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Résumé des travaux : 

De par son rôle central dans plusieurs voies de dégradation de l’ARN, l'hélicase UPF1 
(UP-Frameshift 1) est associée à différents processus cellulaires contrôlant la stabilité de 
l’ARN, tels que le Nonsense Mediated Decay (NMD). Parmi les fonctions associées au NMD, 
celle de « barrière antivirale » est désormais clairement reconnue : plusieurs ARN viraux sont 
démontrés comme pouvant être ciblés par le NMD ; en réponse, ces virus ont également 
développé des mécanismes d'échappement. C’est le cas du rétrovirus humain HTLV-1 (Human 
T-Lymphotropic Virus 1), dont la protéine virale Rex inhibe le NMD. Rex, comme son 
homologue fonctionnel Rev d’HIV-1 (Human Immunodeficiency Virus 1), est essentiellement 
décrite comme un acteur de l’export cytoplasmique des ARN viraux non épissés via l’exportine 
CRM1/XPO-1 (Chromosome Region Maintenance 1 / Exportin-1). Dans ce contexte, nous 
avons cherché à comprendre comment Rex inhibe le NMD, si cela implique son rôle de 
transporteur rétroviral et si, par homologie, Rev d’HIV-1 agit de la même façon.  

 
Des mesures de stabilité de l’ARN et des immunoprécipitations ont confirmé 

l’inhibition du NMD par Rex et corrélé cet effet à son interaction avec UPF1 et CRM1 au sein 
d'un complexe CRM1-Rex-UPF1 (CRU). Ces effets sont associés à une rétention nucléaire 
d’UPF1. Des résultats similaires ont été obtenus avec Rev, permettant d’établir une homologie 
mécanistique entre HIV-1 et HTLV-1 dans l'inhibition du NMD. Ces résultats suggèrent 
également que Rex et Rev pourraient induire une dérégulation plus globale de l’export CRM1-
dépendant et des processus associés. Enfin, des expériences d’immunofluorescence et 
d’immunoprécipitations de l’ARN réalisées en lignées lymphoïdes chroniquement infectées par 
HTLV-1 démontrent également l’existence d’un mécanisme de recrutement d'UPF1 sur l'ARN 
viral dépendant de Rex et indépendant du NMD, suggérant un possible rôle proviral d’UPF1.  

 
Ce travail décrit de façon précise et pour la première fois, un processus de détournement 

de l’export d’UPF1, ici par Rex, et son impact potentiel sur l’homéostasie cellulaire via 
l’inhibition du NMD. L’ensemble de ces résultats ouvrent également une question plus large : 
celle d’une éventuelle contribution de la dérégulation de l’export par CRM1 dans la 
pathogenèse d’HTLV-1.  
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CHAPITRE I : LE TRANSPORT NUCLÉO-CYTOPLASMIQUE 
 

Le maintien de l’homéostasie cellulaire repose en partie sur un contrôle strict de la 
répartition des macromolécules entre les compartiments nucléaires et cytoplasmiques. Le 
transport unidirectionnel ou bidirectionnel des molécules s’effectue au travers des pores 
nucléaires qui résultent de l’assemblage de nucléoporines enchâssées dans la membrane. Les 
macromolécules (> 40 kDa) ne pouvant diffuser librement, elles nécessitent des récepteurs du 
transport nucléo-cytoplasmique qui vont permettre le passage du pore nucléaire. La majorité de 
ces transporteurs appartient à une seule et même famille : les karyophérines ou 
importines/exportines qui peuvent transloquer des cargos protéiques, seuls ou en association 
avec de l’ARN. CRM1-RanGTP est la voie majoritaire d’export des cargos protéiques, qui 
incluent un grand nombre de suppresseurs de tumeurs et de régulateurs de croissance cellulaire 
(tels que p53, BRCA1/2, FOXO3, IkBα ou encore la Survivine). CRM1 elle-même est 
fréquemment surexprimée dans plusieurs pathologies cancéreuses, et cette surexpression a été 
associée à de faibles taux de survie chez les patients. Grandement favorisé par les nombreuses 
études structurales poussées de CRM1, le développement d’inhibiteurs sélectifs dans le 
traitement de plusieurs pathologies cancéreuses et infections virales est en cours. 

 
Si CRM1-RanGTP est la voie majoritaire d’export des cargos protéiques seuls, c’est la voie 

NXF1/NXT11 qui est majoritairement utilisée pour l’export de l’ARNm, bien qu’un certain 
nombre d’ARNm soient spécifiquement exportés via CRM1-RanGTP. Cette hétérogénéité dans 
les voies d’export de l’ARNm s’explique notamment par la diversité en facteurs constituants 
les ribonucléoparticules (RNP) dont la composition, déterminante dans le recrutement des 
protéines adaptatrices et in fine dans l’export, résulte des différents processus nucléaires de 
maturation de l’ARNm, de la transcription à l’épissage. Or certains virus ont besoin d’exporter 
des ARN non ou partiellement épissés. Arrivée au pore nucléaire, la ribonucléoparticule virale 
(RNPv) qui résulte de l’assemblage de l’ARN viral avec certaines protéines cellulaires 
nécessaires à sa stabilité et son métabolisme, diffère de celle des RNP cellulaires. Cette 
composition différente pourrait s’expliquer notamment par une absence de passage par 
certaines étapes de maturations de l’ARN, telle que l’épissage par exemple. Tout ceci conduit 
au développement de stratégies virales, à l’image des rétrovirus HTLV-1 (Human T-
Lymphotropic Virus 1) et HIV-1 (Human Immunodeficiency Virus 1) qui expriment des 
transporteurs rétroviraux, respectivement Rex et Rev, pour exporter leurs RNPv via la voie 
CRM1. 

 
Ce chapitre s’intéresse donc en première partie à présenter les systèmes d’import/export, 

avec un focus particulier sur l’export protéique via l’exportine CRM1. En deuxième partie, 
l’export des ARN cellulaires sera abordé pour présenter plus particulièrement les deux voies 

actuellement connues d’export des ARN messagers (NXF1/NXT1 et CRM1). L’export des 
différents ARN rétroviraux y sera également succinctement abordé. Enfin, une troisième partie 

abordera les impacts pathologiques associés aux dérégulations de CRM1. 

 

                                                           
1 N’appartenant pas à la famille des Karyophérines. 
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 Transport nucléo-cytoplasmique des macromolécules 
 

Alors que les petites molécules (< 40 kDa) peuvent diffuser passivement au travers du 
complexe du pore nucléaire (NPC), la majorité du transport des macromolécules dites “cargos 
protéiques” repose sur des récepteurs de transport nucléaire de la famille des Karyophérines β 
(Kaps). En cellules humaines, cette famille regroupe une vingtaine de membres qui partagent 
une homologie de séquence avec l’importine β (Imp β), une structure similaire en domaines 
HEAT2 (répétitions en tandem) et un fonctionnement dépendant de la GTPase Ran. Les Kaps 
incluent des récepteurs d’import appelés importines, des récepteurs d’export appelés exportines 
ainsi que des récepteurs bidirectionnels. Leur rôle consiste à faire le lien entre d’une part le 
cargo protéique à transporter et d’autre part les nucléoporines du NPC (Fung and Chook, 2014; 

Güttler and Görlich, 2011). Chaque Kaps reconnaît un motif particulier (ou une structure) dans 
la protéine cargo (ou adaptatrice pour l’export des ARN, cf II.) définissant des 
importomes/exportomes propres à chacune d’entre elles. Ces motifs, définis par la séquence 
minimale et suffisante pour l’import ou l’export, sont communément et respectivement appelés 
NLS (Nuclear Localisation Signal) et NES (Nuclear Export Signal). Ces motifs présentent une 
grande diversité. Les mieux décrits à ce jour sont, pour les NLS, ceux interagissant avec 
l’importine α, l’importine β1 et l’importine β2 et, pour les NES, ceux interagissant avec 
CRM1/XPO-1 (Wing et al., 2022; Cautain et al., 2015). 

 
Concernant l’import, c’est le système importine α/importine β1 qui est actuellement 

supposé comme étant la voie d’import avec le plus large spectre et qui ne sera que 
succinctement décrit ci-après. Concernant l’export, parmi les sept exportines décrites pour le 
moment, CRM1/XPO-1 est l’exportine dont l’exportome est le plus large ; avec l’exportine 
XPO-7 dont l’exportome a été récemment considérablement élargi (environ 200 cargos 
d’export) et qui s’est révélée importer également une trentaine de cargos3 (Aksu et al., 2018; Kırlı 
et al., 2015). Les exportines telles que CAS (XPO-2), l’exportine t (XPO-3) et l’exportine 5 
(XPO-5) semblent être davantage spécialisées puisqu’elles sont à l’heure actuelle décrites dans 
l’export de quelques cargos uniquement : XPO-2 exporte l’adaptateur de l’import, importine α 
(Kutay et al., 1997) ; XPO-3 exporte les ARN de transfert (ARNt) (Kutay et al., 1998) ; XPO-5 
exporte principalement les précurseurs des microARN (pré-miARN) (Cautain et al., 2015; Lund 

et al., 2004).  
 

A. Dépendance du gradient RanGTP/RanGDP pour le cycle d’export-import  
 

Toutes les Karyophérines β lient directement le RanGTP et utilisent l’énergie 
métabolique du système Ran comme force conductrice du transport. La liaison du RanGTP 
induit une modification importante de leurs affinités respectives pour leur cargo. Ce système 
RanGTPase repose sur la protéine Ran (Ran-related ou Ras-like nuclear) qui est mobile dans 
toute la cellule. Sa répartition nucléo-cytoplasmique est donc déterminée par des régulateurs de 

                                                           
2 Acronyme pour les quatre protéines dans lesquelles cette structure a été retrouvée pour la première fois chez la levure : 
Huntingtin, Elongation factor 3, protein phosphatase 2A, et la kinase Tor1.  
3 Faisant d’XPO-7 une biportine. 
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son activité : Ran interagit dans le cytoplasme avec RanGAP4 et dans le noyau avec RCC15, 
principal facteur d'échange de nucléotide guanine de Ran, associée à la chromatine. Grâce à la 
compartimentalisation de ces protéines régulatrices, un gradient RanGTP-RanGDP est 
maintenu de part et d’autre de la membrane nucléaire (Wing et al., 2022; Güttler and Görlich, 

2011; Kaláb et al., 2006) (Figure 1b).  
La formation du complexe d’export cargo-exportine-RanGTP se fait par des interactions 

dites coopératives, c’est-à-dire nécessitant la liaison de l’exportine à RanGTP d’une part et son 
cargo d’autre part, pour former un complexe stable. Une fois formé, le complexe d’export 
cargo-exportine-RanGTP peut lier plusieurs nucléoporines du NPC. Arrivé dans le cytoplasme, 
le complexe cargo-exportine-RanGTP interagit avec RanBP1 et RanBP26, impliquées dans la 
dissociation du cargo. Elles favorisent un changement conformationnel du complexe d’export 
permettant l’interaction de RanGTP avec RanGAP. RanGAP catalyse ensuite l’hydrolyse de 
RanGTP en RanGDP pour terminer le processus d’export et l’exportine est ensuite recyclée 
dans le noyau pour un nouveau cycle d’export (Fung and Chook, 2014; Güttler and Görlich, 2011) 

(Figure 1a). Un cofacteur supplémentaire est décrit pour l’export CRM1-dépendant : dans le 
noyau, la liaison de la protéine RanBP3 faciliterait le processus de chargement du cargo 
protéique (Langer et al., 2011; Nemergut et al., 2002). 

 
 

 
 

 
Figure 1. Dépendance du gradient RanGDP-RanGTP pour les cycles d’import-export, adaptée de 

Güttler and Görlich 2011. 

 

Etant donné que les concentrations nucléaires de RanGTP sont environ 1000 fois 
supérieures aux concentrations cytoplasmiques, ce gradient RanGDP-RanGTP détermine 
également la directionnalité du transport. En effet, les complexes d’import s’associent à leur 

                                                           
4 Ran GTPase-activating protein 1 
5 Regulator of Chromosome Condensation 1 
6 Aussi connue sous le nom de Nup358 ; Ran-binding protein 2  
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cargo lorsque les concentrations en RanGTP sont faibles (dans le cytoplasme) et traversent le 
NPC sous forme d’un dimère importine β-cargo. Dans le noyau, la liaison du RanGTP à 
l’importine β dissocie le cargo de l’importine β rendant l’import irréversible. Le complexe 
importine β-RanGTP est recyclé dans le cytoplasme où l’action de la GTPase déloge Ran de 
l’importine. Le Nuclear Transport Factor 2 (NTF2 ; n’appartenant pas à la famille des Kaps) 
permet la translocation de la molécule de RanGDP du cytoplasme vers le noyau, où RanGTP 
est reformé par l’action de la RCC1, permettant ainsi le maintien de ce gradient Nucléo-
Cytoplasmique (N/C) de RanGTP-RanGDP (Güttler and Görlich, 2011; Smith et al., 2002, 1998) 

(Figure 1b). 
 

B. Systèmes de l’import : les importines β  
 

L'import nucléaire repose sur le système importine β qui s'associe à ses cargos 
directement (Importine β2) ou, le plus souvent, par l'intermédiaire de protéines adaptatrices 
(Importine β1), telles que l'importine α ou la Snurportine7 (Figure 1c,d). Les protéines 
adaptatrices reconnaissent une séquence consensus appelée NLS (Nuclear Localisation Signal) 
présente dans les protéines cargo à importer. Elles recrutent l'importine β via un domaine, 
appelé domaine de liaison N-terminal de l'importine β (IBB), aussi considéré comme un NLS, 
pour former un hétérodimère avec l’importine β et transporter les protéines cargo du cytoplasme 
vers le noyau. C’est notamment ce domaine IBB des protéines adaptatrices de l’import qui 
permet une régulation fine de l'import nucléaire : il va jouer un rôle dans la régulation de la 
formation du complexe d'import, l'arrimage et la translocation à travers le NPC, la libération 
des cargos d'import dans le noyau et enfin le recyclage des adaptateurs dans le cytoplasme (Wing 

et al., 2022; Lott and Cingolani, 2011).  
 

Selon le type de NLS reconnu et la protéine adaptatrice qui le reconnaît, plusieurs voies 
d’import sont décrites :  

(1) La protéine importine α (Impα)8, qui reconnaît les NLS dits classiques9 et 
hétérodimérise avec l’importine β1, définit la voie importine α/importine β1 
(Impα/Impβ1) (Cautain et al., 2015). L’importine α est recyclée dans le cytoplasme par 
l’exportine CAS (Kutay et al., 1997). L’importine β1 est une voie d’import à spectre 
large : elle est décrite comme important les facteurs impliqués dans l’expression des 
gènes et la régulation du cycle cellulaire ou encore les protéines de la membrane interne 
du noyau (Wing et al., 2022).  

(2) La protéine importine β2 (appelée aussi transportine 1) reconnaît quant à elle 
directement son cargo via un NLS dit non classique, dont une des caractéristiques 
communes est la présence de motifs proline-tyrosine (PY-NLS)10. Les facteurs à PY-
NLS identifiés comme étant importés par l’importine β2 regroupent à ce jour des 
facteurs impliqués dans la maturation de l’ARNm (Wing et al., 2022; Cautain et al., 2015).  

                                                           
7 ou SNUPN 
8 Dont 7 isoformes sont décrites chez l’homme : Impα1, Impα3, Impα4, Impα5, Impα6, Impα7, et Impα8. 
9 Généralement de petites tailles, contenant un (pour les NLS classiques monopartites) ou deux (pour les NLS classiques 
bipartites) clusters d’acides aminés chargés positivement, typiquement riches en Lysine ou Arginine. Dans le cas des NLS 
classiques bipartites, les deux clusters sont généralement séparés par 10-12 acides aminés.  
10 Les NLS non classiques varient significativement en termes de taille et de charge. 
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(3) Enfin, la Snurportine est une protéine adaptatrice un peu particulière : elle permet 
l’import des UsnRNP, composants essentiels du spliceosome, en reconnaissant leur 
coiffe triméthylguanosine (m3G) d’une part et l’importine β1 de l’autre. Elle est recyclée 
dans le cytoplasme par CRM1 (Monecke et al., 2009; Strasser et al., 2004; Paraskeva et al., 

1999). 
 
De manière intéressante, l’import nucléaire de certains facteurs viraux est également médié par 
les importines. Par exemple, les protéines virales Rev d’HIV-1 et Rex d’HTLV-1 sont 
importées dans le noyau par interaction avec l’importine β1. Rev est également capable 
d’interagir directement avec l’importine β2 (Spittler et al., 2022; Cautain et al., 2015; Palmeri and 

Malim, 1999; Henderson and Percipalle, 1997).  
 

En réalité, une dizaine d’importines sont décrites à ce jour et, pour la majorité d’entre-
elles, les cargos d’imports sont connus. De plus, deux autres classes de NLS ont récemment été 
caractérisées : les IK-NLS11 reconnus par l’importine 5 (Imp β3) qui sont notamment retrouvés 
dans les facteurs de l’organisation de la chromatine ; les RS-NLS12 fonctionnant avec la 
Transportine 3 (Imp-12) qui sont retrouvés dans un grand nombres de facteurs de l’épissage 
appelés protéines SR (riches en Sérine-Arginine) (Wing et al., 2022). 
 

C. Export CRM1-dépendant des macromolécules 
 

CRM1 est la première importine à avoir été identifiée et ce chez Schizosaccharomyces 

pombe par la caractérisation d’une mutation dans un gène causant un phénotype de distorsion 
de structure des chromosomes, lui valant le nom de Chromosome Region Maintenance 1 
(Adachi and Yanagida, 1989). Ce n’est qu’ensuite que CRM1 est identifiée comme récepteur 
nucléaire, grâce à la découverte conjointe d’un inhibiteur naturel et sélectif de son export, la 
Leptomycine B (LMB) (Kudo et al., 1998; Fukuda et al., 1997; Stade et al., 1997), la même année 
que l’identification de la protéine virale Rev d’HIV-1 comme protéine adaptatrice de l’export 
des ARN viraux (Fornerod et al., 1997; Neville et al., 1997; Wolff et al., 1997). La découverte de 
son rôle dans l’export de certains ARN cellulaires n’émerge d’ailleurs qu’encore plus tard, sous 
l’impulsion des premières études menées chez HIV-1 (cf. II).  
 

1. Association Cargo - CRM1 : les différentes classes de motif NES 
 

La protéine cargo s’associe à CRM1 au niveau d’une poche hydrophobe, généralement 
appelée « NES pocket », via un domaine NES (Figure 2b). Les motifs NES sont classiquement 
définis comme de courtes séquences de 8 à 15 acides aminés contenant un pattern de résidus 
hydrophobes et possèdent une grande diversité d’affinité pour CRM1 (Lee et al., 2019; Güttler et 

al., 2010).  
Les nombreuses études structurales ont permis de déterminer une séquences consensus 

comme suit : Φ0-(x)2Φ1-(x)2-3-Φ2-(x)2-3-Φ3-x-Φ4, où Φ représente les résidus hydrophobes13 et 

                                                           
11 Riche en Isoleucine-Lysine.  
12 Riche en Arginine-Sérine. 
13 Généralement Leu, Ile, Val, Met et Phe. 
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x représente un acide aminé quelconque. Sur la base de ces résidus hydrophobes (Φ) et du 
nombre d’acides aminés les séparant, les motifs NES sont répartis en différentes classes (Figure 

2a). En fonction de leur classe, les NES adoptent des conformations appelées “binding groove” 
d’association à CRM1. Cette diversité de séquences pouvant constituer un NES illustre la 
diversité d’affinité des NES pour CRM1. Mais si les affinités calculées expérimentalement (KD) 
varient grandement entre les différentes classes (KD NESRev de classe 2 = 1180 nM ;  KD 

NESSNUPN de classe 1c = 12500 nM), elles varient également au sein d’une même classe (KD 

NESPKI  de classe 1a = 34 nM ; KD NESStrad α de classe 1a = 10300 nM), suggérant que la classe 
du NES ne détermine pas entièrement l’affinité du cargo pour CRM1 (Lee et al., 2019; Fu et al., 

2018; Fung et al., 2017; Güttler et al., 2010). Il est d’ailleurs montré que cette affinité de CRM1 
pour son cargo est favorisée par l’interaction de CRM1 avec RanGTP (cf II.2) ; d’autre part, il 
est suggéré que l’affinité de CRM1 pour son cargo pourrait être en partie modulée par une 
interaction plus large du cargo avec CRM1 qu’uniquement au niveau de la poche d’interaction : 
les structures obtenues du complexe RanGTP-CRM1-Snurportine montrent que la Snurportine 
se lie à CRM1 de manière plus large que la région de la « NES pocket » (Monecke et al., 2014, 

2009), ajoutant probablement des contraintes physiques/stériques supplémentaires contribuant 
à la modulation de l’affinité des domaines NES (Figure 2b). 

Quoi qu’il en soit, l’affinité pour CRM1 de la plupart des domaines NES est plutôt 
faible, en cohérence avec la nécessité de libérer la protéine cargo efficacement dans le 
cytoplasme (Fu et al., 2018; Kehlenbach and Port, 2016; Engelsma et al., 2004). 

 
 

 

 
 

Figure 2. Les différentes classes de NES et association d’un cargo exemple, la Snurportine.  
 

2. Coopérativité de l’association Cargo-CRM1-RanGTP  
 

Pour le chargement des cargos, côté nucléaire, et le déchargement côté cytoplasmique, 
CRM1, comme toutes les autres Kaps, utilise donc la GTPase Ran. Les interactions deux à deux 
de CRM1 avec soit RanGTP soit le cargo étant faibles, la formation du complexe d’export 
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cargo-CRM1-RanGTP se fait donc par des interactions dites coopératives, c’est-à-dire 
nécessitant la liaison de CRM1 à ces deux partenaires pour former un complexe ternaire stable 
(Fung and Chook, 2014; Güttler and Görlich, 2011; Petosa et al., 2004). Plusieurs caractéristiques 
structurales de CRM1 vont être importantes dans cette coopérativité des interactions et in fine 

dans les mécanismes de formation des complexes d’export avec CRM1. 
CRM1 est composée de 21 domaines de répétitions HEAT, motifs qui se structurent en 

tandems hélice A - boucle - hélice B : les deux hélices alpha antiparallèles A et B de chaque 
répétition HEAT s’empilent et s’alignent de manière à ce que les hélices de type A forment une 
surface externe convexe et les hélices B forment une surface interne concave (Figure 3b). 
L’ensemble formant un solénoïde prenant la forme d’un anneau, tel que les domaines N-
terminal et C-terminal se trouvent à proximité (Figure 3b). En N-terminal de la protéine, les 
motifs HEAT 1 à HEAT 3 (H1 à H3) forment un domaine CRIME14 impliqué, avec les 
domaines H9 et H21B, dans la liaison de RanGTP. En effet, la région C-terminale (CTR) et la 
boucle H9 sont décrites comme des éléments inhibiteurs de l’interaction NES-CRM1 en 
absence de RanGTP. La liaison de RanGTP à CRM1 permettrait ainsi de libérer les domaines 
H11 et H12, qui forment une poche hydrophobe à la surface extérieure de CRM1, ou « NES 
pocket » (Ferreira et al., 2020; Fung and Chook, 2014; Dian et al., 2013; Güttler and Görlich, 2011).   
 

 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3. Domaines structuraux et fonctionnels de CRM1, adaptée de Ferreira et al., 2020 et Güttler 
and Görlich., 2011. La figure 3a reprend de manière schématique et linéaire les domaines structuraux 
de CRM1 (C528 : cystéine 528 impliquée dans l’interaction avec la leptomycine B ; E571K : mutation 
fréquemment retrouvée dans les cancers). La figure 3b montre l’organisation tridimensionnelle de 

                                                           
14 Pouvant être étendu à H5 ; partage une homologie de séquence avec l’importine β. 
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CRM1 en complexe avec RanGTP (en vert) et les différents domaines fonctionnels (1 : domaine 
CRIME ; 2 : CTR ou Région C-terminale ; Acidic H9 Loop : boucle entre les hélices 9A et 9B).  
 

Par interaction avec ces éléments structuraux, d’autres facteurs vont pouvoir moduler la 
stabilité du complexe d’export. Par exemple, il est montré que RanBP3, en se liant également 
au niveau de la boucle H9 stabilise le complexe d’export, notamment en augmentant l’affinité 
de liaison de Ran à CRM1 dans le noyau, et lui valant le rôle de cofacteur de CRM1 dans 
l’export (Langer et al., 2011). Il est également montré que RanBP3 peut moduler la sélectivité 
de CRM1 pour son cargo : par exemple, RanBP3 augmente l’affinité du NES de Rev d’HIV-1 
pour CRM1 (Englmeier et al., 2001). De manière intéressante, cette région de fixation de RanBP3 
à CRM1 est également celle décrite comme interagissant avec Rex et favorisant sa 
multimérisation (cf. chapitre II) (Hakata et al., 2003). Enfin, c’est dans la “NES pocket” que se 
fixe la Leptomycine B (LMB) qui, par liaison covalente avec la cystéine 528, inhibe 
sélectivement et de manière non compétitive l’export via CRM1 (Kudo et al., 1998). C’est aussi 
dans cette région qu’une mutation fréquemment retrouvée dans les cancers, E571K, est décrite 
(Puente et al., 2011) (cf. II.4) (Figure 3a).  
 

3. Implications cellulaires de CRM1 : plongée au cœur de son exportome 
 

CRM1 a d’abord été identifiée par son rôle essentiel dans la régulation de la mitose : 
elle est retrouvée au niveau des kinétochores mitotiques où elle est nécessaire à la nucléation 
des microtubules, premier stade de polymérisation des microtubules (Torosantucci et al., 2008; 

Arnaoutov and Dasso, 2005). Elle est également impliquée dans différents aspects de 
l’assemblage du fuseau mitotique, comme d’autres membres de la famille des importines β et 
les nucléoporines (Forbes et al., 2015).  

Si CRM1 est donc essentielle pour la ségrégation des chromosomes en anaphase, elle 
assure ses fonctions d’export pendant l’interphase, lorsque la membrane nucléaire est intacte. 
Outre ses fonctions dans l’export des ARN cellulaires (détaillée ci-après, cf. II), CRM1 est 
impliquée dans l’export d’une large diversité de cargos protéiques, associés à diverses fonctions 
cellulaires. Une grande partie de la méthode de validation de ces cargos repose sur l’utilisation 
de la Leptomycine B, inhibiteur sélectif de CRM1 : si le traitement à la Leptomycine B induit 
une séquestration nucléaire du facteur, alors son export est considéré comme dépendant de 
CRM1. Si certains cargos tels que p53, BRCA1/2, ou p27 ont été identifiés au travers de l’étude 
ciblée de ces facteurs15 (Azizian and Li, 2020; Kim et al., 2016; Gravina et al., 2014), ce sont les 
études en spectrométrie de masse qui ont permis un apport considérable de données pour 
l’identification de l’exportome de CRM1 (Kırlı et al., 2015; Thakar et al., 2013). Notamment, 
l’étude de Kirli et al. qui, en comparant les exportomes de CRM1 chez S. cerevisiae, dans les 
oocytes de Xenopus et en cellules HeLa, retrouvent plus de 700 cargos chez la levure, 1000 
cargos dans les oocytes de xénope et 1050 cargos en cellules HeLa (Kırlı et al., 2015). Les 
résultats obtenus par Kirli et al. ont permis d’enrichir les données existantes concernant le lien 
entre CRM1 et la biogenèse des ribosomes, l’export des protéines régulatrices de type kinases, 
phosphatase et du système ubiquitine/protéasome, la régulation des centrosomes ou encore 

                                                           
15 En cancérologie notamment, au travers du développement d’inhibiteurs de CRM1 comme pour les protéines RB et p21 - 
protéine du rétinoblastome (RB), p21 (=CDK1), p27 = KIP1, régulateur du cycle cellulaire. 
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d’établir de nouveaux liens avec le métabolisme des ARN, l’assemblage vésiculaire des voies 
sécrétoires, l’autophagie et les peroxysomes (Figure 4). De manière intéressante, parmi les 
cargos à haut score, ils identifient des facteurs impliqués dans la dégradation de l’ARNm, et 
notamment des facteurs de la voie du Nonsense Mediated Decay (UPF1, UPF2 et UPF3) ainsi 
que des composants des P-bodies16 (compartiment associé à la dégradation de l’ARNm), 
suggérant une potentielle régulation du métabolisme des ARN, peut-être par renouvellement 
des pool cellulaires de ces facteurs. Ces cargos sont également retrouvés dans les oocytes de 
xénope et S. cerevisiae, suggérant une fonction conservée (Kırlı et al., 2015). Si l’export via 
CRM1 d’UPF1 était déjà montré par Mendell et al. en cellules HeLa, ces données suggèrent un 
lien potentiel plus global entre le métabolisme des ARN et l’export CRM1 (Mendell et al., 2002). 
Enfin, en exportant la Snurportine, adaptateur de l’import des éléments du spliceosome, CRM1 
pourrait être impliquée de manière indirecte dans la régulation de l’épissage.  

 
La majorité des cargos identifiés par Kirli et al. sont des protéines exclusivement 

cytoplasmiques, aussi les auteurs suggèrent que CRM1 pourrait fonctionner à la manière d’une 
pompe éjectant du noyau un grand nombre de facteurs (Kırlı et al., 2015). Les dérégulations de 
CRM1 étant associées à un grand nombre de pathologies notamment cancéreuses (cf. 4), ceci 
suggère que CRM1 pourrait être un point clé de régulation dans les divers processus qui 
nécessitent les facteurs qu’elle exporte.  

 
 

 
 

 

Figure 4. Les différentes fonctions dans lesquelles CRM1 est impliquée en cellules humaines. 

 

 

                                                           
16 DCP1 et DCP2 et des protéines du decapping de l’ARNm. 
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 Export nucléo-cytoplasmique des ARN cellulaires 
 

A l’exception des ARN de transfert (tRNA) et des microARN (miRNA), les ARN 
cellulaires sont généralement exportés sous forme d’une ribonucléoparticule mature (RNP) qui 
résulte du recrutement sur l’ARN de plusieurs facteurs au cours des différentes étapes de 
maturation de l’ARN (Björk and Wieslander, 2017; Okamura et al., 2015). Un premier niveau de 
régulation de cet export des RNPs réside dans le fait qu’intrinsèquement les récepteurs d’export 
ne lient pas directement l’ARN : CRM1 n’est pas une protéine de liaison à l’ARN, et NXF1, 
lorsqu’elle est libre, ne présente pas une conformation favorable à sa liaison à l’ARN (Okamura 

et al., 2015; Viphakone et al., 2012). De ce fait, l’export nécessite la présence de protéines 
adaptatrices, qui vont interagir avec les cofacteurs présents sur l’ARN ou avec des motifs 
particuliers (Figure 5). 

 
 

 
 

 
 

 
 
 
 

 

 
 
 

 
Figure 5. Les différents systèmes d’export des ARN cellulaires, adaptée d’Okamura et al. 2015. 

 

A. Export NXF1/NXT1-dépendant des ARN messagers (ARNm) 
 

Le système NXF1/Tap est décrit comme la voie majeure d’export des ARNm, et passe 
par la formation d’un hétérodimère avec NTX1/p15 pour lier l’ARN via plusieurs protéines 
adaptatrices : le complexe TREX (TRanscription EXport Complex) et les protéines SR (riches 
en Sérine-Arginine) (Figure 6) (Björk and Wieslander, 2017; Okamura et al., 2015).  

 
Un des complexes adaptateurs le mieux décrit est le complexe hautement conservé 

TREX. Au sein de ce complexe, on retrouve les sous-unités protéiques AlyREF, le sous 
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complexe THO17 ainsi qu’UAP5618, une DEAD-Box hélicase à ARN qui, en tant que facteur 
de l’épissage, favorise l’assemblage du spliceosome. Chez les mammifères, le complexe TREX 
est recruté sur les ARNm épissés, en amont d’un EJC (Exon Junction Complex) et dans les 
régions proches de l’extrémité 5’ de l’ARNm, par des mécanismes indépendants de la 
transcription : son recrutement nécessite les étapes d’épissage et de coiffage (Dufu et al., 2010; 

Masuda et al., 2005; Okamura et al., 2015). Il est notamment montré que la sous-unité AlyREF 
interagit avec eIF4A319, un composant de l’EJC (Björk and Wieslander, 2017; Gromadzka et al., 

2016). De plus CBP80, sous-unité du complexe de la coiffe 5’(CBC), interagit également avec 
les sous-unités AlyREF et THO pour l’export de l’ARN messager (Cheng et al., 2006; Chi et al., 

2013). NXF1 seul, a une faible affinité pour l’ARN. C’est donc la liaison du complexe TREX, 
via les sous-unités THOC5 et AlyREF, qui entraîne un changement de conformation lui 
permettant de lier l’ARN (Viphakone et al., 2012). Bien que peu décrite, la protéine NXT1/p15 
semble, quant à elle, davantage jouer un rôle dans les étapes ultérieures de liaison du complexe 
NXT1/NXF1-ARNm à la nucléoporine p62 (Matzat et al., 2008). 

 
En plus du complexe TREX, trois protéines à domaine Sérine-Arginine (SRSF1, SRSF3 

et SRSF7) ou protéines SR, sont également capables de recruter NXF1 au niveau des ARNm 
épissés chez les mammifères (Huang et al., 2003). Les protéines SR sont des protéines de liaison 
à l'ARN recrutées sur l’ARN pré-messager pendant la transcription où elles jouent un rôle dans 
la régulation de l’épissage (Änkö, 2014; Howard and Sanford, 2015). En restant associées aux 
ARNm après l’épissage, elles régulent également d’autres processus tels que la 
polyadénylation, la stabilité de l'ARNm ou encore la traduction (Bradley et al., 2015; Lemaire et 

al., 2002; Maslon et al., 2014). S’il est admis que le complexe TREX est l’adaptateur majeur entre 
NXF1/NXT1 et l’ARNm, il n’est pour le moment pas établi que TREX et les protéines SR 
régulent l’export de sous-catégories particulières d’ARN messagers (Okamura et al., 2015). 
Néanmoins, SRSF3 a été montrée comme pouvant lier le dernier exon et promouvoir l’export 
des ARNm avec des longs 3’UTR, en recrutant NXF1 (Björk and Wieslander, 2017; Müller-

McNicoll et al., 2016). SRSF3 et SRSF7 sont nécessaires pour l'export de transcrits rapporteurs 
contenant un élément d’export de la région codante du gène de l'histone H2A (Huang and Steitz, 

2001) et permettraient également de réguler la longueur de la région 3’UTR (Schwich et al., 2021). 
Récemment, il a été montré que SRSF1 et SRSF7 sont recrutées sur l’ARN NKILA, un ARN 
long non codant dépourvu d’introns. Pour son export, SRSF1 et SRSF7 recrutent le complexe 
TREX via une interaction avec UAP56 et AlyREF (Khan et al., 2021), suggérant un lien potentiel 
entre les deux types de protéines adaptatrices.  

 
Enfin, il semble exister des adaptateurs spécifiques à certains tissus dont au moins un 

est décrit : HuD, uniquement exprimé dans les neurones, se fixe aux ARNm porteurs de 
séquences « ARE » pour les exporter via le système NXF1/NXT1. De manière intéressante, 
l’export de ces ARN dépend classiquement dans les autres tissus de CRM1 via la protéine 
adaptatrice HuR (Björk and Wieslander, 2017; Okamura et al., 2015; Saito et al., 2004) (Cf. 

paragraphe suivant).  

                                                           
17  Qui se compose des sous-unités THOC2, THOC3, THOC5, THOC6 et THOC7. 
18 Spliceosome RNA helicase DDX39B 
19  Hélicase à ARN aussi connue sous le nom de DDX48 ; Eukaryotic translation initiation factor 4A, isoforme 3. 
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Figure 6. Comparaison des voies NXF1/NXT1 et CRM1 dans l’export des ARNm, adaptée de 

Siddiqui et al. 2012. 

 
B. Export CRM1-dépendant de certains ARN cellulaires 

 
Comme introduit plus tôt, CRM1-RanGTP est la voie majoritaire d’export des cargos 

protéiques seuls, bien qu’un certain nombre d’ARNm soient spécifiquement exportés via 
CRM1-RanGTP. En effet, le rôle de CRM1 dans l’export de l’ARN n’a d’abord été décrit qu’au 
travers de celui de l’ARN viral non épissé d’HIV-1, où la protéine virale Rev a été identifiée 
comme protéine adaptatrice (Fornerod et al., 1997; Neville et al., 1997; Wolff et al., 1997). Depuis, 
CRM1 a été identifiée comme voie d’export spécifique de certains ARN messagers, mais 
également des petits ARN nucléaires (snRNA) et des ARN ribosomiques.  

 
Trois protéines adaptatrices ont été pour le moment identifiées comme fonctionnant 

avec le complexe CRM1-RanGTP pour l’export des ARNm : HuR (RNA-binding protein 
Human antigen R), LRPPRC (Leucine-Riche PentatricoPeptide Repeat protein), et NXF3 
(Nuclear Export Factor 3) (Figure 6). HuR est recrutée sur les ARN messagers contenant des 
séquences riches en motifs AU : ces éléments « ARE » sont retrouvés dans la région 3’UTR de 
nombreux proto-oncogènes et de certaines cytokines20 pour cibler leur dégradation. HuR 

                                                           
20 Plus globalement dans les ARN liés à la réponse inflammatoire et immunologique.  
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s’associe ensuite avec les cofacteurs pp32 et APRIL21 puis, via son domaine NES, à CRM1-
RanGTP pour l’export (Scott et al., 2019; Lourou et al., 2019; Brennan et al., 2000). 
Indépendamment de sa fonction dans la traduction cytoplasmique, eIF4E22 est également 
impliquée dans l’export de certains ARN messagers porteurs d’éléments de séquences 4E-SE 
de la région 3’UTR. Cet export dépendant d’eIF4E – 4ESE est impliqué dans la régulation de 
la prolifération cellulaire, notamment par la régulation de l’export de l’ARNm de la cycline D1. 
LRPPRC s’associe de manière coopérative au motif 4E-SE de l’ARN et à eIF4E, présent au 
niveau de la coiffe des ARN. Le complexe eIF4E-LRPPRC-ARNm recrute ensuite CRM1-
RanGTP pour l’export, grâce au domaine NES retrouvé dans LRPPRC (Scott et al., 2019; 

Osborne and Borden, 2015; Culjkovic et al., 2006, 2005). Quant à NXF3, elle diffère des autres 
membres de la famille des NXF (dont fait partie NXF1) par la présence d’un domaine NES de 
liaison à CRM1. Bien qu'il ait été rapporté que NXF3 interagirait avec l'ARNm au niveau de la 
queue poly(A), le mécanisme in vivo de cette liaison n’est pas clair, étant donné que NXF3 est 
dépourvue d’une partie importante de son domaine de liaison à l'ARN (Scott et al., 2019; Yang et 

al., 2001). De fait, le type d’ARNm exportés par NXF3-CRM1-RanGTP n’est à ce jour pas 
connu. Néanmoins, NXF3 a été récemment caractérisée dans l’export des petits ARN 
nucléolaires (snoRNA) via CRM1-RanGTP en réponse à des conditions de stress ainsi que dans 
l’export des précurseurs des piRNA (PIWI-interacting ARN ; petits ARN répresseurs non 
codants) chez la drosophile (ElMaghraby et al., 2019; Li et al., 2017). Enfin, il semblerait 
également qu’un certain nombre d’autres ARN messagers soient exportés par CRM1 mais pour 
lesquels aucune protéine adaptatrice n’est connue pour le moment (Scott et al., 2019; Okamura et 

al., 2015; Hutten and Kehlenbach, 2007).  
 
Une autre catégorie d’ARN est également exportée par CRM1-RanGTP : les petits ARN 

spliceosomaux (UsnRNA) qui, à l’image du pool d’ARN messagers, sont également transcrits 
par l’ARN polymérase II et possèdent une coiffe en 5’ recrutant le complexe de la coiffe (CBC). 
Mais, à la place d’un export dépendant de NXF1/NXT1 où le CBC devrait recruter ALYREF, 
c’est la protéine adaptatrice PHAX23 qui se lie conjointement au CBC (via CBP80) et à l’ARN 
puis recrute CRM1-RanGTP (Figure 6). Ce différentiel de recrutement de PHAX versus 
ALYREF par le CBC semble être dû à la faible taille des ARN spliceosomaux, comme le 
suggère la haute affinité de PHAX pour les petits ARN de moins de 200 à 300 nt (Okamura et 

al., 2015; McCloskey et al., 2012; Ohno et al., 2002, 2000).  
 
Enfin, les ARN ribosomiques sont également exportés par CRM1-RanGTP grâce à la 

protéine adaptatrice NMD324 (Figure 5). Juste après leur transcription, les pré-ARN 
ribosomiques s’associent aux protéines ribosomales (PR) pour préformer des sous-unités 
immatures qui seront exportées et modifiées dans le cytoplasme. Chez les mammifères, la sous-
unité préformée 60S peut être exportée par NMD3-CRM1-RanGTP ou l’exportine XPO5-
RanGTP, tandis que la sous-unité préformée 40S est uniquement exportée par CRM1 bien que 
l’adaptateur n’ait pas encore été décrit (Okamura et al., 2015; Wild et al., 2010).  

                                                           
21 Connue également sous le nom d’ANP32B (Acidic leucine-rich nuclear phosphoprotein 32 family member B) 
22 Eukaryotic translation initiation factor 4E 
23 Phosphorylated adaptater RNA export protein. 
24 60S ribosomal export protein NMD3 
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Si NXF1/NXT1 est la voie majoritairement utilisée pour l’export de l’ARNm, un certain 
nombre d’ARNm sont plus spécifiquement exportés via CRM1-RanGTP, nécessitant des 
protéines adaptatrices différentes de la voie NXF1/NXT1. Cette hétérogénéité dans les voies 
d’export de l’ARNm s’explique notamment par la diversité en facteurs constituants les RNP 
dont la composition, déterminante dans le recrutement des protéines adaptatrices et in fine dans 
l’export, résulte des différents processus nucléaires de maturation de l’ARNm, de la 
transcription à l’épissage. Grâce notamment à l’apport de techniques expérimentales nouvelles 
et à haut débit ainsi qu’un nombre d’études croissant dans le domaine de l’export des ARNm, 
il est aujourd’hui proposé que cette étape de reconnaissance par les récepteurs de l’export soit 
une étape clé dans les divers processus de contrôle qualité de l’ARN (Scott et al., 2019; Björk and 

Wieslander, 2017; Cautain et al., 2015; Siddiqui and Borden, 2012; Güttler and Görlich, 2011). 
 

 Impacts pathologiques des dérégulations de CRM1 
 
A. Dérégulations de CRM1 et oncogenèse 
 

Les cargos exportés par CRM1 incluent un grand nombre de suppresseurs de tumeurs 
(p53, BRCA1/2,…), de protéines oncogènes (la protéine du rétinoblastome RB, BCR-ABL,…) 
et des facteurs de la transcription (les protéines FOXO, NF-κB,…). Un certain nombre de ces 
cargos protéiques sont retrouvés dérégulés dans les cellules cancéreuses (Azizian and Li, 2020; 

Ferreira et al., 2020; Mathew and Ghildyal, 2017; Gravina et al., 2014). Or, la surexpression de 
CRM1 est une caractéristique fréquemment retrouvée dans divers types de cancers 
(pancréatique, gliomal, ovarien, pulmonaire, prostatique, colorectal) et est généralement 
associée à un mauvais pronostic. Cette surexpression25 est également retrouvée pour d’autres 
facteurs qui interviennent dans l’export CRM1-dépendant des ARNm (tels que HuR, eIF4E, 
LRPPRC et NXF3) établissant un lien particulier entre l’export de l’ARNm, CRM1 et 
l’oncogenèse (Azizian and Li, 2020; Siddiqui and Borden, 2012). Des mutations de CRM1 sont 
également retrouvées dans des tumeurs solides et hématopoïétiques mais leurs implications 
fonctionnelles dans les processus d’oncogenèse associés sont mal connues (Azizian and Li, 2020; 

Taylor et al., 2019; Camus et al., 2017; Puente et al., 2011). Une étude à grande échelle, qui reprend 
des données de séquençage génomique en exome complet de 42,793 patients, identifie dans ce 
panel trois acides aminés de CRM1 fréquemment mutés : E571, R749 et D624 (Puente et al., 

2011). Récemment, deux études se sont intéressées à caractériser une de ces mutations 
particulièrement retrouvée dans les cellules lymphoblastiques de type B : CRM1E571K. Miloudi 

et al. montrent que CRM1E571K s’accumule à la membrane périnucléaire et trouvent une 
association anormale avec certains partenaires, notamment avec l’importine β1 (Miloudi et al., 

2020). Baumhardt et al. suggèrent que CRM1E571k aurait une affinité plus importante pour les 
NES, entraînant un possible ralentissement de l’export des cargos liés à CRM1 (Baumhardt et 

al., 2020). Aussi, CRM1 est de plus en plus largement décrite comme un « oncogenic driver » 
et est une cible thérapeutique dans de nombreux cancers (Azizian and Li, 2020; Ferreira et al., 

2020; Wang and Liu, 2019).  

                                                           
25 Associée également à un mauvais pronostic. 
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Il est également montré que des surexpressions de CRM1 altèrent les processus 
d’apoptose, de réparation des dommages à l’ADN, la stabilité des chromosomes ou encore 
d’angiogenèse (S. Liu et al., 2022; Nakashima et al., 2020; Sun et al., 2016). De fait, CRM1 est 
également considérée comme une cible intéressante dans le traitement de l’inflammation et des 
pathologies auto-immunes, dans lesquelles elle est surexprimée (S. Liu et al., 2022; Olazagoitia-

Garmendia et al., 2022; Haines et al., 2015; Mao and Yang, 2013).   
 

B. Détournement de la voie CRM1 par les virus : quels impacts ?  
 

CRM1 est une voie privilégiée par certains rétrovirus pour l’export de certains de leurs 
ARN viraux (ARNv). En effet, les rétrovirus présentent un génome viral compact sous forme 
d’un ARN polycistronique codant l’ensemble des protéines virales. Après rétrotranscription et 
intégration, grâce notamment à des signaux de décalages du cadre de lecture et d’épissage 
alternatif, la transcription du génome viral aboutit à différents types d’ARN : totalement, 
partiellement ou non épissés. S’il est montré que certains rétrovirus sont capables d’exporter 
leurs ARN viraux complètement épissés via la voie canonique d’export de l’ARNm 
NXT1/NXF1 (Beemon, 2022; Pessel-Vivares et al., 2014), l’export des ARN viraux partiellement 
ou non épissés nécessite quant à lui de compenser l’absence de protéines adaptatrices de la 
ribonucléoparticule virale (RNPv). Les rétrovirus ont développé plusieurs stratégies pour 
contourner cette contrainte (décrites ci-après et résumées dans la Table 1A). 

 
Concernant les rétrovirus dits simples, n’exprimant pas de protéines auxiliaires, ils ne 

semblent pas exprimer de protéines adaptatrices pour l’export. De fait, ils possèdent un motif 
présent sur l’ARN viral qui est capable d’interagir directement avec l’hétérodimère 
NXF1/NXT1. La première séquence d’export de l’ARN viral de ce type a été décrite chez le 
Mason-Pfizer Monkey Virus (MPMV) : une séquence nommée Constitutive Transport Element 
(CTE), d’environ 130 nt en 3’LTR de l’ARN génomique simple brin, est capable de recruter 
directement l’hétérodimère NXF1/NXT1 (Aibara et al., 2015; Bray et al., 1994). Par la suite, des 
séquences analogues au CTE (DR ; Direct Repeat) ont été retrouvées chez le Rous Sarcoma 
Virus (RSV). Bien que l’export de l’ARN viral nécessite NXF1, ces séquences DR ne semblent 
pas lier directement NXF1 suggérant l’existence d’une protéine adaptatrice encore non 
identifiée (Beemon, 2022; Paca et al., 2000; Ogert et al., 1996). Des séquences CTE ont également 
été identifiées pour l’export NXF1-dépendant de l’ARN non épissé du Murine Leukemia Virus 
(MLV) (Mougel et al., 2020; Bartels and Luban, 2014). De manière intéressante, il a été récemment 
montré que le MLV utilise également la voie CRM1 pour l’export de l’ARN non épissé : 
Mougel et al., démontrent que le choix de la voie NXF1/NXT1 vs. CRM1-RanGTP repose 
davantage sur le devenir de l’ARN non épissé, à savoir respectivement la traduction ou 
l’encapsidation dans la particule virale (Mougel et al., 2020). 

