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RÉSUMÉ 

Les lentivirus sont un groupe de virus appartenant à la famille des Retroviridae. 
Le modèle par excellence pour l'étude des lentivirus est le virus de 
l'immunodéficience humaine (VIH) qui est l'agent causant le syndrome 
d'immunodéficience acquise ou SIDA. Les études réalisées sur les protéines du virus 
telles que Nef, Vpu, Tat et Rev ont permis de mieux connaître la biologie et les 
mécanismes de pathogenèse du VIH de type 1 (VIH-l). Le virus de 
l'immunodéficience bovine (VIB) est un lentivirus qui a servi de modèle d'étude de 
la protéine Tat du VIH. Bien que le VIH-l et le VIB appartiennent aux lentivirus, les 
maladies qu'ils causent sont très différentes. Le potentiel pathogénique du VIB est 
controversé et les mécanismes pathogéniques et la biologie du VIB ne sont pas encore 
bien connus. Seule la protéine Tat a été bien caractérisée. L'étude approfondie des 
autres protéines virales nécessaires à la réplication du virus comme la protéine Rev 
permettront de donner des outils nécessaires à la compréhension de la biologie du 
VIB et des mécanismes impliqués dans la pathogenèse des lentivirus. 

La protéine Rev a une fonction essentielle dans la réplication des lentivirus. Le 
rôle de Revest d'exporter les ARNs viraux non épissés et partiellement épissés du 
noyau au cytoplasme pour produire en outre les protéines nécessaires à l'assemblage 
des nouvelles particules virales. La protéine Rev du VIH-l contient minimalement 
quatre domaines fonctionnels importants: un domaine basique riche en arginines 
nécessaire à la liaison de l'ARN ou RBD qui contient des signaux de localisation 
nucléaire et nucléolaire (NLS et NoLS), un domaine riche en leucines nécessaire à 
l'exportation du complexe Rev-ARN (NES) et deux régions nécessaires à la 
multimérisation de Rev. Le but de ce projet est de caractériser moléculairement et 
biologiquement la protéine Rev du VIB. 

Dans ces travaux, nous rapportons la caractérisation des NLS et NoLS de la 
protéine Rev du VIB. Grâce à la transfection d'une série de protéines mutantes de Rev 
du VIB fusionnées à la enhanced green fluorescent protein (EGFP). Nous avons 
démontré que le NLS de la protéine Rev du VIB est bipartite. Ce type de NLS est le 
premier à être identifié dans la famille des protéines Rev des lentivirus/rétrovirus. De 
plus, nous avons déterminé que le NoLS était localisé entre les deux motifs basiques 
du NLS bipartite de Rev du VIB. Le NoLS de Rev du VIB est aussi unique et diffère 
de la séquence consensus rapportée pour d'autres protéines virales et/ou cellulaires, 
toute nature confondue. 

Pour l'importation au noyau, nous avons démontré que la protéine Rev du VIB est 
importée par la voie classique (importines a:~) et que les importines a3 et a5 sont 
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impliquées, fait qui contraste avec l'importation au noyau de la protéine Rev du VIH­
1. Nous avons aussi caractérisé le domaine d'exportation ou NES de Rev du VIB en 
déterminant que le mécanisme d'exportation était CRM l-dépendant de façon 
similaire que la proteine Rev du VIH-l. Nous avons aussi identifié les résidus qui 
composent le NES de la protéine Rev du VIB qui appartient au groupe de PK! NES et 
non à celui de Rev VIH-l NES, ce qui constitue une première chez les lentivirus. 

Pour compléter la caractérisation des domaines fonctionnels de la protéine Rev du 
VIB, les domaines de multimérisation et de liaison à l'ARN furent identifiés. Nous 
avons observé que Rev du VIB était capable de multimériser in vitro et in vivo dans le 
cytoplasme et deux régions impliquées dans cette fonction ont été identifiées. En plus, 
nous avons cartographié un domaine RBD bipartite chez Rev du VIB. Nous avons 
montré que le premier motif du RBD était situé dans la région centrale de la protéine 
et chevauchait le NoLS et le NLS bipartite alors que le deuxième motif était situé à 
l'extrémité C-terminale de la protéine Rev du VIB. 

En conclusion, les principaux domaines fonctionnels de la protéine Rev du VIB 
ont été caractérisés. Les résultats obtenus ont clairement démontré que la protéine 
Rev du VIB est unique chez les lentivirus et les rétrovirus. Les caractéristiques de la 
protéine Rev du VIB pourraient aider à expliquer en partie les profondes différences 
de pathogénicité observées chez les lentivirus. 

Mots-clés: VIB, Rev, NLS, NES, VIH 



INTRODUCTION 

Les lentivirus sont un groupe de virus appartenant à la famille des Retroviridae. 

Ils causent une grande variété de maladies dont certaines sont associées à une 

suppression du système immunitaire. Les lentivirus ont une grande variété d'hôtes 

chez les mammifères et le développement de maladies, la gravité et les mécanismes 

de pathogenèse varient selon le type de lentivirus et des hôtes qu'ils infectent. Les 

infections causées par les lentivirus peuvent être regroupées en trois catégories: 1) 

des infections caractérisées par la mort ou la récupération de l'animal sans récurrence 

de la maladie comme dans le cas de celle associée au «Jembrana disease virus» 

(.IDV, un lentivirus bovin); 2) des infections comme celle associée au virus de 

['anémie infectieuse équine (ElAV) qui produisent une phase clinique aigue suivie 

d'un période d'apparente récupération et ensuite de rechutes cliniques; et 3) des 

infections qui présentent de longues périodes d'incubation asymptomatiques, suivi 

d'une maladie à progression fatale comme dans le cas du virus de 

l'immunodéficience féline (VIF), de certains virus de l'immunodéficience simienne 

(VIS) et les virus de l'immunodéficience humaine (VIH) de type 1 et 2. Le VIH-l est 

l'agent causal du syndrome d'immunodéficience acquise ou SIDA, une infection qui 

est à l'état pandémique. On estime à 33,3 millions le nombre de personnes vivant 

avec le VIH et à environ 2,8 millions des nouvelles infections dans le monde 

seulement pendant l'année 2009. Les lentiviius les plus étudiés sont les lentivirus 

humains. La biologie moléculaire, les mécanismes des certaines protéines associées à 

la pathogenèse du VIH-1, le rôle des différentes protéines structurales comme Gag et 

Pol et les protéines nécessaires à la réplication du virus comme Tat, Rev, Nef et Vpu 

sont maintenant bien élucidés. 

La protéine Rev du VIH-1 était connue jusqu'à récemment comme une protéine 

accessoire lors du cycle réplicatif du VIH-1. Sa fonction était limitée au transport des 
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ARN viraux non épissés et partiellement épissés du noyau au cytoplasme pendant la 

phase tardive de l'infection. Les nouvelles études sur la protéine Rev du VIH-I ont 

montré qu'elle ne doit plus être considérée comme une protéine accessoire seulement, 

mais plutôt comme une protéine majeure impliquée dans le processus infectieux du 

virus. En effet, Revest capable d'inhiber l'intégration de l'ADN proviral, d'empêcher 

la réinfection de la cellule et d'augmenter les niveaux de transcription et 

d'encapsidation des nouvelles particules virales. 

Le virus d'immunodéficience bovine (VIB) est un lentivirus bovin qui a été utilisé 

comme modèle d'étude de la protéine Tat (nécessaire à la transcription des gènes 

viraux) du VIH. Le potentiel pathogénique du VIB est controversé si bien que les 

premières études ont associé le VIB. à une immunosuppression chez les animaux 

infectés alors que d'autres études n'ont pas établi une relation directe avec une 

maladie déterminée. Aussi, différentes études ont suggéré une prédisposition à des 

maladies opportunistes chez les animaux séropositifs pour le VIB. Par contre, peu est 

connu sur la biogenèse du VIB. 

Bien que la protéine Tat du VIB ait éte bien caractérisée dû à son homologie .avec 

la protéine Tat du VIH-I, les rôles des autres protéines nécessaires à la réplication 

comme la protéine Rev de même que ceux des autres protéines non structurales ne 

sont pas encore établis. La caractérisation moléculaire et biologique de la protéine 

Revest importante pour déterminer si le mécanisme d'action de Rev du VIB est 

similaire à celui établi pour les protéines Rev des autres lentivirus. Les études 

approfondies de la protéine Rev du VIB permettront d'aider à mieux comprendre les 

mécanismes fondamentaux de la biologie du VIB. Elles pourront possiblement 

résulter en une meilleure compréhension des différences qui existent entre deux virus 

qui appartient au même groupe de lentivirus en égard de leur capacité ou non de 

produire une maladie, soit" un virus très pathogénique comme le VIH-I et un virus 

non ou peu pathogénique comme le VIB. 
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Cette thèse comprend une revue de la littérature (Chapitre 1), les résultats obtenus 

pour la caractérisation des principaux domaines fonctionnels de la protéine Rev du 

VIB qui sont présentés sous la forme de trois articles scientifiques (Chapitres II, III et 

IV), une discussion générale (Chapitre V) et une conclusion. 



4 

CHAPITRE 1 

REVUE DE LA LITTÉRATURE 

1.1 CARACTERISTIQUES GÉNÉRALES DES RETROVIRUS 

Les rétrovirus sont des virus qui infectent les animaux. Ils causent une grande 

variété de maladies principalement associées à une suppression du système 

immunitaire et à la transformation des cellules de l 'hôte. La principale caractéristique 

de cette famille est la présence d'une transcriptase inverse (RT pour « reverse 

transcriptase »), enzyme qui transforme leur génome ARN en ADN double brin. Ce 

dernier est intégré de façon stable dans le génome de la cellule hôte, ce qui permet 

une transmission persistante du génome aux générations suivantes de cellules. -Une 

autre caractéristique spécifique des rétrovirus est que l' ARN viral est pris en charge 

complètement par la machinerie des ARN messager (ARNm) de la cellule hôte. La 

réplication du génome est initiée par un ARN de transfert (ARNt) et les retrovirus 

sont les seules qui ont une chaîne d'ARN simple brin à polarité positive et qui n'ont 

pas un c6mpoliement d'ARNm pendant la réplication (Coffin JM, 1997). 

La famille Retroviridae a été récemment divisée en sept genres: Alpharetrovirus, 

Betaretrovirus, Gammaretrovirus, Deltaretrovirus, Epsilonretrovirus, Spumavirus et 

Lentivirus (Pringle, 1999). Les virus des genres Alpharetrovirus, Betaretrovirus et 

Gammaretrovirus sont considérés comme des rétrovirus simples, leur génome codant 

seulement pour les protéines structurales et enzymatiques comme Gag, Pol, Pro, et 

Env. Les virus des genres Deltaretrovirus, Epsilonretrovirus, Spumavirus et 

Lentivirus sont plus complexes. Leur génome code pour les protéines structurales et 

aussi pour différentes protéines régulatrices et/ou accessoires. La classification est 

basée sur les similarités des séquences des acides aminés de la protéine RT. Comme 
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les virus des cinq premiers genres sont la cause de tumeurs et sont liés aux cancers de 

nombreux animaux, ils sont nommés rétrovirus oncogéniques (Goff, 2007). Les 

spumavirus ou «foamy viruses », quant à eux, produisent la vacuolisation et la 

fonnation de syncytia dans les cellules en culture et infectent différents ammaux 

incluant les primates (Calattini et al., 2006). 

Les Lentivirus sont un genre de virus qui ont une grande diversité d'hôtes chez les 

mammifères comme les bovins, les chats, les chevaux, les chèvres, les moutons et les 

primates (Desrosiers, 2007). Le genre inclut en autres deux lentivirus bovins, le virus 

de la maladie de Jembrana ou «Jembrana disease virus» JDV et le virus de 

l'immunodéficience bovine (VIB), et deux lentivirus de petits ruminants, soit ovin 

(<< maedi-visna virus », MMV) et caprin (<< Caprine arthritis encephalitis virus », 

CAEV). Le genre comprend aussi un virus équin (<< Equine infectious anemia virus », 

ElAV), le virus de l'immunodéficience des félins (VIF) et les virus de 

l'immunodéficience des primates dont font partie ceux du groupe des virus de 

l'immunodéficience SImIenne (VIS). Enfin, il y a aUSSI deux VIruS 

d'irnrnunodéficience humaine (VIH-1 et VIH-2). La découverte du VIH-1 cornrne 

agent causal du syndrome de l'immunodéficience acquise (SIDA) a permis une 

recherche intense sur les lentivirus et un intérêt grandissant sur les études biologiques 

et génétiques comparatives de tous les membres du genre des Lentivirus (Desrosiers, 

2007). 

Plusieurs éléments génétiques des différents types de lentivirus sont conservés 

même si le taux de mutation pendant la réplication est de l'ordre de 106
- 107 dans le 

génome viral intégré dans les cellules hôtes (Chakrabarti et al., 1987; Ji et Loeb, 

1994). Une des régions les plus conservées est le site de liaison du ARNtLys 

(ARNtLYS
) qui est une séquence de quinze nucléotides fortement conservée chez tous 

les lentivirus. Les autres éléments qui sont conservés sont la séquence riche en 

purines (appelée PPT pour «polypurine tract ») qui sert comme amorce pour la 
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synthèse du brin plus d'ADNe, l'élément de réponse à Rev (RRE : « Rev Responsive 

Element ») et l'élément Psi (Foley, 2000). 

1.2 LE VIRUS DE L'IMMUNODEFICIENCE BOVINE (VIB) 

En 1969, le Dr Cameron Seger a observé la détérioration progressive de la 

condition physique d'une vache gravide de 8 ans nommée R-29 qui présentait des 

signes cliniques de leucocytoses, une lymphadénopathie, des désordres neurologiques 

avec des lésions au niveau du système nerveux central et un amaigrissement 

progressif (Malmquist, Van der Maaten et Boothe, 1969). Le virus isolé à partir de R­

29 avait une morphologie similaire à celle des autres lentivirus et était capable de 

développer des signes pathologiques au niveau du système immunitaire chez les 

animaux infectés expérimentalement (Van der Maaten, Malmquist et Cheville, 1972). 

Le virus n'a pas été étudié jusqu'à la découverte du VIH en 1983 (Barre-Sinoussi et 

al., 1983). C'est suite à cela que le virus a été nommé officiellement virus de 

l'immunodéficience bovine ou VIE (Gonda et al., 1987). À la fin des années 1980, 

deux clones infectieux proviraux ont été obtenus: le VIE R-29 106 et le VIE R­

29 127. Ceux-ci ont servi aux études détaillées du virus en laboratoire (Gonda et al., 

1987; Garvey et al., 1990). Par la suite, deux nouvelles souches de VIE, FU12 et. 

FL491, ont été isolées pendant une étude faite en Floride aux Ét'l-ts-unis (Suarez et al., 

1993). 

Cependant, un autre lentivirus bovin, le JDV, présente un faible ruveau 

d'homologie (74%) avec la souche R-29 du VIE (Chadwick et al., 1995a). En plus, le 

JDV cause une maladie atypique qui affecte seulement le bétail de l'île de Bali. Cette 

maladie est caractérisée par de la fièvre, de la léthargie, de l'anorexie et une 

lymphoadénopathie. Une grande partie des animaux infectés meurent 1 à 2 semaines 

après l'infection (Chadwick et al., 1995b; Wilcox, Chadwick et Kertayadnya, 1995; 

Wareing et al., 1999). 
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1.2.1 Distribution et pathologie du VIB 

Les études de séroprévalence pour les infections par le VIE ont indiqué que le 

virus est distribué mondialement. Le virus a été détecté en Europe, Asie, Inde, 

Australie, Nouvelle-Zélande et en Amérique du Nord et du Sud (Gonzalez et al., 2008; 

Corredor, St-Louis et Archambault, 2010) . 

Les lentivirus à l'exception du JDV induisent une infection persistante de longue 

durée avec une forte réponse immunitaire. Les manifestations cliniques se produisent 

après une période d'incubation de plusieurs années. La maladie, une fois présente, 

affecte plusieurs organes et est caractérisée par un affaiblissement progressif et par 
.. 

une diminution de la réponse immunitaire envers des pathogènes opportunistes, 

pouvant conduire à la mort dans le cas du VIH (Walder et al., 1995; Meas et al., 2002; 

Desrosiers, 2007; Goff, 2007). 

La pathologie clinique de l'infection du VIE reste controversée. Il n'existe pas de 

relation directe entre la présence du VIB et un syndrome clinique très spécifique. Il se 

peut toutefois que la présence du virus rende les animaux plus susceptibles à des 

infections bactériennes ou virales. Différentes études ont démontré une liaison entre 

le virus et un état de maladie. Le bovin R-29 duquel le virus a été isolé initialement 

avait présenté des symptômes de lymphocytose, des lésions au niveau de système 

nerveux central et un amaigrissement progressif (Van der Maaten, Malmquist et 

Cheville, 1972). Des changements hématologiques et une lymphadénopathie avec 

hyperplasie folliculaire, des lésions au niveau de la peau, des méningo-encéphalites et 

la non réponse à des thérapies ont aussi été répertoriés chez le bétail naturellement et 

expérimentalement infecté avec le VIB (Braun et al., 1988; Martin et al., 1991; 

Carpenter et al., 1992; Onuma et al., 1992; Flaming et al., 1993; Rovid, Carpenter et 

Roth, 1995). Chez ces animaux, le virus est transcriptionellement actif et peut être 

isolé à partir des cellules mononucléaires du sang périphérique plusieurs années après 
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l'infection (Brownlie, Collins et Heaton, 1994; Baron et al., 1995). La présence 

d'infections bactériennes opportunistes et d'encéphalites a aussi été rapportée chez 

des animaux avec un titre elevé d'anticorps contre le VIB (Snider et al., 1996). 

Finalement, une étude a proposé une relation entre le VIB et le développement du 

syndrome paraplégique bovin (Walder et al., 1995), mais jusqu'à maintenant cette 

hypothèse reste sans confirmation. 

La relation directe du VIB avec une maladie spécifique chez les animaux a aussi 

été rendue controversée par la co-infection avec le virus de la leucémie bovine (VLB) 

qui appartient au genre des Deltaretrovinls. Un taux de co-infection VIB-VLB 

d'environ 4-9% a été rapporté chez différentes populations de bovins (Gonzalez et al., 

2007; Brujeni et al., 2010). Les facteurs environnementaux, la race de vaches ou les 

souches de virus VIB peuvent influencer la susceptibilité à l'infection par le VLB 

(Flaming et al., 1993; Flaming et al., 1997). Le VLB produit une leucémie létale chez 

les vaches caractérisée par une augmentation du nombre des lymphocytes B au 

niveau du sang périphérique. La prévalence du VLB est élevée dans diverses régions 

du monde, incluant les Etats-Unis où les pertes économiques dues au bétail infecté 

par le VLB ont été estimées à $ 525 millions en 2003 (Gillet et al., 2007). 

À l'heure actuelle, l'importance du VIB pour la santé animale reste difficile à 

établir vu la vie brève du bétail, l'absence de maladie clinique chez les animaux 

infectés et le nombre peu élevé d'isolats disponibles. Néanmoins, l'infection au VIB 

pourrait entraîner un impact économique puisqu'il semble associé à une perte de 

poids, une diminution de la production de lait et des maladies opportunistes chez le 

bétail (McNab, Jacobs et Smith, 1994). 

Bien que le lapin puisse être infecté par le VIB, les études chez cette espèce sont 

controversées. Des études ont démontré que les lapins infectés expérimentalement 

développent une forte réponse immunitaire à l'infection par le VIB avec des 
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lymphadénopathies bénignes sans toutefois montrer des signes apparents de maladie 

(Pifat et al., 1992; Van Der Maaten et Whetstone, 1992; Fischer et al., 1994; Abed et 

al., 1999; Abed et Archambault, 2000). Une autre étude a démontré le développement 

d'une maladie caractérisée par une dysfonction du système immunitaire qui conduit à 

la mort des animaux par un mécanisme similaire à celui des lentivirus comme les 

VIH 1 et 2 chez l'homme, le VIS et le VIF (Kalvatchev et al., 1995). 

1.2.2 Tropisme du VIB 

Comme pour les autres lentivirus, le VIE présente un tropisme spécifique pour les 

cellules de lignée lymphoïde, les monocytes/macrophages (Carpenter et al., 1992; 

Onuma et al., 1992; Pifat et al., 1992) et plus particulièrement pour les lignées de 

cellules B (Whetstone et al., 1997). ln vivo, les bovins (Bos taurus) et les ovins sont 

infectés naturellement. Des anticorps contre le VIE ont été détectés chez les moutons 

et les chèvres mais dans les premières études, ni le virus ni la présence de l'ADN 

proviral n'ont été mis en évidence (Whetstone, VanDerMaaten et Miller, 1991; Smith 

et Jacobs, 1993; Jacobs et al., 1994). Récemment, une étude a démontré la présence 

d'ADN proviral chez des chèvres infectées expérimentalement avec le VIE 

(Lymans'ka et al., 2007). Les lapins expérimentalement infectés avec le VIE 

présentent des altérations de la réponse immunitaire (Onuma et al., 1990; Pifat et al., 

1992; Van Der Maaten et Whetstone, 1992; Archambault et al., 1993; Hirai et al., 

1994). L'ADN viral a été isolé à partir de cellules mononucléaires périphériques, de 

cellules de la rate, des ganglions lymphatiques, des poumons, du sperme et du 

cerveau d'animaux malades (Gonda et al., 1990; Pifat et al., 1992; Nash, Hanson et St 

Cyr Coats, 1995b; Nash, Hanson et St Cyr Coats, 1995a; Zhang et al., 1997a; Baron 

et al., 1998). 

Des souns transgéniques contenant dans leur génome le provlrus du VIE 

montrent une méningo-encéphalite associée à un taux de mortalité de 50% (Gonda et 
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al., 1994). Ce neurotropisme a aussi été observé chez des souris infectées par le VIH 

1 et 2 (Leonard et al., 1988). Par contre, les souris, les rats et les cobayes ne sont pas 

susceptibles à l'infection naturelle par le VIE (Gonda, 1992). Une étude récente a 

démontré que le VIE peut infecter le bétail de l'île de Bali (Bos javanicus). 

L'infection montre un pic maximal de réplication juste. après l'infection par le VIE, 

mais le virus comme chez Bos taurus ne produit pas de maladie visible chez Bos 

javanicus (McNab et al., 2010). 

In vitro, le VIE est capable d'infecter une variété de cellules adhérentes et en 

suspension qui proviennent de différents tissus et de différentes espèces animales. 

Dans. des cellules similaires aux fibroblastes, le VIE induit la formation de syncytia 

(cellules multinucléées suite à la fusion de plusieurs cellules). Des infections 

produisant des virions infectieux ont été générées à partir de cultures primaires 

bovines de cellules embryonnaires, de cellules de rate, de cerveau, de poumons, de 

thymus, de reins et de testicules (Gonda et al., 1987). De plus, différentes lignées 

cellulaires stables ont été infectées avec le VIB, comme les cellules fœtales de 

thymus canin (Cf2Th), les cellules d'épithélium embryonnaire du lapin (EREp) et 

plusieurs lignées d'origine bovine (Gonda et aL, 1990). Cependant, seules les cellules 

Cf2Th sont capables de maintenir une infection de longue durée (Bouillant, 

Ruckerbauer et Nielsen, 1989; Gonda et al., 1990). Finalement, le VIE est incapable 

d'infecter des cellules humaines en èulture (Kashanchi et al., 1991; Whetstone et al., 

1992). 

1.2.3 Mode de transmission du VIB 

Le mode de transmission naturelle du VIE n'a pas été établi jusqu'à maintenant, 

mais il serait similaire aux autres lentivirus, c'est-à-dire par l'échange de fluides 

biologiques. Le virus a été retrouvé dans le colostrum (Meas et al., 2002), le sperme 

(Nash, Hanson et St Cyr Coats, 1995a), (Gradil et aL, 1999), le lait et le sang (Nash, 
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Hanson et St Cyr Coats, 1995b). Le VIE peut être transmis expérimentalement par 

l'inoculation intraveineuse de matériel infecté comme du sang ou des cellules (Belloc 

et aL, 1996; Snider et aL, 1997). Des études récentes ont mis en évidence la 

transmission verticale du VIE chez les vaches (Moody et aL, 2002) ainsi que de la co­

infection avec le VLB (Meas et aL, 2002). Par contre, les facteurs tels la transmission 

materno-fœtale, la charge virale maternelle pendant la gestation ou les mois de 

gestation les plus susceptibles à l'infection n'ont pas encore été déterminés. 

1.2.4 Morphologie et organisation du génome du VIB 

1.2.4.1 Morphologie du VIE 

Le VIE est un virus enveloppé de 120-130 nrn de diamètre avec une structure 

similaire aux autres lentivirus (voir Figure 1). L'enveloppe virale est constituée de 

deux protéines, une de surface (SU), la gplOO, et une transmembranaire (TM), la 

gp45. L'enveloppe virale porte des projections de 10 nm de diamètre (Gonda et aL, 

1987). Elle recouvre la capside (CA), constituée de la protéine p26, et la 

nucléocapside (NC), constituée de la protéine p7. La nucléocapside protège le 

génome viral (Gonda et aL, 1994; St-Louis, Cojocariu et Archambault, 2004). 

Le génome du VIE comporte deux molécules d'ARN simple brin à polarité 

positive d'environ 8,5 kb associés aux protéines p7 et p 13 et à une molécule d'ARNt 

qui sert d'amorce pour la synthèse du provirus (Gonda et al., 1994). Les ARN 

forment des dimères grâce à l'interaction entre les deux séquences d'une région 

nommée «dimer linkage structure» (DLS). Les ARN génomiques des rétrovirus 

présentent des caractéristiques spécifiques des ARNm cellulaires comme une coiffe à 

l'extrémité 5' (m7G5') et une queue polyA à l'extrémité 3' (environ 200 nt) (Goff, 

2007). Cette ressemblance avec les ARN cellulaires protège les ARN rétroviraux des 

attaques des nucléases cellulaires une fois qu'ils sont rentrés dans la cellule hôte. 



12 

Le génome du VIB possède les gènes structuraux rétroviraux obligatoires: gag, 

pol et env, et les longues répétitions terminales (LTR pour « long terminal repeat ») 

localisées à chacune des extrémités du génome (voir Figure 1.1). Le génome contient 

aussi six gènes accessoires non structuraux: vif, tat, rev, vpw, vpy et tmx (Gonda et al., 

1987; Garvey et al., 1990; Oberste, Greenwood et Gonda, 1991; Oberste et Gonda, 

1992; Oberste et al., 1993; Gonda et al., 1994; Belloc et al., 1996). 

1.2.4.2 Les LTR du VIB 

La régulation de la réplication du VIB est dépendante de facteurs cellulaires et 

viraux qui sont capables d'interagir avec les LTR viraux. L'organisation des LTR du· 

VIB est similaire aux autres rétrovirus et contient les régions U3, R et U5 (Goff, 

2007). Le LTR est localisé à chaque extrémité du génome proviral. Chaque LTR 

contient de 587 à 589 nucléotides (nt) pour les clones moléculaires VIB R-29 127 et 

VIB R-29 106, respectivement (Garvey et al., 1990). Les LTR du VIB contiennent 

des séquences de liaison pour des facteurs de transcription eucaryotiques comme NF­

KB,Sp1, AP-1, AP-4, TATA et CAAT. Tous ces éléments sont essentiels pour la 

fonction du LTR du VIB (Corredor, St-Louis et Archambault, 2010). La région U3 

des LTR contient les signaux d'initiation, d'amplification « enhancer » et de 

terminaison de la transcription. À la jonction U3-R se trouve le site d'initiation de la 

transcription +1. Dans la région R se trouve la séquence TAR (élément de réponse à 

Tat) qui est présente dans tous les transcrits viraux. La protéine Tat se 1ie à TAR et 

augmente l'expression des différents gènes viraux. Tous les transcrits viraux ont des 

régions non traduites que sont la séquence leader présente dans U5 et une queue 

polyA transcrite à partir du LTR en 3' (Gonda et al., 1994; Corredor, St-Louis et 

Archambault, 2010). 

Une nouvelle séquence de LTR (LTRn) a été identifiée récemment. Elle a été 

obtenue à partir de virions originaire de la rate de lapins quelque 3 ans suivant une 
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infection expérimentale. A la différence du LTR sauvage (WT « wild type »), le 

LTRn contient dans sa région U3 deux mutations aux positions -135 et -114 qui 

provoquent in vitro une activité trasncriptiorielle de la protéine Tat plus forte que le 

LTR WT (Cojocariu, St-Louis et Archambault, 2009). 

A. 

Capsid 

B 

BIV 

IS'LTR 11r-, P_D_'__---' env 
revgag 

lai 
L--_.l-------"" 

Figure 1.1 Morphologie du VIB. Schéma de la morphologie du VIB. L'enveloppe 
virale est composée de la glycoprotéine de surface gp 100 et de la glycoprotéine 
transmembranaire gp45. La matrice virale est constituée par la protéine p16. La 
capside est composée de la protéine p26 et renferme les deux molécules d' ARN, la 
protéase PR, l'intégrase IN, la transcriptase inverse RT et la nucléocapside Ne. B. Le 
génome proviral du VIB; composé des deux LTR localisés dans les extrémités du 
génome, les trois gènes structuraux gag, pol et env et les six gènes accessoires: vif, 
vpw, vpy, tat, rev, tmx. (St-Louis, Cojocariu et Archambault, 2004; Desrosiers, 2007; 
Goff,2007) 

1.2.4.3 Les gènes structuraux 

Les gènes structuraux du VIB (gag, pol et env) codent pour les précurseurs des 

polyprotéines qui génèrent les protéines structurales Gag et Env et les enzymes 

virales (transcriptase inverse, intégrase et protéase). 
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gag. Le gène gag (pour group antigen-associated gene) est localisé en position 3' 

du LTR 5' et code pour un précurseur protéique Gag (Gag Pr53) qui sert à 

l'assemblage de l'ARN génomique et à la formation de la particule virale (Battles et 

al., 1992). Le précurseur Gag chez le VIB est clivé par la protéase virale, de sorte que 

trois protéines principales sont générées: la protéine de la matrice (MA) ou p16, de la 

capside (CA) ou p26 et de la nucléocapside (NC) ou p13. Trois autres petites 

protéines p2L, p3 et p2 sont aussi générées (Rasmussen et al., 1990; Battles et aL, 

1992; Tobin et aL, 1994). La protéine MA est associée à la couche interne de 

l'enveloppe virale tandis que la protéine CA forme une coquille qui entoure le 

complexe ARN-NC et contient des épitopes majeurs reconnus par les anticorps de 

l'hôte (Whetstone, VanDerMaaten ~t Miller, 1991; Atkinson, Liu et Wood, 1992). Le 

précurseur Gag Pr53 contient également une séquence d'espacement entre CA et NC 

ainsi qu'un motif en doigt de zinc qui permet la liaison à l'ARN génomique pour 

former la nucléocapside et qui est essentiel à l'assemblage du VIB (Gonda et aL, 

1994; Guo et aL, 2004). 

pol. La séquence du gène pol chevauche celle du gène gag. Le gène pol code pour 

un précurseur protéique Prl70. Pendant la transcription du gène gag, un décalage de ­

1 nucléotide dans le cadre de lecture permet la transcription du gène pol (Battles et aL, 

1992). Le précurseur Prl70 est clivé par des protéases cellulaires en trois protéines: 

la protéase (PR), la transcriptase inverse (RT) et l'intégrase (IN) (Gonda et aL, 1994). 

La fonction de la PR est de cliver le précurseur Gag53. Pour tous les lentivirus, la RT 

a deux fonctions: une de polymérase pour la synthèse de l'ADN à partir de [' ARN 

génomique viral et une de RNase H pour la dégradation de l'ARN génomique viral 

une fois que le premier brin de l'ADN est produit (Clements et Zink, 1996; Avidan, 

Bochner et Hizi, 2006). La RT du VIB semble être moins fidèle que la RT du VIH-1. 

Deux types de RT ont été décrits chez le VIB, une forme courte ou RT-I composée 

de 546 acides aminés (aa) et une forme longue RT-2 de 620 aa (Avidan, Bochner et 

Hizi, 2006). La forme RT-2 est fonctionnellement moins active que l'isoforme courte. 
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Une explication possible est que les 74 aa supplémentaires localisés dans la partie C­

terminale de RT-2 peuvent affecter la fonction catalytique de l'enzyme (Avidan, 

Bochner et Hizi, 2006). En plus, cette séquence de 74 aa montre une homologie avec 

la. deoxyuridine S'-triphosphate pyrophosphatase (dUTPases) des autres lentivirus 

comme VIF et ElA V (EIder et aL, 1992; Threadgill et aL, 1993). Cependant, la 

fonction biologique des 74 aa supplémentaires de RT-2 est inconnue. Finalement, 

plusieurs isoformes de l'IN du BIV ont été décrites. L'IN est capable d'identifier 

l'ADN proviral produit par la RT et de l'intégrer dans le génome de la cellule hôte 

(Avidan et Hizi, 2008). D'autre part, le co-activateur transcriptionel LEDGF/p75, un 

des principaux partenaires cellulaires de l'IN du VIH-I, interagit aussi avec l'IN du 

VIE et est nécessaire pour une réplication virale efficace (Cherepanov, 2007; 

Engelman et Cherepanov, 2008). 

env. Le gène env code pour un précurseur protéique, le Pr145 (145 kDa). Le 

précurseur Prl45 est clivé par des protéases cellu laires en deux protéines de 

l'enveloppe virale, la gp100 (SU) et la gp 45 (TM) (Rasmussen, Greenwood et Gonda, 

1992). Les protéines SU et TM sont liées par un pont disulfure. La protéine SU est 

nécessaire à la liaison avec les récepteurs de la cellule hôte et de cette façon 

détermine le tropisme cellulaire du virus. La protéine TM permet l'ancrage du 

complexe Env dans la bicouche lipidique et facilite la fusion entre les membranes 

virale et cellulaire (Goff, 2007). La protéine TM serait responsable de la formation de 

syncytia dans les cellules en culture infectées par VIE (Gonda et aL, 1994; Chirmule 

et Pahwa, 1996). 

Une réponse immunitaire avec production d'anticorps est une des caractéristiques 

de l'infection par le VIE. De la même façon que la protéine de capside p24 du VIH 

chez 1'homme (Gaines et aL, 1987), la protéine de capside du VIE est associée à 

l'induction d'une forte réponse immunitaire chez les animaux infectés 

expérimentalement avec le VIE (Whetstone, VanDerMaaten et Black, 1990). 
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Toutefois, la réactivité immunitaire générée par p26 décroît avec le temps, jusqu'à 

des niveaux non détectables 1,5 à 2,5 ans après l'infection. Par contre, les anticorps 

dirigés contre la protéine TM, qui apparaissent plus tard que ceux dirigés contre p26, 

persistent pour plus de 3,5 à 4 ans chez les animaux infectés par le VIB (Isaacson et 

al., 1995; Abed et aL, 1999; Abed et Archambault, 2000). 

1.2.4.4 Les gènes accessoires 

En plus des gènes structuraux, les lentivirus ont deux gènes régulateurs et jusqu'à 

quatre gènes accessoires. Les gènes régulateurs et accessoires du VIB au nombre de 

six sont localisés entre le gène pol et J'extrémité 3' du génome viral et sont nommés 

tat, rev, vif, vpw, vpy et tmx (Gonda et al., 1987; Garvey et al., 1990; Oberste, 

Greenwood et Gonda, 1991; Oberste et Gonda, 1992; Oberste et aL, 1993; Gonda et 

aL, 1994) (voir Figure 1.1). Chez les lentivirus, l'ensemble de ces gènes régule la 

transcription, la traduction et différents aspects de la pathogenèse virale (Cullen, 

1991 ). 

tat. Le gene tat code pour la protéine Tat CP 14) du VIB qui est traduite à partir 

d'un ARNm épissé composé d'une séquence leader non traduite (exon 1) et de deux 

exons (exons 2 et 3) (Liu, Sheridan et Wood, 1992; Pallansch, Lackman-Smith et 

Gonda, 1992; Fong et al., 1995; Fong et al., 1997). L'exon 2 produit une protéine de 

103 aa (Tat 103), laquelle est suffisante pour activer le LTR du VIB (Fong et aL, 

1997). Néanmoins, l'épissage alternatif peut générer plus d'une fonne d'ARN de tat. 

Chez le VIB, les protéines Tat 108 Cl 08 aa) et Tat 236 (236 aa) ont été décrites (Fong 

et al., 1997; St-Louis, Abed et Archambault, 2005). La protéine Tat 108 est composée 

des premiers 98 aa codés par l'exon 2 et de 10 aa codés par l'exon 3. La protéine Tat 

236 est composée des premiers 98 aa de la Tat 103 ou 108 et de 130 aa codés à partir 

de la séquence du gène rev (St-Louis, Abed et Archambault, 2005). 
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Tat est la protéine du VIB la plus étudiée jusqu'à maintenant et ses domaines 

fonctionnels ont été très bien caractérisés (Liu, Sheridan et Wood, 1992; Chen et 

Frankel, 1994; Fong et al., 1997). Tat du VIB est une phosphoprotéine localisée dans 

le noyau et le nucléole des cellules infectées. Le rôle principal de la protéine Tat est la 

transactivation du LTR afin d'augmenter et réguler l'expression virale. La protéine 

Tat se lie sur l'élément de réponse à Tat (TAR) dans le LTR pour accomplir sa 

fonction (Fong et al., 1995; Fong et al., 1997). La protéine Tat 236 a une activité 

transactivatrice du LTR du VIE plus forte que les protéines Tat 103 et Tat 108 

Uusqu'à 3 fois), et la présence du domaine basique de Revest responsable de 

l'activité accrue de Tat236 (St-Louis, Abed et Archambault, 2005). 

La protéine Tat du VIB affecte également la modulation de l'expression de gènes 

cellulaires et induit l'apoptose (Gunnery, Green et Mathews, 1992; McCloskey et al., 

1997). Des études récentes in vitro ont démontré que la protéine Tat du VIB est 

capable d'induire l'apoptose par l'altération de la dynamique des microtubules (Xuan 

et al., 2008). L'induction de l'apoptose par la protéine Tat du VIH-l a été démontrée 

par l'activation de la cytokine TRAIL (<< Tumor Necrosis Factor-Related Apoptosis­

Induced Ligand ») dans des cellules mononucléaires sanguines. TRAIL est capable de 

détruire les cellules non infectées via le réseau des microtubules. Tat du VIH-1 de fait 

est capable de se lier au complexe microtubules/tubuline par son domaine central et 

de stimuler la voie apoptotique dépendante des mitochondries (de Mareuil et al., 2005; 

Giacca, 2005; Huo et al., 2011). Tat peut également produire l'activation de Bimqui 

appartient à la famille des facteurs pro-apoptotiques Bcl-2 et qui est un transducteur 

des signaux de mort (Chen et al., 2002). 

Il a été démontré in vitro que la protéine Tat du VIB, comme celle du VIH, en 

fusion avec la GFP, a un effet paracrine. Elle est capable d'entrer dans les cellules 

grâce à son domaine riche en arginines, d'activer le LTR et moduler la transcription, 

dépendante du facteur NF-KB. Ces résultats suggèrent que Tat du VIB serait capable 
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de modifier l'environment cellulaire pour faciliter la réplication et la dispersion du 

virus (Deng et al., 2008). Ce mécanisme d'action de Tat a été aussi rapporté pour les 

protéines Tat des virus VIH-l et JDV (Frankel et Pabo, 1988; Futaki et al., 2001; 

Deng et al., 2006). Tat du VIH-1 est libérée dans le milieu extracellulaire par les 

cellules infectées et est probablement capable d'exercer des activités paracrines et 

autocrines pour faciliter la survie, la dispersion et la pathogénicité du VIH. Tat du 

VIH-1 est assimilée par un mécanisme d'endocytose, par les cellules grâce à son 

domaine riche en arginines (ou ARM : RKKRRQRRR) (Jeang, Xiao et Rich, 1999). 

Tat VIH-1 peut rentrer dans des cellules infectées non actives, aller au noyau et 

activer la transcription des différents gènes viraux ou entrer dans des cellules non 

infectées et activer l'expression des gènes cellulaires comme l'interleukine 6 (IL-6), 

le facteur de nécrose tumorale alpha (TNFa) et le facteur nucléaire NF-kB. Tat VIH-l 

est également capable de stimuler l'angiogenèse par les cellules endothéliales suite à 

une interaction avec le facteur de croissance endothélial vasculaire (VEGF) 

(Seelamgari et al., 2004). 

rev. Le gène rev est aussi impliqué dans la régulation de l'expression des gènes 

viraux. La protéine Revest produite à partir d'un ARNm multi-épissé qui contient la 

séquence leader non traduite (exon 1) et 2 exons codants (exons 2 et 3) localisés de 

chaque côté du gène env du génome proviral du VlB (Oberste et al., 1993). La 

protéine est produite dans la première phase de l'infection et est présente chez tous 

les lentivirus (Oberste et al., 1993). La protéine Rev du VIB (23 kDa) est une 

phosphoprotéine de 186 aa qui est localisée dans le noyau et le nucléole des cellules 

infectées (Oberste et al., 1993). Elle est prédite pour accomplir la même fonction 

essentielle que celle de Rev du VIH-1 (Oberste et al., 1993). Rev du VIH-1 a pour 

fonction primordiale le transport des AR1"ls non épissés et partiellement épissés du 

noyau vers le cytoplasme via sa liaison avec le RRE qui est présent dans tous ces 

AR1"l viraux (Pollard et Malim, 1998) (en détail plus loin). Le RRE a été localisé dans 

!'intron du gène env et est composé de 312 nucléotides (nt) (Molina et al., 2002). Les 



19 

séquences nécessaires pour la liaison de Rev ou encore la prédiction de la structure 

secondaire du RRE ne sont pas encore élucidées. 

vif. Le gène vifdu VIB produit une protéine de 23 kDa. La fonction spécifique de 

Vif dans le VIB n'est pas connue mais la présence de motifs conservés entre les 

différents lentivirus suggère une conservation de sa fonction (Gonda et al., 1994). Vif 

aide à l'assemblage de nouvelles particules virales chez le VIH, mais sa principale 

fonction est d'inhiber la protéine cellulaire nommée APÜBEC3G. Cette protéine est 

capable de produire la déamination du génome viral, donc une hypermutation, et la 

dégradation du génome grâce à l'action des « uracile DNA glycosidase» cellulaires. 

