (ré-analyse de données brutes de MS de Rhee et al. 

(Rhee et al, 2013) par la méthode utilisée dans le manuscrit 3) (données non présentées). La 

protéine de référence du gène SMCR7L, chez les vertébrés, s’appelle MIEF1 (Figure 24). 

Elle est localisée à la membrane externe mitochondriale, où elle régule positivement la 

fusion des mitochondries (Palmer et al, 2011, Zhao et al, 2011). AUSMCR7L ayant été
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détectée lors de l’analyse des données de MS de Rhee et al. (Rhee et al, 2013), elle est en 

contact avec la matrice mitochondriale, et est donc localisée soit à la matrice soit à la 

membrane interne, ce qui sera confirmé par fractionnement submitochondrial. Toujours est- 

il qu’un couplage fonctionnel entre la protéine alternative et de référence de SMCR7L n ’est 

pas a priori évidente malgré une localisation mitochondriale commune (Figure 25). Un 

anticorps est en cours de synthèse afin de valider l’expression d ’AltSMCR7L in vivo, et des 

études fonctionnelles préliminaires indiquent que sa surexpression semble perturber 

l’homéostasie du fer dans des cellules HeLa (données non présentées). Il sera intéressant de 

comprendre les mécanismes moléculaires associés à cette observation, et une liste de 

protéines interagissant avec AUSMCR7L sera déterminée par co-immunoprécipitation et 

analyse par LC-MS/MS. Cela pourrait également être obtenu par utilisation d ’un crible 

double hybride chez la levure.
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Figure 24. AItSMCR7L, une protéine encodée dans le 5'UTR du gène SMCR7L chez 
les vertébrés, est conservée de l ’humain au ver. (A) Chez l’humain, le gène SMCR7L est 
composé de 6 exons assemblés en un seul ARNm bicistronique. Le 5’UTR contient un 
AltORF codant pour AUSMCR7L (cadre de lecture +2), une nouvelle protéine non 
caractérisée de 70 acides aminés. Le RefORF annoté (cadre de lecture +1) encode MIEF1, 
qui favorise la fusion mitochondriale (Zhao et al, 2011). (B,C) Des alignements de 
séquences multiples ont été réalisés avec ClustalX 2.1, et les pourcentages d ’identité et de 
similarité ont été calculés à l’aide de l’algorithme Needle (suite Jemboss). (B) AUSMCR7L 
humaine présente une conservation significative avec ses orthologues dans d’autres espèces 
animales. Noter la présence conservée d ’un domaine LYR du complexe 1, impliqué dans la 
biogenèse des centres Fe/S mitochondriaux et dans l’assemblage d ’autres complexes 
impliqués dans des voies métaboliques mitochondriales. (C) AUSMCR7L présente de 
l’homologie avec ISD11, une protéine conservée évolutivement de l’humain à la levure et 
contenant un domaine LYR-like du complexe 1.
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Figure 25. AltSMCR7L est localisée aux mitochondries. (A) Des cellules HeLa ont été 
transfectées avec une construction contenant l’ADNc correspondant à FARNm du gène 
SMCR7L, contenant F AltORF encodant AltSMCR7L, et le RefORF encodant MIEF1. Les 
protéines ont été étiquetées avec un épitope FLAG (AltSMCR7L-FLAG) ou HA (MIEF1- 
HA) respectivement, en C-terminal. Une immunofluorescence a ensuite été réalisée avec 
des anticorps anti-FLAG (vert) et anti-HA (rouge). (B) Une construction codant pour une 
fusion entre AUSCMR7L et la GFP (en C-terminal) (AUSMCR7L-GFP, vert) a été 
cotransfectée dans des cellules HeLa avec une construction encodant le marqueur 
mitochondrial mito-DsRed (rouge). (C) La colocalisation entre mito-DsRed et 
AltSMCR7L-FLAG a également été observée dans une autre expérience de contransfection 
dans des cellules HeLa. (A,B,C) Les noyaux ont été marqués au Hoechst. Échelle, 10 pM
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Prise en considération de l’expression d’AltORFs dans l’étude de la fonction des gènes: Les 

approches de routine actuellement utilisées dans les laboratoires pour évaluer la fonction 

d’une protéine donnée dans un processus cellulaire particulier devront certainement être 

revisitées. En effet, j ’ai démontré que des ARN interférents (ARNi) utilisés pour diminuer 

l’expression d’un RefORF (celui codant pour PrPc) provoquait la diminution à des niveaux 

similaires d’une protéine alternative (AltPrP) portée par le même gène (PRNP) (manuscrit 

1, figure 6). Cela a également été observé pour le gène ATXN1 (Bergeron et al, 2013). Les 

observations corollaires sont applicables lors d’essais de sur-expression (manuscrit 1, 

Figure 2 ; manuscrit 3, Figures 3 et 4) (Bergeron et al, 2013, Klemke et al, 2001). Des 

précautions particulières devraient donc être prises dans les méthodes utilisées pour 

moduler l’expression d’une protéine donnée. Tout d ’abord, l’expression de protéines 

alternatives devrait être écartée. Si un ou des AltORFs sont présents et exprimés, alors les 

méthodes utilisées devraient prendre cela en compte. Par exemple, une expérience d’ARNi 

devrait être validée avec la complémentation dans le système expérimental par l’une ou 

l’ensemble des protéines dont l’expression est affectée, afin de s’assurer de l’identité de 

l’ORF portant la fonction affectée par l ’ARNi.

Méthodes d’identification de nouveaux ORFs (protéogénomique)

Au cours de mes travaux, j ’ai utilisé des méthodes de prédiction d’ORFs à partir de 

séquences transcrites afin de construire des bases de données utilisées pour l’identification 

de protéines par MS. Des approches alternatives de détection de nouveaux produits 

protéiques consistent en la traduction in silico de génomes ou transcriptomes entiers dans 6 

cadres de lecture (3 sens, 3 antisens) et 3 cadres de lecture, respectivement. L’utilisation de 

séquences génomiques traduites constitue la méthode la moins biaisée, mais un problème 

associé est que le caractère fragmenté des gènes eucaryotes (structure intron/exon) 

complexifie grandement la cartographie des peptides détectés sur le génome. De plus, 

l’absence possible de preuves de la transcription d’une séquence donnée qui viendrait 

appuyer le potentiel de cette séquence à être traduite peut jeter des doutes sur la validité de 

certaines identifications. L’utilisation de bases de données de séquences transcriptomiques 

traduites écarte ces problèmes. Mais la taille de ces bases de données (comme celle
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obtenues depuis le génome) est très grande, ce qui diminue le ratio signal/bruit et la 

sensibilité dans l’identification des peptides (Nesvizhskii, 2010). L’utilisation de bases de 

données de taille réduite telles que celles utilisées dans le manuscrit 3, certes moins 

exhaustives, limite cela. De plus en plus fréquemment, des bases de données personnalisées 

pour chaque échantillon analysé sont générées à partir de données de séquençage d’ARNm 

ou de ribosome profiling des échantillons avant analyse par MS (Menschaert et al, 2013, 