 
Concernant les rétrovirus complexes, ils semblent quant à eux, avoir adopté une stratégie 

consistant à coder une protéine virale adaptatrice de l’export. C’est le cas par exemple d’HIV 
qui code pour une protéine régulatrice, Rev. Rev se lie d’une part au domaine RRE (Rev 
Responsive Element) de l’ARN viral, et d’autre part à CRM1 via son domaine NES. Rev est 
ainsi caractérisée comme transporteur des ARN viraux partiellement ou non épissés d’HIV de 
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manière CRM1-dépendante (Ajamian et al., 2015; Neville et al., 1997). Par homologie 
fonctionnelle, Rex, retrouvée chez HTLV (Human T-Lymphotropic Virus), est également 
décrite comme transporteur des ARN viraux partiellement ou non épissés par CRM1-RanGTP 
(Hakata et al., 1998; Ahmed et al., 1990; Dokhelar et al., 1989; Rimsky et al., 1988). Le Mouse 
Mammary Tumor Virus (MMTV) code également une protéine virale appelée Rem pour 
l’export CRM1-dépendant (Mertz et al., 2005). De manière intéressante, les Foamy Virus (FV) 
qui sont également des rétrovirus complexes n’expriment pas d’homologues de Rev. En 
revanche, ils utilisent la protéine adaptatrice cellulaire HuR pour exporter leurs ARN 
partiellement épissés via la voie CRM1 (Bodem, 2011). 

Un export CRM1-dépendant des ARN viraux est également décrit pour les 
orthomyxovirus. En effet, les virus influenza expriment la protéine virale NS2, qui se comporte 
comme une protéine adaptatrice de CRM1 : NS226 s’associe d’une part à la protéine de Matrice 
M1, qui lie la RNPv, et d’autre part à CRM1 via son domaine NES (retrouvé dans son domaine 
N-Terminal) (Mathew and Ghildyal, 2017; Boulo et al., 2007; Akarsu et al., 2003) (Table 1B).  

TABLE 1A. Export CRM1-dépendent des ARN rétroviraux non ou partiellement épissés. 

                                                           
26 Appelée aussi NEP pour Nuclear Export Protein. 

Génome 
Famille/Genre Virus 

Voie d'export 

de l'ARNv  

non ou 

partiellement 

épissé 

Stratégie 

d'adaptation 

Protéine 

adaptatrice 

Hôte 

/Pathogénicité 

Virus à 

ARN 

simple brin 

–  

inter 

médiaire  

ADN pour 

réplication 

(RT)  

Retrovirus 

"simples" 

Betaretrovirus 
Mason-Pfizer 
Monkey Virus 

(MPMV)  
NXF1/NXT1 

Séquence CTE 
de l'ARNv dans 
la région 3'UTR 

N.A 
Macaques / 
Déficiences 

immunitaires 

Alpharetrovirus 
Rous Sarcoma 

Virus (RSV) 
NXF1/NXT1 

Séquence DR 
de l'ARNv de 

part et d'autre 
du gène src 

Inconnue Poulets / Sarcomes 

Gammaretrovirus 
Murine Leukemia 

Virus (MLV) 

NXF1/NXT1 
Séquence CTE 
de l'ARNv dans 
la région 3'UTR 

N.A 
Souris / Cancers 

CRM1 
Séquence Psi 

de packaging  
Inconnue 

Rétrovirus 

"complexes" 

Lentivirus 
Human 

Immunodeficiency 
Virus 1 (HIV-1) 

CRM1 
Séquence RRE 
dans la région 
du gène env 

Rev          
(transporteur 

viral) 

Humains / 
Syndrome 

d'Immunodéficienc
e Acquise (SIDA) 

Deltaretrovirus 
Human T-cell 
Leukemia 1   

(HTLV-1) 
CRM1 

Séquence RxRE 
dans la région 

3'UTR 

Rex              
(transporteur 

viral) 

Humains / 
Leucémie et 
pathologie 

immune 
inflammatoire 

Betaretrovirus 
Mouse Mammary 

Tumor Virus 
(MMTV) 

CRM1 

Séquence 
RmRE dans la 

région entre le 
gène env et le 

3'UTR 

Rem             
(transporteur 

viral) 

Souris /Tumeurs 
Mammaires 

Spumaretroviridae Foamy Viruses (FV) CRM1 

Séquence 
probablement 
analogue au 
RRE, appelée 

FREE 

HuR 

Primates non 
humain, chats, 

chevaux, bovins / 
infection 

persistante sans 
pathogénicité 

particulière  
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 Famille/Genre Virus 

Export CRM1-

dépendant des 

facteurs viraux          

(fonctions virales) 

Effet de la protéine virale 

sur la cellule hôte 
Références 

Rétrovirus                   

(Virus à ARN simple 

brin) 

Cf. Table 1A 

Virus à ARN simple 

brin de polarité (+) 

Coronaviridae SARS-CoV 

ORF-9b ; ORF-3b ; 
Nucleocapside N          

(réplication et 
assemblage viral) 

potentiellement inhibitrice 
de l'apoptose ; N.D (Non 

déterminé) ; N.D  

(Shang et al., 2021; 

Kashyap et al., 2021; 

Sharma et al., 2011; 

Freundt et al., 2009; 

You et al., 2007) 

Flaviviridae 

Virus de la 
Dengue 

NS5                    
(réplication virale) 

Module la réponse 
antivirale de l'hôte 

(induction de la production 
d'IL-8) 

(Rawlinson et al., 

2009; Pryor et al., 

2006) 

Virus de 
l'Hépatite C 

(HCV) 

Core                    
(protéine de 

capside) 

Active la voie NF-kB et 
favorise  l'expression des 

chimiokines CCl2 et CXC10          
(montré dans les 

macrophages) 

(Song et al., 2021; 

Levin et al., 2014; 

Cerutti et al., 2011) 

Togaviridae 

Virus du 
Chikungunya 

Protéine de 
Capside               

(assemblage viral) 

Stimule l'activation des 
cellules dendritiques et leur 

maturation déclenchant 
une réponse inflammatoire 

(chez la souris) 

(Nghia et al., 2020; 

Thomas et al., 2013) 

Virus de 
l'Encéphalite 

Equine 
Venezuelienne 

(VEE) 

Protéine de 
Capside               

(assemblage viral) 
N.D (Lundberg et al., 2017) 

Potyviridae 

Virus de la 
mosaïque du 

Navet               
(turnip mosaic 

virus) 

Réplicase virale          
(réplication virale) 

CRM1 est montré comme 
facilitant l'infection par 
l'export de la réplicase 
virale et favorisant la 

répression de l'immunité 
de la plante 

(Zhang et al., 2021) 

Virus à ARN simple 

brin de polarité (-)  

Orthomyxoviridae 
Virus Influenza 

(IV) 
NS2                    

(Export des RNPv) 

NS2 d'IAV inhibe la 
maturation et la capacité 

de présentation de 
l'antigène des cellules 

dendritiques  

(Lin et al., 2022; 

Akarsu et al., 2003) 

Pneumoviridae 

(anciennement 

Paramyxoviridae) 

Virus 
Respiratoire 

Syncytial  
(VRS) 

Protéine de 
Matrice (M) 

(assemblage viral) 

Inhibition de la 
transcription  

(H.-M. Li et al., 2021; 

Ghildyal et al., 2009) 

Rhabdoviridae Virus de la Rage 
Protéines P1 et P2       
(assemblage viral) 

Inhibe la réponse IFN de 
type I et II 

(Oksayan et al., 2012; 

Vidy et al., 2007, 

2005; Pasdeloup et 

al., 2005) 



 
 

- 25 - 
 

Virus à ADN  

 

 

 

 

 

 

Hepadnaviridae 

Virus de 
l'Hépatite B 

(HBV) 

CORE (HBc)              
(contient l'ARN 

viral encapsidé - 
production de 

virions) 

Inhibe l'expression 
d’IFITM1 (interferon alpha 
induit) par interaction avec 

BAF200 

(Yang et al., 2022; Li 

et al., 2019) 

Herpesviridae 

 

 

 

 

 

Epstein Barr 
Virus (EBV) 

BLLF2                   
(Fonction 
inconnue) 

N.D (J. Li et al., 2021) 

Bovin Herpes 
Virus (BHV) 

VP8 et VP22           
(protéines de 
surface des 

virions) 

N.D 
(Zheng et al., 2005, 

2004) 

CytoMegaloVirus 
(CMV) 

Protéine de 
matrice Pp65 

(réplication virale) 

Retarde la réponse 
interferon de type I 

(Sanchez et al., 2007; 

Abate et al., 2004) 

Papillomaviridae Papillomavirus 
E2 ; E7  

(réplication virale) 

E7 est une oncoprotéine 
(exprimée par les sous-

types à haut risque 18 et 
16) 

(Onder et al., 2015; 

Knapp et al., 2009; 

Blachon et al., 2005) 

Parvoviridae Parvovirus 

VP2 ; Voie 
alternative (à celle 
de l'apoptose ou 
de la lyse) pour 

l'export de la 
capside assemblée 

dans le noyau 

N.D (Mattola et al., 2022) 

 

TABLE 1B. Export de facteurs viraux via CRM1. 

 
Enfin, un certain nombre d’autres virus tels que les paramyxovirus, les flavivirus, les 

coronavirus, les rhabdovirus ou encore les herpes virus, utilisent CRM1 pour exporter certaines 
protéines virales (Table 1B – liste non exhaustive). De plus, il est suggéré que les protéines 
Rev d’HIV-1 et Rex d’HTLV-1 puissent également s’exporter par CRM1 hors du contexte de 
l’export de l’ARN viral pour d’autres fonctions cytoplasmiques (Nakano and Watanabe, 2016; 

Ajamian et al., 2015; Heger et al., 1998), à l’image d’autres protéines rétrovirales telles que Tax 
(HTLV-1) et Tat (HIV-1) (Alefantis et al., 2003; Stauber and Pavlakis, 1998). Enfin, dès lors qu’un 
domaine NES est présent dans une protéine virale, il est probable que son export dépende de 
CRM1.  

 
Pour conclure, l’utilisation d’inhibiteurs sélectifs de l’export CRM1-dépendant diminue 

l'expression de certaines protéines virales, réduit la réplication virale, l’assemblage viral ou 
encore l’infectiosité, ce qui renforce l’importance des études du détournement de CRM1 dans 
les infections virales (Kashyap et al., 2021; Mathew and Ghildyal, 2017; Cao et al., 2009). Pour 
autant, les dérégulations de l’exportome de CRM1 potentiellement liées à ce détournement par 
les protéines virales ne sont a priori que peu évoquées dans la littérature.  
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CHAPITRE II : UPF1, l’hélicase à ARN/ADN aux multiples fonctions 
 
Au cours de la traduction, le ribosome déplace les protéines associées à l’ARNm, tels 

que les complexes des Jonctions Exon-Exon (EJC) apposés au cours du processus de maturation 
nucléaire de l’épissage. Arrivé au codon stop, le ribosome se décroche de l’ARNm, libérant 
ainsi l’ARNm et la protéine issue de sa traduction. Lorsque le ribosome détecte certains défauts 
dans l’ARNm au cours de la traduction, des mécanismes de contrôle qualité vont se mettre en 
place. Ainsi, l’absence d’un codon stop réglementaire prévient la traduction de l’ARNm en 
initiant sa dégradation via la voie du Non-stop Mediated Decay (NSD) ; la présence d’un codon 
stop prématuré (PTC ou Premature Stop Codon) va engendrer la dégradation de l’ARNm par 
la voie du Non-sens Mediated Decay (NMD) ; c’est le No-Go Decay (NGD) qui s’enclenche 
lorsque le ribosome est anormalement ralenti lors de l’élongation de la traduction (Morris et al., 

2021). Parmi ces mécanismes de contrôle qualité, ce travail s’intéresse plus particulièrement à 
la voie du NMD dont les rôles cellulaires ne se limitent pas au contrôle qualité : le NMD 
participe également à la régulation de l’expression des gènes par la dégradation de transcrits 
présentant des déterminants déclencheurs autres qu’un PTC ; la voie du NMD contribuerait 
également à la réponse de la cellule hôte aux infections virales, dès lors qu’elle est capable de 
cibler certains ARN viraux. 

 
Ces différentes fonctions du NMD reposent toutes sur son facteur central, l’hélicase à 

ARN, UPF1. UPF1 (UP-Frameshift suppressor 1)/RENT 1(REgulator of Nonsense Transcripts 
1) est une hélicase à ARN/ADN dont l’expression est constitutive dans tous les tissus, et qui est 
retrouvée chez tous les eucaryotes de la levure à l’homme. Des études réalisées en cellules de 
mammifères montrent qu’UPF1 est une protéine essentielle : l'extinction d’UPF1 est létale dès 
le stade embryonnaire  et des cellules immortalisées déplétées en UPF1 stoppent leurs divisions 
et meurent au bout de 5 à 7 jours (Azzalin and Lingner, 2006a; Medghalchi et al., 2001). Si 
historiquement, upf-1 a d’abord été identifiée chez la levure comme un gène requis pour 
stimuler la dégradation des ARNm porteurs de codons stop prématurés par le NMD, il est clair 
aujourd’hui qu’UPF1 participe plus largement au catabolisme des ARN au sein de diverses 
voies, regroupées sous le nom d’UMDs (UPF1-Mediated Decay). Ses fonctions cellulaires ne 
se limitent pas uniquement au catabolisme des ARN puisque des fonctions d’UPF1 dans la 
stabilité du génome, la réplication et la réparation de l’ADN ou encore la régulation du cycle 
cellulaire sont également rapportées. 

  
Ce deuxième chapitre s’intéresse donc dans une première partie à décrire 

structurellement l’hélicase UPF1 pour aborder dans une seconde partie ses différentes 

fonctions cellulaires, avec un focus particulier sur la mécanistique du Nonsense Mediated 

Decay (NMD). Les différentes pathologies associées aux dérégulations d’UPF1, et notamment 
l’inhibition du NMD, seront également abordées dans une troisième partie.  
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 Structure-fonction d’UPF1 
 

Initialement décrite dans les années 90 chez S. cerevisiae, UPF1 appartient à la famille 
des hélicases (Superfamille des SF1), enzymes décrites comme des moteurs moléculaires qui 
convertissent l’énergie chimique de l’hydrolyse des nucléotides triphosphates (ATP, GTP,…) 
en énergie mécanique. Ainsi, elles catalysent l’ouverture d’acides nucléiques appariés sous 
forme doubles brins (ARN et/ou ADN). De plus, par leur capacité à se déplacer le long de ces 
structures simple ou doubles brins (translocation), elles permettent le déroulement de structures 
secondaires. 

 
Structurellement, UPF1 possède au cœur de la protéine une région dite hélicase (HD) 

(entre les acides aminés 295-914)  lui permettant de lier simultanément l’ATP et l’ARN ou 
l’ADN (Figure 7a). Cette région s’organise autour de deux domaines RecA-like, RecA1 et 
RecA2, contenant des motifs hélicases conservés qui forment une interface de liaison : sur 
l’orientation de la Figure 7c, c’est la partie supérieure qui lie l’ARN, où RecA2 interagit avec 
le côté 5’ de l’ARN et RecA1 le côté 3’, et la partie inférieure de la poche lie l’ATP. Deux 
domaines régulateurs, Rec1C plutôt rigide, et Rec1B émergent du domaine Rec1A et lui sont 
reliés par deux hélices alpha, formant une structure en « fourche » non conservée, retrouvée 
uniquement dans la structure d’UPF1humain (Chakrabarti et al., 2011). De part et d’autre de ce 
domaine hélicase, deux autres domaines, hautement conservés chez les eucaryotes supérieurs, 
sont particulièrement impliqués dans la régulation intramoléculaire de l’activité enzymatique 
d’UPF1. Du côté N-terminal, le domaine CH (riche en cystéine et histidine) réprime l’activité 
ATPase et hélicase27, maintenant UPF1 dans une conformation dite « inactive » (Fiorini et al., 

2013; Chakrabarti et al., 2011)(Figure 7a). Du côté C-terminal, le domaine SQ (riche en sérine et 
en glutamine) est décrit comme capable d’inhiber l’activité ATPase d’UPF1 en se liant au 
domaine HD (Fiorini et al., 2013)(Figure 7a). Proche de ce domaine, UPF1 possède également 
plusieurs sites de phosphorylations, en lien avec la régulation des interactions d’UPF1 avec 
d’autres facteurs (Durand et al., 2016). En absence d’interaction avec d’autres facteurs, UPF1 est 
donc dans une conformation dite « inactive » où les domaines CH et SQ limitent son association 
à l’ARN et sa capacité à hydrolyser l’ATP (Chakrabarti et al., 2011).  

UPF1 n’est pas recrutée sur l’ARN par une séquence particulière, et plusieurs études 
montrent qu’elle est capable de s’associer à tous les transcrits qui lui sont accessibles (Kurosaki 

et al., 2014; Zünd et al., 2013; Hurt et al., 2013; Hogg and Goff, 2010). Aussi, cette régulation des 
activités enzymatiques d’UPF1 (ATPases et hélicases) par les domaines CH et SQ jouent un 
rôle essentiel dans l’activation d’UPF1. L’étude de Chakrabarti et al., montre que 
structurellement, l’interaction d’UPF228 avec le domaine CH d’UPF1 amène ce domaine CH 
complètement à l’opposé de la protéine (Figure 7b, d)(Chakrabarti et al., 2011). Ce changement 
conformationnel entraîne une augmentation de l’activité ATPase et stimule l’activité hélicase 
d’UPF1 qui sont démontrées comme essentielles au NMD (Lee et al., 2015; Franks et al., 2010; 

Chakrabarti et al., 2011; Chamieh et al., 2008). En effet, en étant capable de se déplacer 
efficacement sur des structures doubles brins ou des séquences associées à des protéines, UPF1 

                                                           
27 Par son interaction avec le domaine RecA2 au niveau des sites de liaison à l’ARN. 
28 Impliquée dans le processus de NMD décrit ci-après. 
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fonctionne comme un remodeleur de ribonucléoparticles (RNP) (Kanaan et al., 2018; Fiorini et 

al., 2015). Elle possède également plusieurs résidus (sérines et thréonine) dont la 
phosphorylation favorise le recrutement d’enzymes de dégradation de l’ARN (Figure 7a) (cf. 

paragraphes suivants). 
 

 
 
 
 

 
Figure 7. Les différents domaines d’UPF1 (a) et vues structurales d’UPF1, seule ou en complexe 

avec UPF2 (b, c, d) adaptée de Chakrabarti et al. 2013. 

 
Enfin, UPF1 possède également deux régions impliquées dans la régulation de sa 

distribution dans les différents compartiments cellulaires en lien avec ses différentes fonctions : 
un motif d’adressage au noyau, le NLS (Nuclear Localization Signal), et un motif NES (Nuclear 
Export Signal) d’export via CRM1-RanGTP29 (Figure 7a). En effet, l’export CRM1-dépendant 
d’UPF1 a été établi par Mendell et al., en 2002, où les auteurs montrent qu’en cellules HeLa, 
un traitement à la Leptomycine B (inhibiteur sélectif de CRM1) induit une séquestration 
nucléaire d’UPF1. Pour l’import, UPF1 interagit avec l’importine β1 (Hu et al., 2021, 2013). 
Mais les domaines NLS et NES actuellement définis sont assez larges30, alors que les motifs 
consensus sont généralement de l’ordre d’une dizaine d’acides aminés (cf. chapitre I) : le 
domaine NLS comprend les 100 derniers acides aminés du domaine RecA1 (a.a 596-697) et le 
domaine NES comprend une partie du domaine N-terminal, le domaine CH et une partie du 
domaine HD (a.a 55-416) (Mendell et al., 2002). Néanmoins, une étude récente non publiée s’est 
intéressée à restreindre les motifs NLS et NES d’UPF1. Par des analyses bioinformatiques et 
l’utilisation de mutants d’UPF1, ils restreignent le domaine NES aux 20 acides aminés situés 
en amont du domaine CH (a.a 89-105). Cette équipe confirme également que la région 
précédemment identifiée comme le NLS contient bien un signal responsable de la localisation 

                                                           
29 En cohérence avec les études en spectrométrie de masse qui retrouvent UPF1 comme cargo de CRM1 et avec la séquestration 
nucléaire d’UPF1 retrouvée sous traitements à la Leptomycine B. 
30 Etabli par Mendell et al., en 2002 sur la base de mutants de délétion. 
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nucléaire d’UPF1, sans parvenir à restreindre davantage le domaine NLS à un motif consensus 
(Eberle et al., 2021). 

 
 UPF1 : au cœur du métabolisme des ARN et de l’ADN 

 
A. Les UMD : UPF1-Mediated Decay 

 
Si la fonction d’UPF1 la mieux caractérisée est celle au cœur de la mécanistique du 

Nonsense Mediated Decay (NMD), UPF1 est également le facteur central de plusieurs voies de 
dégradation de l’ARNm regroupées sous le terme d’UMD (UPF1-Mediated Decay). 
Actuellement, les UMD comprennent les voies du Nonsense-Mediated Decay (NMD), du 
Staufen-Mediated Decay (SMD), du Histone-replication dependent-Mediated Decay (HMD), 
du Regnase 1-Mediated Decay (RMD), du Structured-mediated RNA Decay (SRD), du Tudor-
Staphylococcal/micrococcal-like Nuclease- Mediated Decay (TSN-mediated Decay ou TumiD) 
ainsi que du Glucocorticoïd receptor-Mediated Decay (GMD). Les éléments initiateurs de ces 
différentes UMD sont multiples et davantage sous la dépendance de l’architecture du transcrit 
: la séquence de l'ARNm, son organisation et/ou la composition en facteurs des RNP sont autant 
d’éléments qui semblent favoriser le recrutement et/ou la stabilisation d’UPF1. Les étapes 
initiatrices des différents processus ont en commun la stabilisation et/ou l’activation d’UPF1 
sur l’ARN. Cette stabilisation d’UPF1 sur l’ARN ciblé va favoriser le recrutement d’autres 
facteurs aboutissant à la dégradation de l’ARN. Ces différentes voies sont donc autant définies 
par les transcrits ciblés que par les facteurs recrutés, certains spécifiques, d’autres communs, 
engendrant potentiellement des modulations fonctionnelles importantes (cf. Figure 10). En effet, 
comme introduit plus tôt, UPF1, seule, n’a que peu de fonctionnement intrinsèque et son 
activation repose sur ses interactions avec différents facteurs (May and Simon, 2021; Lavysh and 

Neu-Yilik, 2020; Kishor et al., 2019a; Kim and Maquat, 2019; Karousis and Mühlemann, 2019). 
 
1. Le Nonsense-Mediated Decay (NMD) 

 
a. La mécanistique du NMD 

 
La voie de dégradation du NMD est un processus co-traductionnel. Dans un contexte 

de terminaison de la traduction dit « typique » ou normal, UPF1 a été déplacée par le ribosome 
en cours de traduction et s'accumule sur l'ARNm, dans la région 3′UTR (UnTranslated Region) 
(Hurt et al., 2013; Kurosaki and Maquat, 2013; Zünd et al., 2013) (Figure 8a). S’il n'est pas encore 
établi qu’UPF1 joue un rôle direct dans la terminaison de la traduction, c'est, quoi qu’il en soit, 
un facteur indispensable à l'initiation du NMD. Aussi, il est admis que le NMD s’initie dans un 
contexte de terminaison de la traduction atypique, où le ralentissement des étapes de 
terminaison de la traduction favoriserait la stabilisation et/ou les interactions d’UPF1 avec les 
facteurs stimulateurs du NMD. Par exemple, un ribosome rencontrant prématurément un codon 
stop (PTC), comme présenté dans la figure 8b, est un des contextes atypiques initiateurs du 
NMD (Karousis and Mühlemann, 2019; Kishor et al., 2019a). La mécanistique proposée dans la 
figure 8 montre une vue globale de la voie du NMD, au moment où le ribosome rencontre le 
codon stop prématuré jusqu’à la dégradation du transcrit.  
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Figure 8. Mécanistique du Nonsense Mediated Decay (NMD). (1) Stabilisation d’UPF1 ; (2) 
Recrutement de la kinase SMG1 et phosphorylation d’UPF1 ; (3) Remodelage des complexes associés 
à l’ARNm ;  (4) Déphosphorylation d’UPF1 et dégradation du transcrit 

 
(1) Stabilisation d’UPF1 : L’étape initiatrice résulterait de l’interaction d’UPF1 avec d’une part 
le facteur eRF3 associé à eRF1 (facteurs de terminaison de la traduction associés au ribosome) 
et d’autre part avec UPF3B, composant de l’EJC. Il est d’ailleurs suggéré qu’UPF3B, en 
interagissant également avec eRF3, serait directement impliquée dans la terminaison de la 
traduction in vitro (Neu-Yilik et al., 2017). Quoi qu’il en soit, ces interactions permettent une 
stabilisation d’UPF1 au niveau du codon stop (Karousis and Mühlemann, 2019; Kishor et al., 

2019a). 
 

(2). Le recrutement de la kinase SMG1 et phosphorylation d’UPF1 : Le recrutement de la kinase 
SMG1 (PI3K)31 permet la constitution du complexe initiateur du NMD, appelé SURF pour 
SMG1-UPF1-release factors (indiqué par le cerclage noir des facteurs sur la figure 8, b). Ce 
recrutement serait favorisé par la stabilisation du complexe UPF1-UPF3B au niveau du 
ribosome terminateur et permet l’activation d’UPF1 par phosphorylation (Durand et al., 2016; 

Yamashita, 2013; Kashima et al., 2006; Yamashita et al., 2001). La phosphorylation d’UPF1 par 
                                                           
31 De la famille des phosphorylases liées à la phosphatidylinositol 3-kinase. 
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SMG1 est d’ailleurs particulièrement stimulée par le recrutement d’UPF2 et de l'hélicase 
DEAH-box DHX34 (Melero et al., 2016; Hug and Cáceres, 2014; Chamieh et al., 2008). La 
temporalité de l’interaction d’UPF2 avec UPF1 n’est pas clairement établie : bien qu’il soit 
montré qu’UPF2 peut être recrutée à proximité d’UPF1 par une interaction avec UPF3B, le fait 
qu’UPF2 interagit avec UPF1 en amont de la formation du complexe SURF n’est pas démontré 
(Melero et al., 2016, 2012; Schell et al., 2003). Enfin, il est également proposé que les sous-unités 
SMG8 et SMG9, qui régulent l’activité kinase de SMG1, soient parties prenantes du complexe 
SURF (Karousis and Mühlemann, 2019; Yamashita et al., 2009).  

 

(3). L'hyperphosphorylation d’UPF1 et remodelage des complexes associés à l’ARNm : 
Comme introduit plus tôt, la liaison d’UFP2 à UPF1 induit un changement de conformation 
d’UPF1 nécessaire au déclenchement de ses activités ATPase et hélicase (cf I.) (Chakrabarti et 

al., 2011). UPF1 pourrait ainsi permettre un remodelage des complexes associés à l’ARNm et 
favoriser l’accessibilité du transcrit aux enzymes dégradatives (Kanaan et al., 2018). En effet, 
l’hyperphosoprylation d’UPF1 proche des domaines CH et SQ va créer des plateformes de 
recrutement pour les facteurs favorisant la dégradation l’ARNm, tels que l'endonucléase 
SMG632 (Durand et al., 2016). SMG6 va permettre un clivage dit endonucléolytique : en clivant 
l'ARN à proximité du codon stop, des fragments d'ARN 5′ et 3′ non protégés vont être produits 
puis dégradés par XRN1 (5′-3′ exoribonucléase) et l'exosome (Franks et al., 2010). 
L’hyperphosphorylation d’UPF1 peut également recruter l'hétérodimère SMG5-SMG733, qui 
est directement lié à l'activité de déadénylation (dégradation de la queue poly(A)) par le 
recrutement du complexe CCR4-NOT. Enfin, la phosphorylation d’UPF1 permet également le 
recrutement de PNRC2 qui, avec SMG5/7, sont également liés au decapping (dégradation de la 
coiffe) via le recrutement des sous-unités DCP1A et DCP2 du complexe de decapping (Cho et 

al., 2013b; Loh et al., 2013; Unterholzner and Izaurralde, 2004).  
 

(4). Dans la dernière étape, UPF1 est déphosphorylée par PP2A, la sérine/thréonine-protéine 
phosphatase 2A, et se dissocie de la mRNP cible (Ohnishi et al., 2003).  
 

Plutôt bien caractérisé in vitro, le séquentiel in vivo des étapes nécessaires, notamment 
à l'activité enzymatique d'UPF1, n'a pas encore été entièrement élucidé. En effet, cette cascade 
du NMD repose sur la formation de complexes protéiques dynamiques compliquant 
considérablement la détermination d’une temporalité des évènements (Karousis and Mühlemann, 

2019; Kishor et al., 2019a). De plus, l’initiation du NMD présente une grande flexibilité 
mécanistique puisque d’autres voies alternatives sans UPF2 ou UPF3B sont décrites (Yi et al., 

2021). Enfin, il a été récemment montré que les kinases de la famille AKT pouvaient aussi 
phosphoryler UPF1 dans un contexte NMD, élargissant encore les possibilités mécanistiques 
(Cho et al., 2022; Palma et al., 2021).  
 
 

                                                           
32 Phosphorylation de la T28 serait responsable du recrutement de SMG6. 
33 Phosphorylations de S1076, S1096 et S1116 seraient responsables du recrutement de SMG5/7. 
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b. Les éléments déclencheurs et la régulation du NMD : une question de 
contexte 

 

UPF1 étant présent sur tous les ARNm, selon la description faite ci-dessus, tout codon 
stop dès qu'il est lu par le ribosome, pourrait être capable d'initier le NMD. C’est donc le 
contexte dans lequel UPF1 se retrouve stabilisée qui détermine l’initiation du NMD. Deux 
grands types de contextes peuvent être définis comme : dépendant de la présence d’un 
Complexe de Jonction Exon-Exon (EJC) (1), et indépendamment de la présence d’un EJC (2). 
 

(1). La présence d'un EJC est un paramètre critique : lorsqu'il est situé en aval du codon stop 
(au moins à 50 nucléotide de distance), l'EJC favorise l'enrichissement de la région 3′UTR en 
facteurs du NMD tels que UPF3B et UPF2, conduisant à une forte stimulation du NMD (Dyle 

et al., 2020; Karousis and Mühlemann, 2019; Kishor et al., 2019a). La présence d'un EJC a 
également été décrite comme favorisant l'endonucléolyse médiée par SMG6 (Kashima et al., 

2010). De plus, différentes compositions de l'EJC ont été observées et sont associées à une 
modulation de l’efficacité du NMD (Mabin et al., 2018). Par exemple, une réduction de 
l'efficacité du NMD est notamment observée lorsque le facteur de l’EJC, RNPS134 est remplacé 
par MNL5135 (Michelle et al., 2012). De même, il est montré que lorsque l’EJC se compose 
d’UPF3A préférentiellement à UPF3B, l’efficacité du NMD est réduite (Kunz et al., 2006).  
 
(2). Indépendant de l’EJC : D’autres ARNm peuvent être ciblés par le NMD de manière 
indépendante de l'EJC (mais pas nécessairement d’UPF2 et d’UPF3A/B) (Yi et al., 2021; Metze 

et al., 2013). Actuellement, la sensibilité de ces ARNm au NMD est notamment expliquée par 
l’absence de motifs de liaison aux éléments inhibiteurs du NMD. Par exemple, lorsque la 
protéine PTBP136 est associée à l'ARN en aval d'un codon stop, elle inhibe le NMD en 
empêchant le recrutement d’UPF1 (Ge et al., 2016). PTBP1 se lie à une séquence spécifique 
connue sous le nom d' « élément de stabilité de l'ARN » (RSE), d’abord identifié dans l'ARN 
du virus du sarcome de Rous (RSV) (Barker and Beemon, 1994). Récemment ces éléments ont 
été retrouvés dans de nombreuses séquences proches du codon de terminaison dans la région 
3'UTR d’ARN cellulaires (Balagopal and Beemon, 2017). La protéine hnRNPL37, un facteur de 
régulation de l’épissage alternatif, semble également être inhibitrice du NMD : les ARNm, 
lorsqu’ils sont liés par hnRNP, sont montrés comme pouvant échapper à leur dégradation par 
la voie du NMD (Kishor et al., 2019b). La sensibilité de ces ARNm au NMD est également 
expliquée par la distance entre le codon stop et les motifs de liaison aux facteurs inhibiteurs 
du NMD, définissant des ARN dits « longs 3’UTRs ». Plusieurs études montrent que plus la 
distance entre le codon stop et la queue poly(A)38 est grande, plus le taux d'initiation du NMD 
est important (Toma et al., 2015; Singh et al., 2008; Eberle et al., 2008). Cette distance, associée à 
une longue région 3’UTR39, stimule l’initiation du NMD notamment via l’éloignement de 

                                                           
34 RNA-binding protein with serine-rich domain 1. 
35 Metastatic lymph node 51, appelé aussi CASC3. 
36 Polypyrimidine tract-binding protein 1. 
37 Ribonucléoprotéine nucléaire hétérogène L. 
38 Située en 3’UTR de l’ARNm. 
39 750 nt en moyenne chez l’humain (Hurt et al., 2013). 
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PABPC40, qui normalement favorise la terminaison de la traduction et s'oppose au recrutement 
stable d’UPF1 (Hurt et al., 2013; Zünd et al., 2013; Kurosaki and Maquat, 2013; Hogg and Goff, 

2010). Il est également montré que des structures secondaires de l’ARN qui permettent un 
rapprochement de la queue poly(A) et la réduction de cette longueur en 3’UTR, induisent une 
inhibition du NMD (Eberle et al., 2008; Singh et al., 2008).  

L’initiation du NMD présente donc une grande flexibilité mécanistique, mais reste 
organisée autour d'un retard de terminaison de la traduction, d'une stabilisation d'UPF1 suivie 
de son activation et du recrutement des facteurs de dégradation. Kishor et al., proposent que la 
composition de la mRNP en facteurs stimulateurs et inhibiteurs soit à l’origine d’une balance 
modulatrice du NMD. Le déclenchement du NMD résulterait alors davantage d'un 
“déséquilibre” de cette balance en faveur de son initiation, favorisé par une architecture de la 
mRNP permettant la stabilisation d’UPF1 (Kishor et al., 2019a).  
 

c. Les fonctions du NMD : l’importance des cibles  
 

Si le NMD devrait aboutir dans tous les cas à la dégradation de l’ARNm, deux fonctions 
principales lui sont généralement associées selon le type de transcrits ciblés : le contrôle de la 
qualité de l'ARN (a) et la régulation de l'expression génique au niveau post-transcriptionnel  (b) 
(Kurosaki et al., 2019). Etant donné que certains transcrits viraux présentent des déterminants 
architecturaux les rendant sensibles au NMD, une troisième fonction a récemment émergé pour 
le NMD : celle de barrière antivirale (c) (Popp et al., 2020)(Figure 9). 

 
(a). Historiquement, le NMD a été décrit comme un processus de contrôle de la qualité de 
l'ARN, dégradant l'ARNm avec un codon de terminaison prématuré (PTC) (Lykke-Andersen and 

Jensen, 2015; Lykke-Andersen et al., 2000). Il est estimé que ce type d'ARN représente 5 à 10 % 
des transcrits humains : en effet, la protéine tronquée qui résulterait de cette traduction peut être 
délétère pour la cellule puisqu'elle est non fonctionnelle, voire avoir un effet négatif dominant. 
Les PTC sont présents à l'intérieur du cadre de lecture ouvert (ORF) et peuvent résulter de 
mutations génomiques (non-sens, décalage de cadre de lecture), d'un épissage alternatif 
défectueux (environ 30 % des événements d'épissage alternatif) ou d’erreur de traduction 
(Figure 9). Les PTC peuvent également créer un long 3'UTR lorsque la mutation est présente 
dans le dernier exon, par augmentation de la distance entre le codon stop et l'environnement 
normal de terminaison de la traduction. Une altération des sites de polyadénylation peut 
également générer une distance anormale entre la région 3’UTR et PABPC (cf. paragraphe 

précédent). Qu’ils se retrouvent en amont d’un EJC ou fasse advenir un long 3’UTR, les PTC 
vont stimuler le déclenchement du NMD et conduire à l'élimination de l'ARNm (Karousis and 

Mühlemann, 2019; Kishor et al., 2019a; Lykke-Andersen and Jensen, 2015).  
 
(b). Outre la fonction de contrôle qualité par laquelle le NMD dégrade les ARNm aberrants, le 
NMD peut également réguler des ARNm spécifiques : il est d’ailleurs montré que le NMD 
serait impliqué dans la régulation de près de 10 % des ARNm physiologiques, non aberrants 
(Mendell et al., 2004). Cette sensibilité intermittente au NMD est basée sur une modification 

                                                           
40 Protéine de liaison Poly(A), appelée aussi PABP.  
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localisée de l’architecture du transcrit, qui peut être influencée par plusieurs paramètres : 
L'uORF (upstream Open Reading Frame en 5’ de l’ARNm), l’épissage alternatif ou encore les 
décalages programmés du cadre de lecture (PRF ou programmed Ribosomal Frameshift) 
(Figure 9). L’uORF est susceptible de déclencher le NMD par la présence d’un EJC en aval du 
codon stop de l'uORF (devenant un PTC). L'ARNm CREB-2/ATF4 en est un bon exemple 
(Mendell et al., 2004; Vattem and Wek, 2004). L'épissage alternatif peut également soit augmenter 
la longueur du 3'UTR soit produire périodiquement des isoformes porteuses d’un PTC. 
D’ailleurs, plusieurs types de facteur de réparation de l'ADN ou de l’épissage, comme les 
protéines SR, sont régulés de cette manière, illustrant l’impact que peut avoir le NMD sur la 
régulation post-transcriptionnelle (Ge and Porse, 2014; Weischenfeldt et al., 2012; Saltzman et al., 

2008; Lewis et al., 2003). Enfin, les décalages programmés du cadre de lecture redirigent le 
ribosome vers un autre cadre de lecture, qui dans plus de 95% des cas présentent un PTC, 
comme cela a été montré avec l'ARNm du récepteur des chimiokines CC (CCR) de type 5, ainsi 
qu'avec plusieurs interleukines (Belew et al., 2014). Par la régulation de la stabilité de ces ARN 
non aberrants, il est montré que le NMD contribue à la régulation de l’expression des gènes, 
notamment ceux impliqués dans l’hématopoïèse, l’apoptose et la prolifération cellulaire, ou 
encore l’inflammation et la réponse immunitaire (Kurosaki et al., 2019).  
 
(c). Le NMD comme barrière antivirale : Depuis plusieurs années, une nouvelle fonction de 
barrière antivirale émerge pour le NMD : plusieurs virus à ARN de polarité positive et 
rétrovirus41 sont décrits comme inhibiteurs du NMD (Li et al., 2019; Lukhovitskaya and Ryabova, 

2019; Fontaine et al., 2018; May et al., 2018; Wada et al., 2018; Tang et al., 2016; Ramage et al., 2015; 

Garcia et al., 2014; Balistreri et al., 2014; LeBlanc and Beemon, 2004). En effet, certains transcrits 
viraux présentent des déterminants architecturaux les rendant sensibles au NMD, avec 
notamment la présence d’un long 3’UTR, retrouvé notamment dans l’ARN génomique (ARNg) 
d’HTLV-1 (Figure 9). D’ailleurs, cette sensibilité au NMD est suggérée par deux études : l’une 
montre qu’en condition de surexpression d’UPF1, l’ARNg d’HTLV-1 a une demi-vie plus 
faible, suggérant que sa dégradation est sous la dépendance d’UPF1 (Nakano et al., 2013); une 
seconde étude réalisée en condition de déplétion d’UPF1 rapporte une augmentation 
significative de l’expression de tous les ARN viraux d’HTLV-1, dans le sens également d’une 
restriction de leur expression médiée par UPF1 (Mocquet et al., 2012). Il est donc admis que cette 
inhibition du NMD s’inscrit dans une stratégie de protection du génome viral mise en place 
pour échapper à la dégradation des ARN viraux par le NMD. Un certain nombre de ces 
stratégies d’échappement consistent à coder des protéines virales inhibitrices du NMD et dont 
certaines ciblent directement UPF1 (cf. III.A de ce chapitre). D’autres mécanismes d’inhibition 
du NMD sont décrits et passent par des éléments directement présents dans la séquence de 
l’ARN viral, tels que les motifs RSE retrouvés chez le Rous Sarcoma Virus (Popp et al., 2020; 

Mocquet et al., 2015). 

 
 

                                                           
41 West Nile Virus (WNV), Virus de la dengue (DENV) ; Cauliflower mosaic Virus (CaMV) ; ZIKA Virus (ZIKV) ; 
Umbravirus Pea enation mosaic virus (PEMV2) ; Mouse Hepatitis Virus (MHV) ; Moloney Murine Leukemia Virus (MoMLV 
ou MMLV) ; Hepatitis C Virus (HCV) ; Potato Virus X (PVX) ; Semliki Forest Virus (SMV) ; Rous Sarcoma Virus (RSV). 
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Figure 9. Les fonctions du NMD selon l’architecture du transcrit. 
 

2. Le Staufen-Mediated Decay (SMD)  
 

Dans le cas du Staufen-Mediated Decay (SMD), la stabilisation d’UPF1 sur l’ARNm 
dépend également de la terminaison de la traduction. En revanche, la stabilisation n’est pas sous 
la dépendance de la présence d’un EJC, mais sous celle des protéines de liaison à l’ARN 
doubles brins Staufen (STAU 1 et STAU 2) (Figure 10). Il est montré que les protéines Staufen 
se lient à la région 3’UTR de l’ARNm, au niveau de structures doubles brins particulières, de 
type épingle à cheveux ou stem-loop, sans séquence spécifique et appelées site de liaison STAU 
(SBS). Simultanément, les protéines Staufen lient UPF1 (au niveau de son domaine CH), 
présente en aval d’un codon de terminaison de la traduction (Kim and Maquat, 2019; Park et al., 

2013; Kim et al., 2007, 2005). UPF1 est également activée par une phosphorylation qui dépend 
de SMG1 et suit une mécanistique dégradative similaire au NMD : decapping (via PRCN2) et 
clivage 5’-3’ exo-ribonucléolytique (Cho et al., 2012, 2013b). Pour autant, l’implication des 
facteurs SMG6, SMG5/7 ou de phosphorylations différentielles des motifs (S/T)Q restent à 
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encore déterminer. Quoi qu’il en soit, les activités ATPases et hélicases d’UPF1 sont montrées 
comme essentielles au SMD (Kim and Maquat, 2019).  

Le SMD cible divers transcrits et participe ainsi à plusieurs processus cellulaires tels 
que la myogenèse, l'adipogenèse, la motilité cellulaire ou encore l'autophagie (Paul et al., 2018; 

Cho et al., 2012; Gong et al., 2009; Maquat and Gong, 2009; Kim et al., 2007, 2005). De manière 
intéressante, il est montré que le processus de différenciation nécessaire à la myogenèse42 
nécessite la dégradation de l’ARNm Pax3 (cible du SMD) et l’absence de la dégradation de 
l’ARNm Myogenin (cible du NMD). Or dans les myotubes (stade « différencié »), STAU1 est 
retrouvée davantage associée à UPF1, alors qu’UPF2 y est retrouvée moins associée. Gong et 

al. suggèrent alors l’existence d’une compétition pour le recrutement d’UPF1 permettant une 
balance entre la voie du NMD et celle du SMD aboutissant à la myogenèse (Gong et al., 2009). 
Cette compétition entre les deux voies serait le reflet d’une compétition entre UPF2 (NMD) et 
les protéines STAU (SMD) pour la liaison au domaine CH d’UPF1 (Kim and Maquat, 2019). 
Néanmoins, il a été récemment montré qu’en réalité, dans le SMD, UPF2 se lie à un dimère de 
STAU1, recrute UPF1 et active ses fonctions catalytiques par liaison au domaine CH 
(Gowravaram et al., 2019). La même équipe montre que la déplétion d’UPF2 abolit l’initiation 
du SMD : UPF2 semble donc davantage favoriser l’interaction STAU1-UPF1 que l’inhiber. 
Ainsi, la compétition observée entre les voies du NMD et du SMD par Gong et al., pourrait être 
finalement liée à une compétition pour le recrutement d’UPF2 (Lavysh and Neu-Yilik, 2020; 

Gowravaram et al., 2019).  
 

3. Le Regnase-1-Mediated Decay (RMD) 
 

D’autres éléments structuraux des transcrits semblent être capables d’induire une 
stabilisation d’UPF1, dépendante de la terminaison de la traduction (Figure 10). C’est 
notamment ce qui est observé pour les ARNm produits en réponse à l’inflammation43 qui 
contiennent dans la région 3’UTR des motifs conservés, tels que des motifs « ARE44 » ou encore 
des motifs de désintégration constitutive (CDE). Les motifs CDE se structurent en épingle à 
cheveux et contiennent une boucle pyrimidine-purine-pyrimidine (Leppek et al., 2013; 

Glasmacher et al., 2010; Stoecklin et al., 2003). Ils sont reconnus sélectivement et rapidement 
dégradés par une protéine à doigts de zinc, appelée Roquin (Leppek et al., 2013). Les CDE 
peuvent également être reconnus par une autre protéine à doigt de zinc, la Regnase-1 (Matsushita 

et al., 2009). Mécanistiquement, peu de choses sont actuellement établies. Néanmoins, la 
Regnase-1 contient un domaine RNAse à activité endoribonucléasique (qui pourrait supplanter 
le recrutement de SMG6) et dont l’activité est montrée comme essentielle à l’efficacité du RMD 
(Leppek et al., 2013). Le domaine d’interaction de la  Regnase-1 avec UPF1 n’est actuellement 
pas connu : il n’est donc pas établi que ce soit la liaison de Regnase-1 à UPF1 qui active 
l’activité hélicase d’UPF1, démontrée comme essentielle au RMD (Mino et al., 2015). Aussi, 
dans leur revue sur les rôles d’UPF1 dans les différentes voies dégradatives de l’ARN, Kim et 

Maquat proposent la mécanistique suivante : UPF1 pourrait faire le lien entre le complexe de 

                                                           
42 Résultant de la différenciation des myoblastes (C2C12) en myotubes. 
43 Qui sont très instables et généralement rapidement dégradés dans les cellules immunitaires innées ; codant typiquement les 
cytokines. 
44 Régions riches en AU. 
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terminaison de la traduction et la regnase-1 liée au CDE en aval, permettant ainsi l’activation 
de l’activité endoribonucléasique de la Regnase-1. Il reste encore à déterminer si le RMD 
nécessite la phosphorylation d'UPF1, son activité ATPase ou d’autres facteurs de dégradation 
de l’ARNm habituellement recrutés par UPF1 (Kim and Maquat, 2019; Mino et al., 2015; Leppek 

et al., 2013). 
En revanche, il est décrit que la reconnaissance du domaine CDE par la Roquin induit 

une dégradation rapide des transcrits codant les cytokines notamment via le recrutement du 
complexe de déadénylation CCR4-NOT indépendamment de la traduction, alors que la 
reconnaissance par la Regnase-1 induit une stabilisation d’UPF1 sur son substrat sous la 
dépendance de la traduction (Mino et al., 2015). Cette reconnaissance différentielle pourrait 
s’expliquer par une différence de « temporalité » d’activation de ces voies : la Regnase-1 et la 
Roquin sont chargées de dégrader les ARNm inflammatoires respectivement dans les phases 
aiguës et tardives de l'inflammation (Mino et al., 2015; Mino and Takeuchi, 2015). 
  