(von Schwedler et al., 1993; Hoglund et al., 1994). De plus, Vif stabiliserait le 

complexe proviral pendant le début de la rétrotranscription et serait important pour la 

réplication in vivo du virus CAEV (Harmache et al., 1995; Seelamgari et al., 2004). 

tmx. Le gène tmx (Transmembranaire x, en référence à sa localisation dans le 

génome) est localisé entre la région codant pour la protéine TM et le LTR en 3' et 

code pour une protéine de 19 kDa. Sa fonction chez le VIB n'est pas connue, mais 

tmx serait un équivalent de nef, retrouvé chez les lentivirus primates. La protéine Nef 

est considérée comme un marqueur spécifique de la maladie in vivo. En effet, la perte 

de la fonction de Nef est associée à une baisse de la charge virale chez les personnes 

séropositives et la non progression du SIDA. Sa fonction est capitale pour la 

coordination efficace de la rétrotranscription et de la diminution des récepteurs CD4 

et des molécules du complexe majeur d'histocompatibilité de classe 1. Nef a aussi la 

capacité d'augmenter l'infectivité du virus et de moduler les voies de signalisation 

dans les lymphocytes et les macrophages (Schwartz et al., 1995; Marsh, 1999; 

Seelamgari et al., 2004). 

vpw et vpy. Les gènes vpw et vpy sont présents uniquement chez le VIB. Ces 

gènes sont localisés dans la partie centrale du génome. Leur fonction est inconnue 
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mais leur localisation dans le génome suggère une homologie fonctionnelle avec les 

protéines Vpu et Vpr du VIH avec une homologie de séquence de 68% et 47% 

respectivement. La protéine Vpu a deux principales fonctions dans le cycle viral. : 

elle induit la dégradation des récepteurs CD4 par la voie de l'ubiquitinine et 

augmente la libération des virions à partir des cellules infectées (Schubert et al., 1998; 

Seelamgari et al., 2004). La protéine Vpr transporte au noyau le complexe de pré­

intégration au début de l'infection. Dans l'étape tardive de la réplication virale, elle 

est responsable de l'arrêt du cycle cellulaire (Gragerov et al., 1998; Seelamgari et al., 

2004). 

1.2.5 Cycle viral 

Le VIE est un rétrovirus exogène avec un cycle de réplication virale similaire aux 

autres lentivirus (voir Figure 1.2). Le cycle viral débute par l'interaction de la 

protéine de surface SU avec le récepteur cellulaire. Même si dans le cas du VIB le 

récepteur n'a pas été bien décrit, sa ressemblance avec le VIH suggère qu'il s'agit du 

récepteur CD4 présent sur la membrane des cellules cibles et de co-récepteurs. Les 

virus VIS et le VIF utilisent aussi les. récepteurs CD4 pour l'entrée du virus 

(Desrosiers, 2007). Les co-récepteurs sont des récepteurs naturels aux chimiokines 13 

appartenant à une famille de protéines à sept domaines transmembranaires et 

associées à des protéines G. Les plus connues sont la fusine, ou CXCR4, et CCR5. 

Les lymphocytes T primaires et les cellules dendritiques possèdent les co-récepteurs 

CXCR4 et CCR5 alors que les lignées T expriment exclusivement CXCR4 et les 

macrophages, CCR5. Le VIH est divisé en deux types de souches: R5 (CCR5) et R4 

(CXC4) (Berger et al., 1998). La molécule CCR5 est le principal co-récepteur pour le 

VIH (Alkhatib et al., 1996; Clapham et McKnight, 2002). Une étude a démontré que 

les fibroblastes de poumon bovin présentent le récepteur CCR5 et que le VIE 

utiliserait ce récepteur pour entrer dans la cellule hôte (Wright, Mleczko et Coats, 

2002). 
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La liaison de SU avec le récepteur déclenche le changement final de conformation 

de la glycoprotéine virale de surface, permettant à la protéine transmembranaire TM 

de s'insérer dans la membrane cellulaire et d'induire le processus de fusion 

membranaire. De la même façon que le VIH, après la pénétration du virus dans la 

cellule hôte, les protéines Env resteraient insérées dans la bicouche lipidique à la 

surface de la cellule infectée, alors que le nucléoïde viral est libéré dans le cytoplasme. 

Le nucléoïde est constitué de la protéine CA, de la protéine NC et de l'ARN 

génomique viral et est nommé nucléo-complexe (Goff, 2007). Enfin, la décapsidation 

du virus, par dissociation des protéines de la capside, permet au matériel génétique de 

se retrouver directement en contact avec le cytosoL Avant ['insertion dans le génome 

de la cellule hôte, l'ARN viral doit subir une étape de transcription inverse (Gonda et 

al., 1994). 

Le génome viral est composé de deux molécules d'ARN simple brin, avec la 

presénce d'une molécule d'ARNtLys cellulaire qui sert d'amorce à la RT pour la 

synthèse de l'ADN à partir de l'ARN viral. L'ARNt1ys contient un triplet de 

nucléotides qui est complémentaire à un triplet dans le génome d'ARN viral (Goff, 

2007). Le processus de transcription inverse est commun à tous les rétrovirus, mais la 

structure et la séquence des aa de la RT est variable (Quinones-Mateu et aL, 1996; 

Cooper et aL, 1999). La transcription inverse est la synthèse d'un ADN double brin à 

partir du brin d'ARN. Ce phénomène est couplé à la dégradation de l'ARN d'origine. 

Cette étape est initiée dans la particule virale et s'achève dans le cytoplasme de la 

cellule infectée (Zhang et al., 1993). 



22 

4. Transcription
3. Dècapsidation'"""". '"té/@ 

?. ;,J LTR 1 pr()\'Ü11S ILTR 0<: ~ 
2. Pénétration 

5 TranSCriPtionï "".. 6. Transcription ~ 
initiale R.R.E Tardive 

mRNA ~ ::::.:: ga<,-[Joi • 0 

~ -----= ~n\' 
C l / g~IlOI\l~'w 

12. Maturation Tat 0 0	 '~.Exportationo	 desARN 
• 0 

- '"i	 000_ ·	 0°.· ~a :~ Re\" 1 Traduction 

.~ ./C" ~ ,~tID	 08 

.~ •• ~~ ,"". Q(JfJ. " 
, J"'T'''\'' ~r"- •• • •• ~l 

/ 10. Bourgeonnement ~~ ri. A ~ ~ 
~7_J"	 0,.. $ 1§!ll .~ 

9 Asse mblage	 1. Interaction avec 
les récepteurs cellulaires 

11 Particule virale
 
immature
 

Figure 1.2. Cycle de réplication des lentivirus. 1. Les particules virales 
interagissent avec les récepteurs cellulaires. 2. La membrane cellulaire et l'enveloppe 
virale fusionnent, ce qui permet la pénétration de la capside virale. 3. La 
décapsidation libère le génome viral dans le cytoplasme. 4. L'ARN viral est 
rétrotranscrit et l'ADN proviral est intégré dans le génome cellulaire. 5. La 
transcription initiale du génome proviral permet la production des protéines 
régulatrices Tat et Rev. 6. Transcription tardive: Tat transactive le LTR et active la 
transcription des gènes structuraux et accessoires, 7. Transport au cytoplasme des 
ARN dépendants de Rev. 8. Traduction des protéines structurales. 9. Assemblage des 
virions. 10. Libération des particules virales par bourgeonnement. 11 et 12. 
Maturation des particules virales (St-Louis, Cojocariu et Archambault, 2004). 

La première étape de la transcription inverse est l'alignement de l'ARNtLysau site 

localisé à la fin de l'extrémité 5' du génome viral (séquence PBS) (Le Grice, 2003). 

L'enzyme RT forme un complexe avec l'ARNtLys et la rétrotranscription commence 

au niveau du site de liaison de l'amorce jusqu'à la coiffe 5' du génome viral (Voir 

Figure 1.3). Ce premier ADN simple brin (ADNss) sert d'amorce pour compléter la 



--

- ------

23 

transcription du génome viral. Le domaine RNAse H de la RT dégrade l'ARNtLys et 

libère l'ADNss. L'ADNss est complémentaire à la région 3'R et sert d'amorce pour 

la synthèse complète de l'ADN viral simple brin à polarité négative (Berkhout et al., 

2001; Goff, 2007). L'ARN viral est dégradé après la synthèse de l'ADNss, mais la 

séquence de polypurines localisée dans la région U3 de l'extrémité 5' n'est pas 

dégradée (Roda et aL, 2003). Cette séquence d'ARN sert d'amorce pour la synthèse 

du brin positif de l'ADN. Le processus de génération de l'ADNss positif à partir de 

l'ADNss négatif est aussi réalisé par la RT (Roda et al., 2003; Goff, 2007). 
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Figure 1.3, Rétrotranscription des ientivirus. 1. Alignement de l'ARNtLys à la 
séquence PBS. 2. Rétrotranscription du brin d'ADNss (-) et dégradation par la 
RNAse H de la RT des régions de l'ARN viraiS' R et US. 3. Le brin d'ADNss (-) est 
transféré à l'extrémité 3' de l'ARN viral est serve comme amorce pour completer la 
rétrotranscription du brin d'ADNss (-). 4. Rétrotranscription du brin d'ADNss (-) et 
dégradation par la RNAse H de la RT de l' ARN viral. S. La région PPT du génome 
sert comme amorce pour la synthétise l'ADNss (+) des régions U3, R et PBS de 
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l'extrémité 3'. 6. Dégradation par la RTdes amorces ARNtLys et PPT. 7. 
Circularisassions du brin d'ADN (-) et synthè'se du brin d'ADN (+).8. ADN double 
brin proviral. Adapté de (Goff, 2007). 

Trois formes d'ADN non intégrés sont présents après la réaction de 

rétrotranscription et peuvent coexister dans le noyau: une version linéaire double brin 

limitée de chaque côté par les LTR, une version circulaire de l'ADN avec seulement 

une copie de LTR et une version circulaire connue comme la jonction LTR-LTR qui 

est produite par la ligation des extrémités LTRs du double brin de l'ADN. La version 

linéaire double brin est la plus efficace comme substrat pour l'intégration (Goff, 

2007). 

Concernant le processus de transcription inverse, il est à l'origine d'une partie de 

la variabilité génétique des rétrovirus. En effet, contrairement aux ADN polymérases 

cellulaires, la transcriptase inverse du VIH-I est dépourvue d'activité exonucléase, ce 

qui ne lui permet pas de corriger les mutations générées au cours de la synthèse de 

l'ADN viral (Mansky, 1996). La RT du VIB semble être encore moins fidèle que la 

RT du VIH (Avidan, Bochner et Hizi, 2006) (Meas et al., 2001). 

Chez le VIH-1, l'ADN double brin viral, nommé provirus, est transporté au noyau 

grâce à l'intervention de la protéine Vpr qui fait une liaison avec les nucléoporines et 

qui permet l'importation nucléaire (Subbramanian et al., 1998; Goff, 2007). 

L'intégrase (IN) permet l'intégration du provirus dans l'ADN cellulaire. L'intégration 

de l'ADN dépend de deux évènements clés. D'abord, l'IN enlève deux nucléotides de 

l'extrémité 3' du LTR de l'ADN double brin proviral, les nucléotides «CA» étant 

conservés à l'extrémité 3' de tous les rétrovirus. Ensuite, l'hydrolyse génère des 

extrémités nécessaires pour faire la liaison entre l'extrémité 3' de l'ADN proviral et 

l'extrémité 5' de l'ADN cellulaire (Chiu et Davies, 2004; Vandegraaff et Engelman, 

2007). Le site d'intégration de l'ADN viral dans l'ADN cellulaire ne semble pas très 

spécifique, mais cette insertion est généralement observée dans les régions transcrites 
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spécifique, mais cette insertion est généralement observée dans les régions transcrites 

de la chromatine (Bushman, 2002). L'ADN proviral, une fois inséré dans le génome 

cellulaire, peut rester silencieux jusqu'à ce que l'expression des gènes viraux soit 

activée par des signaux ou facteurs externes comme les interleukines (lL-] , IL-2) et 

TNF a.. (Goff, 2007) 

L'ADN proviral est exprimé par la machinerie cellulaire. L'expression des gènes 

viraux dans la cellule est contrôlée par deux mécanismes. Le premier est en relation 

avec la configuration de la chromatine: la transcription est affectée par le niveau de 

méthylation de l'ADN, les régions transcriptionellement actives étant hypométhylées 

(Schroder et al., 2002). Le deuxième niveau de contrôle est lié au processus de 

transcription: la transcription implique l'interaction d'un des trois types d'ARN 

polymérase cellulaire avec un gène spécifique. L'initiation de la transcription est 

influencée par des facteurs spécifiques de transcription, la taille et la flexibilité de 

l'ADN (Goff, 2007). 

La transcription initiale des ARNm du provlrus est régulée par des facteurs 

constitutifs de la cellule hôte. Chez le VIH, les facteurs de liaison à la boite TATA, 

SpI et les facteurs de transcription de la famille NF-KB vont se lier sur le LTR 

(Cullen et Greene, 1989). La transcription de l'ADN proviral génère trois types 

d'ARNm (non-épissés, mono-épissés et multi-épissés) qui peuvent être classés selon 

deux étapes durant l'infection: initiale et tardive. L'étape initiale se caractérise par la 

production des ARNm multi-épissés qui codent pour des protéines régulatrices non 

structurales comme Tat et Rev (Saltarelli et al., ]996). L'expression de tous les 

ARNm du virus dépendent de la production de Tat. La phase tardive de la réplication 

est caractérisée par la production des ARNm non-épissés et mono-épissés (Saltarelli 

et aL, ]996). Ces ARN codent pour les gènes gag, pol et env qui produisent les 

protéines structurales et les glycoprotéines nécessaires à l'assemblage de nouvelles 
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particules virales. Les gènes accessoires sont aussi transcrits pendant cette étape et 

aident à l'assemblage, à l'infectivité et à la pathogenèse virale (Saltarelli et al., 1996). 

La formation des nouveaux virions et leur libération par la cellule hôte sont les 

dernières étapes du cycle de réplication des lentivirus. L'assemblage du virion 

s'organise sous la membrane plasmique et comprend les deux brins d'ARN viral, les 

protéines générées à partir des précurseurs Gag et Pol et l'insertion des 

glycoprotéines Env dans la membrane cellulaire qui permet la formation de 

l'enveloppe virale (Hermida-Matsumoto et Resh, 2000). Dans le cas du VIH-1, les 

processus de formation et de libération des virions sont réalisés par le précurseur Gag 

qui est capable de produire une particule virale sans l'aide des autres protéines virales 

ou cellulaires (Gheysen et al., 1989). La formation et la libération des virions sont 

faites par un processus de bourgeonnement (Katsumoto, Hattori et Kurimura, 1987; 

Bukrinskaya, 2004). Les particules virales immatures suivent un processus de 

maturation par lequel la capside obtient sa conformation finale. La formation de la 

capside est un événement crucial dans la réplication virale (Forshey et al., 2002). Une 

fois matures, les particules virales recommencent le cycle de réplication par 

l'infection des cellules voisines non infectées (Goff, 2007). 

1.3 LA PROTÉINE REV DU VIH-l 

La protéine Revest produite dès la première phase de l'infection et est présente 

chez tous les lentivirus. Deux fonctions importantes ont été attribuées à Rev : un rôle 

dans l' épissage et l'exportation des ARNm (Pollard et Malim, 1998). La protéine Rev 

du VIH-l (18 kDa) est nécessaire pour l'expression des protéines structurales pendant 

la phase tardive de l'infection par le VIH-l et la production des nouvelles particules 

virales (Pollard et Malim, 1998; Hope, 1999). La protéine Rev du VIH-I est capable 

d'exporter les ARNm grâce à quatre principaux domaines fonctionnels: le domaine 

riche en arginines (ARM, «arginine rich motif») qui contient les signaux de 

localisation au noyau (NLS, « nuclear /ocalization signal ») et au nucléole (l\JoLS, 
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« nucleolar localization signal») en plus du domaine de liaison à l'ARN (RED, 

«RNA binding domain »), deux domaines de multimérisation localisés de chaque 

côté de l'ARM ; et finalement, un domaine d'exportation nucléaire (NES, « nuclear 

exportation signal») (Pollard et Malim, 1998). 

Différents groupes ont démontré que la protéine Rev du VIH est essentielle pour 

l'accumulation des ARNm non épissés (9 kb) et mono-épissés (4 kb) dans le 

cytoplasme (Pollard et Malim, 1998). Les ARNm multi-épissés (2kb) se retrouvent au 

contraire dans le cytoplasme en présence ou en absence de Rev (Pollard et Malim, 

1998) (voir figure 1AB). 

Du fait que les ARNm de 9 kb et 4 kb codent pour les protéines Gag, Pol, et Env, 

l'accumulation de ces ARNm démontre l'importance du rôle de Rev dans 

l'expression des protéines structurales du virus et la réplication virale. Les ARNm de 

2 kb codent pour les protéines Tat, Nef et Rev et sont accumulés dans le cytoplasme 

avant les ARNm de 9 et 4 kb. À partir de ces données, l'expression des gènes du VIH 

est divisée en deux catégories: phase initiale, ou Rev-indépendante, et phase tardive, 

ou Rev-dépendante (voir Figure lA) (Pollard et Malim, 1998). La protéine Rev 

transporte les ARNm non-épissés ou mono-épissés au cytoplasme grâce à 

l'interaction avec le RRE qui se trouve dans l'intron du gène env et de cette façon 

dans tous les ARNm de 9 et 4 kb (Olsen et al., 1990). 
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Figure 1.4. Phases initiale et tardive de l'expression des ARNm du VIH-l. A. En 

absence de Rev, les longs ARNs sont dégradés et/ou épissés. B. En présence de Rev 

les longs ARNs (9 et 4 kb) sont transportés au cytoplasme pour être traduits. Adaptée 

de Pollard et Malim, 1998. 

1.3.1 L'élément de réponse à Rev ou RRE 

Le RRE du VIH-l est une structure d'ARN de 351 nucléotides (Olsen et al., 1990; 

Mann et al., 1994) qui a été très étudiée. Les analyses de la structure secondaire du 

RRE ont prédit une structure complexe composée de tiges et de boucles (voir Figure 

1.5). La validité de la structure a été confirmée dans des études in vitro et in vivo 

(Kjems et al., 1991; Charpentier, Stutz et Rosbash, 1997). Différentes études de 

mutagenèse du RRE (Heaphy et aL, 1990; Holland et aL, 1990; Dayton et al., 1992) 

et d'analyses de liaison in vitro (Cook et aL, 1991) ont démontré que la région 

essentielle du RRE pour l'interaction avec la protéine Revest localisée dans les tiges 
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IIB et IID (voir Figure 1.5) (Battiste et al., 1996). Cependant le mécanisme 

d'assemblage du complexe Rev-RRE a généré beaucoup d'intérêt dernièrement et la 

structure du RRE a été réévaluée. 

De nouvelles études ont démontré que le RRE contrôle et dirige l'assemblage 

d'homo-oligomères de Rev avec une affinité 500 fois plus grande que la liaison de la 

protéine Rev en forme de monomères sur la tige IIB (Daugherty, D'Orso et Frankel, 

2008). Les domaines de multimérisation de Rev et le RRE sont nécessaires pour 

l'assemblage du complexe Rev-RRE in vitro, confinnant ainsi l'importance de ce 

complexe in vivo pour l'exportation de l'ARN et démontrant que la formation 

adéquate de complexes ARN-protéines, ou RNP, est essentielle pour la fonction 

biologique de Rev (Daugherty, D'Orso et Frankel, 2008). L'analyse 

cristallographique de complexes Rev-RRE, en utilisant une forme de Rev capable de 

fonner seulement des dimères, a démontré que l'oligomérisation et la liaison sur le 

RRE sont deux mécanismes physiquement associés. La structure de Rev obtenue 

pendant l'oligomérisation détermine l'orientation du ARl\1 vers le RRE et facilite la 

liaison des dimères de Rev sur des régions différentes de la tige lIB du RRE 

(Daugherty et al., 2010; Daugherty, Liu et Frankel, 2010). 
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Figure 1.5. Structure du RRE et domaines structuraux de Rev du VIH-l. A. 
Structure de RRE, composée de 351 nt. Carré supérieur: tiges IID et lIB essentielles 
pour .l'interaction de Rev. Les points indiquent les positions où une mutation affecte 
la liaison in vitro, les tirets indiquent les positions nécessaires à l'ouverturè de 
l'hélice, et les flèches indiquent la position où le squelette sucre-phosphate peut 
changer. B. Domaines structuraux de Rev: domaine de Diffusion Nucléaire 
Inhibitoire (NIS, « Nuclear Diffusion lnhibitory Signal »), deux domaines de 
multimérisation, domaine riche en Arginine (ARM : dans ce domaine se trouvent les 
signaux de localisation nucléaire (NLS) et nucléolaire (NoLS). Domaine de liaison à 
l'ARN (RBD). Domaine d'activation ou domaine d'exportation du noyau (NES). 
Adapté de Pollard et Malim, 1998. 

Le RRE sert de site d'attachement de Rev pour des ARN qui sont confinés au 

noyau. Cette hypothèse a été confirmée dans des études où la séquence de RRE a été 

transférée à des ARN hétérologues qui ont été reconnus par Rev du VIH-l (Fischer et 

al., 1994; Stutz et Rosbash, 1994). La caséine kinase II phosphoryle la protéine Rev à 
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deux résidus sérine situés aux positions 5 et 8. La phosphorylation de résidus 

augmente la liaison Rev-RRE (Ji et Loeb, 1994; Fouts et al., 1997). 

1.3.2 Domaines structuraux et fonctionnels de Rev 

La protéine Rev du VIH-l, composée de 116 aa, est une phosphoprotéine de 18 

kDa, capable d'aller au noyau, de se lier spécifiquement avec les ARN qui 

contiennent un RRE, de former des multimères et d'exporter les ARN viraux au 

cytoplasme (Pollard et Malim, 1998). La protéine Rev contient quatre domaines 

fonctionnels (voir Figure 1.5) : un domaine de diffusion nucléaire inhibiteur (NIS, 

« Nuclear Diffusion Inhibitory Signal») en N-terminal, un ARM, deux domaines de 

multimérisation et un NES. Le domaine ARM est localisé entre les résidus 34 à 50 et 

sert de NLS et de NoLS (Kubota et al., 1989; Perkins et al., 1989) ainsi que de RBD 

(Bohnlein, Berger et Hauber, 1991). 

Des études de résonance magnétique nucléaire ont démontré que quatre résidus 

arginine aux positions 35, 39, 40 et 44 participent au contact base-spécifique avec les 

tiges d'ARN de haute affinité' lIB et IID du RRE, alors que d'autres résidus 

(thréonine à la position 34 et les arginines aux positions 38, 41 à 43, 46 et 48) sont en 

contact avec le squelette sucre-phosphate (Battiste et al., 1996). 

Le domaine de ,multimérisation est localisé de chaque côté de l' ARM. La 

multimérisation de Revest essentielle pour sa fonction (Zapp et aL, 1991; Edgcomb 

et aL, 2008; Daughetty, Liu et Franke!, 2010). Des études de liaison in vitro ont 

démontré qu'une seule molécule de Rev peut se lier sur le site de haute affinité du 

RRE (Cook et aL, 1991; Cole et al., 1993; Brice, Kelley et Butler, 1999). D'autres 

molécules de Rev peuvent se lier et former des multimères via une combinaison des 

interactions protéine-protéine et protéine-ARN (Daly et al., 1993; Zemmel et al., 

1996). Jusqu'à 13 molécules de Rev peuvent se lier sur un seul RRE (Madore et al., 
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1994; Mann et al., 1994). Il a aussi été démontré que la protéine Rev peut fonner des 

multimères en l'absence de RRE in vivo (Hope et al., 1990b; ülsen et al., 1990; 

Bogerd et Greene, 1993; Daelemans et al., 2004 ) et in vitro (Cole et al.; 1993). 

Le NES initialement nommé domaine riche en leucines est localisé entre les 

résidus 75 et 83 (Fischer et al., 1995). Des analyses de mutagenèse de ce domaine ont 

démontré que cette région confère à Rev une fonction d'exportation (Hakata et al., 

2002) par le biais de l'interaction du NES avec une protéine nécessaire au transport 

du noyau au cytoplasme, la protéine CRM l/exportine 1 (Fischer et al., 1995; Wen et 

al., 1995; Fornerod et al., 1997). Grâce à la découverte de la présence du NES dans 

Rev du VIH-1, le mécanisme cellulaire du transport des ARNs vers le cytoplasme a 

été élucidé et d'autres types de NES, différents des régions riches en leucine 

présentes dans la protéine Rev du VIH-l, ont été décrits (Kutay et Guttinger, 2005; 

Dong et al., 2009; Guttler et al., 2010). 

Récemment, un domaine NIS a été identifié dans l'extrémité N-terminale de la 

protéine Rev duVIH-1. Le NIS est composé de 15 aa localisés entre les résidus 10 et 

24 (EDLLKAVRLIKFLYQ). Ce domaine joue probablement un rôle important, car il 

maintient un nombre élevé de protéines Rev dans le noyau et augmente la stabilité 

intracellulaire de la protéine Rev (Kubota et Pomerantz, 2000). Sa délétion inactive 

Rev (Fang, Kubota et Pomerantz, 2002). 

1.3.3 Cycle de transport nucléaire de Rev 

Le cycle de transport de Rev du VIH-I entre le noyau et le cytoplasme dépend de 

l'utilisation des voies d'importation et d'exportation cellulaire. La protéine Rev du 

VIH-1 est transportée au noyau par des voies différentes de la voie classique (voir ci­

dessous). Des études in vitro ont démontré que plusieurs importines de la famille des 

karyophérines-l3, comme l'importine 5, l'importine 7, l'importine 9, la transportine et 
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l' importine ~, peuvent transporter Rev directement au noyau sans l'apport de 

l'importine a (Truant et Culien, 1999; Arnold et al., 2006). Une étude in vivo a 

démontré que le principal récepteur dans les cellules HeLa pour le transport de Rev 

du VIH-l au noyau est la transportine et que ce transport est facilité par la 

nucléoporine Nup358 qui fait partie du complexe du nucléopore ou NPC. Nup358 est 

également nécessaire à l'exportation de Rev (Hutten et al., 2009). Néanmoins, une 

étude encore plus récente chez d'autres types cellulaires a démontré que l' importine ~ 

. était le principal récepteur in vivo (Gu et al., 20 Il). 

L'exportation de Rev dépend de l'interaction avec des protéines de la fami Ile des 

karyophérines-~ aussi nommées exportines. La protéine CRMI reconnaît le NES de 

la protéine Rev et est capable d'exporter le complexe Rev-RRE au cytoplasme. 

Dernièrement, la protéine Rev a suscité à nouveau l'intérêt et plusieurs études ont été 

publiées notamment pour caractériser l'interaction entre Rev et CRMI mais aussi 

pour mettre en évidence le lien étroit entre la multimérisation de la protéine, 

l'interaction du RBD avec RRE et l'exportation par CRMI du complexe Rev-RRE 

.(Daugherty, D'Orso et Frankel, 2008; Monecke et al., 2009; Pond et al., 2009 ; 

Daugherty et al., 2010; Daugherty, Liu et Frankel, 2010; Guttler et al., 2010; Koyama 

et Matsuura, 2010). 

Le cycle de transport de Rev via l' importine ~ et l'exportation par CRM 1 sera 

décrit par la suite (Figure 1.6). L'importation nucléaire de Rev dépend entre autres de 

l'importine ~ dans le noyau. La protéine RanGTP (guanosine-5'-triphosphate) est 

aussi impliquée. Elle induit la dissociation du complexe importine~/Rev, libère le 

NLS/RBD de Rev et permet la formation du complexe RevlRRE. L'interaction de 

l'importine ~ avec RanGTP permet aussi son exportation vers le cytoplasme. Dans le 

noyau, Rev forme un complexe avec le RRE, la protéine CRM-l et RanGTP. 

L'interaction entre CRM-l et le NES de Revest nécessaire à l'exportation des ARN 
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viraux comme mentionné plus haut. L'exportation du complexe Rev/RRE/CRM-l 

requiert la collaboration des nucléoporines Nup214, Nup98 et Nup358. Une fois 

exportée, la conversion de Ran-GTP à RanGDP (guanosine-5'-diphosphate) cause la 

dissociation de Ran du complexe. Après la dissociation du complexe Rev/RRE/CRM­

1 dans le cytoplasme, Rev, RanG OP et CRM-l retournent au noyau. La protéine Ran 

revient alors sous la forme GTP pour un cycle subséquent d'exportation (Pollard et 

Malim, 1998; Hutten et al., 2009). 

Noyau 

~ 
Nup.98 ~ 
Nup2U ~ 
Nup3~8 

~ 
~ ~ 

~ 
Cytoplasme 

~ 
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Figure 1.6. Cycle de transport de Rev. Le cycle est séparé en 4 étapes: 1. 
Formation du complexe CRM-1, Rev, RRE et RanGTP dans le noyau. L'interaction 
de CRM-I avec les nuc1éoporines Nup98, Nup214 et Nup358 est essentielle pour le 
transport. 2. Une fois dans le cytoplasme, le complexe est dissocié et RanGTP devient 
RanGDP. CRM-l et RanGDP sont transportés de nouveau au noyau. 3. Rev forme un 
complexe avec l'importine (3, ce qui permet son importation au noyau. 4. Dans le 
noyau, l'interaction de RanGTP avec l'importine (3 induit la libération de Rev. Le 
complexe importine (3-RanGTP traverse le NPC pour commencer un nouveau cycle 
de transport. 
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1.3.4 Les nouvelles fonctions de Rev 

La protéine Rev du VIH-1 a toujours été reconnue comme une protéine de la 

phase tardive de l'infection, avec comme fonction principale le transport des ARNs 

partiellement épissés et non épissés du noyau au cytoplasme. Ce transport a comme 

objectifs la production des protéines structurales et l'assemblage des nouvelles 

particules virales (Pollard et Malim, 1998). Cependant, de nouvelles études ont mis 

en évidence que Rev a d'autres fonctions pendant la phase tardive et qu'elle est 

également impliquée au cours de la phase initiale de l'infection. 

1.3.4.1 Rôles pendant la phase tardive de l'infectiOn 

Pendant la phase tardive de l'infection, Rev serait aussi capable d'augmenter 

considérablement le niveau de traduction, par un effet direct ou indirectement associé 

à l'augmentation des niveaux d' ARNs viraux dans le cytoplasme (Groom et al., 2009; 

Groom, Anderson et Lever, 2009; Grewe et Uberla, 2010). Toutefois, le mécanisme 

exact par lequel Rev élèverait le niveau de traduction n'a pas été bien élucidé jusqu'à 

maintenant. Cependant, la mise en évidence de l'interaction du complexe Rev-RRE 

avec au moins 25 protéines cellulaires qui ont normalement un rôle dans la régulation 

de la traduction appuie fortement le modèle du rôle de Rev comme activateur de la 

traduction (Groom, Anderson et Lever, 2009). Parmi ces protéines, on 

retrouve l'eIFSA « Eukaryotic initiation factor 5A » initialement connue comme un 

co-facteur essentiel pour l'initiation de la traduction (Ruhl et al., 1993; Zanelli et 

Valentini, 2007), la protéine PABPI « Poly(A)-binding protein 1» qui a un rôle dans 

le recrutement des ribosomes sur la queue polyA des ARNm cellulaires (Kahvejian et 

al., 2005), la protéine RRA «RNA helicase A », qui en outre est capable d'augmenter 

la traduction des différents ARNs viraux (différents de VIH-1) quoique ces 

mécanismes d'action ont été récemment révisés (Bolinger et Boris-Lawrie, 2009) et 
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la protéine Sam68 « 68 kDa Src-associated substrate during mitosis» qui est 

impliquée dans le transport nucléo-cytoplasmique, les modifications post­

transcriptionelles et la traduction des ARNs du VIH-I (Groom, Anderson et Lever, 

2009; Suhasini et Reddy, 2009). 

Une autre fonction récemment attribuée à Revest associée à l'encapsidation de 

l'ARN génomique dans les virions. Revest capable d'induire une augmentation des 

niveaux cytoplasmiques d'ARNs viraux non épissés de l'ordre de 3 à 12 fois, mais 

son effet d'augmentation sur l'encapsidation est de l'ordre de plus de 1 000 fois 

(Brandt et al., 2007; Blissenbach et al., 2010). Cependant, les mécanismes 

responsables de cette nouvelle fonction de Rev ne sont pas encore bien éclaircis. Un 

modèle plausible est que Rev serait capable de moduler les complexes de type RNP 

formés dans le noyau sur les ARNs qui contient le RRE; ainsi Rev guiderait ces 

complexes vers des compartiments sub-cytoplasmiques spécifiques, ou, comme 

mécanisme alternatif, Rev affecterait l'accessibilité de l'ARN non épissé du VIH-l à 

la traduction et l' encapsidation (Blissenbach et al., 2010). 

1.3.4.2 Rôles pendant la phase initiale de l'infection 

Rev aurait aussi deux rôles importants pendant la phase initiale de l'infection, soit 

celle d'inhiber l'intégration du génome viral et de prévenir la réinfection des cellules 

déjà infectées par le virus (Grewe et Uberla, 2010). 

Le rôle possible de Rev dans l'inhibition de l'intégration du génome du VIH-I est 

supporté par plusieurs évidences. Revest capable d'inhiber directement l'activité 

enzymatique de l'IN virale à travers la formation d'un complexe Rev-IN, permettant 

ainsi une baisse du nombre d'évènements d'intégration observés chez les cellules 

infectées par le VIH-I (Levin et al., 2009a; Levin et aL, 2009b). Récemment, il a été 
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démontré que Rev contrôle le transport nucléo-cytoplasmique de l'intégrase. En effet 

Revest capable d'inhiber l'importation nucléaire de l'IN, diminuant de cette façon la 

probabilité de la translocation des complexes IN-ADN dans l'espace intranucléaire et 

par conséquence l'interaction avec l'ADN chromosomique cellulaire (Levin et al., 

2010b). Rev n'affecte pas seulement le processus d'intégration via l'IN. Revest aussi 

capable d'interagir directament avec la protéine LEDGFI75, un co-facteur cellulaire 

important pour l'intégration de l'ADN génomique du VIH-I suite à son interaction 

avec l'IN (Engelman et Cherepanov, 2008). De plus, Revest capable d'interagir 

directement avec LEDGFI75, en induisant la dissociation du complexe IN-LEDGFI75 

(Grewe et Uberla, 2010). Un modèle a été proposé par lequel Rev lie en même temps 

à l'IN et la LEDGF/75, bloquant ainsi l'activité de l'IN et empêchant la translocation 

du complexe de pré-intégration dans l'ADN chromosomique (Grewe et Uberla, 

2010). 

Des études récentes ont aussi suggéré un rôle possible de Rev dans la prévention 

de la réinfection des cellules par le VIH-1. La réinfection d'une cellule infectée par 

des nouveaux virions libérés par cette même cellule affecterait le « fitness » du virus 

(Levin et al., 201 Oa). Le prémier mécanisme proposé utilisé jusque là pour expliquer 

comment la cellule infectée était capable d'éviter sa propre auto-infection était la 

régu lation négative par des protéines virales des récepteurs CD4 sur la membrane de 

la cellule infectée (Wildum et al., 2006). Une étude récente a démontré qu'en absence 

de Rev, la cellule présenterait une augmentation significative des évènements 

d'intégration et une absence de résistance à la ré infection, suggérant que la protéine 

Revest non seulement une protéine accessoire, mais aussi une protéine majeure 

régulant d'autres aspects de l'infection par le VIH (Levin et al., 201 Oa). 
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1.3.5 Protéines Rev différentes de celle du VIH et les protéines « Rev-Like » 

Des protéines similaires à Rev sont présentes chez d'autres membres des 

rétrovirus exogènes ainsi que chez les rétrovirus endogènes humains: la protéine Rex 

du virus de la leucémie des cellules T (HTLV qui appartient au genre Deltaretrovirus) 

(Weichselbraun et al., 1992; Narayan et al., 2003) ; les protéines Rev du ElAV (Lee 

et al., 2006), du VIF (Kiyomasu et al., 1991; Zou et al., 1997) et du VIS (Malim et al., 

1989a) qui appartiennent tous au genre Lentivirus ; la protéine Rem du virus « Mouse 

Mammary Tumor » (MMTV, genre Betaretrovirus) (Indik et al., 2005) ; et la protéine 

Rec du rétrovirus endogène humaine HERV-K (Yang et al., 1999). Bien que toutes 

ces protéines ne seront pas homologues au niveau de la séquence protéique des 

domaines riches en arginines et en leucines (voir Figure 1.7), ces protéines Rev et 

(1 Rev-like)) ont une homologie fonctionnelle et structurelle avec la protéine Rev du 

VIH. Les différentes protéines Rev contiennent dans leur région riche en arginines, 

les signaux NLS et le domaine de liaison à l'ARN et dans le domaine riche en 

leucines, le signal NES. Une exception est la protéine Rev du ElAV qui a un domaine 

bipartite de liaison à l'ARN localisé dans la région centrale et à l'extrémité C­

terminale de la protéine (Lee et al., 2006). 

Domaine Riche en Arginines Domaine Riche en Leucines 

MlI.ffiI Rem AlRRKRRREMRK MMTV Rem LTlFLALLSVLG 
HERV-K Rec PPRRRHRNRAP HERV-K Rec WAQLKKLTQL 
HIV-1 Rev QARRNRRRR\I\JR HIV·1 Rev PLQLPPLERLTlD 
HTLV-1 Rex TRRPRRSQRKRP HTLV-1 Rex ALSAQYSSLSLD 
EIAV Rev KRRRK - RRDRW FIV Rev KKMMTDLEDRFRKlfGSPSKDEYT 

EIAV Rev PLESDQ\"ICR\ilRQSLPEEKIP 

Figure 1.7. Séquences des différents domaines riches en arginines et leucines des 
proteines Rev ou " Rev-like» chez les lentivirus et les rétrovirus, (Pollard et 
Malim, 1998; Indik et al., 2005). 
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À la différence des lentivirus complexes, les rétrovirus simples n'ont pas une 

protéine équivalente à Rev, mais peuvent transporter les ARN non-épissés grâce à 

une séquence d'ARN nommée élément de transport constitutif (CTE « constitutive 

transport element ») (Hope, 1997). Le CTE se trouve dans les ARN non-épissés sur 

lesquels se fixent différents facteurs cellulaires qui permettent le transport de ces 

ARNs au cytoplasme. Le CTE a été initialement découvert chez le « Mason-Pfizer 

Monlœy Virus» (M-PMV) (Bray et al., 1994), mais des éléments similaires ont aussi 

été retrouvés chez d'autres rétrovirus (Zolotukhin et al., 1994; Ogert, Lee et Beemon, 

1996; Tabernero et al., 1997). Dans le cas du « M-MPV », deux protéines cellulaires, 

TAP (Gruter et al., 1998) et l'ARN hélicase A (Tang et al., 1997; Li et al., 1999), ont 

été identifiées et proposées pour avoir un rôle dans l'exportation des ARN-CTE, mais 

cette voie de transport est différente de la voie utilisée par Rev (Pasquinelli et al., 

1997; Saavedra, Felber et Izaurralde, 1997; Kang et Culien, 1999). 

1.4 LE TRANSPORT NUCLÉO-CYTOPLASMIQUE 

Les protéines nucléaires comme les histones, les enzymes nécessaires à la 

réplication et à la transcription des ADNs et ARNs, des protéines impliquées dans la 

régulation de l'expression des gènes, ainsi que les protéines précurseurs pour la 

formation des ribosomes sont toutes synthétisées dans le cytoplasme et doivent être 

transportées au noyau. De la même façon, les ribosomes assemblés dans le noyau, les 

ARNm et les ARNt doivent être transportés au cytoplasme. La cellule possède un 

système de transport complexe entre le noyau et le cytoplasme, différent du transport 

réalisé par un transporteur qui a lieu dans les organelles. Ce système est formé par le 

complexe du nucléopore et différentes protéines solubles qui serviront de 

transporteurs. Les transporteurs sont regroupés dans la famille des karyophérines­

~ qui compte deux types: les importines qui ont pour fonction l'importation au noyau, 
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et des exportines qui sont liées à l'exportation vers le cytoplasme (Walde et 

Kehlenbach, 2010; Wente et Rout, 2010). 

1.4.1 Le complexe du nucléopore ou NPC 

Le NPC est un transporteur hautement sélectif qui permet le passage d'une grande 

variété de macromolécules entre le noyau et le cytoplasme. Le NPC, intégré dans 

l'enveloppe nucléaire, est une structure cylindrique complexe avec une symétrie 

octogonale et un diamètre de 100-150 nm (Wente et Rout, 2010). Le NPC chez les 

vertébrés est constitué d'environ 600 protéines, sa partie centrale étant formée par 

huit rayons dirigés vers le centre du pore qui forment un réseau. Le NPC est relié au 

cytoplasme par un anneau cytoplasmique formé par l'enveloppe nucléaire et huit 

filaments de 35 nm émanant du NPC vers le cytoplasme. Du côté nucléaire, le NPC 

est aussi relié par un anneau nuc1éaire et huit filaments de 60 nm sortant dans le 

noyau. Ces filaments son reliés entre eux par leur extrémités et forment un anneau en 

forme de structure en panier (voir Figure 1.8) (Walde et Kehlenbach, 2010). Chez les 

vertébrés, 30 protéines différentes et nommées nuc1éoporines (Nups) forment le NPC 

(T~rry et Wente, 2009). Trois différents types de nuc1éoporines ont été décrits: les 

Nups transmembranaires qui servent d'ancrage du NPC à l'enveloppe nucléaire, les 

FG-Nups, formés par des répétitions de phénylalanine-glycine (FG) localisés 

principalement dans la partie centrale, et les Nups structurales qui interagissent avec 

les Nups transmembranaires et les FG-Nups (Walde et Kehlenbach, 2010). 
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Figure 1.8. Structure du NPC. Le pore central (PC) est représenté par un réseau 
formé par les FG-Nups, symbolisés par les points jaunes. FC, phénylalanine-glycine; 
AC, anneau cytoplasmique; FC, filaments cytoplasmiques; AN, anneau nucléaire; 
FN, filaments nucléaires; ENE, enveloppe nucléaire externe; ENI, enveloppe 
nucléaire interne. Adapté de (Walde et Kehlenbach, 2010). 