Slavoff et al, 2013). Cela permet de créer, en théorie, un espace de recherche idéal, puisque 

seuls les produits protéiques potentiellement traduits depuis les transcrits exprimés seront 

recherchés, diminuant la taille de la base de données. Néanmoins, là encore, des problèmes 

sont associés. Tout d’abord, l’instabilité des ARNm rend impossible cette approche dans 

certains échantillons biologiques. Par ailleurs, ces approches sont basées sur un préjugé : 

une protéine et le transcrit qui l’encode sont forcément exprimés (ou au moins tous deux 

détectables) à un instant donné dans l’échantillon analysé. Mais il ne peut être exclu que la 

durée de vie de produits protéiques dépasse parfois de loin celle des transcrits qui les 

encodaient, ou qu’un ARNm très faiblement exprimé, et donc possiblement non détecté, 

soit très efficacement traduit. Certaines protéines qui pourraient être présentes dans 

l’échantillon seraient donc exclues à tort de l’analyse. Cela serait aussi le cas pour les 

protéines présentes, par exemple, dans un type cellulaire analysé A, mais qui ont été 

synthétisées par un autre type cellulaire B et transporté vers le type cellulaire A. Enfin, 

l’utilisation d’une base de données protéique issue de données de ribosome profiling n ’est 

pas applicable aux fluides biologiques, puisqu’ils ne synthétisent pas leurs propres 

constituants protéiques. Malgré les limitations qu’elle comporte (voir paragraphe ci- 

dessous), notre méthode de découverte de nouvelles protéines par prédiction d’ORFs 

depuis un transcriptome de référence, avec des critères définis, limite bon nombre des 

problèmes associés aux autres méthodes de protéogénomique.
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Avantages et limites de la méthode de prédiction des AltORFs

Prédiction d’ORFs à partir de séquences transcrites : La prédiction d ’ORFs depuis une 

séquence génomique est un problème non trivial, au regard de la complexité structurale des 

gènes eucaryotes (multiplicité d’introns/exons, de promoteurs alternatifs, de sites de 

polyadénylation alternatifs) (Brent, 2005). En comparaison, la prédiction d ’ORFs à partir 

de séquences transcrites est bien plus aisée, puisque les règles de décodage de la traduction 

seules peuvent être utilisées dans l’algorithme de prédiction. Les multiples protéoformes 

possibles d’une même protéine alternative peuvent ainsi être prédites à partir des multiples 

variants d ’ARNm issus d’un même gène. De plus, la prédiction d’ORFs à partir d’une 

molécule validée comme servant de substrat pour la traduction (un ARNm) renforce la 

confiance que cet ORF peut réellement être utilisé pour la synthèse protéique. 

L’exhaustivité des prédictions devient certes dépendante de celle de la base de données de 

transcrits utilisée au départ, mais l’avantage est que la capacité de toute ou partie de la 

séquence à être transcrite en ARNm n’est pas à mettre en doute. Le choix de la base de 

données d’ARNm revêt une importance particulière. Dans nos études, nous avons utilisé 

RefSeq comme base de données initiale d’ARNm afin de guider nos prédictions 

d’AltORFs. L’avantage d’utiliser cette ressource est qu’elle est sujette à une vérification 

régulière et stringente, permettant le référencement dans celle-ci d’ARNm dont les 

séquences sont dignes de confiance (Pruitt et al, 2007). La majorité des ORFs déjà 

référencés ainsi que ceux prédits à partir de ces séquences sont donc moins sujets à 

changements et corrections que si une base de données d’ARNm plus libérale (par exemple 

Gencode, ou UCSC known genes) (Harrow et al, 2012, Karolchik et al, 2007) était utilisée, 

ce qui rendrait la base de données d’AltORFs régulièrement obsolète. L’utilisation de ces 

autres bases de données pourrait en revanche présenter l’avantage d ’écarter l’hypothèse 

selon laquelle certains AltORFs pourraient être en réalité des RefORFs dans d ’autres 

transcrits, voire dans d ’autres gènes non identifiés dans RefSeq. Ceci est illustré par le fait 

que suite à une mise à jour de RefSeq postérieure à la génération de la base de données 

d’AltORFs humains, un nouvel ARNm a été incorporé correspondant au gène PetJ17, situé 

en amont du gène CSRP2PB, pour lequel un AltORF avait été prédit dans la région 5’UTR. 

Cet AltORF (dont l’expression a été validée par LC-MS/MS, voir manuscrit 3, Table S4) 

prédit dans l’ARNm de CSRP2BP correspond en fait au RefORF de P etll7 . La séquence
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5’UTR de l’ARNm de CSRP2BP contenant cet AltORF a d’ailleurs été mise à jour 

également, l’AltORF ne s’y trouvant plus. Ainsi, la mise à jour de la base de données 

RefSeq rendra nécessaire celle de la base de données d ’AltORFs. Il sera également 

important de vérifier que des AltORFs dont l’expression au niveau protéique aura été 

validée expérimentalement ne soient pas éliminés des prédictions après mise à jour en 

raison de la suppression d’un transcrit par manque de preuves de l’expression du RefORF 

associé, par exemple.

Il apparaît donc crucial, pour obtenir les prédictions d ’AltORFs les plus justes possibles, 

que des bases de données exhaustives et de haute qualité soient utilisées (telles que 

RefSeq). Ces bases de données ne sont pas encore parfaites, mais l’analyse du nombre 

croissant de séquences générées dans les expériences de séquençage d’ARNm contribue à 

leur amélioration continue.

Choix des codons initiateurs pris en compte : Il est désormais bien établi que bien d’autres 

codons que l ’AUG (en particulier CUG et les autres codons différant d’AUG à un 

nucléotide près) sont efficacement utilisés comme sites d’initiation de la traduction (Ingolia 

et al, 2011). Cependant, AUG reste le codon initiateur majoritaire identifié dans les études 

de ribosome profiling (51% des sites d’initiations sont des AUG, 16% des CUG), bien qu’il 

ne représente que 1,7% des codons du transcriptome (Lee et al, 2012). AUG reste donc le 

codon semble-t-il le plus favorable à l’initiation de la traduction, d ’où son utilisation pour 

prédire les AltORFs dans l’approche que nous avons utilisée. Comme mentionné dans 

l ’introduction, la situation diffère selon la région de l’ARNm. Les sites d’initiation en aval 

de celui du RefORF sont en majorité des AUG (47%), où les CUG n’en constituent que 

6%. Dans les régions 5’UTRs, où CUG devient le codon initiateur majoritaire (30,3%), 

l ’AUG n’est plus utilisé qu’à hauteur de 25,6% (Lee et al, 2012). Une implémentation, dans 

la prédiction d’AltORFs dont le site d’initiation est situé dans le 5’UTR, de critères validés 

permettant de prédire les sites d’initiation (Wegrzyn et al, 2008) pourrait être réalisée afin 

d’améliorer notre algorithme. Il faudrait tout de même valider que les résultats obtenus 

(pourcentage d’utilisation des codons initiateurs) avec ces critères additionnels sont en 

accord avec les observations expérimentales apportées par les études de ribosome profiling. 

Une meilleure définition de règles de l’initiation de la traduction en aval du codon initiateur 

de référence serait nécessaire avant d ’imaginer faire de même avec la prédiction de ces sites
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d’initiation. En l’absence de telles règles régions-spécifïques validées applicables pour la 

prédiction d’AltORFs, l’utilisation de l’AUG comme codon d’initiation, avec 

potentiellement l’ajout du CUG dans les régions 5’UTRs, semble être à mes yeux la 

meilleure solution, sous peine d’augmenter drastiquement le nombre de faux positifs. 