4. L’Histone-replication dependant-Mediated Decay (HMD) 
 

Au cours de la terminaison de la traduction, UPF1 peut également être stabilisée par la 
protéine SLBP (Stem-Loop Binding Protein) qui reconnaît une structure en tige-boucle 
hautement conservée qui termine la région 3’UTR45 des ARNm codant les histones (Hoefig and 

Heissmeyer, 2014; Jaeger et al., 2005). En effet, les ARNm histones ont la particularité de ne pas 
avoir de queue poly(A) (Marzluff and Koreski, 2017; Marzluff et al., 2008). Mécanistiquement, le 
HMD s’initie en condition de stress lorsque la réplication de l’ADN est bloquée : les kinases 
ATR46 et DNA-PK sont activées et vont phosphoryler UPF1 (Figure 10). Cette phosphorylation 
d’UPF1 est montrée comme essentielle au HMD et permettrait de favoriser la liaison d’UPF1 
à SLBP (au niveau du domaine HD d’UPF1) (Kim and Maquat, 2019; Choe et al., 2014; Kaygun 

and Marzluff, 2005). Ce complexe UPF1phosphorylée-SLBP recrute préférentiellement SMG5 et 
PNRC2 entraînant le decapping et la dégradation 5’-3’. SMG6 et SMG7 ne seraient pas 
impliquées dans la dégradation des ARN histones, suggérant que SLBP pourrait directement 
influencer le recrutement des complexes dégradatifs (Choe et al., 2014). En lien avec cette idée, 
une voie indépendante de PNRC2 et alternative aux étapes de decapping et de dégradations 
exonucléolytiques a été décrite dans le HMD (Kim and Maquat, 2019; Lackey et al., 2016; Su et 

al., 2013; Mullen and Marzluff, 2008). Enfin, les activités ATPase et hélicases d’UPF1 ont été 
montrées comme essentielles au HMD (Choe et al., 2014; Kaygun and Marzluff, 2005).  

Les ARNm codant les histones sont hautement régulés et ne sont présents en grande 
quantité qu’en phase S (réplicative) : ils vont permettre la production des histones nécessaires 
à la compaction de l’ADN nouvellement répliqué (Marzluff and Koreski, 2017). 
 

5. Le Structure-mediated RNA Decay (SRD) 
 

Récemment Fischer et al., ont caractérisé une voie de dégradation de l’ARN impliquant 
UPF1 et G3PB147 (Figure 10) (Fischer et al., 2020). G3BP1 est déjà décrite comme impliquée 

                                                           
45 En aval du codon de terminaison de la traduction. 
46 Appartenant à la famille des PI3K-related kinases. 
47 Ras GTPase-activating protein-binding protein 1. 
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dans la formation des granules de stress, pouvant séquestrer et réprimer la traduction de certains 
transcrits cellulaires en condition de stress (Ivanov et al., 2019; Wheeler et al., 2016; Matsuki et al., 

2013). Il a été déterminé par CLIP-seq48 que G3BP1 et UPF1 sont toutes deux enrichies au 
niveau de séquences d'ARN doubles brins en 3’UTR qui diffèrent des sites de liaisons de 
STAU1 : l’interaction UPF1-G3BP1 est indirecte et davantage médiée par ces séquences 
doubles brins (May and Simon, 2021; Fischer et al., 2020; Lavysh and Neu-Yilik, 2020; Sugimoto et 

al., 2015). De plus, Fischer et al. montrent que la déplétion d’UPF1 et de G3BP1 entraîne une 
augmentation globale des niveaux d’ARNm et d’ARN circulaires lorsqu’ils présentent des 
régions 3’UTR hautement structurées (dites « HSU », comparativement à des régions moins 
structurées dites « PSU » pour Poorly Structured). Mécanistiquement, les auteurs montrent que 
l’activité hélicase d’UPF1 est nécessaire au SRD, mais que l’initiation du SRD est également 
dépendante de G3PB1 et indépendante des facteurs habituellement impliqués dans les voies du 
NMD, du SMD ou du RMD (UPF2, UPF3A, UPF3B, SMG6, STAU1, STAU2, et la Regnase-
1 ont été testés). (Fischer et al., 2020). Les facteurs impliqués dans la cascade dégradative restent 
encore à déterminer, notamment une potentielle activité endoribonucléase de G3PB1. De 
même, étant donné que G3PB1 est également une hélicase, il reste à déterminer si le 
déroulement de ces structures « HSU » dépend uniquement d’UPF1 ou si G3PB1 et UPF1 y 
travaillent de concert (Guo et al., 2020).  

Fonctionnellement, Fischer et al., établissent deux fonctions au SRD : une dans la 
régulation préférentielle d’isoformes spécifiques d’ARNm (présentant différentiellement des 
« HSU » ou des « PSU »)49 ; une autre dans la régulation de l’expression des ARN circulaires, 
pour lesquels, bien qu’ils soient généralement stables dans les cellules, il est montré que la 
dynamique d’expression varie au cours du développement (Fischer et al., 2020; Venø et al., 2015). 
Le fait que l’initiation du SRD soit sous la dépendance de la traduction n’est pas encore établi. 
Néanmoins, il est tout de même supposé que l’initiation de cette voie repose sur la terminaison 
de la traduction compte tenu du fait que le SRD régule certains ARNm50 (Lavysh and Neu-Yilik, 

2020). 
 

6. Le TSN-mediated miRNA Decay (TumiD) 
 

Les microARN (miARN) regroupent plusieurs classes de petits ARN non codants (22 
nucléotides en moyenne) qui régulent la stabilité et/ou la traduction de la plupart des transcrits 
codant les protéines. Et si la biogenèse des miARN est aujourd’hui plutôt bien décrite, les 
mécanismes qui contrôlent leur dégradation sont quant à eux peu connus (Kim and Maquat, 2019; 

Elbarbary et al., 2017b, 2017a). La TSN51 est une nucléase faisant partie du complexe RISC 
(RNA-induced silencing complex) qui est impliqué dans la machinerie de l’ARN interférence 
en guidant les miARN à leur ARNm cibles (Caudy et al., 2003). Il a été récemment suggéré 
qu’UPF1 favoriserait le processus de dégradation de certains micro-ARN (miARN) par la voie 
du TSN-mediated miRNA decay (TumiD) (Figure 10) : grâce à son activité hélicase, UPF1 

                                                           
48 Cross-Linking ImmunoPrecipitation-Sequencing 
49 Ils rapportent l’exemple des isoformes de protéines ARAF, où ARAF HSU inhibe l’apoptose, à l’inverse de l’isoforme 
PSU (Rauch et al., 2011). 
50 Et de l’implication de G3PB1. 
51 Tudor-Staphylococcal/micrococcal-like Nuclease. 
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favorise in vitro la dissociation des miARN de leurs cibles ARNm, les rendant ainsi plus 
accessibles à la dégradation par la TSN (Elbarbary et al., 2017a). Aussi, compte tenu des cibles 
du TumiD, il est proposé que la voie du TumiD soit indépendante de la terminaison de la 
traduction (Lavysh and Neu-Yilik, 2020; Kim and Maquat, 2019). Elbarbary et al., ont identifié 
qu’in cellulo, la voie du TumiD nécessite l'activité hélicase d’UPF1 mais pas sa 
phosphorylation. Et si TSN et UPF1 sont démontrées comme interagissant de manière directe 
in vitro, la manière dont l'activité hélicase d'UPF1 est activée dans le TumiD est actuellement 
inconnue (Kim and Maquat, 2019; Elbarbary et al., 2017a). De plus, approximativement 50% des 
miARN matures régulés par la TSN sont retrouvés surexprimés en conditions de déplétion 
d’UPF1, mais pas dans des conditions de déplétions d’UPF2, UPF3b ou de STAU1, suggérant 
que l’implication d’UPF1 dans la voie du TumiD est bien indépendante de ses fonctions dans 
le NMD ou le SMD (Lavysh and Neu-Yilik, 2020; Elbarbary et al., 2017a).  

Dans un premier temps, Elbarbary et al., ont caractérisé la voie du TumiD en identifiant 
les cibles de la nucléase TSN : les miARN qui présentent des séquences dinucléotidiques CA 
et/ou UA sont reconnus par la TSN pour leur dégradation endonucléolytique (Elbarbary et al., 

2017b). Puis, par inhibition ciblée (par CRISPR-Cas9) de TSN, les auteurs ont montré que la 
voie du TumiD serait impliquée dans la progression du cycle cellulaire en régulant la quantité 
des miRNA impliqués dans la production des protéines de la transition de phase G1 à S 
(Elbarbary et al., 2017b). 
 

7. Le Glucocorticoid-receptor-Mediated Decay (GMD) 
 
Les glucorticoïdes sont des hormones (stéroïdes) régulant divers processus 

physiologiques tels que le métabolisme du glucose, l’inflammation52, le développement ou 
encore les fonctions cérébrales (Vandevyver et al., 2012; Oakley and Cidlowski, 2011; Santos et al., 

2011). Leurs fonctions sont médiées par un récepteur nucléaire aux glucocorticoïdes (GR) : le 
GR est un facteur de transcription se liant à l'ADN. Or plusieurs études ont récemment révélé 
que le GR fonctionne également comme une protéine de liaison à l'ARN capable de provoquer 
la dégradation rapide de ses substrats cibles dans un processus appelé GR-mediated mRNA 
decay (GMD) (Kim and Maquat, 2019; Ishmael et al., 2011; Kino et al., 2010; Dhawan et al., 2007; 

Cho et al., 2015; Park et al., 2016). Le GMD se distingue des autres voies dépendantes de la 
traduction (NMD, SMD, RMD, HMD) de plusieurs façons (Figure 10). Tout d'abord, le GMD 
se produit indépendamment de la traduction d’un substrat ARNm comme le démontrent Cho et 

al. : le blocage de l'initiation de la traduction à l'aide d'une structure en épingle à cheveux dans 
le 5' UTR ne modifie pas l'efficacité de la GMD. De plus, la région 3’UTR ne semble pas 
déterminante dans l’initiation du processus. En effet, le premier substrat cellulaire identifié 
comme étant dégradé par le GMD, l’ARNm ccl253, présente un site de liaison au GR situé en 
5’UTR (Cho et al., 2015). Enfin, bien que le GMD nécessite la liaison de PNRC2 à UPF1 (dans 
son domaine N-terminal entre les a.a 1-72), ainsi que l’activité ATPase et hélicase d’UPF1, la 
phosphorylation de cette dernière n’est pas médiée par SMG1 mais par ATM54, généralement 

                                                           
52 Anti-inflammatoires. 
53 Chemokine ligand 2 (cytokine de type chimiokine). 
54 Appartenant à la famille des PI3K-related kinases. 
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recrutée et activée lors des cassures doubles brins de l’ADN (Kim and Maquat, 2019; Park et al., 

2016; Cho et al., 2015).  
Bien que fonctionnellement le type d’ARNm ciblés par le GMD ne soit pas encore 

caractérisé, il est néanmoins démontré que la liaison du GR à l’ARNm ne nécessite par un 
ligand de type Glucocorticoïde (à la différence de sa liaison à l’ADN) (Kim and Maquat, 2019; 

Park et al., 2016; Cho et al., 2015).  
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8. Les autres voies dégradatives dépendantes d’UPF1 
 

D’autres évènements de dégradation impliquant UPF1 ont été décrits. Il n’est pas encore 
bien défini s’il s’agit de voies de dégradation UPF1 dépendante à part entière ou de voies de 
régulation alternatives issues de celles décrites ci-dessus (Lavysh and Neu-Yilik, 2020). Le choix 
a donc été fait de les décrire succinctement dans le paragraphe suivant.  

 
TRIM71 est un facteur spécifique des cellules souches qui joue un rôle essentiel dans 

les stades précoces de l’embryogenèse et dans la carcinogenèse55. TRIM71 est retrouvée au 
niveau de la région 3’UTR de l’ARNm cdkn1a 56, où elle interagit avec un motif tige-boucle 
particulier (TRE, pour TRIM71 Responsive Element). Et si SMG6 ne semble pas être impliquée 
dans la dégradation de cet ARN, il est montré que TRIM71 co-immunoprécipite avec UPF1, 
SMG1 et SMG7. En étudiant d’autres cibles, les auteurs montrent que TRIM71 et UPF1 
coopèrent dans la régulation d’un certain nombre d’autres ARN décrits comme sensibles au 
NMD via la présence d’un long 3’UTR (cf. 1.b). Aussi, il est encore à déterminer si ce TRIM71-
Mediated Decay est une des nombreuses voies alternatives du NMD ou encore une voie 
alternative du SRD (compte tenu de la structure tige-boucle reconnue par TRIM71) (Lavysh and 

Neu-Yilik, 2020; Torres-Fernández et al., 2019).  
 
De même, une voie dégradative par les miARN sous la dépendance d’UPF1 et de SMG7 

(appelée UPF1-SMG7-miRNA-Mediated Decay) a récemment été décrite (Park et al., 2019). En 
effet, Park et al., montrent qu’une part significative d’ARNm ciblés par une sous-famille des 
miARN sont régulés positivement en condition de déplétion d’UPF1. Cet effet disparaissant 
lorsque les motifs reconnus par ces miARN (motifs CUG) sont mutés, ainsi qu’en absence de 
DICER (enzyme impliquée dans la formation des miARN57), les auteurs concluent à une 
corrélation entre la dégradation médiée par UPF1 et l’ARN interférence médiée par les miARN. 
De plus, ils montrent qu’UPF1 et les protéines Argonautes58 (composantes du complexe RISC ; 
permettant de recruter les miARN sur des séquences MRE59) coopèrent dans une voie 
dégradative de l’ARNm nécessitant SMG7. SMG5 et SMG6 étant montrées comme non 
nécessaires à cette voie, la dégradation s’opère par CCR4/NOT, recrutée par SMG7. Or, la voie 
dégradative par les miARN actuellement décrite est basée sur le recrutement par les protéines 
Argonautes de GW18260 recrutant ensuite CCR4/NOT. Ainsi, les auteurs concluent que cette 
voie UPF1-SMG7-miRNA-Mediated Decay pourrait être une voie alternative à la voie 
canonique AGO-GW182 (Park et al., 2019). De plus, bien que l’activité hélicase d’UPF1 ne soit 
apparemment pas nécessaire à cette voie, cela reste à confirmer. Etant donné qu’il est montré 
que la taille de la région 3’UTR influence la présence de MRE, Parks et al., suggèrent même 
que la voie du UPF1-SMG7-MiRNA-Mediated-Decay pourrait finalement être la norme pour 
l’initiation du NMD lorsqu’elle est indépendante de l’EJC (Lavysh and Neu-Yilik, 2020; Park et 

al., 2019; Nam et al., 2014; Mayr and Bartel, 2009; Sandberg et al., 2008).  

                                                           
55 Les carcinomes sont des tumeurs neuroendocrines de type « slow-growing ». 
56 Cyclin Dependent Kinase Inhibitor 1A/p21, qui joue notamment un rôle dans la senescence. 
57 Notamment par clivage des pré-microARN. 
58 Généralement abrégées AGO. 
59 miRNA recognition Element. 
60 TRNC6A/C ; famille de protéines qui fournissent une plateforme de recrutement aux complexes de la déadénylation. 



 
 

- 43 - 
 

 

Pour conclure, comme présenté dans la figure 10, les différents éléments stabilisateurs 
d’UPF1 initiant ces différentes UMD sont majoritairement retrouvés dans les régions 3’UTR 
des ARNm. Or ces régions non traduites (des ARNm comme des ARN non codants) sont 
généralement hautement structurées (Beaudoin et al., 2018), comme le suggère d’ailleurs les 
différentes structures tige-boucle pouvant initier le SMD, le RMD, le HMD ou encore le SRD. 
Parmi les facteurs favorisant ces structures secondaires de l’ARN, le pourcentage en GC est un 
paramètre important (Fischer et al., 2020). De plus, il est montré que les ARNm porteurs de 
régions hautement structurées ont généralement une demi-vie plus courte (Su et al., 2018). UPF1 
étant une hélicase impliquée dans de nombreuses voies dégradatives, l’idée que les structures 
secondaires soient des éléments stimulateurs de dégradation par UPF1 fait sens. D’ailleurs il 
est montré qu’UPF1 est particulièrement enrichie dans les séquences 3’UTR ayant un fort 
pourcentage en GC et préférentiellement au niveau de motifs CCUG(GA)(GA)(GA) (Lavysh 

and Neu-Yilik, 2020; Imamachi et al., 2017; Kurosaki et al., 2014; Lee et al., 2015). Puisqu’UPF1 est 
capable de s’associer à tous les transcrits accessibles, que les motifs GC tendent à former des 
structures secondaires et qu’il a été récemment montré que l’activité ATPase d’UPF1 est plus 
faible sur des séquences riches en GC61, Lavysh et al., proposent l’idée suivante : la 
translocation d’UPF1 serait ralentie par ces régions riches en GC, augmentant la possibilité 
pour UPF1 d’être phosphorylée et de recruter des facteurs de la dégradation de l’ARNm. Cette 
idée se retrouve également dans le travail de Kishor et al., qui proposent à leur tour que le 
déclenchement du NMD soit davantage liée à l’accumulation d’UPF1 dans ces régions 3’UTR 
qu’à son recrutement spécifique dans ces régions, favorisant grandement la probabilité de 
phosphorylation d’UPF1 et de déclenchement du processus.  

 
Ainsi, la catégorisation des différentes voies proposées en figure 10 (basée sur les revues 

très détaillées de Kim and Maquat, 2019 et de Lavysh et al. 2020) pourrait être amenée à évoluer 
et s’enrichir. D’ailleurs, là où Kim and Maquat., proposent une classification davantage basée 
sur les différents interactants d’UPF1 initiant les différentes UMD, Lavysh et al., proposent une 
vision complémentaire : tous ces facteurs seraient mis à disposition dans un « cloud » et 
mobilisés selon les besoins rencontrés par la cellule pour moduler/réguler l’expression des 
gènes. Ces besoins étant définis par les différents éléments présents sur l’ARNm, permettant 
d’y stabiliser et/ou recruter durablement UPF1.  
 

B. Les autres fonctions cellulaires d’UPF1 
 

Bien qu’en cellules humaines, la majorité du pool cellulaire d’UPF1 soit retrouvée dans 
le cytoplasme en lien avec ses fonctions dans différentes voies de dégradations des ARNm, 
UPF1 est également retrouvée dans le noyau (Hong et al., 2019; Ajamian et al., 2015; Mendell et 

al., 2002). L’impact de cette localisation nucléaire n’est que peu étudiée et ce sont 
principalement ses rôles cytoplasmiques qui sont les mieux décrits. Certaines études suggèrent 
tout de même qu’UPF1 jouerait un rôle dans le métabolisme de l’ADN distinctement de ses 

                                                           
61 Fischer et al., 2020 
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rôles dans le catabolisme de l’ARN (Varsally and Brogna, 2012; Nicholson et al., 2010; Azzalin and 

Lingner, 2006b).  
UPF1 a notamment été montrée comme ayant des fonctions dans le maintien de la 

stabilité du génome, au travers du bon déroulement de la réplication et de la réparation de 
l’ADN, ainsi que dans la progression du cycle cellulaire (Ngo et al., 2021; Nicholson et al., 2010; 

Azzalin and Lingner, 2006a; Mendell et al., 2002). Par exemple, la déplétion d’UPF1 entraine un 
arrêt du cycle cellulaire en phase S précoce. Azzalin et al., montrent qu’UPF1, en interagissant 
avec l’ADN polymérase, s’associe à la chromatine durant la phase S et favorise la progression 
du cycle cellulaire. Cette interaction est également stimulée par les dommages à l’ADN qui 
activent la kinase ATR, qui va ensuite phosphoryler UPF1 (Azzalin and Lingner, 2006a). 
Récemment, Ngo et al. ont découvert que les cassures doubles brins (Double Strand Break ou 
DBS) menaient à la formation d’hybrides ADN-ARN et de structures de types R-Loop pour 
permettre la réparation de l’ADN. Or, les auteurs montrent, à l’aide de conditions déplétées en 
UPF1, que la formation de ces structures est favorisée par UPF1 au niveau de DSBs non et sub-
télomériques (Ngo et al., 2021). De manière intéressante, la kinase SMG1 est également 
impliquée dans la stabilité du génome, où des expériences en conditions de déplétions de SMG1 
montrent l’apparition spontanée de dommages à l’ADN et une sensibilité augmentée des 
cellules aux rayonnements ionisants (IR). Les auteurs montrent également que l’exposition aux 
IR déclenche la phosphorylation d’UPF1, où les deux kinases ATM et SMG1 contribuent à ces 
évènements de phosphorylation, suggérant un rôle potentiel d’UPF1 également dans la 
réparation des dommages liés aux IR (Brumbaugh et al., 2004).  

Le facteur SMG6 est, quant à lui, impliqué dans le métabolisme des télomères par son 
association à la télomérase. (Azzalin et al., 2007; Azzalin and Lingner, 2006b; Brumbaugh et al., 

2004; Reichenbach et al., 2003). De manière interessante, UPF1 pourrait également être impliquée 
dans le métabolisme des télomères : sa déplétion conduit à une augmentation des quantités 
d’ARN TERRA (Telomeric repeat-containing RNA ; issus de la transcription des télomères) 
ainsi qu’à des dommages aux télomères (observé en cellules humaines HeLa). Il est suggéré 
qu’UPF1 puisse faciliter le décrochage de l’ARN TERRA des télomères, lorsqu’il forme une 
structure hydride ADN/ARN (Nicholson et al., 2010; Azzalin et al., 2007). Une autre étude réalisée 
en cellules humaines montre qu’UPF1 co-immunoprécipite avec la télomérase hTERT, à la 
différence d’UPF2, et de manière dépendante de la phosphorylation par la kinase ATR et 
indépendamment de celle par SMG1. Les auteurs montrent également qu’UFP1 interagit avec 
le facteur télomérique TPP162qui recrute et active les télomérases (hTERT - human télomérase 
reverse transcriptase - et TER - Télomérase ARN) et est impliqué dans la régulation de la 
longueur des télomères (B. Liu et al., 2022; Chawla et al., 2011). Après avoir montré que l’activité 
ATPase d’UPF1 favorise la réplication télomérique, Chawla et al., proposent donc qu’UPF1 soit 
impliquée dans plusieurs aspects du métabolisme des télomères, incluant la réplication et le maintien de 
la longueur télomérique (Chawla et al., 2011). 
 

Hors de ce rôle dans le métabolisme de l’ADN, une étude récente réalisée chez D. 

melanogaster, dans des cellules de glandes salivaires, montre qu’UPF1 pourrait s’associer à 
l’ARN de manière co-transcriptionnelle et que cette association pourrait dépendre de la 

                                                           
62 Issue du gène ACD pour AdrenoCortical Dysplasia protein homolog ; appelée aussi PTOP, PIP1 ou encore TINT1. 
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reconnaissance des sites 5’ d’épissage (Singh et al., 2019). Il y est également montré que la 
déplétion d’UPF1 entraîne une rétention des ARN poly(A) aux sites transcriptionnels ainsi 
qu’un défaut de leur export. Leurs résultats suggèrent qu’UPF1 pourrait jouer un rôle global63 
dans les étapes nucléaires de maturation de l’ARNm, du relargage des ARNm du site de 
transcription jusqu’à leur export dans le cytoplasme (Singh et al., 2019). D’ailleurs, une autre 
étude en cellules HeLa montre que le pool nucléaire d’UPF1 (représentant 30% environ du pool 
cellulaire total) est fortement enrichi dans la fraction chromatinienne (Hong et al., 2019). Cette 
étude montre également que la localisation nucléaire d’UPF1 est affectée par des perturbations 
de l’initiation et de l'élongation de la transcription, suggérant un rôle d’UPF1 dans les processus 
couplés à l’élongation de la transcription également chez les mammifères (Hong et al., 2019). 
Enfin, Hong et al. montrent qu’un traitement au cycloheximide (CHX, inhibiteur de la 
traduction) en cellules HeLa induit une accumulation d’UPF1 plus importante à la chromatine 
(Hong et al., 2019). Ces deux études suggèrent également qu’UPF1 pourrait s’associer à ses 
substrats cibles dès le noyau. 

 
Enfin, deux études rapportent une fonction directe d’UPF1 dans la dégradation des 

protéines, par une activité E3 ubiquitine ligase via son domaine RING-like (dans le domaine 
CH). Chez l’humain, cette activité d’UPF1 jouerait un rôle dans la différenciation musculaire 
en ciblant la dégradation du facteur de transcription MYOD64 (Plank and Wilkinson, 2018; Feng 

et al., 2017). 
 

 Impacts pathologiques des dérégulations d’UPF1 
 

A. UPF1 : cible privilégiée de certains virus 
 

Comme introduit plus tôt, l’inhibition du NMD s’inscrit dans la stratégie réplicative 
d’un grand nombre de virus, notamment les rétrovirus et les virus à ARN de polarité positive 
(+) qui, de fait, ont développé divers moyens de protection, dont certains d'entre eux ciblent 
directement UPF1. C’est par exemple le cas du Zika Virus65 (ZIKV) décrit comme capable 
d’inhiber le NMD et pour lequel il est montré que la protéine de capside lie directement UPF1 
entraînant sa dégradation via le protéasome (Fontaine et al., 2018). Au cours des infections par 
le Semliki Forest Virus66 (SMV), le NMD est inhibé par plusieurs protéines virales : NSP3 et 
la capside. Cette dernière est capable d’interagir avec UPF1, suggérant qu’une interférence avec 
l’hélicase est un des moteurs de l’inhibition du NMD (Contu et al., 2021; Balistreri et al., 2014). 
C’est également le cas de deux coronavirus, Infectious Bronchitis Virus (IBV) et le Sars-Cov2, 
pour lesquels l’interaction des nucléocapsides (protéine virale N) avec UPF1 suggère une 
possible interférence du NMD (Popp et al., 2020; Gordon et al., 2020; Emmott et al., 2013). En 
effet, seule l’expression de la nucléocapside du Mouse Hepatitis Virus (MHV, coronavirus 
murin) a pour le moment été démontrée comme affectant le NMD pour favoriser la réplication 
virale (Wada et al., 2018). Dans les cas des Rotavirus (RV), l’inhibition du NMD a été récemment 

                                                           
63 Au moins dans les cellules de glandes salivaires chez la drosophile. 
64 pro-muscle transcription factor. 
65 De la famille des Flaviviridae. 
66 De la famille des Togaviridae. 
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montrée et passe par une interaction directe avec UPF1 : la protéine rotavirale NSP5 se lie avec 
UPF1 pour favoriser sa dégradation via le protéasome (Sarkar et al., 2022). Pour les rétrovirus, 
HTLV-1 cible UPF1 et inhibe son activité ATPase et hélicase via sa protéine virale Tax, menant 
à une inhibition du NMD (Fiorini et al., 2018). En revanche, pour HIV-1, si l’interaction de la 
protéine virale Rev avec UPF1 est décrite comme supposément inhibitrice de l’interaction 
UPF1-UPF2, l’inhibition du NMD n’est pour le moment pas établie (Ajamian et al., 2015).  

 
Concernant les autres UMD, il existe actuellement peu de littérature concernant leurs 

capacités de restriction virale. En effet, la plupart des études sont généralement centrées autour 
de l’inhibition du NMD. Or, comme introduit plus tôt, le facteur STAU1 (du SMD) peut 
s’associer aux ARN porteurs de 3’UTR structurés et riches en GC (cf II.2). Ainsi, dès lors que 
certains ARN viraux présenteraient ces éléments structuraux capables de recruter les protéines 
STAU, il est envisageable qu’ils soient également ciblés par le SMD. D’ailleurs, la protéine 
NS1 du virus de l’influenza A (IAV) a été décrite comme inhibitrice du SMD : en interagissant 
avec STAU1, NS1 empêche l’association de STAU1 à UPF1 et l’initiation du SMD (Cho et al., 

2013a). Comme le NMD ne semble pas être impliqué dans la restriction de la propagation d’IAV 
(Tran et al., 2021), cela suggère que ces deux voies de dégradations pourraient être une forme de 
relai l’une de l’autre dans la restriction virale. De manière intéressante, les protéines STAU1 et 
STAU2 sont décrites comme favorisant différentes étapes du cycle réplicatifs d’HIV-1, 
suggérant un détournement de leurs fonctions initiales au profit de la réplication virale (May and 

Simon, 2021; Rao et al., 2019b; Abrahamyan et al., 2010; Chatel-Chaix et al., 2008, 2004; Balakrishnan 

et al., 2021; Banerjee et al., 2014). Ce détournement pourrait être un argument supplémentaire en 
faveur d’une capacité initiale de restriction par le SMD qui in fine est contournée par HIV-1.  

 
Enfin la protéine G3BP1, récemment impliquée avec UPF1 dans le SRD, est déjà 

montrée comme capable d’inhiber la réplication virale des virus Sendaï et de la stomatite 
vésiculaire en facilitant la réponse antivirale RIG-I67. Chez HIV-1, G3BP1 est montrée comme 
capable de séquestrer les ARN viraux. De plus, plusieurs protéases virales des picornavirus 
ciblent et clivent spécifiquement G3BP1, suggérant la mise en place d’un mécanisme 
d’échappement à une restriction virale par G3BP1 (May and Simon, 2021; Kim et al., 2019; Yang 

et al., 2019; Visser et al., 2019; Cobos Jiménez et al., 2015; Ng et al., 2013; White et al., 2007). Pour 
autant, aucun lien direct entre le SRD et la dégradation de l’ARN viral n’est pour le moment 
établi, et l’implication d’UPF1 dans les mécanismes de restriction virale par G3PB1 n’est pas 
connue. 
 

B. Dérégulations d’UPF1 et tumorigenèse 
 

Compte tenu de l’implication fonctionnelle d’UPF1 dans diverses voies contribuant à la 
régulation de l’expression des gènes via les UMD, l’intégrité du génome et la différenciation 
cellulaire, il n’est pas surprenant que de plus en plus d’études rapportent des dérégulations 
d’UPF1 dans divers types de tumeurs (Chen et al., 2021).  

 

                                                           
67 Récepteur du système immunitaire inné, impliqué dans l’initiation de la réponse interferon de type I. 
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UPF1 semble jouer majoritairement un rôle de suppresseur de tumeur : plusieurs études 
montrent qu’UPF1 est significativement sous-exprimée dans la plupart des cancers, incluant les 
carcinomes hépatocellulaires, les cancers gastriques, le cancer pancréatique adénosquameux, 
les tumeurs inflammatoires myofibroblastiques, les cancers de la thyroïde, les cancers ovariens 
ou encore les gliomes (Chen et al., 2021). Plus particulièrement, UPF1 pourrait jouer un rôle 
dans la tumorigenèse via une diminution de sa fonction dans le NMD. En effet, comme introduit 
plus tôt, le NMD est un processus finement contrôlé impliqué dans la régulation de l’expression 
des gènes. Or, une étude de transcriptomique réalisée sur près de 10.000 échantillons tumoraux 
divers montre que près de 30% des mutations retrouvées dans ces tumeurs génèrent des PTC 
(Lindeboom et al., 2016). De plus, 1/3 des cancers seraient dus à un PTC « non détecté » dans un 
gène suppresseur de tumeur tels que p53 ou encore BRCA1 (Lindeboom et al., 2016; Fan et al., 

2001; Sylvain et al., 2002; Cardinali et al., 1997), soulevant la question du rôle de l’inhibition du 
NMD dans les phénomènes liés à l’oncogenèse. En effet, de nombreuses études rapportent un 
lien entre dérégulations du NMD et cancers mais les facteurs causaux de la 
modulation/déficience du NMD sont divers et parfois difficiles à établir (Nogueira et al., 2021). 
Ainsi, si les dérégulations d’UPF1 peuvent y contribuer, rien n’est à ce jour établi de manière 
directe.  

 
D’ailleurs, UPF1 pourrait jouer des rôles différents dans la tumorigenèse en fonction 

des contextes. En effet, Chen et al., rapportent que dans les adénocarcinomes pulmonaires 
(LADC), deux études trouvent des dérégulations contraires d’UPF1 : Cao et al. trouvent une 
expression diminuée tandis qu’Han et al. montrent une surexpression d’UPF1 (Han et al., 2020; 

Cao et al., 2017). Or, une autre étude s'intéressant aux carcinomes colorectaux (CCR) montre un 
différentiel d’expression d’UPF1 selon le type de tumeur : le niveau d'expression d'UPF1 est 
plus élevé dans les CCR primaires, instables génétiquement (type MSI), que dans les CCR, 
stables (type MSS) (Bokhari et al., 2018). Enfin, de récents travaux montrent notamment que des 
modifications post-transcriptionnelles impliquant UPF1 contribuent à la modulation de 
l’architecture et de la stabilité des transcrits tumoraux (Chen et al., 2021; Oka et al., 2021).  

 
Bien que, globalement, les mécanismes moléculaires associés à ces dérégulations 

d'UPF1 dans les cancers ne soient pas encore clairement établis, les dérégulations d’UPF1 ont 
tout de même été liées à la prolifération, la migration et l’invasion des cellules cancéreuses ainsi 
qu’à un mauvais pronostic dans la plupart des cancers, lui valant un rôle potentiel de 
biomarqueur dans le diagnostic et le traitement de ceux-ci (Chen et al., 2021).  
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CHAPITRE III : L’INFECTION PAR LE RETROVIRUS ONCOGÈNE HTLV-1 
 (Human T-Lymphotropic Virus) 

 

Découvert en 1980, HTLV-1 (Human T-Lymphotropic Virus 1) appartient à la famille 
des Retroviridae, à la sous-famille des Orthoretrovirina et au genre Deltaretrovirus68. HTLV-1 
est un oncovirus qui infecte au moins 10 millions de personnes dans le monde, selon une 
répartition en cluster de zones endémiques (Afrique sub-saharienne, Asie du Sud-Est, Amérique 
du Sud et les Caraïbes). Plusieurs années après, l'existence de trois autres virus T-lymphotropes 
humains HTLV-2, HTLV-3 et HTLV-4 a été rapportée, mais leur pathogénicité n’étant pour le 
moment pas bien établie, ils ne seront pas décrits dans ce chapitre. 

Si l’infection par HTLV-1 est asymptomatique pour la majorité des patients, elle est 
parfois associée au développement au long cours de plusieurs pathologies qui sont 
principalement : soit une leucémie/lymphome de l’adulte à cellules T (ATL) qui est une forme 
agressive de leucémie ; soit une myélopathie associée à HTLV/paraparésie spastique tropicale 
(HAM/TSP) qui est une pathologie neurodégénérative du système nerveux central liée à une 
inflammation chronique. Les rôles joués par les réponses immunitaires innées et adaptatives 
dans la restriction de l'infection par HTLV-1 sont largement étudiés. Des modèles expliquant 
comment HTLV-1 parvient à échapper à ces réponses immunitaires ou à les déréguler afin de 
prolonger l'infection et provoquer des pathologies ont été proposés et sont régulièrement mis à 
jour. Bien que les contributions des oncoprotéines Tax et HBZ d’HTLV-1 à la pathogenèse 
soient plutôt bien établies, notamment dans l’oncogenèse associée à HTLV-1, certains 
mécanismes moléculaires liés à l’émergence pathologique restent encore à déterminer.  

Dans les phases précoces de l’infection et avant l'établissement d'une réponse 
immunitaire adaptative, HTLV-1 peut également être ciblé par plusieurs facteurs cellulaires de 
l'hôte à différentes étapes du cycle de la réplication virale. Cette immunité intrinsèque repose 
sur une grande diversité de processus antiviraux, dont le NMD. Mais la persistance même des 
infections par HTLV-1 suggère que ces mécanismes ne parviennent pas à restreindre 
entièrement le virus et/ou qu’HTLV-1 a évolué vers le développement de contre-mesures, sinon 
complètes, du moins suffisamment efficaces pour permettre une expression minimale. La 
contribution de ces mécanismes précoces à l’émergence pathologique est encore en 
questionnement.  

 

 Ce chapitre introductif sur HTLV-1 s’intéressera dans un premier temps à décrire 
succinctement les mécanismes moléculaires et la clinique qui sont associés aux pathologies 

induites par HTLV-1. Dans une seconde partie, les différentes protéines d’HTLV-1 et leurs 

fonctions virales seront abordées. Enfin, en troisième partie, le cycle réplicatif sera présenté 

en parallèle des facteurs cellulaires dont l’implication dans la restriction d’HTLV-1 est 
actuellement décrite ou suggérée.  

 

                                                           
68 Qui inclut également le BLV (Bovine leukemia Virus) et les PTLV (T-lymphotropic viruses infecting primates). 
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 Epidémiologie et pathologies associées à l’infection par HTLV-1 
 

Les cas d’infections par HTLV-1 sont géographiquement répartis en clusters de forte 
endémicité, généralement proches de zones dont le virus est absent. L'hypothèse associée à cette 
répartition particulière serait l'existence de sous-groupes de populations dont la variabilité 
génétique entre individus est particulièrement faible69 les rendant davantage susceptibles à la 
persistance d’un fort taux de transmission virale. Au moins 10 millions de personnes sont 
infectées dans le monde dont 5 à 10 % développent des pathologies graves. Le spectre des 
pathologies induites par HTLV-1 varie entre des troubles inflammatoires, neurodégénératifs et 
malins, et les deux pathologies qui lui sont le plus fréquemment associées sont : l’ATL 
(Leucémie à cellules T de l’Adulte) qui est une forme agressive de leucémie ; ou l’HAM/TSP 
(Myélopathie associée à HTLV-1/Paraparésie Spastique Tropicale) qui est une pathologie 
neurodégénérative du système nerveux central liée à une inflammation chronique (Afonso et al., 

2019; Gessain and Cassar, 2012).  

A. Transmission virale 
 

Trois modes de transmission sont décrits pour HTLV-1 : la voie maternelle (allaitement, 
accouchement) dite à transmission verticale ; la voie sexuelle et la transfusion 
sanguine/transplantations d’organes, dites à transmission horizontale. HTLV-1 infecte 
primairement les Lymphocytes T-CD4+ et suit un cycle viral non lytique : une fois entré dans 
la cellule, le génome viral est intégré dans celui de la cellule hôte pour établir la réplication 
virale (Figure 11). Les particules virales nouvellement produites sont libérées en surface de la 
cellule hôte infectée et se retrouvent alors dans un environnement appelé biofilm, défini comme 
une accumulation de particules virales associées avec de la matrice extracellulaire. En effet, 
hors de la cellule infectée, les virions sont particulièrement instables. De fait, HTLV-1 ne se 
transmet efficacement à une cellule non infectée que par le contact avec une cellule infectée 
(Carcone et al., 2022; Pique and Jones, 2012; Pais-Correia et al., 2010).  

Plusieurs modes de transmission cellule-cellule sont décrits (Figure 11) :  

- Le biofilm viral (1)  
- La synapse virologique (2) : ce mode de transmission implique une polarisation de 

la cellule infectée (via son Centre Organisateur de Microtubules ou MTOC) et les 
protéines de surfaces LFA-1 (Lymphocyte function-associated antigen) et ICAM-1 
(Intercellular Adhesion Molecule 1)  

- Le conduit membranaire issu de protrusions cellulaires (3)  
 

Une fois intégré dans le génome de la cellule hôte, le virus se réplique selon deux modes 
: soit via un cycle réplicatif infectieux conduisant à la production de nouvelles particules virales 
pour infecter d’autres cellules, soit par expansion clonale, c’est-à-dire la mitose de la cellule 
ayant intégrée HTLV-1 sous forme provirale (Carcone et al., 2022; Mahieux et al., 2005). Bien 

                                                           
69 Appelé « Effet fondateur » en génétique des populations. 
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qu’il existe plusieurs souches HTLV-170, le taux évolutif global du génome viral est faible et 
aucune recombinaison génétique n’est observée71 : HTLV-1 présente une stabilité génétique 
remarquable. En effet, en favorisant les mutations, les cycles réplicatifs infectieux des rétrovirus 
contribuent généralement à leurs variations génétiques (Afonso et al., 2019). Aussi, il est admis 
qu’HTLV-1, après une phase infectieuse précoce, se réplique peu fréquemment par de 
nouveaux cycles infectieux et persiste dans l’hôte principalement par expansion clonale des 
cellules ayant intégrées le provirus. 

 

Figure 11. Les différents modes de transmissions cellule-cellule d’HTLV-1, 
adaptée de Carcone et al., 2022. 

 

Si HTLV-1 possède un tropisme particulier pour les LT-CD4+, il a en réalité le potentiel 
d’infecter une grande variété d'autres cellules : LT-CD8+, Lymphocytes B, cellules 
dendritiques myéloïdes et plasmacytoïdes (CDs), cellules endothéliales, fibroblastes, 
polynucléaires neutrophiles et monocytes (Furuta et al., 2017; Rizkallah et al., 2017; Alais et al., 

2015; Jones et al., 2008; Koyanagi et al., 1993). Chez les patients chroniquement infectés, le 
provirus d’HTLV-1 est principalement retrouvé dans les LT-CD4+ et LT-CD8+ circulants, 
ainsi que dans les cellules dendritiques (CDs) (Hishizawa et al., 2004). Il est d’ailleurs montré 
que les CDs sont en réalité plus susceptibles à l’infection par HTLV-1 que les LTs et qu’elles 
sont capables d’infecter des LTs (Alais et al., 2015). Or, les CDs jouent un rôle central dans 
l’activation des LTs naïfs et dans la réponse immunitaire en réponse à l’infection. Elles dérivent 
des monocytes et sont largement distribuées dans le sang circulant, les tissus périphériques et 
les muqueuses. Les CDs matures regroupent différentes sous-catégories selon les cytokines qui 
vont induire leur différenciation : IL-4 pour les CDs myéloïdes retrouvées dans le sang, TGF-
β pour les CD retrouvées dans les muqueuses du tube digestif, et INF-α pour les CDs 
inflammatoires (Martinek et al., 2019). De manière intéressante, Rizkallah et al., montrent que 
toutes les CDs ne présentent pas la même susceptibilité à l’infection par HTLV-1 (CDimmatures 
> CDIL-4 induites > CDTGF-β induites ; CDTNF-α induites sont non susceptibles) et proposent que les CD 
soient en réalité les premières cellules rencontrées et infectées par le virus (Rizkallah et al., 2017).  

                                                           
70 Classifiées en plusieurs génotypes et sous-groupes, qui généralement reflètent l’origine géographique de la souche (Afonso 
et al., 2019). 
71 Corrélant avec l’absence de surinfections d’une même cellule décrite pour HTLV-1.  
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B. Pathologies associées à HTLV-1 
 

1. La réponse immunitaire dirigée contre HTLV-1 
 

Dans les semaines suivant la primo-infection, les réponses immunitaires de l'hôte se 
mettent en place : dans les premiers mois apparaissent des anticorps dirigés contre les protéines 
virales Gag, Env et Tax. En parallèle, une forte réponse Cytotoxique médiée par les 
Lymphocytes T (CTL) se déclenche et est principalement dirigée contre Tax (Tu et al., 2022; 

Bangham, 2000; Manns et al., 1991a, 1991b). Bien que cette réponse immunitaire aide à contrôler 
l’infection, elle ne permet pas d’éliminer intégralement les cellules ayant intégrées le virus. 
Cette pression immunitaire se traduit par une présence de quantités très faibles de virions 
HTLV-1 sous forme libre (Pique and Jones, 2012). Ainsi, la présence du virus est principalement 
détectée par une évaluation de la charge provirale, qui représente le nombre de copies provirales 
retrouvées dans un nombre donné de cellules (généralement les PBMC ou cellules 
mononucléaires circulantes du sang) (Tu et al., 2022). Des charges provirales plus élevées sont 
associées à un risque supérieur de développer une pathologie associée à HTLV-1. Il est par 
exemple montré que les patients HAM/TSP présentent une charge virale 10 à 100 fois plus 
élevée que les patients asymptomatiques (Nagai et al., 1998; Bangham, 1993). Et si chez 90 à 95% 
des patients infectés, la réponse immunitaire joue un rôle important dans la réduction de cette 
charge virale, chez certains individus, HTLV-1 échappe à son contrôle.  

 
La réponse immunitaire initiée par la primo-infection pourrait influencer la pathologie 

qui sera développée. En effet, il est suggéré que le mode de transmission influe sur la pathologie 
développée au long cours : alors que le mode de transmission vertical est davantage associé au 
développement d’une pathologie cancéreuse (ATL), le mode de transmission horizontal est 
associé au développement de pathologies inflammatoires type HAM/TSP (Tagaya et al., 2019; 

Fujino and Nagata, 2000; Osame et al., 1990). Aussi, il est suggéré que la voie d’entrée du virus 
(muqueuses gastriques, sexuelles ou circulation sanguine) influence le type de cellules 
immunitaires rencontrées, les paramètres d’initiation de la réponse immunitaire et ainsi la 
pathologie développée (Mulherkar et al., 2022, 2018; Rizkallah et al., 2017).  

 
Enfin, après plusieurs décennies suivant la primo-infection par HTLV-1, phase dite de 

latence, deux types de pathologies peuvent survenir : une pathologie cancéreuse, l’ATL, et des 
pathologies inflammatoires dont l’HAM/TSP.  
 

2. L’ATL (Adult T-cell Leukemia ou Leucémie de l’Adulte à cellules T) 
 

Dans environ 5% des cas, l’infection par HTLV-1 est associée à l’ATL (Adult T Cell 
Leukemia). L’ATL est un syndrome lymphoprolifératif malin caractérisé par la prolifération 
monoclonale de LT-CD4 + transformés qui possèdent des noyaux multilobés dits "cell flower"72 
(non retrouvées dans le sous-type lymphomateux ; Table 3A). Globalement, l’ATL est associée 

                                                           
72Cellules qui présentent une chromatine particulièrement condensée et une anomalie du nombre de chromosomes 
(aneuploïdie). 
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à un mauvais pronostic, avec un taux de survie à 5 ans de 20% tout sous-type confondu (El Hajj 

and Bazarbachi, 2022; Takatsuki, 1995; Wattel et al., 1995).  
L’émergence de ces clones leucémiques, dits clones ATL, est rendue possible par une 

coordination fine des fonctions respectives des protéines virales oncogènes Tax et HBZ73. 
Ensembles, elles vont promouvoir l'immortalisation ainsi que la persistance de la tumeur 
formée.  

Dans les étapes précoces de l’infection, il est montré que Tax active la voie NF-kB de 
manière constitutive, favorisant ainsi la prolifération des lymphocytes et la résistance des 
cellules à l’apoptose. Tax provoque également des dommages à l’ADN favorisant 
l’accumulation de mutations somatiques. Tax interagit également avec un grand nombre de 
facteurs cellulaires (facteurs de transcriptions, kinases, cyclines, protéines à PDZ74,…) 
associées au cycle cellulaire et à plusieurs voies de signalisation retrouvées dérégulées dans les 
cancers (dont mTOR75, JNK76 et p3877). Ainsi, en dérégulant l’ensemble de ces voies, Tax 
favorise l’initiation tumorale (Bangham and Ratner, 2015; Matsuoka and Jeang, 2011). 

Tax est une protéine très immunogène et qui de surcroît n’est pas retrouvée exprimée 
chez environ 50 % des patients ATL. Aussi, le modèle actuel de maintien au long cours de la 
tumeur formée implique une diminution progressive de l’expression de Tax due à la protéine 
HBZ ainsi qu’à des méthylations et des délétions du génome viral réprimant son activité. De 
plus, il est également montré qu’au cours du développement de l’ATL, Tax pourrait tout de 
même s’exprimer sous forme de burst, tandis qu’HBZ s’exprime continuellement, contribuant 
à distiller les effets oncogènes de Tax tout en échappant au système immunitaire. Enfin, Tax et 
HBZ ayant des effets opposés sur plusieurs voies et la protéine HBZ possédant également des 
capacités de transformation, il est proposé qu’elles travaillent de concert à l’initiation d’un clone 
pathologique et à son maintien tumoral (El Hajj and Bazarbachi, 2022; Bangham et al., 2019; 

Bangham and Ratner, 2015; Matsuoka and Yasunaga, 2013).  
Si plusieurs traitements existent, l’hétérogénéité de la réponse aux traitements observée 

chez les patients et leur absence d’efficacité à long terme font de l’ATL une pathologie 
complexe dans sa prise en charge thérapeutique (Table 3A). Des vaccins sont d’ailleurs en 
développement pour prévenir l’infection et tenter de pallier ces difficultés (Tu et al., 2022).  