La partie centrale du NPC, constituée par le réseau des Nups, a deux rôles clés: 

elle forme une barrière avec une perméabilité spécifique et elle facilite le transport de 

macromolécules à travers le NPC (Wente et Rout, 2010). Les macromolécules de plus 

de 40 kDa ne peuvent pas passer le NPC librement. Par contre, les ions, les petits 

métabolites et les molécules de moins de 40 kOa traversent librement le NPC (Wente 

et Rout, 2010). Pour le transport des macromolécules à travers le NPC, la cellule a 

développé un système dépendant principalement de deux composants, un signal de 

transport et un récepteur capable de reconnaitre le signal (Cook et al., 2007; Stewart, 

2007). Les protéines (cargos) qui vont rentrer ou sortir du noyau nécessitent des 

signaux spécifiques appelés respectivement signaux de localisation nucléaire ou NLS 

et signaux d'exportation nucléaire ou NES. Les récepteurs capables de reconnaître 
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ces signaux sont les importines (NLS) et les exportines (NES) (Wente et Rout, 2010). 

Cependant, les protéines avec un poids moléculaire entre 20 à 40 kDa qui contiennent 

des NLS et NES sont aussi transportées via le NPC (Gorlich et Mattaj, 1996; He, 

Weber et Levens, 2000). 

1.4.2 La famille des karyophérines p 

Comme mentionné ci-dessus, le transport entre le noyau et le cytoplasme de 

macromolécules de plus de 40 kDa est réalisé grâce à l'aide des importines et 

exportines qui appartiennent à la famille des karyophérines-~ (Kaps ~). Chez 

l'humain, plusieurs Kaps ~ ont été décrites jusqu'à maintenant (voir Tableau 1.1). 

Toutes les Kaps ~ ont des poids moléculaires similaires (90-150 kDa) et une 

homologie de séquence très faible (10-20%), mais toutes ont des domaines de type 

HEAT «Huntingtin, ~longation factor 3, PR65/-d. subunit ofprotein phosphatase 2A 

and the LOR lipid kinase» qui ont une structure en anneau (Cook et al., 2007; Xu, 

Farmer et Chook, 2010). 

TABLEAU 1.1. Famille de kary.QE!1é~inespou transporteurs nucléaires 
Famille Kaps ~ Nom Cargo NLS/NES· 

IMBI Importine p (Kappl) Protéines- Importine a NLS classiques et non classiques 

IMB2 Kapp2(Transportine) Protéines PY -NLS (M9 séquence) 

IMB3 Importine-5(K.app3 or RanBP5) Protéines Inconnu 

IMB4 Importine-4 (RanBP4) Protéines Inconnu 

IMB5 Importine-9 Protéines Inconnu 

IP08 Importine-7 (RanBP7), Importine- Protéines Inconnu 

8 (RanBP8) 

KAl20 Importine-ll Protéines Inconnu 

TNP03 Transportine-SR, Transportine- Protéines Domaines de type RS 

SR2 (Transportine-3 or TNP03) 

XPOI CRM 1 (Exportine-l) ARNs et Protéines NES classiques 

XP02 CAS Importine a Conformationelle 
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Figure 1.9. Transport nucléo-cytoplasme et le cycle de Ran. 1. L'importine 
reconnait la protéine cargo dans le cytoplasme et la transporte via le NPC. 2. Une fois 
au noyau, la forme RanGTP fait une compétition pour le site de liaison sur la Kap ~, 

libérant ainsi le cargo dans le noyau. 3. Les Kap ~, importines ou exportines, font un 
complexe avec RanGTP pour faciliter son exportation au cytoplasme via le NPC. 4. 
Une fois au cytoplasme RanGTP devient RanGDP par l'action de RanGAP, 
permettant ainsi la libération des Kaps ~, pour un nouveau cycle d'import ou export. 
5. Ran sous sa forme GDP fait un complexe avec la protéine NFT2, qui permet son 
transport à travers le NPC. 6. Au noyau, RanGDP devient RanGTP et un nouveau 
cycle commence. Adaptée de (Cook et al., 2007). 

Les NLS classiques (NLSc) sont les plus étudiés. Il en existe deux types basés sur 

la présence d'un ou deux motifs d'aa basiques: les NLSc monopartites (un motif) et 

les NLSc bipartites (deux motifs). Ces NLSc sont reconnus par l'importine a qui sert 

de <dinker» pour l'interaction entre le cargo et l'importine ~ (voir ci-dessous). 

L'exemple classique pour les NLSc monopartites est la séquence NLS de l'antigène 

large T du virus SY40 (126PKKKRRy132, les résidus importants étant indiqués en 

gras). Les NLSc bipartites sont représentés par celui de la nucléoplasmine 

(155KRPAATKKAGQAKKKKI70) (Lange et al., 2007). Les résidus basiques du 

NLSc de l'antigène T du SY40 ont été nommés Pl, P2, P3, P4 et P5. Des études de 

mutagenèse de différentes positions du NLSc monopartite ont permis d'identifier 

trois positions clés pour la fonction du NLS: la lysine (K) en position PI, ainsi que 

deux résidus arginine (R) ou K en positions P2 et P4. Ces études ont permis d'établir 

une séquence consensus pour les NLSc de type monopartite qui est K(K/R)X(KIR) 

(Lange et al., 2007). Les NLSc bipartites aussi ont été amplement étudiés et les 

séquences consensus ont été établies. Il en existe deux types: les NLSc bipartites 

courts et longs. Cette classification est basée sur la longueur de la séquence qui sépare 

les deux motifs «spacer », chacun étant composé de deux à trois aa basiques. Les 

NLSc bipartites courts ont une séquence « spacer» de 8 à 10 résidus (RlK2-3, 8-10 aa 

RlK2-3) et les longs, de 30 à 32 résidus (RlK2-3, 30-32 aa RlK2-3) (Lange et al., 2007; 

Kosugi et al., 2009). 
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Il existe aussi des NLS non classiques (NLSnc) que ne contiennent pas des 

séquences consensus comme celles décrites auparavant et qui peuvent interagir 

directement avec l'importine ~ ou la transportine sans l'aide de J'adaptateur importine 

Ct (Cingolani et al., 2002). Des protéines comme l' importine Ct et la snuportine 1 

possèdent un domaine 18B pour « importin fJ binding» qui contient un ARM et sert 

de NLS, permettant ainsi son interaction avec l' importine ~ (Cook et al., 2007). 

D'autres protéines comme SREBP-2 « sterol regulatory element-binding protein2 » 

ou PTHrP «parathyroid hormone related protein » ne contiennent pas d'IBB mais 

sont capables d'interagir et d'être transportées directement par l'importine ~ (Lee et 

al., 2003; Cook et al., 2007). Finalement, les protéines virales comme Rev et Tat du 

VlH-1 ont des NLSnc de type ARM qui interagissent directement avec l' importine P 
(Truant et Cullen, 1999). 

La transportine (Kap ~2) est aussi capable de lier ses cargos via un type de NLSnc 

nommé PY-NLS. Au moins 20 protéines qui lient l'ARN « RNA binding proteins» 

ont été identifiées comme cargos de la transportine (Chook et Suel, 2010). hnRNAP 

« heterogeneous nuclear ribonucleoprotein» a été la première protéine identifiée 

contenant ce nouveau type de PY-NLS. La séquence de'ce PY-NLS est formée de 38 

aa et a été nommée initialement M9 (Siomi et al., 1997). Suivant cette recherche, 

l'étude de plusieurs protéines qui contenaient une séquence similaire à M9 a conduit à 

deux séquences consensus établies, le hPY-NLS et le bPY-NLS. La première a une 

extrémité N-terminale hydrophobe (h) et la deuxième a une extrémité N-terminale de 

type basique (b) (Chook et Suel, 2010). 

1.4.2.2 Les NES 

La sortie des protéines du noyau vers le cytoplasme au travers du NPC est réalisée 

par l'intermédiaire d'un NES. Le NES est reconnu par un transporteur spécifique, 

l'exportine, qui va transporter la protéine du noyau vers le cytoplasme à travers le 
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NPC (Stewart, 2007). Les NES sont des séquences d'aa courts qui contiennent 4 

résidus hydrophobes (<j>1-<j>4). La protéine Rev du VIH-1 et l'inhibiteur de la protéine 

kinase A (PKI «protein kinase inhibitor ») ont été les premières protéines pour 

lesquelles une séquence NES a été décrite (Wen et aL, 1995). Grâce à elles, deux 

types de NES consensus ont été établis, le type Rev VIH-1-NES et le type PKI-NES. 

Le NES de Rev VIH-1 est composé des résidus LPPLERLTL (les résidus 

hydrophobes sont indiqués en gras) avec la séquence consensus <j> ,XX<j>2XX<j>3X<j>4 et le 

PKI-NES est composé de LALKLAGLDI avec une séquence consensus 

<j>\XXX<j>2XX<j>3X<j>4. Le x est un aa préférentiellement chargé, de type polaire et petit 

(Guttler et al., 2010). À 'date, plus de 75 protéines cellulaires et virales ont été 

identifiées comme contenant soit des séquences Rev VIH-I-NES soit des PKI-NES 

qui sont essentiellement formées par des résidus de type leucine. Des études de 

séquences NES d'autres protéines a permis d'inclure d'autres résidus hydrophobes 

comme l' isoleucine, la valine, la méthionine et la phénylalanine à la place de la 

leucine (Guttler et al., 2010). 

1.4.3 L'importation au noyau 

Trois principales voies d'importation ont été décrites, en fonction de l'utilisation 

des karyopherines-p : la voie classique d'importation, la voie d'importation directe 

via l'importine ~ et la voie d'importation directe via la transportine (Cook et al., 2007; 

Stewart, 2007). 

1.4.2.1 La voie classique d'importation 

La voie classique d'importation a été la première décrite et deux types 

d'importines, les importines a. et Psont impliqués. Dans cette voie, l'importine u sert 

de protéine adaptatrice qui est capable de reconnaitre les NLSc des protéines cargo, 

résultant en la formation d'un complexe cargo-importine u. Une fois ce complexe 

formé, l'importine p va reconnaître un NLS dans l'importine a. et le complexe cargo­
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importine a-importine ~ est transporté au noyau via le NPC (Cook et al., 2007; 

Stewart, 2007). 

L'importine a contient un domaine nécessaire à l'interaction avec les NLSc. Ce 

domaine est formé par une série de 10 répétitions en tandem de type Armadi 110 

(ARM*), ce qui lui donne la forme d'une banane (Stewart, 2007). Les ARM* qui 

interagissent avec les NLSc sont formés par une séquence de résidus de type 

asparagine et/ou tryptophane, ainsi que d'autres résidus de type acide (Stewart, 2007). 

Deux sites d'interaction pour des NLSc sont présents dans l' importine a, le site 

majeur, formé par les ARM* 1 à 4, et le site mineur formé par les ARM* 6 à 8 (voir 

Figure 1.10) (Stewart, 2007). Les NLSc monopartites interagissent avec le site majeur 

tandis que les NLSc bipartites le font avec le site mineur pour le premier motif et 

avec le site majeur pour le deuxième motif du NLSc (Stewart, 2007). 

A. 
AR~I' 10 

..\.R~I' 9 

AR~I' 8 

Site mineur NLSc bipartite (2 motifbasiques) 
AR~[' -

NLSc 

Site majeur NLSc , mOIlO(l'II·tite 
et bipartite (1 motif basique) 

B.AR~[' J 

ARM'! 
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Les NLSc vont spécifiquement interagir avec deux régions: le site majeur formé par 
les ARt\1* 1 à 4 et le site mineur formé par les ARM* 6 à 8. B. Le complexe NLS­
importine a-importine ~. Adaptée de (Cook et al., 2007). 

La partie N-terminale de l'importine a contient un domaine IBB qUI permet 

l'interaction avec l'importine ~. Le domaine IBB possède un NLSnc de type ARM 

qui lie directement les hélices ~ des répétitions HEAT 7 à 19 de l'importine~. Ainsi, 

le complexe NLSc-importine a-importine ~ est formé et prêt pour traverser le NPC 

(voir Figure 1.9B) (Stewart, 2007). Une fois au noyau, la liaison de RanGTP avec 

l'importine ~ permet la dissociation du complexe NLSc-importine a-importine ~ en 

NLSc-importine a et importine ~ libre. La protéine cargo qui contient le NLSc doit 

être ensuite libérée de son complexe avec l'importine a. Pour ce faire, la Nup 2 entre 

en compétition avec le NLSc pour lier le domaine IBB, facilitant ainsi la libération de 

la protéine cargo et laissant libre l'importine a dans le noyau (Stewart, 2007). Une 

fois le complexe NLSc-importine a-importine ~ totalement défait, les importines a et 

~ doivent être exportées au cytoplasme pour permettre un nouveau cycle 

d'importation (voir Figure 1.11) (Stewart, 2007). 
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Figure 1.11. Voie classique d'importation au noyau. 1. Formation du complexe 
NLS-importine a-importine ~ au cytoplasme et transport à travers le NPC. 2. Une fois 
au noyau la protéine RanGTP induit le désassemblage de l'importine ~ du complexe, 
ce qui résulte en la formation du complexe RantGTP-importine ~. 3. L'interaction de 
la Nup 2 avec l'importine a permet la libération de la protéine cargo qui contient le 
NLS dans le noyau. 4. L'exportine CAS forme un complexe avec l'importine a à 
l'aide de RanGTP ; de la même façon, l'importine ~ complexe avec RanGTP pour 
permettre l'exportation via le NPC. 5. Une fois au cytoplasme, le passage de la forme 
RanGTP à RanGDP induit la libération de l'importine ~ ou de CAS. Adapté de 
(Stewart, 2007). 

Comme mentionné ci-dessus, l'importine ~ forme un complexe avec RanGTP et 

traverse le NPC tandis que l'importine a est exportée activement par son transporteur, 

l'exportine CAS « cellular apoptosis susceptibilily» (Kutay et aL, 1997). La protéine 

CAS est structurellement similaire à l'importine ~ et lie aussi le domaine lBB de 

l'importine a. Des mutations au niveau de l'lBB affectent non seulement l'interaction 

avec le NLSc mais aussi l'exportation de l'importine a via CAS (Stewart, 2007). 
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L'exportine CAS forme un complexe avec l'importine a et RanGTP qui est exporté 

via le NPC (voir Figure 1.10) (Stewart, 2007). 

1.4.2.2 La voie d'importation directe par l'importine ~ 

La voie d'importation directe via l'importine ~ a été décrite pour différentes 

protéines comme la SREBP-2, PTHrP et des protéines virales comme Rev et Tat du 

VIH-1 (Pa1meri et Malim, 1999; Stewart, 2007 ). Dans le cas des protéines Rev et Tat 

du VIH-1, l'importine ~ est capable d'interagir directement avec le NLSnc de type 

ARM de ces protéines, sans ['intermédiaire de l'importine a, et transporte les 

protéines au noyau (Palmeri et Malim, 1999). Cette voie a déjà été décrite dans la 

section du transport de la protéine Rev du VIH-1. La protéine SREBP-2 nè contient 

pas d'ARM, mais l'interaction avec l'importine ~ se fait via son domaine HLHZ 

«helix-Ioop-helix-Ieucine-zipper » qui interagit avec les répétitions de type HEAT 7 à 

17 de l'importine ~ (Lee et al., 2003). PTHrP ne se lie pas à l'importine ~ comme une 

molécule pliée (au contraire de SREBP-2 et du domaine IBB de l'importine a). 

PTHrP contient un signal d'importation linéaire et le mécanisme d'interaction avec 

l'importine ~ se fait probablement de la même façon que celle de l'importine a et les 

NLSc (Lam et al., 1999; Cook et al., 2007). 

1.4.2.3 La voie d'importation via la transportine 

Un autre mécanisme d'importation a été décrit soit celui via la transportine. Cette 

protéine est capable de reconnaitre un PY-NLS dans les protéines cargo (voir ci-haut) 

(Chook et Suel, 2010). La transportine importe ses protéines au noyau via le NPC et 

libère son cargo au noyau via l'interaction avec la RanGTP, de façon similaire à ceIJe 

utilisée par l'importine ~ (Chook et Suel, 2010). 
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1.4.4 L'exportation du noyau des protéines et des ARN au cytoplasme 

Les Kaps ~ contrôlent également l'exportation des protéines et d'ARN à partir du 

noyau vers le cytoplasme. La cellule a mis en place différentes voies d'exportation 

dépendant du cargo et de la Kaps ~ ou de l'exportine impliquée. Parmi les voies 

connues jusqu'à maintenant se retrouve la voie via l'exportine CAS, la voie de 

l'exportine Xpot et XpoS et la voie via l'exportine CRM 1 (Cook et Conti, 2010). La 

voie d'exportation via CAS a déjà été décrite dans la section de la voie classique 

d'importation au noyau. Les exportines Xpot et XpoS permettent le transport vers le 

cytoplasme des petits ARNs comme les ARNt et les pré-micro ARNs. L'interaction 

entre Xpot et XpoS et ses ARNs cargos ne dépendent pas d'une séquence d'ARN 

spécifique mais d'une forme et d'une charge de l'ARN qui est complémentaire à 

l'exportine (Cook et Conti, 2010). L'exportine 1 ou CRMI est la principale exportine 

cellulaire et facilite l'exportation des cargos qui ont un signal dè type NES (décrit ci­

dessus) (Kutay et Guttinger, 200S). La protéine RanGTP contrôle la formation et le 

désassemblage de complexes CRMI-NES, formant ainsi un complexe RanGTP­

CRMI-NES qui est transporté vers le cytoplasme via le NPC. Une fois dans le 

cytoplasme, le complexe se dissocie par un mécanisme qui implique la protéine 

RanBP 1 ou Nup3S8 localisée dans les filaments cytoplasmiques du NPC et 

l'hydrolyse de RanGTP en RanGDP par la protéine Ran Gap (voir Figure 1.6 et 1.9) 

(Koyama et Matsuura, 2010). 
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2.1 ABSTRACT 

The bovine immunodeficiency virus (BlV) Rev protein (186 amino acids [aa] in 

length) is involved in the nuclear exportation of partially spliced and unspliced viral 

RNAs. Previous studies have shown that BlV Rev localizes in the nucleus and 

nucleolus of infected cells. Here we report the characterization of the 

nuclear/nucleolar localization signaIs (NLS/NoLS) of this protein. Through 

transfection of a series of deletion mutants of BlV Rev fused to enhanced green 

fluorescent protein and fluorescence microscopy analyses, we were able to map the 

NLS region between aa 71 and 110 of the protein. Remarkably, by conducting alanine 

substitution of basic residues within the aa 71 to 110 sequence, we demonstrated that 

the BlV Rev NLS is bipartite, maps to aa 71 to 74 and 95 to lOI, and is 

predominantly composed of arginine residues. This is the first report of a bipartite 

Rev (or " Rev-like » ) NLS in a lentivirus/retrovirus. Moreover, this NLS is atypical, 

as the length of the sequence between the motifs composing the bipartite NLS, e.g., 

the spacer sequence, is 20 aa. Further mutagenesis experiments also identified the 

NoLS region of BlV Rev. It localizes mainly within the' NLS spacer sequence. In 

addition, the BlV Rev NoLS sequence differs from the consensus sequence reported 

for other viral and cellular nucleolar proteins. In summary, we conclude that the 

nucleolar and nuclear localizations of BIV Rev are mediated via novel NLS and 

NoLS motifs. 
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2.2 INTRODUCTION 

Bovine immunodeficiency virus (Bry) is a lentivirus of the Retroviridae family 

which shares morphological, genetic, antigenic, and/or biologic properties with 

human immunodeficiency virus type 1 (HIY-l) and other animal lentiviruses 

including equine infectious anemia virus (ElAy) (Gonda et al., 1987; Gonda et aL, 

1994; St-Louis, Cojocariu et Archambault, 2004). Although the association ofclinical 

diseases with Bry is still controversial, persistent lymphocytosis, neurological 

disorders associated with central nervous system lesions, weight loss, diminished 

milk production, Iymphoid hyperplasia, and the presence of opportunistic bacterial 

infections have been associated with Bry infection (Yan der Maaten, Malmquist et 

Cheville, 1972; Martin et aL, 1991; Carpenter et aL, 1992; Gnuma et al., 1992). 

Interestingly, studies of rabbits experimentally infected with Bry have shown the 

development of a disease characterized by a fatal dysfunction of the immune system 

similar to that observed in humans, nonhuman primates, and cats infected with HrY-1 

(or HIY-2), simian immunodeficiency virus, and feline immunodeficiency VIrus, 

respectively (Kalvatchev et aL, 1995; Kalvatchev et al., 1998). 

BIY is categorized as a complex non primate lentivirus (St-Louis, Cojocariu and 

Archambault, 2004). The BIY provirus DNA is 8,960 nucleotides in length with a 

typical retroviral genomic structure containing the gag, pol, and env genes flanked by 

long terminal repeats of 589 nucleotides in length at the 5' and 3' termini (Gonda et aL, 

1994; St-Louis, Cojocariu and Archambault, 2004). In proximity to the pol/env 

junction, the BIY genome also contains additional open reading frames that may 

encode nonstructural regulatory/accessory proteins (Gonda et aL, 1994; St-Louis, 

Cojocariu and Archambault, 2004). These open reading frames are designated vif 

(viral infectivity factor), tat (trans-activator factor of transcription), rev (regulator of 

virus expression), vpw, vpy, and tmx. Gnly the Tat and Rev proteins have been 
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reported to regulate viral expressIOn at the transcriptional and posttranscriptional 

levels, respectively (Gonda et al., 1987; Garvey et al., 1990; Gonda et al., 1994; St­

Louis, Cojocariu et Archambault, 2004). Among the latter proteins, only the Tat 

protein and its transactivator response element (TAR) located within the long terminal 

repeat sequence have been intensively studied (PaJ1ansch, Lackman-Smith and Gonda, 

19?2; Chen an Frankel, 1994; Puglisi et al., 1995; Fong et al., 1997; Barboric et al., 

2000; Deng et al., 2008; Xuan et al., 2008). 

BlV Rev is a 23-kDa (l86-aa-long) phosphoprotein produced from a multiply 

spliced mRNA that contains the untranslated leader (exon 1) and two encoding exons 

(exons 2 and 3) (Oberste, Greenwood et Gonda, 1991). It has been shown that BlY 

Rev localizes to the nucleus and nucleoli of BIY-infectedcells (Oberste et al., 1993) 

As reported for HIV -1 Rev, BIV Rev mediates the nuclear exportation of partially 

spliced viral RNAs encoding structural proteins and of unspliced RNAs that serve as 

genomic RNA by interacting with a stem-Ioop structure termed Rev-responsive 

element (RRE) present in these RNAs (Pollard and Malim, 1998). The Rev proteins 

contain at least three central functional domains: a basic arginine-rich domain that 

mediates RNA binding (RBD) and contains the nuclearlnucleolar localization signal 

(NLS/NoLS), a multimerization domain, and a leucine-rich domain that is necessary 

for the nuclear exportation ofRev (Pollard et Malim, 1998; Narayan et al., 2003). 

In HIV-1, the Rev protein shuttles between the nucleus and the cytoplasm of the 

infected ceJ1s via the importin/exportin proteins or nucleoporin pathway (PoJ1ard et 

Mal im, 1998). The shuttling of HIV-1 Rev into the nucleus is mediated by the direct 

binding of Rev NLS to the nuclear transport receptors, mainly importin ~ but also 

transportin, importin 5, and importin 7 (Arnold et al., 2006). This mechanism differs 

from the classical protein importation ù/~ pathway where importin ùserves as an 

adaptor that links the protein and importin ~1 and recognizes NLSs within the 

proteins. Importin o·recognizes two types of NLSs: the classical monopartite NLSs 
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and the bipartite NLSs that are composed, respectively, of one or two clusters of basic 

amino acids (predominantly lysine residues (Lange et al., 2007). Monopartite NLSs 

are currently categorized in five different classes on the basis of amino acid 

composition and of their interaction with importin a (Kosugi et aL, 2009). One well­

known example of class 1 monopartite NLS is that of the SV40 large T antigen 

(PKKKRRV) (Kalderon et al., 1984; Kosugi et al., 2009). Bipartite NLSs are less 

diversified, as they are classified into two main types (long and short) according to 

the length of the so-called spacer region, which refers to the number of amino acids 

between the motifs that compose the NLS (Romanelli et Morandi, 2002). An example 

of a bipartite NLS is the short-type NLS of the nucleoplasmin protein with a spacer 

region of 10 aa (Robbins et al., 1991). The long-type bipartite NLS with a spacer of 

30 aa is ex.emplified by the HnRNP1 protein (Romanelli et Morandi, 2002). 

The NLS motifs of numerous Rev or Rev-like proteins have been characterized so 

far including those of Rev HIV-1, feline immunodeficiency virus, simian 

immunodeficiency virus, and ElAV and of Rev-like family members such as the 

mouse mammary tumor virus Rem, the endogenous retrovirus human endogenous 

retrovirus K Rec, and the human T-cell leukemia virus type 1 (HTLV-1) Rex (Malim 

et al., 1989a; Kiyomasu et al., 1991; Pollard et Malim, 1998; Yang et al., 1999; 

Narayan et al., 2003; Indik et al., 2005; Lee et al., 2006). These NLSs are ail 

monopartite structures, and based on their amino acid composition, they are 

nonclassical because they contain clusters of basic amino acids, mainly arginine 

residues (Hope et al., 1990a; Magin et al., 2000; Lee et al., 2006). Moreover, importin 

Ct, as mentioned above, is not involved in the recognition ofHIV-l Rev NLS (Neville 

et al., 1997; Truant et Cullen, 1999; Arnold et al., 2006). In addition to the NLS, 

HIV-1 and certain Rev-like proteins contain a NoLS that mediates the accumulation 

of Rev in nucleoli (Kubota et al., 1989; Cochrane, Perkins et Rosen, 1990). These 

NoLSs correspond to one or multiple copies of the RJK-RJK-X-R/K consensus 

sequence (Emmott et Hiscox, 2009). 
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Little is known on the exact location and amino acid composition of the BIV Rev 

functional domains. This is undoubtedly of interest as the BIV Rev amino acid 

sequence does not display a high degree of homology with that of other lentiviral Rev 

proteins. Here, we have determined the localization of the NLS anG NoLS regions of 

BIV Rev. By generating a series of deletion and single point mutants, we have 

mapped a bipartite NLS in a Rev protein for the first time in a lentivirus. We found 

that BIV Rev NLS is atypical, as it harbors a 20-aa spacer sequence between the 

motifs that compose the NLS. We also identified the BIV Rev NoLS, which also 

differs from the NoLSs previously described in any viral or cellular proteins in terms 

of amino acid composition and/or its location in the spacer region of the bipartite 

NLS. 

2.3 MATERIALS AND METHODS 

2.3.1 Cell cultures and transfections 

HEK 293T, Cf2Th, MDBK, and Vero cells were maintained at 37°C in a 

humidified atmosphere of 5% CO2 in Dulbecco's modified Eagle's medium 

(Invitrogen, Carlsbad, CA) supplemented with 10% fetal bovine serum (PAA 

Laboratories, Inc., Etobicoke, Ontario, Canada). Cel1 transfections were done in six­

well cell culture plates seeded to a cell density of ·..... 50% confluence. The next day, 

plasmids were mixed with the FuGENE HD transfection reagent (Roche, Indianapolis, 

IN) and added to the cells according to the manufacturer's protocol. 

2.3.2 Construction of Rev deletion mutants 

Rev mutants (Ml to M9) containing internai deletions were generated by PCR­

ligation-PCR mutagenesis (Ali et Steinkasserer, 1995). Briefly, upstream and 

downstream blunt-ended cDNA fragments of each mutant were amplified from 

pcDNA3.lBIVRevWT (wild type [WT]) with appropriate phosphorylated primers 
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(sequences available upon request). Fragments were gel purified and ligated to the 

corresponding upstream fragment. Ligation products were then amplified by using the 

forward Rev5' (5'-ATGGATCAGGACCTAGACCGCGC-3') and reverse Rev3' (5'­

TTTTGTTCCCTGGATCCATCC-3') primers. The generated PCR products were 

cloned into pBluescript KS(+) (Stratagene, La Jolla, CA). The N-terminal (MI) and 

the C-terminal (M9) mutants were PCR amplified using a forward primer (containing 

an ATG initiation codon) and a reverse primer (containing a stop codon), respectively. 

Ali constructs were confirmed by DNA sequencing through the McGiIl University 

Sequencing Services (Montréal, Québec, Canada). 

2.3.3 Rev fusion proteins 

To generate proteinscontaining c-Myc and six-histidine tags fused to the C 

terminus ofRev, BIV Rev WT and the deletion mutants were amplified by PCR from 

the pBluescript KS(+) constructsdescribed above with primers that introduced 5' NotI 

and 3' ApaI restriction sites. Digested PCR products were cloned into the 

pcDNA3.1MyclHisB expression vector (Invitrogen) and sequenced for validation. To 

generate .enhanced green fluorescent prote in (EGFP) fusion proteins, the Rev 

sequences were amplified by PCR from the WT anddeletion constructs with primers 

that introduced 5' XhoI and 3' ApaI restriction sites. The PCR products were digested 

with XhoI and ApaI and subsequently cloned into the corresponding restriction sites 

in the pEGFP-Cl vector (Clontech, Palo Alto, CA) to generate pEGFP-BIVRevWT 

and pEGFP-BIVRev mutant constructs. To generate the EGFP-NLS BIV, the region 

containing the putative NLS of BIV (aa 71 to 110) of Rev WT was amplified by PCR 

and cloned in pEGFP-CI as described above. 

The Rev .6. constructs targeting selected reglons of the BIV Rev WT were 

generated as described for the Rev deletion mutants by using appropriate 

phosphorylated primers (sequences available upon request). The resulting PCR 
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products were directly cloned into pEGFP-C 1. The Rev delta (6) constructs were as 

follow: Rev ~l (deletion of 71 RARK74 residues), Rev ~2 (deletion of 79RR8o residues), 

Rev 63 (deletion of 95RRKQERRIOI residues), and Rev 6.4 (deletion of I07RR IOS 

residues) (see Figure 2.4A). Alanine substitution mutants were generated by site­

directed mutagenesis using appropriate primers and were introduced into the EGFP­

Rev protein (Table 2.1). Ail constructs were validated by DNA sequencing. 

TABLE 2.1. Listing ~f the BIV Rev mutant proteinsa 

Mut 1 ..\ 
Mut2 A A 
Mut J " ,\ 
~~4 A 
~5 A 
Mut 1) :\ t\ J\ 
MUI 7 À 
MUl g fi. 
Mui ~ .\ 
Mui 10. ,\ ,\ 
Mui Il ;\ 1\ 
M~ 12 A 
~'1Ul ,~ 1\ 
MUI 14 ,\ 
Mut 15 ,\ A ..\ 
~lUI 1" A /\ A i\ i\ 
MUI17 ;\ ,\ 
MU( 18 i\ 1\ 
MUI l') ,\ 1\ ,\ ,\ A /\ :\ 

Mut 20 or\ " ,\ A 1\ 
Mul21 A A 1\ 

',l\·IUl21 1\ A t\ ,\ :\ i\ .. \ 
MUI 2.1 :\ À.\ :\ /\ 
~·1u' ~... 1\ !\ 1\ J\ ,\ A A :\ 
Mut 25 A:-\:\ 
MUI ~rl ",:\.-\ " 

2.3.4 Red fluorescence fusion proteins 

To generate the red fluorescent protein (RFP) in fusion with other proteins, the 

sequence of RFP cDNA was amplified by PCR from pDSRED2-Nl (Clontech) by 

using primers that introduced 5' Nhel and 3' Xhol restriction sites. To clone the RFP, 

the pEGFP-C 1 vector (Clontech) was digested with NheI and XhoI to replace the 

EGFP sequence with RFP. The resulting plasmid was designated pRED-Cl. To 

generate the nucleolin, fibrillarin, and B23.1 versions of pRED-C l, the corresponding 

cDNAs were obtained by using Kpnl and BamHI restriction enzymes from plasmids 
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pEGFP-C 1Nucleolin, pEGFP-C 1Fibrillarin, and pEGFP-C 1B23.1 (Emmott et aL, 

2008) that were kindly provided by Dr. Julian A. Hiscox (University of Leeds, Leeds, 

UK). The nucleolin, fibrillarin, and B23.1 fragments were then subcloned into pRED­

Cl previously digested with KpnI and BamHI restriction enzymes. Ali constructs 

were validated by DNA sequencing. 

2.3.5 Indirect immunofluorescence assay 

Cells cultured on coverslips in six-weil cell culture plates were transfected with 

the respective expression vectors. After an incubation of 48 h,·the transfected cells 

were fixed with 4% paraformaldehyde in phosphate-buffered saline (PBS, pH 7.3) 

solution for 15 min, permeabilized with 0.2% Triton X-1 00 for 10 min, blocked with 

4% bovine serum albumin in PBS for 1 h at 37°C, and then incubated with mouse 

primary anti-Myc antibodies (1 Ilg/ml; Roche) for 1 h at 37°C. After three washes 

with PBS containing 0.2% Triton X-100, the cellswere incubated with Alexa 488- or 

Cy3-labeled anti-mouse secondary antibodies (Invitrogen) for 1 h at 3rc. Nuclei 

were counterstained with DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole; Sigma-Aldrich, St. 

Louis, MO). The coverslips were then mounted on glass slides using ProLong Gold 

antifade reagent (Invitrogen). The fluorescence images were taken with an Eclipse Ti 

fluorescent microscope (Nikon) equipped with a 60x 0.75-numerical-aperture 

objective lens. Images were captured as 8-bit tagged image file format files with a 

ScionCFW-1608C camera. Ali images were analyzed with the Image-J software 

(Rasband, 1997-2004a). For each protein examined, 50 positive cells were observed. 

The data shown below were representative, from three independent experiments, of 

expression patterns observed in > 70% of the cells. 

2.3.6 Fluorescence and confocal microscopy 

Cells cultured on coverslips in six-weil cell culture plates were transfected with 

each of the respective pEGFP and pRed expression constructs. After 24 h of 
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incubation, for certain samples, 5 nM of leptomycin B (LIVIB; Sigma-Aldrich) was 

added to the cell culture medium for 4 h. The cells were fixed for nuclear staining and 

mounted as described above. The fluorescence images were captured as described 

above. For confocal microscopy analysis, the cells were cultured on glass chamber 

slides (Thermo Fisher, Ottawa, Ontario, Canada). Unfixed cells were examined 24 h 

after transfection. The images were taken using an inverse microscope (Nikon TE-300) 

coupied to the confocal Bio-Rad MRC-I024ES system. Ali images were analyzed 

with the lmage-J software. For each protein examined, 50 expressing cells were 

observed. The data shown below were representative, from three independent 

experiments, of expression patterns observed in >70% of cells. 

2.3.7 Chloramphenicol acetyltransferase (CAT) assay 

Rev nuclear export activity was quantifiedin transient-transfection assays using a 

pDM 138-based BIV Rev chloramphenicol acetyltransferase (CAT) reporter construct. 

The minima! region of BIV RRE (Molina et al., 2002) was cloned into the da! site of 

plasmid pDM138 (Huang et al., 1991) (a generousgift ofYuying Liang from Emory 

University) to generate pRRE-BIV, the sequence of which was validated by 

sequencing. 293T cells were seeded in 12-well cell culture plates and then 

cotransfected the next day with 0.5 flg of empty pcDNA3.1 MyclHisB or pEGFP-C 1 

or each of the pcDNA3.1 MyclHisB or pEGFP constructs encoding either Rev WT or 

each of the Rev mutants, 0.5 flg of pRRE-BIV, and 0.2 fig of Rous sarcoma virus ~-. 

galactosidase plasmid (Fisher Scientific, Nepean, Ontario, Canada). The Rous 

sarcoma virus ~-galactosidase plasmid was used as a control for transfection 

efficiency and normalization of data. Cells were harvested at 48 h following 

transfection and lysed with the lysis buffer (CAT enzyme-linked immunosorbent 

assay kit; Roche). The amount of CATin 50 flg of total cellular proteins was 

determined using the CAT enzyme-linked immunosorbent assay kit. ~-Galactosidase 

activity of each cell extract was determined by incubating 50 fig of proteins with 50 
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~l of ~-galactosidase assay buffer (100 mM sodium phosphate buffer, pH 7.3, 2 mM 

MgCIz, 10 mM ~-mercaptoethanol, and 133 mg/ml o-nitrophenyl-~-D­

galactopyranoside) for 30 min at 37°C. The reaction was stopped by the addition of 

150 ~I of 1 M sodium carbonate. Colorimetric reaction was measured at 410 nm in a 

microplate reader (model 550; Bio-Rad). CAT expression data were normalized 

through the establishment of a ratio using ~-galactosidase activity for each sample. 

Rev activity was defined as the ratio of CAT quantity obtained in cells transfected 

with the plasmids containing Bry RRE and Rev WT- or Rev mutant-encoding 

sequences to that obtained in cells transfected with the Bry RRE-containing plasmid 

alone. Ali cell transfections were performed in triplicate, and the experiments were 

repeated three times. Statistical analysis was performed using a two-tailed t test. 

2.3.8 SnS-PAGE and Western blot analyses 

Cell extracts were prepared as described previously (St-Louis, Abed et 

Archambault, 2005). Total cell protein concentrations were quantified with the De 

protein assay (Bio-Rad). For each sample, 50 ~g of total cel! extract was 

electrophoretically separated onto 12 or 15% sod ium dodecyl sulfate (SDS)­

polyacrylamide gels and transferred to nitrocellulose membranes. The membranes 

were blocked in PBS-T (PBS containing 0.05% Tween 20) in the presence of 5% 

nonfat dry milk powder for 1 h at room temperature. The membranes were incubated 

for 1 h at room temperature with mouse monoclonal primary antibodies specific to 

either GFP (Roche), Myc (Roche), or glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 

(Sigma-Aldrich). Following incubation with the antibodies, membranes were washed 

three times with PBS-T and incubated for 1 h (at room temperature) with anti-mouse 

horseradish peroxidase-conjugated immunoglobulin Gs (Bethyl, Montgomery, TX) 

used as secondary antibodies. The signal was detected by enhanced 

chemiluminescence (Perkin-Elmer, Boston, MA). The membranes were then exposed 

to Kodak Biomax Light-l films. 
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2.4 RESULTS 

2.4.1 BIV Rev fused to EGFP predominantly localizes to the nucleoli 

As reported in a previous study, BIV Rev localizes predominantly into the 

nucleus and nuc!eoli of infected cells as determined by immune gold staining 

(Oberste et al., 1993). To confirm the intracellular distribution of Brv Rev, HEK 293 

cells were cotransfected with plasmids pEGFP-RevWT, encoding EGFP in fusion 

with Brv Rev, and pDsRed, encoding the RFP used as a total cell marker. As shown 

in Figure 2.1A, the EGFP-Rev fusion protein localized into the nucleus and more 

predominantly into the nucleoli of the transfected cells. About 5 to 10% of the 

transfected cells showed the presence of Rev within the cytoplasm, indicating a rapid 

nuclear transport and accumulation. This distribution pattern was also observed in ail 

other cells tested. The predominant nucleus and nucleolus localization pattern 

observed here with pEGFP-Rev was also confirmed by immunof1uorescence where 

Rev was fused to the c-Myc tag (Figure 2.2C, WT panel). Finally, the main nucleolar 

localization of the EGFP-Rev fusion protein was also observed in BrV-permissive 

canine (Cf2Th) and bovine (MDBK) cells (not shown) and in simian (Vero) tells, 

suggesting that this localization is not species specifie. Because Vero cells offer a 

small nucleus/cytoplasm volume ratio and contain a small number of well-defined 

and easy-to-observe nucleoli, subsequent experiments, unless otherwise specified, 

were conducted with these cells. 

To identify more precisely the nucleolar distribution of BIV Rev, Vero ceUs were 

cotransfected with pEGFP-Rev and each of the plasmids containing well-known 

_nucleolar protein markers in fusion with DsRed, namely, nucleolin (pDsRed­

Nucleolin), fibrillarin (pDsRed-Fibrillarin), and B23.1 (pDsRed-B23.1). As shown in 

Figure 2.1B, the nucleolar distribution of BrV Rev was similar to that of nucleolin 

(subpanels a to c) and of B23.1 (subpanels e to g). In contrast, the BrV Rev did not 
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colocalize with fibrillarin (subpanels i to k). Finally the results also indicated that Rev 

accumulates, in a significant number of cells, at the periphery of the nucleoli (arrow 

in Figure 2.1 B, subpanels a, e, and i), an observation previously reported elsewhere 

(Oberste et al., 1993). 

A DsRcd EGFP·Rcv Mcrgc Phase 

B EGFP-Rev DsRed Merge Phase 

Figure 2.1. Nuclear and nucleo1ar localization of BIV Rev WT protein in fusion 
with EGFP (EGFP-Rev). (A) Confocal fluorescence microscopy analyses of EGFP­
Rev (in green) and DsRed (in red) proteins transiently expressed in HEK 293 cells 24 
h after cell transfection. DsRed protein was used as a whole-cell marker. The phase­
contrast image of the cell is also shown. (B) Confirmation of the nucleolar 
localization of BIV EGFP-Rev. Vero cells were cotransfected for 24 h with pEGFP­
RevWT and either pRed-CINucleolin (a to d), pRed-CIB23.1 (e to h), or pRed­
CI Fibrillarin (i to 1) vectors. The merge images represent the superposition of EGFP 
and either DsRed-Nucleolin, DsRed-B23.1, or DsRed-Fibriliarin images. The phase­
contrast images of the cells are also shown. The arrows in panels a, e, and i indicate 
the accumulation of EGFP-Rev in the perinucleolar region of the cell. Nu, nucleoli. 
The images shown are representative of expression patterns (three independent 
experiments) observed in >70% of the cells. 
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2.4.2 Intracellular localization of BIV Rev deletion mutants 

In order to identify the region required for nuclear localization, we generated a 

series of 20- to 30-aa-long-deletion Rev mutants. The mutated Rev sequences were 

cloned in plasmid pEGFP or pcDNA3.1 Myc/HisB to produce two types of Rev­

tagged proteins: the Rev-EGFP protein, in which Rev is fused to the C-terminal end 

of EGFP, and the Myc/His-Rev protein, in which Mye/His is fused to its C-terminal 

end (Figure 2.2A). Western blot analyses revealed that ail pEGFP constructs (Rev 

WT and mutated) were expressed at comparable levels upon transfection of Vero ceHs 

at the expected sizes (Figure 2.2B). Similar results were obtained in cel1s transfected 

with the pcDNA3.1 Mye/His Rev WT and mutated constructs (data not shown). 