D’ailleurs, la méthode de prédiction semble déjà assez robuste comme en atteste l’analyse 

des peptides N-acétylés pour les protéines alternatives détectées à travers l’ensemble de 

mes analyses par LC-MS/MS (886/889 prédictions correctes), et la validation par 

mutagenèse de plusieurs sites d’initiation alternatifs (manuscrit 3, Table S4 et Figure 3).

Comparaison aux autres études in silico prédisant les AltORFs : L’algorithme de prédiction 

des AltORFs utilisé dans le manuscrit 2, et modifié dans le manuscrit 3 pour inclure les 

régions UTRs des ARNm, a été développé de manière à ce qu’il prédise avec succès des 

exemples connus d’AltORFs générant un produit protéique. La tentation est forte, en 

générant un tel algorithme, d’appliquer plusieurs critères permettant de produire une liste 

prédisant les candidats ayant le plus de chance d’être exprimés et fonctionnels, avec un taux 

de faux positifs le plus bas possible. Pour les raisons expliquées dans l’introduction et dans 

le manuscrit 2, les critères de longueur minimale des AltORFs, de contexte Kozak, et de 

conservation évolutive au niveau de la séquence protéique sont à double tranchant 

puisqu’ils excluent de ces listes soit disant de haute confiance des AltORFs dont 

l’expression a été validée in vivo (Chung et al, 2007, Ribrioux et al, 2008, Xu et al, 2010). 

Les AltORFs chevauchant les RefORFs des gènes PRNP et GNAS étaient ainsi absents des 

études in silico réalisées avant celles présentées ici, sans pour autant qu’il ait été vérifié que 

les candidats soit disant de haute confiance identifiés sont réellement exprimés, mettant en 

doute l’utilité d’une stringence trop grande dans les prédictions. En particulier, le nombre 

de plus en plus grand de produits protéiques de petite taille effectivement exprimés et ayant 

une importance fonctionnelle tend à diminuer l’intérêt de n’inclure que les AltORFs les 

plus grands dans les prédictions. De même la conservation au cours de l’évolution n’est pas 

un gage de l’expression ou de la fonctionnalité d’un AltORF. AltPrP est exprimée chez 

l’humain malgré l’absence d’un AltORF correspondant chez la souris (manuscrit 1). 

D’autre part, ALEX montre une conservation évolutive faible : la coévolution avec sa 

protéine de référence pour une interaction intermoléculaire conservée amène sa séquence 

protéique à subir une évolution rapide (Nekrutenko et al, 2005). Les critères choisis pour
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les algorithmes utilisés dans les manuscrits 2 et 3 sont certes bien moins stringents, mais 

permettent ainsi de prédire des candidats à l’expression validée. Intuitivement, le taux de 

faux positifs dans les candidats prédits est possiblement augmenté, mais cela restera à 

vérifier une fois qu’un répertoire plus exhaustif de protéines alternatives exprimées sera 

disponible.

D’une manière générale, indépendamment des méthodes prédictives utilisées, seule la 

validation expérimentale de l’expression des AltORFs permettra d’évaluer l’étendue réelle 

de leur contribution au protéome, et d ’améliorer les méthodes de prédictions.

Evaluation a priori ou a posteriori de la conservation évolutive des AltORFs : En fonction 

des espèces, les bases de données d’ARNm disponibles varient dans leur qualité (validation 

des séquences, aux extrémités 5’ et 3’ en particulier), et leur exhaustivité. Les bases de 

données de séquences humaines sont ainsi souvent très complètes, tant les efforts pour 

décrypter notre génome ont été immenses. Cela n’est pas le cas d’autres espèces comme le 

bovin par exemple, où les séquences UTRs sont moins caractérisées que chez l’humain ou 

la souris. Ainsi, les différences dans le contenu des bases de données spécifiques à chaque 

espèce posent problème dans le cadre d’une analyse comparative de séquences. Dans une 

approche où, pour être considéré comme un candidat prédit de façon valide, un AltORF 

doit être conservé évolutivement, de nombreux candidats potentiels pourraient ainsi être 

éliminés, par l’absence imputable à un manque de données expérimentales d ’un transcrit 

donné dans la base de données d’ARNm d ’une espèce donnée. Pour cette raison, l’approche 

utilisée dans le manuscrit 3 d’alignements par paires présente un intérêt évident. Elle 

permet d’éviter l’élimination de vrais positifs, tout en identifiant certains candidats à 

potentiel fonctionnel fort. Cela se fait au détriment de la robustesse introduite par les 

alignements multiples de séquences, qui donnent une meilleure estimation de la 

conservation évolutive. Cependant, comme je l’ai déjà discuté dans le cas d’ALEX ou 

d’AltPrP par exemple, la conservation au strict niveau de la séquence en acides aminés 

n’est gage ni de la capacité à être exprimé, ni de celle à’être fonctionnel. La conservation 

évolutive estimée après prédiction dans mes travaux est donc particulièrement adaptée à 

l’analyse exploratoire de l’expression des protéines issues d ’AltORFs, tout en permettant 

d’identifier des candidats d’intérêt particulier pour des études fonctionnelles subséquentes.
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Mécanismes d’expression des protéines alternatives

Variétés des mécanismes d’expression possibles : La compréhension du mécanisme 

d’expression d’une protéine alternative donnée n’est pas triviale. Cela a des conséquences 

directes sur les possibilités de régulation spatio-temporelle de l’expression de différents 

groupes de protéoformes à partir d’une région génomique donnée. Deux cas de figures 

généraux sont envisageables : un AltORF peut être traduit depuis un ARNm multicodant 

(celui dans lequel il a été prédit et contenant le RefORF) et/ou depuis un autre ARNm 

séparément du RefORF. Les AltORFs du gène MKKS constituent un très bon exemple de 

ces deux possibilités (Akimoto et al, 2013). Des indications peuvent être obtenues en 

consultant des bases de données d’ADNc (analyse dans le UCSC Genome Browser par 

exemple), mais cela doit ultimement être déterminé expérimentalement (par exemple 5’ et 

3’ RACE (Rapid Amplification of çDNA Ends) ou Northern blot, transfection in cellulo 

d ’ARNm synthétisés in vitro).

Le fait de prédire des AltORFs depuis les ARNm permet de s’assurer qu’ils sont bien 

présents dans des molécules capables de subir la traduction, et donc qu’ils sont 

potentiellement traduits. Cela étant dit, il n’est pas garanti qu’un AltORF prédit soit bien 

exprimé depuis l’ARNm dans lequel il a été prédit. Entre autres, l’utilisation de promoteurs 

ou sites de polyadénylation alternatifs, ou des mécanismes de trans-épissage pourraient 

expliquer cela. Dans une moindre mesure, l’utilisation de cadres de lecture chevauchant par 

épissage alternatif pourrait expliquer la détection par MS de peptides présents dans des 

AltORFs prédits (chevauchant le RefORF). Seulement 7% des gènes épissés 

alternativement semblent cependant avoir des régions multi-codantes de ce type (Liang & 