 
3. L’HAM/TSP (HTLV-1 Associated Myelopathy/Tropical Spastic Paraparesis) 
 
Chez 0,3 à 5 % des individus infectés par HTLV-1, c’est une pathologie 

neurodégénérative liée à une démyélinisation irréversible de la moelle épinière qui est 
progressivement développée : l’HAM/TSP. Un développement plus rapide est observé dans les 
infections associées à une transplantation. L’HAM/TSP résulte d'une accumulation de LT-
CD8+ et LT-CD4+ infectées par HTLV-1 dans le liquide céphalo-rachidien et les tissus 
neuronaux générant un environnement inflammatoire chronique responsable de la destruction 
des tissus environnants (Mulherkar et al., 2022; Tagaya et al., 2019).  

                                                           
73 HTLV-1 basic zipper factor 
74 Impliquées dans le contrôle de la migration et de l'invasion cellulaire, la prolifération cellulaire, la polarité cellulaire, la 
fixation cellulaire, le contact cellule-cellule, l'apoptose et l'établissement des synapses immunologiques. 
75 Ser/Thr kinase impliquée dans la régulation de la prolifération, la croissance et la survie cellulaires. 
76 MAP kinase qui promeut l’apoptose par la transactivation des FdT c-Jun/AP1. 
77 MAP kinase impliquée dans la réponse au stress. 
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En effet, il est montré que l’infection par HTLV-1 induit une perturbation de l'équilibre 

des cytokines pro-inflammatoires (telles que IFN-γ, TNF-α,…) et anti-inflammatoires (telles 
que TGF-β, IL-10,...). Ce déséquilibre entraîne notamment une perte de tolérance aux antigènes 
de l'hôte et un recrutement de LT-CD8+ responsables d’une inflammation chronique : Tax, sous 
forme soluble, est capable de se lier aux CD matures et immatures pour favoriser leur activation 
ou leur maturation en phénotype TH1 (lié à la réponse CTL) ; ceci induirait une présentation 
constante de l'antigène et une co-stimulation des LT déclenchant chroniquement la réponse de 
type CTL qui sous-tend l'état inflammatoire de l’HAM/TSP (Mulherkar et al., 2022; Futsch et al., 

2018; Sagar et al., 2014; Manuel et al., 2007).  
HBZ stimulerait également la réponse LT-CD8+ (Hilburn et al., 2011; Macnamara et al., 

2010). De plus, on retrouve dans le sérum et le LCR78 des patients HAM/TSP des titres plus 
élevés d'anticorps de type IgM spécifiques d’HTLV-1, suggérant une réplication active et 
continue chez ces patients là (Rafatpanah et al., 2013; Kira et al., 1992). Une étude récente montre 
que le niveau d’expression de Tax est significativement plus élevé chez les patients HAM/TSP, 
alors que le niveau d’expression d’HBZ, bien que légèrement plus élevé, n’est significativement 
pas différent comparativement aux porteurs asymptomatiques (Mulherkar et al., 2022; Saffari et 

al., 2022). Ainsi, l’HAM/TSP pourrait résulter d’une perte de maintien du contrôle de 
l’expression de Tax par HBZ. Néanmoins, les mécanismes conduisant différentiellement à 
l’ATL ou l’HAM/TSP sont encore mal compris.  

Les traitements actuels de l’HAM/TSP comprennent principalement des traitements 
symptomatiques par des anti-inflammatoires stéroïdiens qui limitent la progression de la 
pathologie en réduisant l’inflammation (Nozuma et al., 2020). Compte tenu de la réplication 
active observée dans l’HAM/TSP, des traitements antiviraux sont également utilisés : par 
exemple un inhibiteur de l’intégrase, le Raltégravir, est actuellement à l’essai (Enose-Akahata et 

al., 2021)(Table 3A). 
 

Pathologie Transmission 
Symptômes les plus 

courants 
Paramètres cliniques/biochimiques associés  

ATL            

Verticale               

(accouchement, 
allaitement) 

Lésions cutanées 
et/ou pulmonaires, 
lymphadénopathie, 

et  
hépatosplénomégalie  

Formes à progression 

rapide                    

(Taux de survie à 5 ans : 
8 -10%) 

Aigue 

Charge virale élevée (0,2 à 
2,8 - moy. 1 copie/cellule) ; 
Anticorps anti-HTLV-1  ; LT 

CD4+ transformés 
circulants 

Lymphomateux 

Formes à progression 

lentes 

Chronique 

Indolent 

HAM/TSP        

Horizontale          

(voie sexuelle, 
parentérale et 

transplantation) 

Paraparésie 
spastique 

progressive, troubles 
de la marche, et  

dysfonctionnement 
du système nerveux 

autonome de 
l'intestin et de la 

vessie 

Perte de volume de la 
moelle épinière visible 
en IRM suggérant une 

pathologie 
dégénérative causant 
une démyélinisation 

irréversible  

Charge virale élevée (moy. 0,35 
copie/cellule) ; Anticorps anti-HTLV-1 dans le 
sang circulant et liquide cérébrospinal (CSF) ; 
Taux élevé de LT CD8+ dirigés contre Tax, Rex 

et Env ; LT CD4+ infectés 

                                                           
78 Liquide Céphalo-Rachidien 
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Pathologie Traitements disponibles  Références 

ATL            

AZT/IFNα 
(Zidovudine/interferon 
alpha) +/- arsenic  

Inefficace sur les formes lymphomateuses ; 
toxicité importante de l'arsenic ; La zidovudine 
est un inhibiteur de la RT 

(Shichijo et al., 2022; Shimizu 

et al., 2022; Tagaya et al., 

2019; Yoshida and Weinstock, 

2018; Saito et al., 2009; 

Takatsuki, 1995) 

Chimiothérapies 
conventionnelles 

Principalement utilisées au Japon, pour les 
formes aggressives ; efficacité sur l'espérance de 
vie des patients limitée 

Greffe de moelle osseuse 
Meilleure efficacité mais le nombre de patients 
pouvant en bénéficier est limité 

Anticorps monoclonaux 
(Mogamulizumab) 

Dirigé contre les CCR4 surexprimés dans les LT 
infectés ; essais cliniques en cours 

HAM/TSP        

Anti-inflammatoire 
stéroïdiens 
(Prednisolone) 

Traitement symptomatique  de l'inflammation 
limitant la progression de la 
neurodégénérescence 

(Enose-Akahata et al., 2021; 

Nozuma et al., 2020; Enose-

Akahata and Jacobson, 2019; 

Starling et al., 2013; Saito et 

al., 2009; Jacobson et al., 

1990)  

Anticorps monoclonaux 
(Mogamulizumab) 

Dirigé contre les CCR4 surexprimés dans les LT 
infectés ; essais cliniques en cours 

Raltégravir 
Inhibiteur de l'intégrase - Essais cliniques en 
cours 

 

Table 3A. Tableau comparatif des aspects cliniques, biochimiques et thérapeutiques de l’ATL et de 
l’HAM/TSP. 

 

4. Autres pathologies associées à HTLV-1 
 

D’autres études montrent que l’infection par HTLV-1 est également associée à une 
inflammation de l’oeil (uvéite), des articulations (arthrite), des muscles (myosite), des poumons 
(alvéolite) et de la peau (dermatite) (El Hajj and Bazarbachi, 2022; Gessain, 2011). De plus, 
l’infection par HTLV-1 prédispose les patients à une immunodépression profonde : dans les cas 
d’ATL particulièrement, des infections opportunistes sont fréquemment retrouvées telles que 
la pneumocystose (Pneumocystis jiroveci), la cryptosporidiose (Cryptosporidium parvum), 
strongyloïdose (Strongyloides stercoralis), la tuberculose (Mycobacterium tuberculosis), ou 
encore des infections fongiques ou une réactivation du Cytomégalovirus (El Hajj and Bazarbachi, 

2022; Tagaya et al., 2019; Verdonck et al., 2007; Blayney et al., 1983; Ueda et al., 1979). Cette 
immunodépression, généralement plus légère, est également retrouvée chez des porteurs 
asymptomatiques (Tagaya et al., 2019). Récemment, l’émergence d’un cluster d’infections à 
HTLV-1 en Australie centrale a d’ailleurs été associée à des infections bronchiques chroniques 
(bronchites, bronchiolites et bronchiectasie) causant une importante morbidité/mortalité 
(Tagaya et al., 2019; Einsiedel et al., 2016). 

Enfin, il est à noter que des cas de co-infections par HTLV-1 et HIV-1 (Human 
Immunodeficiency Virus 1) sont retrouvés dans les zones endémiques des deux virus 
(notamment en Afrique subsaharienne) et où les patients co-infectés semblent progresser plus 
rapidement vers le Syndrome d'ImmunoDéficience Acquise (SIDA) associé à HIV-1 (Mouinga-

Ondémé et al., 2022). En effet, HTLV-1 et l’autre rétrovirus pathogène humain, HIV-1, bien 
qu’aboutissant à des pathologies différentes, partagent notamment leurs modes de transmission, 
un tropisme cellulaire pour les LT CD4+ et un cycle réplicatif proche (Nakano and Watanabe, 

2016).  
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 Organisation du génome viral et protéines virales d’HTLV-1 
 

Une fois intégré, l’ADN proviral d’HTLV-1 contient les séquences classiques des 
rétrovirus (gag, pro, pol et env) entourées de deux séquences LTR (Long Terminal Repeat) qui 
fonctionnent comme des promoteurs viraux. Entre le gène env et la région LTR en 3’ (3’LTR), 
on retrouve une région spécifique des Deltaretrovirus nommée région "pX" : elle code les 
protéines régulatrices Tax, Rex (p27 et p21) et HBZ ; ainsi que les protéines auxiliaires p12, 
p13 et p30.  

 
La transcription virale s’initie depuis le LTR en 5’ (5’LTR) ainsi que depuis le LTR en 

3’ (3’LTR) pour la transcription antisens. Grâce à plusieurs cadres de lectures (Open Reading 
Frame ou ORF) se chevauchant partiellement79, plusieurs sites d’épissage alternatif et une 
transcription antisense, le provirus donne naissance à plusieurs transcrits coiffés et 
polyadénylés codant plus d’une dizaine de protéines virales décrites ci-après (Figure 12) 
(Nakano and Watanabe, 2016; Shida, 2012).  

 

 
 

 
 
 

 
 
 

 
 

 

Figure 12. Organisation du génome d’HTLV-1 et protéines virales issues des différents transcrits. 

L’ARNv gag-(pro)-pol sera soit traduit pour donner les différentes protéines structurales, soit non 
traduit et encapsidé en tant qu’ARNv génomique. L’ARNv tax/rex est transcrit lors du premier round 
de transcription (cf. B) (Nakano and Watanabe, 2016). 
 

 

                                                           
79 Déterminés par des signaux -1 de décalage programmé du ribosome (Programmed Ribosomal Frameshift ou PRF). 
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A. Les protéines structurales et enzymes virales 
 
Les ARNv codant les protéines structurales vont permettre la production des enzymes 

virales nécessaires au cycle réplicatif ainsi que la formation de la particule virale. L’ARN viral 
gag-(pro)-pol, non épissé, contient l’intégralité du génome. Il sera traduit en trois produits : 
GAG, GAG-PRO et GAG-PRO-POL. Ces protéines de fusion donneront après clivage le 
précurseur GAGpr55, la protéase (PR), l’intégrase (IN), et la transcriptase inverse (RT). Le 
précurseur GAGpr55 sera lui-même clivé par la suite en protéines de matrice p19/MA, de la 
capside p24/CA et de la nucléocapside p15/NC. L’ARN viral gag-(pro)-pol, lorsqu’il n’est pas 
traduit, correspond également à l’ARN viral génomique qui sera incorporé dans la particule 
virale. Ensuite, la transcription du gène env génère, elle, un ARNv partiellement épissé qui sera 
traduit en précurseur gp61 et clivé en protéines d’enveloppe : la protéine transmembranaire de 
21 kDa (TM/gp21) et une glycoprotéine de surface membranaire de 46 kDa (SU/gp46) (Martin 

et al., 2016).  
 
La particule virale d’HTLV-1 se présente sous forme d’un virion de diamètre moyen de 

73 nm, enveloppé d’une membrane bi-lipidique empruntée à la cellule hôte au moment du 
bourgeonnement, et où les glycoprotéines virales d’enveloppe gp46 et gp21 y sont enchâssées 
(Figure 13). La protéine gp21 assure également des interactions avec la protéine de matrice p19. 
Au centre, la capside de forme icosaédrique, constituée d’un assemblage de protéines p24 
protège le génome viral, présent sous forme de deux copies d’environ 9 kb d’ARN simple brin 
de polarité positive. L’ARN génomique (ARNg) est également associé aux protéines virales de 
la nucléocapside p15 et aux enzymes virales : intégrase, protéase virale et  transcriptase inverse 
(Perès, 2017). 

 
 
 

 
 

 

 
 

 
Figure 13. La particule virale d’HTLV-1, adaptée de Perès, 2017. 

 
De manière intéressante, la protéine TM/gp21 pourrait jouer un rôle dans l’échappement 

au système immunitaire : elle a récemment été montrée comme inhibitrice de l'activation des 
lymphocytes T in vitro et chez la souris, notamment par une inhibition de la réponse associée 
au TCR (T-Cell Receptor) (Rotem et al., 2018). De récentes études faites en spectrométrie de 
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masse montrent également que des facteurs cellulaires, notamment des protéines de liaison à 
l’ARN (RNA Binding Protein ou RBPs), seraient incorporées dans les particules virales de 
plusieurs virus (à ARN simple brin de polarité +, - et rétrovirus). Ces RBP pourraient avoir des 
fonctions dans la formation de la particule virale, son infectiosité et l’échappement aux 
mécanismes de restriction intrinsèques lors du cycle infectieux suivant (Dicker et al., 2021; 

Serquiña et al., 2013).  
 

B. Les protéines régulatrices 
 
Les protéines régulatrices de la réplication virale regroupent les protéines Tax, HBZ 

(HTLV-1 B-Zip Factor) et Rex. Au premier round de transcription du provirus, l’ARN viral 
transcrit est doublement épissé en un ARNv tax/rex par la machinerie cellulaire. Puis, Tax et 
Rex seraient ensuite traduites à partir des transcrits (codés par les ORF IV et III respectivement) 
et HBZ à partir du transcrit antisens (Nakano and Watanabe, 2016; Shida, 2012). 
 

1. La protéine oncogène Tax 
 

Grâce à ses domaines NLS et NES, Tax fait la navette entre le noyau et le cytoplasme 
et se répartit dans l’ensemble de la cellule infectée (Figure 14) (Alefantis et al., 2003; Nicot et al., 

1998). Pendant la phase active de l’infection, Tax est le principal moteur de la transcription 
virale : grâce à son domaine N-terminal, Tax recrute la protéine de liaison de l'élément de 
réponse à l'AMP cyclique (CREB) au site TRE-1 (Tax-responsive element 1) du génome viral. 
Ensuite, le complexe promoteur Tax-CREB recrute les co-activateurs cellulaires tels que 
p300/CBP80 au niveau des LTRs. Le domaine C-terminal de Tax quant à lui, permettrait de 
favoriser l'initiation et l'élongation de la transcription en interagissant directement avec le 
facteur de transcription TBP (protéine de liaison à la Boite TATA) du complexe d’initiation de 
la transcription TFIID. Tax peut également recruter XPB, sous unité du facteur d’initiation de 
la transcription TFIIH (Martella et al., 2020; Martin et al., 2016).  

 
Intrinsèquement désordonnée, Tax subit plusieurs modifications post-traductionnelles 

(phosphorylation, acétylation, ubiquitination et SUMOylation) qui régulent ses interactions 
avec un grand nombre de facteurs cellulaires (notamment grâce à son domaine PBM de liaison 
aux protéines PDZ). Par ces interactions, Tax est impliquée dans la modulation d’un grand 
nombre de voies cellulaires associées à ses fonctions oncogènes et qui conduisent à 
l’immortalisation des lymphocytes T d’une part, et des dérégulations du cycle cellulaire et une 
instabilité génétique d’autre part (Figure 14) (Pène et al., 2014; Shirinian et al., 2013; Lodewick et 

al., 2009; Boxus et al., 2008; Nasr et al., 2006).  
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Figure 14. Représentation schématique des différents domaines de Tax et son implication 

dans la réplication virale et la pathogenèse d’HTLV-1. 

 

Immortalisation des Lymphocytes T 
Tax induit l’immortalisation des LTs principalement par une inhibition de l’apoptose et une 
induction de la prolifération lymphocytaire et ce de plusieurs manières : (1) Par une activation 
constitutive de la voie NF-KB, Tax favorise notamment la translocation nucléaire de facteurs 
de la transcription (RelA/p50 et RelB/p52) conduisant à l’activation de la transcription des 
gènes impliqués dans l’inhibition de l’apoptose et la prolifération lymphocytaire ; (2) 
Indépendamment de la voie NF-KB, Tax inhibe l’activité de p53, protéine régissant l’entrée en 
apoptose ; (3) En parallèle, Tax active également de manière constitutive les voies des MAP 
Kinases JNK et Raf (inhibition de l’apoptose ; activation de la prolifération lymphocytaire), la 
voie Wnt (prolifération cellulaire), la voie des kinases PI3 (inhibition de l’apoptose ; activation 
de la télomérase hTERT généralement associée à l’immortalisation des cellules) ou encore la 
voie AP-1 (impliquée dans la prolifération, la différenciation et l’apoptose) (El Hajj and 

Bazarbachi, 2022; Bangham et al., 2019; Bangham and Ratner, 2015; Romanelli et al., 2013). 
 
Dérégulations du cycle cellulaire et instabilité génétique : 
Tax conduit également à la transformation cellulaire en favorisant des dérégulations du cycle 
cellulaire, notamment en favorisant la liaison à l’ADN de facteurs impliqués dans la régulation 
du cycle cellulaire (SRF pour Serum Response Factor) ou encore par ses nombreuses 
interactions avec plusieurs cyclines favorisant la transition de phase G1/S et plus globalement 
la progression du cycle cellulaire. Tax contribue également à l’instabilité génétique par sa 
capacité à interférer avec plusieurs mécanismes de maintenance du génome : Tax favorise des 
défauts dans la réparation des mésappariements (inhibition du Base Excision Repair),  
augmente l’incorporation de mauvais nucléotides (Nucleotide Excision Repair), diminue la 
reconnaissance et la réparation des cassures doubles brins (Inhibition des processus de la 
recombinaison homologue et de la NHEJ, Non Homologous End Joining) (Giam and Pasupala, 

2022; Mohanty and Harhaj, 2020; Baydoun et al., 2012).  
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En plus de toutes ses implications dans l’oncogenèse, il est montré que Tax a également 
un rôle dans la modulation de la réponse immunitaire, notamment en inhibant la voie du TGF- 
β qui physiologiquement permet la différenciation en lymphocytes T régulateurs impliqués dans 
la tolérance immune (Arnulf et al., 2002). Enfin, Tax joue un rôle dans la protection du génome 
viral en inhibant le NMD via une interaction directe avec le domaine HD d’UPF1, entrainant 
une inhibition de ses activités ATPase et hélicase (Fiorini et al., 2018). Pour autant, l’implication 
de cette inhibition du NMD dans l’oncogenèse associée à HTLV-1 n’est pas établie.  

 
2. La protéine oncogène HBZ 

 
 La transcription antisense du génome HTLV-1 permet la synthèse de la protéine HBZ. 
HBZ se caractérise par la présence d'un domaine d'activation (N-terminal), d'un domaine central 
où sont notamment retrouvés trois domaines NLS et d’un domaine analogue aux domaines 
Leucine Zipper (bZIP ; en C-terminal), caractéristique des facteurs de liaison à l’ADN et 
impliqué dans l’interaction avec plusieurs facteurs cellulaires (Figure 15). L'une des fonctions 
principale d’HBZ réside dans l'inhibition de la transcription virale permettant l’entrée en 
latence. En interagissant avec CREB-2 via son domaine bZIP, HBZ empêche Tax de s’y 
associer et d’initier la transactivation du LTR (Accolla, 2022; Gaudray et al., 2002). Comme 
introduit plus tôt, la protéine HBZ semble globalement s’opposer aux effets de Tax : lorsque 
Tax active la voie NF-kB ou encore la voie JNK (via AP-1), HBZ les inhibe (Accolla, 2022; 

Matsuoka and Yasunaga, 2013; Zhao et al., 2009) ; de même, là où HBZ active la voie TGF-
β/Smad, Tax l'inhibe (Accolla, 2022; Zhao et al., 2011). Cet équilibre permettrait de 
contrebalancer la sénescence induite par les effets constitutifs de Tax. HBZ serait également 
impliquée dans cette entrée en latence et dans son maintien par une régulation post-
transcriptionnelle des ARNv : il est montré qu’HBZ inhibe l’export Rex-dépendant de certains 
ARNv (Philip et al., 2014). 

 
La protéine HBZ possède également des capacités d’immortalisation : il est notamment 

montré qu’elle participe à l’activation des voies de prolifération lymphocytaires et à la 
modulation de l’apoptose (Figure 15) (Ma et al., 2016; Satou et al., 2011). L’activité proliférative 
semble être davantage portée par l’ARN (sHBZ) qui ciblerait le facteur de transcription E2F1 
impliqué dans la transition de phase G1/S (Ma et al., 2016). La modulation de l’apoptose se fait 
de plusieurs manières : HBZ augmente également l’expression de la télomérase hTERT ; via 
son domaine central, HBZ séquestre le facteur de transcription FoxO3a diminuant la 
transcription des gènes pro-apoptotiques ; HBZ interagit également avec le modulateur ATF3 
et inhibe son activité pro-apoptotique (Ma et al., 2016; Tanaka-Nakanishi et al., 2014; Hagiya et al., 

2011). De plus, à l’image de Tax, HBZ interagit également avec un grand nombre de facteurs 
cellulaires et contribue ainsi également à l’instabilité génétique en ciblant notamment des 
protéines impliquées dans les voies de réparation de l’ADN (Ku70, Ku80,..). Enfin, HBZ a 
récemment été impliquée dans des dérégulations de l’épissage contribuant à la modulation du 
transcriptome dans les cellules infectées81 (Shallak et al., 2022; Vandermeulen et al., 2021; Rushing 

et al., 2018). 

                                                           
81 Récemment montré dans des cellules ATL par Vandermeulen et al. 2021.  
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Figure 15. Représentation schématique des domaines protéiques de l’isoforme sHBZ et son 

implication dans la réplication virale et la pathogenèse d’HTLV-1. L’isoforme sHBZ correspond à la 
forme épissée de l’ARN antisens (sHBZ), isoforme qui est la plus abondante. NLS : Nuclear Localisation 
Signal. Les domaines d’activation et bZIP sont conjointement impliqués dans l’inhibition de la voie NF-
KB et l’activation du promoteur de la télomérase hTERT.  

 
HBZ module également la réponse immunitaire : l’expression d’HBZ dans les LT-

CD4+ est associée à une modification de leur phénotype (en cellules T régulatrices ou Treg). 
Ce changement de phénotype est dû à une activation de la voie du TGF- β par l’induction de 
l’expression du facteur FoxP3 (Figure 15). HBZ favorise également la production d’IL-10 
(favorise l’expression de TIGIT en surface des LT infectés) et diminue l’expression d’IL-2 
(activatrice de la réponse cytotoxique), d’IFN-γ et de TNF-α (sous la dépendance des voies de 
signalisation NFAT et AP-1) contribuant à établir un déséquilibre des cytokines pro et anti-
inflammatoires (El Hajj and Bazarbachi, 2022; Mulherkar et al., 2022; Bangham and Ratner, 2015). 
De manière intéressante, la répartition cellulaire d’HBZ varie entre les patients ATL et 
HAM/TSP : elle est retrouvée majoritairement dans le noyau des cellules ATL, alors que chez 
les patients HAM/TSP HBZ se localise dans le cytoplasme, suggérant des fonctions différentes 
pour HBZ selon sa répartition (Baratella et al., 2017).   

 
3. La protéine virale Rex 

 
Rex/p27 est principalement décrite pour son rôle de rétrotransporteur viral des ARNv : 

en se fixant au Rex Responsive Element (RxRE) situé dans la région 3’UTR82 des ARNmv, et 
d’autre part à l’exportine CRM1/XPO-1, grâce à son domaine NES (Figure 16). Les motifs 
RxRE sont définis par 255 nucléotides qui forment une structure secondaire stable constituée 
de 4 structures tige-boucle. Très particulière, cette structure favorise la polyadénylation des 

                                                           
82 Entre les régions nommées U3 et R du 3’LTR. 
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ARNv en ramenant le signal de polyadénylation proche du site de polyadénylation (Bar-Shira 

et al., 1991). Ces motifs permettent également de recruter spécifiquement Rex sur l’ARN viral 
(D’Agostino et al., 2019; Nakano and Watanabe, 2016). L’interaction de Rex avec le RxRE se fait 
au niveau du domaine ARM de Rex (ARN Recognition Motif) (Figure 16a). Bien que ces motifs 
RxRE soient présents sur tous les transcrits d’HTLV-1, il est montré que Rex régule 
différentiellement l’export des ARN viraux : l’export de l’ARNv génomique, des ARNv env, 

p12/8 et p13 ainsi que p30 est sous la dépendance de Rex (Cavallari et al., 2016). En revanche, 
l’export des ARNv tax/rex et p21rex serait indépendant de Rex, bien qu’une autre étude montre 
que Rex stimulerait partiellement l’expression de Tax, notamment via un export de tax/rex 
(D’Agostino et al., 2019; Nakano and Watanabe, 2016; Cavallari et al., 2016; Bai et al., 2012). De 
manière intéressante, il est montré que le facteur cellulaire hnRNPA183 entre en compétition 
avec Rex pour la formation du complexe Rex-RxRE et serait ainsi impliqué dans cette 
modulation de l’export par Rex (Kress et al., 2005; Dodon et al., 2002). Quoi qu’il en soit, même 
si le mécanisme n’est pas bien décrit au niveau moléculaire, la fixation de Rex aux ARNv leur 
permettrait d’échapper à l’épissage et contribuerait à leur stabilité (Gröne et al., 1996).  

 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

Figure 16. La protéine virale Rex d’HTLV-1. 
 
La protéine Rex est beaucoup décrite en regard de son homologue fonctionnel, Rev 

d’HIV-1, impliquée également dans l’export des ARN viraux : les domaines NES et de 
multimérisation sont également retrouvés chez Rev (Figure 16b) (Nakano and Watanabe, 2016; 

Shida, 2012). Les étapes de constitution du complexe d’export RRE-Rev-CRM1-RanGTP sont 
                                                           
83 heterogeneous nuclear RiboNucleoProtein A1. 
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plutôt bien décrites : un dimère de Rev se lie au RRE84, puis multimérise (jusqu’8 molécules de 
Rev ont été retrouvées sur l’ARN viral). C’est cette multimérisation de Rev qui permet de 
recruter CRM1. A l’image des complexes cargo-CRM1-RanGTP, la constitution du complexe 
(ARNv)RRE-Rev-CRM1-RanGTP semble être un processus hautement coopératif (Bai et al., 

2014; Booth et al., 2014; Jayaraman et al., 2014; Zemmel et al., 1996). A l’inverse, la constitution 
du complexe RxRE-Rex-CRM1-RanGTP n’est pour le moment que peu investiguée (cf. 
discussion). Néanmoins, grâce aux travaux d’Hakata et al., il est montré que Rex nécessite de 
se multimériser pour se lier au domaine RxRE. Leurs résultats suggèrent également que la 
liaison de Rex à CRM1 serait impliquée dans la multimérisation de Rex. Aussi, il est 
actuellement proposé que Rex s’associe d’abord à CRM1, pour se multimériser et ensuite se 
lier au RxRE (Shida, 2012; Hakata et al., 2003, 1998). Si Rex et Rev partagent une certaine 
homologie fonctionnelle, l’homologie de séquence reste modeste et les différences de structures 
adoptées (non disponibles à ce jour) pourraient expliquer les différences moléculaires de 
constitution du complexe d’export. 

 
Rex présente un domaine NLS85 et NES lui permettant de faire la navette entre le noyau 

et le cytoplasme : une interaction avec l’Importine β1 est décrite pour son import dans le noyau 
(Palmeri and Malim, 1999) ; il est également suggéré que Rex puisse s’exporter via CRM1 hors 
du contexte de l’export de l’ARN viral (Heger et al., 1998). Un domaine impliqué dans la stabilité 
de la protéine a été décrit dans la région C-terminale de Rex (a.a 170-189)(Nakano et al., 2022a). 
Rex possède également plusieurs résidus phosphorylables impliqués dans une régulation fine 
de sa fonction dont deux sont particulièrement impliqués dans l’efficacité de l’export des ARNv 
(S97 et Y174 ; Figure 16a) (Kesic et al., 2009). La protéine virale Rex existe sous 2 isoformes : 
une longue, p27 et une plus courte, p21. L’isoforme courte correspond au 2/3 C-terminal de la 
protéine et ne possède donc pas le domaine ARM/NLS : elle est uniquement cytoplasmique et 
n’a pas de fonction dans l’export de l’ARN viral (Bai et al., 2012). De manière intéressante, chez 
les patients porteurs asymptomatiques et ATL, Rex/p21 est tout de même retrouvée 
constitutivement exprimée dans les cellules du sang circulant (Saiga et al., 1996; Berneman et al., 

1992). Pour autant, aucun rôle ne lui est encore attribué à ce jour. 
 

Si la fonction d’export a longtemps été l’unique fonction décrite pour Rex, un nombre 
croissant d’études récentes suggèrent que Rex pourrait avoir des fonctions bien plus larges dans 
l’établissement d’un environnement favorable à la réplication d’HTLV-1. Notamment, il a été 
suggéré que Rex pourrait inhiber le NMD86 et ainsi contribuer à la protection du génome viral 
(cf.discussion ; (Nakano et al., 2013)). De plus, s’il était déjà suggéré que Rex pourrait contribuer 
à réduire l’activité d’épissage de la cellule hôte, Nakano et al., ont récemment confirmé cet 
impact de Rex sur l’épissage : au travers d’une étude de l’interactome de Rex, ils trouvent une 
interaction avec les protéines NONO et SFPQ, impliquées dans la régulation de la transcription 
et l’épissage (Nakano et al., 2022b; Gröne et al., 1996). En lien avec cette interaction, les profils 
d’expression et d’épissage d’une grande variété de gènes sont significativement modifiés par 

                                                           
84 Bien qu’un monomère de Rev puisse lier le RRE, c’est la dimérisation qui facilite la liaison au RRE.  
85 Qui se superpose au domaine ARM ; se superpose également au domaine de liaison à la protéine auxiliaire p30. 
86 En redondance avec la protéine virale Tax ; récemment un mécanisme d’inhibition du NMD par Rex a été proposé par 
Nakano et al., 2022 et sera discuté plus tard dans ce manuscrit.  
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l’expression de Rex. Ils valident notamment cet effet de Rex sur l’épissage au niveau de 
l’ARNm vPD-L1, où une forme alternative sans l’exon 487 est significativement plus exprimée 
dans les cellules exprimant Rex. L’expression de PD-L1wt conduit à une protéine native 
transmembranaire (CD274) alors que l’expression de vPD-L1 conduit à une forme tronquée du 
domaine d’ancrage à la membrane et, de fait, elle est excretée par les cellules. De manière 
intéressante, les auteurs montrent que l’expression de cette forme tronquée, dont l’ARN 
contient un codon stop prématuré, est rendu possible par l’inhibition du NMD. PD-L1 est le 
ligand du récepteur PD-1 (Programmed cell death protein 1) (Nakano et al., 2022b). PD-L1 est 
retrouvé à la surface des cellules présentatrices d’antigènes telles que les cellules dendritiques 
et les macrophages et se lie à PD-1 exprimé à la surface des LT cytotoxiques CD8+ pour inhiber 
leur activité cytotoxique. PD-L1 est surexprimée dans plusieurs types de tumeurs où elle permet 
notamment une évasion au système immunitaire (Guo et al., 2022; Nakano et al., 2022b; 

Kuzevanova et al., 2022; Jiang et al., 2022; Jubel et al., 2020; Schönrich and Raftery, 2019). Enfin, si 
l’interactome de Rex établit par Nakano et al., retrouve une interaction avec près de 80 facteurs 
cellulaires notamment impliqués dans la transcription, l’épissage, la traduction et le contrôle 
qualité de l’ARN, aucun lien clair n’est à ce jour encore établi entre Rex et la pathogénicité 
d’HTLV-1.  

 
C. Les protéines auxiliaires 

 
Les protéines auxiliaires p12/p8, p13 et p30 sont traduites à partir d’ARNv doublement 

épissés (codées par l’ORF I pour p12 et II pour p13 et p30). Initialement appelée protéines 
accessoires parce que non nécessaires à la réplication du virus in vitro, elles sont tout de même 
impliquées dans l’infectiosité et la persistance in vivo d’HTLV-1 (Omsland et al., 2020; Moles et 

al., 2019; Sarkis et al., 2019; Derse et al., 1997).  
 

1. Les protéines p12/p8 
 

Les protéines p12/p8 contribuent toutes deux à l’infectiosité et la persistance d’HTLV-
1 (Table 3B). Dans le RE (Réticulum Endoplasmique), la protéine p12 est clivée par protéolyse 
donnant la protéine p8 qui est montrée comme favorisant la formation des contacts cellule - 
cellule : l'adhésion des cellules T infectées aux cellules non infectées est favorisée par 
l’induction d’un clustering à la membrane de la protéine antigène-1 associé à la fonction 
lymphocytaire (LFA-1). De plus, p8 est associée à une augmentation du nombre et de la 
longueur des conduits cellulaires entre les cellules T, favorisant ainsi la transmission d’HTLV-
1 (Sarkis et al., 2019).   

 
Il est également montré que p12/p8 sont impliquées dans l’activation de la prolifération 

lymphocytaire (indépendamment de l’interleukine (IL-2)) via plusieurs mécanismes : (1) dans 
le réticulum endoplasmique (RE), p12 se lie aux formes immatures des sous-unités β et γ du 
récepteur de l'interleukine-2 (IL-2) et les retient, réduisant leur adressage à la membrane 
plasmique. L’accumulation des chaînes γ et β du récepteur IL-2R via p12 entraîne également la 

                                                           
87 Sur 7 exon dans le transcrit natif. 
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phosphorylation du transducteur de signal et de l'activateur de transcription 5 (STAT5) en 
l'absence d'IL-2, permettant la translocation de STAT5 vers le noyau pour favoriser la 
prolifération cellulaire ; (2) p12 module également la libération des ions calcium (Ca2+) du RE 
en se liant à la calréticuline et à la calnexine. La libération de Ca2+ inhibe la liaison de la 
calcineurine au facteur nucléaire des cellules T (NFAT), empêchant sa déphosphorylation, sa 
translocation nucléaire, l'induction de l'expression de l'IL-2 et l'activation des cellules T via la 
voie de l’IL-2. p12 peut également inhiber la transduction NFAT-dépendante en liant 
directement la calcineurine (Sarkis et al., 2019). 
 

2. La protéine p13 
 

La protéine p13 est également impliquée dans la persistance de l’infection, par 
modulation de l’apoptose (1), modulation de l’homéostasie calcique (2) et de l’expression virale 
(3) (Table 3B). (1) p13 est impliquée dans la modulation de l’apoptose via une modulation de 
l’homéostasie potassique (K+) : en s’accumulant dans la membrane mitochondriale interne, elle 
induit un courant K+ entrant induisant une activation de la chaîne respiratoire, l’augmentation 
de la production de ROS et l'ouverture du pore de transition de perméabilité mitochondriale 
(PTP). Ceci aboutit à un “gonflement” des mitochondries et au déclenchement de l'apoptose. 
L'interaction de p13 avec l’enzyme de prénylation de Ras (farnesyl pyrophosphate synthase ou 
FPase) interfère avec le ciblage de Ras vers la membrane plasmique, contribuant également à 
l’apoptose. (2) p13 interfère également avec l'absorption de Ca2+ par les mitochondries, ce qui 
entraîne une accumulation locale de calcium cytosolique. (3) Lorsque p13 est coexprimée avec 
Tax, elle est stabilisée par ubiquitination. p13 s'accumule alors partiellement dans le noyau, où 
p13 et Tax sont colocalisées dans des structures subnucléaires, inhibant la transactivation du 
LTR par Tax88 (Omsland et al., 2020). 

 
3. La protéine p30 

 

La protéine p30 est notamment impliquée dans la persistance virale en favorisant 
notamment l’entrée en latence (Table 3B) : il est montré qu’elle interagit directement avec Rex 
pour inhiber l’export des ARNv. De plus, en se localisant principalement dans le nucléole, elle 
réprime la réplication virale en y séquestrant l'ARNv Tax/Rex (Nakano and Watanabe, 2016; 

Rende et al., 2012; Bai et al., 2010; Sinha-Datta et al., 2007). Enfin, p30 est également capable de 
limiter l'assemblage du complexe CREB-Tax-p300 réprimant ainsi la transcription virale (Moles 

et al., 2019).  
La protéine p30 bloque également la progression du cycle cellulaire (Table 3B). En 

l'absence de la protéine virale p30, la cycline CDK2 et la cycline E interagissent et permettent 
la phosphorylation de la protéine du rétinoblastome (Rb). Lorsque Rb est phosphorylée, elle 
libère le facteur de transcription E2F qui transloque dans le noyau et active la transcription des 
gènes de transition de phase G1/S pour favoriser la prolifération des cellules T. En présence de 
p30, l'interaction entre CDK2 et cycline E et la phosphorylation de Rb sont modifiées. Dans ce 

                                                           
88 Par une inhibition de l’interaction entre Tax et CBP/p300. 
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contexte, E2F est séquestré par Rb et est incapable d'activer l'expression des gènes de transition 
G1/S, conduisant à un arrêt du cycle cellulaire (Moles et al., 2019).  

 
Il est également suggéré que p30 puisse activement soutenir la transformation oncogène 

: elle induit notamment l’acétylation de la protéine oncogène c-MYC, conduisant à favoriser la 
transcription des gènes cibles de c-MYC. Mais en parallèle, p30 inhibe l’apoptose induite par 
le stress génotoxique dépendant de c-MYC. p30 est également capable d’interagir avec les 
membres du complexe MRN, NBS1, et Rad50, essentiels à l'initiation de la réparation par 
recombinaison homologue. En présence de p30, la réparation de la recombinaison homologue 
est altérée, et les cassures doubles brins de l'ADN sont réparées préférentiellement par le NHEJ, 
ce qui peut conduire à des mutations génétiques. Enfin, il est montré que la protéine p30 
contribue également à la suppression de la réponse à l’interféron dans les macrophages, où elle 
favoriserait la libération de cytokine anti-inflammatoires (IL-10) et inhibe la libération de 
cytokines anti-inflammatoires (MCP1, TNF-α, IL-8,…) (Moles et al., 2019). 

 

Protéines auxiliaires 

d'HTLV-1 
Rôles dans la persistance et la transmission virale 

p12/p8 

Transmission virale 
Favorise la formation des contacts cellule - cellule 
(clustering LFA-1) 

Activation de la 

prolifération 

lymphocytaire 

(1) activation du récepteur à l'Interleukine 2 (IL-2) 
et de la voie de signalisation associée à STAT5             
(2) modulation de la libération des ions calcium 
(Ca2+) du RE ; inhibition de la transduction NFAT-
dépendante 

p13 

Modulation de 

l’apoptose 

Modulation de l’homéostasie potassique (K+) et 
augmentation de la production de ROS 
mitochondriaux 

Modulation de 

l'homéostasie 

calcique 

La potentielle coopération avec p12 dans la 
prolifération lymphocytaire n'est pas encore 
connue  

Diminution de 

l'expression virale 
Inhibition de la transactivation du LTR par Tax 

p30 

Diminution de 

l'expression virale 

Favorise l'entrée en latence par interaction avec 
Rex et par l'inhibition de la transactivation par Tax 

Inhibition de la 

prolifération 

lymphocytaire 

Bloque la progression du cycle cellulaire 

 
Table 3B. Rôles des différentes protéines auxiliaires d’HTLV-1 dans la persistance et la 

transmission virale.  
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 Mécanismes de restriction du cycle réplicatif infectieux d’HTLV-1 
 

L’émergence pathologique associée à HTLV-1 résulte donc d’un dialogue complexe 
entre les protéines virales et la réponse immunitaire. Or, dans les phases précoces de l’infection, 
en parallèle de l'initiation de la réponse immunitaire innée et avant l'établissement de la réponse 
adaptative, HTLV-1 peut être ciblé par plusieurs facteurs cellulaires de l'hôte, appelés facteurs 
de restriction. Cette immunité intrinsèque est, soit exprimée de manière constitutive, soit 
étroitement coordonnée avec l'immunité innée. Bien qu'elle constitue l'une des premières 
couches de défense de l'hôte, les connaissances sur son efficacité et son impact dans l’infection 
par HTLV-1 sont beaucoup moins exhaustives. Ces facteurs ont généralement été découverts 
et largement étudiés d’abord dans le cas de l’infection par HIV-1, aussi les données disponibles 
concernant leur capacité de restriction d’HTLV-1 sont moins nombreuses et parfois 
controversées. En effet, le manque d’études moléculaires sur les premiers stades de l’infection 
par HTLV-1 ainsi que le développement de contre-mesures virales rendent parfois difficile la 
possibilité d’établir clairement le statut de facteur de restriction (Prochasson et al., 2020). Quoi 
qu’il en soit, cette immunité intrinsèque s'appuie sur un ensemble large et diversifié de 
processus antiviraux : les protéines TRIM (tripartite motif-containing protein), SAMHD1 (la 
protéine 1 contenant un domaine SAM et un domaine HD), la famille APOBEC (apolipoprotein 
B mRNA-editing enzyme catalytic polypeptide-like), les miARN, le facteur CIITA (Major 
Histocompatibility Complex class II transactivator), la protéine ZAP (Zinc finger Antiviral 
Protein), le NMD et la protéine BTS2/Tetherine ont toutes et tous fait l'objet d'études pour 
évaluer leurs effets sur la réplication du HTLV-1 (Figure 17) (Carcone et al., 2022; Prochasson et 

al., 2020). Aussi, dans la suite de cette introduction, ces différents mécanismes de restriction 
mis en place par la cellule hôte seront présentés en regard du cycle viral d’HTLV-1.  
 

Le cycle viral est classiquement subdivisé en deux phases : de l’entrée à l’intégration 
du génome viral dans le génome de la cellule hôte constituant la phase précoce (abordée ici 
dans les points A et B) puis de la synthèse des transcrits viraux jusqu’au bourgeonnement de 
nouvelles particules virales constituant la phase dite tardive du cycle viral (abordée ici dans les 
points C à E).  
 

A. Attachement et fusion  
 

Comme introduit plus tôt, HTLV-1 possède un tropisme cellulaire principalement pour 
les LT-CD4+ bien qu'il ait le potentiel d'infecter une grande variété d'autres cellules in vitro. 
Cette diversité de tropisme s’explique en partie par le fait que la protéine SU/gp46 est capable 
d’interagir séquentiellement avec trois récepteurs de surface largement distribués : le 
protéoglycane héparine-sulfate HSPG, le récepteur au VEGF-165 appelé neuropiline-1 (NRP-
1) et le transporteur du glucose GLUT1. Le processus d’entrée dans la cellule implique les 
étapes suivantes : attachement du virus, stabilisation de la liaison avec la membrane cellulaire 
et fusion des membranes virale-cellule cible (Martin et al., 2016; Pique and Jones, 2012).  

 
Il est montré que l'attachement du virus se fait par une interaction entre la protéine virale 

gp46 avec les chaînes HS des protéoglycanes présents à la surface des cellules. Cette interaction 
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va favoriser l’interaction des HSPG avec la NRP-1 et permettre la formation d’un complexe, 
probablement stabilisateur de la particule virale à la surface de la cellule ; c’est cette liaison de 
gp46 aux complexes HSPG/NRP-1 qui expose ensuite le domaine de liaison à GLUT1. In fine, 
ceci va permettre la liaison du complexe gp46/HSPG/NRP-1 et de la protéine virale gp21 à 
GLUT1. L’ensemble de ces interactions déclenchent le processus de fusion permettant l'entrée 
de la capside d’HTLV-1 dans le cytoplasme de la cellule hôte (Martin et al., 2016; Pique and 

Jones, 2012). Actuellement, les facteurs ainsi que les mécanismes qui sont à l'œuvre pour l’étape 
de décapsidation du génome viral d’HTLV-1 ne sont pas connus, mais pourraient être 
étroitement liés à l’étape suivante de rétrotranscription (Martin et al., 2016). 

 
Immédiatement après l'entrée dans la cellule et avant la rétrotranscription, les facteurs 

antiviraux de la famille TRIM (TRIM5α, TRIM22 et TRIM19/PML) limiteraient l'étape de 
décapsidation en reconnaissant des déterminants de la capside, bien que cela n'ait pas encore 
été complètement étudié au niveau mécanistique pour HTLV-1 (Figure 17; Table 3C).  
 
 

 
 

 
 

 
 

 
 
 
 
 

Figure 17. Cycle réplicatif d’HTLV-1 et restriction par les facteurs de la cellule hôte. 

 
 

B. Rétrotranscription, import nucléaire et intégration du génome viral 
 

Avant l’intégration dans le génome de la cellule hôte, le génome viral sous forme 
d’ARN simple brin positif est donc rétrotranscrit en ADN doubles brins par la transcriptase 
inverse (RT). A l’image de ce qui est décrit chez HIV-1, le processus de rétrotranscription se 
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ferait tout au long du trajet entre le cytoplasme et le noyau de la cellule hôte, avec la production 
de produits intermédiaires de rétrotranscription (RTI) qui, associés aux enzymes virales (RT et 
IN), forment les Complexes de Pré-Intégration (CPI) ou de Reverse Transcription (RTC). Ces 
RTC sont probablement protégés des facteurs cellulaires hôtes par le cœur de la capside tout au 
long du trajet jusqu’au noyau (Scoca and Di Nunzio, 2021; Martin et al., 2016). Puis les RTC sont 
importés dans le noyau. La séquence d’ADN rétrotranscrite contient les éléments de séquence 
nécessaires à l'intégration et à l'expression ultérieure du provirus (forme intégrée dans le 
génome de la cellule hôte) (Aiken and Rousso, 2021; Martin et al., 2016). Si plusieurs études 
s’accordent à montrer qu’HTLV-1 s’intègre de manière aléatoire dans le génome, il est admis 
que le site d’intégration est probablement un facteur qui participe à l’émergence pathologique 
(Martin et al., 2016; Cook et al., 2014; Niederer et al., 2014).  

 
En se basant notamment sur les études réalisées chez HIV-1, il est possible que cette 

étape de reverse transcription soit ciblée par plusieurs facteurs de restriction viraux (Carcone et 

al., 2022; Prochasson et al., 2020) (Figure 17; Table 3C). Notamment, l’étape de transcription 
inverse pourrait être limitée à un stade précoce par SAMHD1, une enzyme qui diminue le pool 
disponible de dNTP cellulaires. Les RTI peuvent également stimuler l’induction de la réponse 
immunitaire par l’interféron : pour HTLV-1, il est montré que c’est la protéine IFI1689 qui 
agirait comme un sensor des intermédiaires de rétrotranscription d’HTLV-1 (Yang et al., 2018). 
Le rôle des miARN dans la restriction de l’infection par HTLV-1 est apparu récemment : en 
ciblant une séquence conservée de l’ARNg d’HTLV-1, miR-28-3p s'est révélé être un inhibiteur 
de l'étape d’intégration, probablement en empêchant la formation du complexe de pré 
intégration. Enfin, l’enzyme d’édition C->U APOBEC3G pourrait également cibler le produit 
de la rétrotranscription avant son intégration. Son action restrictive consisterait à générer des 
mutations introductrices de codon stop prématurés dans le génome d’HTLV-1. Néanmoins, son 
rôle dans la restriction de la réplication d’HTLV-1 reste controversé (Table 3C).  