The subcellular distribution of the deletion mutant proteins was analyzed by 

fluorescence microscopy. The results showed that six of the nine Rev mutants (Ml, 

M2, M3, M6, M7, and M9) had a predominant nuclear/nucleolar localization similar 

to that of the WT version (Figure 2.2C). In contrast, mutants M4 and M5, both with 

an aa 71 to 110 segment deletion, showed a diffuse cytoplasmic distribution with a 

slight M5 nuclear localization (Figure 2.2B). Both mutant proteins did not accumulate 

in the nucleus or nucleoli as observed for the Rev WT (Figure 2.2C). In contrast to the 

EGFP-tagged proteins, we could readily detect the MyclHis-tagged M4 and M5 

mutants in the nucleus of transfected cells (Figure 2.2B and data not shown). The 

nuclear localization of these mutated proteins was attributed to the 10w molecular 

weight of these proteins, conferring on them the abi lity to enter the nucleus through 

nuclear pores. No c-Myc or Hls signaIs were observed in cells transfected with empty 

plasmids (not shown). Interestingly, although mutant M8 (~151-170) displayed 

nuclear and nucleolar 10calizations similar to those of the WT, a higher proportion of 

cells (40%) showed the presence of the M8 mutant protein in the cytoplasm than that 

of cells expressing Rev WT « l0% of positive cells) (Figure 2.2C). Although this 

finding was not addressed in this study, the presence of M8 in the cytoplasm is 



67 

consistent with the dynamics of the cel! nucleolus with the nucleoplasm, the alteration 

of which may result in either enrichment or exclusion of a particular protein in the 

nucleolus (Emmott et Hiscox, 2009), and, ultimately, in the nucleus with a possible 

spill over in the cytoplasm. 

After having established the subcellular localization of BIV Rev WT and each of 

the Rev mutant proteins, we wished to determine the impact of the mutations on the 

nuclear export activity ofthese proteins. This was assessed by a transient-transfection 

assay using the pRRE-BIV CAT reporter construct. This construct contains the CAT 

gene and a region containing the putative BIV RRE (Molina et al., 2002) located 

within an intron flanked by HIV-1 splice sites (Huang et al., 1991). By using this 

construct, unspliced transcripts of pRRE-BIV containing the CAT sequence enter in 

the cytoplasm only if Rev is present. In the absence of Rev, only traces of CAT 

activity are detected. As shown in Figure 2.2D, M4, MS, and M6 mutated Rev 

proteins did not exert CAT activity, whereas ail other mutants showed CAT activity 

comparable to that of Rev WT. The results obtained with M4 and MS correlate with 

cytoplasmic localization of the proteins with no or negligible (for MS) distribution in 

the nucleus (Figure 2.2C). Similar results for CAT activity were obtained with the 

EGFP-Rev WT and mutant fusion proteins (not shown). The lack of CAT activity 

obtained with the M6 mutant is associated with the fact that the amino acid sequence 

deleted in that protein contains the nuclear export signal of BIV Rev, which allows 

the exportation of unspliced transcripts in the cytoplasm where they are translated (A. 

Gomez Corredor and D. Archambault, unpublished data). 
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Figure 2.2. Analysis of BIV Rev protein deletion mutants reveals the importance 
of aa 71 to 110 for the intracellular localization of Rev. (A) The predicted 
functional motifs in BIV Rey are shown. Terminal and internai deJetions were carried 
out from pcDNA3.1 ReyWT by PCR-ligation-PCR. The resulting constructs were 
c10ned into the expression yectors pEGFP-C 1 and pcDNA3.1 Myc/HisB to generate 
the Rey amino acid deletion mutant proteins (M 1 to M9). (B) Expression analyses of 
Rey WT and Rey mutant proteins in fusion with EGFP by Western blotting from 
Vero cells transfected with the appropriate plasmid constructs. Total cell proteins (50 
IJ.g) were separated on 15% SDS-polyacrylamide gels, electroblotted onto a 
nitrocelJulose membrane, and probed with GFP-specific antibodies. Glyceraldehyde­
3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) immunostaining was used as a loading control. 
The molecular masses of the expressed proteins are indicated in the left margin. (C) 
Fluorescence microscopy analyses of Rey WT (WT) and Rey mutant (M 1 to M9) 
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proteins fused to EGFP or c-Myc/His tags. Vero eells were transfected with the 
respective plasmîd constructs. After 24 h of incubation, the cells were fixed and 
counterstained with DAPI (in blue). The expression of EGFP fusion proteins is 
shown in green. The merge image represents the superposition of EGFP and DAPI 
images. The c-Myc/His-tagged proteins were visualized by indirect 
immunof1uorescence using a Myc-specific primary antibody and an anti-mouse Cy3 
secondary antibody. The images shown are representative of expression patterns 
(three independent experiments) observed in >70% of the cells. (D) Nuclear export 
activity of Rev-Myc/His WT and Rev-Mye/His mutants (MI to M9) was determined 
using a CAT reporter assay. Fifty micrograms of cell Iysate was used in the CAT 
assay. The CAT levels were normalized to the ~-galactosidase activity. The results 
represent mean values oftriplicate samples of at least three separate experiments. Rev 
activity is expressed as the ratio of Rev WT or mutant CAT expression to basal 
expression of pRRE-BIV atone. Vertical bars indicate the standard deviations about 
the means. The values significantly different from Rev WT, according to a two-tailed 
t test, are indicated by asterisks: **, P < 0.005; ***, P < 0.0005. 

2.4.3 Two regions are essential for the nuclear localization of BIV Rev 

Nucleo-nucleoli-cytoplasmic traffieking of molecules is mediated by the NLS and 

NoLS (Dingwall et Laskey, 1991; Lohrum et al., 2000; Emmott et al., 2008). Ta 

determine whether the deleted region (aa 71 to 110) in M4 and MS mutants functions 

as a bona fide NLS-NoLS, we directly fused this.putative NLS-NoLS (40-aa) 

sequence to the C terminus of an EGFP (Figure 2.3A). The expression of EGFP and 

of the EGFP fusion proteins in transfected Verocells was canfirmed by Western blot 

analysis (Figure 2.3B). As expected, the control EGFP showed diffuse distribution in 

both the cytoplasm and the nucleus, whereas the EGFP-NLS-NoLS (EGFP 71-IIORev) 

fusion protein exclusively localized to the nucleus of HEK 293 and Vero cells (Figure 

2.3C). In addition, EGFP71-110Rev readilycolocalized with the DsRed-Nucleolin into 

the nucleoli (Figure2.3C). These results c1early indicated that two regions within the 

M4 and MS mutants that encompass aa 71 to 110 in BrV Reveontain functional NLS 

and NoLS that direct a cytoplasmic protein to the cell nucleus and nucleoli. 
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Figure 2.3. The region encompassing aa 71 to 100 of BIV Rev protein is 
associated with NLS and NoLS functions. (A) The region deleted in M4 and M5 
Rev mutants was fused in the C-terminal end of EGFP, known to have diffuse 
localization in transfected cells. (8) Expression analysis of EGFP and EGFP 71­
110Rev byWestern blot assays of Vero cells transfected with the appropriate 
constructs. Total cell proteins (50 /lg) were separated on 15% SDS-polyacrylamide 
gels, electroblotted onto a nitrocellulose membrane, and probed with GFP-specific 
antibodies. The molecular masses of the expressed proteins are indicated in the left 
margin. The asterisk indicates EGFP. (C) HEK 293 and Vero cells were cotransfected 
with pEGFP or pEGFP71-110Rev and with pRed-CINucleolin plasmids. After 24 h of 
incubation, the cells were fixed and counterstained with DAPI (in blue). Expression 
of the proteins was detected via the fluorescence of EGFP (in green) or RFP (in red). 
The merge image represents the superposition of EGFP and DsRed-Nucleolin images. 
The images shown are representative of the expression patterns (three independent 
experiments) observed in >70% of the cells. 
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2.4.4 The NLS motif in BIV Rev is bipartite 

NLSs and NoLSs are mainly composed of basic residues (Lange et al., 2007; 

Emmott et Hiscox, 2009). As shown in Figure 2.4A, analysis of the sequence 

encompassing the aa 71 to 110 region of BIV Rev that contains the putative NLS and 

NoLS reveals four distinct clusters of basic amino acids (RARK, RR, RRKQERR, 

and RR) in addition to two separate K and R residues at positions 85 and 88, 

respectively. To determine which amino acids are necessary for the NLS-NoLS 

function of BIV Rev, we first generated a series of Rev mutants with deletions 

specific for each of the basic amino acid clusters. These mutants were then fused to 

EGFP (Figure 2.4A). The constructs were then used to transfect Vero cells that were 

thereafter examined for subcellular localization of the mutated proteins. 

As Rev is a nucleocytoplasmic shuttling protein, experiments ln cells were 

conducted in the presence or absence of LMB, an inhibitor of Rev nuclear export. 

Deletion of the first cluster (Rev 2.1; aa 71 to 74) slightly affected the subcellular 

distribution of the Rev-EGFP fusion protein in cells untreated with LMB, as 

demonstrated by a noticeable cytoplasmic localizatioll (Figure 2.4B). This result was 

not observed with EGFP-Rev WT (Figure 2. lA). As expected, treatment of cells with 

LMB resulted in only nuclear and nucleolar localizatioll of Rev 2.1. Deletion of the 

argilline residues at positions 79 and 80 in Rev ~2 had no effect on the nuclear 

localization (Figure 2.4B). However, these deletions completely abolished the 

nucleolar localization of the Rev protein in both LMB-untreated and LMB-treated 

cells. The deletion of the third cluster (Rev i'.3) (encompassing aa 95 to lOI) 

disrupted intracellular distribution. In the absence of LMB, the Rev ~3 protein was 

found not in the nucleus but rather in the cytoplasm and nucleoli. This nucleolus 

localization was confirmed by the colocalization of the mutated protein with DsRed­

Nucleolin. In contrast, in the presence of LMB, the Rev ~3 fusion protein was 

localized only into the nucleus and nucleoli (Figure 2.4B). Taken together, these 
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results indicate that the deleted residues in Rev ~3 are necessary for the nuclear 

retention of BlV Rev and suggest that another region allows the entrance of the 

protein in the nucleus, indicating a possible bipartite NLS for BlV Rev. Finally, the 

last c1uster of basic residues deleted in Rev .0..4 (aa 106 and 107) had no effect on the 

subcellular distribution of BlV Rev, indicating that these residues are not important 

for the nuclear localization of BlV Rev (Figure 2.4B). 

To confirm the results described above and to identify the amino acid residues of 

the NLS in BlV Rev, we generated a series of site-directed mutations in the basic 

residues present in the aa 71 to 110 sequence by replacing the arginine (R) and lysine 

(K) residues with alanine (A) residues (Table 2.1). The results obtained with the most 

relevant mutants are shown in Figure 2.4. Single sets of substitutions of residues 

71 RARK74 to 71 AAAA74 (Mut 15), 95RRK97 to 95AAA97 (Mut 6), or lDORRIOI to 

100AA 101 (Mut 10) affected the proportion of the protein localized in the cytoplasm 

compared to the WT form of Rev (EGFP-Rev) (Figure 2.4C and 2.1 A). lnterestingly, 

the combination of both 71RARK74 to 71 AAAA74 and 100RR101 to 100AA\01 (Mut 20) 

mutations disrupted the nuclear distribution of the mutated EGFP-Rev protein 

although the protein retained a nucleolar and cytoplasmic localization. Thus, c1uster 

residues (95RRK97 and 100RR101 ) are necessary for the nuclear localization of EGFP­

Rev. Finally, the combined mutations 71 RARK74 to 7I AAAA74, 95RRK97 to 95AAA97, 

and 100RR101 to 100AA 101 (Mut 24) completely abolished the nuclear localization of the 

mutated EGFP-Rev, which was exclusively confined to the cytoplasm (Figure 2.4C). 

Combined, the results indicate the presence of a bipartite NLS in BlY Rev that is 

composed ofresidues 71RARK74 and of 95RRK97/100RRI01. 
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Figure 2.4. The NLS of the BIV Rev protein is of a bipartite type. (A) Several 
pEGFP-Rey deletion (Rey ~I ta Rey ~4) and alanine substitution (Mut 15, Mut 6, 
Mut 10, Mut 20, and Mut 24) mutant constructs targeting the aa 71 ta 110 sequence 
of BrV Rey were generated from pEGFP-Rev WT. (B) Subcellular localization of 
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EGFP-Rev deletion mutants by fluorescence microscopy. Vero cells were 
cotransfected for 24 h with pRed-C 1Nucleolin and each of the pEGFP-Rev deletion 
constructs described for panel A in the presence or absence of 5 nM LMB and 
incubated for 24 h. The cells were fixed, counterstained with DAPI (in blue), and 
examined by fluorescence microscopy. The merge image represents the superposition 
of EGFP and DsRed-Nucleolin images. (C) Subcellular localization of EGFP-Rev 
alanine substitution mutants. Vero cells were transfected with each of the indicated 
pEGFP-Rev mutant constructs. The merge image represents the superposition of 
EGFP and DAPI images. The images shown are representative of the expression 
patterns (three independent experiments) observed in >70% of the cells. 

2.4.5 The NoLS ofBIV Rev 

After having mapped the bipartite NLS in BIV Rev, we wished to identify the 

amino acid residues important for the nucleolar localization of the protein. To this end, 

we used the various mutated Rev versions described above in which the basic 

residues were changed to alanines in the region enc?mpassing aa 71 to 110. In doing 

so, we were able to confirm the results obtained with the Rev .0.2 mutated protein 

(Figure 2.4B). Indeed, alterations of 79RR80 to 79AA 80 in EGFP-Rev (Mut 3) resulted 

in the localization of the protein to the nucleus but not in nucleoli (Figure 2.5). 

Moreover, alterations of 88R t6 A (Mut 5) and 95R to A (Mut 7) in BIV EGFP-Rev 

disrupted the nucleolar localization of the protein with no effect on its nuclear 

10calization (Figure 2.5). Combined, the results demonstrated that residues 79RR80, 

88R, and 95 R are essential for the nucleolar targeting ofBIV Rev. 
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Figure 2.5. Identification of amino acid -residues necessary for the nucleolar 
localization of BIV Rev protein. (A) Alanine substitutions were introduced into the 
EGFP-Rev WT to generate the pEGFP-Rev Mut 3, Mut 5, and Mut 7 .mutant 
constructs. (B) Vero cells were transfected with pRed-C 1Nucleolin and each of the 
indicated pEGFP-Rev mutant constructs. After 24 h of incubation, the ce Ils were 
fixed, counterstained with DAPI (in blue), and examined by fluorescence microscopy. 
The expression of EGFP-Rev mutant proteins and DsRed-Nucleolin is shown in 
green and red, respectively. The merge image represents the superposition of EGFP 
and DsRed-Nucleolin images. The image shown is a representative of the expression 
pattern (three independent experiments) observed in >70% of cells. 

2.4.6 Functional analysis ofBIV Rev NLS and NoLS mutants 

To determine whether mutations of ElV Rev NLS and NoLS amino acid residues 

had an impact in the nuclear export activity of the protein, Vero cells were 

cotransfected with the Rev-EGFP WT-encoding plasmid or each of the BIV Rev NLS 

and NoLS mutant plasmids and the pRRE-BIV CAT reporter construct as described 
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above. The results showed that among aIl Rev NLS mutants tested (Figure 2.6), only 

Mut 15 displayed an activity comparable to that of Rev WT. In contrast, the Mut 10 

and Mut 20 mutants showed 10wer activity (at least 50%) than did Rev WT even 

though the proteins were present in the nucleus and the nucleoli, respectively (Figure 

2.4C). In contrast, the Mut 24 mutant, which was not localized in the nucleus and 

nucleoli, had no activity at aIl. Similarly, no activity was associated with the Mut 6 

mutant despite its presence in the nucleus and nucleoli (Figure 2.4C). When 

determining the activity ofNoLS mutants (Figure 2.6), Mut 3 and Mut 7 had activity 

comparable to or lower than that of Rev WT, respectively. In contrast, the Mut 5 

mutant had no activity at aIl. As mentioned above, aIl of these mutants were localized 

only in the nucleoplasm. 
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Figure 2.6. Functional analysis of BIV Rev NLS and NoLS mutants. Functional 
analysis of BIV Rev NLS and NoLS mutants. The nuclear export activities of EGFP­
RevWT and EGFP-Rev NLS and NoLS mutants described for Figure 2.4 and 2.5 
were determined using a CAT reporter assay as described for Figure 2.2C. Gray bar, 
pRRE-BIV alone; solid bars, NLS mutants; open bars, NoLS mutants. The results 
represent mean values of triplicate samples of at least three separate experiments. 
Vertical bars indicate the standard deviations about the means. The values 
significantly different from those for the Rev WT, according to a two-taiJed t test, are 
indicated by asterisks: *, P < 0.05; **, P < 0.005; ***, P < 0.0005. 



77 

2.5 DISCUSSION 

The Rev and Rev-like proteins of complex retroviruses are essential regulatory 

proteins that mediate nuclear export of partially spliced viral RNAs via functional 

domains that interact with cellular proteins and viral RNA. To exert their activity, 

lentivirus Rev proteins must enter the nucleus through NLSs (Kubota et al., 1989; 

Cochrane, Perkins et Rosen, 1990; Truant et Cu lien, 1999; Lee et al., 2006). Most 

nuclear proteins are targeted to the nucleus by mono- or bipartite basic aa sequences 

that constitute the NLS (Dingwall et Laskey, 1991; Robbins et al., 1991; Lange et al., 

2007). In HIV-l Rev, a 17-aa arginine-rich motif(Table 2.2) is located within the N­

terminal half of the prote in and serves as both the RRE-binding domain and the NLS 

(Hope et al., 1990a). In addition to NLSs, HIV-1 and HTLV-1 target Rev and Rex 

proteins, respective1y, to the nucleolus via NoLS (Kubota et al., 1989; Cochrane, 

Perkins et Rosen, 1990). 

The present study is the first to directly characterize the cellular distribution of 

B1V Rev in details. We have demonstrated that the Rev protein of ElV localizes 

almost exclusively into the nucleus and the nucleoli of transiently transfected cells 

(Figure 2.1), confirming a previous study conducted in BIV-infected ce Ils (Oberste et 

al., 1993). By using a series of Rev deletion mutants fused to the EGFP-encoding 

sequence, we thereafter identified the sequence necessary for the nuc1ear localization 

ofBIV Rev. The subcellular localizations of both M4 and M5 mutants were disrupted 

as these proteins were distributed in the cytoplasm and the nucleus (Figure 2.2C), a 

feature that contrasts with the predominant nuclear/nucleolar distribution of the Rev 

WT prote in. Moreover, the biological activity of both M4 and M5 mutants was 

completely abolished in the CAT reporter assay (Figure 2.2D). These results indicated 

that the regions deleted in M4 and M5 (aa 71 to 90 and aa 91 to 110, respectively) 

were important for the biological activity and intracellular localization ofBIV Rev. 
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The localization results also suggested the presence of a bipartite NLS in BIY Rev. 

To confirm the latter, we fused the aa 71 to 110 region to the C-terminal end of the 

EGFP protein and found that thissequence was sufficient to relocate the GFP into the 

nucleus and the nucleoli (Figure 2.3). 

The hallmark of bipartite NLSs is the presence of two clusters of basic aa whose 

integrity is essential for their function (Robbins et al., 1991). As the amino acid 

deletion region in M4 and MS contains several clusters of basic amino acid residues 

(Figure 2.4A), we wished to identify which basic amino acid clusters were at play for 

the bipartite NLS function of BIY Rev. By using a series of deletions and point 

mutations within the Rev WT protein, we found that both the 71 R_RK74 (Rev ~ 1 

mutant) and 9SRRK_RR lOt (Rev il3 mutant) basic residues were important for the 

nuclear localization of BIY Rev WT (Figure 2.4). Interestingly, the 71R_RK74 cluster 

alone was able to transport the protein into the nucleus as shown by the result from 

the Rev ~3 mutant, which contains an intact 71R_RK74 sequence. The latter mutant 

localized into the nucleoli and cytoplasm without nuclear accumulation in the absence 

of LMB (Figure 2.4B). In contrast, in the presence of LMB, which blocks the putative 

exportation activity of Rev, the Rev D. 3 mutant was completely retained in the 

nucleus and nucleoli (Figure 2.4B). Notably, in the 71 RARK74 and 100RR 101 te 

71 AAAA74 and JOOAAIOJ mutant (Mut 20) (Figure 2.4C), only the lasttwo residues of 

the second cluster of basic residues eSRRK_RR 101 ) are mutated to alanines. This 

mutant showed the same localization pattern as that of the Rev 1-.3 mutant. Combined, 

these results suggest that the 71R_RK74 cluster mediates the transport of the protein 

into the nucleus and that the integrity of the 9s RRK_RR 101 cluster is necessary for both 

the nuclear localization and the retention of Rev. Our results unequivocally showed 

that the NLS of BIY Rev is bipartite and is composed of residues 71 R_RK74 and 

9SRRK_RR\Ol. This is the first report of a bipartite NLS for any RevIRexlRev-like 

proteins in complex retroviruses. However, as shown in Table 2.2, the sequence of the 
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two basic motifs in BIY Rev NLS differs from the consensus sequences reported for 

typical short- and long-type bipartite NLSs. Moreover, our results showed that the 

length of the spacer region (20 aa) separating the two basic clusters of BIY Rev NLS 

d iffers from the 8- to 16- and the 30- to 32-aa lengths described for the short- and 

long-type bipartite NLSs, respectively (Robbins et al., 1991; Jans et al., 1995; Weis, 

Mattaj et Lamond, 1995; Luo et Shibuya, 2001; Romanelli et Morandi, 2002; Yeung, 

Zhang et Chen, 2006). Although human cytidine deaminase and the integrase ofHIY­

1 have been reported to contain bipartite NLSs with spacer regions of 20 (Table 2.2) 

and 22 aa, respectively, the NLSs ofthese proteins were composed mainly of lysine 

residues (Gallay et al., 1997; Somasekaram et al., 1999). This contrasts with the 

predominantly arginine residues described here. Combined, the results showed that 

BIY Rev contains a novel type ofbona fide bipartite NLS. 

TABLE 2.2. NLSs and NoLSsa 

1--- ­
1 -1 

Proteine NLS/NoLSb Reference(s) 

1 

i 
Bipartite NLS 

1Short-type NLSs
 

Nucleoplasmin KRPAATKKAGQAKKKKLDK (Robbins et al., 1991)
 

CBP80 RRRHSDENDGGQPHKRRK (Weis, Mattaj el Lamond, 1995)
 

hRAC3 RKRKLPCDTPGQGLTCSGEKRRR (Yeung, Zhang el Chen, 2006)
 

Swl5 KKYENVVIKRSPRKRGRPRK (Romanelli el Morandi, 2002)
 

Consensus [RK] (3), 8 to 16 aa [RIK) (4) (Romanelli el Morandi, 2002)
 

Long-type NLSs
 

HnRNPI KRGSDELFSTCVTNGPFIMSSNSASAANGNDSKKFKGDS (Romanelli el Morandi, 2002)
 

HIF-I."r KRKMEHDGSLFQAVGlGTLLQQPDDHAATTSLSWKRVKG (Luo et Shibuya, 2001)
 

Consensus [KR) 301032 aa [RIK] (4) (RomanelJi el Morandi, 2002)
 

Unclassified-type NLSs
 

HCDA KRPACTLKPECVQQLLVCSQEAKK (Somasekaram el al., 1999)
 

RevBIV RARKLPGERRPGFWKSLRELVEQNRRKQERR This study
 

-~
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Viral and cellular monopartite NLSs and/or NoLSs 

Rey, HIV-I B,QARRNRRRRWRERQRQ (Kubota et al., 1989; Cochrane, Perkins 
et Rosen, 1990) 

Rey, ElAV KRRRK (Lee et al., 2006) 

Rem, MMTV ALRRKRRREMRK (Indik et al., 2005) 

Rex, HTLV-I P,KTRRRPRRSQRKRPPTP (Kubota et al., 1989; Nosaka et al., 1989; 
Narayan et al., 2003) 

Rec, HERV-K RRRRHRNRAP (Yang et al., 1999) 

Tat, HIV-I RKKRRQRRRAHQ (Siomi et al., 1990; Daelemans et al., 2004) 

hLa SKGRRFKGKGK (Horke et al., 2004) 

MDM2 KKLKKRNK (Lohrum et al., 2000) 

Consensus NoLS 
motif 

R/K-RlK-X-R/K (Lohrum et al , 2000; Emmott et Hisc~X'J' 
2009) 

BIV Rey NoLS ERRPGFWKSLRELVEQNR This study 

a Sequences of known short- and long-type bipartite NLSs and of NoLSs of various 
viral and cellular proteins with their respective consensus sequences in comparison 
with the novel type of bipartite NLS and NoLS sequences of BrV Rev protein,b The 
basic residues associated with NLSs are in bold, and the residues of NoLSs are 
underlined. The possible number of basic residues in the consensus sequences is 
indicated in parentheses.c Abbreviations: CBP80, CAP-binding protein 80; hRAC3, 
human receptor coactivator 3; Sw15, Saccharomyces cerevisiae transcription factor; 
HnRNPl, heterogeneous nuclear ribonucleoprotein; HrF-Ct, hypoxia-inducible factor 
cr; HCDA, human cytidine deaminase; MMTV, mouse mammary tumor virus; 
HERV-K, human endogenous retrovirus K; Tat, trans activator factor of 
transcription; hLa, human La protein; MDM2, murine double minute 2 protein 

The nucleus is a highly ordered structure containing severa!. nonmembrane 

subcompartments, the largest subnuclear structure of which is the nucleolus. The 

nucleolus is morphologically divided into discrete regions including the fibrillar 

center, the dense fibrillar center (DFC), and the granular component (GC) (Emmott et 

Hiscox, 2009). Beside the demonstrated role of the nucleolus in various steps of 

rRNA synthesis, a plurifunctional nucleolus hypothesis has been formulated and 

proposes that the nucleolus has multiple functions in health and disease (Matthews et 

Oison, 2006; Stark et Taliansky, 2009). In addition, the nucleolus can be a target for 
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viral infection (Hiscox, 2007). For instance, changes in nucleolar structure can result 

from the coronavirus infectious bronchitis virus or from herpes simplex virus 

infection (Dove et al., 2006; Lymberopoulos et Pearson, 2007; Bertrand et Pearson, 

2008). Consistent with this and similar to what was previously reported for HlV-l 

Rev (Nosaka et al., 1993), we also observed, in certain cell lines, altered nucleolar 

structure upon BIV Rev expression (not shown), an event that could be attributed to 

nucleolar accumulation of the protein (Lymberopoulos et Pearson, 2007; Bertrand et 

Pearson, 2008). 

The nucleolar targeting of a protein depends on the presence of an NoLS or, in the 

absence of the latter, on interactions with nucleic acids or other NoLS-containing 

proteins that form a hub of proteins which, in turn, allows the binding of several 

protein partners (Emmott et Hiscox, 2009). Here, we confirmed the nucleolar 

localization of the BlV Rev protein (Oberste et al., 1993). We also showed that the 

BIV Rev protein did not colocalize with fibrillarin, which is known to localize in the 

DFC region of the nucleolus (Figure 2.1 B). In contrast, the BlV Rev protein 

colocalized with two other nucleolar markers, namely, nucleolin, known to localize in 

the GC and DFC region of the nucleolus, and B23.1, an isoform of B23 known to 

localize in the nucleolar GC (Dundr, Misteli et OIson, 2000; Emmott et al., 2008). As 

HIV-1 Rev was shown to colocalize and interact with B23 (Fankhauser et al., 1991; 

Dundr et al., 1995; Dundr et al., 1996), it is possible that BIV also may interact with 

nucleolin and/or B23.1, an assumption that needs fUtther studies. 

We showed that BIV Rev contains an NoLS that mediates the nucleolar 

localization of this protein. We also showed that residues 79RR8o,88R, and 95R are 

essential for the nucleolar localization of BIV Rev (Figure 2.4B and 2.5). 

Interestingly, none of the alanine substitutions within the NoLS disrupted the nuclear 
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localization of BlY Rev (Figure 2.5), thereby suggesting that the NoLS is 

independent of NLS function. HlY-1 Rev, HTLY Rex, and HlY-1 Tat proteins 

possess an NoLS that is intrinsically associated with the NLS (Kubota et al., 1989; 

Nosaka et al., 1989; Cochrane, Perkins et Rosen, 1990; Siomi et al., 1990). These 

proteins contain an R/K-R/K-X-R/K consensus NoLS motif that is also present in a 

variety of other viral and cellular nucleolar proteins (Dang et Lee, 1989; Hatanaka, 

1990; Lohrum et al., 2000; Horke et al., 2004) (Table 2.2). Remarkably, the BlY Rev 

does not harbor such a consensus motif, as several ami no acid residues are present 

between the arginine residues associated with its NoLS function (Table 2.2). Like 

BlY Rev, the three NoLS sequences identified in parafibromin, a tumor suppressor 

protein, also differ from the consensus arginine/lysine motifs present in nucleolar 

proteins described so far (Hahn et Marsh, 2007; Emmott et Hiscox, 2009). ln addition, 

the parafibromin NoLSs are loca1ized in a region ofthe protein that is not intrinsically 

associated with the bipartite NLS (Hahn et Marsh, 2007). This contrasts with our 

results, where the 79RR80 and 88R residues of the Rev NoLS are localized between the 

two basic amino acid clusters that form the BlY Rev bipatiite NLS and where the 95R 

residue is part of the second cluster of the bipartite NLS (95RRK_RRIOl). Thus, the 

BlY Rev protein harbors a novel type of NoLS different from NoLS motifs 

previously described for any viral or cellular proteins. 

The NLS/NoLS and RBD motifs in several Rev/RexlRev-like proteins in complex 

retroviruses are closely associated to arginine-rich domains (Hope et al., 1991; 

Pollard et Malim, 1998; Yang et al., 1999; Magin et al., 2000; lndik et al., 2005). 

Here we found that the n\.lclear export activity of the BlY Rev NLSs and NoLS 

mutants was diminished (Mut 7, Mut 10, and Mut 20) or absent (Mut 5 and Mut 6) 

even though they still localized in the nucleoplasm and/or nucleoli (Figure 2AC, 2.5, 

and 2.6). These results suggest that sorne of the amino acids that compose the 

NLS/NoLS are part of the RBD that mediates the binding of Rev to the RRE of the 
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viral transcripts before their transport to the cytoplasm where they are translated. 

Finally, it has been suggested that the nucleolus plays a critical role in the nuclear 

export ofHIV-1 Rev (Daelemans et al., 2004) and that the nucleoli "store" the protein 

(Kjems et Askjaer, 2000). However, other investigators reported that HrV-1 Rev as 

weil as HTLV-1 Rex exerts nuclear export activity with no nucleolar accumulation 

(McDonald, Hope et Parslow, 1992). A similar finding was observed here with the 

Mut 3 mutant that showed nuclear export activity like that of the Rev WT with no 

localization in the nucleoli (Figure 2.6). The significance of this observation for the 

BrV life cycle has yet to be determined. 

In conclusion, we demonstrated that the nucleolar and nuclear localizations of 

BIV Rev are mediated via novel NLS and NoLS motifs. Brv Rev NLS and NoLS 

may help in further understanding the dynamic network of proteins found in the 

nucleus and nucleoli. 
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3.1 AB8TRACT 

The Rev protein is essential for the replication of lentiviruses. Rev is a shuttling 

protein that transports unspliced and partially spliced lentiviral RNAs from the 

nucleus to the cytoplasm via the nucleopore. To transport these RNAs, the human 

immunodeficiency virus type 1 (HIY-l) Rev uses the karyopherin ~ family importin ~ 

and CRMI proteins that interact with the Rev nuclear localization (NLS) and 

exportation (NES) signais, respectively. Recently, we reported the presence of new 

types of bipartite NLS and nucleolar localisation signal (NoLS) in the bovine 

immunodeficiency virus (BIY) Rev protein. Here we report the characterization of 

the nuclear import and export pathways of BIV Rev. By using an in vitro nuclear 

import assay, we showed that BIY Rev is transported into the nucleus by a cytosolic­

and energy-dependent importin cJ~ classical pathway. Glutathione S-transferase 

(GST)-pull down experiments confirmed that importins 0.3 and 0.5 are involved in this 

nuclear import process. We alsoidentified a leptomycin B sensitive NES in BIV Rev 

ind icating that the protein is exported via CRM 1 like HIV-l Rev. Mutagenesis 

experiments showed that the BIY Rev NES maps between amino acids 109 to 121 of 

the protein. Remarkably, the BIY Rev NES was found ta be of the cAMP-dependent 

protein kinase inhibitor (PKI)-type instead of the HIV-l Rev-type. In summary, our 

data showed that the nuclear import and export mechanisms of BIY Rev are novel 

among Rev proteins characterized so far in lentiviruses. 
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3.2 INTRODUCTION 

Several cell proteins shuttle between the cytoplasm and nucleus to ensure their 

functions. Macromolecules greater than 40-50 kDa are generally transported through 

an active mechanism from the cytoplasm to the nucleus across the nuclear envelope 

through nuclear pore complexes (NPC). This mode of transportation is dependent of 

soluble factors that also shuttle between the ceH cytoplasm and nucleus (Cook et al., 

2007; Stewart, 2007). However, proteins with a molecular weight between 20-40 kDa 

which contain a nuclear localization signal (NLS) are also transported through the 

NPC (Gorlich et Mattaj, 1996; He, Weber et Levens, 2000). The majority of 

nucleocytoplasmic factors invo1ved in the nuclear transport belong to the well­

characterized family of karyopherins ~ proteins (Cook et al., 2007; Lott et al., 2010). 

Karyopherins ~ involved in the nuclear import are known as "importins", while 

karyopherins ~ involved in nuclear export are known as "exportins" (Cook et al., 

2007; Stewart, 2007). The nuclear protein import cycle can be divided into four steps: 

assembly of the cargo:carrier import complex in the cytoplasm, translocation of the 

import complex through the NPC, disassembly of import complex in the nucleus and 

transport of importins back to the cytoplasm (Stewart, 2007). 

Several nuclear import pathways for proteins have been described: 1- the classical 

nuclear import pathway; 2- the pathway involving the direct binding of the cargo to 

importin ~; and 3- the transportin-dependent nuclear import pathway. Transportin 

belongs to the karyopherin ~ proteins and recognizes a NLS different from the 

. traditional mono or bipartite NLSs in the cargo (Cook et aL, 2007). In the classical 

nuclear import pathway, importin a recognizes NLSs (mono or bipartite) within the 

import cargo proteins, and serves as an adaptor that links the cargo and importin ~. 

The cargo:importin a:importin ~ complex crosses the nucleopore by the interaction of 

importin ~ with the dock proteins or nucleoporins that f01111 the NPC. In the nucleus, 
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RanGTP makes a complex with importin ~ allowing the release of the cargo from the 

import complex. The importin ~-RanGTP is then recycled back to the cytoplasm, 

whereas importin a forms a complex with "Cellular Apoptosis Susceptibility" (CAS) 

and RanGTP proteins prior to exportation of the complex to the cytoplasm. In the 

cytoplasm, RanGTP becomes RanGDP via the Ran GTPase activating protein, 

allowing the dissociation of the complex and reJease of the importins for a new 

import cycle (Cook et al., 2007; Stewart, 2007). 

As mentioned above, the nucJear export of proteins is reguJated by karyopherin ~ 

proteins. CRM1 or exportin 1 is a major nuclear export receptor which allows the 

export of proteins containing a leucine-rich nuclear export signal (NES) (Fornerod et 

aL, 1997; Ossareh-Nazari, Bachelerie et Dargemont, 1997). The leucine-rich NESs 

were first identified in the human immunodeficiency virus type 1 (HIV-1) Rev protein 

(Fischer et aL, 1995) and the cAMP-dependent protein kinase inhibitor (PK!) (Wen et 

al., 1995) with the consensus sequence motif <P-X2-3-<P-X2-3-<P-X-<P (where <P is L, l, V, 

F or M, and x refers to any aa) (Kutay et al., 1997). The CRMI export process also 

depends on RanGTP-GDP cycle as for the importins (Fornerod et aL, 1997; Kutay et 

aL, 1997; Ossareh-Nazari, Bachelerie et Dargemont, 1997; Stade et al., 1997) and the 

interaction between a NES and CRMI can be inhibited by the antifungal antibiotic 

Leptomycin B (Fornerod et aL, 1997; Kudo et aL, 1999). More recently, 

crystallographic studies have shown the conformational changes and the direct 

interaction between CRMI, HIV-I Rev NES and RanGTP (Dong et aL, 2009; 

M.onecke et al., 2009; Koyama et Matsuura, 2010). 

Bovine immunodeflciency virus (BIV) is a lentivirus of the Retroviridae family, 

which shares morphological, genetic, antigenic and/or biological properties with 

human immunodeficiency virus (HIV) type 1 and other animal lentiviruses, including 

equine infectious anemia virus (EIAV) (Gonda et aL, 1987; Corredor, St-Louis et 

Archambault, 2010). The BIV provirus DNA is 8,960 nucleotides (nt) in length with a 
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typical retroviral genomic structure containing the gag, pol and env genes flanked by 

long terminal repeats (LTRs) at the 5' and 3' termini (Gonda et al., 1994; Corredor, St­

Louis et Archambault, 2010). In proximity to the pol/env junction, the BIV genome 

contains additionaJ open reading frames (Orfs) that may encode non-structural 

regulatory/accessory proteins including the Rev protein (Gonda et al., 1994; 

Corredor, St-Louis et Archambault, 2010). BIV Rev is a 23 kDa [186 amino acids 

(aa) in length] phosphoprotein produced from a multi-spliced mRNA that contains an 

untranslated leader (exon ]) and two encoding exons (exons 2 and 3) (Oberste, 

Greenwood et Gonda, 1991). As reported for HIV-1 Rev, BrV Rev mediates the 

riuclear exportation of partially spliced viral RNAs encoding structural proteins, and 

of unspliced RNAs that serve as genomic Rt'JA by interacting with a stem-loop 

structure termed Rev responsive element (RRE) present in these RNAs (Pollard et 

Malim, 1998). The lentiviral Rev protein contains at least three central functional 

domains: a basic arginine-rich domain that mediates RNA binding(RBD) and that 

contains the nuclear/nucleolar localization signaIs (NLS/NoLS), a muitimerization 

domain and a leucine-rich domain that is necessary for the nuclear exportation of Rev 

(Pollard et Malim, 1998; Narayan et al., 2003). 

To fulfill its function, HIV-1 Rev shuttles between the nucleus and the cytoplasm 

of infected cells via the importin/exportin proteins or the nucleoporin pathway 

(Pollard et Malim, 1998). The shuttling of HIV-1 Rev into the nucleus is mediated by 

the direct binding of Rev NLS to the nuclear transport receptors, mainly importin ~ 

but also transportin, importin 5 and importin 7 (Arnold et aL, 2006). Recent studies 

showed that HIV-J Rev is imported in vivo to the nucleus by importin ~ and 

transportin import pathways, the latter pathway depending on the nucleoporin 

Nup358 that acts as a dock station (Hutten et al., 2009; Gu et al., 2011). Finally, as 

mentioned above, HIV-1 Rev is exported from the nucleus to the cytoplasm via the 

CRM1 pathway (Fischer et al., 1995). 



89 

We recently characterized the NLS and NoLS of the BIV Rev protein (Gomez 

Corredor et Archambault, 2009). We found that BIV Rev is the first Rev/Rev-like 

protein in complex retroviruses harbouring a bipartite NLS instead of a monopartite 

NLS (Cochrane, Perkins et Rosen, 1990; Pollard et Malim, 1998; Yang et al., 1999; 

Narayan et al., 2003; lndik et al., 2005; Lee et al., 2006). In addition, we identified 

the BIV Rev NoLS, which differs in terms of consensus motif not only from those 

reported for other NoLSs in Rev and Rev-like proteins but also from those reported in 

any viral and cellular proteins. We also found that the BIV Rev NoLS is independent 

ofNLS function (Gomez Corredor et Archambault, 2009), a characteristic that differs 

from the other retroviral Rev/Rev-like proteins (Kubota et al., 1989; Nosaka et al., 

1989; Cochrane, Perkins et Rosen, 1990). 

Here, we report the characterization of the nuclear import and export pathways of 

BIV Rev. On one hand we showed that BIV Rev is transported into the nucleus via an 

active transport dependent of Ran protein and mediated by the classical nuclear 

,	 import pathway. This mechanism differs from importin ~ direct import of HIV-l Rev. 

We also found, by using an in vitro nuclear import and glutathione S-transferase 

(GST)-pull down assays, that two isoforms of importin a, importins a3 and a5, can 

mediate the transport of BIV Rev to the nucleus. On the other hand, we showed that 

BIV Rev is exported from the nucleus via the CRM 1 pathway like HIV-l Rev. 

However, mapping studies using a series of single point mutations showed that aa 

sequence motif ofBIV Rev NES differ from that ofHIV-l Rev NES. 

3.3 MATERIALS AND METHüDS 

3.3.1 Cell cultures and transfections 

HEK 293T and HeLa cells were maintained at 37°C in a humidified atmosphere 

of 5% CO2 in Dulbecco's modified Eagle's medium (DMEM; lnvitrogen, Carlsbad, 
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CA) supplemented with IO% fetal bovine serum (PAA Laboratories, lnc., Etobicoke, 

Ontario). For cell transfections, the cells were plated to a cell density of -50% 

confluence in 6-well cell culture plates. The next day, plasmids were mixed with the 

FuGENE HO transfection reagent (Roche, Indianapolis, IN) and added to the cells 

according to the manufacturer's protocol. 