Landweber, 2006), ce qui limite la portée de ce phénomène. L’exemple de l’AltORF à 

cheval entre le RefORF et le 3’UTR du gène ClIOrf48, dont l’expression a été validée par 

mes expériences de LC-MS/MS (manuscrit 3, Table S4) et par des expériences de ribosome 

profiling (Michel et al, 2012), est particulièrement éloquent. Son codon initiateur est 

localisé plus de 600 nt en aval de l’extrémité 5’ de l’ARNm de la base de données RefSeq 

dans lequel il a été prédit. D’après le modèle de l’initiation de la traduction par balayage, 

majoritairement utilisé chez les eucaryotes, son codon d’initiation AUG (le 8eme de la 

séquence en ordre d’occurrence, et dans un contexte Kozak sub-optimal) n’a que peu de 

chances de servir de site d’initiation. Pourtant, la protéine alternative correspondante
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semble exprimée à des niveaux relativement abondants, puisqu’elle a été détectée avec 11 

peptides distincts pour une couverture de séquence de 40,3% dans les cellules HeLa 

(manuscrit 3, Table SI). Néanmoins, un ARNm absent dans RefSeq mais présent dans la 

base de données Ensembl semble pouvoir soutenir l’expression du seul AltORF (Michel et 

al, 2012), offrant une alternative à la présence d’un ARNm multicodant dans ce cas, bien 

que cela n’ait pas été vérifié expérimentalement. Conceptuellement, cet ORF pourrait être 

considéré comme alternatif au niveau du gène, mais si son expression provient bel et bien 

d’un transcrit alternatif, elle serait considérée comme le RefORF de cet ARNm. Le cas de 

C llO rf48  n’est certainement pas isolé, et pourrait bien être observé pour l’expression 

d’AltORFs ayant été prédits dans les régions 3’UTR de certains ARNm, le mécanisme 

canonique de balayage expliquant difficilement une initiation de la traduction si loin de 

l’extrémité 5’. Les essais de validation de l’expression de tels AltORFs détectés en LC- 

MS/MS par la transfection de vecteurs d’expression contenant des ADNc bicistroniques 

n ’ont d’ailleurs pas abouti à une détection des protéines alternatives correspondantes 

(données non présentées).

Si la traduction d’un AltORF est réellement soutenue par l’ARNm à partir duquel il a été 

prédit, qui permet aussi l’expression d ’un RefORF, alors il s’agit bel et bien d’un ARNm 

multicodant. Un tel ARNm présente un avantage énergétique pour la cellule, lui permettant 

de produire plusieurs groupes de protéoformes à partir d’un événement transcriptionnel 

unique. Dans ce cas, l’investigation de leur mécanisme d’expression doit porter sur les 

événements amenant à l’initiation de la traduction à leur codon d’initiation. La validation 

expérimentale de l’identité de leur codon d’initiation est alors d’une grande importance, par 

la détection de peptides N-acétylés par MS, ou par mutagenèse dirigée. Afin de déterminer 

si leur expression est dépendante ou indépendante de la coiffe, plusieurs méthodes sont 

disponibles. Des inhibiteurs de l’interaction eIF4E/eIF4G (comme la petite molécule 4EGI- 

1, ou des versions constitutivement active des protéines 4EBP) permettent d ’inhiber 

spécifiquement la traduction coiffe-dépendante. L’utilisation, dans des vecteurs 

d’expression eucaryotes, d’un promoteur permettant une transcription par l’ARN 

polymérase 1 (qui génère des ARNs non coiffés) permet aussi de répondre à cette question. 

Si l’expression d’un AltORF est maintenue dans de telles conditions, cela permettrait de 

conclure qu’un mécanisme indépendant de la coiffe (1RES ou CITE) est à l ’origine de leur
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expression. Afin de discriminer entre ces deux mécanismes, l’utilisation d’un système 

rapporteur bicistronique est un moyen efficace. Si la région en amont du codon initiateur de 

l’AltORF, placée dans la région intercistronique du système rapporteur, permet d’induire la 

traduction du second cistron, la présence d ’un 1RES est envisageable (bien que cela 

nécessite des contrôles additionnels, pour écarter l’hypothèse d ’un promoteur alternatif par 

exemple). Il faut noter que l’utilisation d’IRES pourrait bien expliquer l’expression 

d ’AltORFs traduits dans des régions éloignées de l’extrémité 5’ des ARNm (telles que les 

3’UTR). Si la séquence introduite dans la région intercistronique n’induit pas la traduction 

du second cistron, un CITE (qui est dépendant d’une extrémité 5’ libre pour permettre 

l’entrée du ribosome) est probablement présent. Cela peut être vérifié en introduisant les 

séquences putatives du CITE dans un ARNm hétérologue, et en vérifiant si elles permettent 

la traduction de l’ORF de l’ARNm hétérologue dans des conditions ou la traduction coiffe 

dépendante est inhibée. Une fois le mécanisme d ’entrée du ribosome établi, il faudra 

ensuite vérifier par des expériences de mutagenèse dirigée si les mécanismes de balayage, 

de shuntage ribosomal ou de réinitiation de la traduction sont nécessaires à l’expression de 

F AltORF étudié.

En résumé, les mécanismes d’expression des AltORFs devront probablement être étudiés 

au cas par cas, en déterminant d’abord quel est le ou quels sont les ARNm à partir du ou 

desquels il est exprimé, avant de décortiquer les mécanismes moléculaires autorisant 

l’initiation de la traduction à leur codon d ’initiation. Les mécanismes régissant l’expression 

d’AltORFs en comparaison aux RefORFs correspondants permettront d ’obtenir des 

indications quant à la régulation de leur expression, couplée ou découplée, en fonction de 

conditions cellulaires particulières. En condition de stress cellulaire, par exemple, la 

traduction coiffe-dépendante est inhibée (Ron, 2002, Sonenberg & Hinnebusch, 2009). La 

majorité de la traduction est inhibée (du moins cela est-il démontré pour les RefORFs), 

mais la traduction de certains ORFs peut être spécifiquement maintenue ou augmentée dans 

de telles conditions (Sonenberg & Hinnebusch, 2009). Cela semble être le cas pour AltPrP 

en condition de stress au réticulum endoplasmique (manuscrit 1, Figure 5).

Conciliation entre la présence d’AltORFs et la dégradation des ARNm non-sens (NMD) : 

Le mécanisme de NMD (nonsense mRNA decay, en anglais) permet aux cellules eucaryotes 

d’éliminer les ARNm contenant des codons stop prématurés, afin d ’éviter la synthèse de
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protéines ayant des effets possiblement délétères. Lorsqu’un ARNm est traduit pour la 

première fois, le complexe d ’élongation de la traduction élimine les complexes de jonction 

des exons (CJE) localisés à proximité des jonctions exon-exon. La règle de la NMD est que 

si le codon stop reconnu lors de ce premier tour de traduction est localisé en amont d ’un 

point limite (50-55 nucléotides en amont du dernier CJE), il est considéré comme un codon 

de terminaison prématuré. L’ARNm est alors ciblé vers la machinerie de dégradation. Un 

codon stop prématuré provoquant la NMD peut survenir dans plusieurs cas : en 

conséquence à un épissage alternatif (rétention d’un intron par exemple) ; dans un ARNm 

bicistronique, contenant un AltORF inclus dans le RefORF ; dans des transcrits de 

pseudogènes, d’éléments transposables ou de gènes sujets à réarrangement programmé 

(Kervestin & Jacobson, 2012). Ainsi, selon la localisation du codon stop d’un AltORF 

subissant la traduction, il est possible que l’ARNm qui l’encode soit sujet à la NMD. Après 

la traduction d’un uORF, la NMD peut avoir lieu, comme cela a été démontré chez les 

plantes, d ’une manière dépendante de la taille de l’uORF (Nyiko et al, 2009). Cependant, la 

réinitiation de la traduction après un codon stop prématuré permet à un ARNm d’échapper 