 

C. Transcription du génome viral et export des ARN viraux 
 

Après intégration dans le génome de la cellule hôte, le génome viral est transcrit par la 
machinerie cellulaire. En l'absence de Rex et aux premiers stades de l'infection, c’est l’ARNv 
tax/rex qui est transcrit par la machinerie cellulaires. Du fait d’une séquence Kozak plus forte, 
Tax est davantage traduit, puis retourne au noyau. Ensuite, Tax stimule la transcription de 
l’ARNv entraînant l'accumulation progressive de Rex dans la cellule infectée. Une fois que la 
quantité de Rex est suffisante, les ARNv sont exportés permettant la traduction des protéines 
structurales et enzymes virales Gag, Pro, Pol et Env (Nakano and Watanabe, 2016; Rende et al., 

2012).  
 
Plusieurs facteurs de la cellule hôte peuvent interférer directement avec la transcription 

du génome viral (Martin et al., 2016) (Figure 17; Table 3C). Notamment, le facteur CIITA a été 
montré comme capable de restreindre l’expression d’HTLV-1 en interagissant directement avec 
Tax et empêchant sa capacité de transactivation du LTR (Forlani et al., 2019).  

                                                           
89 Interferon (IFN)-inducible protein 16. 
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D. Traduction des protéines virales 
 

Arrivés dans le cytoplasme, les ARNv sont traduits par la machinerie de la cellule hôte. 
Il est montré que les ARNv doublement épissés et non épissés sont traduits par des ribosomes 
libres, tandis qu’env serait traduit par des ribosomes liés à la membrane du réticulum 
endoplasmique. Il est supposé que l’ARNv génomique complet est soit traduit, soit transporté 
vers la membrane plasmique pour l’étape de formation des virions (Martin et al., 2016; Coffin et 

al., 1997). De nombreux virus à ARN utilisent un mécanisme indépendant de la coiffe pour 
recruter la sous-unité ribosomique 40S via une séquence IRES (région structurée de l’ARNm 
permettant le recrutement des facteurs d’initiation de la traduction) dans la région 5’UTR de 
l'ARNv (Martin et al., 2016; Sarnow et al., 2005; Jackson, 2005). Si une étude montre que la 
traduction d’HTLV-1 est inhibée par l’utilisation d’un inhibiteur de la traduction coiffe-
indépendante (Edéine), une autre étude suggère quant à elle que des mécanismes coiffe-
dépendant pourraient exister pour HTLV-1 (Olivares et al., 2014; Attal et al., 1996). Aussi, il est 
probable qu’HTLV-1 utilise plusieurs mécanismes pour la traduction de ces ARNv.  

 
La protéine antivirale à doigts de zinc (ZAP) est capable de cibler un grand nombre 

d’ARN viraux90 au niveau d'éléments de réponse spécifiques (ZRE) qui sont des séquences 
riches en îlots CpG. Pour autant, les paramètres permettant à ZAP de discriminer les ARNv des 
ARNm cellulaires sont à ce jour mal connus (Gonçalves-Carneiro et al., 2022). ZAP recruterait 
des facteurs de dégradation tels que la deadénylase PARN et l'enzyme de décapping DCP1. 
Récemment, Miyazato et al, ont démontré la sensibilité d’HTLV-1 à la dégradation par la voie 
impliquant la protéine ZAP (Miyazato et al., 2019) (Figure 17; Table 3C). Il s’avère que l’ARNg 
d’HTLV-1 peut également être ciblé par la voie du Nonsense-Mediated Decay (NMD). Comme 
introduit plus tôt dans le chapitre II, le NMD est un processus co-traductionnel de dégradation 
des ARNm, hautement régulé et organisé autour de l'hélicase à ARN UPF1. La sensibilité de 
l’ARNg d’HTLV-1 au NMD est suggérée par deux études : l’une montre qu’en condition de 
surexpression d’UPF1, l’ARN génomique d’HTLV-1 a une demi-vie plus faible, suggérant que 
sa dégradation est sous la dépendance d’UPF1 (Nakano et al., 2013) ; une seconde étude réalisée 
en conditions de déplétion d’UPF1 montre une augmentation significative de l’expression de 
tous les ARN viraux d’HTLV-1, allant dans le sens également d’une restriction de leur 
expression médiée par UPF1 (Mocquet et al., 2012) (Figure 17; Table 3C). Un autre argument en 
faveur de la restriction de la réplication d’HTLV-1 par le NMD est l’existence d’au moins un 
mécanisme d’inhibition du NMD, réalisé par la protéine virale Tax (Fiorini et al., 2018).   
  

E. Assemblage, bourgeonnement et maturation de la particule virale 
 

La formation des particules virales nécessite un adressage de GAGpr55 à la membrane, 
ainsi que celui de l’ARNv génomique (ARNvg). La façon dont ils se déplacent du site de 
traduction vers la membrane est mal connue. Cependant, des formes monomériques de GAGpr55 
existent dans le cytoplasme et sont détectées à la membrane peu après l'initiation de la 
traduction de la protéine virale (Fogarty et al., 2011). Et s’il est montré que les cellules infectées 

                                                           
90 HIV-1, MLV (Murine Leukemia Virus), alphavirus, filovirus, HBV (Herpes Bovine Virus).  
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par HTLV-1 modifient la polarisation du cytosquelette, le lien avec le trafic de GAG pr55 vers 
la membrane plasmique n’est pour le moment pas bien établi (Barnard et al., 2005). Il est possible 
qu’à la manière de ce qui est décrit chez HIV-1, l’ARNvg se déplace de manière diffuse dans 
le cytoplasme jusqu’aux sites de bourgeonnement de la particule virale (Pocock et al., 2016; Chen 

et al., 2014).  
 Les interactions GAGpr55-ARNv génomique, GAGpr55-GAGpr55 et GAGpr55-membrane 
sont démontrées comme nécessaires à l'assemblage et au bourgeonnement des particules virales 
(Martin et al., 2016; Zhang et al., 2015). GAGpr55 formerait des oligomères principalement par des 
interactions de son domaine CA (Capside) et dans une certaine mesure par son domaine NC 
(nucléocapside). En effet, le domaine NC possède un domaine C-terminal anionique qui a une 
faible affinité pour l’ARNvg. Aussi, il est proposé que ce soit davantage la protéine de matrice 
p19, qui présente une affinité plus importante pour l’ARNg, qui se lie à celui-ci pour 
l’encapsidation (Martin et al., 2018, 2017, 2016).  

Une fois à la membrane plasmique, les sites d’assemblage et de bourgeonnement des 
particules virales sont généralement identifiés par des zones riches en lipides appelées radeaux 
lipidiques (Martin et al., 2016; Sonnino and Prinetti, 2013; Ono, 2009). Si une interaction 
particulière entre la protéine de matrice d’HIV-1 et le phosphatidylinositol-(4,5)-bisphosphate 
(PI(4,5)P2) est décrite, il est montré que ce n’est pas le cas pour HTLV-1 (Inlora et al., 2014). 
Des facteurs cellulaires pourraient également être recrutés pour favoriser le bourgeonnement et 
la libération des particules virales immatures (PVI), comme montré pour HIV-1 (Lingappa et al., 

2014). Pendant et/ou peu de temps après la libération des PVI, la protéase virale (PR) clive les 
polyprotéines GAG pr55 et POL ; p19 reste étroitement associée à la membrane plasmique ; la 
protéine CA forme la capside qui contient la transcriptase inverse (RT), l'intégrase (IN) et 
l’ARNg associé à la protéine NC. La particule virale est alors mature, et capable d'infecter une 
autre cellule (Martin et al., 2016). 

 
Pour HIV-1, il est montré que la protéine BST2/Tetherine inhibe la libération des virions 

en les maintenant à la surface de la cellule après l’étape de bourgeonnement. Concernant 
HTLV-1, il est suggéré que les virions naissants puissent être ciblés par BST2, et ainsi subir 
une endocytose et une dégradation (Ilinskaya et al., 2013). De manière intéressante, BST2 a été 
identifiée un composant du biofilm d’HTLV-1 (Maali et al., 2020). Néanmoins, l'implication 
réelle de BST2 dans la restriction de la réplication du HTLV-1 reste à déterminer (Figure 17; 

Table 3C). 
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Facteur de 

restriction 

antiviral 

Mécanismes de restriction Implication potentielle dans la restriction d'HTLV-1 Références 

Famille TRIM          

(TRIM5α, TRIM 
22, 

TRIM19/PML,...) 

Reconnait des éléments de 
la capside virale ; Interfère 
avec le désassemblage de la 
particule virale ; possède 
une activité U3 ubiquitine 
ligase qui cible les 
composants du "core" viral  

TRIM19/PML interfère avec la réplication 
d'HTLV-1 via la dégradation par le protéasome 
de Tax.   

+ 
(Dassouki et 

al., 2015) 

Variant R136Q de TRIM5α est corrélé avec des 
charges virales plus faibles. 

+ 
(Nozuma et al., 

2017) 

Correlation négative entre les paramètres 
virologiques associés à HTLV-1 ou le statut 
clinique et l'expression de TRIM5α et TRIM22. 
Correlation négative entre les niveaux d'ARN 
tax et l'expression de TRIM19/PML. 

+ 
(Leal et al., 

2018) 

SAMHD1 

SAMHD1 diminue les 
quantités disponibles de 
dNTPs inhibant la reverse 
transcription ; elle module 
également l'activité 
antivirale en inhibant les 
voies NF-kB et interferon                       
(Chen et al., 2018) 

Pas d'effets sur l'expression d'HTLV-1 dans les 
macrophages et les LT CD4+. 

- 
(Gramberg et 

al., 2013) 

Réponse apoptotique médiée par SAMHD1 
retrouvée dans les monocytes primaires 
humains. 

+ 
(Sze et al., 

2013) 

Pas de corrélation avec les paramètres 
HAM/TSP.  

- 
(Nozuma et al., 

2017) 

SAMHD1 est corrélé négativement dans les 
cohortes HAM/TSP. 

+ 
(Leal et al., 

2018) 

Famille APOBEC          

(APOBEC3A to G) 

Enzyme éditrice de C -> U 
pouvant mener à 
l'incorporation de codon 
stop après la reverse 
transcription (Yang et al., 
2017; Salter et al., 2016)  

APOBEC3G (h3AG) est encapsidée dans les 
virions HTLV-1. Le génome d'HTLV-1 pourrait 
être édité in vivo par h3AG, ainsi que d'autres 
membres de la famille APOBEC3 (A, B, C, F, and 
H). 

+ 

(Ooms et al., 

2012; Sasada 

et al., 2005; 

Mahieux et al., 

2005) 

Des mutations G-en-A ne sont pas détectées 
dans les provirus issus de patients infectés. Les 
auteurs émettent l'hypothèse que la protéine 
HTLV-1 Gag réduirait l'encapsidation d'h3AG 
dans les virions (comparativement à HIV-1, où 
h3AG est retrouvée dans les virions).  

- 
(Derse et al., 

2007; Mahieux 

et al., 2005) 

Des mutations "perte de d'expression" 
probablement générées par hA3G ont été 
retrouvées dans une étude menée sur 60 
patients ATL.  

+ 
(Fan et al., 

2010) 

Niveau d'expression augmenté d'hA3B chez les 
porteurs asymptomatiques et les patients ATL.  

+ 
(Kataoka et al., 

2015) 

Pas de corrélation avec le statut clinique 
HAM/STP, la charge virale ou des mutations du 
génome viral. 

- 
(Nozuma et al., 

2017) 

Correlation négative entre les membres de la 
famille des APOBEC3 et les niveaux de tax.  

+ 
(Leal et al., 

2018) 

Taux d'expression élevé d'hA3 dans des souris 
humanisées reproduisant la pathologie ATL. 

+/- 
(Yao et al., 

2019) 

CIITA 
Interagit directement avec 
Tax  

Empêche la capacité transactivatrice de Tax. + 
(Forlani et al., 

2019; Tosi et 

al., 2011)  

miARN Cible l'ARNg d'HTLV-1  
miR-28-3p réduit l'expression de toutes les 
protéines virales d'HTLV-1. 

+ 
(Bai and Nicot, 

2015) 

 Zinc finger 

Antiviral Protein 

(ZAP) 

Cible les ARN viraux au 
niveau des éléments ZRE ; 
recrute des facteurs 
cellulaires de dégradation 
(PARN, DCP-1) 

L'ARN d'HTLV-1 est ciblé par la protéine ZAP 
durant les phases précoces de l'infection.  

+ 
(Miyazato et 

al., 2019)  

Nonsense-

Mediated Decay 

(NMD) 

Cible les transcrits viraux 
pour leur dégradation 
(processus co-traductionnel) 

Augmentation des quantités de tous les ARNv 
d'HTLV-1 en condition de déplétion par UPF1 
(facteur central du NMD). 

+ 
(Mocquet et 

al., 2012) 

Diminution de la demi-vie de l'ARNg d'HTLV-1 
en condition de surexpression d'UPF1. 

+ 
(Nakano et al., 

2013) 
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Tax inhibe le NMD par une interaction avec 
l'hélicase UPF1. 

+ 
(Fiorini et al., 

2018) 

BST2/Tetherine 

Inhibe la libération des 
virions enveloppés en les 
maintenant à la surface des 
cellules, permettant leur 
endocytose et leur 
dégradation ; retrouvée 
dans le biofilm d'HTLV-1 

Absence de corrélation avec la transmission 
cellule-cellule mais n'excluent pas une 
restriction potentielle par BST2 

- 
(Ilinskaya et 

al., 2013) 

Pas de corrélation avec les paramètres liés à 
l'HAM/TSP. 

- 
(Nozuma et al., 

2017) 

BST2 est corrélée négativement avec le statut 
HAM/TSP.  

+ 
(Leal et al., 

2018) 

 

Table 3C. Implications des facteurs cellulaires dans la restriction par HTLV-1. 

TRIM5α, TRIM22 et TRIM19/PML. Nozuma et al. décrivent grâce à un séquençage de l'exome entier 
dans une cohorte de 113 patients HAM/TSP, deux variantes rares dans TRIM5α qui semblent être liées 
à des charges provirales (PVL) différentielles (Nozuma et al., 2017). Les patients porteurs du 
polymorphisme R136Q, que l'on retrouve également plus fréquemment chez les personnes résistantes à 
HIV-1 (Price et al., 2010; Javanbakht et al., 2006), présentent des PVL plus faibles alors que les patients 
porteurs du variant H304L présentent des PVL plus élevés (Nozuma et al., 2017). De même, dans une 
autre cohorte HAM/TSP, Leal et al montrent une corrélation négative entre d’une part les paramètres 
virologiques ou le statut clinique HTLV-1 et d’autre part l'expression de TRIM5α et TRIM22 (Leal et 

al., 2018). D'autres membres de la famille TRIM, TRIM19/PML, sont également corrélés négativement 
avec le niveau d'expression de l'ARN tax d’HTLV-1. En lien avec cette observation, TRIM19/PL est 
déjà décrite comme interférant avec la réplication d’HTLV-1 via la dégradation protéosomale de Tax, 
dans des cas d'ATL (Leal et al., 2018). Toutes ces données renforcent l'implication potentielle de la 
famille TRIM dans la restriction précoce de la réplication d’HTLV-1. 
 

SAMHD1. SAMHD1 est une désoxynucléoside triphosphate triphosphohydrolase qui convertit 
normalement en une seule étape les dNTP en nucléosides. En réduisant le pool de dNTPs disponibles 
en dessous d'un niveau suffisant pour soutenir la transcription inverse, SAMHD1 est capable de limiter 
la rétrotranscription d’un large éventail de rétrovirus, y compris HIV-1, aux étapes précoces de la RT 
(Baldauf et al., 2012; Goldstone et al., 2011). De plus, SAMHD1 pourrait présenter une capacité à 
moduler l'activité antivirale par l'inhibition des voies NF-kB et interféron (Chen et al., 2018). En ce qui 
concerne HTLV-1, Gramberg et al. ont démontré que dans les macrophages et les cellules T CD4+ 
cyclisés, le virus n'était pas bloqué par SAMHD1 et conduisait à la production de Tax (Gramberg et al., 

2013). D'autre part, l'infection par HTLV-1 de monocytes primaires déclenche une réponse apoptotique 
médiée par SAMHD1 via le recrutement cellulaire de STING, un capteur d'intermédiaires de 
transcription inverse (Sze et al., 2013), ce qui est cohérent avec la déplétion des monocytes observée 
chez les patients infectés par HTLV-1 (Nascimento et al., 2011; Makino et al., 2000). Leal et al. ont 
retrouvé SAMHD1 dans ce qu’ils définissent comme le "cluster antiviral élargi", alors qu'aucun 
polymorphisme significatif de SAMHD1 ne semble être associé à l’HAM/TSP dans l’étude de Nozuma 

et al., soulignant la nécessité d'études supplémentaires pour évaluer l'implication de SAMHD1 dans la 
restriction et/ou la pathogenèse du HTLV-1.  
 

Famille APOBEC. L'implication potentielle de la sous-famille APOBEC3 (APOBEC3A à H) est l'une 
des plus documentées chez HTLV-1. La sous-famille APOBEC3 regroupe un ensemble d'enzymes 
d'édition dC->U qui peuvent induire la conversion de la cytosine en uracile. Leur action est visible par 
l’incorporation d’une mutation G->A dans le génome rétroviral, pouvant introduire des codons stop 
prématurés (Yang et al., 2017; Salter et al., 2016). Il a d'abord été supposé que, comme pour HIV-1, 
APOBEC3G (h3AG) serait incorporée dans les virions HTLV-1. Au cours du cycle d'infection suivant, 
h3AG pourrait alors inhiber la réplication du HTLV-1 au début de la rétrotranscription en se liant à 
l'ADN ou à l'ARN viral, ce qui entraînerait une mutation G vers A dans l'ADN du brin viral négatif 
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nouvellement synthétisé ou la dégradation de la transcription inverse riche en dU (Sasada et al., 2005; 

Mangeat et al., 2003). Malgré la première étude démontrant l'incorporation d'APOBEC3G dans les 
virions d’HTLV-1 (Sasada et al., 2005) et le fait que le génome de HTLV-1 puisse être modifié in vivo 
par hA3G, ainsi que par d'autres membres de hA3 (A, B, C, F et H) (Ooms et al., 2012; Mahieux et al., 

2005)), HTLV-1 semble être plus résistant à APOBEC3G que le VIH-1. Il est suggéré que cette 
résistance soit liée à un motif de GAG d’HTLV-1 qui réduit considérablement l'encapsidation d’hA3G 
dans les virions (Derse et al., 2007). HTLV-1 se réplique principalement par expansion clonale induite 
par Tax plutôt que par transcription inverse et, de manière cohérente, les mutations G vers A n'ont pas 
été détectées dans les provirus des patients infectés, soutenant une implication limitée de la famille 
APOBEC dans la restriction du HTLV-1 (Mahieux et al., 2005). Pourtant, dans le cas des patients ATL 
et des porteurs asymptomatiques (AC), l'hypothèse que les mutations non-sens générées par hA3G dans 
le génome viral permettaient d'échapper au système immunitaire des cellules infectées par le HTLV-1 a 
été émise. Les auteurs ont observé dans une cohorte de 60 cas d'ATL des mutations de perte d'expression 
dans d'autres gènes viraux, dont tax, alors que l'oncogène hbz restait intact (Fan et al., 2010). De manière 
cohérente, Leal et al., ont retrouvé dans leur " cluster antiviral élargi " une corrélation négative entre les 
membres de la famille APOBEC3 et les niveaux d'ARN tax davantage que la charge provirale ou le 
statut clinique HAM/TSP. Il est intéressant de noter qu'une augmentation de hA3B, mais pas de hAG3, 
a été récemment rapportée chez des souris humanisées infectées par le HTLV-1 et présentant des 
caractéristiques similaires à celles des ATL (Yao et al., 2019), en accord avec une autre analyse 
moléculaire intégrée montrant une expression augmentée d’hA3B dans une grande cohorte d'ATL et de 
patients asymptomatiques (Kataoka et al., 2015). D'autre part, des niveaux similaires de toutes les 
enzymes APOBEC3 ont été trouvés dans les cohortes HAM/TSP par rapport aux caractéristiques des 
donneurs sains (Yao et al., 2019), et aucune différence significative n'a été observée dans les états 
cliniques, les PVL ou les mutations virales concernant la famille APOBEC dans la cohorte HAM/TSP 
de Nozuma et al. Toutes ces données montrent que l'implication de la famille APOBEC dans la 
restriction ou la pathogenèse de la réplication du HTLV-1 est encore assez contradictoire.  
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CHAPITRE IV : TRAVAUX REALISES DURANT LA THESE 
 

 PROBLEMATIQUE ET OBJECTIFS DE L’ETUDE 
 

Dans les phases précoces de l’infection et avant l'établissement d'une réponse 
immunitaire adaptative, HTLV-1 peut donc être ciblé par plusieurs facteurs cellulaires de l'hôte 
à différentes étapes du cycle de réplication virale. Cette immunité intrinsèque repose sur une 
grande diversité de processus antiviraux. Mais la persistance même des infections par HTLV-
1 suggère que ces mécanismes ne parviennent pas à restreindre entièrement le virus et/ou 
qu’HTLV-1 a évolué vers le développement de contre-mesures, sinon complètes, du moins 
suffisamment efficaces pour permettre une expression minimale. Parmi ces mécanismes de 
restriction virale, ce travail de thèse est centré sur une des voies de dégradation de l'ARNm 
appelée Nonsense Mediated Decay (NMD), qui peut cibler plusieurs ARN viraux y compris 
l'ARN génomique non épissé d’HTLV-1. De fait, le NMD est décrit comme un processus de 
restriction antivirale et dépend de l'hélicase à ARN/ADN UPF1 qui peut donc être considérée 
comme un facteur de restriction de la cellule hôte.  

 
L’ARN génomique d’HTLV-1 étant sensible au NMD, HTLV-1 a développé plusieurs 

stratégies d’inhibition du NMD qui reposent sur deux protéines virales : Tax, pour laquelle le 
mécanisme est bien décrit et passe par une interaction avec UPF1, et Rex pour laquelle aucun 
mécanisme n’est encore décrit. En revanche, Rex est connue pour sa fonction dans l’export des 
ARN viraux non ou partiellement épissés via l’exportine CRM1. UPF1 étant une protéine cargo 
retrouvée dans l’exportome de CRM1, nous avons posé l’hypothèse première que l’inhibition 
du NMD observée pour Rex pouvait être en lien avec une dérégulation de l’export CRM1-
dépendant d’UPF1, hélicase centrale du NMD. De manière intéressante, Rex est l’homologue 
fonctionnel d’un autre rétrotransporteur de l’ARN viral, Rev d’HIV-1. Et si pour HIV-1, la 
présence d’UPF1 dans le complexe d’export de l’ARN viral CRM1-Rev-UPF1 est déjà décrite, 
rien n’est établi concernant l’inhibition du NMD par HIV-1. Aussi, nous avons cherché à établir 
si HIV-1 était capable d’inhiber le NMD, et nous nous somme interrogés quant à l’existence 
d’un mécanisme commun d’inhibition du NMD par les rétrotransporteurs Rex et Rev chez 
HTLV-1 et HIV-1. Les résultats associés à ces deux problématiques sont présentés dans la 
publication scientifique en cours de soumission (Partie A du chapitre suivant).  

 
Enfin, étant donné que d’une part UPF1 est actuellement associée à l’oncogenèse non 

viro-induite et d’autre part CRM1 étant de plus en plus décrit comme un « oncogénique 
driver », la question d’un détournement de l’export d’UPF1 comme mécanisme d’inhibition du 
NMD ouvre une autre question : le NMD pourrait-il être régulé par l’export CRM1 ? En effet,  
si un lien entre l’export CRM1 et la régulation du NMD est déjà suggéré par le fait que plusieurs  
facteurs du NMD (notamment UPF2, UPF3B) sont retrouvés dans l’exportome de CRM1, rien 
n’est encore établi. Nous avons donc cherché à déterminer si des dérégulations de l’export 
CRM1 pouvait impacter la régulation du NMD. Les résultats associés à cette troisième 
problématique sont présentés dans la partie B du chapitre suivant.  
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 RESULTATS  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

PARTIE A : Rex d’HTLV-1 détourne l’export CRM1-dépendant d’UPF1 
conduisant à l’inhibition du NMD et au chargement d’UPF1 dans la particule 

virale 
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Résumé 

Parmi les protéines cargo exportées par CRM1/XPO-1, un certain nombre d’entre elles sont 
impliquées dans le métabolisme de l’ARN. Notamment, l'hélicase ADN/ARN UPF1 et son 
partenaire UPF2 ont été rapportés comme faisant la navette entre le cytoplasme et le noyau via 
CRM1 : des interactions ont été identifiées par spectrométrie de masse et des traitements à la 
Leptomycine B, inhibiteur sélectif de CRM1 induit leur rétention nucléaire. Pour autant, 
l'impact d'une perturbation de la navette N/C de ces facteurs sur leurs fonctions cellulaires n'a 
jamais été évalué. Or par leur caractère de parasites obligatoires, les rétrovirus utilisent les 
machineries cellulaires pour bons nombres de leurs étapes de réplication virales. Notamment, 
HTLV-1 et HIV-1 utilisent l’exportine CRM1 pour l’export de leurs ARN viraux partiellement 
ou non épissées, via les rétrotransporteurs viraux Rex (HTLV-1) et Rev (HIV-1). De manière 
intéressante, le rétrotransporteur Rev s’associe également à UPF1 au cours de la formation de 
ce complexe d’export UPF1-CRM1-Rev-ARNviral. Bien que des dérégulations de CRM1 
soient associées à de nombreuses pathologies de types cancéreuses soulignant l’importance 
d’une répartition correcte des cargos entre noyaux et cytoplasme, l’impact de ce détournement 
de CRM1 par les rétrovirus sur l’homéostasie cellulaire est peu évoqué dans la littérature. 

Question/problématique  

Dans ce travail, nous avons donc cherché à déterminer si le détournement de l’export de CRM1 
par le transporteur viral Rex d’HTLV-1 pouvait impacter l’homéostasie cellulaire et ce au 
travers d’un cargo exemple, l’hélicase à ARN UPF1, et de sa fonction cellulaire la plus décrite : 
le NMD.  

Techniques/Résultats  

Par des approches d’immunoprécipitation et de visualisation résolutive in cellulo 
d’interactions (PLA) combinées à des techniques de microscopie à fluorescence dans des 
modèles cellulaires sans ARN viral (HeLa et 293T), nous avons démontré d’une part la 
constitution d’un complexe UPF1-Rex-CRM1, où Rex stabilise l’interaction UPF1-CRM1. 
D’autre part, Rex modifie la répartition cellulaire d’UPF1, en retenant une part significative du 
pool d’UPF1 dans le noyau. Par des techniques d’immunoprécipitation de l’ARN (RIP) par 
UPF1, nous avons pu corréler cette rétention nucléaire d’UPF1 par Rex à une diminution de 
l’association d’UPF1 aux ARN cellulaires. Ces premiers résultats nous ont permis d’établir 
un lien entre le détournement de CRM1 par Rex et l’export d’UPF1. Grâce à l’utilisation 
de mutants des fonctions export/import de Rex et de techniques de RNA decay permettant 
d’évaluer l’efficacité du NMD, nous avons pu corréler la formation de ce complexe UPF1-Rex-
CRM1 à un défaut de NMD. Ces observations ont également été validées en présence d’ARN 
viral, dans des lignées lymphoïdes chroniquement infectées par HTLV-1 : la stabilisation des 
interactions UPF1-CRM1 en présence de Rex et la rétention nucléaire d’UPF1 dépendante de 
Rex y est retrouvée. Ensembles, ces résultats nous permettent de proposer ici un nouveau 
mécanisme d’inhibition du NMD par Rex chez HTLV-1.  

De manière intéressante, au cours de ce travail, nous avons également démontré 
qu’HIV-1 est capable d’inhiber le NMD via Rev, transporteur qui détourne également CRM1 
pour l’export des ARN viraux et où UPF1 est décrit comme faisant partie intégrante de ce 



 
 

- 77 - 
 

complexe d’export. Ici, les résultats obtenus en modèles cellulaires sans ARN viral montrent 
qu’à l’image de Rex, Rev induit également une rétention nucléaire d’UPF1 associée à une 
diminution de l’association d’UPF1 aux ARN et corrélée à une inhibition du NMD. Ces 
résultats renforcent ceux obtenus pour Rex mais suggèrent également un mécanisme commun 
d’inhibition du NMD aux rétrovirus complexes exprimant des transporteurs de type 
Rev/Rex. 

De manière plutôt inattendue, des approches de RIP UPF1 et d’immunoprécipitation en 
lignées lymphoïdes chroniquement infectées par HTLV-1 ont également montré que Rex 
charge spécifiquement UPF1 sur l’ARN viral, contribuant probablement aussi à l’inhibition du 
NMD. De plus, ce détournement semble avoir lieu au moment de la constitution du complexe 
d’export. Ainsi le mutant Rex NES, n’interagissant plus avec CRM1 diminue l’association 
d’UPF1 à l’ARN viral. Enfin, les données obtenues par western blot montrent UPF1 dans le 
biofilm extrait de surnageant de culture de C91PL (HTLV-1+ ; Rex+) comparativement au 
C8166 (HTLV-1+ ; Rex-). Ces données, renforcées par la superposition des signaux de p19 et 
d’UPF1 en microscopie confocale, suggèrent fortement que ce chargement d’UPF1 sur 
l’ARN viral génomique pourrait contribuer à son incorporation dans les virions d’HTLV-
1.  
 

Conclusion :  

Ce détournement de CRM1 par Rex pourrait être finalement la première étape d’un 
détournement plus global d’UPF1 : d’un côté Rex stabilise les interactions UPF1/CRM1, 
provoque une accumulation nucléaire d’UPF1 et réprime sont association avec le pool d’ARN 
cellulaires. En conséquence, cela inhibe le NMD. D’un autre côté, nous avons trouvé que Rex 
favorise le chargement d’UPF1 sur l’ARN viral et que cela aide à l’expression de protéines 
structurales supportant un rôle également proviral d’UPF1 durant l’infection par HTLV-1.  

 

 

Le matériel et la méthode de l’ensemble des résultats présentés par la suite (partie A et B confondues) 

sont décrits dans la partie « Methods » de la publication scientifique. Le parti a donc été pris de ne 
pas faire doublon avec une partie « matériels et méthodes » traduite en français.  
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HTLV-1 Rex hijacks UPF1 in a CRM1 dependant manner, leading to NMD inhibition 
and UPF1 loading in the viral particle 

Prochasson L1, Mghezzi-Habellah M1, Roisin A1, Palma M2, Robin JP1, De Bossoreille S1, Cluet D1, Mouehli M1, Decimo 
D3, Réty S1, Dutartre H3, Lejeune F2, Jalinot P1, Mocquet V1 

 

INTRODUCTION 

The maintenance of cell homeostasis requires a strict control of the repartition of 
macromolecules between nucleus and cytoplasm. Pathways monitoring this shuttling are 
dependent on the nature of the macromolecules to be exported or imported. Notably, whereas 
bulk mRNA export occurs via the Nxf1/Tap1 pathway after its association with TREX complex, 
the exportin CRM1 (XPO1) mediates the export of proteins containing a Nuclear Export Signal 
(NES). These cargoes may be associated or not with a specific subset of RNA such as rRNA, 
snRNA and some mRNA 1,2. The NES is characterized by a specific stretch of 4 hydrophobic 
amino acids with variable interspaced amino acids that influences the NES affinity to CRM1. 
The formation of the complex between CRM1 and the NES containing protein also requires the 
GTPase Ran to conformationally stabilize the NES binding groove of CRM1 3–6. However, the 
affinity of many NES substrates for CRM1 is rather low, suggesting that the formation of this 
trimeric transport complex is a rate-limiting step in nuclear export 7–9. Once in the cytoplasm, 
Ran GAP, at the nuclear pore, catalyses the conversion of RanGTP to RanGDP, inducing the 
dissociation of the trimeric complex CRM1/Cargo/Ran and the release of the cargo in the 
cytoplasm. Ultimately, the free CRM1 re-enter the nucleus for a new round of export 10.  

Among the plethora of functionally and structurally unrelated protein and RNP cargoes, 
the mislocalisation of several of them due to CRM1 dysfunction supports a role of CRM1 in 
disease: that is the case of proteins involved in the control of DNA repair, cell cycle, 
transcription regulation or apoptosis such as BARD1, p21, p27, p53, FOXO3, APC and 
Survivin (reviewed in 11,12). In addition, CRM1 overexpression and mutations were directly 
correlated with multiple types of cancer, notably pancreatic cancer, ovarian cancer, glioma, 
osteosarcoma, acute myeloid leukemia and multiple myeloma 13–16. As a consequence, CRM1 
was considered as a valuable target for anticancer therapies. CRM1 inhibitors where shown to 
sensitize cancerous cells to apoptosis and several of them are currently under clinic trial 17,18.  
An important subset of CRM1 cargoes includes proteins involved in RNA processing. Notably, 
the DNA/RNA helicase UPF1 and its partner UPF2 have been reported to shuttle between 
cytoplasm and nucleus via CRM1: interactions were identified by mass spectrometry and 
leptomycin B treatments induced their nuclear retention 19–21. However, the impact of a 
shuttling perturbation on their cellular functions have never been evaluated. UPF1 works at the 
crossroad of multiple process for DNA and RNA maintenance and is directly involved in the 
post-transcriptional regulation of gene expression. Its function in Nonsense Mediated mRNA 
Decay (NMD) is the most described22,23. It is commonly accepted that NMD targets and 
degrades mRNA harbouring premature codons (PTC) due to the wrong accumulation of UPF1 
between the stalled ribosome and a downstream Exon Junction Complex: while UPF1 binds 
along the length of mRNA, it is gradually displaced by the running ribosome and stabilized 
downstream a stop codon by its partner UPF324–26. Then UPF1 assembles a NMD promoting 
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complex with UPF2, that activates its ATPase activity and SMG1 that phosphorylates its Nter 
and Cter extremity 27–29. Phosphorylated UPF1 creates a scaffold for the further recruitment of 
decapping enzymes as well as endo/exonucleases leading to proper RNA decay30. In addition 
to PTC containing RNA, NMD was shown to target several viral RNA, exerting an antiviral 
function 31–37. In the light of this, the unspliced viral RNA from the human delta retrovirus 
HTLV-1 has been characterized to be destabilized in a UPF1 and UPF2 dependant manner 38,39. 
To counter this threat and fully express their compact genome, virus evolved different bypass 
strategies (reviewed in 40). A well characterized example is a PTBP1 binding motif from Rous 
sarcoma virus, known as RNA stability element (RSE) that reduces UPF1 recruitment to viral 
RNA 41,42. Alternatively, the viral protein Rev from HIV binds UPF1 during vRNA export: in 
silico protein-protein docking analyses suggest that this interaction occurs in a region that 
overlaps the UPF2 binding site protecting vRNA from NMD activation 43. In a context of 
HTLV-1 infection, the viral proteins Tax and Rex were shown to trans-inhibit NMD 38,39. Tax 
directly binds UPF1 and exerts a dual effect on this latter, inhibiting its ATPase activity and 
ultimately NMD44; the Nterminal domain of Rex as well as its phosphorylation were shown to 
be critical for Rex/UPF1 interaction. Nakano et al, also suggest that this interaction results in 
the incorporation of Rex in the NMD complex 45. 

Interestingly, viruses also express NES containing proteins. Notably, the retroviral 
proteins Rex from HTLV-1 and its functional homolog Rev from HIV-1 which have been 
extensively studied. HTLV and HIV are two human complex retroviruses which impact on the 
infected cell homeostasis is different, resulting in fundamentally different diseases: HTLV is 
the causative agent of the Adult T cell Leukemia (ATL) a malignant lymphoproliferative 
syndrome established after decades of latency, or the HTLV associated myelopathy/tropical 
spastic paraparesis (HAM/TSP), an inflammatory disease 46,47. To the opposite, HIV is the 
causative agent of the acquired immunodeficiency syndrome (AIDS), characterized by the 
weakening of the immune system due to the progressive destruction of infected cells 48. 
However, as retroviruses, their overall replication cycle share common features. Notably, both 
viruses export unspliced viral RNA (vRNA) molecules to the cytoplasm. To do so, they rely on 
viral transporters that interfere with the host splicing machinery, stabilize unspliced RNA over 
spliced isoforms and hijack the cellular shuttling machinery to export vRNA from the nucleus. 
Yet genetically divergent, these transporters, namely HTLV Rex and HIV Rev, share similar 
functional domains and a similar modus operandi to accomplish this task49: first they display a 
highly basic motif rich in arginine, allowing RNA binding at the Rex/Rev responsive elements 
present on viral RNA (RxRE and RRE respectively)50,51. This RNA binding domain is partially 
overlapping with the Nuclear Localisation Signal (NLS), this latter being involved in their 
interaction with the importins. Both viral transporters also display a Nuclear Export Signal 
(NES) directly involved in their binding to the exportin CRM1/XPO152. Rev NES is defined as 
a class2 while Rex NES fits a class1c. Finally, they both have a dual multimerization motif, 
encompassing the NLS for Rev or the NES for Rex 53,54. After their translation, both viral 
transporters are translocated to the nucleus via importin b and accumulate in the nucleolus 55,56. 
Rev has a strong Nucleolus localization signal (NoLS) while Rex may be driven there through 
interactions with the viral p30. The interaction with the nucleolar phosphoprotein B23 is another 
important partner controlling Rev and Rex nucleolar localization 57–59. In the nucleolus, Rex 
and Rev bind the RxRE and the RRE motif of their vRNA respectively. Rev bound to vRNA 
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then multimerizes in order to interact more efficiently with CRM1 via its NES. Concerning 
HTLV-1, it was proposed that Rex interacts with CRM1 and multimerizes before binding the 
RxRE motif of vRNA 52,60,61. Although the sequential steps leading to the formation of an export 
complex with Rex are not as much described as with Rev and may diverge, both result in the 
formation of a viral transporter multimer interacting with vRNA and CRM1. Thus, CRM1 
hijacking is a critical step that allows the cytoplasmic accumulation of unspliced vRNA. This 
RNA is the support of the structural polyprotein GAG translation. In addition, two copies are 
packaged in newly synthesized viral particles for viral transmission 62. 

Unexpectedly, while the causative role of CRM1 in disease strongly stresses the 
importance of a correct repartition of cargoes between nucleus and cytoplasm for the proper 
functioning of the cell and supports the effort of developing CRM1 inhibitors for clinic, 
understanding the impact of CRM1 hijack by retroviral transporters on the cellular homeostasis 
is barely evoked in the literature. Thus, in this work, we investigated how the hijack of CRM1 
by HTLV-1 Rex affects the relationship between CRM1 and the cargo UPF1 as well as this 
latter most described function: the NMD. We found that Rex dependent hijacking of CRM1 is 
the initial step of an additional UPF1 hijacking: on one side, Rex stabilizes the UPF1/CRM1 
interaction, provokes the nuclear accumulation of UPF1, and repress its association with bulk 
RNA. As a consequence, this inhibits NMD. On the other side, we found that Rex favours UPF1 
repositioning on unspliced vRNA supporting an unexpected pro-viral role of the helicase during 
HTLV-1 infection.   

 

METHODS  

Antibodies. Anti-UPF1 rabbit polyclonal (RENT1, A301-902A, Bethyl), Anti-CRM1 rabbit polyclonal 
(A300-469A, Bethyl), Anti-UPF2 rabbit polyclonal (A303-029A, Bethyl), Anti-HA mouse monoclonal 
(clone HA-7, SIGMA), Anti-FLAG mouse monoclonal (FlagM2, Sigma), Anti-HTLV-1 p19 mouse 
monoclonal (TP-7, Abcam), Anti-Tax mouse monoclonal, Anti-Rex and Anti-Ribonucleoside-
diphosphate reductase subunit M2 (RRM2) rabbit polyclonal were homemade. For immunofluorescence 
specifically: primary Goat UPF1 (A300-036A, Bethyl), and secondary antibodies were goat anti-mouse 
Alexa Fluor 488 (Thermofischer), mouse anti-Goat CFL 555 (Santa Cruz), Donkey anti-Rabbit 
AlexaFluor 647 (Abcam).  

 
Mutagenesis. To construct Rex mutant plasmids, directed mutagenesis was carried out as follow: a 20 
cycle PCR was done with Phusion polymerase, 2µM of complementary primers with the point mutation 
and 50ng of the parental plasmid (pCMV Rex WT). PCR products were digested by DpnI before XL1 
blue transformation. Rex NLSmut oligos: cgatcccaaagaGATTTAccaccaacacc and 
ggtgttggtggTAAATCtctttgggatcg. Rex NESmut: to sequential mutagenesis were done with the 
following primers couples: tcagctctacagttccGGAtcccctccttcc and ggaaggaggggaTCCggaactgt agagctga; 
ctacagttccGGAtcccctccttccccac and gaaggaggggaTCCggaactgtagagctg. pCMVHTLV WT and Tax9Q 
plasmids were already described. To modify Rex, a 1kb fragment between both BlpI restriction sites 
was amplified (primers: 5’forward -ggacgcgttatcagctcagctctacagttccTAAtccctcg; 3’ reverse 
atttgtcttcagggggacac). The 5’ forward primer harboured the nonsense mutation L23stop in the Rex 
sequence. It is neutral for the Tax sequence encoded on the same RNA. The DNA fragment and retroviral 
backbone were digested by BlpI (NEB). Both were ligated at 16°C overnight with T4DNA ligase (NEB) 
before XL1 blue transformation. All mutants were validated by sanger sequencing (Genewiz).  
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Immunoprecipitations. ~2 × 106 293T cells were transfected as described in the figures using jet prime 
reagent (Polyplus). 48h post transfection, cells were washed with PBS two times and pelleted in two dry 
pellets:  10% of the cells were put aside and directly resuspended in Laemmli buffer (loading buffer). It 
is referred as the INPUT fraction. The other pellet composed of the remaining 90% cells was 
resuspended in 400µl of lysis buffer (50 mM Tris–Cl, pH 8, 1% Triton, 10% glycerol, 0.05% SDS, 0.1 
mM EDTA, 0.1 mM GTP, 200 mM KCl, protease inhibitor (Roche)) for 30 min at 4°C. The soluble 
fraction obtained after centrifugation at 11,000g for 10 min was pre-cleared with sepharose beads pre-
coated with tRNA and BSA-0.3% for 30 min. Supernatant was further incubated with primary antibody 
(5 µl) overnight at 4 °C. Protein A Sepharose® beads (Sigma) were coated with PBS + 0.3% BSA, 
supplemented with tRNA overnight. After re-equilibration in lysis buffer, 30 µL of beads were added 
to the lysate for 2h30 at 4°C before three extensive washings of 15 min in lysis buffer. The dry beads 
were resuspended in loading buffer for western blotting. For RNase treatment, 0.1 mg/m RNAse A was 
added before the washing step.  

Immunofluorescence. 50 000 cells were cultivated per well into 4 well Chamber Slide™ Labtek® II 
in DMEM (for HeLa or 293T cells) or RPMI medium (for Jurkat, C91PL or C8166 cells) complemented 
with 10% SVF and Penicillin/Streptomycin. 48h after transfection (HeLa or 293T) or after 30 minutes 
of sedimentation at room temperature (Jurkat, C91PL, C8166 cells), cells were fixed with PFA 4% 
during 20 min. After extensive washing, aldehyde groups were saturated in a 0.1M PBS Glycine solution 
for 30 min then washed one time with PBS 1X. Cells were permeabilized with PBS-1%Triton for 5 min 
and then extensively washed. Saturation of non-specific sites was performed by 0.1% PBS-BSA for 30 
min then extensively washed. The indicated primary antibodies were incubated for 1h30 at Room 
Temperature (RT) at 1/1000 (vol/vol) and further washed three times. Secondary antibodies were 
incubated for 50 min at 1/500 before three washes. Hoechst coloration at 1/10 000 (10 mg/ml starting 
concentration) were used to visualized nucleus. Fluoromount-G® from SouthernBiotech was used 
before recovering with cover slips 22*60 mm from Menzel Gläser.  
 
Proximity Ligation Assay (PLA). HARex plasmid was transfected in 293T cells using jet Optimus. 
After  24h, cells were subjected to PLA using a kit and following the manufacturer indications. Dilutions 
of primary antibodies (vol/vol): anti-UPF1 (1/250eme) ; anti-AKT1 (1/50eme) ; anti-HA (1/500eme) ; anti-
FTSJ1 (1/250eme) ; anti-eIF4E (1/250eme) ; anti-eIF5A (1/250eme). Dilutions of secondary antibodies 
(PLUS et MINUS): 1/5eme. Acquisition were performed with Spinning Disk at 60x oil objective (Live 
SR) microscope. Huygens Professional software was used for image deconvolution. ImageJ software 
was used to image treatment and IMARIS software to count based on 8 pictures per condition. 
Experiment was repeated twice.  

 
Image acquisition, treatment and manual counting. Image acquisitions were performed with the 
confocal microscope LSM800 at 60x oil objective. ImageJ software (Version 2.3.0) was used to apply 
‘gaussian blur’ filter (3.00 rad) to all images. Then colocalisation pixel was performed on 8-bit gray 
scale images with the function “image calculator” and “AND” command between channels of interest. 
Gray scale was used to identify common pixels. For UPF1 nuclear retention quantification, common 
pixels between UPF1 and nucleus was used to determine the proportion of nuclear UPF1 with a yes or 
no criteria. The detection of cytoplasmic and nucleus region of interest (ROI) was determined on the 
signal strength from UPF1+CRM1 channels and Hoechst+CRM1 channels respectively, then manually 
verified and/or adjusted. To avoid bias from disparate volumes and proximity of different cells, ROI 
cytoplasm was restricted to an area near ROI nuclear. Then, nuclear/cytoplasmic ratio was extracted 
from fluorescence intensity mean in each ROI. Graphs was obtained with R Studio (V4.1.1) (github 
address to add). For foci identification, detouring with ImageJ tool of CRM1 reinforced signals was 
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performed, then UPF1 colocalization was determined based on colocalization pixel function and 
extracted with a Yes or No criteria. % of foci area was determined regarding the total cell area by 
detouring cells on transmission (direct light) images. Hela, cells were counting as n = 54 for control, n 
= 36 for Rex, n = 37 for Rev, n = 67 for C91PL and n = 66 for C8166 conditions. P values were calculated 
by performing first Fischer test then a Student’s t-test (paired, two-tailed) ns: P > 0.05; *P < 0.05; **P 
< 0.01.  
 