3.3.2 Plasmids and plasmid constructs 

Plasmid pRed-CI Nucleolin encoding for nucleolin ln fusion with the red 

fluorescence protein and plasmid pDMI3S-based BlV Rev CAT reporter have been 

described (Gomez Corredor et Archambault, 2009). Plasmid pGEX4T1 encoding the 

GST protein was purchased from Pharmacia Biotech (Piscataway, NJ). Plasmids 

pGEX-3X encoding GST-importins aI- and ~ were kindly provided by Dr. Dongwan 

Yoo (University of Illinois at Urbana-Champaign, USA) (Mohammadi et al., 2009). 

Plasmids coding for GST-importins a3 and a5 were a generous gift of Dr. Javier 

DiNoia (Montreal Clinical Research Institute, Canada) (Patenaude et al., 2009). 

Plasmids pQESO-Ran and pQESO-RanQ69L encoding His6-Ran and mutant His6­

RanQ69 proteins, respectively, were kindly provided by Dr. Virginie Gauthier 

(University College Dublin, Ireland) (Tsuji et al., 2007). Plasmid pQE70 coding for 

His6-importin al i'1lBB was a kind gift of Dr. Hoyun Lee (University of Ottawa, 

Canada) (Kim et Lee, 200S). 

To generate bacteria-expressed proteins ln fusion with enhanced green 

fluorescent protein (EGFP), the EGFP sequence was first amplified by PCR from the 

pEGFP-CI vector (Clontech, Palo Alto, CA) with primers that introduced 5' Nhel and 

3' EcoRI restriction sites. The PCR product was digested with NheI and EcoRI and 

subsequently cloned into the corresponding restriction sites in the pET21 b+ vector 

O\Jovagen, Madison, WI) which introduces a six histidine (His6) tag at the C­

terminale of the protein. The plasmid construct encoding EGFP was validated by 
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DNA sequencing through the McGi11 University Sequencing Services (Montréal, 

Québec, Canada) and designated pET-EGFP. To generate BIY Rev proteins in fusion 

with EGFP (at the N-terminal of Rev) and the His6 tag (at the C-terminal of Rev), 

BIY and HIY-l Rev-encoding wild type (WT) sequences were amplified by PCR 

from pEGFP-BIYRevWT (Gomez Corredor et Archambault, 2009) and pCMY-HIY­

lRev (a gift from Dr. Benoît Barbeau, University de Québec à Montréal, Canada), 

respectively, by using primers that introduced 5' EcoRI and 3' XhoI restriction sites. 

Digested PCR products were then cloned into pET-EGFP. To generate a version of 

BIY Rev-His without EGFP, the BIY Rev WT-encoding sequence was cloned into 5' 

EcoRI and 3' XhoI restriction sites of pET21 b+. Ali resulting plasmid constructs 

encoding BIY EGFP Rev-His, HIY-1 EGFP Rev-His and BIY Rev-His proteins were 

sequenced for validation. 

To generate EGFP-BIVNES fusion protein for eukaryotic expression, two 

complementary primers (5'- CCC TTG AGG ATC TIG TTC GCC ACA TGT CGC 

TGG-3' and S'-GAT CCC AGC GAC ATG TGG CGA ACA AGA TCC TCA AGG 

GGG CC-3') containing the sequence encoding the putative 10 aa BlY Rev NES 

were inserted into the ApaI/BamHI sites of pEGFP-Cl to generate pEGFP-BIVNES. 

The plasmid construct was then validated by sequencing. 

3.3.3 Site-directed mutagenesis 

To identify the aa residues that compose the BIY Rev NES, a series of site­

directed alanine substitution mutants targeting selected residues present in the la aa 

BIY NES putative sequence was generated from the full length BIY Rev WT 

sequence. Complementary sense and antisense primers were designed to contain the 

desire mutation(s) flanked by 8 to la nucleotides (nt) with unmodified sequence 

(sequences available upon request). The resulting mutated sequences were cloned into 

the NotI/Apal sites of pcDNA3.1 Myc/His expression vector (lnvitrogen) to generate 
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plasmids encoding BlV ReY-Mye/His mutant proteins (see Figure 3.7). Ali mutant 

constructs were yalidated by sequencing. 

3.3.4 Purification and labeling of recombinant proteins 

BlV Rey-His, BlV EGFP Rey-His and HIV-I EGFP Rey-His proteins were 

expressed in Rosetta-gami™ B (DE3)pLysS cells (Noyagen) upon induction with 1 

mM isopropyl-~-D-thiogalactopyranoside (IPTG) for 4 h a 37°C. His6-Ran, His6­

RanQ69L and His6-Importjnal-~IBB proteins were expressed in Ml 5[pREP4] cells 

(Qiagen, Valencia, CA) upon induction with 1 mM lPTG oyernight at 30°C. Bacterial 

cells were pelleted, frozen at -SO°C, thawed and then resuspended in extraction buffer 

[0.5% NP40, 0.5% Triton X-lOO in phosphate buffered saline (PBS, pH 7.3) solution] 

supplemented with the protease inhtbitor cocktail (Roche). Cells were lysed by 

addition of 1 mg/ml of lysozyme and 2.5 U of benzonase (Noyagen) for 20 min on 

ice. After sonication, cell lysates were cleared by centrifugation at 20,000 x g at 4°C 

for 30 min. Supernatants were incubated with Ni-NTA His·Bind® Resin (Noyagen) 

for 2 h at 4°C. After three washes with extraction buffer, bound proteins were eluted 

with elution buffer (300 mM imidazole and 300 mM NaCl) supplemented with the 

protease inhibitor cocktail. 

GST and GST-importins al, a3, a5, and ~ fusion proteins were expressed in 

Rosetta-gami™ B (DE3)pLysS cells upon induction with 0.5 mM lPTG 4 h at 37°C 

for the GST alone and oyernight at 30°C for GST-importins fusion proteins. Bacterial 

cells were processed as described aboye with the exception that the extraction buffer 

was 1% Triton X-lOO in PBS pH 7.3. The cell lysates were then incubated with 

GST·Bind® Resin (Noyagen) for 2 h at 4°C. After three washes with extraction 

buffer, bound proteins were eluted with elution buffer (100 mM glutatione, 50 mM 

Tris-HCI, pH S.O, 1% Triton X-lOO and 300 mM NaCI) supplemented with the 

protease inhibitor cocktail. Purified GST protein was labeled with fluorescein 
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isothiocyanate (FITC; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) according to the 

manufacturer's protocol and was designated GST-FITC hereafter. Rhodamine-Iabeled 

bovine serum albumin coupled to a peptide containing the NLS of the SV40 T 

antigen (BSA-NLSsV40) was purchased from Sigma-Aldrich. 

Where indicated, ail purified proteins described above were dialyzed against the 

transport buffer (20 mM HEPES-KOH, pH 7.4, 110 mM KOAc, 2 mM Mg(OAc)2, 

0.5 mM EGTA, 2 mM DIT, and protease inhibitors), and stored at -80°C for further 

use. 

3.3.5 In vitro nuclear import assay 

The in vitro nuclear import assay was performed as described (Adam, Marr et 

Gerace, 1990; Kehlenbach Ralph H, 2006; Cassany et Gerace, 2009) with sorne 

modifications. HeLa cells were seeded on coverslips in I2-well cel! culture plates and 

grown up to 70% confluence. Cells were washed twice with ice-cold transport buffer 

and permeabilized with digitonin (25 Ilg/ml) for 5 min on ice. The optimal digitonin 

concentration for cell permeabilization was determined as described (Kehlenbach 

Ralph H, 2006). Following permeabilization, cells were washed five times with ice­

cold transport buffer. The standard import reaction mixtures contain an ATP 

regeneration system (l mM ATP and GTP, 5 mM phosphocreatine and 20 U/ml of 

creatine phosphokinase) as a source of energy, rabbit reticulocyte lysate (RRL) (25 

Ill) (Promega, Madison WI ) as a source of soluble import factors, unlabeled BSA (5 

mg/ml) and 2 IlM of substrate import (BIV EGFP Rev-His, HIV-1 EGFP Rev-His, 

GST-FITC or BSA-NLSsV4o) in a final volume of 50 III of transport buffer. When 

purified recombinant importins were used, no RRL was added and 2 IlM of specified 

importin was used with 2 IlM of Ran or RanQ69L as indicated. The import reactions 

were performed for 30 min at 37°C or 4°C. Ce Ils were then washed twice with 

transport buffer and fixed with formaldehyde 3.5%. Nuclei were counterstained with 
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4-,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI, Sigma-Aldrich). The coverslips were then 

mounted on glass sI ides using ProLong® Gold Antifade Rea-gent (Invitrogen) for 

fluorescence analysis. Where indicated, digitonin-permeabilized HeLa cells were pre­

incubated prior to the import assay as follow: for wheat germ agglutinin (WGA; 

Sigma-Aldrich) treatment, coverslips were incubated for 30 min at room temperature 

with transport buffer containing 0.8 mg/ml of WGA; for apyrase (Sigma-Aldrich) 

treatment, coverslips were incubated for 15 min at 4°C with transport buffer 

containing 25 U/ml of apyrase. 

3.3.6 Leptomycin B treatment 

Cells cultured on coversIips in 6-well cell culture plates were transfected with 

each of the respective pEGFP and pcDNA3. 1Myc/His expression constructs. At 24 h 

posttransfection, cells were left untreated or treated with leptomycin B (LMB; Sigma.;, 

Aldrich) at a final concentration of 5 nM in the appropriate growth medium. After an 

incubation time of 4 h, the ceUs were fixed for nuclei staining and mounted as 

described above for nuclear import assay. 

3.3.7 Fluorescence microscopy 

The fluorescence images were taken with an Eclipse Ti fluorescent microscope 

(Nikon) equipped with a 40x 0.75 numerical aperture objective lens. Images were 

captured as 8-bit TIFF files with a Scion CFW-1608C camera. Ail images were 

analyzed with the Image-J software (Rasband, 1997-2004b). 

For analysis of import efficiencies in presence of recombinant receptors, the 

intensity of fluorescence (pixel units) was measured within nuclei and cytoplasm 

(losef et al., 2008). The pixel intensity was averaged for 75 to 100 cells in triplicate 

for each subcellular region. Al! values were corrected for background fluorescence. 

The results were expressed as the ratio of nuclear to cytoplasmic fluorescence (Fn/c). 
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P statistical values were obtained by performing a two-tailed {-test and usmg a 

Welch's correction when the variances were not equal. 

For experiments performed with transfected cells, images were taken as described 

above. For each protein examined, 50 positive cells were observed. The data shown 

below were representative from three independent experiments of expression patterns 

observed in > 70% of the cells. 

3.3.8 Indirect immunofluorescence assay 

HEK 293 cells cultured on coverslips m 6-well cell culture plates were 

transfected with the respective expression vectors. After an incubation of 48 h, the 

transfected cells were fixed with 4% paraformaldehyde in PBS for 15 min, 

permeabilized with 0.2% Triton X-100 for 10 min, blocked with 4 % bovine serum 

albumin in PBS for 1 h at 3TC, and then incubated with mouse primary anti-Myc 

antibodies (l fig/ml, Roche) for 1 h at 3TC. After three washes with PBS containing 

0.2% Triton X-lOO, the cells were incubated with Alexa 488 anti-mouse secondary 

antibodies (Invitrogen) for 1 h at 3TC. Nuclei were counterstained with DAPI. The 

coverslips were then mounted on glass slides using ProLong® Gold Antifade Reagent 

(lnvitrogen). 

3.3.9 Chloramphenicol acetyltransferase (CAT) assay 

BIV Rev nuclear export activity was quantified in transient transfection assays 

using a pDM138-based BIV Rev CAT reporter construct as previously described 

(Gomez Corredor et Archambault, 2009). Briefly, HEK 293T cells were seeded in 12­

weil cell culture plates, and then co-transfected the next day with 0.5 fig of empty 

pcDNA3.1 MyclHis or each of the pcDNA3.1 Mye/His constructs encoding either BIV 

Rev WT (Gomez Corredor et Archambault, 2009) or each of the Rev mutants, 0.5 fig 

of pRRE-BIV and 0.2 fig of RSV-~-galactosidaseplasmid (Fisher Scientific, Nepean, 
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Ontario). The RSV-~-galactosidase plasmid was used as a control for transfection 

efficiency and data normalization. Cells were harvested at 48 h following 

transfection, and lysed with the lysis buffer (CAT-ELISA kit; Roche). The amount of 

CAT in 50 Ilg of total cellular proteins was determined using the CAT-ELISA kit. ~­

galactosidase activity of each cell extract was determined as previously described 

(Gomez Corredor et Archambault, 2009). CAT expression data were normalized 

through the establishment of a ratio using ~-galactosidase activity for each sample. 

Rev activity was defined as the ratio of CAT quantity obtained in cells transfected 

with the plasmids containing BlV RRE and Rev WT- or Rev mutant-encoding pro to 

tein that obtained by cells transfected with the BlV RRE-containing plasmid alone. 

Ail cell transfections were performed in triplicate and the experiments were repeated 

three times. Statistical analysis was performed using a two-tai led {-test. 

3.3.10 SDS-PAGE and Western blot analyses 

Cell extracts were prepared as described previously (Gomez Corredor et 

Archambault, 2009). Total cell protein concentrations were quantified with the DC 

protein assay (Bio-Rad). For each sample, 50 Ilg of total cell extract was 

electrophoretically separated onto 12 or 15% SDS-PAGE and transferred to 

nitrocellulose membranes. The membranes were blocked in PBS containing 0.05% 

Tween-20 (PBS-T) in presence of 5% nonfat dry milk powder for 1 h at room 

temperature. The membranes were incubated for 1 h at room temperature with mouse 

monoclonal primary antibodies specific to either GFP (Roche), His6 tag (Qiagen) or 

Myc tag (Roche) or tubulin ex (Sigma-Aldrich). Following incubation with the 

antibodies, membranes were washed three times with PBS-T and then incubated for 1 

h at room temperature with anti-mouse horseradish peroxidase-conjugated IgGs 

(Bethyl, Montgomery, TX) used as secondary antibodies. The signal was detected by 

enhanced chemiluminescence (ECL) (Perkin Elmer, Boston, MA). The membranes 

were then exposed to Kodak Biomax Light-l films. 
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3.3.11 eST pull-down assay 

Binding studies were realized as previously described (Hutten et al., 2009). 

Briefly, GST-importin recombinant fusion proteins (5 flg) were immobilized on 40 fll 

of slurry GST'Bind® Resin which was pre-incubated with 10 mg/ml BSA. A total of 

5 flg of BlV Rev-His in 500 fll of binding buffer (50 mM Tris-Hel, pH 7.5, 200 mM 

NaCI, 1 mM MgCI2, 5% glycerol, 2 mg/ml BSA) was added to each reaction. After 2 

h of incubation at 4°C, the beads were washed four times with binding buffer. Bound 

proteins were eluted with SDS-sample buffer, subjected to 12% SDS-PAGE and 

visualized by Western blot with the anti-His6 tag antibody (Qiagen). 

3.4 RESULTS 

3.4.1 Nuclear import of BIV Rev is dependent on cytosolic factors and the 

nucleopore 

We previously reported that BIV Rev has a bipartite NLS necessary for nuclear 

localization of the protein (Gomez Corredor et Archambault, 2009). To investigate 

the mechanism by which BlV Rev is transported into the nucleus, an in vitro nuclear 

import assay using digitonine-permeabilized HeLa cells was carried out. The import 

substrate used in this assay was BlV EGFP Rev-His fusion protein with a predicted 

molecular weight of 50 kDa. Thus BIV EGFP Rev-His is not expected to enter into 

the nucleus by passive diffusion as proteins with molecular weights greater than ~40 

kDa are transported into the nucleus across the NPC by an active and receptor­

mediated mechanism (Cook et al., 2007; Stewart, 2007). As a positive control of 

active and receptor-mediated transport, the BSA-NLSsV4ü peptide with a molecular 

mass of 100 kDa was used (Kehlenbach Ralph H, 2006). As expected, when the 

complete system assay containing cytosol (e.g. with RRL and energy) was used at 

3rC, BIV EGFP Rev-His and BSA-NLSsv4o proteins were completely translocated 

into the nucleus as indicated in the merge panels of Figure 3.1. In contrast, both 
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proteins localized exclusively in the cytoplasm when the buffer solution with no 

cytosol was added in the àssay, indicating that the nuclear transport of BIV EGFP 

Rev-His is dependent of cytosolic factors. To determine whether nuclear transport of 

BIV EGFP Rev-His is mediated by an active transport, we performed a complete 

import assay (with RRL and energy) at 4°C. This temperature is recognized to inhibit 

active nuclear transport with no harm on passive diffusion of a molecule (Talcott et 

Moore, 1999). As shown in Figure 3.1, nuclear transport of BIV EGFP Rev-His and 

BSA-NLSsV40 was completely inhibited at 4°C. A similar result was obtained when 

the nuclear import assay was realized in presence of WGA, a potent inhibitor of 

active nuclear import of molecules (Mohr et al., 2009). Taken together, the data 

indicate that the nuclear import of BIV EGFP Rev-His is dependent of cytosolic 

factors, and is carried out actively through the NPC. 

BIV EGFP Rev-His BSA-NLSs\'," 

EGFP DAPI Merge Rhodamine DAPI Merge 

Buffer 

Cylosol 
37°C 

Cylosol 
4°C 

WGA ­
0.C 

\.J1 fi 

Figure 3.1. Nuclear import of BIV Rev in HeLa cells is an active transport 
dependent of cytosolic factors and the nucleopore. The nuclear import of BIV 
EGFP Rev-His and rhodamine-conjugated BSA-NLSsv40 was examined by using an in 
vitro nuclear import assay. Digitonin-permeabilized HeLa cells were incubated at 4 or 
37°C with 2 ~M of BlV EGFP Rev-His or BSA-NLSsv40 in 50 ~I of transport buffer 
alone or complete transport buffer containing an ATP regeneration system and rabbit 
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reticulocyte Iysate (identified as cytosol in the figure). For WGA treatment, 
permeabiliazed cells were pre-incubated with 0.8 mg/ml of WGA for 30 min at room 
temperature and incubated for 30 min at 37°C with complete transport buffer. Cells 
were washed with transport buffer and then fixed and stained with DAPI. Cells were 
visualized by fluorescence microscopy. 

3.4.2 ATP and Ran protein are required for the nudear importation of BIV Rev 

Several proteins with a NLS are able to enter into the nucleus by a mechanisrn 

different from NPC-, carrier- and energy-dependent import pathways e.g. classical, 

importin ~ or transportin pathways (Vazquez-Iglesias et al., 2009). To determine the 

energy requirements for BIV Rev nuclear import, we performed the nuclear import 

assay with a mixture of cytosol depleted of the ATP regeneration system. As shown in 

Figure 3.2A, depletion of the energy source (- ATP panel) did not affect the nuclear 

import ofBIV EGFP Rev-His and BSA-NLSsV4ü observed in presence of ATP (+ ATP 

panel). Since nuclear import of BSA-NLSsV40 in digitonin-permeabilized HeLa cells 

is importin and energy-dependent (Adam, Marr et Gerace, 1990; Tsuji et a1., 2007), 

residual ATP pre~ent after cell permeabilization rnight have supported the nuclear 

import observed above in absence of ATP. Therefore, the nuclear import assay was 

performed in permeabilized cells pre-incubated with apyrase, an enzyme that is able 

to eliminate free ATP and GTP (Garcia-Bustos, Wagner et Hall, 1991; Moore et 

Blobel, 1992). Apyrase treatment disrupted nuclear import of both BSA-NLSsV4ü and 

BIV EGFP Rev-His (Figure 3.2A, +Apyrase panel), confirming that the nuclear 

import of BIV EGFP Rev is energy-dependent. 
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Figure 3.2. Nuclear import of BIV Rev in HeLa cells is dependent of energy and 
Ran protein. (A) Digitonin-permeabilized HeLa cells were incubated at 37°C with 2 
~M of either BIY EGFP Rev-His or BSA-NLSsv4û in 50 ~I of transport buffer 
containing rabbit reticulocyte lysate in presence (complete transport buffer) or 
absence of ATP regeneration system. For the apyrase experiment, ce!ls were pre­
incubated with buffer containing 25 Ulml of apyrase for 15 min at 37°C and then 
incubated with complete transport buffer. (B) Digitonin-permeabilized HeLa cells 
were incubated with 2 !-lM of BIY EGFP Rev-His or BSA-NLSsv4û in 50 ~I of 
complete transport buffer in presence of 2 !-lM of either Ran or RanQ69L. Cells were 
washed with transport buffer and then fixed and stained with DAPI. Celis were 
visualized by fluorescence microscopy. 

Hydrolysis of Ran GTP by Ran GTPase is essential for nuclear import of proteins. 

Ran GTP releases the import complex from high affinity binding sites in NPC and 

unloads import cargo into the nucleus. Once in the nucleus, Ran GTP complexes with 

importin ~, and then the complex is exported to the cytoplasm. There, Ran GTP 

becomes Ran GDP which is imported in the nucleus by nuclear transport factor 2 

(NFT2) for another Ran cycle (Stewart, 2007). To determine whether the nuclear 

transport of BIY Rev is dependent of Ran, the nuclear import assay was carried out in 
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presence of the wild-type form of Ran (Ran WT) and of RanQ69L. RanQ69L is a 

mutant GTP form of Ran which cannot be converted to the GDP form (Klebe et aL, 

1995) but is still able to promote the disassembly of nuclear import complexes 

(Rexach et Blobel, 1995). As shown in Figure 3.2B, RanQ69L was able to inhibit, at 

least partly, the nuclear import of both BSA-NLSsv4o and BIY EGFP Rev-His, in 

contrast to the positive nuclear import of the proteins in presence of Ran WT. These 

results showed that BIY Rev is specifically imported into the nucleus in vitro by a 

mechanism that appears to be dependent of importin p. 

3.4.3 BIV Rev Duclear import does Dot rely on direct binding importin P 
pathway 

HIY-1 Rev is the only retroviral Rev/Rev-like protein for which the mechanism 

of nuclear import has been elucidated (Henderson et Percipalle, 1997; Truant et 

Culien, 1999; Arnold et aL, 2006; Hutten et aL, 2009). HIY-1 Rev is transported into 

the nucleus through its direct binding to several import receptors, mainly importin p, 
but also importin 5, importin 7, importin 9 or transportin (Arnold et aL, 2006; Hutten 

et aL, 2009). To determine whether the BIY Rev protein is imported into the nucleus 

through the direct binding with importin p, we conducted a nuclear import assay by 

using, as a source of cytosolic factors, purified recombinant importin pand Ran WT 

proteins as previously described (Adam, MaLT et Gerace, 1990). GST-FITC protein 

was used in the assay as a negative control as GST does not contain a NLS and thus 

cannot be translocated to the nucleus. BSA-NLSsv4o was used as a control of the 

classical nuclear import pathway (Adam, Mau et Gerace, 1990; Tsuj i et aL, 2007) 

whereas HIY-l EGFP Rev-His was used as a positive control of the in vitro importin 

p nuclear import pathway (Henderson et Percipalle, 1997; Truant et Cullen, 1999; 

Arnold et al., 2006). As shown in Figure 3.3, no GST-FITC, BIY EGFP Rev-His or 

HIY-1 EGFP Rev-His proteins localized in the nucleus in absence of import mixture 

(buffer panel) indicating that the nuclear envelope was intact following cell 
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permeabilization. This result also confirms that soluble factors are needed for BIV 

Rev to enter in the nucleus. As expected, BSA-NLSsv4o did not localize in the nucleus 

when importin ~ alone was used in the assay. 

Importin p 

Buffer DAPI Merge 

GST-FITC 

BIV EGFP
 
Rev-His
 

BSA-NLSsv4o 

HIV-l EGFP 
Rev-His 

Figure 3.3 The BIV Rev protein is not imported into the nucleus by importin P 
alone. Digitonin-permeabilized HeLa cells were incubated with 2 )..tM of either GST­
FITC, BIV EGFP Rev-His , BSA-NLSsv4o or HIV-l EGFP Rev-His proteins in 50 )..lI 
of transport buffer containing ATP regeneration system, 2 )..lM of Ran WT and 2 )..lM 
of GST-importin ~. Cells were washed with transport buffer, fixed and stained with 
DAPI. Cells were visualized by fluorescence microscopy. 

A similar result was obtained with BIV EGFP Rev-His which was found 

predominantly in the cytoplasm with no nuclear accumulation. In contrast, HIV-l 

EGFP Rev-His localized into the nucleus and nucleolus although an important 

background was present in the cytoplasm, an observation reported elsewhere (Hutten 
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et al., 2009). These results indicated that BlV EGFP Rev-His is not directly imported 

in the nucleus by importin ~ alone as for HlV-1 Rev, and that another nuclear import 

mechanism is involved. 

3.4.4 Importins a and ~ are both required for nuclear import of BIV Rev and 

importin a3 and a5 isoforms are transport receptors 

To investigate whether BlV EGFP Rev-His is imported in the nucleus by the 

classical nuclear import pathway, we performed a nuclear import assay with 

exogenous recombinant importin a/~ and Ran proteins that were used as cytosol 

substitute. Moreover, as cellular and viral proteins have been recently shown to enter 

the nucleus with the involvement ofvarious isoforms of importin a (Bian et al., 2007; 

Fagerlund et al., 2008; Boivin et Hart, 20 Il), the nuclear import assay was performed 

in a more specifie means with either importin al, importin a3 or importin a5 used 

alone or in combination each with importin ~. As found in Figure 3.4A, no difference 

in the fluorescence intensity in the nucleus versus cytoplasm was observed when 

importin al was used alone or in combination with importin ~, thereby indicating that 

impoi-tin al is not involved in the nuclear import of BlV EGFP Rev-His. In contrast, 

BSA-NLSsv4o was imported into the nucleus in the context of importin a l/~ use. This 

was shown by the nucleus to cytoplasm fluorescence intensity ratio which was 

significantly higher with importin a1/~ when compared to that observed with 

importin al.alone (Figure 3.4A). When importin a3 was used, it was able to import 

both BlV EGFP Rev-His and BSA-NLSsv4o into the nucleus in an importin ~­

dependent way (Figure 3.4A). In contrast, BlV EGFP Rev-His readily translocated to 

the nucleus in presence of importin a5 and importin ~ whereas no nuclear importation 

was observed with BSA-NLSsv4o (Figure 3.4A). Taken together, the results indicate 

that BlV Rev nuclear import is mediated by the classical import pathway involving 

importins a3 or a5 each in combination with importin ~. 
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, A nuclear protein background was obseryed when the import nuclear assay was 

performed with either BrV EGFP Rey-His or BSA-NLSsY4ü in presence of importin a 

(either importin al, 0.3 or 0.5) alone. As BSA-NLSsy4ü is recognized to be transported 

in the nucleus through the inyolyement of importin a/~ heterodimers (Stewart, 2007), 

attempts were made to eliminate the background by pre-incubating the permeabilized 

cells with an antibody against importin ~ prior to the import assay. This procedure 

had no effect on the BlV EGFP Rey-His or BSA-NLSsY4ü nuclear background (data 

not shown), suggesting that residual importin ~ was likely present in the cel1 

cytoplasm allowing the nuclear import. To rule out the possibility that the nuclear 

import of BlV EGFP Rey-His is dependent of importin a only with no inyolyement of 

importin ~, a situation preyiously described for other proteins (Kotera et aL, 2005; 

Nitahara-Kasahara et aL, 2007), the nuclear import assay was conducted using the 

L".IBB mutant form of importin a. Although this importin a mutant form is able to 

enter the nucleus, it lacks the importin ~ binding domain (IBB). As a result, it cannot 

form a heterodimer with importin ~ and thus is unable to mediate the cJassica! nuclear 

import pathway (Miyamoto et aL, 2002). The use of the importin a L".IBB mutant 

resulted in no nuclear import of both BlV EGFP Rey-His and BSA-NLSsy4ü (data not 

shown), indicating further that the classical nuclear import pathway is at play for BlV 

Rey localization in the nucleus. 

Results from the nuclear import assay prompted us to conduct a GST pull-down 

assay using bacterially-expressed recombinant BlV Rey-His and GST-importins al, 

0.3, a 5, and ~ immobilized on a glutathione resin. As shown from Western blot 

results (Figure 3.4B), BlV Rey-His interacted with importins 0.3 and 0.5 whereas no 

binding occurred with importin a 1 and importin ~ (Figure 3.4B). These results 

combined with the nuclear import data unambiguosly showed that BlV Rey is 

imported in the nucleus by the classical import pathway in vitro and that both 

importins 0.3 and 0.5 can transport the protein into the nucleus. 
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Figure 3.4. The BIV Rev protein is transported into the nucleus by the c1assical 
nucJear import pathway involving importins a3 and aS. (A) Nuclear import assay. 
Left panel: Digitonin-permeabilized HeLa cells were incubated with 2 IlM of either 
BIY EGFP Rey-His or BSA-NLSsv4û in SO III of transport buffer containing ATP 
regeneratlon system, 2 IlM of Ran WT, 2 IlM of GST-importin a alone or used in 
combination with 2 IlM of GST-importin p. Right panel: Import efficiencies of BIY 
EGFP Rev-His or BSA-NLSsv4o in presence of GST-importin a alone or used in 
combination with importin a/p were quantified by measuring the fluorescence 
intensity in the nucleUs and the cytoplasm. The results were expressed as the mean 
NIC fluorescence ratio with the standard error about the mean. Yalues significantly 
different between importin a and importin a/p conditions using a two-tailed t test are 
indicated by an asterisk (P < 0.0001). (B) GST-pull down assay. GST, GST-importin 
al, GST-importin a3, GST-importin aS or GST-importin p were immobilized on 
beads and incubated with BIY Rey-His. Bound proteins were analyzed by 12% SDS­
PAGE followed by Western Blot using an anti-His6 tag antibody. The bottom part of 
the figure shows the Coomassie brilliant blue-stained gel to illustrate the purified 
GST and GST-importin input. 

3.4.5 CRM1-specific inhibitor LMB increases BIY Rey nuclear accumulation 

AlI retroyiral Rey and Rey-like proteins characterized so far contain CRM 1­

dependent NESs necessary for nuclear export (Bogerd et al., 1998; Harris et al., 1998; 

Otero et al., 1998; Kiss et al., 2003). Therefore, we wished to determine whether BIY 

Rey is also exported Yia CRMl. To conduct this study, ceUs were co-transfected with 

plasmids encoding either the BrY EGFP-Rey which localizes in the nucleus and 

nucleolus of transfected cells or the mutant BIY EGFP-Rev ,6.3 which localizes in the 

nucleolus and cytoplasm but not in the nucleus (Gomez Corredor et Archambault, 

2009), together with a plasmid encoding the red fluorescence nucleolin fusion protein 

used as a nucleolar marker. At 24 h post-transfection, ce1ls were either left untreated 

or incubated with LMB, a potent inhibitor of interaction between NES and CRM1 

and, thereof, of the nuclear export of a NES-containing protein (Fornerod et aL, 1997; 

Kudo et al., 1999). As shown in Figure 3.5, LMB blocked the nuclear exportation of 

Bry EGFP-Rev ,6.3 as the protein was present in the nucleolus/nucleus but not in the 

cytoplasm of transfected cells. This result was less obyious with the WT form of BIY 

Rey (Bry EGFP-Rey) which was present in the nucleus and nucleolus regardless of 
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the LMB treatment. Taken al! together, these results are in agreement with our 

previous report (Gomez Corredor et Archambault, 2009) and confirm that the nuclear 

export of BIY Rev is CRM I-dependent. 

EGFP DsRed DAPI 

BIV
 
EGFP-Rev
 

BIV 
EGFP-Rev <\3 

-LMB +LMB 

Figure 3.5. The BIV Rev protein nuclear export is CRMI-dependent. HEK 293T 
cells were co-transfected with pEGFPRevWT or pEGFPRevl'13 and the pRed­
Cl Nucleolin plasmids. After 24 h of transfection, ceJls were incubated in presence of 
5 nM of LMB or left untreated for 4 h. CeUs were fixed and the nuclei were 
counterstained with DAPI for cellular localization of the proteins. Expression of the 
proteins was detected via the fluorescence of EGFP (in green) or DsRed (in red). The 
merge image represents the superposition of either BIY EGFP-Rev or BIY EGFP­
Rev 1'13 and DsRed-Nucleolin images. The images shown are representative of the 
expression patterns (three independent experiments) observed in> 70% of the cells. 

3.4.6 The NES of BIY Rev 

ln order to identify the region required for nuclear exportation of BIY Rev, we 

used a previously described BIY Rev M6 mutant in fusion with EGFP (Gomez 

Corredor et Archambault, 2009). BrY Rev M6 has a deletion encompassing aa III to 

130 of the BIY Rev WT sequence and local izes in the nucleus and nucleolus of 

transfected cells as for the BIY Rev WT (Figure 3.6A) as previously described 

(Gomez Corredor et Archambault, 2009). However, it is unable to export RNA from 

the nucleus to the cytoplasm in contrast to the BIY Rev WT (Figure 3.6B) as 

determined in a Rev activity assay (Gomez Corredor et Archambault, 2009). This 

lack of activity may be interpreted as the inability of BIY Rev M6 to bind to the RRE 

present in the RNA due to the deletion of RBD, or, alternatively, to mediate RNA 

exportation upon deletion of a putative NES. As the RBD in retroviral Rev and Rev­
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like proteins are known to be rich in basic residues (lysine or arginine) (Nosaka et al., 

1989; Pollard et Malim, 1998; Indik et al., 2005), it is unlikely that the RBO could be 

present in the III to 130 aa region deleted in Rev M6 contains only one arginine 

residue. In contrast, the NetNES 1.1 prediction program (la Cour et al., 2004) 

identified a putative NES CRNI I-dependent signal from aa 112 to 121 in the BIV Rev 

protein. 

To determine whether this predicted region functions as a bona fide NES, we 

directly fused this putative 10 aa NES sequence in the C-terminal end of EGFP 

(Figure 3.6C). Expression ofEGFP and EGFP-BIVNES proteins in transfected HEK 

293T cells was confirmed by Western blot analysis (Figure 3.60). As expected, the 

EGFP control showed diffuse distribution in both the cytoplasm and the nucleus in 

absence or presence of LMB, whereas EGFP-BIVNES mainly localized in the 

cytoplasm of HEK 293T cells in absence of LMB (Figure 3.6E). In contrast, LMB 

completely blocked the nuclear exportation of EGFP-BIVNES to the cytoplasm. 

These results clearly indicate that the region encompassing aa 112 to 121 in BIV Rev 

contains a functional CRMI-dependent NES that exports the protein from nucleus to 

·cytoplasm. 
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Figure 3.6. The region encompassing amino acids (aa) 111 and 130 of BIV Rev is 
associated to nuclear export function of the protein. (A) Cellular localization of 
BIY Rev WT and BIY Rev M6 mutant both in fusion with EGFP. HEK 293T cells 
were co-transfected with pEGFPRevWT or pEGFPRevM6 in combination with the 
pRed-C 1Nucleolin plasmid. 24 h after transfection, cells were fixed and the nuclei 
were counterstained with DAPI. The expression of the proteins was detected via the 
fluorescence of EGFP (in green) or DsRed (in red). The merge image represents the 
superposition of both EGFP and DsRed images. The images shown are representative 
of the expression patterns (three independent experiments) observed in > 70% of the 
cells. (B) The nuclear export activity of EGFP-RevM6 (harboring the 111 to 130 aa 
deletion within the BIY Rev WT sequence) fusion protein was determined using a 
CAT gene reporter assay performed with 50 I-lg of cell lysate. The CAT levels were 
normalized to the ~-galactosidase activity. The results represent mean values of 
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triplicate samples of at least three separate experiments. Rev activity is expressed as 
the mean ratio of BIV EGFP-Rev (Rev WT) or mutant CAT expression versus basal 
expression of pRRE-BIV alone. Vertical bars indicate the standard error about the 
mean. ****: value significantly different (p < 0.0001) from BIV EGFP-Rev using a 
two-tailed {-test. (C) Bioinformatic analysis of the region deleted in Rev M6 showed 
that a sequence of 10 aa can harbour the NES. The putative NES peptide ("2L~E-0­
L_V_R_H_M_S_L 121 ) was fused in the C-terminal end of EGFP. (0) Expression 
analysis of EGFP and EGFP-BIVNES by Western Blot from HEK 293T cells 
transfected with the appropriate constructs. Total cell proteins (50 !-tg) were separated 
on 12% SOS-PAGE, electrob1otted to nitrocellulose membrane and probed with 
GFP-specific antibodies. a-Tubulin immunostaining was used as a loading control. 
The molecular weights of the expressed proteins are indicated in the left margin. (E) 
HEK 293T cells were transfected with pEGFP or pEGFP-NES. 24 h after transfection, 
the cells were incubated with LMB as described in Figure 3.5. The cells were fixed 
and counterstained with OAPI (in blue). The merge image represents the 
superposition of EGFP and DAPI images. The images shown are representative of the 
expression patterns (three independent experiments) observed in> 70% of the cells. 

3.4.7 The NES motif is critica1 for the nuclear export activity ofBIV Rev 

The canonical NES i's composed of a short leucine-rich region but other 

hydrophobic aa like methionine, phenylalanine and valine can substitute for leucine 

residues (Kutay et Guttinger, 2005; Guttler et al., 2010). Therefore, alanine residues 

were substituted for the valine, methionine and each of the leucine residues contained 

within the 112 to 121 aa region of BlV Rev (Figure 3.7A). Ali the mutant proteins 

that were generated as MycIHis fusion proteins localized in the nucleus and nucleolus 

like the WT form of BlV Rev (BlV Rev-Myc/His) (Figure 3.7B). To identify exactly 

which residues are necessary for the NES function, we utilized the RNA nuclear 

export assay described above for the measurement of the Rev activity. Results 

obtained with these mutants revealed that single alanine substitutions of L115, Vl16, 

Ml19 and LI21 slightly affected Rev activity, whereas the LI12 mutation had an 

important inhibitory effect when compared to BIV Rev-Myc/His (Figure 3.7C). 

While double mutations of Ll12/V116, L1l2/Ml19, LIl2/LI21 and V116/LI21 

severely impaired Rev activity, double mutants involving the L115 residue did not 

have an important effect on Rev activity (Figure 3.7C), suggesting that this residue is 
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not part of the NES. lt is noteworthy that expressIOn of ail mutant proteins was 

verified by Western blot analysis (bottom of Figure 3.7C) to ensure that the lack of 

the Rev activity observed with the relevant mutants was not due to the variation in the 

expression of the mutant proteins. Combined together, the results indicate that the 

NES of BIV Rev is composed of Li12, V116, M119 and Ll2l. 
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Figure 3.7. Identification of amino acid (aa) necessary for the nuclear 
exportation of BIV Rev. (A) Alanine substitutions were introduced into 
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pcDNA3.1 Mye/His RevWT targeting the putative NES (112L_E_D_L_V-R-H-M-S­
L12l ) sequence to generate pcDNA3.1 Myc/HisRev NES mutant constructs. (B) 
Cellular localization of BIV Rev-MyclHis NES mutants indicated in A. HEK 293T 
cells were co-transfected with pRed-C 1Nucleolin and each of the indicated 
pcDNA3.1MyclHisRev NES mutant constructs. After 48 h of incubation, the cells 
were fixed and penneabilized. The cMyclHis tagged proteins were visualized by 
indirect immunotluorescence using a Mye-specifie primary antibody and an anti­
mouse Alexa 488 seeondary antibody. The eells were counterstained with DAPI and 
examined by fluorescence microscopy. The expression of BIV Rev-Myc/His mutant 
proteins and DsRedNucleolin is shown in green and red, respectively. The merge 
image represents the superposition of anti-Myc, DsRed and DAPI images. The 
images shown are representative of the expression pattern (three independent 
experiments) observed in > 70% of eells. (C) The nuclear export activity of Rev­
Mye/His BIV and Rev-MyclHis BIV NES mutants described in (A) was determined 
using a CAT reporter assay as described in Figure 3.6 B. The results represent mean 
values of triplicate samples of at least three separate experiments. Vertical bars 
indicate standard error about the mean. The values significantly different from BIV 
Rev-Mye/His by using a two-tailed t-test are indieated by asterisks: * p < 0.05, ** P < 
0.005, *** p < 0.0005. Also shown is the expression of BIV Rev-Myc/His and BIV 
Rev-Myc/His mutants as determined by Western Blot from HEK 293T cells 
transfected with the appropriate plasmid constructs. Total cell proteins (50 ~g) were 
separated on 12% SDS-PAGE, electroblotted to nitrocellulose membrane and probed 
with Mye-specifie antibody. a-Tubulin immunostaining was used as a loading control. 

3.5 DISCUSSION 

The Rev and Rev-like proteins of complex retroviruses are essential regulatory 

proteins that med iate the nucleocytoplasmic transport of partially spliced and 

unsplieed viral RNAs via functional domains that interaet with both the cellular 

proteins and viral RNAs. To exert its aetivity, HIV-1 Rev shuttles between the nucleus 

and the cytoplasm using import and export cell receptors that interaet with the Rev 

NLS and NES (Po liard et Malim, 1998; Suhasini et Reddy, 2009). 

The present study is the first to eharaeterize the nuclear import mechanism of 

BIV Rev in vitro. We demonstrated that BIV Rev is transported to the nucleus by a 

carrier- and energy-dependent pathway. By using an in vitro nuclear import assay, we 
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showed that BIV Rev is imported via an active transport dependent of cytosolic 

factors and involving the NPC (Figure 3.1). This active transport mechanism has been 

reported for proteins harboring classical NLSs, including that of a SV40 antigen T 

peptide that was used as a positive control in our study (Kehlenbach Ralph H, 2006). 

We also found that the nuclear import of BIV Rev is dependent of Ran protein 

(Figure 3.2) suggesting the involvement of karyopherin ~ family receptors in the 

import (Gorlich et al., 1996; Gorlich et a1., 1997). 