à la NMD (Neu-Yilik et al, 2011), suggérant qu’un uORF par exemple pourrait être traduit 

dès le premier tour de traduction. Un codon stop prématuré situé dans le dernier exon peut 

également rendre un ARNm insensible à la NMD, ce qui permettrait la traduction de 

certains AltORFs (Perrin-Vidoz et al, 2002). De plus, l’efficacité de la NMD apparaît tissu- 

spécifique (Zetoune et al, 2008). La NMD ne toucherait que 1 à 10 % des ARNm 

(Kervestin & Jacobson, 2012), alors que plus de la moitié des ARNm de mammifères 

subissent l’utilisation de multiples sites d’initiation (et donc sûrement de sites de 

terminaison précoce) de la traduction (Ingolia et al, 2011, Lee et al, 2012). Enfin, il faut 

noter que si le RefORF d’un ARNm est traduit en premier lors du premier tour de 

traduction, la NMD provoqué par la traduction d’un AltORF n’est plus à considérer. Toutes 

ces indications sur l’efficacité toute relative des mécanismes de NMD impliquent que 

l’existence de ce mécanisme est loin d’être incompatible avec une utilisation répandue des 

AltORFs comme source de diversité protéique.

Régulation de la synthèse d’AltPrP : Dans le manuscrit 1, j ’ai analysé la régulation du 

niveau d’expression d’AltPrP en réponse à des stress variés (Figures 4 et 5). Lors d ’un 

stress au réticulum endoplasmique (RE), mais pas lors d ’un stress thermique ou oxidatif,
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l’expression d’AltPrP se trouvait augmentée lorsque celle-ci était exprimée depuis une 

construction codant pour PrP et AltPrP (PrP(HAi), mais pas depuis une construction codant 

juste pour AltPrP (condition AltPrPHA). Ces résultats excluent une régulation au niveau 

post-traductionnel. De plus, cette augmentation d’expression est spécifique à AltPrP, 

l ’expression de PrP ne semblant pas augmentée, et touche aussi AltPrP produite de façon 

endogène. Un effet au niveau transcriptionnel n’est que peu probable. Un effet 

traductionnel spécifique à l’expression d ’AltPrP par initiation alternative de la traduction 

est donc envisageable. Il est pour l’instant inconnu si cette utilisation accrue d’un AUG en 

aval de celui du RefORF est spécifique au locus PRNP ou si ce mécanisme pourrait être 

généralisé. En plus du lancement d’un programme transcriptionnel bien défini lors du stress 

au RE, il est intéressant de noter qu’une réponse traductionnelle est mise en place (Lewis et 

al, 2008, Ventoso et al, 2012). Ainsi, la traduction de certains ARNm est maintenue voire 

augmentée, alors que le taux de traduction global est diminué de manière précoce suite à 

l’induction du stress au RE (Ron, 2002). Ceci est obtenu par une diminution de l’initiation 

de la traduction coiffe-dépendante (via la phosphorylation d ’eIF2a) (Ron, 2002), et une 

augmentation de mécanismes coiffe-indépendants (1RES ou CITE, ce qui reste à définir 

clairement) (Lewis et al, 2008, Sonenberg & Hinnebusch, 2009). Il peut donc être supposé 

qu’AltPrP serait traduite de manière coiffe-indépendante (au moins en condition de stress 

au RE). Plusieurs protéines dont la traduction est maintenue lors du stress au RE permettent 

de favoriser la survie cellulaire. Cela ne semble pas être le cas pour AltPrP, puisque sa 

surexpression n’affecte pas la viabilité cellulaire estimée par essai XTT en réponse à un 

stress au RE (données non présentées). Si d’autres protéines produites par utilisation de 

codons d’initiation en aval de celui du RefORF sont également induites lors d’un stress au 

RE, il serait important de valider les implications biologiques associées en rapport à la 

réponse à ce stress.

Un lien entre AltPrP et les maladies à prion ?

Outre la régulation de la synthèse d ’AltPrP, j ’ai également étudié l’expression d ’AltPrP au 

niveau de son mécanisme de dégradation. J ’ai montré qu’AltPrP était dégradée rapidement 

(durée de vie <30 min) de manière protéasome-dépendante (manuscrit 1, Figure 4). Il a été



176

observé qu’une inhibition du protéasome ainsi qu’un stress au RE semblaient être 

impliqués dans le processus de pathogenèse des maladies à prion. Puisque ces deux stress 

augmentent l’expression d ’AltPrP, la question se pose de savoir si AltPrP pourrait être 

impliquée dans le développement des maladies à prion. La surexpression d ’AltPrP au cours 

de la pathogenèse des maladies à prion devrait être testée. Les anticorps dirigés contre 

AltPrP bovine, ovine ou de cervidé que nous avons fait synthétiser ne nous ont 

malheureusement pas permis de détecter AltPrP endogène chez ces espèces (données non 

présentées).

Comme mentionné dans le paragraphe précédent, la surexpression d’AltPrP ne semble pas 

moduler la réponse au stress au RE. En revanche, il a été démontré qu’un stress au RE ainsi 

qu’une inhibition du protéasome induisaient une augmentation d ’agrégats insolubles de 

PrPc dans le cytosol (Dron et al, 2009, Kristiansen et al, 2005, Ma et al, 2002b). J ’ai donc 

étudié l’impact de ces deux stress sur la localisation cellulaire d ’AltPrP. Le stress au RE n’a 

pas eu d’effet, AltPrP (étiquetée HA ou eGFP en C-terminal) restant localisée aux 

mitochondries (données non présentées). Mais lors d’une inhibition du protéasome par 

traitement à l’epoxomycine de cellules exprimant AltPrP fusionnée à eGFP, cette dernière 

subit une délocalisation des mitochondries. Elle est alors localisée majoritairement dans un 

agrésome caractéristique, entouré d ’une cage de vimentine et situé dans une région péri- 

nucléaire (Figure 26) (Johnston et al, 1998). Il serait important de valider l’existence de 

telles structures in vivo, dans des tissus d’animaux ou de patients atteint de maladies à 

prion. Un anticorps qui fonctionne en immunohistochimie devra cependant être obtenu au 

préalable.

L’infection de souris par des prions constitue un moyen répandu d’étudier dans un temps 

raisonnable la contribution de différents facteurs dans la susceptibilité au développement de 

ces maladies (pénétrance, temps d ’incubation). Nous avons donc généré une lignée 

transgénique de souris avec de multiples insertions aléatoires de transgènes dirigeant la 

transcription d’un ARNm codant pour AltPrP humaine. Les tests d’expression du transgène 

dans le cerveau des souris ont cependant indiqué, au niveau de l’ARNm comme de la 

protéine, un niveau d ’expression trop faible dans cette lignée pour que le projet soit 

poursuivi (données non présentées).
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Un point supplémentaire de discussion concernant l’implication potentielle d ’AltPrP dans 

le développement des maladies à prion est disponible en annexe, sous forme d’un échange 

de lettres avec le Dr Peter Wills (Auckland University, Nouvelle-Zélande).
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Figure 26. AltPrP s’accumule sous forme d ’agrésomes lorsque le protéasome est 
inhibé. Des cellules HeLa ont été transfectées avec une construction codant pour AltPrP 
avec une étiquette eGFP en C-terminal (vert), puis cultivées en absence ou en présence 
d’epoxomycine (un inhibiteur du protéasome). Puis les cellules ont été immunomarquées 
avec des anticorps anti-mHSP70 (mitochondries), anti-vimentine (cytosquelette) ou anti-y- 
tubulin (centrosome) (rouge). Les images ont été obtenues par microscopie confocale. 
Échelle : 10pm.
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Détection des protéines alternatives

Bien que les résultats présentés dans le manuscrit 3 indiquent une contribution sans 

précédent des AltORFs à l’établissement du protéome, le nombre absolu et relatif par 

rapport aux protéines de référence de protéines alternatives détectées peut paraître faible. 