RNA immunoprecipitation (RIP). ~2 × 106 HeLa cells were transfected as described in the figures, 
harvested and resuspended in lysis buffer (50 mM Tris–Cl, pH 7.5, 1% NP-40, 0.5% sodium 
deoxycholate, 0.05% SDS, 1 mM EDTA, 150 mM NaCl, protease inhibitor (Roche) and RNAsin 
(Promega)) as previously described. Extracts obtained after centrifugation at 12,000g for 15 min were 
incubated with primary antibody overnight at 4 °C. Protein A and G magnetic beads (dynabeads, Life 
Technology; 5 µl each) were mixed and coated with PBS + 0.3% BSA, supplemented with tRNA and 
RNasin (Promega) overnight. After re-equilibration in lysis buffer (supplemented with tRNA), the beads 
were added to the lysate for 2 h at 4 °C before extensive washing in lysis buffer. The beads were 
resuspended in elution buffer (50 mM Tris–HCl, pH 7.0. 1 mM EDTA, 10 mM DTT and 1% SDS). 
Double RIP were performed as reported previously44:  ~ 6 × 106 HeLa cells were transfected as described 
in the figures, harvested and fixed with 0.05% formaldehyde for 20 min at room temperature. Then, 0.25 
M glycine was added for 5 min before PBS washing. The cell pellet was resuspended in lysis buffer, 
and the lysate was sonicated (bioruptor, diagenode). First, the HA tag was immunoprecipitated. The 
immunoprecipitation steps were carried out as described for simple RIP except that samples were 
incubated with Sepharose beads. Extensive washings were performed with 50 mM Tris–Cl, pH 7.5, 1% 
NP-40, 0.5% sodium deoxycholate, 0.05% SDS, 1 mM EDTA, 1 M NaCl and 1 M urea. The beads were 
resuspended in elution buffer (50 mM Tris–Cl, pH 8, 1% Triton, 10% glycerol, 0.05% SDS, 0.1 mM 
EDTA, 0.1 mM GTP, 200 mM KCl, protease inhibitor (Roche), RNAsin + HA peptide at 0.1 mg/mL) 
and incubated at 4 °C for 1H, then for 10 min at 30°C to ensure elution. Finally, the elution volume was 
increased to 400 µl and Rex immunoprecipitation was performed. After extensive washing, the 
formaldehyde fixation was reversed by heating samples 45 min at 70°C. Finally, the beads were 
resuspended in RNAzolRT reagent for RNA extraction. RNA was quantified by qRT-PCR using the 
following primers: Viral unspliced RNA: forward 5‘-GGCCCGAGGACACACTAATA-3’, reverse 5‘-
CAGCGGGGAGGTCTAATAGG-3’); GADD45α (forward 5′-ACGAGGACGACGACAGAGAT-3′, 
reverse 5′-GCAGGATCCTTCCATTGAGA-3′); GAPDH (forward 5’-
GAGTCAACGGATTTGGTCGT-3’, reverse 5’-TTGATTTTGGAGGGATCTCG-3’…….) and SMG5 
(forward 5′-ACAGAATGGGATGCCAGGAA-3′, reverse 5′-TCAACAC TCCAAAAGCCAGC-3′). 
The values represented in the graphs correspond to the mean of at least three biological replicates, and 
the error bars correspond to the SD. P values were calculated by performing a Student’s t-test (unpaired, 
two-tailed) ns: P > 0.05; *P < 0.05; **P < 0.01. 
 
RNA decay assays and qRT-PCR/RT-PCR. RNA decay assays were performed to assess the stability 
of mRNA expressed from a β-globin reporter minigene that was either WT (Gl-WT) or with a PTC in 
the second exon (Gl-PTC). For this procedure, 0.5 µg of Gl-PTC or 0. 05 µg of Gl-WT constructs were 
co-transfected as indicated with 0.5 µg of renilla-expressing vector (unsensitive to NMD) in 0.7 × 106 
HeLa cells with jet prime reagent (polyplus). Additional plasmids were co-transfected as indicated in 
the figures. After 48h, the cells were treated with DRB (100 µg.ml−1) to block transcription for 0, 1, 3 
or 4 h. Total mRNAs were extracted using the Macherey-Nagel RNA easy extraction kit and quantified 
by qRT-PCR using the QuantiTect SYBR Green qRT-PCR kit (Qiagen) and appropriate primers: 
GLOBIN (Globin 3′ forward 5′-TTGGGGATCTGTCCACTCC-3′, Globin 3′ reverse 5′-
CACACCAGCCACCACTTTC-3′. Normalisation was carried out with respect to renilla mRNA (renilla 
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forward primer 5′-CTAACCTCGCCCTTCTCCTT-3′, renilla reverse 5′- 
TCGTCCATGCTGAGAGTGTC-3′). The values represented in the graphs correspond to the mean of 
at least three biological replicates, and the error bars correspond to the SD. Half-lives were calculated 
for each replicate, and P values were calculated by performing a Student’s t-test (unpaired, two-tailed) 
ns: P > 0.05; *P < 0.05; **P < 0.01. 
 
Metabolic assays (SUnSET®). The SUnSET® assay was used to monitor de novo protein synthesis as 
described previously 63. ~2 × 106 of HeLa cells were transfected as described in the figures. Briefly, 10 
min prior harvesting the cells, puromycin was added to culture medium at 1μg/ml. As a control, 
cycloheximide was added at 10μg/ml, 15min before puromycin addition, resulting in complete blockade 
of protein synthesis. Cell extracts were then processed for Western blotting using anti-puromycin 12D10 
antibody (Millipore) at 1/5000eme. Puromycin relative incorporation was calculated based on 
quantification of puromycin signals normalized by total protein. Total protein levels were visualized 
with stain free gels. Western blot signals and total protein levels were acquired on a Biorad Chemidoc 
imaging system before quantification with Image Lab software. The values represented in the graphs 
correspond to the mean of at least three biological replicates, and the error bars correspond to the SD. P 
values were calculated by performing a Student’s t-test (unpaired, two-tailed) ns: P > 0.05; **P < 0.05; 
**P < 0.01 
 
Cell fractionation. ~2 × 106  HeLa cells were transfected as described in the figures, harvested and 
resuspended in lysis buffer (Sucrose 340 mM, Glycerol 10%, HEPES pH 7.5 10mM, KCl 10mM, MgCl2 
1.5mM, Triton 0.1%, DTT 1mM, Na3VO4 1mM, protease inhibitor (Roche) and RNAsin (Promega)). 
The cytoplasmic fraction was collected after 1300g centrifugation and conserved for further RNA 
extraction with RNAzolRT reagent (MRC) and subjected to qRT-PCR or for Western blotting. The 
isolated nucleus were washed two times with lysis buffer and further pelleted.  Nucleus were 
resuspended in nucleus lysis buffer (EDTA 3mM, EGTA 0.2mM, Triton 0.1%, DTT 1mM, Na3VO4 
1mM, protease inhibitor (Roche) and RNAsin (Promega))) and kept under rotation during 30min at 4°C. 
Nuclear fraction was collected after 12 000g centrifugation, were supernatant was conserved for further 
RNA extraction with RNAzolRT reagent (MRC) and subjected to qRT-PCR. The values represented in 
the graphs correspond to the mean of at least three biological replicates, and the error bars correspond 
to the SD. P values were calculated by performing a Student’s t-test (unpaired, two-tailed) ns: P > 0.05; 
*P < 0.05; **P < 0.01 
 

Viral particles and biofilm harvest. ~15 x 106 of lymphoid cells were harvest washed in PBS and 
pelleted. Culture supernatant and PBS washes were subjected to centrifugation at 4000g 4°C overnight; 
the pellet was resuspended in loading buffer for western blot and referred as extra cellular matrix (ECM). 
Three dilutions of the cell lysate (4 x 106, 2 x 106, 1 x 106) was used to assess the specificity of UPF1 
signal; RRM2 was used as a cytoplasmic cellular marker and p19 as a marker of viral particles 
production in the infected cells. Total protein signals were obtained as described before. Experiment 
was repeated at least 3 times.  
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RESULTS 

1. Rex interferes with CRM1-dependent export of UPF1 

To address the question of the CRM1 hijacking by the retroviral protein Rex and its 
impact on the cell functioning, we decided to use the RNA helicase UPF1 as a model, since its 
nuclear export relies on CRM1. Having verified that UPF1 export effectively depends on CRM1 
(S1), we looked at the formation of protein complexes involving Rex, CRM1 and UPF1. First, 
we validated the conditions of interaction between Rex and CRM1: 293T cells were transfected 
with combinations of a plasmid coding Rex and a plasmid expressing a RNA with a Rex 
Responsive Element (RxRE) to mimic the viral RNA that Rex binds and exports via CRM1 64. 
Co-immunoprecipitations (coIP) followed by western blot confirmed that Rex binds 
endogenous CRM1 efficiently and specifically (1A-B lane 3). Moreover, the expression of an 
RNA harbouring the RxRE motif did not modify the levels of CRM1 coIP by Rex and vice 
versa (1A-B, compare lanes 2 and 3) supporting the hypothesis that Rex can hijack CRM1 
before its binding to viral RNA. Second, to investigate the composition of complexes associated 
to UPF1, 293T cells were transfected with combinations of plasmids coding Rex and the RxRE 
containing RNA. UPF1 coIP were further carried out. In the context of Rex expression, the 
endogenous UPF1 was able to coIP CRM1 and Rex (1C; lane 2). Before further explorations, 
we wanted to confirm the interaction of Rex with UPF1 since it is reported here for the first 
time with endogenous UPF1. To do so, we used Proximity Ligation Assay (PLA), a 40nm 
resolution technique to monitor proteins-proteins colocalization. In 293T cells expressing HA-
Rex, we investigated the colocalization of this latter and different endogenous proteins: FTSJ1 
(ribosomal RNA methyltransferase 1) a nucleolar protein that is not described to interact with 
Rex was used as a negative control and eIF5A, a known partner of Rex was used as positive 
control. Finally, PLA between Rex and UPF1 displayed numerous foci (in par with Rex /eIF5A 
PLA) localized in the nucleus as well as in the cytoplasm what supports their association (1D, 
S2A). A further analysis of the UPF1 coIP experiments (1C) revealed that Rex expression is 
linked with an increase in the amounts of CRM1 associated with UPF1, comparatively to 
control conditions. This suggests a stabilization of the UPF1-CRM1 interaction by Rex 
expression (1C panel i, compare lanes 1 and 2). Interestingly, the co-expression of Rex and 
the RxRE containing RNA didn’t enhance the UPF1-Rex association nor the UPF1-CRM1 
stabilization (1C panel i, lane 2,4 compared to lane 3). Since UPF1 is a RNA binding protein, 
we looked at these interactions after RNAse treatment. The same profile of UPF1-CRM1 
association is observed with or without RNAse treatment (1C panel ii, lane 2,4 compared to 
lane 3), indicating that the interactions between Rex, UPF1 and CRM1 are not bridged by RNA, 
and that the formation of a UPF1-Rex-CRM1 complex can exist independently of RNA, 
including the viral RNA containing the RxRE motif. To confirm the role of Rex in stabilizing 
UPF1-CRM1 interaction, we looked at the CRM1-UPF1 association after UPF1 
immunoprecipitation when Rex is no longer able to shuttle between nucleus and cytoplasm 
(1E). We constructed Rex shuttling mutants targeting the Nuclear Export Signal (NES) and the 
Nuclear Localisation Signal (NLS) of Rex: the Rex NES mutant no longer interacts with CRM1 
and is functionally not able to export RNA containing a RxRE motif comparing to Rex WT 
(S2B-C); the Rex NLS mutant still interacts with CRM1 but is also greatly impaired to export 
RNA (S2B-C). UPF1 coIP experiments were then carried out in 293T cells expressing Rex WT, 
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NES mutant or Rex NLS mutant. They revealed that the association of CRM1 with UPF1 is 
significantly reduced in both Rex mutants’ conditions compared to Rex WT condition (1E, lane 
3, 4 compared to 2) as confirmed by the CRM1 quantification (S1D). Finally, UPF1 coIP were 
carried out in cells expressing Rex and treated with CRM1 siRNA. Interestingly we found that 
Rex is less co-precipitated with UPF1 after CRM1 depletion (1F, compared lane 2 to 3). 
Altogether, those data are consistent with the formation of a tripartite complex 
UPF1/CRM1/Rex, stabilized by UPF1/CRM1 contacts, as well as Rex/CRM1 contacts and 
occurring during CRM1 hijack by the retroviral transporter Rex. 

In order to evaluate the consequences of Rex expression on UPF1 behaviour, we first 
looked at the cellular localisation of endogenous CRM1 and UPF1 by confocal microscopy 
(2A-B). As illustrated in control condition, CRM1 repartition is mostly nuclear with a 
homogenous staining, while endogenous UPF1 is mostly cytoplasmic (2A-B, panel (i)). By 
investigating the colocalizing pixels from UPF1 and CRM1 channels only, we observed that 
UPF1 and CRM1 staining overlap at the nuclear periphery consistently with the CRM1-
dependent export of UPF1 (2A, panel (i)). Strikingly, when Rex is expressed, UPF1 is 
significantly retained in the nucleus compared to control conditions. As shown by common 
pixel superposition, Rex, CRM1 and UPF1 colocalize in the nucleus and at the nuclear 
membrane. To assess it, we quantified in both populations of cells, the nucleo/cytoplasmic 
repartition of UPF1 signal as well as the proportion of cells showing a nuclear retention of 
UPF1(2A-B panel (ii)). Thus, these results demonstrate that in cellulo, the expression of Rex 
and the further formation of a UPF1-Rex-CRM1 complex, affects UPF1 cellular repartition by 
retaining a significant part of the UPF1 pool in the nucleus.  

 
2. CRM1 hijacking by Rex interferes with UPF1 function during NMD 

To test whether the modification of UPF1 export by Rex could impact its activity, we 
focus on one of its well described functions: the Nonsense-Mediated Decay (NMD). Since 
UPF1 activity in NMD is functionally linked to its RNA binding capacity, we first investigated 
this latter by RNA immunoprecipitation (RIP) assays. HeLa cells were transfected with a 
plasmid coding a NMD sensitive reporter mRNA (Globin PTC, a globin minigene with a stop 
codon in the second exon) as well as increasing amounts of Rex coding plasmids. UPF1 was 
further immunoprecipitated and the amounts of bound Globin PTC were quantified by 
RTqPCR. Rex expression as well as UPF1 immunoprecipitations were checked by western blot 
(3A). When Rex is expressed, the level of Globin PTC associated to UPF1 are significantly 
reduced compared to conditions without Rex. This effect is observed in a Rex dose-dependent 
manner (3A). In addition, to correlate this effect with the formation of the previously described 
UPF1/CRM1/Rex complex and Rex export function, we also carried out UPF1 RIP experiments 
in cells transfected with Rex NES mutant coding plasmid. Compared to Rex WT, Rex NES 
mutant is no longer able to interact with CRM1 and to stabilize UPF1/CRM1 interaction (1E 
and S2); As expected, Rex NES mutant restored UPF1 binding capacity to globin PTC 
compared to Rex WT (3B). This recovery confirms that CRM1 hijacking by Rex leads to UPF1 
decreased association to its RNA substrate.  

Since NMD requires UPF1 recruitment to RNA to initiate their degradation, we checked 
whether we could correlate the previously identified RNA binding defect with NMD inhibition 
through Rex expression. To do so, we analysed the decay rate of the Globin PTC mRNA with 
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or without Rex expression: decay rates were performed by monitoring the evolution of RNA 
levels after a treatment of HeLa cells by 100µg/ml DRB for 3h. Here, Rex expression led to a 
statistically significant decrease in the decay rate of Glob PTC (3C, compare red and purple 
bars). To attest the specificity of this result, the decay rate of a NMD unsensitive RNA (Globin 
WT, a globin minigene without stop codon in the second exon) was analysed. In the absence of 
Rex, the decay rate of Globin WT is lower than the Globin PTC’s one, as expected from a NMD 
unsensitive RNA (3C, compare blue and red bars). When Rex is expressed, the decay rate of 
Glob WT is unaffected (3C, compare blue and green bars) and is of similar value than Globin 
PTC’s one (3C, compare green and purple bars). These results demonstrate that Rex 
specifically and efficiently inhibits NMD. Lastly, we checked the possible trans-acting effect 
of a RxRE containing RNA over Rex dependent NMD inhibition. As indicated in Fig 3C, the 
expression of the RxRE RNA motif did not significantly modified Rex stabilization of the 
Globin PTC decay rate (3C, compare purple and orange bars). Consistently with the UPF1 
coIP (1C), the co-expression of Rex and the RxRE RNA motif doesn’t enhance NMD inhibition 
comparatively to the “Rex only” condition.  

NMD is a translation dependent process. To confirm that our observations are not 
related to a possible impact of Rex on translation, we monitored puromycin incorporation in 
peptides being synthesized, using sunset assay. While translation inhibition by cycloheximide 
treatment prevents puromycin incorporation after 30min of puromycin pulse chase (3D 
compare lanes 1 and 2), the expression of Rex does not significantly modify it (3D compare 
lanes 2 and 4).  

In order to correlate this Rex dependent NMD inhibition with our previous observations, 
we decided to analyse the effect of the Rex NES mutant on Globin PTC mRNA half-life (as an 
indication of NMD efficiency). From Fig1E and 3B, Rex NES mutant was unable to stabilize 
the Rex/CRM1/UPF1 complex and to prevent UPF1 binding to RNA. To measure Globin PTC 
mRNA half-life, HeLa cells were transfected with different Rex coding plasmids and further 
treated with the transcription inhibitor DRB for 0, 1, 3 or 4h. Total RNA were purified and the 
Globin PTC mRNA was quantified by RTqPCR. Globin PTC half live was measured for each 
condition and compared with the Rex WT condition as indicated in 3E. Consistently with 
previous results, Globin PTC half-life is significantly increased by Rex WT expression 
comparatively to control condition (9.9h compared to 2.9h) showing NMD inhibition. 
Conversely, Rex NES loss its ability to inhibit NMD as showed by the restored Globin PTC 
half-life (3.8h). As a control, we monitored the effect of Rex NLS mutant, that also couldn’t 
inhibit NMD (2.3h). Interestingly, the co-expression of NES and NLS mutants didn’t restored 
NMD inhibition (1.9h), suggesting that the presence of Rex both in nucleus and cytoplasm is 
not sufficient for NMD inhibition but its shuttling capacity is required.  

Altogether, these results demonstrate that Rex expression and shuttling lead to a 
diminution of UPF1 association with RNA, which is functionally correlated to NMD inhibition. 
 

3. Rev from HIV-1 also interferes with UPF1 cellular localization and its NMD 
function. 

 

In the other pathogenic human retrovirus HIV-1, the Rev protein is the functional 
homolog of HTLV-1 Rex: both shuttle between cytoplasm and nucleus and hijack the CRM1 
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pathway to export the unspliced viral RNA. In order to reinforce our observations supporting 
an impact of CRM1 hijacking on UPF1 activity, we decided to investigate the impact of Rev 
expression as we did previously with Rex. Interestingly, a UPF1/Rev/CRM1 export complex 
has already been described (Ajamian et al., 2015). Thus, we directly looked at the UPF1 cellular 
repartition under Rev expression by confocal microscopy. Rev strongly colocalizes with UPF1 
and CRM1 in nucleolar compartments, as showed by a large view as well as a unique cell view 
(respectively 4A and S3A-B). Still, as for Rex, a significant nuclear retention of UPF1 can be 
quantified when Rev is expressed compared to control condition (4A, quantifications in panel 
ii). To pursuit the comparative analysis, we then checked whether the re-localisation of UPF1 
due to Rev expression can be correlated with NMD inhibition. To evaluate NMD activity, we 
measured the half live of the Globin PTC reporter in HeLa cells expressing a FlagRev 
construction or an empty vector, as we did previously. The increased half-life of Globin PTC 
under Rev expression compared to control condition (4.3h for 1.6h - 4B) suggests that Rev is 
able to inhibit NMD and alter the stability of non-viral RNA. To exclude that this effect was 
related to a translation defect, we carried out a sunset assay in cells expressing or not Rev and 
found that global translation was not affected (S3B). Moreover, to confirm that our observations 
illustrate the inhibition of NMD specifically, we analysed the impact of Rev expression on the 
decay rate of the NMD unsensitive RNA reporter (Globin WT) and compared it to the NMD 
sensitive one (Globin PTC). As expected, the decay rate of Globin WT was not much affected 
due to Rev expression while the one of Globin PTC was significantly decreased (4C). In 
addition, to determine if those observations could be verified in the context of HIV-1 infection, 
we infected HeLa cells (pre-transfected with Globin PTC or Globin WT expression plasmids) 
with HIV-GFP lentiviral particles (HIV) versus GFP only expressing lentiviral particles 
(VLPCtr) for 48h. Decay rate were measured as previously described: while the decay rate of 
Globin WT was not affected by HIV infection, the one of Globin PTC was significantly 
reduced, indicating that HIV infection is able to inhibit NMD (4D). Altogether, these results 
demonstrate a specific NMD inhibition during HIV infection, occurring at least in a Rev-
dependent manner. 

In order to identify whether Rev dependent NMD inhibition can be explained by a defect 
in UPF1 binding to RNA as suggested with Rex, we carried out UPF1 RIP experiments in HeLa 
cells transfected with Globin PTC as well as with Rev or Rex or an empty vector. Protein 
expression as well as immunoprecipitation levels were controlled by western blot (4E). 
Consistently with our precedent results with Rex, Rev expression is associated with a decreased 
association of UPF1 with the NMD sensitive reporter mRNA, Globin PTC (4F). The same 
experiment was performed in cells expressing the NMD unsensitive reporter Globin WT and 
showed a similar profil (4G). To reinforce these observations, the association of UPF1 with 
endogenous NMD sensitive (smg5 and gadd45a) and NMD unsensitive (gapdh) RNA was also 
investigated. We observed the same decrease in UPF1 association with these endogenous RNA 
(4H). These results indicate that Rev, as Rex, decreases/prevents UPF1 binding to all RNA 
including NMD sensitive RNA, supporting an early inhibition of NMD. Although CMR1 
export essentially target protein cargos and not bulk RNA, one can hypothesize that these results 
illustrate a defect in RNA export rather than in UPF1 accessibility. To eliminate this possibility, 
we carried out fractionation of cells expressing Rex, Rev or an empty vector and quantified the 
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Nuclear/Cytoplasmic ratio of the previously studied RNA. Viral proteins expression didn’t 
modify the nucleo/cytoplasmic RNA repartition (S3C).   

Here we found that HIV Rev, known to hijack the CRM1 export pathway as HTLV-1 
Rex does, induces the nuclear re-localisation of UPF1. Same as Rex, Rev provokes a decrease 
of UPF1 recruitment to RNA that could be correlated with the inhibition of NMD. This strongly 
supports our previous conclusions about HTLV-1 Rex. 

4. CRM1 hijacking by Rex in HTLV-1 transformed cell line leads to UPF1 
relocalization  

 
So far, we demonstrated that independently of the presence of viral full-length RNA, 

Rex can form a tripartite complex with CRM1 and UPF1, strongly stabilizing UPF1/CRM1 
interaction. We correlated the formation of this complex with the nuclear retention of UPF1 
and to NMD inhibition. In order to investigate this question in physiological and more relevant 
cellular models, we cultivated 3 HTLV-1 chronically infected CD4+ T cells: C91PL and 
HUT102 that express Rex protein as well as C8166 that displays a defect in Rex expression. 
This was attested by western blot (5A) as well as confocal microscopy (S4B). As a negative 
control we also used uninfected jurkat CD4+ T cells. We performed UPF1 coIP with protein 
extracts from each cell line. In Rex expressing cells (C91PL and HUT102) UPF1 co-
immunoprecipitates Rex as well as CRM1proteins. Interestingly, in the Rex deficient cells 
C8166, the level of CRM1 co-immunoprecipitated by UPF1 was strikingly lower, close to the 
levels obtained in Jurkat coIP (5A, compare lanes 1-2 to 3-4). Then we looked at the 
localisation of UPF1 and CRM1 in C91PL and C8166 by confocal microscopy (5B and S4B). 
We found UPF1 nuclear localisation is significantly increased in C91PL compared to C8166: 
quantifications attest that ~75% of C91PL cells display such a profile compared to 32% of 
C8166 (5B (ii)). In addition, in more than 70% of C91PL (compared to less than 15% of C8166), 
we identified a higher concentration of UPF1 and CRM1 producing “super foci”, suggesting 
that Rex induces another supplementary UPF1 retention phenotype, more focalised and 
associated to CRM1 (5B, white arrow); notably, in each cell type, more than 80% of CRM1 
super foci are colocalizing with UPF1 super foci. 

Here it is difficult to directly correlate those observations with an inhibition of NMD, 
since C8166 and C91PL cells both express the viral protein Tax, another NMD inhibitor that 
we characterized in the past38,44. The expression of Tax in these cell lines is documented and 
we validated it by confocal microscopy (S4B). In these cell lines, Tax localisation is not 
specifically linked to either Rex or CRM1 profiles (S4B-C). To evaluate NMD efficiency in a 
close model, we measured the half-life of the Glob PTC reporter in HeLa cells transfected with 
different mutated versions of a HTLV molecular clone. As expected, we found that a molecular 
clone deficient for Rex alone (mimicking C8166 cells) or Tax alone inhibited NMD at similar 
levels than a WT clone (mimicking C91PL cells) (S4D). Noteworthy, considering the NMD 
activity in infected T cells, we showed in the past that NMD is effectively inhibited in C91PL 
compared to Jurkat 38.  
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5. UPF1 is addressed to vRNA and viral particles 
 

To the contrary of HeLa and 293T cells, C91PL cells constitutively express viral RNA. 
Since the Rex/CRM1 complex is selectively bound to unspliced viral RNA (vRNA) to drive its 
nuclear export, and as we just illustrated, Rex and CRM1 can redirect endogenous UPF1 
localisation and function, we wondered what that implies for UPF1 interplay with vRNA. First, 
we asked whether UPF1 and Rex can be found concomitantly on vRNA. To do so, we carried 
out double-RIP experiments. 293T cells were transfected with a replicative HTLV-1 molecular 
clone with or without a plasmid coding UPF1 with the HA tag. First, a RIP targeting the HA 
tag was performed (5C, blue bar). Cells without HA-UPF1 were used as a RIP control. Second, 
RNAs were eluted from HA-RIP and further subjected to a second RIP against Rex (5C, green 
bar) or a control immunoglobulin. RTqPCR on each RIP revealed a significant enrichment of 
vRNA associated to UPF1 as well as to Rex, yet in a lesser amount. Thus, we can conclude that 
UPF1 can be recruited on vRNA concomitantly with Rex. Then we carried out UPF1 RIP 
experiments in C8166 and C91PL cells, as well as in Jurkat as a negative control. Interestingly, 
we found that UPF1 RIP were specifically enriched in vRNA in the Rex expressing cells (5D, 
compare C8166 and C91PL). To confirm that the observed UPF1 recruitment is not related to 
NMD activation, we carried out RIP targeting UPF2, a NMD cofactor of UPF1. We found no 
specific enrichment of vRNA after UPF2 RIP in C91PL compared to C8166. In addition, we 
performed UPF2 coIP in C91PL extracts: an interaction between UPF2 and CRM1 was found 
as expected since UPF2 is a known cargo of CRM1. However, no specific association between 
Rex and UPF2 could be found, while UPF1 efficiently binds the viral protein (5E). Thus, the 
specific recruitment of UPF1 on vRNA occurs on a Rex dependent manner but independently 
of its NMD function. Finally, we investigated the impact of the Rex NES mutant expression on 
UPF1 recruitment to vRNA. RIP experiments were carried out in 293T cells transfected with 
the HTLV-R23L molecular clone complemented with either Rex WT or NESmut plasmids. RIP 
Rex experiments showed a similar enrichment of vRNA with Rex WT and NES mutant 
proteins. To the contrary, vRNA enrichment in UPF1 RIP was drastically reduced with the Rex 
NES mutant compared to Rex WT. As demonstrated previously, Rex NES mutant is unable to 
hijack CRM1 exportin, indicating that this function of Rex is critical for UPF1 recruitment to 
vRNA.  Altogether, these results indicate that in HTLV-1 infected T cells, the CRM1 hijacking 
by Rex induces a stabilization of the CRM1/UPF1 interaction with a nuclear retention of UPF1, 
and drives the loading of UPF1 onto vRNA. 

As introduced before, an additional fate of vRNA is to be encapsidated in viral particle. 
Thus, we wonder whether UPF1 presence on viral RNA can lead to its incorporation in viral 
particles as well. First, we monitored the localisation of p19 and UPF1 in T cells. As expected, 
C8166 do not express GAG due to the absence of Rex. In C91PL, p19 is displayed as foci at 
the periphery of the cytoplasmic membrane supporting virion accumulation. UPF1 profile 
shows foci colocalizing with p19. These profiles suggest that UPF1 is present at the sites of 
particles budding and may be incorporated into the virion (6A). To address this point, we 
isolated the extracellular matrix (EM) containing the viral biofilm, in which HTLV-1 particles 
are concentrated. EM from C91PL, C8166 and Jurkat was analysed by western blot. The 
presence of viral particles was assessed by the presence of p19 in C91PL only. To exclude a 
contamination of EM by cytoplasmic proteins, we revealed the cytoplasmic protein RRM2: its 
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absence of the EM from all cell type confirmed the quality of our preparation. Finally, UPF1 
was identified in EM from C91PL only (6B) indicating the presence of UPF1 in HTLV-1 viral 
biofilm and corroborating our hypothesis of UPF1 encapsidation. Thus, we demonstrated here 
that UPF1 can be loaded on vRNA in a Rex dependant manner and UPF1 is further loaded into 
the budding viral particles. 
 
DISCUSSION  

By regulating cellular repartition of hundreds of proteins and some specific RNA 
species, CRM1 export pathway is part of cellular homeostasis. In line with this, CRM1 is a 
therapeutic target in many human diseases. As introduced earlier, complex retroviruses like 
HTLV-1 and HIV-1 use retroviral transporters, respectively Rex and Rev, to export their viral 
RNA via CRM1. While the mechanistic steps of this export are already well described, the 
cellular consequences of CRM1 hijacking hasn’t been addressed yet. Here, we were interested 
in characterizing how CRM1 hijacking by Rex could affect the NMD, a well described RNA 
quality control and post-transcriptional process involved in cellular homeostasis, knowing that 
its core factor UPF1 is a CRM1 cargo.  

We observed that Rex impacts CRM1-dependent UPF1 export through the formation of 
an UPF1-Rex-CRM1 complex. Our data support that this complex relies on the combined 
interactions between UPF1 and CRM1, Rex and CRM1 as well as Rex and UPF1, leading to 
increased levels of CRM1 associated to UPF1. Hypothesizing that we face a sequestration 
complex, confocal microscopy confirms that while UPF1 is usually mostly cytoplasmic due to 
an efficient/active nuclear export, Rex expression effectively favours UPF1 nuclear 
accumulation. Consistently with UPF1 improper localization 21,65 and the current model of 
NMD in which UPF1 binds its target in the cytoplasm, we were able to correlate the formation 
of this sequestration complex with a defect in UPF1 binding to RNA. Finally, the consequences 
of these alterations were analysed at the light of the NMD process : NMD activity was repressed 
under Rex expression as shown previously 39 but more interestingly, by using selected Rex 
mutants, we were able to correlate this inhibition with the formation of the sequestration 
complex and the capacity of Rex to shuttle with CRM1. The concomitant expression of a RxRE 
containing RNA did not change our observations, allowing us to conclude that this inhibition 
process can occur independently of the Rex binding to viral RNA (in accordance with previous 
observations suggesting that RNA binding is not indispensable to provoke the shuttling of Rex) 
54. In addition, similar results were obtained in HTLV-1 chronically infected cells, confirming 
their physiological relevance.  

Nakano et al reported few month ago that overexpressed UPF1 can interact with Rex in 
the cytoplasm and p-bodies and that NMD inhibition was dependant on several domains of Rex 
including its Nter (ARM NLS and X domains)45. Our results support and complete theirs: first 
we report an interaction between Rex and endogenous UPF1, which is vulnerable to a mutation 
in the NLS domain of Rex. Interestingly, PLA experiments support that this interaction occurs 
in the cytoplasm as well as in the nucleus. While the cytoplasmic presence of these complexes 
matches with the model of Nakano et al, suggesting that Rex alters the composition of the NMD 
complex after its recruitment via UPF1, the existence of nuclear complexes support the 
accumulation of UPF1 in the nucleus under Rex control. The modification of UPF1 nuclear 
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export fitness in a Rex dependant manner definitely reduces the ability of UPF1 to bind RNA, 
further preventing NMD initiation. Thus, we reveal a second model for the Rex mediated NMD 
inhibition, specifically based on the capacity of Rex and UPF1 to be exported by CRM1.    

In order to reinforce the demonstration that CRM1 hijacking by a retroviral transporter 
can alter cellular pathways, we also investigated the effect of HIV Rev expression. As expected, 
Rev expression globally led to similar observations, although some mechanistical divergences 
may support slight differences in our observations: strikingly, Rev induces a stronger UPF1 
nuclear retention, essentially in nucleolus, while UPF1 staining was essentially diffuse in the 
nucleus with Rex. Interestingly, this demonstration also points out for the first time that HIV is 
able to trans-inhibit NMD in a Rev dependant manner, affecting the stability of non-viral RNA. 
So far, in the HIV field, UPF1 was known to be involved in viral RNA export with Rev and 
CRM1, and UPF1 was shown not to be part of an NMD complex when bound to viral RNA, 
before being encapsidated with RNA 43,66; its presence being then necessary for a further 
efficient viral transmission 67. Considering HTLV-1, although the sequestration complex 
UPF1/CRM1/Rex can be constituted without vRNA, we found that it also led to the loading of 
UPF1 onto the unspliced vRNA exported by Rex, in infected cells. Ultimately, we observed 
that UPF1 is effectively driven into HTLV-1 viral particles, strengthening the convergence 
between Rex and Rev’s effect towards UPF1. Although the reasons of UPF1 presence in the 
HTLV-1 viral particles are still unknown and will be investigated in a future work, it may imply 
that UPF1 can modulate retroviral transmission/replication in the next infected cell. Several 
viruses, including the complex retroviruses that express Rev like protein, subvert the CRM1 
nucleo/cytoplasmic export to ensure a proper replicative cycle and the production of infectious 
virion 68–72. In parallel, it is well described that viruses capture cellular RBP at the expense of 
the host mRNP, to compose their own mRNP 73–77. In line with this, our results thus suggest 
that the export of unspliced vRNA by CRM1 is a critic step in the formation of the retroviral 
mRNP and UPF1 incorporation. 

Finally, this work also reveals unexpected data on the regulation of NMD: in the past, 
the nuclear import of UPF1 by the importin B was stress out as a critical step of the process. 
Here the expression of viral proteins shows that the CRM1 dependant export also impacts the 
NMD, emphasizing the importance of the nucleo/cytoplasmic shuttling process as a regulation 
node of the NMD. To understand how the NMD can be controlled at this step without a viral 
infection and the “locking” effect of Rex and Rev, still need further investigations that are 
currently under progress.  

In conclusion, this work describes how the process of CRM1 subjugation unexpectedly 
provokes the coordinated hijacking of UPF1, since the formation of a sequestration complex 
not only trans-inhibits the NMD (which constitutes a threat toward retroviral RNA), but also 
redirects UPF1 isolated from its NMD partner UPF2 on the viral RNA before packaging.   
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Figures  

 

Figure 1 : Rex interacts with CRM1 and UPF1 to form a tripartite complex. A) 
Coimmunoprecipitation (coIP) experiments on 293T cells extracts. Cells express the indicated 
combinations of Rex and RxRE motif containing RNA. IP were performed using rabbit polyclonal 
antibodies against CRM1 (middle panel) or from a pre-immune serum. Proteins revealed by western 
blot were indicated on the side. B) Same as A with an antibody targeting Rex. C) Same as A) with an 
antibody targeting UPF1. coIP were incubated 30 min with RNAse A (0.1mg/ml) (lower panel) or not 
(middle panel). * indicates an aspecific signal. Rex specific signal corresponds to the lower band. D) 
Proximity Ligation Assay (PLA) carried out in 293T cells transiently transfected with a HA-REX coding 
plasmid. PLA combined antibodies specific of the HA tag and FTSJ1, eIF5A or UPF1 as indicated. Each 
dot corresponds to the colocalization of the indicated protein with a resolution of 40nm. Magnification 
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of one representative cell is framed in the merge. E) coIP experiments in 293T cells transfected with 
plasmids coding the indicated forms of Rex and revealed by western blot. An empty vector is transfected 
in lane 1. IP was performed with a rabbit polyclonal antibody against UPF1. F) coIP experiments in 
293T cells transfected with the indicated siRNA and revealed by western blot. IP was performed against 
Rex (middle panel) or UPF1 (lower panel). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 

- 98 - 
 

 

Figure 2 : Rex expression modifies UPF1 localisation. A) Confocal microscopy experiments were 
performed in HeLa cells transfected with the plasmids indicated on the left side. Rex was revealed with 
an antiHA tag antibody and a secondary anti mouse Alexa 488. CRM1 antibody was targeted with an 
anti-rabbit Alexa 647 and the UPF1 antibody with an anti-goat CFL 555. Magnification of the framed 
zone is shown in the lower panel (ZOOM). Images were acquired with a x20 objective. Scale: 50µm. 
B) same as A with a x63 objective. Scale: 20µm. Colocalizing pixels view is obtained as mentioned in 
the methods section and only show the pixels activated at the indicated conditions. C) Quantitative 
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analysis of the microscopy experiments. On the left panel, UPF1 signal was quantified in the cytoplasm 
and in the nucleus and express as a ratio. Wilcoxon, p-value < 0.005,***. On the right panel, the number 
of cells displaying nuclear retention of UPF1 is indicated. t-test p-value <0.05 *. 
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Figure 3 : Rex expression leads to UPF1 diminished association to RNA, what is functionally link 
to NMD inhibition. A) RNA immunoprecipitation experiment (RIP) using a rabbit polyclonal antibody 
targeting UPF1 or from a pre-immune serum (Ig control) were performed with HeLa cells transfected 
with a Globin PTC coding plasmid and increasing amounts of Rex coding plasmid. Immunoprecipitated 
RNA (Globin PTC) were quantified by RTqPCR. For each condition, the relative enrichment of Globin 
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PTC RNA associated to UPF1 compared to conditions without Rex was displayed in the graph. 
Statistical analysis: t-test *** p<0.005; ns: p>0.05. On the right panel, western blot controlling the levels 
of expressed Rex and immunoprecipitated UPF1. B) Same as A with empty vector, Rex WT or Rex 
NES mutant plasmids transfected as indicated.  C) Decay rate analysis of Globin PTC and Globin WT 
RNA. Globin RNA levels were quantified after HeLa cells were treated with DRB for 0h or 3h. The rate 
of decay is expressed as ln (DRB3h/DRB0h). Statistical analysis: t-test *** p<0.005; ns: p>0.05. D) 
Sunset assay with HeLa cells expressing or not Rex (lane 2 and 4). The level of total protein was acquired 
before transfer with stainless method, Rex expression and puromycin incorporation were evaluated by 
western blot. Puromycin quantification was indicated on the right panel. As a negative control, cells 
were pre-treated with cycloheximide to inhibit translation (lane 1 and 3). Statistical analysis: t-test ns: 
p>0.05. E) Half-life evaluation of the Glob PTC mRNA in HeLa cells transfected with the indicated 
forms of Rex. mRNA half-lives (t1/2 = ln(2)/λ with λ the time constant of the decay curves) are indicated 
in front of their respective conditions. Statistical analysis: t-test * p<0.05. The expression of Rex at each 
time point after DRB treatment was evaluated by WB (lower panel). 
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Figure 4 : Rev from HIV-1 also inhibits NMD through UPF1 nuclear retention and diminished 
RNA association. A) (i) Confocal microscopy experiments were performed in HeLa cells transfected 
with the plasmids indicated on the left side. Rev was revealed with an anti-Flag tag antibody and a 
secondary anti-mouse Alexa 488. CRM1 antibody was targeted with an anti-rabbit Alexa 647 and the 
UPF1 antibody with an anti-goat CFL 555. Magnification of the framed zone is shown in the lower 
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panel (ZOOM). Images were acquired with a x20 objective. Scale: 50µm. (ii) The same quantitative 
analysis was carried out as for Rex in Fig 2C B) Half-life evaluation of the Glob PTC mRNA in HeLa 
cells transfected with the indicated forms of Rev.  mRNA half-lives (t1/2 = ln(2)/λ with λ the time 
constant of the decay curves) are indicated in front of their respective conditions. Statistical analysis: t-
test * p<0.05. C) Decay rate analysis of Globin PTC and Globin WT RNA. Globin RNA levels were 
quantified after HeLa cells were treated with DRB for 0h or 3h. The rate of decay is expressed as ln 
(DRB3h/DRB0h). Statistical analysis: t-test *** p<0.005; ns: p>0.05. D) Same as C) except that HeLa 
cells were infected with HIV particles or control Virus Like Particles (CtrVLP) instead of being 
transfected with Flag Rev (left panel). GFP expressed from HIV or CtrVLP was observed with 
epifluorescence microscope (right panel). E) Western blot controlling the following RIP experiment: 
Rex and Rev proteins expression was monitored in the whole cell extract (INPUT) as well as UPF1 
immunoprecipitations. F) RIP using a rabbit polyclonal antibody targeting UPF1 was performed with 
HeLa cells expressing Globin PTC mRNA as well as Rex or Rev as indicated. Immunoprecipitated RNA 
(Globin PTC) were quantified by RTqPCR. For each condition, the relative enrichment of Globin PTC 
RNA associated to UPF1 compared to control conditions (pCMV) was displayed in the graph. Statistical 
analysis: t-test *** p<0.005; ns: p>0.05. G) Same as F with cells expressing globin WT mRNA. H) 
same as G with the quantification of endogenous mRNA gadd45a, smg5 and gapdh.    
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Figure 5 : Rex drives UPF1 sticking to CRM1, cellular relocalisation and loading on viral 
unspliced RNA. A) coIP experiments in the indicated lymphocytes cells extracts. IP were performed 
using rabbit polyclonal antibodies against UPF1. Proteins revealed by western blot were indicated on 
the side. B) (i) Confocal microscopy experiments were performed in C91PL and C8166 lymphocytes. 
CRM1 and UPF1 were revealed. The arrow shows a representative example of the CRM1 and UPF1 
super foci (surface >= 1% total surface. Images were acquired with a x63 objective. Scale: 10µm. (ii) 
Quantitative analysis showing the relative number of cells with UPF1 nuclear retention (left) or with at 
least one CRM1 superfoci (SF). C) Schematic diagram of the double RIP experiment performed in 293T 
cells cotransfected with the HTLV-1 WT molecular clone and a HA-UPF1 coding plasmid (upper 
panel). Quantification of the relative enrichment in unspliced viral RNA (vRNA) after HA RIP targeting 
UPF1 (RIP1) and Rex RIP (RIP2) (lower panel) compared to RIP Ctr. D) RIP using a rabbit polyclonal 
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antibody targeting UPF1 or UPF2 were performed with Jurkat, C91PL or C8166 lymphocytes. 
Immunoprecipitated RNA (vRNA) was quantified by RTqPCR. The relative enrichment of vRNA 
associated to UPF1 or UPF2 in C91PL was compared to Jurkat and C8166 and displayed in the graph. 
E) coIP experiments in the C91PL cells extracts. IP were performed against UPF1, UPF2 or using a 
control antibody (Ctr). Proteins revealed by western blot were indicated on the side. F) RIP targeting 
UPF1, Rex or using a control antibody (as indicated) were performed with 293T cells transfected with 
HTLV-1 R23L molecular clone complemented with either Rex NES or Rex WT (orange and grey bars 
respectively). As a negative control, cells were transfected with an empty vector (blue bars). 
Immunoprecipitated RNA (vRNA) was quantified by RTqPCR. The relative enrichment of vRNA 
associated to UPF1 or Rex compared to control was displayed in the graph.  
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Figure 6 : UPF1 colocalize with p19 and is found in HTLV-1 biofilm. A) Confocal microscopy 
experiments were performed in C91PL and C8166 lymphocytes. Panel (i): CRM1, UPF1 and p19 GAG 
were revealed. The arrow shows a representative example of p19 and UPF1 colocalization in C91PL. 
Images were acquired with a x20 objective. Scale: 50µm. Panel (ii): same as panel (i) with acquisitions 
with a x63 objective (scale 10µm). White arrows show p19 foci. Red arrow shows CRM1 superfoci. B) 
Extracellular matrix (EM) containing the viral biofilm was collected in C91PL, C8166 and Jurkat cells 
and analysed (lanes 4, 8, 12). The presence of UPF1, RRM2 and p19 was evaluated by WB and total 
protein was monitored with stainless procedure (upper and lower panels respectively). Corresponding 
cell lysates were also monitored (lanes 1-3, 5-7, 9-11). 
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Supplementary figure 1 : CRM1-dependent UPF1 export tested by LMB treatment. 293T cells were 
transfected with a HA UPF1 plasmid. 12h before fixation, cells were treated with either 50nM 
leptomycin B (LMB) or EtOH. Cells were further stained with a anti HA antibody to localize UPF1. 
Nucleus were stained with Hoechst. Merge with HA and Hoechst was performed (HA+Hoechst) as well 
as the presentation of pixel jointly excited with anti HA and Hoechst staining (common pixels). This 
experiment shows a nuclear retention of HAUPF1 after LMB treatment confirming data from the 
literature.     
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Supplementary figure 2. A) PLA control experiments showing UPF1 signal specificity. PLA were 
performed using anti UPF1 and anti eIF4E or anti HA and shows no spots, as expected of negative 
controls. Anti UPF1 combined with anti AKT1 generated spots as shown previously (Palma et al., 2021). 
B) coIP experiment in 293T cells transfected with WT and mutant forms of Rex. Immunoprecipitations 
of either CRM1 or Rex show that Rex NES mutant is not able to interact with CRM1 (lane 3) while Rex 
NLS mutant is still able (lane 4) compared with Rex WT (lane 2). C) An export assay was performed as 
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previously described (Farjot et al., 2000). The Rex reporter is composed of the luciferase gene followed 
by the RxRE motif under the control of a pCMV promoter. The luciferase/RxRE cassette is encompassed 
with splicing donor and acceptor sites that provoke its splicing preventing luciferase expression (upper 
panel). When Rex is expressed, this latter binds the RxRE, prevents the of the Luciferase/RxRE cassette 
and drives its export in a CRM1 dependant manner splicing (like with vRNA), allowing luciferase 
expression. The luciferase expression is quantified with the “luciferase dual glo luciferase assay” 
(Promega). A renilla coding plasmid is co transfected with the luc RxRE plasmid for normalization, 
following the manufacturer protocol. In addition, we transfected Rex WT (positive control, lane2), Rex 
NES mutant (lane3), Rex NLS mutant (lane 4) or an empty vector (negative control, lane1). As controls 
we also treated cells that expressed Rex with LMB at the indicated concentrations for 12h (lanes 5-6). 
Protein level expression was controlled by western blot (middle panel). Luciferase quantification were 
displayed as a percentage of the Rex WT condition (lower panel, lane2). As expected, in the absence of 
Rex or when cells were treated with LMB, luciferase expression was strongly reduced (lower panel, 
compare lane1, 5, 6 and 2). The expression of Rex NES mutant or Rex NLS mutant also impaired 
luciferase expression, validating the export defect of both mutants (lower panel, compare lane 3-4 and 
2). D) Quantification of the western blots corresponding to figure 1E. Bars represent the medium of 4 
independent experiments. Co-immunoprecipitated CRM1 was quantified using ImageLab (Biorad). And 
further normalized by the levels of immunoprecipitated UPF1(IP UPF1) and the levels of CRM1 in the 
total extracts (input).  
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Supplementary figure 3. A) Confocal microscopy experiments were performed in HeLa cells transfected 
with the Flag-Rev plasmid. Rev was revealed with an anti-Flag tag antibody and a secondary anti-mouse 
Alexa 488. CRM1 antibody was targeted with an anti-rabbit Alexa 647 and the UPF1 antibody with an 
anti-goat CFL 555. Colocalizing pixels view is obtained as mentioned in the methods section and only 
show the pixels activated at the indicated conditions. Images were acquired with a x63 objective. Scale: 
20µm. on this representative close up image, we clearly observed the nuclear localisation of UPF1 and 
its colocalization with Rev and CRM1. B) Sunset assay with HeLa cells expressing or not Rev (lane 2 
and 4). The level of total protein was acquired before transfer with stainless method, Rex expression 
and puromycin incorporation were evaluated by western blot. Puromycin quantification was indicated 
on the right panel. As a negative control, cells were pre-treated with cycloheximide to inhibit translation 
(lane 1 and 3). Statistical analysis: t-test ns: p>0.05. C) Quantification of the indicated RNA in the 
nuclear and cytoplasmic compartments after cell fractionation. Beforehand, cells were transfected with 
Rex or Rev as indicated. RNA in each compartment is represented as a fraction of the total amount of 
RNA. No significative change in RNA repartition could be found, suggesting that Rex and Rev impact 
on RIP experiments (Fig 4F-H) is not due to a defect in RNA availability in each cellular compartment. 
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Supplementary figure 4. A) Wide field views of Jurkat, C91PL and C8166 lymphocytes stained for 
CRM1 and UPF1 and observed by confocal microscopy. Images were acquired with a x63 objective. 
Scale: 20µm. B) Close up view of C91PL and C8166 lymphocytes stained for Rex and Tax and observed 
by confocal microscopy. Images were acquired with a x63 objective. Scale: 10µm C) same as B with 
CRM1, Tax and UPF1 staining. D) Half-life evaluation of the Glob PTC mRNA in HeLa cells 
transfected with the indicated forms of HTLV-1 molecular clones: pC-HTLV-WT ; pC-HTLV-T9Q 
(extinction of Tax expression due to a point mutation inducing nonsense codon at position 9 of Tax but 
maintaining Rex expression) ; pC-HTLV-R23L (extinction of Rex expression due to a point mutation 
inducing a nonsense mutation at position 90 of Rex but maintaining Tax expression) ; pC-HTLV-
R23LT9Q (extinction of Tax and Rex expression due to the combination of the 2 point mutations) ; pC-
HTLV-DpX (extinction of Tax and Rex expression) ; pC-HTLV-WT was previously shown to inhibit 
NMD while pC-HTLV-DpX couldn’t(Fiorini et al., 2018). Here mRNA half-lives were measured as 
described in Fig 3 and 4, (t1/2 = ln(2)/λ with λ the time constant of the decay curves) and reported in 
front of their respective conditions. Statistical analysis: t-test ** p<0.01. 
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PARTIE B : L’export CRM1-dependant comme étape clé de la régulation du NMD 
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Du fait de l’inhibition du NMD observée avec la constitution du complexe Rex-CRM1-

UPF1, nous nous sommes demandé si la modulation du fonctionnement de la protéine CRM1 
pouvait toujours affecter UPF1 et le NMD hors d’un contexte viral.  