The nuclear import of HIV-I Rev has been studied in details. It does not involve 

the c1assical importin a/~ pathway but rather is mediated through the involvement of 

importin ~, importin 5, importin 7, importin 9 or transportin which each can directly 

transport HIV-I Rev into the nucleus in vitro (Tmant et Culien, 1999; Arnold et al., 

2006). Importin ~ was the first described receptor for nuclear import, the mechanism 

of which involves its interaction with the atypical monopartite, arginine-rich NLS of 

HIV-I Rev (Palmeri et Malim, 1999; Tmant et Cullen, 1999). Moreover, a recent 

study confirmed that importin ~ is a main receptor for the nuclear import in vivo of 

HIV-1 Rev (Gu et al., 20 11). In contrast, our results from the in vitro nuclear import 

assay c1early showed that BIV Rev is not transported into the nucleus by importin ~ 

alone (Figure 3.3). This result was consistent with the GST pull-down assay data 

which showed no direct interaction between BIV Rev and importin ~ (Figure 3.4B). 

We previously described a nove1 type of bipartite NLS in BIV Rev (Gomez 

Corredor et Archambault, 2009). As importin a is involved in the nuclear transport of 

bipartite NLS-harboring proteins via the c1assical nuclear import pathway (Stewart, 

2007), we examined whether BIV Rev was imported through this pathway. By using 

various isoforms of importin a (al, a3 and aS), we showed that importin a3 or 

importin aS can import Rev to the nucleus in combination with importin ~ (Flgure 

3.4), c1early demonstrating the involvement of the classical importin a/~ nuclear 

import pathway for BIV Rev. However a nuclear Rev background was observed when 
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the import assay was conducted in presence of either importin a isoform used alone. 

Similarly to the situation reported in HIY-l Rev (Arnold et al., 2006), this nuclear 

background was still observed even when a specific antibody was used following cell 

permeabilization to eliminate any residual importin ~ (Figure 3.4). 

Iwo possibilities could explain this BIY Rev nuclear background. On one hand, 

the nuclear signal would indeed reflect an import pathway mediated by importin a, 

independently of importin ~ (Miyamoto et al., 2002). However, this mechanism can 

be ruled out because no nuclear localization of BIY Rev was observed in presence of 

the importin a ~IBB mutant, a protein that cannot complex with importin Pbut still 

can direct on its own the nuclear localization of certain proteins (Miyamoto et al., 

2002; Kotera et al., 2005; Nitahara-Kasahara et al., 2007). On the other hand, a 

transportin-mediated nuclear import pathway might be considered. As mentioned 

above, transport in can import HIY-l Rev into the nucleus even though the latter 

protein does not contain a M9 sequence necessary for interaction with transportin 

(Siomi et al., 1997). As HIY-l Rev forms homo-multimeric complex in vivo 

(Daelemans et al., 2004), it was suggested that transport in contains more than one 

binding site for Rev and, as such, can act as a scaffoid for oligomerization of the viral 

protein already in the cytoplasmic stage of nuclear import (Arnold et al., 2006). As 

BIY Rev also forms multimers in absence of RNA in vitro and in vivo (Gomez 

Corredor and Archambault, unpublished data), transportin alone might also transport 

BIY Rev in the nucleus. If this assumption is correct, BIY Rev would enter the 

nucleus through the involvement of at least two nuclear import pathways, the 

classical importin a/p and the transportin pathways. Both of these nuclear import 

pathways have been described for other viral and cellular proteins, including the HlY­

1 integrase (Muhlhausser et al., 2001; Wodrich et al., 2006; Lin et al., 2009; Levin et 

al.,2010c). 
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Lentiviruses infect a broad array of mammalian species including human, simian, 

bovine, equine, caprine and ovine cel!s (Corredor, St-Louis et Archambault, 2010). 

The outcome of lentivirus-associated infections rangs from benign and subclinical (as 

for BIV) to severe debilitating and lethal disease (as for human AlOS) (Corredor, St­

Louis et Archambault, 2010). Cel! tropism, protective host cellular factors and 

potential hiding site from the host's immune system ail have been considered to 

explain differences in lentivirus pathogenicity (Nakayama et Shioda, 2010). 

Interestingly, studies with the polymerase subunit PB2 of influenza virus showed that 

the differential use of importins govems cel! tropism and host adaptation of that virus. 

Adaptation of the viral polymerase to host importin may promote interspecies 

transmission but also enhances pathogenicity of the virus (Gabriel et al., 20 II). In 

addition, a more efficient nuclear import would al!ow the virus to replicate more 

rapidly and interfere with the host innate immune system (Boivin et Hart, 2011). 

Based on the above, it is tempting to speculate that the multiple mechanisms 

encountered for HIV-1 Rev nuclear importation might have an impact on its virulence 

and pathogenicity. Since BIV infection is mostly asymptomatic, it would be 

interesting to determine whether interchanging the NLS between HIV-1 and BIV Rev 

would have an effect on the virus infectivity in vitro and pathogenicity in vivo. 

Nuclear exportation is necessary for the function ofRev (Pol!ard et Malim, 1998; 

Suhasini et Reddy, 2009). CRM1 or exportin 1 is a member of the karyopherins ~ 

family proteins and binds leucine-rich NES to export proteins from the nucleus to the 

cytoplasm. HIV-1 Rev and cyclic-AMP-dependent protein kinase inhibitor (PKI) 

were the first proteins identified with a leucine-rich NES together with their 

demonstrated specific interaction with CRM1 (Fischer et al., 1995; Wen et al., 1995; 

Fornerod et al., 1997). Here, we showed that BIV Rev contains a NES that is CRM1­

dependent as demonstrated by the nuclear export blockage of the protein in presence 

of LMB. We also showed that the region encompassing aa III to 130 contains the 

NES in BIV Rev (Figure 3.5). Bioinformatics analysis of this region was indicative of 



116 

a possible sequence of 10 residues (112L-E-D-L-V_R_H_M_S_LI21) that would serve as 

an NES. Fusion of this sequence to EGFP resulted in the sole localization of the 

fusion protein in the cytoplasm of cells transfected with the relevant plasmid 

construct, indicating that this 10 aa stretch indeed contains a bona fide NES (Figure 

3.6). Finally, alanine mutation analyses clearly showed that these aa compose the BIV 

Rev NES (Figure 3.7). 

Following the discovery of HIV-l Rev and PKI NESs, other NES sequences 

were identified in numerous cellular and viral proteins (Kutay et Guttinger, 2005; 

Ding et al., 2010). The NES consensus sequences were then classified into two 

classes, the HIV-l Rev-class and the PKI-class with the presence of four key 

hydrophobie residues in NESs of both classes. The difference between these two 

classes relies essentially on the size of the spacing sequence between the two first 

hydrophobie residues that constitute the NES. Thus the HIV-l Rev- and PKI-class 

NES consensus sequences were defined as <p 1xx<p2xx<p3x<p4 and <p 1xxx<p2xx<p3x<p4, 

respectively, where <P can be a leucine, isoleucine, valine, methionine or 

phenylalanine (Fischer et al., 1995; Wen et al., 1995) and x refers to any aa residue. 

Based on this classification, the BIV Rev NES identified in this study would be of the 

PKI-class. It is noteworthy that HIV-1 Rev- and PKI-classes of NES consensus 

sequences were revisited recently on the basis of thoroughly conducted mutation 

analyses and CRMI interaction experiments (Guttler et al., 2010). Based on this 

study, a fifth hydrophobie residue was included atthe N-terminal region of the former 

NES consensus sequences of both classes and was designated <Po. A novel 

classification was also proposed on the basis of spacing residues and the type of 

hydrophobie residues that compose the NES. Thus, the NES consensus sequence of 

the new HIV-1 Rev-class is composed exclusively of leucine residues except for the 

second hydrophobie residue whieh preferentially is a proline with no spacing between 

this residue and <po (Figure 3.8). In eontrast, the NES consensus sequence of the novel 

PKI-class ean contain, in addition to the hydrophobie residues listed above, 
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tryptophan, tyrosine or proline hydrophobie residues with the latter residue being 

tolerated only at the first position of the NES (Guttler et aL, 2010). Aiso the spacing 

sequence between the <Po and <Pl residues is composed oftwo aa. Consequently, based 

on this novel classification, the sequence of BIV Rev NES would include an 

isoleucine at the aa position 108 of BIV Rev (Figure 3.8). 

PKI-class NES HlV-l Rey -class NES 

PKl WT NES NSNE.LALK.LAG.LDI Rey NES LQ~PP~ERL T1 

Former consensus cI>'xxxcI>2xxcI>\<I>' Former consensus cI>'xxcI>lxxcI>\cI>' 

Optimal PKl NES NINE.LALKEAG.LD1 New Rev NES LQLPP.LER1T1 
New consensus' cI>°xxcI>'xxxcI>lxxcI>\cI>' New consensus cI>0<D 'xcr>\xcI>JxcI>' 

BlV Rey NES '081QQ1EDLYRHMSL'li 

Figure 3.8. PKI and HIV-1 Rev classes of NES consensus seq uences. 
Representation of the former and new consensus sequences of the PKI and HIV-l 
Rev classes of NES. According to this classification, the NES sequence of BrV Rev is 
indicated. <D = L, l, V, F, M, W, P or A, and x refers to any amino acid. 

Retrovira! RevfRev-like proteins contain predicted or experimentally 

demonstrated NESs that have beeh classified as leucine-rich, CRM 1-dependent NESs 

based on the inhibitory effect of LMB on the nuclear export of the proteins (Bogerd et 

al., 1998; Otero et aL, 1998; Magin, Lower et Lower, 1999; Yang et al., 1999; Indik 

et al., 2005). On the basis of the novel NES classification and consensus sequences 

described above, the NES of HIV-1 Rev is the only representative of its own class 

among the NESs of RevfRev-like proteins whereas the NES of BIV and human T 

Iymphotropic virus Type 1 Rev fall within the PKI-class of NES (Table 3.1). Finally 

the NESs of mouse mammary tumor virus (MMTV), human endogenous retrovirus K 

(HERV-K) and ElAV Rev or Rev-like proteins are unclassified. 
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TABLE 3.1 NES sequences of Rev/Rev-like proteins 
Rey/Rey-

RetroyirusO like Former NES New predicted NES Type 
proteins 

MMTV Rem LTLFLALLSVLG Unclassified 

HERV-K Rec WAQLKKLTQLA Unclassified 

HTLV-l Rex ALSAQLYSSLSLD MDALSAQLYSSLSL PKI 

EIAV Rey PLESDQWCRVLRQSLP Unclassified 

FIV Rey MTDLEDRFRKLFGSP MTDLEDRFRKLFGS Unclassified 

BIV Rey LEDLVRHMSL IQQLEDLVRHMSL PKI 

aMMTV: Mouse Mammary Tumor virus; HERV-K: Human endogenous retrovirus K; 
HTLV-1: Human T-cell leukemia virus type 1; ElAV: Equine infectious anemia virus; 
FIV : Feline lmmunodeficiency virus and BIV : Bovine immunodeficiency virus. 

In conclusion, we characterized the mechanisms of the nuclear import and export 

pathways ofBIV Rev which both differ from those ofHIV-l Rev. These mechanisms 

in addition to the previously described novel types NLS/NoLS (Gomez Corredor et 

Archambault, 2009) highlight the fact that the BIV Rev is a unique protein within the 

retrovirus/lentivirus field. 
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4.1 ABSTRACT 

The Rey protein is essential for the replication of lentiyiruses. Rey is a shuttling 

protein that transports unspliced and partially spliced lentiyiral RNAs from the 

nucleus to the cytoplasm. As reported in the human lmmunodeficiency Yirus type 1 

(HIY-1), 1entiyiral Rey proteins contain at least three central functional domains: a 

basic arginine-rich domain that mediates RNA binding (RBD), the nuclearlnucleolar 

localization signais (NLSlNoLS), a multimerization domain and a leucine-rich 

domain wich are necessary for the nuclear exportation of Rey. Recently, we reported 

the presence of noyel types of NLS and NoLS in the boyine immunodeficiency Yirus 

(BIY) Rey protein. Here we report on the multimerization and RBD actiYities of BIY 

Rey. Protein cross-linking experiments using recombinant Rey proteins and confocal 

microscopy analyses showed that BIY Rey multimerizes in vitro and in vivo, 

respectiyely. By using a series of Rey deletion mutants two regions encompassing 

amino acids (aa) 1 to 30, and 90 to 110 of the BIY Rey sequence were found to be 

necessary for the multimerization of the protein. To indirectly map the RBD domain 

of BIY Rey, the plasmid pDM138-BIY which contains, the chloramphenicol 

acetyltransferase (CAT) reporter gene and the BIY Rey responsiye element (RRE) 

between the HIY-1 donor and acceptor splicing was used. By using the BIY Rey 

mutants described aboye, two regions in BIY Rey were identified to mediate RNA 

binding, indicating a bipartite RBD in BrV Rey. The first RBD motif was found to be 

located in the middle region of the protein oyerlapping with the NoLS and the second 

motif of the bipartite NLS, whereas the second RBD motif mapped in the C-terminal 

region of BIY Rey. In summary, we conclude that BIY Rey multimerizes in vitro and 

in vivo and binds the RRE through bipartite domains, a dual characteristic reported 

for the first time in a lentiyirus Rey protein. 
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4.2 INTRODUCTION 

Lentiviruses are a group of retroviruses that are found in humans and a variety of 

domestic animaIs (Corredor et al, 2010). The lentivirus genome contains the typical 

5'_3' gag, pol and env structural gene organization and several other open reading 

frames (Orfs) between or overlapping the pol and env reading frames. These Orfs 

include genes that encode transactivator Tat and regulator of expression Rev proteins 

that play key roles in lentiviral gene expression (Goff, 2007). 

The lentivirus life replication cycle involves the synthesis of viral RNAs. 

Lentiviral mRNAs are divided in three groups: fully spliced, partially spliced and 

unspliced mRNAs. As described in HIV-l, the fully spliced viral mRNAs encode 

regulatory proteins including Tat and Rev whereas the partially spliced viral mRNAs 

produce enzymatic and structural proteins. The unspliced RNAs are template for 

genomic viral RNAs that will be packaged for the production of progeny viruses 

(Pollard et Malim, 1998; Suhasini et Reddy, 2009). The fully spliced viral mRNAs 

are exported from the nucleus to the cytoplasm of the infected cells through standard 

cellular machinery. In contrast, nuclear exportation of unspliced and partially spliced 

viral mRNAs is accomplished with the involvement of the Rev protein (Pollard et 

Malim, 1998). HIV- i Rev forms a multimeric protein complex on the Rev responsive 

element (RRE), a secondary RNA structure that is present in unspliced and partially 

spliced viral mRNAs (Malim et al., 1989a). HIV-I Rev also forms a complex with 

CRMI (a cellular exportin of the karyopherin ~ family) to transport the viral mRNAs 

from the nucleus to the cytoplasm of infected cells (Fornerod et al., 1997). 

The functional domains of HIV-1 Rev have been weil characterized in HIV-1. 

HIV-1 Rev contains a short stretch of 17 basic amino acids (aa), mainly arginines, 

that serves as nuclear/nucleolar localization signals and viral RNA binding domain 
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(RED) (Hope et al., 1990b). The Rev RBD binds the RRE mentioned above for viral 

mRNA nuclear export (Malim et al., 1989b). HIV-1 Rev also contains two regions 

located on each side of the short stretch of basic residues mentioned above; these 

regions are involved in muitimerization of the protein (Malim et Cullen, 1991; 

Madore et al., 1994). The C-terminal region of HIV-1 Rev contains a nuclear 

exportation signal (NES), which interacts with CRMI for exportation of the protein­

viral mRNA complexes to the cytoplasm (Fischer et al., 1995). 

Multimerization of Rev is essential for the protein function (Malim et al., 1989a; 

Malim et Cullen, 1991). Several studies in HIV-1 have shown that Rev forms a 

homo-multimeric complex in presence or absence of RRE in vitro and in vivo (Fouts 

et al., 1997; Daelemans et al., 2004). However the mechanism of the oligomeric 

complex assembly between Rev and RRE in vivo is not yet weil understood. Initial 

studies suggested that a single Rev monomer binds to the high-affinity site in RRE 

and that successive monomers assemble on RRE adjacent regions (Cook et al., 1991; 

Malim et Culien, 1991; Daly et al., 1993). Other studies suggested that oligomers of 

Rev can bind directly the RRE (Olsen et al., 1990; Zapp et al., 1991). The current 

model is that Rev cooperatively assembles one molecule at a time on RRE via a series 

of symmetrical tail-to-tail and head-to-head protein-protein interactions (Jain et 

Belasco, 2001; Pond et al., 2009). 

The Bovineimmunodeficiency virus (BIV) is a lentivirus that infects cattle. 

Although most cattle remain asymptomatic, persistent lymphocytosis, neurological 

disorders associated with central nervous system lesions, weight loss, diminished 

milk production and opportunistic bacterial infections have been associated with BlV 

infection (reviewed in (St-Louis, Cojocariu et Archambault, 2004; Corredor, St-Louis 

et Archambault, 2010). The BlV genome is structurally analogous to that of other 

lentiviruses and BIV Rev [186 amino acids (aa) in length] is predicted to be 

functionally similar to HlV-1 Rev (Oberste et al., 1993). 
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Unlike HIV-l Rey protein, the functional domains of BlV Rev have not been 

widely studied. We haye recently characterized the NLS and NoLS of ElV Rev 

(Gomez Corredor et Archambault, 2009). BlV Rev is the first protein among Rev or 

Rev-like proteins in complex retroviruses harboring a bipartite NLS instead of a 

monopartite NLS (Cochrane, Perkins et Rosen, 1990; Pollard et Malim, 1998; Yang 

et al., 1999; Narayan et al., 2003; Indik et al., 2005; Lee et al., 2006). We also found a 

novel type ofNoLS that is different in terms of aa composition and/or localization in 

the protein from the NoLSs of any cellular or viral proteins including other retroviral 

Rev and Rev-like proteins (Kubota et al., 1989; Nosaka et al., 1989; Cochrane, 

Perkins et Rosen, 1990). In addition, the BIV Rev NoLS is independent of NLS 

function (Gomez Corredor et Archambault, 2009). More recently, we haye 

characterized the shuttle mechanism of ElV Rev. We found that the nuclear 

exportation of ElV Rev is dependent of a NES that interacts with CRM 1 as reported 

for HIV-1 Rey. We also detailed a mechanism for nuclear importation ofBIV Rey in 

vitro. In contrast to HIV-1 Rey wich can be directly imported by either importin ~ or 

transportin, BIV Rev importation is mediated through the classical import pathway 

involving the importin aJ~ heterodimer (Gomez Corredor, 20 Il). 

Here, we have demonstrated that BIV Rey is able to form multimers in vitro and 

in vivo in the absence of viral RNAs and identified two regions in BIV Rev that are at 

play in the multimerization process. In addition, the aa residues that compose the 

RBD were identified, indicating a bipartite RBD. 

4.3 MATERIALS AND METHüDS 

4.3.1 Ccli cultures and transfections 

HEK 293T and Cf2Th cells were maintained at 37°C in a humidified atmosphere 

of 5% CO2 in Dulbecco's modified Eagle's medium (DMEM; Invitrogen, Carlsbad, 



124 

CA) supplemented with 10% fetal bovine serum (PAA Laboratories, Inc., Etobicoke, 

Ontario). Cell transfections were done in 6-well cel! culture plates seeded to a cell 

density of -50% confluence. The next day, plasmids were mixed with the FuGENE 

HO transfection reagent (Roche, Indianapol is, fN) and added to the cells accord ing to 

the manufacturer's protocol. 

4.3.2 Plasmids 

To generate recombinant proteins containing a six-histidine tag fused to the C­

terminus of Rev protein, deletion mutants of BIY Rev were amplified by PCR from 

pBluescript KS(+) constructs previously described (Gomez Corredor et Archambault, 

2009). Primers that introduce 5' NheI and 3' XhoI restriction sites were used. 

Digested PCR products were cloned into the pET21 b+ vector (Novagen, Madison, 

WI). The deletion mutants of BIY Rev were validated by ONA sequencing through 

the McGill University Sequencing Services (Montréal, Québec, Canada). 

4.3.3 Purification of recombinant proteins 

BIY Rev-His WT and Rev deletion mutant proteins were expressed in Rosetta­

gami™ B (OE3)pLysS cells (Novagen) as previously described (Gomez Corredor, 

2011). Briefly, proteins were expressed upon induction with 1 mM isopropyl-~-O­

thiogalactopyranoside (IPTG) for 4 h at 37°C. Cells were pelleted, frozen at -80°C, 

thawed and resuspended in extraction buffer [0.5% NP40, 0.5% Triton X-100 in 

phosphate buffer saline solution pH 7.3(PBS)] supplemented with Protease iJ1hibitor 

cocktail (Roche). Cells were lysed by addition of 1 mg/ml of lysozyme and 2.5 U of 

benzonase (Novagen) for 20 min on the ice. After sonication, the lysates were cleared 

by centrifugation at 20000 x g at 4°C for 30 min. Supernatants were incubated with 

Ni-NTA His·Bind® Resin (Novagen) for 2 h at 4°C. After three washes with 

extraction buffer, bound proteins were eluted with elution buffer (300 mM imidazole 
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and 300 mM NaCI) supplemented with Protease inhibitor cocktail and then dialyzed 

against PBS containing 150 mM NaCI and Protease inhibitor cocktail. 

4.3.4 In vitro multimerisation assay 

To test whether BIV Rev-His WT and mutant proteins were able to form 

multimers in absence of RRE, an in vitro multimerisation assay was realized. A 

quantity of 5 fig of either recombinants BIV Rev-His WT or each of the mutant 

proteins were diluted in PBS and treated with 0.02%of glutaraldehyde for 0, 2, 5, 15 

and 30 minutes at room temperature. Ali reactions were quen~hed with 1 M Tris-HCl 

pH 8.0. Protein complexes were electrophoretically separated onto 12% SDS-PAGE 

and a Western blot using an anti-His6 tag antibody (Qiagen, Mississauga, ON, 

Canada) was realized to determine the presence of homomultimers. 

4.3.5 In vivo multimerisation assay 

To confirm the ability of Brv Rev to form multimers in vivo in absence of the 

RRE sequence, Cf2Th cells were cultured on coverslips in 6-well cell culture plates 

and co-transfected with constructs encoding for BIV Rev WT MyclHis and Rev.M5 

EGFP fusion proteins. Constructs encoding for the BIV Rev WT with aC-terminal 

MyclHis tag and M5 Rev mutant protein fused to the enhanced green fluorescence 

(EGFP) protein have been previously described (Gomez Corredor et Archambault, 

2009). At 24 h post transfection, cells were washed twice with PBS and fixed with 

formaldehyde 3.5%. An indirect immunofluorescence assay was carried out with an 

anti-Myc tag antibody (see below). 

4.3.6 Indirect immunofluorescence assay 

Cells cultured on coverslips in six-weil cell culture plates were transfected with 

the respective expression vectors. After an incubation of 24 h, the cells were fixed 
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with 4% paraformaldehyde in PBS for 15 min, permeabilized with 0.2% Triton X-l 00 

for 10 min, blocked with 4% bovine serum albumin in PBS for 1 h at 37°C, and then 

incubated with mouse primary anti-Myc tag antibodies (1 Ilg/ml; Roche) for 1 h at 

3rc. After three washes with PBS containing 0.2% Triton X-IOO, the cells were 

incubated with Cy3-labeled anti-mouse secondary antibodies (Invitrogen) for 1 h at 

37°C. Nuclei were counterstained with 4',6-diamidino-2-phenylindole (DAPI; Sigma­

Aldrich, St. Louis, MO). The coverslips were then mounted on glass slides using 

ProLong Gold antifade reagent (Invitrogen). 

4.3.7 Fluorescence microscopy 

The fluorescence images were taken with an Eclipse Ti fluorescent microscope 

(Nikon) equipped with a 40x 0.75 numerical aperture objective lens. Images were 

captured as 8-bit TIFF files with a Scion CFW-1608C camera. AIl images were 

analyzed with the Image-J software (Rasband, 1997-2004a). For each protein 

examined, 50 positive cel1s were observed. The data shown below were 

representative of expression patterns observed in > 70% of the ceUs from three 

independent experiments. 

4.3.8 Chloramphenicol acetyltransferase (CAT) assay 

Rev nuclear export activity and RNA binding were quantified in transient 

transfection assays using a pDM 138-based BIV Rev CAT reporter construct as 

previously described (Gomez Corredor et Archambault, 2009). Briefly, HEK 293T 

ceUs were seeded in l2-well cell culture plates and then co-transfected the next day 

with 0.5 Ilg of an empty pEGFP or pEGFP constructs encoding for either BIV Rev 

WT or each of the Rev arginine or lysine mutants that we have previQusly described 

(shown in Table 4.1) (Gomez Corredor et Archambault, 2009), 0.5 Ilg of pRRE-BIV 

and 0:2 Ilg ofRSV-~-galactosidase plasmid (Fisher Scientific, Nepean, Ontario). The 

RSV-~-galactosidase plasmid was used as a control for transfection efficiency and 
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data normalization. 48 h post-transfection, cells were haryested and lysed with the 

lysis buffer (CAT-ELISA kit; Roche). The amount of CAT in 50 ~g of total cellular 

proteins was determined using the CAT-ELISA kit. ~-gaJactosidase actiyity of each 

cell extract was determined as described before (Gomez Corredor et Archambault, 

2009). CAT expression data were normalized through the establishment of a ratio 

using ~-galactosidase actiyity for each sample. Rey actiyity was defined as the ratio 

of CAT quantity obtained from cells transfected with the plasmids containing BIY 

RRE and Rey WT or Rey mutant-encoding sequences to that obtained by cells 

transfected with the BlY RRE-containing plasmid alone. Ail cell transfections were 

performed in triplicate and the experiments were repeated three times. Statistical 

analysis was performed using a two-tailed [-test. 

4.3.9 SDS-PAGE and Western blot analyses 

Protein extracts were prepared from transfected ceUs as preYiously described 

(Gomez Corredor et Archambault, 2009). Total cell protein concentrations were 

quantified using the DC protein assay (Bio-Rad). For each sample, 50 /lg of total cell 

extract were electrophoretically separated onto.a 12% SDS-PAGE. For 

multimerisation assay, the totality of reaction was separated onto 12% SDS-PAGE. 

Proteins were then transferred to a nitrocellulose membrane. After, the membranes 

were blocked in PBS containing 0.05% Tween-20 in the presence of 5% non-fat dry 

milk powder for 1 h. These membranes were incubated for 1h at room temperature 

with a mouse monoclonal primary antibody specific to either EGFP (Roche) or His6 

tag (Qiagen). Following incubation with the antibodies, membranes were washed 

three times with PBS-T, and incubated for 1 h at room temperature with a secondary 

anti-mouse horseradish peroxidase-conjugated IgG antibody (Bethyl, Montgomery, 

TX). The signal was detected by enhanced chemiluminescence (ECL) (Perkin Elmer, 

Boston, MA) and the membranes were exposed to Kodak Biomax Light-l films. 
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4.4 RESULTS 

4.4.1 Purification and production of BIV Rev WT and mutant proteins 

We preyiously described the BTV Rey WT gene cloned into the pET21 b+ 

expression yector to prodlice the pETReYWT construct (Gomez Corredor, 20 II). 

Preyiously described ElV Rey deleted mutants (Gomez Corredor and Archambault 

2009) were also cloned into pET21b+ (Figure lA). The pETReYWT and pET ElV 

Rey deleted mutant constructs were then used to transform E. coli strain Rosetta­

gami™ B (DE3) pLysS cells to produce proteins upon induction with TPTG. A 

representatiye protein expression leyel is shown in Figure 4.1B for the ElV Rey M2 

mutant protein. M2 to M9 Rey mutant proteins were produced to similar leyels after 2 

h of induction at 3rc whereas a lower leyel of expression was obtained for the Ml 

mutant protein. 

We then used the prokaryote expression system described aboye to produce large 

amounts of protein. After induction in bacteria, ail proteins accumulated mainly in the 

bacterial inclusion bodies as shown for the Rev' M2 mutant (Figure 4.1B). A second 

round of extraction was made from the bacterial inclusion bodies and this procedure 

allowed us to obtain a substantial quantity of proteins in the supernatant fraction 

(Figure 4.1 C). With that amount of soluble proteins, a method of purification was 

then deyeloped (see the Material and Methods section). As shown in Figure 4.1C, 

most proteins were purified from the eluted fractions whereas no significant amount 

of proteins was found in the flow-through or wash fractions. Neyertheless, a slight 

amount of contaminating proteins was obseryed in the eluted fraction obtained for the 

M2 mutant protein (Figure 4.1D). 



--

129 . 

A B 
1 mM IPTG 

Rev WT NH,,-I:;:;;:::::;:;;:::~I:~~$~31~N~E~S~1 :::;;:;:;,:l cooH 186 aa kOa NI Ih 2h .lh 
- 2~6'll80 100120140160 IBo 

Mutant Deleted aa 180 ­115 _
MI 1-30 

82.2 ­
M2 31-50 

64.2 ­
M3 51-70 48.8 _ 

37.1 _M4 71-90 
MS 91-110 

25.9 _M6 111-130 * BIV Rev-His6X 
M7 -131-150 19.4 _ 
M8 -151-J70 
M9 171-186 14.8 ­

N-TerC!§)~C-Ter 

C D 
1 E~lraclion 2 Extraction 

kOa S FT WI W4 El E2 E.l E4 
kOa 

180 ­115 _ 180­

82.2 ­
li5­
82.2­

64.2 ­
48.8 - 64.2­

488­
37.1 _ 

* BIV Rev-His6X 37.1­
25.9 _ 
19.4 _ 25.9­
14.8 - 19.4­

E F 

MI M2 MJ M4 MS M6 M7 MS M9 \Vf kD. MI M2 MJ M4 MS M6 M7 MS M9 WT 

64.2­
kDa 

48.8 _ 

37.1 ­

25.9 ­

19.4­

Figure 4.1. Expression and purification of BIV Rev mutant proteins. A. 
Schematic representation of the Rey mutant His tagged proteins that were generated 
from pET21 b+. B. SDS electrophoresis in 10% polyacrylamide gel of the fractions 
obtained by induction of the recombinant BIV Rey-His M2 protein from E. coli BL21 
(DE3) pLysS stained with Coomassie blue. Lane 1, molecular weight, lane 2, Iysate 
from E. coli BL21 (DE3) pLysS expressing the plasmid pETReYM2 without induction 
(NI) ; lane 3, 4 and 5 refer to Iysates from E. coli after induction for 1 h, 2 h and 3 h, 
respectiyely, for the expression BIV Rey-His M2 protein. C. Electrophoresis 
conditions as described in B, two rounds of protein extraction for lysate of E. coli 
expressing BIV Rey-His M2 mutant, S: supernatant, P: Pellet, containing the 
inclusion bodies. D. Steps of purification of BIV Rey-His M2 mutant; S: supernatant, 
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FT: flow-through, W: wash and E: elution. E. Purified proteins of ail mutants showed 
in A and stained with Coomassie blue. F. Confirmation of the presence of His tag in 

. the mutant proteins by Western blot using an anti-His6 tag antibody. 

Ali mutant proteins were then purified using this protocol. As shown in Figure 

4.1E, the quantity of purified proteins was similar for BIV Rev M2, M3, M4, M5, M6 

and M7 mutants (Figure 4.1E). A higher amount of purified protein was obtained for 

the M8 mutant whereas the Ml and M9 mutant proteins were obtained at much less 

quantities. The quality of ail purified proteins was confirmed by Western blot 

analysis using an (Figure 4.1 F). 

4.4.2 BIV Rev WT protein forms multimers in vitro 

HIV-1 Rev has been reported to multimerize in vitro in the absence of RRE 

(Fouts et al., 1997). To detennine whether BrV Rev WT protein is able to form 

multimers; in vitro experiments were conducted with the glutaraldehyde (GA) 

method described for HIV-1 Rev (Fouts et al., 1997). GA is a chemical protein cross­

linker that offers the possibility of identifying transient and stable protein interactions 

in vitro. When two proteins physically interact with each other, GA allows the 

formation of covalent bonds between the proteins by using a bi-functional reagent 

containing reactive end-groups that react with the aa functional primary amine and 

sulfhydryl moieties, thus allowing covalent cross-linkage of the mo1ecules (Baumert 

et Fasold, 1989). 

Multimerization analyses revealed that BIV Rev WT formed homo-multimeric 

complexes. As shown in Figure 4.2 (Jane 0) purified BlV Rev WT formed dimers due 

to its capability to aggregate. However, when GA was added to the protein homo­

multimeric complexes like trimers, tetramers and even higher oligomeric forms of 

BIV Rev were observed after a GA exposition time of 2 min (Figure 4.2). The same 

pattern of multimeric complex formation was obtained after 5, 10, 15 and 30 min 



131 

exposition of GA with a linear decrease of the monomeric and dimeric forms of BIV 

Rey (Figure 4.2). 

GA 0.02% 

5 15 30 (Min)r-----------........~-....
 
Tet 
Tri 

D 

M 

Figure 4.2. In vitro multimerizatin of BIV Rev WT protein. 5 Ilg of purified BIV 
Rey-His WT protein was kept untreated (0 min) or was incubated with glutaraldehyde 
(GA) 0.02% for 2, 5, 15 and 30 min at room temperature. The reaction was stopped 
and loading buffer SDS-PAGE was added. Samples were denatured and deposited on 
12% SOS-PAGE. A Western blot was then performed using an antibody against the 
His6 tag. M: monomers, D: dimers, Tri: trimers and Tet: tetramers. 

4.4.3 BIV Rev WT protein forms multimers in vivo 

HIV-1 Rey protein has been reported to multimerize in the cel! cytoplasm and 

nucleolus in absence of RRE (Daelemans et al., 2004). The homo-oligomerization 

results we obtained with the purified protein in vitro prompted us to determine 

whether BIV Rey was also able to form multimers in absence of RRE in vivo. To do 

so, we used EGFP-fused BrV Rey M5 mutant protein that contains a functionally 

disrupted bipartite NLS which preyents the protein to enter into the nucleus (Gomez 

Corredor et Archambault, 2009). As shown in Figure 4.3, the M5 mutant localizes 
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only in the cytoplasm in contrast to Bry Rev WT which localizes in both the nucleus 

and nucleolus of cells transfected with the respective plasmid constructs. Co­

transfection of cells with both constructs showed the ability of BIY Rev WT (in red 

in the figure 4.3) of transporting the BlY Rev M5 mutant (in green in the figure) to 

the nucleus and nucleolus as observed in the merge image panel (Figure 4.3). This 

result indicates that the BlY Rev M5 mutant and WT proteins multimerized in the 

cytoplasm prior to the import of the complex in the nucleus. Thus one may conclude 

that Bry Rev can multimerize in vivo in the cytoplasm. 

DAPI EGFP Antic-Myc Merge 

BIV Rev MS 

BIVReyWT 

BIV Rey MS 
+ 

BIV Rey WT 

Figure 4.3. In vivo multimerisation of BIV Rey protein. Cf2Th cells were seeded 
on coverslips in 6-well plates and transfected with vectors pEGFP RevM5 and 
pcDNA3.1cMyc/His BlY Rev WT. 24 h after transfection, cells were fixed and 
immunofluorescence was performed with monoclonal anti-Myc, and a secondary 
antibody coupled to Cy3. Nuclei were stained with DAPI, photos were taken using 
fluorescence microscope Eclipse Tl (Nikon). 
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4.4.5 Two regions in BIV Rev are involved in protein multimerization 

HIV-I Rev has two regions essential for its multimerization. These regions are 

located at each side of the arginine-rich domain of the protein (Malim et Cullen, 1991; 

Madore et al., 1994). In order to identify the region required for the multimerisation 

of BIV Rev, a series of 20 to 30 aa mutants (Gomei Corredor et Archambault, 2009) 

were purified and used in the in vitro multimerization assay. As shown in Figures 4.2 

and 4.4, the M2, M3, M4, M6, M7, M8 and M9 mutants had a multimerization 

pattern similar to that of BIV Rev WT with a linear decrease of the monomeric form 

over time and a paralleled increase of dimeric, trimeric and tetrameric forms of the 

proteins. The M4 mutant was able to fonu homo-multimeric for ms even in absence of 

GA. In contrast, the Ml and M5 mutants only formed dimers in presence of GA 

(Figure 4.4). Taken together, these results indicate that two regions within Ml and 

M5 deleted sequences are at play in BrV Rev multimerization. 

4.4.6 Mapping the RNA binding domain (RBD) of BIV Rev 

RBDs in proteins are generally composed of arginine-rich motifs (ARM) with a 

small number of other types of aa residues (Bayer et al., 2005). As mentioned before, 

HrV-1 Rev has a 17 aa-long ARM that serves as RBD, NLS and NoLS (Hope et al., 

1990b). To map the residues in BIV Rev associated with RED function, we used a 

series of previously published mutant proteins in wich selected arginines (R) and 

lysines (K) in BIV Rev WT sequence were replaced by alanine (A) residues (Gomez 

Corredor et Archambault, 2009) (Table 4.1). 
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Figure 4.4. Oligomeric formation of BIV Rev mutants. 5 fLg of purified BIV Rey­
His mutant proteins described in Figure 1A were kept untreated (0 min) or were 
incubated with glutaraldehyde (GA) 0.02% for 2, 5, 15 and 30 min at room 
temperature. The reaction was stopped and loading buffer SDS-PAGE was added. 
Samples were denatured and deposited on 12% polyacrylamide gel. A Western blot 
was then performed using anti-His tag. M: mono mers, D: dimers, Tri: trimers and Tet: 
tetramers. 

As the mutant proteins were used to map the NLS and NoLS of BIV Rey, in this 

study we selected only the mutants whose nuclear localization was not impaired 

(Gomez Corredor et Archambault, 2009). As expected, ail selected BIV Rey mutant 

proteins predominantly entered in the nucleus (Figure 4.5A). The Rey actiyity of 
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these mutants was then determined using a CAT reporter assay dependent of the BIV 

RRE sequence, thereby eyaluating both the RNA binding and expOlt capacities of 

Rey (Gomez Corredor et Archambault, 2009). Among ail BIV Rey mutants tested 

(Figure 4.5B) 

TABLE 4.1. Listing ofBIV Rev RBD mutant proteins3 

Mutant 7J R 73 R 74 K 84 K 87 R 94 R 95 R 96 K I06 R I07 R 154K 156K 157 R 
Mut 1 A 
Mut 2 A A 
Mut 4 A 
Mut 5 A 
Mut 7 A 
Mut 8 A 
Mut 9 A 
Mut Il A A 
Mut 13 A 
Mut 14 A 
Mut21 A A A 

a The indicated arginine (R) and lysine (K) residues in the BIV Rey sequence 
were changed to alanine (A) residues, the number indicate the position of residues 
(Gomez Corredor et Archambault, 2009). 

Mut 5 and Mut 21 mutants had no actiyity at ail, a finding already reported by us 

for Mut 5 (Gomez Corredor et Archambault, 2009). Mut 7, 8, Il, 13 and 14 mutants 

showed a Rey actiyity which. was at least 50% of that of BIV Rey WT. Ali other 

mutants tested had an actiyity comparable to that of BIV Rey WT. Taken together, 

the regions encompassing aa 87R to 107R (deleted in Mut 5, 8, 9, Il) and 154K to 157R 

(deleted in Mut 21) are inyolyed in RBD actiyity of Rey, indicating the presence of a 

bipartite RBD for BIV Rey. 
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Figure 4.5. Mapping of the RBD of BIV Rev. A. Intracellular localization of EGFP 
BIY Rev mutant proteins shown in Table 1. HEK 293T cells were transfected with 
the indicated pEGFP-BIY Rev mutant constructs. After 24 h of incubation, the cells 
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were fixed, counterstained with DA PI (in blue) and examined by fluorescence 
microscopy. The merge image represents the superposition of EGFP and DAPI 
images. The images shown are representative of the expression pattern (three 
independent experiments) observed in > 70% of cells. B. The nuclear export activity 
of EGFP-Rev BIV and EGFP-Rev BIV mutants described in A. The nuclear export 
activity of EGFP-Rev BIV fusion proteins was determined using a CAT reporter 
assay. 50 j..lg of cell lysate was used in the CATassay. The CAT levels were 
normalized to the p-galactosidase activity. The results represent mean values of 
triplicate samples of at least three separate experiments. Rev activity is expressed as 
the mean ratio of EGFP-Rev BIV (Rev WT) or mutant CAT expression versus basal 
expression of pRRE-BIV alone. Vertical bars indicate the standard error about the 
mean. *: value significantly different (p < 0.05), **: value significantly different (p < 
0.005) and ***: value significantly different (p < 0.0005), from EGFP-Rev BIV using 
a two-tailed {-test. 

4.5 DISCUSSION 

RNA binding and multimerization of HIV-1 Rev are essential steps in the life 

replication cycle of the virus (Daugherty, D'Orso et Frankel, 2008). RNA binding and 

multimerization domains in HIV-1 Rev have been completely characterized (Pollard 

et Malim, 1998) as weIl as the regions of the viral RNA-containing RRE sequence 

that interact with Rev (Hope et al., 1990b; Huang et al., 1991; Malim et Cu lien, 1991; 

Mann et al., i994; Pollard et Malim, 1998; Jain et Belasco, 2001; Daugherty, D'Orso 

et Frankel, 2008; Daugherty, Liu et Frankel, 2010). In vitro and in vivo 

muitimerization in absence of RRE have been demonstrated (Fouts et al., 1997; 

Daelemans et al., 2004) for HIV-l Rev as weil as for Rev or Rev-like proteins from 

other retroviruses including Equine infectious anemia virus (ElA V), Human T-cell 

leukemia virus type 1 (HTLV-l) and Human endogenous retrovirus K (HERV-K) 

(Bogerd et Greene, 1993; Harris et al., 1998; Boese et al., 2001). Studies of in vivo 

multimerization of HIV-l Rev using fluorescence resonance energy transfer (FRET) 

and fluorescence recovery after photobleaching (FRAP) procedures showed that the 

protein multimerizes in the cytoplasm and the nucleolus in absence of RRE. These 

observations support the model by which Rev moves back and forth between the 



138 

nucleus and cytoplasm as a multimeric complex to fulfill its function of transporting 

the yiral RNAs (Daelemans et aL, 2004). 