Excepté pour les échantillons de sérum/plasma, où les protéines alternatives sont largement 

représentées (~50% du nombre total de protéines détectées), ces dernières représentent 

moins de 2,5% des protéines détectées dans la plupart des échantillons analysés. 

Cependant, le nombre de protéines alternatives détectées est fort probablement une sous- 

estimation du nombre total de protéines alternatives contribuant réellement au protéome, 

pour plusieurs raisons. Tout d’abord, des protéines alternatives dont l’expression a été 

validée dans la littérature (AltPrP, AltATXNl, ALEX pour ne citer qu’elles) n’ont pas été 

détectées dans les expériences de MS analysées dans le manuscrit 3, indiquant le caractère 

non exhaustif du répertoire généré dans cette étude. Ensuite, un nombre limité de tissus et 

types cellulaires a été analysé. L’analyse d’un plus grand nombre d’échantillons, avec des 

profils transcriptomiques variés, amènera à la découverte de nouveaux AltORFs 

effectivement traduits en produits protéiques. Par exemple, il a été déterminé que le 

protéome des cellules HeLa était composé d’au moins 10255 protéines (de référence) issues 

de 9207 gènes (Nagaraj et al, 2011). Cela signifie que probablement moins de la moitié des 

20 300 gènes codant pour des protéines chez l’humain sont exprimés dans ces cellules. Par 

ailleurs, dans l’étude présentée dans le manuscrit 3, la profondeur de couverture 

protéomique était inférieure à celle de l’étude de Nagaraj et al., puisque 5 558 protéines de 

référence seulement ont été détectées. La base de données utilisée pour l’identification 

protéique était différente entre les deux études (IPI pour Nagaraj et al., Genbank dans notre 

cas), et surtout les techniques utilisées pour le fractionnement des protéines et peptides 

différaient, ce qui peut avoir une grande influence sur le nombre de protéines identifiées. 

L’application de méthodes de fractionnement supplémentaires pourrait donc amener à une 

plus grande sensibilité dans l’identification des protéines alternatives. Une autre explication 

au nombre inférieur de protéines alternatives détectées, comparé aux protéines de référence, 

tient dans la taille réduite des AltORFs comparé aux RefORFs. La détection de protéines de 

petite taille par spectrométrie de masse est un problème récurrent. En effet, en protéomique 

shotgun (identification des peptides issus d’un clivage protéolytique), la probabilité de
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détecter une protéine donnée est reliée au potentiel de cette protéine à produire une quantité 

abondante de peptides. Ainsi, plus une protéine est de taille et d’abondance réduite, moins 

elle génère de peptides. L’étude de Slavoff et al. suggère que les protéines alternatives sont 

exprimées à des abondances comparables aux protéines de référence (10 à 2 000 copies par 

cellules, pour trois candidats testés) (Slavoff et al, 2013). Leur taille réduite (manuscrit 3, 

figure 1E) explique donc certainement en grande partie la proportion réduite de protéines 

alternatives détectées, ce qui pourrait être amélioré en utilisant des méthodes de préparation 

d’échantillons contenant des étapes de fractionnement supplémentaires (séparation des 

peptides sur gradient isoélectrique par exemple), diminuant la complexité du mélange de 

peptides à analyser. L’analyse de protéines de taille réduite et les méthodes de 

peptidomique offrent également une avenue intéressante en complément aux analyses 

indépendantes du poids moléculaire, comme en atteste la proportion élevée (~24% du total 

d’identifications) de protéines alternatives identifiées parmi les protéines de moins de 10 

kDa (cellules HeLa, manuscrit 3, Table 1). De manière générale, l’amélioration continuelle 

des technologies de spectrométrie de masse vers une sensibilité toujours accrue (Mann et 

al, 2013) permettra également de contribuer à l’établissement d’un répertoire exhaustif des 

protéines alternatives dans plusieurs espèces. Il est important de noter que même sans 

générer de nouvelles données brutes de spectrométrie de masse, et comme réalisé en partie 

dans le manuscrit 3, la simple ré-analyse de données brutes déjà générées avec une base de 

données à laquelle sont ajoutées les séquences de protéines alternatives prédites permettra 

de contribuer significativement à ce répertoire. L’amélioration de la détection des AltORFs 

permettra également d ’étudier plus en détail les protéines alternatives, en obtenant des 

informations sur les protéoformes produites par épissage alternatif ou modifications post- 

traductionnelles par exemple. Des profondeurs d ’analyse protéomique plus poussées 

autoriseront aussi la détection facilitée et reproductible de produits protéiques difficilement 

détectables (comme les protéines de petite taille). Ceci mènera à la possibilité de leur 

incorporation dans des analyses protéomiques comparatives, et à identifier leurs différentes 

protéoformes possibles.
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Expression d’AltORFs chez d’autres espèces que l’humain

Dans les travaux présentés ici, un accent particulier a été mis sur la validation de 

l’expression de protéines alternatives chez l’humain. Qu’en est-il de leur expression dans 

d’autres espèces ?

Concernant AltPrP, son codon initiateur (celui identifié chez l’humain) est présent chez les 

mammifères supérieurs, mais absent chez les rongeurs, où aucun autre codon AUG (en 

amont ou en aval) présent dans ce cadre de lecture +3 ne pourrait être utilisé pour soutenir 

l’expression d’AltPrP (manuscrit 1, Figure 1). Il est envisageable que le codon GTG qui le 

remplace chez le rat, le hamster et la souris, ou le CTG chez le vison, puisse être utilisé 

comme codon initiateur, même si cela semble peu probable, étant donné leur fréquence 

réduite d’utilisation en aval de l’AUG de l’ORF de référence (Lee et al, 2012). En 

revanche, bien que la preuve de l ’expression in vivo d ’AltPrP n’ait été obtenue que chez 

l’humain (manuscrit 1, Figure 6), le haut niveau de conservation d ’AltPrP chez les 

mammifères supérieurs et l’expression d ’une version étiquetée HA à partir de plasmides 

permettant la surexpression de PrPc (bovine, ovine, de cervidés) indique que cette protéine 

alternative est certainement exprimée de façon endogène chez les mammifères supérieurs 

(manuscrit 1, Figures 1 et 2).

Tout comme chez l ’humain, et grâce aux mécanismes conservés d ’initiation de la 

traduction, il est possible de prédire de nombreux AltORFs chez d’autres eucaryotes, 

jusqu’à la levure, en utilisant l’algorithme présenté dans le manuscrit 3. Toutefois, la 

prédiction seule d’un AltORF ne présage en rien de son potentiel à être traduit. En effet, il 

serait par exemple possible d’identifier des ORFs dans des introns qui ne seront jamais 

inclus dans des ARNm subissant la traduction. La liste d’AltORFs prédits par l’utilisation 

de notre algorithme est certainement composée d ’un nombre important de faux positifs, 

c'est-à-dire d’AltORFs qui ne sont pas réellement utilisés pour traduire des protéines. Une 

méthode qui permet d’identifier des AltORFs candidats potentiellement exprimés et 

fonctionnels est l’utilisation d’analyse comparative de séquences, afin de retenir ceux 

conservés au cours de l’évolution, donc possiblement sous pression de sélection positive. 