 
Pour déterminer si CRM1 pouvait être un facteur d’intérêt dans la régulation du NMD, 

nous avons d’abord testé l’efficacité du NMD lorsque CRM1 n’est plus présent (1A). Après 
traitement par un siCRM1 versus siCTRL, la demi-vie de l’ARN rapporteur sensible au NMD 
(globine PTC) a été calculée sur la base des quantités d’ARN, quantifiées aux temps 0h, 1h, 3h 
et 4h post blocage transcriptionnel au DRB. En absence de CRM1, la demi-vie de la globine 
PTC est significativement augmentée comparativement à la condition contrôle (2.2h, courbe 
orange vs 1.3h, courbe bleue) traduisant un état d’inhibition du NMD. Et ce, malgré la faible 
diminution des quantités de CRM1, visibles par western blot, suggérant que CRM1 serait non 
seulement un paramètre clé mais également un facteur limitant dans la régulation du NMD (Fig. 
7A ; western blot ; panel du bas). Le NMD étant un processus co-traductionnel, l’état 
traductionnel a été vérifié par essai métabolique froid (Sunset©) mesurant l’incorporation de 
puromycine dans les peptides en cours de traduction (Fig. 7B). L’absence de différence 
significative de quantité de puromycine incorporée entre la condition siCRM1 et siCTRL 
montre que l’effet observé sur le NMD n’est pas dû à un arrêt traductionnel global.  

Pour établir que l’effet observé sur le NMD est en lien avec la fonction d’export de 
CRM1, des expériences de fractionnements et d’immunofluorescence ont été réalisées (Fig. 
7C,D). Les résultats de fractionnement montrent un enrichissement de la fraction nucléaire 
d’UPF1 en condition siCRM1 comparativement à la condition siCTRL. Ceci confirme d’une 
part que l’export d’UPF1 est bien dépendant de CRM1 dans nos conditions et suggère d’autre 
part que l’effet précédemment observé sur le NMD pourrait découler d’une rétention nucléaire 
d’UPF1 (Fig. 7C, piste 4). En effet, cette accumulation nucléaire d’UPF1 est retrouvée en 
immunofluorescence après traitement à la Leptomycine B, inhibiteur sélectif et irréversible de 
CRM1, qui se lie à la cystéine 528 située dans la « NES pocket », site d’interaction des 
domaines NES des protéines cargos pour l’export, empêchant ainsi l’export de ces cargos (Fig. 
7D).  

Ensuite, UPF1 étant une RNA binding protein, l’association d’UPF1 à son substrat ARN 
a été testée par RIP UPF1 (RNA immunoprecipitation) en condition siCRM1 versus siCTRL 
(Fig. 7E). La diminution significative de l’association d’UPF1 à la globine PTC en l’absence 
de CRM1 comparativement à la condition contrôle (Fig. 7E) corrèle fonctionnellement avec 
l’augmentation de la demi-vie de la globine PTC observée en condition siCRM1 par RNA decay 
(Fig. 7A). En cohérence avec la rétention nucléaire d’UPF1, ce résultat suggère qu’en absence 
de CRM1, UPF1 serait moins disponible pour s’associer à son substrat NMD. CRM1 étant 
également connue pour exporter certains ARN cellulaires, nous avons contrôlé que l’ARN 
rapporteur sensible, globine PTC, était également bien exporté en absence de CRM1 (Fig. 7F). 
L’absence de différence significative entre la condition siCRM1 et siCTRL montre que les 
résultats observés en RIP ne sont pas dûs à une modification de la répartition N/C de l’ARN 
globine PTC (Fig. 7F).  
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Fig.7 : Impact fonctionnel de l’export CRM1-dépendant dans la régulation du NMD. (A) Test 
d’efficacité du NMD par estimation de la demi-vie d’un ARN rapporteur (Glob PTC) sensible au NMD, 
après déplétion de CRM1 (siCRM1 – orange) versus contrôle (siCtr – bleu) ; n = 3 ; (***) = p<0,001. 
(B) Test de l’état traductionnel par des essais métaboliques froids par mesure de l’incorporation de 
puromycine. CHX = cycloheximide ; TCE = 2,2,2-trichloroethanol, marquage des protéines totales ; 
n=3. (C) Fractionnement nucléo-cytoplasmique en cellule 293T après transfections de siCtr (contrôle – 
1,2) ou déplétion de CRM1 (siCRM1 – 3,4). TCE = 2,2,2-trichloroethanol, marquage des protéines 
totales. RRM2, marqueur de la fraction cytoplasmique ; H3, marqueur de la fraction nucléaire. (D) 
Visualisation des protéines endogènes UPF1 et CRM1 par immunofluorescences réalisées sur des 
cellules HeLa non traitées (-LMB), et 5h après traitement à 50 nM de Leptomycine B (+LMB) ; 
Visualisation des noyaux par coloration au Hoechst. Echelle = 20 um ; Détection au microscope confocal 
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inversé LSM 800 ; objectif x63 oil. (E) Quantification par RTqPCR de l’ARN Glob PTC associé à UPF1 
(bleu) versus Immunoglobuline contrôle (orange) après RNA immunoprécipitation (RIP) en présence 
de CRM1 (siCtr) ou en absence de CRM1 (siCRM1) ; (***) = p<0,001. (F) Quantification par RTqPCR 
de l’ARN globine PTC dans la fraction nucléaire soluble (Bleu) et dans la fraction cytoplasmique 
(Orange) après fractionnement de cellules 293T traitées par un siCRM1 versus siCTRL ; n = 1 
 

Pris ensemble, ces résultats initient la démonstration d’un lien fonctionnel entre l’export 
CRM1-dépendant d’UPF1 et l’initiation du processus de NMD. A l’image de ce qui a été fait 
dans le contexte viral, il reste d’une part à valider l’effet spécifique sur le NMD par comparaison 
des taux de dégradation du rapporteur sensible versus non sensible au NMD (globine PTC 
versus globine WT) en condition siCRM1. D’autre part, il reste à tester l’association d’UPF1 
aux autres substrats ARN testés pour Rex et Rev, afin de valider si de la même manière, la perte 
d’association d’UPF1 est généralisable à plusieurs cibles, ce qui suggèrerait une inhibition en 
amont de l’initiation du NMD. Il est également prévu de valider l’accumulation nucléaire 
d’UPF1 par microscopie confocale en conditions siCRM1. Enfin, il serait intéressant de tester 
par fractionnement si l’absence de NXF1, voie principale d’export nucléo-cytoplasmique de 
l’ARNm, a une influence sur la répartition N/C d’UPF1.  
 

Pour terminer d’établir un lien entre d’une part les effets fonctionnels observés sur le 
NMD et la rétention nucléaire d’UPF1 et d’autre part l’export d’UPF1 par CRM1, nous avons 
cherché à construire un mutant d’UPF1 qui n’interagit plus avec CRM1. Pour cela, il nous a 
fallu restreindre le domaine NES (Nuclear Export Signal) d’UPF1, qui jusqu’ici était définit 
entre les acides aminées 55 à 416 et contenait deux autres domaines fonctionnels : le domaine 
CH et une partie du domaine HD (Cysteine and Histidine rich domain and Helicase domain) 
qui forment une boucle impliquée dans la régulation de l’activité catalytique d’UPF1 (Fig. 8A).  

Par comparaison manuelle entre la séquence d’UPF1 et les différentes combinaisons 
décrites pour les motifs NES (cf. introduction – Chapitre I), trois zones candidates ont été 
présélectionnées et confirmées grâce aux scores donnés par l’algorithme LocNES (Fig. 8B). 
Puis, grâce aux prédictions de structures réalisées via alphafold, notre choix s’est porté sur la 
région potentiellement la plus accessible, malgré un score LocNES plus faible que les deux 
autres, en amont du domaine CH entre les a.a 89 et 103 :  le motif SVAKTSQLLAEL peut être 
considéré comme un NES de classe 1a (Fig. 8A). La stratégie de mutagenèse sur ce domaine, 
réalisée par Makram Mghezzi, a permis d’enlever les trois derniers acides aminés 
hydrophobiques et de remplacer la Lysine 99 par une Glycine dans une construction déjà 
tagguée HA pour obtenir un mutant HA::UPF1NESmuté. Pour valider la construction, la 
répartition du mutant HA::UPF1NESmuté après transfection dans des cellules 293T a été 
observées par immunofluorescence (Fig. 8C). Comme attendu pour un mutant n’interagissant 
plus avec CRM1, le mutant HA:UPF1 NESmut montre un phénotype de rétention nucléaire 
comparativement à HA::UPF1NESwt, comme observé après un traitement à la Leptomycine B 
(Fig. 7D). Ces résultats préliminaires valident en partie l’obtention d’un mutant du domaine 
NES d’UPF1, bien que la perte d’interaction avec CRM1 reste à vérifier par 
immunoprécipitation notamment. Des expériences de RNA decay et RNA 
immunoprécipitations avec le mutant HA::UPF1NESmuté sont désormais prévues pour évaluer la 
capacité de ce mutant à inhiber le NMD et à s’associer à son substrat ARN. 
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Fig. 8 : Construction du mutant HA::UPF1 muté sur le domaine NES. (A) Redéfinition du motif 
NES d’UPF1. Jusqu’ici le domaine NES d’UPF1 comprenait les a.a 55 à 416 (trait vert). Grâce à 
l’algorithme LocNES et aux prédictions de structures d’alphafold, le domaine NES putatif a été restreint 
aux a.a 89 à 103, correspondant à un NES de classe 1A. (B) Résultats LocNES associés aux structures 
obtenues par alphafold, avec indications « scores » correspondant à des p values, calculés par LocNES. 
(C) Répartition en 293T après transfection de la construction HA::UPF1 NESmuté résultante de la 
mutagenèse, et de la construction initiale HA::UPF1 NESwt par immunofluorescence dirigée contre 
HA; Echelle = 20 um ; objectif x40 oil ; le cadre rouge indique les acides aminés qui ont été délétés et 
l’étoile rouge indique l’acide aminé qui a été muté. 
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 DISCUSSION 
 

Dans ce travail, j’ai cherché à déterminer si le détournement de l’export de CRM1 par 
les transporteurs viraux Rex d’HTLV-1 et Rev d’HIV-1 pouvait impacter l’homéostasie 
cellulaire et ce au travers d’un cargo exemple, l’hélicase à ARN UPF1, et de sa fonction 
cellulaire la plus décrite : le NMD. Les résultats obtenus seront discutés dans les points A à D. 
De plus, compte tenu qu’UPF1 n’est pas l’unique facteur du NMD retrouvé dans l’exportome 
de CRM1 (cf. introduction – chapitre I), une deuxième partie de ce travail s’est intéressée à 
établir un lien, jusqu’ici non démontré, entre l’export CRM1-dépendant et la régulation du 
NMD hors d’un contexte viral. Les résultats préliminaires précédemment présentés en partie B 
seront discutés dans le point E.  
 
A. Le transporteur rétroviral Rex interfère avec l’export CRM1-dépendant d’UPF1 
 

1. Constitution du complexe d’export CRM1-Rex-UPF1 (CRU) 
 

Dans ce travail, il est décrit la formation d’un complexe tripartite constitué de la protéine 
virale Rex, et des protéines endogènes UPF1 et CRM1. Si les interactions Rex-CRM1 et CRM1-
UPF1 étaient déjà décrites, l’interaction Rex-UPF1, elle, n’avait jamais été suggérée (Hakata et 

al., 2003; Mendell et al., 2002; Hakata et al., 1998). Les données obtenues par Protein Linked 
Assay (PLA) – technique résolutive de visualisation in situ d’interaction protéine-protéine - 
montrent que Rex est effectivement capable d’interagir avec UPF1 endogène, aussi bien dans 
le noyau que dans le cytoplasme (Fig. 1D ; S2A). Cette interaction UPF1-Rex a d’ailleurs été 
récemment retrouvée par UPF1 GST-pull down par Nakano et al. : l’utilisation de l’isoforme 
p21 de Rex qui n’interagit pas avec UPF1, leur a permis d’identifier la région N-terminale de 
Rex comme domaine d’interaction avec UPF1. Cette région contient les domaines d’association 
à l’ARN viral et le domaine NLS (Nakano et al., 2022a). En cohérence avec ces résultats, 
l’immunoprécipitation par l’UPF1 endogène que nous avons réalisée en présence des différents 
mutants de Rex montrent une diminution des quantités immunoprécipitées de Rex lorsqu’il est 
muté sur son domaine NLS (Fig. 1E). Pour autant, le domaine précis d’UPF1 qui interagit avec 
Rex reste à identifier. 

Nos résultats obtenus par immunoprécipitation par UPF1 montrent également que 
lorsque CRM1 n’est plus présent, UPF1 immunoprécipite moins de Rex (Fig. 1F). De même, 
lorsque Rex n’interagit plus avec UPF1, les quantités immunoprécipitées de CRM1 sont 
diminuées (alors qu’il interagit toujours efficacement avec CRM1 (Fig. S2A)). Ces résultats 
suggèrent l’interdépendance des interactions entre Rex, CRM1 et UPF1. A ceux-ci s’ajoute 
l’observation d’une stabilisation des quantités de CRM1 associées à UPF1 en présence de Rex, 
ce qui renforce l’existence d’un complexe tripartite CRM1-Rex-UPF1 (Fig. 1C). En 293T, 
l’immunoprécipitation par UPF1 de Rex et de CRM1 est indépendante du traitement à la RNAse 
comme de l’expression du RxRE, motif structuré de l’ARN viral sur lequel se fixe Rex pour 
l’export, suggérant des interactions relativement directes et supportent également la formation 
d’un complexe tripartite (Fig. 1C). Cela suggère aussi que l’ARN viral et/ou l’ARN cellulaire 
ne sont pas requis pour la formation de ce complexe. Ceci est cohérent avec plusieurs études 
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montrant que Rex seule est capable d’interagir avec CRM1, bien que l’association au RxRE et 
la multimérisation soient requises pour efficacement exporter l’ARN viral (Hakata et al., 2003, 

1998; Heger et al., 1998). Les images obtenues par microscopie confocale soutiennent également 
la formation de ce complexe, où en cellules HeLa, (HA)Rex colocalise avec les protéines 
endogène CRM1 et UPF1 et ce dans le noyau et à la membrane nucléaire, en cohérence avec 
un complexe d’export (Fig. 2A,B). Enfin, ce complexe est également retrouvé dans les lignées 
lymphoïdes chroniquement infectées par HTLV-1, où Rex et CRM1 sont co-immunoprécipitées 
par UPF1. Dans ce contexte plus physiologique, la stabilisation de l’interaction UPF1-CRM1 
induite par l’expression de Rex est retrouvée (Fig. 5A).  

 
Ensembles, ces résultats permettent de démontrer la formation d’un complexe CRM1-

Rex-UPF1, appelé par la suite complexe « CRU ». Et s’ils ne nous permettent pas de déterminer 
si le complexe CRU se forme avant l’association à l’ARN viral, après ou simultanément, ils 
nous ont permis de conclure que la présence de l’ARN viral ne module pas sa formation.  

 
2. Compétition à l’export ou complexe de séquestration ?  

 
Les données obtenues par immunofluorescence montrent que Rex modifie la répartition 

cellulaire d’UPF1, avec un phénotype de rétention nucléaire observé aussi bien en absence 
(HeLa) qu’en présence d’ARN viral (C91PL) (Fig. 2B,C et 5B).  

CRM1 étant décrite comme un facteur limitant de l’export et Rex et UPF1 possédant 
toutes deux des domaines NES d’interaction avec CRM1, nous avions d’abord émis l’hypothèse 
d’une compétition à l’export : en s’associant préférentiellement à CRM1, Rex diminuerait les 
quantités de CRM1 disponibles pour réaliser l’export d’UPF1 entrainant sa rétention dans le 
noyau. Mais les résultats obtenus par immunoprécipitation par UPF1 en conditions 
d’expression de Rex montrent une stabilisation des interactions UPF1-CRM1 suggérant que 
Rex favorise davantage l’association UPF1-CRM1 que sa dissociation (Fig. 1C). Cette 
augmentation des quantités de CRM1 associées à UPF1 pourraient s’expliquer par le 
recrutement d’un dimère de CRM1 par Rex, à l’image de ce qui a été décrit pour Rev chez HIV-
1 (Booth et al., 2014). Cependant, dans ce modèle établit par Booth et al.,, l’interaction avec 
UPF1 ou les cofacteurs de l’export de l’ARN viral n’est pas prise en compte. En effet, 
l’interaction UPF1-Rev ne sera décrite qu’un an plus tard par Ajamian et al., et modélisée par 
docking avec un dimère de Rev mais non lié au RRE et sans les domaines NES, donc sans 
CRM1 (Ajamian et al., 2015). Quoi qu’il en soit, nos résultats d’immunoprécipitation par UPF1 
avec les mutants de Rex suggèrent que les interactions Rex-UPF1 et Rex-CRM1 stabiliseraient 
les interactions UPF1-CRM1, séquestrant UPF1 dans le noyau (Fig. 1E). Pour autant, le 
séquentiel des étapes de formation de ce complexe reste à déterminer.  

 
Comme introduit plus tôt, le rétrotransporteur viral Rev d’HIV-1 forme également un 

complexe d’export des ARN viraux avec UPF1 et CRM1. De manière intéressante, nous 
observons aussi cette rétention nucléaire d’UPF1 avec l’expression de la protéine virale Rev 
(Fig. 4A). Malgré des limites techniques qui ne nous ont pas permis d’établir la colocalisation 
de Rex, UPF1 et CRM1 en lignées transformées HTLV-1, l’ensemble de ces résultats nous ont 
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amenés à conclure que ce défaut d’export d’UPF1 observé avec l’expression de Rex est en lien 
avec la constitution d’un complexe CRU.  
 

3. CRU, un complexe inhibiteur du NMD ? 
 

UPF1 est une hélicase à ARN, facteur clé du processus de NMD dont l’initiation est 
notamment conditionnée à la liaison d’UPF1 à l’ARN. Si l’inhibition du NMD par Rex était 
déjà rapportée par une autre équipe, aucun mécanisme n’était encore connu (Nakano et al., 2013).  

 
Nous avons donc tout d’abord redémontré cette capacité de Rex à inhiber le NMD en 

mesurant la demi-vie d’un ARN rapporteur sensible au NMD (Fig. 3C). L’utilisation de provirus 
mutés nous a également permis de valider cet effet inhibiteur de Rex dans un contexte viral 
complet (Fig. S4D). De plus, la restauration du NMD observée en présence des mutants de 
répartition N/C de Rex (NES et NLS) établi un lien entre la formation du complexe de 
séquestration CRU et l’inhibition du NMD (Fig. 3E). Cette inhibition du NMD n’est pas 
retrouvée par l’expression conjointe des deux mutants ce qui suggère que, davantage que la 
présence de Rex dans tous les compartiments cellulaires, c’est sa capacité à faire la navette 
entre les compartiments qui est importante. Mais cela peut également suggérer que Rex doit 
être capable d’interagir conjointement avec CRM1 et UPF1 dans le noyau pour inhiber le NMD 
(en prenant en considération les résultats de Nakano et al. sur le domaine d’interaction de Rex 

avec UPF1). En effet, il est admis qu’UPF1 s’associe à l’ARN dans le cytoplasme pour initier 
le NMD. Or si UPF1 est retenue dans le noyau par la formation du complexe CRU, l’initiation 
du NMD n’est plus possible. Pour tester cette association d’UPF1 à l’ARN lorsque Rex 
s’exprime, nous avons donc réalisé des immunoprécipitations de l’ARN par UPF1 (Fig. 3B et 

4F,G,H). Les résultats obtenus montrent que l’expression de Rex entraîne une diminution de 
l’association d’UPF1 à tous les substrats ARN testés, corrélant l’inhibition du NMD par Rex à 
un défaut d’association d’UPF1 à l’ARN (Fig. 4F,G,H). D’autre part, cette diminution 
d’association d’UPF1 étant généralisée à tous les ARN étudiés (sensibles et non sensibles au 
NMD, transfectés ou endogènes), ces résultats suggèrent que l’inhibition du NMD décrite ici 
s’opère dans les étapes précoces, en amont de son initiation. En effet, l’expression du mutant 
NES de Rex qui n’interagit plus avec CRM1 et ne supporte plus la formation d’un complexe 
CRU, restaure l’association d’UPF1 à l’ARN et est corrélée à une restauration de l’efficacité 
du NMD (Fig. 3B).  

Ensemble, ces données permettent de faire le lien entre la constitution du complexe 
CRU, la rétention nucléaire d’UPF1 et l’inhibition du NMD. Renforcées par des résultats 
identiques obtenus pour Rev, un autre rétrotransporteur des ARNv, l’ensemble des données 
présentées jusqu’ici montrent comment Rex, par détournement de l’export CRM1, impacte la 
disponibilité d’UPF1 pour son association à l’ARN et, par conséquent, inhibe le NMD. 
 

4. Plusieurs mécanismes d’inhibition du NMD pour HTLV-1  
 
Comme présenté en introduction, HTLV-1 exprime un autre facteur viral capable 

d’inhiber le NMD : Tax. Les données obtenues par mesure de la demi-vie d’un ARN rapporteur 
sensible au NMD avec les différents provirus mutés d’HTLV-1 montrent une redondance 
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fonctionnelle de Tax et de Rex dans l’inhibition du NMD (Fig. S4D). Les immunomarquages 
réalisés en C91PL (Fig. S4B) ne montrant pas de colocalisation de Tax et de Rex en cohérence 
avec la littérature (Nakano et al., 2022b; D’Agostino et al., 2019; Boxus et al., 2008; Baydoun et al., 
2007), ceci indique donc que Tax et Rex affectent bien le NMD selon deux voies indépendantes. 

En effet, par sa capacité à cibler certains ARN viraux, le NMD fait partie de l'arsenal 
dont dispose la cellule hôte pour limiter la réplication virale. L’ARN viral génomique d’HTLV-
1 étant sensible au NMD et à UPF1, cette capacité redondante de Tax et Rex à inhiber le NMD 
souligne donc l’importance pour le virus d'échapper à cette menace. Pour Tax, les mécanismes 
d’inhibition du NMD sont bien établis et passent par une interaction par UPF1 : soit Tax peut 
empêcher UPF1 de s’associer à l’ARN par gêne stérique, soit, quand UPF1 est déjà présente 
sur l’ARN, inhiber ses activités ATPase et hélicase (Fiorini et al., 2018; Mocquet et al., 2012). En 
revanche, au début de cette étude aucun mécanisme n’était décrit pour Rex. Très récemment, 
l’équipe de Nakano et al. a proposé un modèle où Rex exercerait sa fonction d'inhibition du 
NMD dans le compartiment cytoplasmique et en se liant sélectivement à UPF3B. Cette liaison 
de Rex à UPF3B réduirait son incorporation dans des complexes NMD actifs au profit d’une 
incorporation d’UPF3A, montrée comme modulant négativement le NMD (Kunz et al., 2006). 
Grâce à des mutants de délétion des différents domaines fonctionnels de Rex, ils identifient 
également que la région X de Rex (aa20-57, sans fonction décrite pour l'instant, absents de 
l’isoforme p21) est nécessaire à l'interaction avec UPF1 et est requise pour l’inhibition du NMD 
(Nakano et al., 2022a).  

En accord avec nos résultats de co-expression des mutants Rex NLS et Rex NES qui 
n’inhibent pas le NMD, leur double mutant ponctuel Rex NLS/NES n'inhibe pas non plus le NMD 
(Fig. 3E). De manière surprenante, leur mutant ponctuel Rex NES conserve sa capacité à inhiber 
le NMD : ce résultat pourrait être dû au fait que leur technique d’évaluation de l’efficacité du 
NMD est moins directe ou sensible que la nôtre. En support de cette hypothèse, leurs données 
obtenues par traitement avec la Leptomycine B, montrent bien une réduction de la capacité de 
Rex à inhiber le NMD lorsqu’il ne peut plus interagir avec CRM1. D’ailleurs, les auteurs 
n’excluent pas la possibilité que l’étape d’export par CRM1 soit requise pour l’inhibition du 
NMD (Nakano et al., 2022a). Aussi, compte tenu d’une part de nos résultats de PLA qui montrent 
que l'interaction Rex-UPF1 se produit aussi bien dans le noyau que dans le cytoplasme, et 
d’autre part des différents mécanismes décrits pour Tax, il est fort probable que plusieurs 
mécanismes d’inhibition du NMD par Rex coexistent chez HTLV-1. D’ailleurs, il est suggéré 
que Rex puisse faire la navette N/C également hors du contexte de l’export de l’ARN viral 
(Heger et al., 1998). De plus, Rex étant une petite protéine de 27 KDa, elle devrait être en mesure 
de diffuser passivement au travers du pore nucléaire lui permettant de se répartir de manière 
uniforme dans la cellule sans dépendre obligatoirement de CRM1 pour sa localisation 
cytoplasmique. La formation indépendante de plusieurs types de complexes inhibiteurs du 
NMD, nucléaires et cytoplasmiques, avec et sans CRM1, ainsi qu’avec et sans d’autres 
cofacteurs cellulaires indéterminés, n’est donc pas à exclure.  

 
Pour conclure, ce mécanisme de détournement de l’export CRM1 dépendant d’UPF1 

par Rex semble s’inscrire entièrement dans la stratégie réplicative d’HTLV-1, avec un double 
avantage : il assure l’export des ARN viraux tout en inhibant le NMD. Aussi ces résultats, en 
combinaison à ceux obtenus par Nakano et al., démontrent une implication directe de Rex dans 
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une dérégulation de la cellule hôte associée à l’infection par HTLV-1 qu’est l’inhibition du 
NMD. 

 
B. Inhibition du NMD par les rétrotransporteurs viraux Rex et Rev : vers un modèle  
commun d’inhibition du NMD 
 

Si pour HTLV-1, l’inhibition du NMD est déjà bien établie, pour l’autre rétrovirus 
pathogène humain HIV-1, la capacité de restriction de la réplication virale par le NMD est 
encore discutée. En effet, dans le cas d’HIV-1, UPF1 est principalement décrite pour ses effets 
positifs à plusieurs étapes du cycle réplicatif : l’activité hélicase d’UPF1 est requise pour les 
étapes précoces de réverse transcription ; elle est également impliquée dans la régulation de 
l’export des ARNv ; enfin UPF1 est également requise pour l'encapsidation de l'ARN 
viral (Ajamian et al., 2015; Serquiña et al., 2013; Ajamian et al., 2008). Or les données récemment 
obtenues par Rao et al. en condition de déplétion d’UPF2 et SMG6 suggèrent une restriction 
potentielle de la réplication d’HIV-1 par le NMD91 (Rao et al., 2019a, 2018). Ceci va dans le sens 
de l’hypothèse avancée par Ajamian et al., qui suggéraient déjà que Rev, en interagissant avec 
le domaine CH d’UPF1, empêcherait UPF2 de s’y associer impactant l’initiation du NMD 
(Ajamian et al., 2015). Pour autant, aucune donnée ne démontrait cet impact fonctionnel de Rev 
sur le NMD. Grâce à l’utilisation d’un ARN rapporteur sensible au NMD permettant de 
s’affranchir des effets proviraux d’UPF1, nous avons pu établir clairement la capacité 
inhibitrice du NMD par HIV-1 dans le contexte d’un clone moléculaire et ce, de manière Rev 
dépendante (Fig. 4D ; Fig.4B,C). De plus, les résultats obtenus en modèles cellulaires sans ARN 
viral montrent qu’à l’image de Rex, Rev induit également une rétention nucléaire d’UPF1 ainsi 
qu’une diminution de l’association d’UPF1 aux ARN, corrélée à une inhibition du NMD (Fig. 

4). Ces résultats démontrent qu’en lien avec leur homologie fonctionnelle dans l’export des 
ARN viraux, Rex et Rev semblent également partager une homologie mécanistique dans 
l’inhibition du NMD.  

Les résultats d’immunofluorescence en cellules HeLa en conditions d’expression de 
Rev montrent que certaines différences moléculaires entre Rex et Rev subsistent (Fig. S3A). En 
effet, pour Rev la rétention nucléaire d’UPF1 est davantage marquée que celle induite par Rex : 
Rev, UPF1 et CRM1 colocalisent fortement dans des structures subnucléaires. Il est connu que 
Rev, grâce à son NoLS (Nucleolar import Signal), s’accumule dans différents compartiments 
subnucléaires (probablement pour diriger les ARN viraux à l’écart des facteurs d’épissage ou 
de dégradation) puis les transporte dans le cytoplasme. De plus, UPF1 étant récemment 
suggérée comme pouvant s’associer aux ARNm co-transcriptionnellement (Hong et al., 2019; 

Singh et al., 2019), il est envisageable que ce soit dans ces compartiments subnucléaires que Rev 
recruterait UPF1 et CRM1 pour les charger sur l’ARN viral avant son adressage à la membrane 
nucléaire pour l’export. D’ailleurs les travaux de Nawroth et al. suggèrent déjà que Rev et 
CRM1 seraient chargés sur les ARN viraux porteurs d’un RRE de manière co-transcriptionnelle 
sous forme d’un seul et même complexe (Nawroth et al., 2014). Le caractère plus diffus de la 
rétention nucléaire observée avec Rex ne permet pas d’établir d’homologie mécanistique 

                                                           
91 Les KO d’UPF2 et de SMG6 entraînent une augmentation des niveaux d’ARNv et de la protéine GAG ; étude réalisée dans 
des macrophages dérivés de Jurkat et des monocytes. 



 
 

- 122 - 
 

complète mais pourrait suggérer ici une différence dans les étapes d’assemblage du complexe, 
au regard de celles déjà rapportées dans la littérature dans le séquentiel des interactions Rex/Rev 
– ARN viral – CRM1. En effet, si pour Rex il est montré qu’il ne nécessite pas l’interaction 
avec le RxRE des ARN viraux pour s’associer à CRM1 et transloquer dans le cytoplasme, pour 
Rev cette association semble être davantage un processus hautement coopératif où Rev 
nécessiterait tout de même d’abord de se lier sous forme d’un dimère au RRE, pour ensuite 
multimériser (jusqu’à 8 molécules sur l’ARN viral) et recruter plusieurs molécules de CRM1 
(cf. introduction). Aussi, il est envisageable que la liaison au RRE de Rev entraînant sa 
dimérisation soit également nécessaire au recrutement d’UPF1.  

 
Pour conclure, bien que moléculairement il existe des différences entre Rex et Rev dans la 

formation du complexe d’export de l’ARN, probablement liées à des différences mécanistiques 
d’association aux ARN viraux, ces résultats suggèrent un mécanisme commun d’inhibition 
du NMD aux rétrovirus complexes exprimant des transporteurs de l’ARN viral de type 
Rev/Rex.  

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
Figure 18. Modèle commun d’inhibition du NMD par les rétrotransporteurs viraux Rex d’HTLV-1 

et Rev d’HIV-1. 

 

C.  Un détournement du rôle antiviral d’UPF1 au profit de la réplication d’HTLV-1 ? 
 

Comme évoqué précédemment, chez HIV-1 UPF1 a également des effets proviraux, où 
elle est notamment impliquée comme cofacteur de l’export des ARNv. De plus, il est montré 
qu’UPF1 est requis pour la traduction de la protéine GAG ainsi que pour l’encapsidation de 
l’ARN génomique viral. D’ailleurs, Serquina et al., suggèrent même qu’UPF1 serait incorporée 
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dans les virions et pourrait contribuer à l’infectiosité des particules virales d’HIV-1 
nouvellement produites en facilitant les étapes précoces de la rétrotranscription (Ajamian et al., 

2015; Serquiña et al., 2013; Ajamian et al., 2008).  
 

Dans cette étude, il est montré que Rex provoque une relocalisation d'UPF1 sur l'ARN 
viral non épissé d’HTLV-1 (Fig. 5C,D). Or, comme introduit plus tôt, UPF1 est le facteur central 
de la voie dégradative du NMD et cible certains ARN viraux. UPF1 est généralement décrite 
comme un facteur de restriction antiviral de l’hôte. Pour autant, ici, aucune interaction entre 
Rex et UPF2 n’est retrouvée (Fig. 6E). De plus, des résultats préliminaires 
d’immunoprécipitation de l’ARN par UPF2 ne montrent pas d'enrichissement significatif de 
l’ARN gag (associé à UPF2) dans les C91PL par rapport aux C8166 (données préliminaires non 

présentées). Ensembles, ces résultats suggèrent que ce chargement d’UPF1 sur l’ARNv ne se 
fait pas dans un contexte dégradatif et qu’UPF1 serait activement chargé par Rex sur un ARN 
non épissé dans un but inconnu. En effet, ce recrutement d’UPF1 sur l'ARN viral génomique 
décrit comme sensible au NMD est surprenant. Tout d'abord, cela pose la question de l'impact 
de Rex sur l'activité enzymatique d’UPF1 : Rex est-il également capable de figer UPF1, comme 
Tax, mais sur l'ARN viral dans une conformation inactive pour le NMD ?  

Des expériences d’immunoprécipitation de l’ARN non épissé par UPF1 réalisées en 
293T transfectées par le clone moléculaire mutant ponctuel de Rex (R23L) suggèrent fortement 
que ce chargement d’UPF1 par Rex semble se produire pendant l'étape d'export via CRM1 : en 
effet, l'enrichissement en ARNv non épissé observé en immunoprécipitant par UPF1 est 
considérablement réduit avec la complémentation par le mutant Rex NES par rapport au Rex WT 
(Fig. 5F). Sachant que nos résultats précédents montrent que le mutant Rex NES est incapable de 
détourner CRM1, cela suggère que l'interaction de Rex avec CRM1 et la formation du complexe 
CRU est critique pour le recrutement d'UPF1 sur l’ARNv. Etant donné que l’ARNv ne semble 
pas se trouver dans un contexte de dégradation par le NMD et que Rex est impliqué avec CRM1 
dans l’export de ces ARNv, ce résultat pourrait être lié à un défaut d’export. Cela revient donc 
à poser la question suivante : est-ce qu’à l’image de ce qui est montré chez HIV-1, UPF1 est 
également un cofacteur de l’export des ARNv chez HTLV-1 ? Ou bien, cette association 
d’UPF1 à l’ARNv s’opère-t-elle a posteriori dans le cytoplasme ? En d’autres termes, il faudrait 
déterminer quand se forme le complexe CRU : au niveau nucléaire et au moment de l’export 
ou juste après, dans le cytoplasme ? Pour tenter d’éclaircir ce point, nous avons construit un 
mutant domaine NES d’UPF1 (cf. partie B). A l’aide de ce mutant, il est prévu de tester si le 
complexe CRU est impliqué dans le chargement d’UPF1 sur l’ARN viral. Il est également 
envisagé de déterminer dans quel compartiment se fait l’association d’UPF1 à l’ARNv par 
immunoprécipitation de l’ARN par UPF1 sur les fractions nucléaires et cytoplasmiques (en 
cellules C91PL et C8166). Enfin, Nakano et al., testent l’association de Rex à deux mutants 
d’UPF1, un perdant son activité ATPase (G495R/G497E) et l’autre son activité hélicase 
(R843C) : ces deux mutants, décrits comme déficients pour le NMD, n’interagissent plus avec 
Rex. Aussi, tester la formation du complexe CRU avec ces mutants d’UPF1 permettrait 
également de déterminer si UPF1 est un cofacteur de l’export de l’ARNv. 

Enfin, pour déterminer si UPF1 peut avoir d’autres fonctions pro-réplicatives chez 
HTLV-1, nous sommes en train de tester l’effet d’une déplétion d’UPF1 sur les quantités de 
protéine de matrice p19 (codée par l’ARNv gag). Les données préliminaires obtenues par des 
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expériences de shUPF1 en 293T suggèrent que les niveaux d'UPF1 corrèlent positivement avec 
ceux de la protéine p19. Là encore, il reste à vérifier si cela ne résulte pas d’un défaut d’export 
de l’ARNv, en vérifiant notamment les niveaux d’ARN gag et de protéines par RTqPCR et 
western blot. De plus, chez HTLV-1, c’est la protéine p19 qui interagit de manière préférentielle 
avec l'ARNv avant son incorporation dans les particules virales (cf. introduction - Chapitre III). 
De manière intéressante, les images obtenues par microscopie confocale montrent une 
colocalisation d’UPF1 et de p19 en périphérie des C91PL (Fig. 6A). Une interaction d’UPF1 
avec p19 a également été trouvée dans les C91PL. Mais l’expérience nécessite encore d’être 
répétée, notamment en présence de RNAse (données non présentées). Enfin, UPF1 est 
retrouvée dans le biofilm d’HTLV-1, mais sa contribution à l'infectivité des virions ou son 
incorporation dans la particule virale reste à démontrer (Fig. 6B). Ensemble, ces résultats 
pourraient suggérer que l’UPF1 chargée sur l’ARN gag pourrait finalement suivre cet ARN 
jusqu’à son encapsidation contribuant potentiellement à le protéger de la dégradation et/ou 
favoriser son incorporation dans la particule d’HTLV-1. Néanmoins, cela reste encore à 
démontrer. Chez HIV-1, Ajamian et al., montrent l’existence de deux RNPv distinctes où UPF1 
est présente mais dont les compositions en facteurs cellulaires et viraux diffèrent : une première 
nucléaire qui contient Rev, CRM1, DDX3 et la nucléoporine p62. La seconde, dans le 
cytoplasme et qui n’est pas associée à ces marqueurs de l’export nucléaire mais contient 
GAGpr55 (Ajamian et al., 2015). Pour autant, les auteurs n’ayant pas démontré la présence de Rev 
dans ces complexes, il n’est pas exclu que ce soit le même ARN, dont CRM1 et les autres 
facteurs se soient décrochés une fois dans le cytoplasme.  
 

De manière intéressante, il a été récemment proposé par Mougel et al., sur l’exemple du 
rétrovirus de la leucémie murine (MLV), que la voie d’export de l’ARN viral utilisée pourrait 
être en lien avec le devenir de l’ARN exporté. Comme présenté en introduction, le MLV utilise 
les voies NXF1/NXT1 et CRM1 pour exporter ses ARN non épissés. Les auteurs montrent que 
les ARN viraux génomiques, non destinés à être traduits mais encapsidés, sont exportés par 
CRM1 sous forme d’une RNPv contenant la protéine GAG, qui interagit avec la séquence Psi 
de packaging de l’ARN viral. A l’inverse, les ARN viraux (non ou partiellement épissés) qui 
vont être traduits seraient exportés par la voie NXF1, grâce à une séquence CTE-like putative 
retrouvée en 5’LTR de ces ARN viraux “traductibles” (Mougel et al., 2020). Bien que cette 
ségrégation de l’ARN génomique en deux populations fonctionnellement distinctes ne soit pas 
clairement établie chez HIV-1, plusieurs études démontrent un rôle de la voie d'export de l'ARN 
dans l'assemblage d’HIV-1 et suggèrent qu’elle pourrait influencer les événements 
cytoplasmiques menant à l'assemblage viral (Mailler et al., 2016). En effet, il est notamment 
montré que les ARN viraux dont l’export est Rev-like (contenant un RRE-like) et ceux dont 
l’export est indépendant de Rev (contenant un CTE-like) ont un transport cytoplasmique 
remarquablement différent : les ARNv contenant des RRE présentent un export "en masse" 
dans le cytoplasme correspondant à un transport cytoplasmique basé sur la diffusion, tandis que 
les ARN contenant des CTE-like circulent grâce à des éléments du cytosquelette (notamment 
dirigés par le centre d'organisation des microtubules ou MTOC) (Pocock et al., 2016). Les CTE-
like étant démontrés comme interagissant avec la voie NXF1/NXT1, et les Rev-like avec la 
voie CRM1, cela suggère que la voie d’export utilisée par l’ARN viral pourrait impacter les 
étapes ultérieures du cycle de vie du virus en ayant également une influence sur la manière dont 



 
 

- 125 - 
 

est adressé l’ARN viral dans le cytoplasme. Aussi, ce détournement de CRM1 par Rex pourrait 
être finalement la première étape d’un détournement plus global d’UPF1 de son rôle antiviral 
pour d’une part le détourner de son rôle dans le NMD et d’autre part favoriser son chargement 
sur l’ARN viral contribuant par la suite à l’expression des protéines structurales voir à son trajet 
dans le cytoplasme et l’encapsidation du génome viral. A noter tout de même, qu’à l’heure 
actuelle, un chargement cytoplasmique d'UPF1 juste après l'export de l'ARN viral n’est pas à 
exclure. 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
Figure 19. Un potentiel rôle proviral d’UPF1 dans la réplication d’HTLV-1. 

 
D. Conséquences cellulaires de l’expression du rétrotransporteur viral Rex  
 

Le NMD étant un processus antiviral, au cours des premières étapes de l'infection, 
l’inhibition du NMD par HTLV-1 pourrait permettre de favoriser la production de particules, 
contribuant probablement au maintien de la transmission virale. Toutefois, l’impact direct à 
long terme de cette inhibition du NMD reste à déterminer. De plus, comme introduit dans le 
chapitre II, UPF1 est également impliquée dans d’autres voies cellulaires de dégradation des 
ARN messagers (UMD) ainsi que dans d’autres fonctions cellulaires, autant dans le cytoplasme 
que dans le noyau. Aussi, il est envisageable que Rex, au travers de son interaction avec UPF1, 
impacte bien plus largement les fonctionnements cellulaires d’UPF1. En effet, UPF1 étant le 
facteur central de l’initiation de toutes les UMD, il est probable que leurs cibles ARN 
respectives se retrouvent anormalement stabilisées par l’expression de Rex, contribuant 
potentiellement à la dérégulation de l’expression des gènes dans les cellules HTLV-1. UPF1 
étant également impliquée dans des processus de réparation de l’ADN, sa dérégulation pourrait 
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également contribuer dans une certaine mesure à l’instabilité génétique permettant l’émergence 
de clones ATL.  

De manière intéressante, Rex semble également modifier la répartition de CRM1 : un 
phénotype d’ultrastructures de CRM1, supérieure ou égale à 1% de la surface totale de la 
cellule, co-localisant fréquemment avec des foci d’UPF1 est observé uniquement en C91PL 
(Fig. 5B). Du fait du rapport nucléocytoplasmique particulièrement élevé des lignées 
lymphoïdes et de leur morphologie ronde, la localisation et le dénombrement de ces structures 
a été difficile à établir. Elle semble parfois nucléaires et péri nucléaires comme bloquées au 
niveau du pore, et apparaissent se distribuer de manière « polaire », c’est-à-dire non réparties 
de manière aléatoires dans les cellules. Des données préliminaires acquises en Z-stack laissent 
à penser que ces structures seraient davantage cytoplasmiques, et il serait intéressant d’identifier 
leur nature par des marquages identifiant les P-bodies (DCP2 ou DCP1), les granules de stress 
(G3BP1) ou encore le sequestosome-1 (SQSTM1). Quoi qu’il en soit, leur absence des C8166 
n’exprimant pas Rex laisse à penser que la formation de ces structures pourrait dépendre de 
Rex. Sachant que CRM1 n’exporte pas qu’UPF1 mais une large diversité de facteurs cellulaires, 
et notamment d’autres facteurs du NMD (Kırlı et al., 2015), cette observation soulève la 
possibilité d’un impact plus global de Rex sur l’exportome de CRM1. De manière intéressante, 
il a été récemment montré que CRM1 est surexprimée dans les cellules mononucléaires du sang 
circulant (PBMC) d’une cohorte de patients ATL (Boons et al., 2021). Étant donné que CRM1 
est décrit comme un “oncogenic driver”, ce travail ouvre également la question de la 
contribution d’une dérégulation plus globale de CRM1 dans l’oncogenèse associée à HTLV-1.  

Enfin, l’exportome de Rex récemment publié par Nakano et al., montre que Rex 
interagit avec près de 80 facteurs cellulaires impliqués notamment dans la transcription, 
l’épissage, la traduction, et le contrôle qualité des ARN. Ceci suggère que l’expression de Rex, 
à l’image de Tax, pourrait impacter bien plus vastement le fonctionnement cellulaire et 
contribuer aux dérégulations de la cellule hôte d’HTLV-1 de diverses façons. Par exemple, 
Nakano et al., montrent déjà que Rex impacte globalement l’épissage de la cellule hôte (Nakano 

et al., 2022b) (cf. chapitre III). Or, il est déjà montré que chez HIV-1, Rev réduit également 
l’activité d’épissage de la cellule par un recrutement des facteurs de l’épissage (notamment 
SF2/ASF) sur le complexe Rev-RRE-RNPv (Powell et al., 1997). Il est également montré que 
Rev interagit avec près de 300 facteurs cellulaires hôtes, dont un certain nombre sont recrutés 
par Rev sur la RNPv. La composition de la RNP étant déterminante pour l’export,  Rev pourrait 
contribuer activement à l’organisation de la RNPv (Truman et al., 2020; Wang et al., 2019; 

Yedavalli et al., 2004). Aussi, il est fort probable que Rex recrute également un certain nombre 
de facteurs cellulaires permettant ainsi la constitution d’une RNPv stable et fonctionnelle au 
détriment des voies cellulaires nécessitant ces facteurs.  

 
Quoi qu’il en soit, l’implication de Rex dans la pathogénicité d’HTLV-1 reste encore à 

élucider. Et si aujourd’hui le développement de l’ATL est principalement décrit par les 
fonctions oncogènes de Tax et d’HBZ, c’est finalement peut-être l’ensemble des protéines 
régulatrices, Rex comprise, qui contribueraient à établir un environnement favorable à 
l’expression d’HTLV-1.  
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Figure 20. Impacts potentiels de Rex sur la cellule hôte. 