The present study is the first to report the ability of BIV Rey to multimerize in 

vivo and in vitro in absence of RRE. BIV Rey was shown to form homo-multimeric 

complexes in vitro as demonstrated by the presence of dimeric, trimeric, tetrameric 

and higher oligomeric forms of the protein (Figure 4.2). This result was confirmed in 

an experiment conducted in vivo (Figure 4.3). BIV Rey WT (which localizes in the 

nucleus/nucleolus) and BIV Rey M5 mutant (which does not localize to the nucleus) 

(Gomez Corredor et Archambault, 2009) formed complexes in the cytoplasm 

allowing them to be transported in the nucleus. Based on this result, one may 

conclude that the bipartite NLS present in BIV Rey WT but absent in M5 mutant was 

sufficient to mediate the transport of the M5-Rey WT complex to the nucleus. 

In addition to the demonstrated cap'acity of BIV Rey to multimerize in vitro and 

in vivo, our study also showed that two regions in ElV Rey are inyolyed for 

multimerization of the protein in vitro. This was demonstrated by using deletion 

mutants of BIV Rey that were tested for their capacity to form multimers in vitro. 

Two ofthese Rey mutants, namely MI and M5, were unable to form complexes other 

than dimers in contrast to BIV Rey WT (Figure 4.4). The deleted regions within Ml 

and M5 mutant proteins were from aa 1 to 30, and aa 91 to 110 aa of the BIV Rey 

WT sequence, respectiyely. One may conclude that these regions are responsible for 

multimerization of BIV Rey in vitro. Howeyer, the exact aa residues essential for BIV 

Rey multimerization haye yet to be determined. 

As mentioned before, HIV-1 Rey contains two multimerization domains localized 

at each side of the ARM. The exact mechanism for the multimerization of Rey oyer 

the RRE sequence was for a long time not weil understood. The main reason for this 

was the propensity of HIV-l Rey to aggregate and to form long filaments eyen in 
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presence of the RRE sequence (Daugherty et al., 2010). However, in a recent study 

was described the mechanism of assembly of HIV-1 Rev onto the RRE by using 

crystallographic analyses of the Rev/RRE complex (Daugherty, Liu et Frankel, 2010). 

In this study, a Rev mutant that was able to form only dimers was used. The authors 

showed that HIV-1 Rev multimerization is physically coupled to cooperative RNA 

recognition. Thus, the structure achieved during multimerization determines the 

orientation of HIV-1 Rev ARM towards RRE and facilitates the binding of Rev 

dimers over regions different from stem lIB of the RRE sequence known to bind the 

protein (Daugherty et al., 2010). This highly-ordered process of HIV-1 Rev 

multimerization creates a nuclear export adaptor by which one face of the multimer 

binds viral RNA and the other face binds the CRM1 protein. This sophisticated 

mechanism of protein ARM-RNA interaction first demonstrated with HrV-1 Rev 

would allow the protein to escape functionally deleterious mutations within particular 

RNA binding sites (Daugherty, Liu et Frankel, 2010). Whether BrV Rev has a similar 

mechanism for multimerization is at present unknown. However, should the 

mechanism be different, it would be interesting to determine whether it could be 

taken into account to explain the lack of pathogenicity for Brv in contrast to HrV-1. 

Viral proteins such as HIV-1 Rev and Tat, HTLV-1 Rex and BIV Tat are typical 

examples of proteins harboring an ARM that acts as a RBD (Bayer et al., 2005). In 

these and in other Rev and Rev-like proteins, RBD is closelyassociated to the 

NLS/NoLS (Hope et al., 1991; Yang et al., 1999; Magin et al., 2000). Here, 

experiments were conducted to map the RBD of Brv Rev by using a series of 

mutants harboring alanine scan mutations and an intact NES (listed in Table 4.1) 

(Gomez Corredor et Archambault, 2009). Ail mutant proteins main1y localized in the 

nucleus (Figure 4.5A), a prerequisite in our experiment to ensure that the proteins 

were able to enter into the nucleus for RNA binding (Figure 4.5A). The mutant 

constructs were. then co-transfected in cells and analyzed by using a CAT gene 

reporter assay that relying on the presence of BIV RRE localized upstream of the 
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CAT-encoding gene (Gomez Corredor et Archambault, 2009). Thus, Rey binding to 

RNA (RRE) in the nucleus would result in the cytoplasmic transpo(t of the CAT 

transcript, and, thereof, in CAT transfection indicating a Rey actiyity. By using this 

assay, two stretches of basic residues localized in the middle and C-terminal regions 

of BIV Rey were found to mediate RNA binding. On one hand, MutS and Mut 21 

mutants had no Rey actiyity at ail (Figure 4.SB). It is noteworthy that, the mutated 

residue within the Mut S mutant was part of the BIV Rey NoLS. Mut 7 and Mut 8 

mutants (the mutated residues of which were part of the BIV Rey NLS) as weil as the 

Mut Il mutant (the mutated residues of which were part of neither BIV Rey NoLS 

nor NLS) showed a diminished Rey actiyity. Ali mutated arginines in the Mut 5, 7, 8 

and Il mutants are localized In the middle region of BIV Rey 

(87RELVEQNRRKQERRLSGLDRRlo7). We also found that the integrity of three 

basic residues localized in the C-terminal region of BIV Rey was necessary for Rey 

actiyity. This was shown by the data obtained with the Mut 13 and Mut 14 single 

mutants that showed a diminished Rey actiyity (Figure 4.5B). These results were 

confirmed with the use of Mut 21 mutant where mutations of 154K_KR157 residues into 

154A_AA 157 significantly affected the Rey actiyity. Combined together, these results 

show that BIV Rey harbours two regions necessary for RNA binding, thereby 

indicating a bipartite RBD. This finding contrasts with the monopartite nature of the 

RBD present in HIV-1 Rey (Pollard et Malim, 1998; Bayer et al., 200S) but is in 

agreement with the bipartite RBD present in ElAV Rey (Lee et al., 2006). Thus, BIV 

and ElAV Rey would be the only Rey or Rey-like proteins in retroyirus harboring a 

Rey bipartite RBD. Howeyer, in vitro protein-RNA (RRE) interaction experiments 

are needed to unequiyocally confirm the BIV Rey results. 

The ElAV Rey RBD is composed of two shorts ARMs. The first ARM is 

localized in the central region of the protein whereas the second ARM oyerlaps the 

NLS sequence in the C-terminal region of the protein (Lee et al., 2006) Although the 

BIV Rey RBD motifs ,also localize in the central and C-terminal regions of the 
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protein, the aa sequences that compose these motifs differ from those of ElAY Rev 

RBD. In BIY, the five arginine residues that compose the first ARM are scattered 

within a 21 aa-long sequence (87RELYEQNRRKQERRLSGLDRRlo7) overlapping 

the BIY Rev NoLSINLS for the first three residues (Gomez Corredor et Archambault, 

2009). This motif contrasts with the short RRDRW sequence that composes the first 

ARM motif of the ElA Y Rev RBD (Lee et al., 2006). The second motif of BIY Rev 

RBD is composed of two lysines and one arginine (154KLKRI57), and thus does not 

represent an ARM per se but rather should be only defined as a motif rich in basic 

residues. This aa composition contrasts with that of the second ARM of the ElA Y 

Rev RBD that is a truly arginine-rich motif (KRRRK) (Lee et al., 2006). 

In summary, we have characterized the multimerisation and RBD domains ofBIY 

Rev that differ from those of HIY -1 and/or ElA Y Rev. These results combined with 

those of our previously published work (Gomez Corredor et Archambault, 2009; 

Gomez Corredor, 2011) where novel types ofNLS and NoLS were found show that 

BIY Rev is an atypical protein among Rev or Rev-like proteins in retroviruses. 



CHAPITRE V 

DISCUSSION GÉNÉRALE 

5.1 La protéine Rev du VIB est atypique en comparaison avec les autres 

protéines Rev ou Rev-like des rétrovirus 

Le virus le plus étudié de la famille Retroviridae est le VIH-I. Chacune des 

protéines ainsi que ses ARNs et ADNs viraux ont été décortiqués et profondément 

étudiés. Parmi ces protéines, on retrouve la protéine Rev, une protéine accessoire dont 

l'unique rôle connu jusqu'à la fin des années 90 était le transport des ARNs non 

épissés et partiellement épissés du noyau vers le cytoplasme, pendant la phase tardive 

de l'infection. Pour accomplir cette fonction, Rev lie un RRE qui se retrouve dans les 

ARNs non épissés et partiellement épissés et utilise ses différents domaines 

fonctionnels (Cullen, 1998; Pollard et Malim, 1998; Hope, 1999). De la même façon 

que le VIH-1 représente le modèle par excellence, la protéine Rev du VIH-I est la 

plus étudiée parmi les protéines Rev des autres membres de la famille Retroviridae. 

L'organisation des domaines fonctionnels de Rev du VIH-) est montrée dans la 

Figure 5.1. Dans la partie amino-terminale, on retrouve une région de type ARM qui 

contient le domaine RBD (Daly et aL, 1989; Green et Zapp, 1989; Zapp et Green, 

1989; Hope et aL, 1990b) et les signaux de type NLS et NoLS (Kubota et al., 1989; 

Malim et al., 1989a; Perkins et al., 1989; Berger et al., 1991; Bohnlein, Berger et 

Hauber, 1991). Les régions situées de chaque côté du ARM servent de domaine de 

multimérisation (Olsen et al., 1990; Zapp et aL, 1991; Bogerd et Greene, 1993; 

Madore et al., 1994). La partie carboxy-terminale de la protéine contient le signal 

d'exportation ou NES, originalement connu comme domaine d'activation. Tous ces 

domaines sont nécessaires pour accomplir la fonction de Rev (Venkatesh et 
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Chinnadurai, 1990; Malim et aL, 1991; Weichselbraun et aL, 1992; Fischer et al., 

1995; Wen et al., 1995). 

L'objectif principal de ce projet était [a caractérisation des différents domaines 

fonctionnels de la protéine Rev du VIB, le but à long terme étant d'aider à mieux 

connaître la biologie des lentivirus différents du VlH-l. Les résultats obtenus dans la 

présente étude ont permis de déterminer que Rev du VIB est une protéine atypique en 

raison de la structure de ses domaines fonctionnels, par rapport non seulement à la 

protéine Rev du VlH-1 mais également aux autres protéines Rev ou « Rev-li/œ » de la 

famille Retroviridae qui ont été caractérisées jusqu'à maintenant. 

5.1.1 Les NLS et NoLS 

Comme démontré dans le chapitre II, la protéine Rev du VIB est la première de la 

famille des protéines Rev ou «Rev-like » à avoir un signal NLS de type bipartite et un 

NoLS qui est fonctionellement indépendant du NLS. Les signaux NLS et NoLS sont 

de type monopartite dans les protéines Rev des virus VlH et ElAV ainsi que dans les 

protéines « Rev-li/œ» des virus HTLV-l, HERV-K et MMTV. De plus, les NLS et 

NoLS de ces virus se chevauchent dans un domaine de type ARM (voir Figure 5.1). 

Aussi, comme observé dans le tableau 2.2, les signaux NLS et NoLS identifiés dans 

le VIB ne font partie d'aucune classification connue pour ce type de signaux (Emmott 

et Hiscox, 2009; Kosugi et al., 2009). Le NLS bipartite identifié dans la protéine Rev 

du VIB diffère des autres signaux NLS par la composition de ses deux motifs 

basiques et par la longueur de sa séquence d'espacement « spacer ». Ces motifs sont 

principalement riches en arginines, alors que la plupart des signaux bipartites 

rapportés sont riches en lysines (Lange et al., 2007; Kosugi et aL, 2009). De plus, la 

longueur de la séquence spacer qui sépare les deux motifs basiques est atypique. 
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Normalement, les NLS bipartites sont classés en deux catégories courtes ou 

longues. Les NLS courts contiennent une séquence « spacer » d'environ 8 à 16 aa, et 

les NLS longs de 30 à 32 aa (Romanelli et Morandi, 2002). La séquence « spacer )) 

du NLS bipartite de la protéine Rev du VIB est de 20 aa. Une seule protéine avec un 

NLS bipartite et une séquence « spacer)) de 20 aa a été décrite à ce jour, soit la 

protéine HDCA, mais la différence avec le NLS de Rev du VIB est la composition 

des motifs basiques qui seront plus riches en lysines (Somasekaram et al., 1999). 

Le NoLS de la protéine Rev du VIB est aussi atypique. Les signaux NoLS n'ont 

pas été profondément étudiés en comparaison des NLSs. Les études sur les différents 

types de NoLS ont été initiées seulement après la découverte des nouvelles fonctions 

du nucléole, comme par exemple son rôle clé dans des fonctions cellulaires et sa 

possible implication dans les processus infectieux de différents virus (Dove et al., 

2006; Matthews et Oison, 2006; Hiscox, 2007; Lymberopoulos et Pearson, 2007; 

Emmott et aL, 2008; Emmott et Hiscox, 2009; Stark et Taliansky, 2009). 

Le NoLS identifié dans la protéine Rev du VIB est différent du motif consensus 

observé dans la majorité des NoLS identifiés jusqu'à ce jour (Horke et al., 2004; 

Emmott et Hiscox, 2009). La séquence consensus des NoLS connus est formée de 4 

résidus dont trois résidus de type arginine ou lysine aux positions l, 2 et 4 et un autre 

variable (x) à la position 3 (RIK-R/K-x-R/K). Le NoLS de la protéine Rev du VIB 

est constitué uniquement de résidus arginines qui sont contenus dans une région de 18 

aa C6ERRPGFWKSLRELVEQNR94
). Les caractéristiques particulières trouvées 

dans les signaux NLS et NoLS de la protéine Rev du VIB (voir Figure 5.1) appuient 

le caractère atypique de cette protéine, non seulement dans le contexte des protéines 

Rev ou (( Rev-like)) de la famille Retroviridae, mais également par rapport aux 

autres protéines rapportées dans la littérature àce jour, peu importe leur nature. 
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S.1.2 Le RBD 

Dans le chapitre IV de cette étude, nous avons démontré que la protéine Rev du 

VIB a un domaine de liaison à l'ARN ou RBD de type bipartite. Comme démontré 

dans la figure 4.5, l'intégrité des deux motifs qui forment Je RBD est nécessaire à sa 

fonction. Le premier motif est situé dans la région centrale de la protéine et est 

constitué de 5 résidus de type arginine qui sont espacés dans une région de 21 aa 

(87RELVEQNRRKQERRLSGLDRRlo7). Les trois premiers résidus font partie des 

NoLS et NLS et les deux derniers ne font partie d'aucun signal. Le deuxième motif 

est localisé dans la partie C-terminale de la protéine et se compose de 3 résidus, 

principalement de type lysine (l54KLKR I57), très rapprochés l'un de l'autre. 

Re'-'-IH-l ~ 116aa 

Protéines Re\" Re\" EUY 16S aa 

Re\" '"lB 186aa 

RexHTLY-1 170 aa 

Protéines
 
ReY-like RecHER'--K ~
 

Rem l\Il\ITY .------n 301 aa 1_--'---------.LI ---J 

~ l\Iultimérisation ~ .-\RM (NLSIRBD) 

_ .-\Rl\I (NLS/NoLSIRBD) m±m NLSIRBD~Iultilllérisation 

o NES ~ NLS 

DRBD mml NoLS 

Figure S.l Domaines fonctionnels des protéines Rev et « Rev-like » des virus de 
la famille Retroviridae. Domaine riche en arginine (ARM), domaine de liaison à 
[' ARN (RBD), signaux de localisation nucléaire (NLS) et nucléolaire (NoLS) et 
domaine d'exportation du noyau (NES). 
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Ce type de domaine RBD bipartite a déjà été observé chez la protéine Rev de 

l'ElAV (Lee et al., 2006) (voir Figure 5.1). Cependant, les deux domaines RBD 

bipartites de Rev VIB et ElAV sont très différents. En effet, le premier motif du RBD 

de la protéine Rev de l'ElAV (RRDRW) est constitué d'un court segment riche en 

arginines, à la différence des 5 résidus arginine espacés qui font partie du premier 

motif de Rev du VIB. Contrairement à ce qui a été observé pour la protéine Rev du 

VIB, aucun des résidus du premier motif de la protéine Rev de l'ElAV ne fait partie 

des autres signaux. De plus, le deuxième motif du RBD de la protéine Rev de l'ElAV 

est aussi composé d'une courte région riche en arginines (KRRRK). Cependant, à la 

différence du deuxième motif de la protéine Rev du VIB, tous ces résidus font aussi 

partie du signal NLS de la protéine Rev de l'ElAV (Lee et al., 2006). Le deuxième 

motif de la protéine Rev du VIE est plutôt riche en lysines et ne fait pas partie des 

autres signaux. Toutes les autres protéines «Rev-like» des virus de la famille 

Retroviridae ont des domaines RBD démontrés ou prédits comme étant de type 

monopartite (voir Figure 5.1) (Mertz et al., 2005). 

Il est important de préciser que l'identification des résidus qui composent le RBD 

de Rev du VIB a été réalisée de façon indirecte puisqu'on n'a pas mis en évidence 

une interaction directe entre la protéine Rev du VIB et son RRE, par exemple par la 

réalisation d'essais de liaison ARN-protéine in vitro. Toutefois, le système utilisé 

dans cette étude nous a permis à la fois d'observer la liaison à l'ARN (RRE) et la 

capacité d'exportation de l'ARN vers le cytoplasme in vivo (Gomez Corredor et 

Archambault, 2009). 

Tous les mutants testés pour établir si les résidus mutés faisent partie ou non du 

domaine RBD de la protéine Rev du VIE (voir Tableau 4.1) avaient deux 

caractéristiques importantes. Tous les mutants ont été localisés au noyau,. et pour tous 

les candidats, le signal d'exportation ou NES (décrit dans le chapitre III) était intact, 

sans mutation, comme dans la protéine Rev sauvage du VIE. Ces deux conditions 
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nous ont permis de nous assurer que les protéines étaient capables d'aller au noyau 

pour rencontrer les ARNs et se lier sur le RRE, et une fois le complexe 'formé, de 

retourner vers le cytoplasme grâce à leur signal d'exportation ou NES. De cette façon, 

les résultats obtenus indiquent spécifiquement la capacité de liaison à l'ARN. 

Cependant, pour un des mutants testés, le mutant Mut 5, la perte d'activité ne peut 

pas être associée directement au manque de liaison à l' ARN (voir Figure 2.6 et 4.6). 

Ce mutant présente une substitution 87R1A dans le NoLS, ce qui a résulté en l'absence 

de localisation de Rev au nucléole, même si la protéine était capable de d'entrer dans 

le noyau, comme observé dans les figures 2.5 et 4.5. Récemment, les études sur Rev 

du VIH-l ont suggéré que la liaison de Rev au RRE ainsi que la multimérisation de 

Rev sur le RRE et l'assemblage du complexe d'exportation peuvent avoir lieu en 

même temps dans le nucléole (Daelemans et al., 2004; Daugherty, D'Orso et Frankel, 

2008; Daugherty et al., 2010; Daugherty, Liu et Frankel, 2010). L'absence d'activité 

de Mut 5 ne peut donc pas être directement associée à l'absence de liaison à l'ARN. 

Tel que mentionné auparavant, les résultats des résidus qui composent le RBD 

pourraient être confirmés par des expériences d'interaction directe ARN-protéines in 

vitro en utilisant des essais de retard sur gel ou EMSA « electrophoretic mobility shift 

assay» pour déterminer la capacité de liaison des différents mutants de Rev du VIB 

au RRE sauvage. Les différentes protéines mutantes devront être purifiées dans un 

système procaryote (comme celui utilisé dans le chapitre IV) alors que l'ARN du 

RRE sauvage pourrait être produit par transcription in vitro et marqué au 32p. 

L'interaction entre le RRE et les différentes protéines Rev serait visualisée par la 

migration électrophorétique sur gel des complexes ARN-protéines. 

Un autre objectif important pour des études futures est la caractérisation du RRE 

du VIB. La séquence du RRE du VIE est composée de 312 nucléotides (Molina et al., 

2004). Cependant, rien n'est connu sur sa structure ou sur les acides nucléiques qui 

seraient importants pour l'interaction avec Rev du VIE. Chez le VIH-l, le site RRE a 
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été très bien caractérisé. Les études réalisées ont permis de démontrer qu'il y a une 

région de haute affinité qui permet la liaison d'une molécule de Rev (Tige lIB). Une 

fois que la première molécule est fixée, d'autres molécules Uusqu'à 13) de Rev 

peuvent se fixer sur le RRE dans des sites contigus de la région de haute affinité 

(Olsen et al., 1990; Madore et aL, 1994; Mann et aL, 1994). Ainsi, la séquence 

minimale nécessaire à la liaison de la protéine Rev du VIB au RRE pourrait être 

déterminée. 

Pour caractériser la région du RRE du VIB nécessaire à la liaison de Rev, deux 

méthodologies pourraient être utilisées, l'une basée sur des délétions de la séquence 

du RRE, et une autre sur l'interaction Rev-RRE. Pour la première approche proposée, 

il faudra prédire la structure secondaire du RRE et générer des mutants selon les 

conformations possibles de la structure. Ainsi, les différents mutants RRE obtenus 

seraient utilisés pour réaliser la transcription in vitro et les ARN produits seraient 

marqués au 32p. Des essais de liaison seraient ensuite réalisés avec la protéine Rev 

sauvage par la technique d'EMSA. Cette approche a été utilisée avec succès pour la 

détermination de la région RRE du VIH-l nécessaire à l'interaction avec Rev (Kjems 

et al., 1991).· La deuxième approche pour étudier la région du RRE du VIB qui 

interagit avec la protéine Rev implique l'essai de « Dimethyl Sulfate (DMS) 

Footprinting ». Cette technique permet l'identification des positions sur l'ARN qui 

sont importantes pour l'interaction ARN-protéine (Tijerina, Mohr et Russell, 2007). 

Le traitement au DMS modifie chimiquement l'ARN. Les positions de l'ARN qui 

sont en interaction avec la protéine sont soit protégées soit modifiées par le DMS, 

contrairement aux positions non protégées. L'ARN modifié par le DMS est ensuite 

extrait du complexe ARN-protéine et sert de matrice pour la réalisation d'une 

réaction d'extension d'amorce (avec une amorce radiomarquée). En parallèle, une 

réaction de séquençage par la méthode de Sanger doit être réalisée avec l'ARN non 

traité au DMS. Les réactions de séquençage et d'extension d'amorce sont déposées 

sur gel. Une comparaison de l'intensité des bandes est réalisée pour déterminer avec 
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l'aide de la réaction de séquençage les positions qui sont en contact avec la protéine 

(par la comparaison des puits avec seulement l'ARN-DMS et ARN/protéineIDMS). 

Ensuite, les positions identifiées par « Footprinting» et possiblement nécessaires 

pour l'interaction de la protéine Rev avec le RRE pourront être modifiées par 

mutagenèse dirigée. Des essais EMSA seraient ensuite réalisés pour confirmer si ces 

positions sont cruciales pour l'interaction Rev-RRE chez le VIE. 

5.1.3 Le NES 

Comme pour toutes les protéines Rev ou " Rev-like» de la famille Retroviridae 

caractérisées jusqu'à maintenant, la protéine Rev du VIE possède un signal 

d'exportation nécessaire à sa fonction de transport des ARN viraux du noyau vers le 

cytoplasme (Pollard et Malim, 1998; Suhasini et Reddy, 2009). Le signal 

d'exportation ou NES de la protéine Rev du VIE a été complètement identifié, tel que 

rapporté dans le chapitre III de cette thèse. Grâce à la méthodologie utilisée, la région 

et la composition exacte des résidus qui forment le NES ont été déterminées. 

Les premières protéines dans lesquelles des signaux de type NES ont été 

caractérisées sont les protéines Rev du VIH-1 et PKI. Ces signaux sont riches en 

résidus leucine d'où le premier nom de domaine riche en leucines (Kutay et 

Guttinger, 2005; Ding et aL, 2010). À partir de ces découvertes, deux signaux 

consensus ont été établis, un pour la protéine Rev du VIH-1 et un autre pour la 

protéine PKI (Fischer et aL, 1995; Wen et aL, 1995). Ces signaux sont composés de 4 

résidus de type hydrophobe, principalement des leucines. Par contre des isoleucines, 

valines, méthionines ou phénylalanines peuvent être acceptés. La différence majeure 

entre les deux types de signaux est le nombre de résidus qui séparent les 4 résidus 

hydrophobes pour Rev du VIH-1 et pour PKI (Fischer et aL, 1995; Wen et aL, 1995). 

Cependant, une nouvelle classification des signaux de type NES a été présentée en 

2010 dans laquelle 5 et non 4 résidus hydrophobes sont importants. Le type de résidu 
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y joue aussi un rôle clé (Guttler et al., 2010). Ainsi, le signal consensus de type NES 

du Rev du VIH-1 est formé de 5 résidus exclusivement de type leucine. Le signal de 

type PKI est également composé de 5 résidus, mais ils peuvent être des leucine, 

isoleucine, valine, méthionine, phénylalanine, tryptophane, tyrosine ou proline 

(Guttler et al., 2010). Selon cette classification, le signal NES de la protéine Rev du 

VIE caractérisé lors de ce projet est de type PKI et ainsi donne une autre 

caractéristique unique à la protéine Rev du VIE (voir Figure 3.8). 

5.1.4 Le domaine de muitimérisation 

La multimérisation de Rev du VIH-1 est un processus important pour sa fonction. 

De fait, les dernières études ont démontré que la multimérisation, la liaison à l'ARN 

et l'assemblage du complexe d'exportation sont des évènements clés pour la fonction 

de Rev du VIH-l. Les trois évènements sont orchestrés et exécutés simultanément 

(Daugherty, D'Orso et Frankel, 2008; Daugherty et al., 2010; Daugherty, Liu et 

Frankel, 2010). Dans le chapitre IV de cette thèse, on a démontré que la protéine Rev 

du VIE était capable de multimériser in vitro et in vivo en absence du RRE (voir 

Figures 4.2 et 4.3). Comme pour la protéine Rev du VIH-l, on a démontré que deux 

régions dans la protéine Rev du VIE sont responsables de cette fonction (voir Figure 

4.4), mais la séquence spécifique des résidus qui composent chacun des domaines de 

multimérisation reste à être déterminée. 

Outre la protéine Rev du VIH-1, la multimérisation a été démontrée pour la 

protéine Rev du ElAV et les protéines " Rev-like» du HTLV-1 et du HERV-K 

(Bogerd et Greene, 1993; Harris et al., 1998; Boese et al., 2001). Des études de 

mutagenèse ont aussi été réalisées pour déterminer les régions impliquées dans la 

multimérisation des protéines Rex du HTLV-1 et Rec du HERV-K (Heger et al., 

1998; Boese et al., 2001). Ainsi selon ces rapports, les protéines Rev du VIB, Rev du 
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VIH-1 et Rex du HTLV-1 ont des domaines de multimérisation de type bipartite (voir 

Figure 5.1). 

Grâce à la méthodologie utilisée lors de ce projet, on a pu ainsi mettre en 

évidence que la protéine Rev du VIS était capable de multimériser dans le 

cytoplasme en l'absence du RRE. Il faudrait donc réaliser des études en utilisant des 

méthodologies comme le FRET «fluorescence resonance energy transfer» et le 

FRAP «fluorescence recovery after photobleaching» qui nous permettraient de 

déterminer si la protéine Revest capable de multimériser dans le nucléole et dans le 

noyau, comme cela a été démontré pour la protéine Rev du VIH-1 (Fouts et aL, 1997; 

Daelemans et al., 2004). 

5.2 LA PROTÉINE REV ET LE NUCLÉOLE 

Le nucléole a suscité dernièrement beaucoup d'intérêt. L'idée d'un organelle 

connue comme étant une machine à produire des ribosomes a substantiellement 

changé (Boisvert et aL, 2007; Greco, 2009). Les dernières avancées en protéomique 

et en imagerie cellulaire sur des cellules HeLa humaines ont permis de déterminer 

que le nucléole est un réseau composé de plus de 4 500 protéines différentes (Ahmad 

et al., 2009). Ces protéines ont des rôles essentiels dans les différents processus 

cellulaires. Cependant, trois protéines sont présentes majoritairement dans le nucléole, 

soit la nucléoline, la B23 et la fibrillarine (Boisvert et al., 2007; Ahmad et aL, 2009; 

Emmott et Hiscox, 2009). D'ailleurs, un champ de recherche en pleine expansion est 

l'implication du nucléole dans certaines infections virales. Plusieurs études ont 

démontré que les virus adressent spécifiquement au nucléole leurs acides nucléiques 

et leurs protéines nécessaires à des processus comme leur réplication. Cet adressage 

spécifique au nucléole a été démontré pour des virus de type ADN et ARN (Hiscox, 

2007; Emmott et aL, 2008; Sirri et aL, 2008; Hiscox, Whitehouseet Matthews, 2010). 
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Un groupe de virus à ADN très étudié pour son interaction avec le nucléole est 

celui des herpesvirus. Des études sur le HSV-1 « herpes simplex virus 1 », le CMV 

« cytomegalovirus» et l'EBV «Epstein-Barr virus» ont montré qu'au moins 12 

protéines spécifiques virales se localisent au nucléole (Salsman et al., 2008). Les 

études réalisées avec le HSV-1 ont démontré que la localisation nucléolaire de la 

protéine virale ORF57 induit une redistribution au nucléole de la protéine cellulaire 

TREX « transcription/export » impliquée dans l'exportation des ARNm vers le 

cytoplasme (Boyne et Whitehouse, 2006). De plus, la même protéine dans le KSHV 

« Kaposi 's sarcoma associated herpesvirus» induit la redistribution de la protéine 

PYM «Partner of Y14-Mago» au nucléole (cette protéine est impliquée dans 

l'amélioration (enhancement) de la traduction cellulaire). L'interaction entre ORF57 

et PYM produit une augmentation des niveaux de traduction des ARNm viraux 

pendant l'infection de KSHV (Boyne et al., 2010). En plus de la relocalisation des 

protéines nucléaires ou cytoplasmiques au nucléole, le HSV-1 induit la dispersion 

nucléaire et cytoplasmique de protéines normalement localisées au nucléole. C'est le 

cas des protéines nucléoline et B23 qui sont dispersées par la protéine UL24 du HSV­

1 (Lymberopoulos et Pearson, 2007; Lymberopoulos et al., 2011). Le rôle de cette 

dispersion n'est pas encore bien élucidé. Cependant, une étude récente dans laquelle 

la nucléoline endogène cellulaire a été réprimée (knockdown) a démontré que la 

dispersion de la nucléoline dans le cours de l'infection virale est un processus 

nécessaire pour la sortie efficace du noyau des nucléocapsides du HSV-1 (Sagou, 

Uema et Kawaguchi, 2010). 

Les nidovirus et les rétrovirus sont des virus à ARt"J qui interagissent aussi avec le 

nucléole. La protéine N des coronavirus et des artérivirus (des nidovirus) se localise 

au nucléole. La protéine N est nécessaire à l'encapsidation du génome viral (Hiscox, 

Whitehouse et Matthews, 2010). Chez le rétrovirus, le VIH-l utilise le nucléole dans 

trois processus clés de son cycle réplicatif: l'entrée du virus dans la cellule via des 

récepteurs membranaires, le passage de l'ARN viral et la transcription. La nucléoline, 
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bien qu'étant une des principales protéines nucléolaires, peut aussi être localisée dans 

la membrane cytoplasmique des cellules en phase de prolifération (Christian et al., 

2003). Il a été démontré que la nucléoline membranaire peut servir de récepteur 

d'entrée pour plusieurs virus comme le HPIV-3 « human parainfluenza virus type 

3 », le virus de Coxsakie B et le virus du VIH-l (de Verdugo et al., 1995; Nisole, 

Krust et Hovanessian, 2002; Bose, Basu et Banerjee, 2004; Said et al., 2005). De 

plus, les nucléoles des lymphocytes de patients VIH-l positifs ont une structure 

anormale et présentent un haut niveau d'expression de la nucléoline au niveau de la 

membrane cellulaire (Galati et al., 2003). Il a été notamment démontré que les 

particules virales du VIH-l se localisent sur la membrane cellulaire et induisent une 

agrégation de la nucléoline, utilisant ainsi cette voie pour entrer dans la cellule 

(Nisole, Krust et Hovanessian, 2002). Ces résultats ont été confirmés par l'utilisation 

d'un compétiteur qui mime une partie de la protéine gp120 et inhibe l'entrée du virus 

dans les cellules via la nucléoline (Greco, 2009). 

Deux protéines régulatrices du VIH-l se localisent au nucléole dans des cellules 

infectées ou dans les systèmes de surexpression des protéines Tat et Rev. Tat" est la 

principale protéine trans-activatrice de la transcription virale. Elle est localisée au 

nucléole grâce à son interaction avec la protéine B23 et l'expression de Tat induit la 

relocalisation nucléolaire de deux protéines cytoplasmiques, la protéine HIC « human 

I-mfa domain containing protein » et la granuline. Ces protéines sont des régulateurs 

cellulaires de l'activité de Tat (Young et al., 2003; Gautier et al., 2005; Boque et al., 

2005). La protéine Rev du VIH-l est aussi normalement localisée au nucléole où elle 

interagit aussi avec la protéine B23 (Fankhauser et al., 1991). Plusieurs études ont 

démontré que l'ARN viral passe par le nucléole pendant le cycle de réplication virale 

(Michienzi et al., 2000; Canto-Nogues et al., 2001). Comme il a été mentionné 

auparavant, Revest impliqué dans le transport des ARN viraux. Des études avec la 

protéine Rev du VIH-l fusionnée à la GFP «green fluorescent protein» pour des 

techniques de FRET et FRAP ont démontré que le mouvement de la protéine au 
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nucléole est très lent, impliquant l'interaction ou l'attachement de Rev à des protéines 

ou des acides nucléiques (Daelemans et al., 2004). Des études récentes ont également 

démontré que l'interaction de Rev avec le RRE, la multimérisation de Rev et 

l'assemblage du complexe d'exportation sont des processus étroitement liés qui sont 

probablement réalisés en même temps (Daugherty, D'Orso et Frankel, 2008; 

Daugherty et al., 2010; Daugherty, Liu et FrçlOkel, 2010). Finalement, il a été 

démontré que l'assemblage du complexe d'exportation Rev:CRM 1 est réalisé au 

nucléole (Daelemans et al., 2005). Cependant, le rôle exact de la localisation de Rev 

au nucléole pendant l'infection par VIH-I reste à déterminer. 

La protéine Rev du VIB se localise dans le nucléole grâce à un nouveau signal 

NoLS qui est indépendant du NLS (voir chapitre 2) (Gomez Corredor et 

Archambault, 2009). Cette indépendance entre les signaux NLS et NoLS est très 

importante parce qu'elle permet de réaliser des études chez des virus où seulement le 

signal NoLS est affecté. Comme indiqué précédemment, la protéine Rev du VIH-I a 

aussi un signal NoLS qui se trouve dans la même région où on retrouve le NLS et le 

domaine RBD. Ainsi, générer des virus mutants dans lesquels seulement ce signal est 

affecté et non les autres est pratiquement impossible chez le VIH-l, alors que c'est 

clairement réallsable avec la protéine Rev du VIB. Le but d'un tel travail serait 

d'établir la relation entre le NoLS, nucléole et cycle de réplication virale en égard 

d'une protéine Rev lentivirale. 

Comme travaux futurs, il faudrait d'abord confirmer les résultats obtenus par 

microscopie confocale: Comme démontré dans la figure 2.1 panel B, la protéine Rev 

du VIB colocalise avec la nucléoline et la protéine B23, deux des principales 

protéines nucléolaires. Il serait intéressant de déterminer si cette colocalisation de la 

protéine Rev du VIB peut être le résultat d'une association ou de l'interaction directe 

avec la nucléoline et/ou B23. Des résultats de co-immunoprécipitation préliminaires 

obtenus pendant la réalisation du projet tendaient à montrer que la protéine Rev du 
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VIB peut être associée à la protéine B23 (non montrés). Il faudrait ainsi confirmer ces 

résultats par co-immunoprécipitation dans des cellules surexprimant la protéine Rev 

du VIE et en utilisant des anticorps (monoclonaux ou polyclonaux) dirigés contre les 

protéines nucléoline et B23 endogènes ainsi que contre la protéine Rev du VIB. Si 

l'association observée avec la protéine B23 est confirmée, des essais de GST pull 

down pourraient être réalisés pour confirmer l'interaction directe entre les deux 

protéines. Finalement, en utilisant les mutants générés pour identifier le signal NoLS 

(voir Figure 2.5), il serait possible de mettre en évidence le fait que l'interaction entre 

les protéines Rev du VIB et B23 est réalisée via le NoLS. 

Une étude récente avec le virus PRRSV « Porcine Reproductive and Respiratory 

Syndrome Virus» qui appartient au groupe des artérivirus a donné des résultats très 

prometteurs (Pei et aL, 2008). Ce groupe de chercheurs a démontré que la simple 

mutation du NLS de la protéine N, qui normalement se localise au nucléole, avait un 

impact direct sur l'infection chez le porc, l'hôte naturel de l'infection. L'étude a en 

effet démontré que les porcs infectés avec le virus muté pour le NLS avaient moins de 

virémie, une augmentation des anticorps neutral isants et une durée de l'infection plus 

courte en comparaison au virus sauvage (Pei et al., 2008). 

Une étude comme celle réalisée par Pei et al, est difficilement réalisable dans le 

contexte de l'infection par VIB chez l'hôte naturel, de par la nature de l'infection et 

surtout de l'absence de manifestations cliniques notables. Toutefois, une étude dans 

les cellules naturellement infectées peut être réalisée en exploitant le fait que les NLS 

et NoLS sont indépendants chez la protéine Rev du VIB. Il faudrait générer, en 

utilisant un clone infectieux, un virus mutant du VIB pour lequel,la localisation au 

nucléole de la protéine Rev serait affectée par une mutation dans le NoLS sans 

affecter l'activité d'exportation ni celle de liaison à l'ARN. Le mutant Mut 3 (voir 

Figures 2.5 et 2.6) est un bon candidat afin d'assurer le développement d'un VIE 

mutant. Une fois le virus mutant généré, des infections dans des cellules permissives 
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comme les fibroblastes de poumon fœtal ou des macrophages bovins pourraient être 

réalisées. En parallèle, des infections avec le virus sauvage devront être réalisées. 

Ainsi, la production de la protéine p26, l'activité RT et/ou la libération des virions par 

microscopie électronique pourraient être évaluées pour déterminer l'impact de 

l'absence de localisation au nucléole de Rev dans le cycle viral du VIB. 

Pour déterminer le rôle possible du nucléole dans l'infection par le VIB, et peut­

être aussi par le VIH-1, une approche utilisée récemment pourrait être préconisée. 

Dans cette étude, l'expression endogène de la protéine nucléoline a été 

considérablement inhibée par l'utilisation de lignées cellulaires (cellules Vero) qui 

exprimaient de manière stable des ShRNA « small harpin RNA » dirigés contre la 

nucléoline. Ces cellules ont été par la suite infectées par le virus HSV-1 (Sagou, 

Uema et Kawaguchi, 2010). Fait intéressant, l'inhibition de l'expression n'a pas eu 

d'effet sur la survie de la cellule malgré le fait que la nucléoline est une protéine 

majoritaire au nucléole et qu'elle participe dans des processus physiologiques 

importants de la cellule (Mongelard et Bouvet, 2007). Il faudrait d'abord tester si 

l'expression de la protéine B23 peut aussi être inhibée dans des lignées cellulaires 

susceptibles à ['infection par le VIB et par le VIH-l sans avoir des effets négatifs sur 

la croissance de la cellule, comme il a été démontré pour la nucléoline. Une fois les 

lignées cellulaires établies, une infection avec des particules infectieuses de VIB ou 

VIH-1 serait réalisée et des tests pour déterminer le cours de l'infection telle que 

décrits ci-haut seraient utilisés pour démontrer"les effets possibles de l'inhibition de 

l'expression de B23 sur le cycle viral. Cette approche ne permettrait pas de mettre en 

évidence l'effet direct de la non interaction de la protéine Rev avec la protéine B23. 

Cependant, elle pourrait donner des indices sur le rôle du nucléole pendant l'infection 

par le VIB ou le VIH-l. 
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5.3 LE VIB COMME UN MODÈLE D'ÉTUDE DES LENTIVIRUS NON 

PATHOGÈNES 

Les lentivirus affectent une grande variété d'animaux, avec des maladies avec un 

haut taux de morbi-mortalité comme le SIDA chez l'homme ou encore des infections 

asymptomatiques et subcliniques comme le VIB chez les bovins (Corredor, St-Louis 

et Archambault, 2010). Ces différences au niveau de la sévérité des symptômes 

associés aux infections lentivirales ont été expliquées par différents facteurs reliés 

non seulement au type de virus mais aussi à des facteurs cellulaires qui vont aider ou 

bloquer l'infection virale (Strebel, Luban et Jeang, 2009; Chakrabarti et Simon, 2010). 

Les nouvelles études sur la protéine Rev du VIH-l ont montré que celle-ci ne doit 

plus être considérée comme une protéine accessoire seulement mais plutôt comme 

une protéine majeure impliquée dans le processus infectieux du virus. Les 

caractéristiques spéciales de Rev du VIB mises en évidence dans ce projet ouvrent la 

porte à l'évaluation de la possibilité que des différences fonctionnelles, par rapport à 

Rev du VIH-l, puissent être des facteurs additionnels à ceux déjà connus pour 

expliquer la grande différence pathogénique entre les deux virus. 

La protéine Rev des lentivirus joue des rôles primordiaux pendant la phase initiale 

de l'infection et sa fonction ne se limite pas ainsi seulement à la phase tardive. La 

mise en évidence du rôle de Revdans l'inhibition de l'intégration de l'ADN proviral 

au début de l'infection supporte cette affirmation (Levin et al., 2009a; Levin et al., 

2009b). Ce rôle de Revest en fait essentiel pour éviter une augmentation des 

évènements d'intégration qui pourrait résulter en une situation de génotoxicité 

conduisant à la mort de la cellule (Grewe et Uberla, 2010). Normalement, une cellule 

infectée par le VIH-l a un nombre très limité d'événements d'intégration par cellule 

qui n'excède pas deux (Butler, Hansen et Bushman, 2001) même si elle dispose d'au 

moins 20 copies d'ADNe viral (Butler, Hansen et Bushman, 2001; Wu, 2008). En 

effet des tests d'infection avec des virus déficients en Rev ont montré un taux élevé 
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des évènements d'intégration sans production de virions infectieux et une mort 

cellulaire de prés de 40% (Levin et al., 2009a). Un fait à remarquer est qu'il existe 

des différences importantes entre le nombre de copies d'ADN proviral qui est intégré 

entre les différents membres de la famille Retroviridae. À l'opposé, des virus comme 

le MuLV « Moloney Murine Leukemia Virus» ou le virus RSV «Rous sarcoma 

virus» ont entre 9 à 14 et 4 à 6 évènements d'intégration par cellule, respectivement. 