Bien que cela ne soit pas une garantie de l’expression des candidats identifiés, cela nous a 

permis d’identifier des dizaines (chez la levure), centaines (chez les invertébrés), ou 

milliers (vertébrés) de protéines alternatives candidates qui pourraient être exprimées et
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fonctionnelles à travers plusieurs espèces eucaryotes (manuscrit 3, figure 6). Néanmoins, 

seules des approches expérimentales permettent de valider l’expression des AltORFs 

prédits, qu’ils soient conservés ou non.

Au cours de mon doctorat, j ’ai analysé des données brutes de spectrométrie de masse 

provenant d’échantillons d’espèces pour lesquelles les bases de données de protéines 

alternatives avaient été générées. J ’ai ainsi identifié 24 protéines alternatives chez la levure 

5. cerevisiae à partir des données brutes de l’étude de de Godoy et al. (de Godoy et al, 

2008) (données non présentées), dont aucune n’était conservée chez l’humain. Dans le 

sécrétome de cellules P-pancréatiques murines, j ’ai détecté 8 protéines alternatives, dont 3 

sont conservées chez l’humain (Tattikota et al, 2013) (données non présentées).

Ces résultats, conjugués aux exemples décrits dans la partie 3.1 de l’introduction du présent 

manuscrit, indiquent que des protéines alternatives sont exprimées dans d’autres espèces 

eucaryotes que l’humain, comme pouvait le laisser penser la conservation des mécanismes 

de traduction.

Des AltORFs chez les procaryotes ?

Chez les procaryotes, plusieurs mécanismes d’initiation de la traduction autorisent 

l’utilisation d’AltORFs dans les ARNm matures. Comme indiqué dans l’introduction 

(paragraphe 2.1), le mécanisme canonique d ’initiation de la traduction chez les procaryotes 

dépend de la présence d’une séquence Shine-Dalgamo en amont d’un codon initiateur (dans 

une région non traduite), ce qui permet déjà la traduction de plusieurs ORFs par ARNm. 

Des séquences SD peuvent également être présentes à l’intérieur des régions codantes 

bactériennes (Ponnala, 2010). Bien qu’il ait été suggéré que la présence de ces séquences 

SD internes permet de faciliter la traduction de régions contenant des codons rares, leur 

association à la présence d’AltORFs n’a pas été vérifiée. L’existence de mécanismes 

d ’initiation ne nécessitant pas la présence d ’une séquence SD (Boni et al, 1991, Hering et 

al, 2009, Kozak, 2005, Scharff et al, 2011) laisse aussi ouverte la possibilité que des ORFs 

autres que ceux référencés dans les ARNm procaryotes (qu’ils soient déjà définis comme 

polycistroniques ou non) soient utilisés pour la production de nouvelles protéines. Une base 

de données référençant des AltORFs prédits de plus de 100 codons dans le génome de 481
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organismes procaryotes existe déjà (incluant des AltORFs présents sur les brins 

complémentaires des gènes inclus dans les prédictions) (Pedroso et al, 2008). La traduction 

des protéines alternatives associées n’a en revanche pas été vérifiée de façon approfondie.



184

CONCLUSION

En accord avec les objectifs présentés dans la partie 4 de l’introduction, les 

conclusions majeures de mes travaux de recherche de doctorat sont les suivantes :

- dans une approche par gène candidat, j ’ai prouvé que chez les mammifères 

supérieurs, le gène PRNP dirige l’expression d’une seconde protéine appelée AltPrP, 

traduite depuis un AltORF situé dans un cadre de lecture alternatif et chevauchant l’ORF 

codant pour la protéine prion. La contribution d’AltPrP à la pathogenèse des maladies à 

prion est suggérée par la régulation de son expression lors de conditions de stress cellulaire 

qui participent à ces maladies.

- une approche computationnelle indique que des milliers d ’AltORFs peuvent être 

prédits dans le transcriptome de plusieurs organismes eucaryotes. Environ 90 % des ARNm 

humains possèdent au moins un AltORF prédit.

- la validation par une méthode protéomique à large échelle de l’expression 

endogène d’AltORFs prédits permet de conclure que les protéines alternatives contribuent 

significativement au protéome chez les eucaryotes.

Analysés dans leur globalité, mes travaux de doctorat mettent en relief l’étendue de 

l’utilisation de sites d’initiation alternative de la traduction chez les eucaryotes, permettant 

l’expression de nouvelles protéines depuis des ORFs alternatifs. Les outils développés 

constituent une base solide afin de mener à un recensement le plus exhaustif possible des 

protéines alternatives exprimées chez plusieurs organismes eucaryotes. Ils s’intégrent dans 

l’effort vers l’objectif majeur de l’ère post-génomique qu’est l’établissement du protéome 

complet de multiples organismes.

La tâche principale restant à accomplir, afin de déterminer l’importance biologique 

du protéome alternatif, est de caractériser les fonctions portées par les produits protéiques 

d’AltORFs. Les résultats et outils présentés ici stimuleront la découverte et la 

caractérisation de protéines alternatives de plus en plus nombreuses. L’exemple du gène 

codant pour l’ATXNl et la protéine alternative AltATXNl, étudié dans notre laboratoire,
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en est une illustration (Bergeron et al, 2013). D’autres protéines alternatives candidates sont 

actuellement à l’étude dans notre laboratoire et dans d ’autres, par le biais de collaborations.

La découverte que les AltORFs sont utilisés plus fréquemment qu’estimé 

précédemment amène à repenser la conception de la structure d ’un gène eucaryote 

classique. L’expression de plusieurs groupes de protéoformes depuis un locus génomique 

unique, et possiblement depuis des transcrits uniques, a des implications directes sur l’étude 

de la fonction des gènes. L’étude fonctionnelle des protéines alternatives amènera à la 

compréhension de leur rôle dans les mécanismes cellulaires en conditions physiologiques et 

pathologiques.
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Avant-propos: Cette lettre à l’éditeur à été écrite par le Dr Peter R. Wills en réaction à la 
publication de l’article 1 du présent manuscrit.

I read with interest the article entitled, “An overlapping reading frame in the PRNP gene 

encodes a novel polypeptide distinct from the prion protein,” by Vanderperre et al. (1). The 

paper describes the discovery of a polypeptide that is synthesized when translation is 

initiated at an AUG codon in the +3 reading frame downstream from the normal +1 open- 

reading frame (ORF) initiation site of the gene, PRNP, which encodes the prion protein 

(PrP), the main component of the etiological agent of transmissible spongiform 

encephalopathy (TSE). This alternative PrP (AltPrP) spans a region of PRNP that encodes a 

series of octapeptide repeats in the normal ORF, and it is comprised of 60-80 aa in most 

species known to be susceptible to TSE, the exact length depending on the number of 

encoded octa-repeats and the location of the next downstream stop codon in the +3 frame. 

