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Les cadres ouverts de lecture alternatifs contribuent significativement au protéome des eucaryotes
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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 frame 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 ARNms 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’ADNcs 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.
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