Ces virus sont des rétrovirus simples qui ne produisent pas d'homologues de la 

protéine Rev (Levin et aL, 2009b). Prises dans l'ensemble, ces observations indiquent 

que les lentivirus complexes ont mis en place un mécanisme très sophistiqué pour 

contrôler ces événements d'intégration. 

Il serait donc intéressant de déterminer si la protéine Rev du VIB a un rôle dans 

l'inhibition de la fonction d'intégration dans le cours de l'infection. Pour ce faire, il 

faudrait déterminer si Rev du VIB est capable d'interagir séparément avec l'IN du 

VIB et aussi avec la protéine LEDGF/p75, un co-facteur de l'IN du VIH-I (Engelman 

et Cherepanov, 2008) et du VIB (Cherepanov, 2007). Si une telle interaction existe, il 

faudrait déterminer si Rev du VIB affecte l'intégration par le blocage du complexe 

IN-LEDGF/p75, comme cela a été démontré pour Rev du VIH-l. Par la suite, il 

faudrait utiliser un virus du VIB délété pour la fonction Rev pour pouvoir confirmer 

s'il existe une relation directe entre la présence de Rev et l'augmentation ou non des 

événements d'intégration et la mortalité cellulaire, comme c'est le cas avec Rev du 

VIH-1 (Levin et aL, 2009a; Levin et aL, 2009b; Grewe et Uberla, 2010; Levin et aL, 

2010a). Le scénario par lequel l'inhibition de l'intégration par Rev n'existerait pas 

dans le processus infectieux du VIB, pourrait signifier que l'infection par le VIB est 

moins efficace que celle associée au VIH-1, pouvant alors résulter en une moins 

grande pathogènicité comparativement au VIH-I. 
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5.4 UN NLS MONOPARTITE VERSUS UN NLS BIPARTITE: UNE 

DIFFÉRENCE PENDANT LE PROCESSUS D'INFECTION DES 

LENTIVIRUS ? 

Un facteur important à considérer dans les différences fonctionnelles entre les 

protéines Rev du VIH-l et du VIE est leur capacité d'atteindre le noyau et les 

mécanismes employés pour y arriver. La protéine Rev du VIH-l a mis en place un 

mécanisme très diversifié pour l'importation au noyau par la mise en évidence d'au 

moins cinq importines de la fam,ille de karyophérines ~ (importine ~, transportine, 

importine 5, importine 7 et importine 9). Ces importines sont associées à des voies de 

transport nucléaire différentes de celle de la voie classique, chacune interagissant in 

vitro directement avec Rev du VIH-l (Arnold et al., 2006). Deux études récentes ont 

démontré qu'au moins deux importines, l'importine ~ et la transportine sont 

impliquées dans le transport in vivo de la protéine Rev en fonction du type cellulaire 

utilisé (Hutten et al., 2009; Gu et al., 2011). Toutefois, il reste à déterminer la 

possibilité que Rev du VIH-l puisse utiliser d'autres récepteurs in vivo différents de 

l' importine ~ et de la transportine (Gu et al., 20 Il). 

En s'appuyant sur le fait que Rev du VIH-l a possiblement la capacité d'interagir 

avec de multiples récepteurs, l'utilisation de plusieurs voies d'importation est sans 

aucun doute un avantage pour la fonction de Rev dans le développement du processus 

infectieux du VIH-L L'utilisation de multiples voies d'importation nucléaire a été 

mise à profit par d'autres protéines pour faciliter et mieux accomplir leurs différents 

rôles, les histones cellulaires et les protéines virales comme l'intégrase du VIH-l ou 

la protéine VII du core des adénovirus étant de bons exemples (Mu hl hausser et al., 

2001; Wodrich et al., 2006; Levin et al., 20l0c). D'ailleurs, comme mentionné dans 

la discussion du Chapitre m, la polymérase du virus de l'influenza a la capacité 

d'adapter ses mécanismes d'importation en fonction de l'espèce. Cette capacité 
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d'adaptation permet la transmission du virus entre les espèces et en plus module la 

pathogénicité virale (Gabriel et al., 2011). 

Comme il a été démontré dans le chapitre III de cette thèse, la protéine Rev du 

VIB a un mécanisme d'importation au noyau différent de celui de Rev du VIH-l. La 

protéine Rev du VIB n'interagit pas in vitro directement avec l'importine ~ et son 

transport est réalisé par la voie classique d'importation en utilisant l'importine u. 

Cette étude a été réalisée avec un système d'importation in vitro en utilisant des 

cellules HeLa qui sont un modèle standard pour ce type d'expérience (Adam, Marr et 

Gerace, 1990). Cependant, des questions restent oUvertes à savoir si d'autres 

récepteurs sont impliqués, ou encore si le mécanisme d'importation par la voie 

classique est aussi util isé dans des cellules permissives pour l'infection et dans les 

cellules infectées naturellement par le virus. 

La première question est en partie éclaircie. Tous les récepteurs nommés c\­

dessus qui interagissent avec la protéine Rev du VIH-1 appartiennent à la famille des 

karyophérines ~, et à l'exception de la transportine, l'interaction entre les différents 

récepteurs et la protéine Rev du VIH-l se fait par l'intermédiaire du NLS (Arnold et 

al., 2006). Les importines de la famille des karyophérines ~ interagissent directement 

avec les protéines qui seront transportées par une voie différente de la voie classique, 

via les NLSnc de type monopartite comme celui de la protéine Rev du VIH-l 

(Stewart, 2007; Chook et Suel, 2010). Les protéines avec un NLSc bipartite comme 

celui de la nucléoplasmine interagissent plutôt avec l'importine u et sont transportées 

par la voie classique (Stewart, 2007). Tel que démontré dans le chapitre II de cette 

thèse, la protéine Rev du VIB a un NLS bipartite atypique (possèdent 20 aa dans sa 

séquence «spacer »), et est transportée au noyau via la voie classique. Ceci est 

conforme à une étude où l'intégrase du rétrotransposon Ty 1 contenant aussi un 

NLSnc bipartite avec une séquence « spacer » de 29 résidus est transportée au noyau 

via la voie classique d'importation (McLane et aL, 2008). 
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La question d'une interaction possible de la protéine Rev du VIE avec la 

transportine reste à éclaircir. La transportine reconnait des NLS du type PY-NLS 

(Chook et Suel, 2010) mais des protéines comme Rev du VlH-l qui ne contiennent 

pas ce type de signal sont transportées par la transportine (Hutten et aL, 2009). Ceci 

indique que la transportine doit reconnaitre d'autres régions dans la protéine qui sont 

différentes du PY-NLS. Un mécanisme d'interaction a été proposé par lequel la 

transportine interagit àvec les complexes homo-multimériques que peut former la 

protéine Rev du VIH -1 et non avec des monomères de Rev (Arnold et aL, 2006). 

Comme ce fut démontré dans le chapitre IV, la protéine Rev du VIE est aussi capable 

de former des complexes homomultimériques in vivo et in vitro. Il faudra confirmer, 

par des interactions directes protéine-protéine in vitro et in vivo, que la protéine Rev 

du VIE a ou non la capacité d'interagir avec la transportine et d'autres transporteurs 

importants de la famille des karyophérines ~ mentionnés auparavant. 

Tel que mentionné auparavant, il faudra démontrer que la voie d'importation 

classique mise en évidence dans cette étude est utilisée aussi dans des cellules 

permissives eUou naturellement infectées par le VIB. Il faudrait réaliser des études 

d'importation in vitro en utilisant toutefois ces types cellulaires eUou en remplaçant le 

lysat de réticulocyte de lapin, utilisé lors de notre étude, par des extraits de cytosol 

spécifiques pour chaque lignée cellulaire (Gu et aL, 20 Il). Pour confirmer la voie 

d'importation classique dans ces cellules perméabilisées (permissives et 

naturellement infectées) à la digitonine, il serait intéressant d'utiliser des compétiteurs 

non marqués de la voie classique d'importation, comme le NLS de l'antigène T du 

SV40 fusionné à la BSA, pour confirmer l'importation viii la voie classique. De plus, 

il faudrait réaliser des tests in vivo en faisant des transfections pour surexprimer la 

protéine Rev du BIV et en utilisant par exemple la technologie de siRNA pour 

bloquer l'importine a. Une compétition par co-transfection cellulaire avec le NLS du 

SV40 est aussi envisageable. 
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Finalement, il serait intéressant de tester si le changement du NLS bipartite de la 

protéine Rev du VIB par le NLS monopartite du VIH-l et de son RRE correspondant 

pourrait avoir un effet sur la capacité de réplication et d'infectivité du virus in vitro. 

De telles expériences aideront à confirmer la théorie que la protéine Rev pourrait 

avoir un rôle dans les différences pathogéniques des différents lentivirus, en 

l'occurrence le VIH-l et le VIB. 



CONCLUSION 

Les travaux réalisés dans la cadre de cette thèse ont permis de caractériser 

moléculairement et biologiquement la protéine Rev du VIB et d'établir que cette 

protéine est unique chez les lentivirus/rétrovirus. Cette particularité pourrait 

contribuer à expliquer les profondes différences qui existent chez les lentivirus en 

égard de leurs processus pathogéniques, tout particulièrement à ceux associés au 

VIH-I qui est hautement pathogénique et au VIB qui est non ou peu pathogénique. 

Tel que montré dans la Figure 5.2, nous avons pu identifier les principaux 

domaines fonctionnels de la protéine Rev du VIB. Au début de cette thèse, rien 

n'était connu par rapport à la composition et la localisation des domaines fonctionnels 

de la protéine Rev du VIB. 

A. 186 :la 

B. 1860101 

~ l\Iultimél'isation mm NLS/RBD/l\lultimél'isation 

~ NLSNES 

o RBD miHj NoLS 

Figure 5.2 Domaines fonctionnels de la protéine Rev du VIB. A. Domaines 
fonctionnels connus au début de cette thèse. B. Domaines fonctionnels caractérisés au 
cours de la réalisation de cette thèse. Domaine de liaison à l' ARN (RBD), signaux de 
localisation nucléaire (NLS) et nucléolaire (NoLS) et domaine d'exportation du 
noyau (NES) 

Nous avons identifié les NLS et NoLS de la protéine Rev du VIB. Nous avons 

démontré que le NLS de la protéine Rev du VIB est du type bipartite. Ce type de NLS 
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est le premier à être identifié dans la famille des protéines Rev ou " Rev-like» des 

1entiviruslrétrovirus. Nous avons également déterminé que le NoLS de Rev du VIB 

est aussi unique et diffère des séquences consensus de NoLS rapportées pour d'autres 

protéines virales et/ou cellulaires, peu importe leur nature. 

Nous avons aussi caractérisé les voies d'importation et d'exportation au noyau de 

la protéine Rev du VIB (voir Figure 5.3). Nous avons démontré que la protéine Rev 

du VIB est importée par la voie classique et que les importines a3 et aS sont 

impliquées. Nous avons aussi localisé et identifié le domaine d'exportation ou NES 

de la protéine Rev du VIB en démontrant que le mécanisme d'exportation était 

CRMl-dépendant. Nous avons également conclu que le NES de la protéine Rev du 

VIB appartient au groupe de PKI NES et non à celui de Rev VIH-l NES, ce qui 

n'était pas encore rapporté chez les lenti virus. 

NOY'lU 

2~ 
~~ J 

~ RRE 
CAS / " 1S ­

CAS 

8 
~~ 

RRE 

Cytoplasme 

Figure 5.3 Cycle de transport de la protéine Rev du VIB. Le cycle est séparé en 3 
étapes: 1. Rev peut multimériser dans le cytoplasme et son NLS est reconnu par 
l'importine a, soit a3 ou aS. Une fois ce complexe formé, l'importine ~, reconnait 
aussi un NLS dans l'importine a et le complexe Rev-importine a-importine ~ est 
transporté au noyau. 2. Dans le noyau, l'interaction de RanGTP avec l'importine 13 
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induit la libération du complexe Rev-importine a-importine ~. L'exportine CAS 
forme un complexe avec l'importine a à j'aide de RanGTP. De la même façon, 
l'importine ~ forme un complexe avec RanGTP pour permettre son exportation via le 
NPC pour recommencer un nouveau cycle de transport. 3. Au noyau, la protéine Rev 
reconnaît les ARNs viraux qui contiennent le RRE et l'exportine CRM1 forme un 
complexe avec Rev-RRE par intermédiation du NES de Rev à l'aide aussi de 
RanGTP. Une fois dans le cytoplasme, le complexe est dissocié, les ARNs seront 
traduits et finalement, Rev et CRM1 sont transportés au noyau pour effectuer un 
nouveau cycle. 

Finalement, pour compléter la caractérisation, nous avons observé que Rev du 

VIB était capable de multimériser in vitro et in vivo dans le cytoplasme et que deux 

régions sont responsables de cette fonction. En plus, nous avons cartographié un 

domaine RED bipartite chez Rev du VIB. Nous avons démontré que le premier motif 

du RED était situé dans la région centrale de la protéine et chevauchait le NoLS et le 

NLS bipartite alors que le deuxième motif était situé à l'extrémité C-terminaJe de la 

protéine Rev du VIB. 

En conclusion, l'ensemble des travaux présentés dans cette thèse de doctorat a 

permis la caractérisation des domaines fonctionnels de la protéine Rev du VIB. Les 

'résultats ont clairement démontré que la protéine Rev du VIB est unique chez les 

lentivirus et les rétrovirus. Les résultats obtenus contribueront à mieux connaitre la 

biogenèse du VIB et d'une manière plus générale des lentivirus, en égard des 

mécanismes de réplication et de pathogénicité de ces virus. 
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ABSTRACT 

The bovine immunodeficiency virus (BIY) was isolated in 1969 from a cow, R­

29, with a wasting syndrome suggesting bovine leucosis. The virus, first designated 

bovine visna-like virus, remained unstudied until HIY was discovered in 1983. Then, 

it was demonstrated in 1987 that the bovine R-29 isolate was a lentivirus with striking 

similarity to the human immunodeficiency virus (HIV). Moreover, BIV has the most 

complex genomic structure among ail identified lentiviruses shown by several 

regulatory/accessory genes encoding proteins, sorne ofwhich are involved in the 

regulation of virus geneexpression. This manuscript aims to review biological and 

molecular aspects of BIY, with emphasis on regulatory/accessory viral genes/proteins 

which are "involved in virus expression. 

INTRODUCTION 

Retroviruses are known to infect several animal species covering a large taxonomie 

range. Ail retroviruses have the common requirement for synthesizing a DNA copy of 

their RNA genome by the reverse transcriptase during their replicative li fe cycle 

(Goff, 2007). Lentiviruses belong to a unique genus of retroviruses which share 
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common structural, genetic, biological and/or pathological properties. Lentiviruses 

include human immunodeficiency virus (HIV), simian immunodeficiency virus (SlV), 

feline immunodeficiencyvirus (FlV), maedi-visna virus (MVV) in sheep, caprine 

arthritis-encephalitis virus (CAEV), equine infectious anemia virus (ElAV), 

Jembrana disease virus (JDV) in cattle and bovine immunodeficiency virus (ElV) 

(Table 1). Although lentiviruses are considered exogenous and horizontal1y 

transmitted agents, the presence of an endogenous lentivirus was recently discovered 

in the genome of the gray mouse lemur (Microcebus murinus), a strepsirrhine primate 

from Madagascar, demonstrating that lentiviruses are capable of invading the primate 

germ line (Gifford et al., 2008). 

Lentiviruses are not oncogemc. They also share a relatively long incubation 

period fol1owed by a protracted symptomatic phase even though the host responds 

immunologically (Desrosiers, 2007). Chronic and degenerative pathologic changes, 

often associated to the development of immune-mediated lesions in infected host, are 

also characteristic of lentivirus infections (Desrosiers, 2007). Changes in the 

antigenic properties of viral envelope proteins of HIV, MVV and ElAV occur during 

the disease process, enabling the virus to escape the host immune response (Narayan 

et al., 1981; Payne et al., 1987; Burns et Desrosiers, 1994; Borrow et al., 1997). All 

lentiviruses infect monocyte/macrophage ceUs (Carter et Ehrlich, 2008). In addition, 

FIV, SlV and HIV infect T-cells and, consequently, are mainly associated with 

clinical signs of immunodeficiency in the infected hosts (Moanna et al., 2005; 

VandeWoude et Apetrei, 2006; Terzieva, 2008) . As opposed to other retroviruses, 

lentiviruses may replicate in non-dividing cells. In addition, the lentivirus genome 

offers a complex structure including several regulatory/accessory genes that encode 

proteins, some of which are involved in the regulation of virus gene expression. This 

paper complements our earlier review on ElV (St-Louis, Cojocariu et Archambault, 

2004) and focuses on biological and molecular properties of BlV, with emphasis on 

regulatory/accessory viral genes/proteins. 
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HISTORY OF BOVINE LENTIVIRUSES 

In 1969, progressive deterioration of an 8-year"old pregnant dairy cow, named 

R-29, showing clinical signs of elevated white blood cell counts, Iymphoadenopathy, 

neurological disorders consistent with central nervous system lesions, progressive 

weakness and emaciation was reported (Malmquist, Van der Maaten et Boothe, 1969). 

Lymphoadenopathic lesions and leucocytosis persisting for several months were 

observed in colostrum-deprived calves inoculated with the virus (Van der Maaten, 

Malmquist et Cheville, 1972). Histopathological analyses revealed follicular 

hyperplasia in the Iymph nodes and the presence of infiltrating mononuclear cells 

within the brain tissues of these calves (Van der Maaten, Malmquist et Cheville, 

1972). The virus was designated bovine visna-like virus and remained unstudied until 

HIV was discovered in 1983 (Barre-Sinoussi et aL, 1983). Then, it was demonstrated 

that the bovine R-29 isolate was indeed a lentivirus with striking similarity to HIV 

type 1 (HIV-l) (Gonda et aL, 1987). Consequently, the designations of the bovine 

immunodeficiency-like virus and, then, bovine immunodeficiency virus were used 

thereafter. 

Most pathological, serological and molecular biology informations were obtained 

from studies of the original BIV R-29 isolate. Moreover, another bovine lentivirus, 

the Jembrana disease virus (JDV), was described, the genome of which showed a low 

identity level (74%) with that of BIV R-29 (Chadwick et a1., 1995a). In addition, JDV 

causes an unusual c1inical disease in Balinese cattle characterized with signs of fever, 

lethargy, anorexia and enlargement of the Iymph nodes, and death of a significant 

number of infected animais within 1 to 2 weeks after infection (Chadwick et aL, 

1995b; Wilcox, Chadwick et Kertayadnya, 1995; Wareing et aL, 1999). JDV IS 

covered in details by Desport et al. in an accompanying paper ofthis journal issue. 
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SEROPREVALENCE AND CLINICALIPATHOLOGICAL FEATURES OF 

BIV 

BIV is distributed world-wide as it was serologically detected in Europe, Asia, 

India, Australia, New Zealand and North and South America (St-Louis, Cojocariu et 

Archambault, 2004; Bhatia et al., 2008; Gonzalez et al., 2008). BIV is pathologically 

more related to lentiviruses associated to chronic inflammatory diseases (CAEV and 

ElAV) as compared to those associated with severe immunodeficiency (HIV, FIV 

and SIV). The impact of BIV infection in cattle has never been clearly established as 

most infections occur with no evidence of clinical disease. BIV replicates in 

monocyte/macrophage cells with a possible dysfunction of the immune system 

(Carpenter etaI., 1992; Onuma et al., 1992; Zhang et al., 1997b). This assumption is 

consistent with the fact that several secondary conditions including mastitis, 

pododermatis and other bacterial diseases are associated with BIV infection, 

suggesting a possible impact on general health condition and dairy herd productivity 

(McNab, Jacobs et Smith, 1994; Jacobs et al., 1995). Moreover, reduction of in vitro 

Iymphoproliferative responses to specific antigens or to mitogens 

[phytohemagglutinin (PHA), concanavaiin A (Con A) and pokeweed (PWM) 

mitogen] was demonstrated with mononuclear cells isolated from cattle or sheep 

experimentally exposed to BIV (Martin et al., 1991; Hirai et al., 1996; Zhang et al., 

1997b). Studies in rabbits experimentally infected by BIV described the development 

of a disease characterized by a fatal dysfunction of the immune system similar to that 

observed in humans, monkeys and cats infected with HIV-1 or HIV-2, the simian 

immunodeficiency virus (SIV) and the feline immunodeficiency virus (FIV), 

respectively (Kalvatchev et al., 1995; Kalvatchev et al., 1998). 
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Table 1. Cliuiral'Palbologkal :\Ianifesl;lriou~ofLeuri\'Îl"U~es 

LenH\'!r", Host	 Clillical-'Pafhologkal Dic;ol'dtrc; 

L)1I1phoc}10SlS,IYlllphadellop~tlIY. oppoltlllllstio uûeollons. oelltral''''''OIl> sy~telllBovine iunJlullodelioieuoy \'U\!S (BIV) C~ttle 
leslol\.s-. wt"akue-ss. em:lciation 

Jembrnna di>ease vil\ls (IDV) B~liuese oattle	 Fewr. lelhargy. ""O,\'xi~ "'Id lymph~dellopntllY 

InullIUlodefioielloy. Iymphndellopnthy. oppornuusllo lfill>etiOIlS. elloeplutlop~lhy, K~posi'sHIUll:llI iunJlIUlodefkielloy vinls (HIV) HlUuarJ 
sarroma 

FelUle inumulOdefkielloy vmls (mi C~t	 lelloopelu~. ~nellu~. opporltulisllo ulfeoliollSùlUuunodelkienoy.ly,uph~dellop~thy.

Simian inlfillulOdefkienoy virus (SIV) Pri:mi:!t~s ùlUn\lnodefi('i~IIC'Y. Ih?\lJ'Opnlhology. opporh.IOÎstÎc infE'ChollS in rhe~nc.; macaquE'
 

Maedi-V;>II' vims (MVVi Sheep Elloephalius. pllelllllow•. Iymphadenopalhy. paml)'sis. opporf\lnisllo infl'Oliolls
 

Caprine arthritis",,"oephaliti!. "mIS (CAEV) GQ~t Mhntis. elloepbalills. paraly">
 

Equille infeotious anellua virus (ElAV) Ho!>e Hemoly1ic auemia. 1)'lIphoproliferatiou. glomemlonepluitis. encepll:llopathy
 

TRANSMISSION AND CELLTROPISM OF BIV 

BIV is transmitted vertically in utero, or horizontally by the exchange of body 

fluids including blood and colostrum (Nash, Hanson et St Cyr Coats, 1995b; Moore, 

Keil et Coats, 1996; Snider et a1., 1997; Venables et al., 1997; Munro et al., 1998; 

Meas et al., 2002; Moody et al., 2002). BIV proviral DNA was detected in vivo 

among a large variety of bovine tissues including brain, lungs, lymph nodes, spleen, 

peripheral blood mononuclear cells (PBMC) and semen of infected animais (Gonda et 

al., 1990; Pifat et al., 1992; Baron et al., 1995; Nash, Hanson et St CyrCoats, 1995b; 

Zhang et al., 1997a; Gradil et al., 1999). 

BIV replicated in vitro in bovine, ovme, rabbit and canine cel1s and induced a 

cytopathic effect characterized by the formation of syncytia in permissive cel1s 

(Bouillant, Ruckerbauer et Nielsen, 1989; Gonda et al., 1990; Zhang et al., 1997a). 

However, virus gene expression varies widely according to the cell type, suggesting 

that specifie cellular factors are required for productive infection (Fong et al., 1997; 

Kempster, Collins et Brownlie, 2002). 
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MORPHOLOGY OF BIV 

BIV and HIV have a similar morphology and virions of comparable size of 120­

130 nm. The bi-layer viral envelope is made of the viral surface (SU) gpl00 and 

transmembrane (TM) gp45 proteins and encompasses lentivirus-typical conical­

shaped capsid (CA) and nucleocapsid (NC) structures protecting the BIV genome. 

The genome is composed of a capped and polyadenylated diploid RNA of 8,482 

nucleotides (nt) in length closely associated to viral proteins p7 and p14 (Gonda et al., 

1994; St-Louis, Cojocariu et Archambault, 2004). 

BIv GENOMIC ORGANIZATION AND GENE EXPRESSION 

BIV has the most complex genome of the non-primate lentiviruses. The BlV 

proviral DNA is 8960 nt (for the described BIVI27 molecular clone) long and is 

similar to other retroviruses with the typical 5' - 3' gag, pol and env structural gene 

organization (Fig. 1). The BIV genome includes, between or overlapping the pol and 

env reading frames, additional open reading frames (Orfs) that may encode non­

structural regulatory/accessory proteins (Gonda et al., 1994; St-Louis, Cojocariu et 

Archambault, 2004). These Orfs are designated vif (viral infeçtivity factor), tat (trans­

activator factor of transcription), rev (regulator of virus expression), vpw, vpy, and 

tmx. However, the Tat and Rev proteins were only shown to regulate viral expression 

at the transcriptional and post-transcriptional levels, respectively (Gonda et al., 1987; 

Garvey et aL, 1990; Oberste et aL, 1993; Gonda et aL, 1994). 
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Fig. (1). Comparison of the proviral genomes of bovine immunodeficiency virus 
(BIV), Jembrana disease virus (JDV) and human immunodeficiency virus type 1 
(HIV-1), with the typical retroviral gag, pol and env gene organization, and the 
presence of LTRs. The regulatory/accessory genes identified in BIV are vif, tat, rev, 
vpy (y), vpw (w), and tmx. 

The BIV proviral genome has two flanking sequences, the so-caUed long 

terminal repeats (LTRs) that play a key role in the regulation of viral replication and 

gene expression (Gonda et al., 1994). The organization of LTR in BIV genome is 

similar to other retroviruses as it includes the typical U3, Rand U5 regions in the 5' ­

3' direction. These LTRs are made during the reverse transcription of genomic RNA. 

The BIV LTR has 587 to 589 nucleotides (nt) (according to the BIV127 and 106 

molecular clones, respectively) (Garvey et al., 1990). The LTR U3 region of BIV 

includes several nucleic acid binding sites for eukaryotic transcription factors such as 

NF-KB, GRE, Ap-I, AP-4, CAAT, ATF/CRE, TATA and SPI (Fig. 2). Ali these 

elements are essential for the activity of BIV LTR (Garvey et al., 1990; Fong et al., 

1995). In addition, the U3 region includes the initiation, enhancement and termination 

signaIs of transcription. Transcription initiation begins at +1 in the ElV sequence 

which marks the U3-R junction within the LTR (Gonda et al., 1994). The R region 
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has the essential sequences for the synthesis of the transactivation responsive (TAR) 

element, a harpin RNA sequence located at the 5' termini of ail viral RNA transcripts 
1 

(Chen et Frankel, 1994). The Tat protein binds to TAR and enhances the expression 

of other viral genes (see below). Finally, ail viral RNAs have an untranslated 

common leader sequence at their respective 5' termini and a polyadenylated tail at the 

3' terminal that is transcribed from the 3' LTR (St-Louis, Cojocariu et Archambault, 

2004). 

U3~ NF-k~ 
-384 TGTGGGGCAGGGTGGGACCTCAGGACAACAGCAGCCCCCGGACTTCCCATATGTGAATTG -]25 

-324 GACTGGATCCAGGGAACAAAATAACCCAGAAGGGGGATTAGACTCTGGGGCTTGGTATGA -26) 

GRE. 
-264 AGGCCTGAGAGGTTCTCAGTAGATTGTAAGTCTTCGGCGAGACTGCATGTCTGCACGTAG -205 

Els-I AP-4 AP-3/RCE 
-204 ACAGGAAATGTTTATCTTCTCAGCTGATTGTGGTTAGGCCGATTACTGGAAACTAGACAA -145 

AP-I RCE CAAT ATF/CREB 
-144 CCTGATTCATTAGTGGTTAAGATTATGCATAAGTGCTCGCAATGATGTAGCTGCTTACGC -85 

SPI SPI 
-84 TTGCTTACTCCGCCCTGAAACGCCTACCTTAACACGCAACACGCCCACCTGTAAGAGTAT -25 

TATA Box rR.,--~-,---c:-::---'-.--c----:-----.,--.,--,-=-:,...,..-::-----=-.,.--:-:-...,....., 
-24 ATAAACCATATCTTCACTCTGTAqTTCAGCTCGTGTAGCTCATTAGCTCCGAGCTCCCCN ]6 

lTAR Poly(A) 
37 r-~"""CC"--T-A---'C:-A---::G--'-C"""C-TG"--A-G-A-GGCA---'---''''''''''''CT--GG'''--C:C::T--C-G''''''G--T--TGGG-::-::-::-T---'ï1f;cCAGCCTTTCGGGTAATAAAGGCT 96 

UH 
97 TGGGCATTCGGCATCTACCCGTGCCTCCTGTCTTGTCTTACTCGAGCGAACCCACAACTC 156 

157 CGTCCTGCTGAGCTCACAGCTCGCGGGGCGGTGAAGAACACCCAACA 203 

Fig. (2). Nucleotide sequence of BlV LTR. Numbers indicate nucleotide positions 
relative to the transcription start site. The start of U3, R, and U5 regions are indicated 
by an arrow. Potential regulatory elements are outlined in grey. The sequence of the 
transactivation responsive element (TAR) is boxed. NF-k~: nuclear factor' k~; Ets-l: 
avian erythroblastosis virus E26 oncogene homo log 1; AP-l, AP-3 and AP-4: 
activator protein-l, -3 and -4; RCE: retroviral core enhancer; CAAT: 
CCAAT/enhancer binding protein; ATF/CREB: activating transcription factor/cyclic 
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AMP responsive element binding; SP 1: Stimulating Protein 1; Poly(A): 
polyadenylation signal. 

BrV gene expression is characterized during the replication life cycle of the virus 

by viral mRNAs of 8.5,4.1,3.8, 1.7 and lA kb in length (Oberste, Greenwood et 

Gonda, 1991). ln early steps, nonstructural regulatory tat and rev genes are translated 

from small multiply spliced viral transcripts of 1.7 and lA kb, respectively. 

Thereafter, the transactivator Tat protein migrates to the nucleus to enhance 

expression of ail BIV genes, whereas the Rev protein is involved in the transport 

from the nucleus to the cytoplasm of the late singly spliced or unspliced viral RNAs. 

The capsid protein (derived from the Gag precursor) and the Gag-Pol enzyme 

precursor (see below) are translated from the full-1ength transcript of 8.5 kb. 

Translation of the singly spliced transcript of 3.8 kb results in the production of the 

envelope (Env) proteins, whereas the singly spliced transcript of 4.1 kb wou1d 

produce a putative protein, termed viral infectivity factor (Vif) (St-Louis, Cojocariu et 

Archambault, 2004). The Env prote in, as for the Gag and Gag-Pol precursors, 

migrates ta the cell plasma membrane where the genomic RNA is packaged during 

the budding of morpho1ogically immature virions through the plasma membrane of 

infected ceUs (Bukrinskaya, 2004). The cone-shaped morphology, typical of mature 

lentiviruses, arises after Gag and Gag-Pol precursor cleavage by the viral protease 

after the budding of the virions from the infected cells (Forshey et al., 2002). 

THE BIV STRUCTURAL PROTEINS 

The major structural genes of BIV (gag, pol and env) encode polyprotein 

precursors to generate structural (Gag and Env) and viral enzyme (reverse 

transcriptase, integrase and protease) proteins. The gag (for group ~ntigen-associated 

gene) gene, located 3' from the 5' LTR, encodes the Gag precursor protein (Gag 

Pr53) involved in virus particle assembly. Gag Pr53 is cleaved, duringvirus 

maturation, by the viral protease leading to the production of matrix (MA) p 16, 
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capsid (CA) p26, nucleocapsid (NC) p 13, and three small proteins p21, p3 and p2 the 

role of which in the replication cycle of BlY has yet to be determined (Rasmussen et 

al., 1990; Battles et al., 1992; Tobin et al., 1994). Following virus maturation, MA 

protein remains associated with the inner layer of the viral envelope, whereas CA 

forms a conical shell surrounding the NC-RNA complex (Tobin et al., 1994). Finally, 

Pr53 Gag precursor contains a spacer sequence between CA and NC essential for 

assembly ofthe ElY (Guo et al., 2004). 

The pol gene partially overlaps the Gag-encoding sequence. Its expression as a 

pr170 precursàr is associated with a -1 frameshift event which occurs near the 3' 

terminus of the gag gene (Battles et al., 1992). Pr170 is processed by cellular 

proteases into the viral protease (PR), reverse transcriptase (RT) and integrase (IN) 

(Battles et aL, 1992). As mentioned above, PR exerts its enzymatic activity on Gag 

Pr53 whereas RT is responsible for the synthesis of proviral DNA from the genomic 

RNA of BlY (Avidan, Bochner et Hizi, 2006). BIY RT appears to be less accurate 

than the RT of HlY-1 during the proviral DNA synthesis step (Avidan, Bochner et 

Hizi, 2006). Moreover, the same group of investigators also described two 

recombinant isoforms of BrY RT with amino aéid differences at the C-termini of the 

proteins: a short form ofRT (RT-l) composed of 546 amino acids and a long form of 

RT (RT-2) with 620 amino acids (Avidan, Bochner et Hizi, 2006). The longer BlY 

RT version is functionally Jess active than the shorter version, suggesting that the 

extra 74 residues at the C-terminus may obstruct efficient catalysis (Avidan, Bochner 

et Hizi, 2006). In addition, this stretch of 74 residues in ElY RT-2 has a homology 

with dUTPases of other lentiviruses such as flY and ElAY (Eider et al., 1992; 
-' 

Threadgill et aL, 1993). These FlY and ElAY proteins are encoded by a gene located 

between the RT- and lN-encoding segments of the pol gene; interestingly, the BIY­

related 74 residue-encoding sequence also is located between the pol gene RT- and 

lN-encoding segments (Avidan, Bochner et Hizi, 2006). Although the biological 

function of the 74 residues in ElY RT-2 is unknown, it is 'noteworthy that the 
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dUTPase of ElA V has been associated with viral virulence and high mutation rate 

and was required to facilitate productive viral replication in non-dividing cells (Payne 

et Eider, 2001). Finally, several IN isoforms were described in BlV, and were shown, 

like HIV-l, to exert substantial and comparable strand transfer catalytic and 3'-end 

processing activities (Avidan et Hizi, 2008). Furthermore, the transcriptional co­

activator LEDGF/p75, the main cellular interacting protein of HIV-1 IN, also 

interacts with BIV IN and is required for efficient viral replication (Cherepanov, 2007; 

Engelman et Cherepanov, 2008). 

The env gene encodes the Prl45 precursor protein (145 kDa). Prl45 is cleaved 

by cellular proteases into two proteins of the viral envelope, SU (surface) and TM 

(transmembrane) SU which are linked by a disulfide bridge in the virion (Rasmussen, 

Greenwood et Gonda, 1992). The SU protein binds to cellular host receptors and 

thereby determines the cellular tropism of the virus. The TM protein allows the 

anchor of Env complex in the lipid bilayer and facilitates the fusion between viral and 

cellular membrane. The TM protein is responsible for the formation of syncytia in 

BIV infected cells (Gonda et al., 1994). 

The induced antibody immune response is a characteristic of BlV infection. As 

reported with HIV p24 capsid protein in the course HIV infection in the human 

(Gaines et al., 1987), immune response associated with the BIV major capsid protein 

p26 was shown to induce the earliest and strongest BIV-specific immune response in 

animal$ experimentally infected with BlV (Whetstone, VanDerMaaten et Black, 

1990). However, the immune reactivity to p26 was observed decreasing over time 

and, as a result, reaching undetectable levels by 1.5-2.5 years after experimental 

infection of animais by BIY. In contrast, antibodies to the env-encoded TM protein 

appeared later than p26 protein and persisted for more than 3.5 or 4 years in animaIs 

exposed to BIV (Isaacson et al., 1995; Abed et al., 1999; Abed et Archambault, 2000). 
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THE BIV TAT PROTEIN AND TAR ELEMENT 

Lentiviruses use viral regulatory proteins to modulate their replication. The viral 

Tat protein up-regulates the levels of viral gene expression. The Tat proteins of BrV, 

JDV, and HlV-l transactivate their respective LTRs. They înteract with the cellular 

positive transcription elongation factor b (pTEFb) and the trans-activation responsive 

(TAR) element present at the 5' end of ail nascent viral RNA transcripts (Gunnery, 

Green et Mathews, 1992; Chen et al., 1999; Barboric et al., 2000). The Tat protein is 

also involved in cell dysregulation which includes modulation of cell gene expression, 

and induces apoptosis in vitro (McCloskey et al., 1997; Xuan et al., 2008). 

Tat is a phosphoprotein located mainly in the nucleus and nucleolus of infected 

cells (Garvey et al., 1990; Fong et al., 1997). BrY Tat protein (14 kDa) is encoded by 

a multiply-spliced mRNA composed of one untranslated leader sequence (exon 1), 

and two encoding exons (exons 2 and 3) (Liu, Sheridan et Wood, 1992; Pallansch, 

Lackman-Smith et Gonda, 1992; Fong et aL, 1995; Fong et aL, 1997). Exon 2 only 

encodes a Tat protein of 103 amino acids (Tatl03) which is sufficient for activating 

the BlY LTR (Fong et aL, 1997). However, alternate splicing may result in more than 

one form of tat mRNA. In BlY, Tat proteins of 108 (Tat 108) and 236 (Tat236) amino 

acids were described (Fong et al., 1997; St-Louis, Abed et Archambault, 2005). 

Tatl08 and Tat236 are composed of the first 98 amino acids of exon 2 and 10 amino 

acids from exon 3 (Tatl08) and 138 amino acids encoded from the rev sequence 

(Tat236), respectively. 

BlY Tat contains five structural domains such as acidic amino terminal, cysteine­

rich, highly conserved core, basic and carboxy terminal domains (Ruben et aL, 1989; 

Liu, Sheridan et Wood, 1992; Carpenter et aL, 1993; Fong et aL, 1997). The 

functional domain of BlY Tat is made of an activation domain and an RNA-binding 

domain. The activation domain includes the N-terminal, cysteine-rich and central 

core domains which are essential for the interaction of Tat with the pTEFb cel1 
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protein (Bieniasz et al., 1998; Bogerd et al., 2000). The RNA-binding domain ofTat 

contains a basic sequence rich in arginine residues which includes the nuclear 

localization signal (NLS) (Bieniasz et al., 1998; Efthymiadis, Briggs et Jans, 1998). 

The arginine-rich motif (ARM) is also responsible for the intemalization of 

extracellular Tat protein by neighboring cells (Tyagi et al., 2001; Deng et al., 2006; 

Deng et al., 2008). This internalization event may induce several biological effects on 

uninfected target cells by activation or repression of cellular transcription factors and 

cytokines (Purvis et al., 1992; Ensoli et al., 1993; Macian et Rao, 1999). These effects 

contribute to the progression of viral infection (Buonaguro et al., 1992; Mischiati et 

al., 1999; Marchio et al., 2005). 
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Fig. (3). Comparison of BIV, JDV and HIV-1 TAR RNAs (A) and Tat arginine-rich 
motifs (ARM) (B). Adapted from Lustig et al. (1998) and Chen et al. (1999b). 

Lentivirus gene expression associated with Tat is dependent of the 

phosphorylation of cell factors. Initiation of transcription starts in the 5' LTR by the 

recruitment of RNA polymerase II (RNA polII) along with the transcription factor II 

H (TFIIH) (Garcia-Martinez et al., 1997). TFIIH phosphorylates the residues present 

in the carboxy-terminal domain (CTD) of RNA pOIII (Okamoto et al., 1996; Garber et 
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al., 2000). This phosphorylation step initiates transcription at the junction of U3 and 

R (Ping et Rana, 1999), resulting in the synthesis of the TAR RNA element (Feng et 

Holland, 1988). Tat activity requires the recruitment of pTEFb to the newly 

synthesized TAR element (Mancebo et al., 1997; Zhang et al., 2000). The pTEFb 

factor is composed of two major subunits, the cyclin-dependent kinase 9 (CDK9) and 

the cyclin Tl (cycTl). The cycTI protein binds directly to the cysteine-rich domain 

of Tat while CDK9 through its kinase activity hyperphosphorylates the carboxy 

terminal domain (CTD) of RNA pollI (Fujinaga et al., 1998; Barboric et al., 2000; 

Bogerd et al., 2000). This hyperphosphorylation process enhances the stability and 

the efficiency of the transcription complex resulting in the formation of complete· 

viral transcripts (Herrmann et Rice, 1995; Ping et Rana, 1999). 

Fig. (4). Model of TAR-dependent Tat transactivation in lentiviruses: The pre­
initiation complex formed by RNA pollIa and TFIIH binds to the LTR. Viral 
transcription is initiatedwhen TFIIH phosphorylated the carboxyterminal domain 
(CTD) of RNA polIIa to generate RNA pollIo. In presence ofTat, the cyclin Tl (cTl) 
and CDK9 are recruited by Tat to the TAR RNA element. Once bound to TAR RNA, 
CDK9 phosphorylates the CTD of RNA poiiio to generate the hyperphosphorylated 
form of RNA polIIo*. This leads to highly processive elongation, resulting in 
increased production of full-length transcripts. P circles indicate phosphorylation 
events. 

The length and structure of the TAR element vary among lentiviruses. For 

instance, the TAR RNA of BIV, JDV and HIV-1 forms a stem-bulge-loop hairpin 

structure composed of 28, 27 and 59 nt, respectively (Fig. 3) (Colvin et Garcia­

Blanco, 1992; Chen et Frankel, 1994; Lustig, Bahar et Jernigan, 1998; Chen et al., 

1999). BIV Tat interacts with the stem of TAR and directly binds the bulge to form a 

triple bases RNA structure consolidated by hydrogen bonds (Moore, Keil et Coats, 
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