AltPrP is coexpressed with the normal PrP, at least in humans, cattle, sheep, and deer, and 

is localized in the outer mitochondrial membrane. The possibility that AltPrP might 

participate in the pathogenesis of TSEs is discussed in the paper (1), but there is no mention 

of prior consideration given to the role of PrP molecules containing AltPrP sequence

mailto:p.wills@auckland.ac.nz
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elements as the main etiological agents of these diseases (2; 3). What may be the most 

significant feature of the new findings has been overlooked.

Although still the subject of occasional dispute, the infectious agent active in TSEs appears 

to be a variant of PrP. The difference between the normal cellular form of the PrP (PrPc) 

and the “scrapie associated” form (PrPSc) is widely thought to come down to nothing more 

than differences in the way the amino acid chain is folded— PrPSc replicates by inducing 

molecules of PrPc to refold into the PrPSc form. However, there has never been an 

investigation precise enough to exclude the possibility that a small minority of prion 

molecules containing frameshifted segments is an obligatory component of the etiological 

agents of most TSEs, serving as nuclei for the aggregation of normal-sequence, misfolded 

PrP that merely obscures the presence of full-length PrPs containing AltPrP elements.

Stochastic variation occurs in all molecular biological processes, and ribosomal 

framekeeping is no exception. Frameshifting errors occur at an average rate of ~10_5/codon 

assignment. Thus, it is to be expected that during synthesis of AltPrP, the normal reading 

frame will occasionally be restored, before the stop codon in the +3 frame is encountered, 

resulting in the production of hybrid AltPrP-PrP molecules. The C-terminal bulk of these 

molecules will be identical to the corresponding part of normal PrP, and the hybrids will be 

only 8 aa shorter than normal PrP, which has a 22-aa N-terminal signal peptide removed. 

These hybrid molecules would be expected to copurify with PrPSc when it is extracted from 

cells, and they would form an occult component of infectious preparations, including those 

derived from recombinant microorganisms through “protein misfolding cyclic 

amplification” (PMCA). This procedure is generally very efficient as far as the refolding of 

PrPc into PrPSc is concerned but often fails to produce high specific infectivity (4), 

suggesting that the production of infectivity may arise from the selective concentration of 

small numbers of lower solubility species of AltPrP sequence-containing prion molecules 

with highly hydrophobic N-termini.

The orthodox “induced misfolding model” of prion replication is encountering difficulties, 

as it cannot define the TSE disease threshold in terms of the amount and form of PrPSc 

needed for infectivity. There are cases in which misfolding of PrP is transmissible but
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innocuous and others in which disease is transmitted, but misfolded protein cannot be 

detected. On the other hand, hybrid AltPrP-PrP molecules could only account for 

infectivity if they were capable of stimulating, above some critical threshold, the abnormal 

processes that led to their production during cellular synthesis of PrP. The primary process 

to be stimulated would be translation in the +3 frame of the N-terminal region of the PRNP 

gene, either through initiation at the appropriate AUG codon (1) or -1 ribosomal 

frameshifting at the nearby site just upstream from a conserved pseudoknot in the mRNA 

(3; 5). The extremely rare, condensed tryptophan triplet elements in the resulting AltPrP 

peptides could easily be effectors of either ribosomal process. Once amplified translation in 

the +3 frame was established, a compensating downstream +1 frameshift could occur 

simply as a result of ribosome slippage at a UGG “hungry codon” (6). Local depletion of 

Trp-tRNA is very likely during amplified synthesis in the +3 frame of the octa-repeat 

region of PRNP, as it contains 32.5% of UGG codons compared with a proteome-wide 

average of only 1.3%. Thus, hybrid AltPrP-PrP could be self-replicating through a 

combination of -1 and +1 frameshifting processes.

Minimal units of the most infectious preparations of the scrapie agent, in the form of brain 

homogenate, contain some 106 molecules of protease-resistant PrPSc, dispersed as soluble 

aggregates consisting of 14-28 molecules of PrPSc (7). It is not clear why enormous 

numbers of soluble aggregates are needed to infect a brain when aggregates of this size 

represent the most efficient means of propagating infectivity, unless of course most 

aggregates do not contain the etiological agent. This would be the case if infectious 

preparations contained a small proportion, perhaps up to 100 ppm, of truly active AltPrP 

sequence-containing molecules of PrP. Normal brain material and recombinant 

microorganisms that synthesize PrP would be expected to contain only a tiny proportion of 

the active species (~0.01 ppm; one molecule/10 cells of healthy brain material), produced 

as a result of normal but infrequent errors in ribosomal framekeeping and retrievable 

through selective precipitation during the PMCA process.

The hypothesis that the etiological agents active in TSEs are sequence variants of the PrPc 

was first proposed one-quarter century ago (8). Now that AltPrP has been discovered (1), 

and the orthodox model of prion replication cannot produce a quantitatively consistent
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interpretation of the available data, searching for odd protein molecules with AltPrP 

sequence elements in infectious preparations has renewed purpose.

Footnotes

The opinions expressed in editorials, essays, letters to the editor, and other articles 

comprising the Up Front section are those of the authors and do not necessarily reflect the 

opinions of FASEB or its constituent societies. The FASEB Journal welcomes all points of 

view and many voices. We look forward to hearing these in the form of op-ed pieces and/or 

letters from its readers addressed tojoumals@ faseb.org.
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Avant-propos: Cette lettre à l’éditeur à été écrite en réponse à celle du Dr P. Wills.

Two observations led us to test the expression of alternative prion protein (AltPrP) (1). 

First, many functions were attributed to PrP, a protein encoded in the PRNP gene (2; 3). 

How one gene could encode one protein with such a variety of function is puzzling. 

Second, we noticed a putative overlapping reading frame in the +3 reading frame of PRNP. 

This coding sequence overlaps the octapeptide repeat region, a domain well conserved 

across species. Based on these two considerations only, a strategy was used that 

undoubtedly established that PRNP encodes two proteins: PrP and AltPrP (1). AltPrP is a 

tryptophan-rich mitochondrial protein, and its physiological function or its role in prion 

diseases is still unknown.

Previously, a hypothetical-induced frameshifting mechanism was proposed to explain the 

replication of prions, and the following model was suggested (4). First, a frameshift 

followed by a compensating frameshift during the translation of PrP results in the 

production of hybrid PrP molecules with sequence elements of AltPrP. Second, hybrid

mailto:xavier.roucou@usherbrooke.ca
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AltPrP-PrP molecules are capable of stimulating these frameshifting errors. Third, hybrid 

AltPrP-PrP molecules are the infectious agent and provide nuclei for PrP aggregation.

In our experiments, we have had no evidence that AltPrP synthesis involves ribosomal 

frameshifting. Furthermore, we could not detect hybrid AltPrP-PrP molecules by Western 

blot, and no experimental data indicated the possibility of frameshifting errors during PrP 

translation. However, levels of hybrid molecules may be too low to be detected by Western 

blot. Alternatively, the expression of hybrid molecules may require specific experimental 

conditions.

As noted by Dr Wills, some unresolved gaps persist in the current model of prion 

replication, despite major breakthroughs in recent years. Nonetheless, the existence and the 

role for hybrid AltPrP-PrP molecules in prion disease remain speculative. Sensitive 

proteomic techniques on infectious prion particles may help address this issue. Another 

strategy to challenge the frameshifting model would be to test if expression of artificial 

hybrid AltPrP-PrP molecules in cultured cells or in transgenic animals results in 

spontaneous production of infectious prions.
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