 
E. Une modulation du NMD au rythme de l’export CRM1 ? 
 

Du fait de l’inhibition du NMD observée avec la constitution du complexe CRU, nous 
nous sommes demandés si la modulation du fonctionnement de la protéine CRM1 pouvait 
toujours affecter UPF1 et le NMD hors d’un contexte viral. Les résultats obtenus en condition 
de déplétion de CRM1 montrent qu’une diminution des quantités de CRM1, même faible, est 
fonctionnellement corrélée à une inhibition du NMD et diminue significativement la capacité 
d’UPF1 à s’associer à l’ARN rapporteur globine PTC (Fig. 7A,E). Ces premiers résultats 
suggèrent un impact de l’export CRM1 sur le NMD, en cohérence avec le fait que CRM1 est 
montré comme étant un facteur limitant de l’export (Kehlenbach and Port, 2016). A l’image de 
ce qui a été fait dans le contexte viral (cf. partie A), il reste d’une part à valider l’effet spécifique 
sur le NMD par comparaison des taux de dégradations du rapporteur sensible versus non 
sensible au NMD (globine PTC versus globine WT) en condition siCRM1. D’autre part, il est 
prévu de tester l’association d’UPF1 à d’autres substrats ARN (sensible versus non sensible au 
NMD ; exogènes vs. endogènes) afin de valider si la perte d’association d’UPF1 est 
généralisable à plusieurs cibles. Ce qui suggérerait une inhibition des étapes précoces de 
l’initiation du NMD (comme démontré précédemment avec les protéines virales Rex et Rev). 
Il est également prévu de valider l’accumulation nucléaire d’UPF1 observée en fractionnement, 
par immunofluorescence en microscopie confocale en absence de CRM1. Il serait intéressant 
de tester en fractionnement si l’absence de NXF1, voie principale d’export nucléo-
cytoplasmique de l’ARNm, a une influence sur la répartition N/C d’UPF1. Enfin, UPF1 n’étant 
pas l’unique facteur du NMD retrouvé dans l’exportome de CRM1, les effets observés sur le 
NMD pourrait également être dû à une déplétion plus globale de l’export de ces facteurs. Aussi 

il est prévu de tester l’impact de l’inhibition de l’export CRM1 sur d’autres facteurs (tels 
qu’UPF2 et UPF3 par exemple). Pour l’étude spécifique du complexe CRU, nous avons 
construit un mutant plus précis du domaine NES d’UPF1 (HA::UPF1NESmuté). La restriction du 
domaine NES aux acides aminés 89-103 concorde parfaitement avec celle obtenue par l’équipe 
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d’Oliver Mühlemann qui identifie un NES de 21 acides aminés (89-105) (Fig. 8 ; Eberle et al., 

2021). Ils identifient les même résidus essentiels d’UPF1 pour son export (L103 et F105) que 
ceux que nous avons sélectionnés pour la création du mutant HA::UPF1NESmuté . Aussi, leur 
mutant ponctuel « LF » (L103A ; F105A) montre un phénotype de rétention nucléaire, similaire 
à celui de notre mutant  (Fig. 8). Il reste néanmoins à valider la perte d’interaction avec CRM1 
par immunoprécipitation du mutant NES d’UPF1.  

 
En se basant sur l’hypothèse où l’étape d’export d’UPF1 par CRM1 est un paramètre 

critique dans l’initiation du NMD, des expériences de stabilité de l’ARN (RNA decay) et 
d’immunoprécipitation de l’ARN par HA avec le mutant HA::UPF1NESmuté seraient donc 
informatives quant à sa capacité à inhiber le NMD et à s’associer à son substrat ARN, 
respectivement. Nous pourrions nous attendre à observer une inhibition du NMD et une 
diminution de l’association à l’ARN comparativement au HA::UPF1NESwt. Or, l’équipe 
d’Olivier Mühlemann montrent que ce mutant « LF » est fonctionnel pour le NMD, par des 
expériences de rescues avec différents mutants résistants au siUPF1 dans des cellules 
knockdown pour UPF1. De plus, il conserve sa capacité à interagir avec UPF2 et SMG6, ce qui, 
selon les auteurs, n’est pas surprenant aux vues des quantités cytoplasmiques importantes du 
mutant « LF » retrouvées en microscopie (Eberle et al., 2021). De manière intéressante, ces 
données suggèrent qu’UPF1, pour l’initiation du NMD, s’associerait à son substrat ARN en 
cytoplasmique plutôt qu’en nucléaire, en cohérence avec les données que nous avons obtenues 
avec les protéines virales Rex et Rev. D’autre part, ces résultats suggèrent aussi que ce n’est 
pas l’étape d’export d’UPF1 au sens propre qui serait critique dans le processus de NMD mais 
davantage la quantité cytoplasmique disponible d’UPF1 et donc la dynamique de répartition 
N/C d’UPF1.  

 
Si les effets observés sur le NMD en absence de CRM1 sont davantage liés à une 

perturbation de la dynamique de l’export/import par CRM1, on pourrait émettre l’hypothèse 
que cet export fonctionne comme un système tampon, capable de moduler plus ou moins 
rapidement la disponibilité de certains facteurs. C’est d’ailleurs ce que suggère l’étude de Singh 

et al. réalisée en cellules de glandes salivaires de D. melanogaster : en utilisant une technique 
de FLIP/FRAP (Fluorescence Loss In Photobleaching / Fluorescence Recovery After 
Photobleaching), ils montrent qu’UPF1 possède une grande mobilité dans et entre les 
compartiments nucléaires et cytoplasmiques (de l’ordre de quelques secondes) (Singh et al., 

2019). D’ailleurs, une autre étude réalisée en cellules HeLa montre que la localisation nucléaire 
d’UPF1 est affectée par des perturbations de l’initiation et de l'élongation de la transcription. 
Les auteurs montrent également qu’un traitement à la cycloheximide (inhibiteur de la 
traduction) induit une accumulation d’UPF1 plus importante à la chromatine (Hong et al., 2019). 
Prises ensemble, ces deux études suggèrent une régulation de la disponibilité d’UPF1 dans les 
différents compartiments par sa mobilité Noyau/Cytoplasme. Aussi, il est prévu de tester cette 
mobilité d’UPF1, grâce notamment aux constructions tagguées HA en 293T, par FLIP/FRAP. 
Il est également prévu de tester si les protéines virales Rex et Rev, davantage que de séquestrer 
UPF1, modifie sa mobilité intracellulaire (inter et intra-compartimentale).  
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IV. CONCLUSIONS 
 

Dans ce travail, il est montré comment le détournement de l’export de CRM1 par le 
transporteur viral Rex d’HTLV-1 impacte négativement l’export de l’hélicase à ARN UPF1 
ainsi que l’une de ses fonctions cellulaires : le NMD. Il est également démontré qu’HIV-1, 
l’autre rétrovirus pathogène humain, possède la capacité d’inhiber le NMD via Rev, 
rétrotransporteur qui détourne également CRM1, et par un impact similaire à Rex sur UPF1. 
Cette inhibition du NMD dépendante des rétrotransporteurs viraux Rex et Rev suggère un 
mécanisme commun aux rétrovirus exprimant des facteurs d’export de l’ARN viral de type 
Rex/Rev. Les données obtenues suggèrent également qu’UPF1 pourrait jouer des rôles pro-
réplicatifs chez HTLV-1. Il est notamment montré qu’UPF1 est chargé activement par Rex sur 
l’ARN génomique d’HTLV-1. Aussi, ce détournement de CRM1 par Rex pourrait être 
finalement la première étape d’un détournement plus global d’UPF1 de son rôle antiviral pour 
d’une part le détourner de son rôle dans le NMD et d’autre part favoriser son chargement sur 
l’ARN viral contribuant par la suite à l’expression des protéines structurales voir à son trajet 
dans le cytoplasme et l’encapsidation du génome viral. UPF1 comme CRM1 étant impliquées 
dans un grand nombre de processus au cœur de l’homéostasie cellulaire, leurs dérégulations 
conjointes par Rex pourraient contribuer à la pathogenèse et/ou à l’oncogenèse associée à 
HTLV-1. Néanmoins, le lien entre ces dérégulations d’UPF1 et de CRM1 et l’oncogenèse 
associée à HTLV-1 reste à déterminer. Enfin, l’export CRM1 étant également détourné par un 
certain nombre d’autres virus, des inhibiteurs sélectifs de CRM1 sont à l’essai dans le traitement 
de plusieurs infections virales. Compte tenu des difficultés de traitement rencontrées 
notamment chez les patients ATL, la détermination de l’impact pathogénique de Rex sur 
l’exportome de CRM1 s’avère donc être un enjeu thérapeutique. 
 

Ce travail s’est également intéressé à établir un lien jusqu’ici non démontré entre 
l’export CRM1-dépendant et la régulation du NMD hors d’un contexte viral. Le NMD et CRM1 
étant également tous deux impliqués dans l’oncogenèse non viro-induite, ces résultats ouvrent 
également sur de nouveaux liens potentiels entre ces trois champs d’étude.   
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Abstract: Before the establishment of an adaptive immune response, retroviruses can be targeted by

several cellular host factors at different stages of the viral replication cycle. This intrinsic immunity

relies on a large diversity of antiviral processes. In the case of HTLV-1 infection, these active innate

host defense mechanisms are debated. Among these mechanisms, we focused on an RNA decay

pathway called nonsense-mediated mRNA decay (NMD), which can target multiple viral RNAs,

including HTLV-1 unspliced RNA, as has been recently demonstrated. NMD is a co-translational

process that depends on the RNA helicase UPF1 and regulates the expression of multiple types of

host mRNAs. RNA sensitivity to NMD depends on mRNA organization and the ribonucleoprotein

(mRNP) composition. HTLV-1 has evolved several means to evade the NMD threat, leading to NMD

inhibition. In the early steps of infection, NMD inhibition favours the production of HTLV-1 infectious

particles, which may contribute to the survival of the fittest clones despite genome instability; however,

its direct long-term impact remains to be investigated.

Keywords: HTLV-1; retrovirus; antiviral process; nonsense mRNA decay; UPF1

1. Introduction

HTLV-1 is a delta-retrovirus infecting approximately 10 million people worldwide [1]. Only 2%–5%

of HTLV-1 carriers experience disease: either adult T cell leukemia/lymphoma (ATL), an aggressive

form of leukemia characterized by the proliferation of CD4+ T cells, or HTLV-associated myelopathy/

tropical spastic paraparesis (HAM/TSP), an inflammatory disease associated with demyelination of

the spinal cord [2–4]. HTLV-1 mainly infects CD4+ T cells, although it has the potential to infect

a wide variety of other cells: CD8+ T cells, B lymphocytes, myeloid cells, endothelial cells, fibroblasts,

neutrophils, monocytes, myeloid and plasmacytoids dendritic cells [5–7].

The roles played by innate and adaptive immune responses during HTLV-1 infection are extensively

studied. Models of how HTLV-1 successfully escapes or dysregulates these immune responses in order

to extend the infection and provoke diseases have been proposed and are regularly updated [8–10].

However, concomitantly with the initiation of the innate immune response and before the establishment

of the adaptive response, HTLV-1 is targeted by several cellular host factors at different stages of the

viral replication cycle. This intrinsic immunity is either constitutively expressed or may be closely

coordinated with innate immunity. Although it is one of the first layers of defence from the host,

our knowledge about its efficiency and its impact in the context of HTLV-1 is much less exhaustive.

This intrinsic immunity relies on a large and diverse set of antiviral processes. Notably, several restriction

factors such as the tripartite motif-containing protein (TRIM) and apolipoprotein B mRNA-editing

enzyme catalytic polypeptide-like (APOBEC) family, SAM domain and HD domain-containing protein

1 (SAMHD1), miRNAs, BTS2/tetherin (recently reviewed here [11]) or zinc finger antiviral protein (ZAP)

are already under investigation to evaluate their effect on HTLV-1 replication (Figure 1). First discovered
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and extensively studied in the case of HIV-1, there are fewer data available regarding HTLV-1 that

are summarized in Table 1. However, the involvement of most of these factors remains controversial,

and the exact role of the innate host defense against HTLV-1 is not clear, likely due to a lack of molecular

studies on early infection stages.
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Figure 1. HTLV-1 infection cycle and host antiviral factors. After attachment to the cell membrane

receptors (GLUT1, HSPG or NRP-1) through the viral Env protein, a fusion process enables the

release of the capsid core containing the viral genome and the proteins into the cytoplasm [12].

Immediately after cell entry and before reverse transcription, the tripartite motif-containing protein

(TRIM) family antiviral factors could limit the decapsidation step by recognizing determinants of the

capsid, although it has not yet been investigated at the mechanistic level for HTLV-1 (Table 1). Following

the entry, the viral RNA genome is reverse transcribed into double-stranded DNA, and together with

associated proteins, this newly synthesized DNA forms the reverse transcription complex, also called

the pre-integration complex. This reverse transcription step could be restricted early by SAM domain

and HD domain-containing protein 1 (SAMHD1), decreasing the available pool of cellular dNTPs,

by apolipoprotein B mRNA-editing enzyme catalytic polypeptide-like (APOBEC) members that can

misedit the HTLV-1 RNA genome and as recently suggested, by miRNA that likely prevents the

formation of the pre-integration complex (Table 1). To date, no antiviral factors have been fully

characterized regarding the integration, transcription and splicing or RNA export steps. However,

viral mRNA can be targeted at the translational level by the zinc finger antiviral protein (ZAP) protein,

as well as by the nonsense mediated mRNA decay (NMD) process (described in the following sections).

Finally, bone marrow stromal cell antigen 2 (BST2) could tether nascent virions at the budding step

before the release and maturation of the viral particle.
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Table 1. Potential involvement of host antiviral factors in HTLV-1 restriction. Regarding TRIM Family implication, all data reinforce the potential involvement of the

TRIM family in the early restriction of HTLV-1 replication. The majority of the data are obtained by whole exome sequencing analysis [13] or microarray analysis of

CD4+ T Cells [14] in HAM/TSP cohorts of patients. Consistently with the fact that HTLV-1 mainly replicates by clonal expansion and the fact that virions are poorly

infective, the involvement of APOBEC family, as well as BST2/Tetherin, remains uncertain. HTLV-1 seems to be more resistant to h3AG than HIV-1, but interestingly

h3AG could generated nonsense mutations in the viral genome that enable HTLV-1-infected cells to escape from the host immune system in ATL cases. SAMHD1 is

able to restrict a broad range of retroviruses [15], including HIV-1, but further studies are needed to assess its implication in HTLV-1 restriction and/or pathogenesis.

As previously demonstrated for HIV-1 [16], the role of miRNA in HTLV-1 infection has recently emerged [17]. Finally, HTLV-1 is susceptible to a ZAP-mediated

regulation, which was shown as an mRNA decay pathway depending on the translation like the NMD pathway [18]. These data regarding HTLV-1 restriction by

the host antiviral factors are quite still conflicting. It could be explained in part by the fact that a lot of these studies are based on data obtained in HIV, where the

molecular determinants of the retroviral replication and life cycle differ from HTLV-1. Secondly, it could be explained by the fact that all these process are differentially

involved according to the cell-type infected, the stage of infection, or even the evolution of chronically infected patients towards HAM/TSP or ATL.

Host Antiviral Factors Restriction Mechanisms Potential Involvement in HTLV-1 Restriction References

TRIM Family
Recognition of the capsid lattice Interference

with disassembly of the viral particles.
E3 ubiquitin ligase activity targeting viral

core component. [19]

TRIM19/PML interferes with HTLV-1 replication via the proteosomal degradation of
the viral protein Tax.

+ [20]

R136Q TRIM5α variants are correlated with lower proviral loads. + [13]

Negative correlation between HTLV-1 virological parameters or clinical status and
the expression of TRIM5α and TRIM22. Negative correlation between Tax mRNA

levels and the expression of TRIM19/PML.
+ [14]

APOBEC Family
C->U editing enzymes leads to stopping

codon incorporation after
reverse transcription.

APOBEC3G (h3AG) is packaged into HTLV-1 virions. The HTLV-1 genome may be
edited in vivo by h3AG, as well as other hA3 members (A, B, C, F, and H).

+ [21–23]

G-to-A mutations were not detected in the proviruses from infected patients.
HTLV-1 Gag protein would reduce the packaging of h3AG into virions.

- [21,24]

Loss-of-expression mutations likely generated by hA3G induced mutagenesis in
HTLV-1 genes of 60 ATL cases.

+ [25]

hA3B increased expression in ATL and asymptomatic carriers. + [26]

No correlation with the clinical HAM/TSP states, PVLs or viral mutations. - [13]

Negative correlation between members of APOBEC3 family and Tax mRNA levels. + [14]

In HTLV-1 infected humanized mice showing ATL-like feature, an increased
expression level of hA3. No correlation in HAM/TSP cohorts study.

+/- [27]
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Table 1. Cont.

Host Antiviral Factors Restriction Mechanisms Potential Involvement in HTLV-1 Restriction References

SAMHD1

SAMHD1 decreases the pool of available
dNTPs, inhibiting reverse transcription.

Modulates antiviral activity by inhibiting the
NF-κB and interferon pathways [28]

No effect on HTLV-1 and Tax expression in macrophages and cycling CD4+ T cells. - [15]

SAMHD1-mediated apoptotic response in human primary monocytes. + [29]

No correlation with the HAM/TSP parameters. - [13]

SAMHD1 is negatively correlated within HAM/TSP cohorts. + [14]

miRNA
miR-28-3p targets genomic viral mRNA of

HTLV-1 strains.
miR-28-3p could inhibit HTLV-1 replication by reducing expression of all viral

proteins in a Tax-independent manner.
+ [30]

BST2/Tetherin

Inhibits the release of enveloped viruses by
tethering them to the cell surface, where they

undergo endocytosis and degradation.

No correlation with cell-cell transmission. - [31]

No correlation with the HAM/TSP parameters. - [13]

BST2 is negatively correlated with HAM/TSP status. + [14]

Zinc finger Antiviral
Protein (ZAP)

Targets viral RNA at specific response
elements (such as ZRE).

Recruits cellular decay factors (PARN,
DCP-1, 3‘–5’ exosome). [18]

HTLV-1 is susceptible to a ZAP-mediated viral RNA processing
during early infection.

+ [32]
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The nonsense-mediated mRNA decay (NMD) pathway is an interferon (IFN) independent process

that has been recently demonstrated by convergent studies to degrade several viral RNA [33–41],

hence it can be considered as an antiviral process as well. Concerning HTLV-1, it was shown that NMD

inhibition led to an upregulation in the steady state levels of all viral mRNAs, revealing a direct and/or

indirect sensitivity to NMD [42]. A complementary study subsequently validated the direct involvement

of NMD by measuring the stability of unspliced genomic RNA (gRNA), exposing an inverse correlation

between the levels of NMD proteins and viral gRNA stability. The knockdown of NMD factors was

also associated with an increase in the GAG protein encoded by the full-length gRNA [43]. Altogether,

these data indicate that NMD targets HTLV-1 at translational level, thus confirming a function for

NMD in host protection against pathogens (Figure 1). However, the persistence of an HTLV-1 infection

around the world nowadays suggests that HLTV-1 succeeds in bypassing NMD, at least partially,

similar to other antiviral processes.

In this review, we thus propose an analysis of the interplay between HTLV-1 and NMD. In order to

give a better insight about this process since NMD does not have a wide audience in the HTLV-1 field to

the contrary of other antiviral process mechanisms, we first describe the mechanism, its regulation and

the RNA features triggering its initiation. Then, we analyse how HTLV-1 protects itself against NMD and

suggest how the consequences of NMD inhibition might converge with known cellular dysfunctions

associated with HTLV-1 infection, highlighting a relationship more complex than meets the eye.

2. NMD in the Cell

2.1. Mechanism and Regulation

NMD is a co-translational pathway conserved through evolution from yeast to mammals and leads

to the degradation of mRNA. It is initiated when translation is terminated in a specific unfavourable

environment. The slowing of the translation terminating steps due to mRNA sequence, organization

and/or mRNP composition greatly favours the retention of the NMD central factor UPF1 at the stop

codon with the stalled ribosome, leading to NMD activation. UPF1 is a helicase that binds RNA

without sequence specificity. It appears to be displaced by the translating ribosome and subsequently

accumulates on the mRNA 3′UTR [44,45]. It is not yet clear whether UPF1 plays a direct role in

translation termination despite its association with the ribosome release factors eRF1 and eRF3, but it is

an indispensable factor of NMD initiation. A recent study has shown that another NMD factor, UPF3B,

can inhibit translation termination without UPF1 and favours post-termination complex dissociation

in vitro [46]. UPF1 also interacts with UPF3B, mutually increasing the stability of them both at the stop

codon. The interaction of UPF1 with the SMG1 PI3K kinase at the terminating ribosome completes the

NMD initiating complex, which is named SURF for SMG1-UPF1-release factors [47–49]. Next, UPF1

phosphorylation is stimulated by the recruitment of UPF2 and the DEAH-box helicase DHX34 [50–52].

UPF2 may be recruited to the vicinity of UPF1 through an interaction with UPF3B [53,54]. UFP2 binds

UPF1, inducing the large conformational change necessary for triggering UPF1 ATPase and helicase

activities [55]. UPF1 hyperphosphorylation at its Nter and Cter (CH and SQ domains, respectively)

creates scaffolds to recruit degradation-promoting factors such as the endonuclease SMG6 [56].

SMG6 cleaves RNA at the vicinity of the stop codon, leading to unprotected 5′ and 3′ RNA fragments,

which are then degraded by the 5′–3′ exoribonuclease XRN1 and the exosome [57]. Phospho-UPF1 can

also recruit the heterodimer SMG5-SMG7, which is directly linked to deadenylation (with CCR4-NOT)

or de-capping (with DCP1a and DCP2) activity [58–60]. Well characterized in vitro, the in vivo steps

necessary for UPF1 enzymatic activity have not yet been elucidated but could play a role in stripping

proteins from the 3′ cleavage products to enable XRN1 exonuclease activity. UPF1 may also be involved

in complex remodelling, controlling the necessary sequence of steps leading to decay [57]. In the last

step, UPF1 is unphosphorylated by PP2A, serine/threonine-protein phosphatase 2A, and dissociates

from the target mRNP [61].

Closely related to translation termination, NMD efficiency is naturally modulated by mRNP

composition. Notably, the presence of an exon-junction complex (EJC) is a critical parameter:
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when located downstream of the stop codon, the EJC promotes the enrichment of the 3′UTR in

NMD factors such as UPF3B and UPF2, leading to strong stimulation of NMD (reviewed in [62–64]).

EJC was also described as an enhancer of SMG6-mediated endonucleolysis [65]. Moreover, different

compositions of the EJC have been observed and are associated with NMD modulation [66].

While the EJC can be considered the most important NMD stimulator, multiple mRNAs can,

nevertheless, undergo NMD in an EJC-independent manner. Currently, the sensitivity of these RNA is

explained by the absence or the distance between NMD inhibitors binding motifs and the stop codon.

For instance, converging studies demonstrated that the longer the distance between the stop codon

and the poly (A) tail associated with the Poly(A) binding protein (PABPC) (referring to “long 3′UTR”

RNA), the higher the rate of NMD initiation because PABPC stimulates translation termination and

opposes UPF1 stable recruitment. Polypyrimide track binding protein1 (PTBP1), when associated

with RNA downstream of a stop codon, inhibits NMD by preventing UPF1 recruitment [67]. It binds

a specific sequence known as the RNA stability element, which was first identified in the Rous sarcoma

virus RNA and more recently found in many cellular 3′UTR sequences close to the termination codon.

Similarly, heterogeneous nuclear ribonucleoprotein L (hnRNPL) antagonizes NMD [68] (Figure 2).
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Figure 2. The nonsense-mediated mRNA decay (NMD) mechanism in three key steps. The NMD

mechanism is organized into approximately 3 key steps. (A) Translation termination delay: NMD is

initiated when translation termination is delayed. Multiple factors can be involved, notably by

preventing/promoting the recruitment of the RNA helicase UPF1 to the ribosome. (B) UPF1 recruitment

and stabilization favours the assembly of an active NMD complex. The EJC is a very potent stimulator

of NMD initiation, bringing UPF2 and UPF3 in close vicinity to UPF1. Although EJC-independent

NMD events occur, the details of the mechanism continue to be debated. (C) UPF1 phosphorylation by

SMG1 initiates the decay step with the recruitment of the endonuclease SMG6 or/and the SMG5/SMG7

complex. SMG6 cleavage is followed by XRN1 degradation, while SMG5 and SMG7 initiate de-capping

and deadenylating activities, respectively.
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According to the above description, any stop codon, as soon as it is read by the ribosome, might be

able to initiate NMD, with the outcome being dependent on the equilibrium between the stimulators

and the inhibitors at each step. While the unique function of NMD is to degrade mRNA, two main

functions are usually associated with NMD depending on the origin of the stop codon initiating NMD:

RNA quality control and gene expression regulation at the post-transcriptional level (for an exhaustive

review, see [69]).

2.2. NMD Targets and Functions

Historically, NMD was described as a RNA quality control process, degrading mRNA with

a premature termination codon (PTC). It is estimated that such RNA represents 5%–30% of human

transcripts and may be the result of genomic mutations (nonsense and frameshift), faulty alternative

splicing (approximately 30% of alternative splicing events) or translational errors. The truncated

protein can be deleterious for the cell since it is non-functional, or it may even have a dominant

negative effect. PTCs are present inside the open reading frame (ORF), creating a longer 3′UTR

with a greater distance between the physiologic stop codon and the related translation termination

regulatory environment. PTC may also be upstream of exon-exon junctions marked by an EJC.

As described above, these parameters greatly favour NMD triggering and lead to the elimination of

the PTC-harbouring mRNA.

In addition to the quality control function in which NMD prompts the cell to systematically

degrade “aberrant” mRNA, NMD can also periodically regulate specific “non-aberrant” mRNA.

This intermittent sensitivity to NMD is a programmed cellular protocol based on the local modification

of an mRNA sequence, organization and/or mRNP composition. Among the different parameters

influencing those local modifications, we can find uORF (upstream open reading frame), which is

a translation that may trigger NMD due to the EJC downstream in the main ORF. CREB-2/ATF4 mRNA

is a well-documented example [70–72]. Alternative splicing can also increase the 3′UTR length and

modify the secondary structure of mRNA that are a major characteristic triggering NMD. It can also

periodically produce alternative isoforms bearing a PTC. Several types of DNA repair or splicing

factors, such as SR-proteins, are regulated like this, indicating an expanded impact of NMD on the

post-transcriptional regulation [73–76]. Finally, programmed frameshifts (PRF) redirect the ribosome

towards another reading frame with a PTC in more than 95% of the cases, as shown with the CC

chemokine receptor (CCR) type 5 mRNA, as well as several interleukins [77]. In the following section

we propose an analysis of the interplay between HTLV-1 and the NMD regarding these characteristics.

3. HTLV-1 Confronts NMD

3.1. HTLV-1 Viral mRNA Exhibits NMD-Initiating Features

HTLV-1 is a complex retrovirus with multiple proteins coded in a single genomic RNA. The overall

sensitivity of HTLV-1 retroviral RNA to NMD has been known for a few years [42,43]. Although

the molecular determinants of RNA features triggering NMD sensitivity have not yet been clearly

defined [78], we can at least suggest that this sensitivity may have multiple origins; the viral RNA can

be directly as well as indirectly targeted by the NMD machinery.

Direct regulation: As described above, the half-life of unspliced HTLV-1 RNA is increased under

NMD inhibition. How can this sensitivity be explained? Since the mRNA is un-spliced, it should

not have bound an EJC, especially in the 3′UTR, which is expected to hamper its sensitivity to NMD.

However, according to the above findings and our knowledge of HTLV-1 RNA organization, the 3′UTR

size stands out as a possible factor. While the median human 3′UTR size is ~750 nt [79], the gag

mRNA 3′UTR is~4000 nt, making it a suitable target for NMD. For instance, Garcia et al. showed

that two RNA(+) viruses had genomic and sub-genomic RNA NMD sensitivity because their 3′UTRs

ranged from 1 kb to 2.5 kb [37]. In contrast, the secondary structure of RNA and its mRNP composition

can also compete for the long 3′UTR to have an effect on sensitivity [40,67,80]. Another noteworthy
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parameter of HTLV unspliced mRNA, and that of other retroviruses, is the –1 frameshift (–1FS). HTLV-1

has two successive –1FS in the un-spliced mRNA region, allowing for the synthesis of three different

polyproteins: GAG, GAG-PRO and GAG-PRO-Pol fusion proteins. The low frequency of these (–1FS)

maintains the correct ratio of these three viral proteins. By slowing ribosome reading and preventing

translation termination, a frameshift can promote NMD. On the other hand, Hogg et al. suggested

that retroviral readthroughs and frameshiftings destabilize UPF1 accumulation in the 3′UTR and

impair NMD by redirecting the ribosome and avoiding the in-frame stop codon, even at a rate of

approximately 1% [81]. In the case of HTLV-1, the treatment of infected cells by okadaic acid led

to increased levels of unspliced viral RNA associated with UPF1 [43]. Okadaic acid prevented the

dephosphorylation of active UPF1 molecules and suspended NMD in the latest steps of mRNA decay.

These observations strongly suggest that UPF1 is not stripped from the unspliced viral RNA and that

this RNA is subjected to active decay.

Indirect regulation: In cells transfected with an HTLV-1 molecular clone, the knockdown of

UPF1 led to a 3-to-4-fold homogeneous upregulation of all viral RNAs in the steady state [42].

This homogeneity might suggest that the transcriptional activator(s) of HTLV-1 can be controlled by

NMD, leading to the indirect regulation of viral mRNA. Supporting this hypothesis, CREB-2/ATF4 has

been shown to be involved in LTR transactivation, regulated by NMD and stabilized by Tax at the

post-transcriptional level [42].

While the sensitivity of HTLV-1 to NMD is well documented, additional work is needed to clearly

demonstrate which stop codons are the most likely to induce NMD. Moreover, to maintain its capacity

to replicate, HTLV-1 had to evolve solutions to evade the NMD threat. These solutions are discussed in

the next section.

3.2. HTLV-1 Protection against NMD

The arms race involving HTLV-1 and NMD led to the evolution of two viral countermeasures.

The viral proteins Tax and Rex were shown to target the NMD process in what is called “trans-inhibition”,

incapacitating the decay of viral as well as cellular NMD targets. This evidence emerged from

observations that HTLV-1-infected lymphocytes were able to specifically stabilize globin mRNA with

a PTC [42]. Nakano et al. also showed that, in HeLa cells co-cultivated with HTLV-1-infected cells,

this inhibition was maintained as long as Tax/Rex mRNA was expressed [43].

Tax was first described as the main viral transactivator [82]. It has the capacity to bind

multiple host factors in the nucleus and in the cytoplasm, leading to dysfunctions promoting cell

transformation [83,84] Tax-dependent NMD inhibition was initially investigated due to its interaction

with the translation initiation factor eiF3E/INT6 [85], known to interact with UPF2 and to be involved

in NMD [86]. In addition to this interaction, lNT6 was observed to be delocalized from the nucleus

to the cytoplasm by Tax. This study also revealed contacts between Tax and several NMD factors

and a direct interaction between Tax and the helicase UPF1. A complementary study introduced

interesting details on Tax: first, Tax can bind to the helicase domain of UPF1 at the exit of the RNA

binding channel, preventing UPF1 loading onto its target. Second, when UPF1 is already bound to

RNA due to its action in NMD, Tax binding blocks ATP hydrolysis and helicase activity, freezing

UPF1 on RNA. These observations suggest a broad effect on UPF1 with the capacity to impact NMD

at different steps [87]. When analysing viral mRNA, it is difficult to dissociate the transactivation

role of Tax on the viral promoter from its post-transcriptional effect via NMD. Therefore, a mutant

form of Tax specific for NMD interference must be engineered. Nevertheless, when Tax is expressed

alone or from a provirus, the half-lives of host mRNAs, such as creb-2/atf4, growth and arrest DNA

damage-inducible 45 (Gadd45A) and smg5, are stabilized as a consequence of NMD trans-inhibition.

The Rex protein was also shown to inhibit NMD. Similarly to Tax, several host mRNAs known to

be NMD sensitive had increased half-lives upon Rex expression. Rex is known to bind viral RNA at

the RxRE motif. Upon binding to RxRE, Rex controls viral mRNA splicing. It also contacts the CRM1

export system to ensure the nucleo-cytoplasmic shuttling of the unspliced viral mRNA [88–90]. To date,
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the mechanism of NMD inhibition by Rex has not been described. It has also not yet been investigated

whether the HTLV-1 RNA secondary structure provides a first line of defence against NMD (Figure 3).                   

 

 
    ‐                          

                               
                         

                               
             

              ‐    

    ‐                      
    ‐ ‐                    
      ‐ ‐                  
                         

                             
                         
                                 
                       
                                 
                                 
                               

            ‐                       ‐  
                               

                                   
                             

                             
                         

                         

Figure 3. HTLV-1 confronts NMD. NMD is able to target viral gag mRNA, preventing further formation

of viral particles. However, the viral proteins Tax and Rex, which are involved in viral transactivation

and unspliced viral mRNA nuclear export, respectively, have been shown to inhibit NMD. The Rex

mechanism of action has yet to be deciphered, while several approaches have revealed that Tax was

shown to target UPF1.

3.3. When Does NMD Inhibition Occur during HTLV-1 Infection?

During infection, HTLV-1 is spread in two different ways: viral propagation is initially dependent

on cell-to-cell transmission, then it evolves towards polyclonal and monoclonal expansion (reviewed

elsewhere [12]). Cell-to-cell infection depends on virion production. These virions are composed of

structural proteins translated from singly spliced mRNA (ENV) and unspliced viral mRNA (GAG).

Tax, as the viral transactivator, is indispensable for the production of this unspliced mRNA. Additionally,

the modulation of splicing, leading to the stabilization of viral unspliced mRNA as well as their nuclear

export, depends on Rex. By targeting the gag unspliced mRNA, NMD prevents virion formation.

Supporting this hypothesis, knockdown of UPF2 was associated with increased levels of the p24

and p19 GAG protein [43]. Interestingly, HIV gag mRNA and GAG protein expression were also

shown to be affected by UPF2 and SMG6 expression in the context of virus reactivation [91]. Hence,

it is understandable that NMD, which does not require induction by type I interferon and thus acts

as a cell-intrinsic antiviral barrier, plays a role in the early steps of HTLV-1 infection. The results of

an analysis of viral mRNA kinetics showed a clear separation between the early phase when Tax and

Rex (p21 and p27) are produced and the later phases characterized by the increase in other mRNAs,

including gag mRNA [92]. This finding suggests that the stabilization of gag mRNA and the production
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of the gag protein necessitate the formation of a favourable environment: NMD inhibition might

contribute to this initial condition. Notably, the results from kinetics experiments performed with

RNA(+) virus infections suggest that the impact of NMD inhibition on viral RNA is greater in the early

steps of the infection [37,39]. Finally, it is striking how the same factors, Tax and Rex, are involved in

both the production and the protection of viral particles.

The second mode of provirus amplification is clonal expansion, which depends on the proliferation

of a few selective clones. This oncogenic behaviour emerges from the modulation of multiple cellular

processes by non-structural viral proteins such as Tax and HBZ; notably, Tax plays an essential

role in this cellular transformation by generating instability and bypassing checkpoints: it inhibits

DNA repair, disrupts cell cycle progression, and affects autophagy. It also modulates transcription

through the modification of the epigenetic landscape and transcription complex composition and

deregulates signalling pathways, including NF-κB (inducing its constitutive activation) and innate

immune pathways (with an immunosuppressive effect) (reviewed in [4,12]). Knowing that Tax is

the immunodominant HTLV-1 antigen in the T-cell response, it is considered that the progression of

an infected clone is then favoured by the progressive inhibition or occasional bursts of expression of

Tax [93], which confers a survival advantage through escape from the strong cytotoxic T-lymphocyte

(CTL) immune response [94]. The other viral oncoprotein HBZ that triggers a less efficient immunity

is continuously expressed in infected cells and plays important roles in viral latency and the

proliferation of infected cells. Interestingly, hbz RNA appears to play specific roles in T cell proliferation

(reviewed in [95]).

Although it is widely accepted that HTLV-1 infection leads to cell proliferation, it has been

frequently observed to cause apoptosis and senescence of lymphoid and non-lymphoid cells in

a Tax-dependent manner. It has been proposed that cells responding by senescence or apoptosis have

very high levels of expressed Tax and Rex, are associated with robust replication of the virus and

are subjected to great oncogenic pressure. This viral hyperactivity might be dependent on the site

of integration, stimulating LTR transactivation and thus may be specific to each clone. Senescence

induction has been shown to be linked with the stabilization of the p27 protein and cyclin-dependent

kinase inhibitor p21CIP/WAF1 mRNA because of NF-κB hyperactivation ([96–98] reviewed in [99]).

NF-B activation is a hallmark of Tax expression and HTLV-1-infected cells, and multiple steps in the

NF-B pathway were shown to be regulated directly or indirectly by Tax. For example, NIK (MAP3K14),

the NF-κB inducing kinase that activates IKKα, is highly expressed in HTLV-1-infected cells [100].

Moreover, p21, p27 and NIK transcripts are known to be NMD targets. Their mRNA levels are

tightly controlled, and NMD inhibition experiments induced their stabilization [71,101,102]. In lung

inflammatory myofibroblast tumors, decreased NMD leads to the increased expression of the transcript

for the NIK protein kinase, which activates the NF-B pathway and promotes cytokine expression

and inflammation. Supporting this observation, the stabilization of the NIK mRNA half-life was

observed in a separate Tax and Rex-dependent manner [43,87]. Additionally, it is worth noting that

NMD is involved in the apoptotic response induced by high stress levels; more precisely, it has been

demonstrated that maintained NMD inhibition induces cell death [103,104]. Gadd45 isoforms promote

apoptosis by upregulating the mitogen-activated protein kinase (MAPK) signaling pathway upon

the activation of diverse forms of stress, including that from TNFα and DNA damage. Gadd45α and

β transcripts are dependent on canonical as well as non-canonical NF-κB pathway activation and

are upregulated in Tax and HTLV-1 expressing lymphocytes [105]. Gadd45α and β mRNA are also

sensitive to NMD due to their respective 3′UTRs. This regulation of Gadd45 by NMD is evolutionarily

conserved from flies to mammals. It was recently shown that the upregulation of Gadd45 isoforms

due to NMD inhibition is a major contributor to NMD-associated programmed cell death [106].

Altogether, these observations suggest that, in the context of HTLV-1 infection, high levels of Tax and

Rex, viral-induced senescence/apoptosis and NMD inhibition might be correlated (Figure 4). However,

NMD inhibition in vivo does not always lead to the activation of apoptosis; for example, the absence

of the key NMD factors UPF1 and SMG1 induces embryonic cell death, but UPF3-null mice are viable.
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Similarly, during hematopoiesis, NMD inhibition by UPF2 knockdown prevents hematopoietic stem

cell and progenitor survival, whereas mature cells are only mildly affected [107–110]. Thus, whether

NMD inhibition can activate apoptosis might be dependent on the degree of the NMD inhibition,

the cell type and differentiation state.
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Figure 4. Convergence of NMD inhibition and NF-κB hyperactivation. HTLV-1-induced NMD inhibition

and NF-κB hyperactivation might induce apoptosis and senescence via the stabilization/stimulation of

the same host factors.

While in the early steps of infection when HTLV-1 directly benefits from NMD inhibition to

produce infectious particles, it is conceivable that, in a second step, this NMD trans-inhibition also

participates in the selection of a clone with attenuated expression of Tax and Rex that is more suited to

avoid the immune response and thus to maintain infection.

3.4. HTLV-1-Associated Pathologies. How Can NMD Inhibition Impact the Host in the Long Term?

As introduced above, HTLV-1 is the etiological agent of ATL and HAM/TSP. ATL is a malignant

lymphoproliferative syndrome established after decades of latency and characterized by genetic

instability combined with checkpoint adaptation. A favorable environment enabling malignant

proliferation is dependent on the establishment of an immunosuppressive state. The viral protein Tax

plays a major role in these steps. HAM/TSP is an immune-mediated inflammatory disease associated

with the accumulation of HTLV-1-specific CD8+ T cells and infected CD4+ T cells in cerebrospinal

fluid and neural tissues. It is characterized by a chronic inflammatory state due to elevated cytokine

expression and production (reviewed in [111]). We wondered whether NMD downregulation, induced

for the early infective stage of HTLV-1, may play a role in the later steps of the infection and could

converge with ATL or HAM/TSP onset.

In 2015, genomic sequencing of 400 ATL samples showed that the mutation rate for ATL was

relatively high compared to other hematologic malignancies, with an average of 2.3 mutations per

mega base in coding regions [26,112]. Notably, transacting T cell-specific transcription factor GATA3,

which is required for multiple steps of T-cell differentiation in both developing thymocytes and

mature T cells, is commonly affected by nonsense and frameshift mutations. The authors suggest
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that these mutants confer altered protein function (possibly dominant negative functions due to

truncated proteins), rather than GATA3 haploinsufficiency. Most CCR4 and CCR7 mutations in

ATL-related proteins cause truncation of the cytoplasmic domain with gain of function. Moreover,

more than half of ATL cases have either nonsense or frameshift mutations in the components of

the class I MHC. Although the NMD sensitivity of mRNA resulting from these hotspot mutations

has not yet been analysed, these mutations seem to be promising targets, and NMD inhibition by

Tax and Rex might be an important parameter to consider. Of course, due to its quality control

function, NMD defects contribute to genetic instability; in combination with alternative splicing,

NMD tunes the level of many DNA repair factors [75,113,114]. Pancreatic squamous carcinoma cells

have mutations in the upf1 gene allowing the synthesis of mutated dominant negative p53, functionally

correlating NMD inhibition with cancer [115]. Loss-of-function or overexpression of NMD proteins is

also associated with several other cancer types, including colorectal cancer, hepatocellular carcinoma

and neuroblastoma [116–118]. NMD is also involved in the adaptation to stress response [119,120].

Hypoxia, amino acid depravation and reactive oxygen species production downregulate NMD,

which leads to the stabilization of transcripts such as activating transcription factor ATF4, ATF3,

ATF6, CCAAT-enhancer binding protein homologous protein (CHOP) and TNF receptor-associated

factor 2 (TRAF2), which re-establish homeostasis by the integrated stress response (ISR). It is now

acknowledged that tumour cells must adapt to microenvironment stresses such as these to proliferate.

In this context, it has been shown that NMD downregulation plays a role in this adaptation, promoting

tumorigenesis [121]. Moreover, it was also recently proposed that NMD tunes the immune response.

Impaired NMD in mice with forebrain-specific UPF2KO triggers immune response activation and

results in exacerbated neuroinflammation. The latter symptom was partially reversed upon UPF2

restoration [122]. In Arabidopsis, NMD downregulation due to bacterial infection has been shown to

control the turnover frequency of numerous TIR domain-containing, nucleotide-binding, leucine-rich

repeat (TNL) receptor mRNAs, inducing innate immunity. However, maintained NMD inhibition

by silencing NMD components deregulates homeostasis, leading to an autoimmunity phenotype

characterized by stunting, spontaneous formation of necrotic lesions, and elevated salicylic acid

levels [123]. The role of NMD in cancer and immunity likely depends on the tissues implicated and

the associated genomic stress, but the effects of its inhibition in HTLV-1 unrelated examples likely

converge with HLTV-1 phenotypes.

However, to clarify whether there is an effective link between NMD and HTLV-1-associated

pathologies, the status of NMD in the later stages of the infection and in patient cells, ATL and

HAM/TSP, has yet to be analysed. The absence of (+) strand transcription in most ATL cells due to

epigenetic repression and genomic alterations raises the following questions: Is the burst of (+) strand

expression sufficient to inhibit NMD? HBZ, the protein expressed from the HTLV-1 minus strand,

is a critical component of cell proliferation and tumorigenesis and maintains constant expression

during infection, in contrast to Tax and Rex; could it also be involved in NMD inhibition? NMD is also

sensitive to bivalent cation concentrations [124], and interestingly, ATL patients show hypercalcemia;

does this suggest that NMD can be constitutively inhibited? Without additional experimental data,

these questions remain unanswered.

4. Concluding Remarks

Although HTLV-1 infects its host on the long term and can spread into the organism by inducing

clonal expansion of infected cells, a strong immune response is usually directed against some of

its protein. Over the years, models were proposed to explain this apparent contradiction. However,

in these models, the intrinsic immunity operating within virus-infected cells, i.e., antiviral factors,

are usually put aside. The very persistence of the HTLV-1 infections suggests that these mechanisms

fail to restrict the virus or that HTLV-1 evolved countermeasures, if not completely, at least efficiently

enough to allow minimum expression. In this review we have presented that HTLV-1 depends on

a polycistronic RNA, which tends to have a long 3′UTR which is a critical NMD determinant. To protect
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its mRNA, HTLV-1 evolved independent mechanisms to trans-inhibit NMD through two viral proteins:

Tax and Rex. The strength of these countermeasures shows the size of the threat that NMD constitutes

for viral replication and the place of NMD among the cellular antiviral function. Those conclusions are

also supported by comparison with several other viruses, especially retroviruses and (+) RNA viruses,

which RNAs are also targeted by NMD and that evolved protective means [33,35–37,39–43,87,125–127].

It is important to note that the viruses that develop a trans-inhibition process against NMD, such as

HTLV-1 and potentially HIV, might only protect themselves progressively; before the viral inhibitor

is expressed at an adequate level and while viral mRNA are at low level during the early phase of

infection, the NMD would inhibit optimal viral replication as demonstrated with the mouse hepatitis

virus (MHV, a prototypic member of the betacoronaviridae, as SARS-CoV and MERSCoV), the plant

virus potato virus X (alfaflexiviridae) and turnip crinkle virus (Tombusviridae) [37,39]. The importance

of this initial slowdown of viral replication for the survival of the host on the long term is still unknown

but deserves further investigations.

However, while HTLV-1 and the host cell seem to be engaged in an arms race involving NMD,

we wonder which partner truly benefits from NMD inhibition during each steps of the infection.

The virus, in the early steps, because it is able to produce viral particles again? The host, since NMD

inhibition establishes the immune response? Is the apoptosis induced from NMD inhibition contributing

to the clonal selection involved in leukaemia emergence? Could the NMD activity be controlled by

an occasional burst of Tax expression and be involved in the latency exit as suggested with HIV [91]?

Similarly, does NMD inhibition contribute to the genetic instability and cell adaptation associated

with HTLV-1, as observed in NMD-related cancers? All these questions have yet to be addressed in

detail. It is also rather interesting to note that these questions could be asked in the context of other

antiviral processes where their activation could help HTLV-1 during clonal expansion. For instance,

it was observed that APOBEC family members generate nonsense mutations on the (+) strand of

the viral genome which favour the escape of HTLV-1-infected cells from the host immune system,

while the HBZ (-) strand is not affected. Supporting that point, APOBEC family members seem to be

more involved in the ATL progression than HAM/TSP in the actual literature.

Finally, multiple “NMD-like” processes have been recently discovered, and they depend on the

RNA helicase UPF1 and factors recognizing specific RNA features. In addition to NMD, UPF1 is involved

in replication-dependent histone mRNA decay, miRNA decay, glucocorticoid receptor-mediated mRNA

decay and regnase1-mediated mRNA decay (RMD) (reviewed in [128]). Since evidence has shown that

Tax inhibits UPF1 enzymatic activity by preventing its association with RNA [87], we can hypothesize

that other RNA decay pathways that depend on UPF1 are also likely altered, extending the impact

of UPF1 on HTLV-1 deregulation. Notably, RMD plays a critical role in immunity and inflammation

with the downregulation of multiple transcripts, such as IL-6, IL-2, IL-1b, tumour necrosis factor

receptor 2 (TNFR2), CD44, and the proto-oncogene c-Rel, which are also often characterized in HTLV-1

infection [111,129].

Considering HTLV-1 has already evolved counteracting measures to take advantage of the host

machinery, it is still a promising strategy to gain insights into these molecular biology processes to

better understand the virus biology and eventually develop efficient antiretroviral therapies.
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Abbreviation

HTLV-1 Human T cell leukaemia/lymphoma virus type 1.

ATL Adult T cell leukemia/lymphoma.

HAM/TSP HTLV-1 associated myelopathy/ tropical spastic paraparesis.

TRIM Tripartite motif-containing protein.

APOBEC Apolipoprotein B mRNA-editing enzyme catalytic polypeptide-like.

SAMHD1 SAM domain and HD domain-containing protein 1.

BTS2 Bone marrow stromal cell antigen 2.

ZAP Zinc finger Antiviral Protein.

NMD nonsense-mediated mRNA decay.

mRNP Ribonucleoprotein associated with mRNA.

UTR untranslated region.

PTC Premature termination codon.

EJC Exon-junction complex.

SMG1 PI3K SMG1 nonsense mediated mRNA decay associated PI3K related kinase.

CCR4-NOT The multi-subunit CCR4 (carbon catabolite repressor 4)-NOT (Negative on TATA) complex.

DCP1a/2 mRNA-decapping enzyme subunit 1a/2.

CREB-2/ATF4 C-AMP Response Element-binding protein 2/Activating transcription factor 4.
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