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L a protéine Nef du virus HIV-1 :
facteur de controverse

Propriétés présumées. Le virus de
I'immunodéficience humaine (HIV)
présente une organisation génomique
complexe, avec l'identification a ce
jour de dix geénes codant pour des
protéines structurales et régulatrices
de I'expression génique virale. Parmi
les protéines de régulation, Nef ou
negative-regulatory factor (précédemment
nommée 3’o7f, orf-B, E’ ou F) ne
semble pas indispensable a la répli-
cation et aux effets cytopathogeénes du
HIV [1, 2]. La protéine était
jusqu’alors présumée exercer une
inhibition de la transcription de
I’ensemble des génes viraux, partici-
pant a I’établissement et a la main-
tenance de la phase latente du HIV
au sein des cellules infectées [2-3]. En
effet, il a été rapporté une forte aug-
mentation de la cytopathogénicité et
du taux de réplication de souches
mutantes du HIV déficientes pour le
gene nef [3]. Parallelement, certaines
propriétés ou caractéristiques particu-
lieres de la protéine Nef ont été défi-
nies [6] : (a) 'induction d’une dimi-
nution de ’expression du récepteur
CD#4 (cible du HIV) a la surface des
lymphocytes infectés par le virus de
la vaccine exprimant le gene nef ;
(b) des propriétés biochimiques com-
parables a celles des protéines G cel-
lulaires : capacité de fixation du gua-
nosine 5’-triphosphate (GTP) associée
a activité GTPase ; (¢) une activité
d’autophosphorylation ; (d) la phos-
phorylation potentielle (thréonine en
position 15) de certains variants de
Nef (HIV-1) par la protéine kinase C
ainsi qu’une homologie de ses
séquences de phosphorylation avec
celles des proto-oncogenes sr¢ et ras,
et (¢) la présence éventuelle d’un
adhésiotope (séquence tétrapeptidique
RFDS de la protéine Nef du HIV-1)
commun a certaines protéines d’adhé-

sion cellulaire, au récepteur CD4 des
lymphocytes (séquence RADS), ou
aux chaines § des antigénes de classe
II du complexe majeur d’histocompa-
tibilité. Les travaux réalisés par la
société Transgene (Strasbourg) et
I'Institut Pasteur (Paris) ont mis en
évidence I’apparition d’une souche
virale particulierement cytopathogéne
a I'issue d’étapes successives de cul-
ture du HIV-1 (isolat bru) sur des
cellules lymphocytaires humaines de
lignée CEM. L’analyse biochimique
de ce nouvel isolat a révélé la pré-
sence de plusieurs mutations au sein
de la protéine Nef, notamment la
substitution des résidus de thréonine
15 en alanine et d’acide aspartique
186 en asparagine. Les mutations de
la protéine affectent principalement la
capacité de phosphorylation par la
protéine kinase C, la fixation du
GTP et la régulation de I’expression
cellulaire du récepteur CD4. Spire et
al. ont également décrit ’existence
d’une souche du HIV-1 trés cytopa-
thogeéne, nommée NDK, dont le pro-
duit du geéne nef présente des muta-
tions localisées au niveau de sites
identiques [7]. Ces données suggérent
qu’au cours de l'infection virale, les
mutations de la protéine Nef pour-
raient potentiellement répondre de la
transition du HIV de I'état de
latence, qui constitue un processus
d’échappement du virus aux défenses
immunitaires de 1’héte, a 1’état de
forte virulence. Cette transition
devrait se traduire par I’évolution cli-
nique du sujet infecté vers un SIDA.
Etablir la validité de cette hypothese
nécessite cependant la détermination
structurale de la protéine apres iso-
lement du HIV chez I’homme a
divers stades de I’infection virale.
Malgré ces résultats concordants sur
la fonction biologique attribuée a la

protéine Nef, le réle apparent de
régulateur négatif a été controversé
par plusieurs travaux récents pour
lesquels il n’a été observé aucun effet
significatif de la molécule sur
I’expression du HIV [8-10]. En effet,
Kim et al. ont comparé la capacité de
réplication d’un isolat du HIV-1 défi-
cient pour le gene nef (nef —) a celle
de I'isolat sauvage exprimant ce gene
(nef +). Les résultats montrent que la
réplication virale dans les différents
types cellulaires testés est indépen-
dante de la présence du geéne nef. En
accord avec ces travaux, Bachelerie e
al. ont démontré que I’expression de
la protéine Nef du HIV-1 dans une
lignée astrocytaire humaine n’affecte
pas la transcription des genes sous le
contrdle du LTR (long terminal repeat)
du HIV [11]. Par conséquent, les
données actuelles concernant la pro-
téine Nef sont contradictoires et sou-
lignent la nécessité de réévaluer la
fonction biologique de la molécule.
Parallelement, I’activité GTPase de la
protéine a été remise en question par
Kaminchi et al. selon lesquels I’acti-
vité enzymatique préalablement
décrite pourrait étre associée a la pré-
sence de protéines bactériennes con-
taminant la préparation de la pro-
téine Nef produite par génie généti-
que [12].

Caractéristiques  structurales. Le
géne nef correspond a un cadre de
lecture polymorphe localisé au niveau
du LTR a P'extrémité 3’ du génome
viral [1]. Absent des génomes rétro-
viraux « classiques », ce cadre de lec-
ture est conservé dans la majorité des
isolats du HIV-1, HIV-2 et du virus
de I'immunodéficience simienne de
type 1 (SIV-1), ce qui suggere tou-
tefois I'importance fonctionnelle de la
protéine Nef dans le cycle de répli-
cation virale ou les effets biologiques
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produits par le virus au sein des cel-
lules infectées. Le produit du géne nef
(la protéine Nef) est issu de la tra-
duction d’un ARN messager ayant
subi I’excision de deux introns par
rapport au transcrit viral primitif ou
ARNm génomique. Il s’agit d’une
molécule de 206 et 255 résidus d’aci-
des aminés pour le HIV-1 (isolat bru)
et le HIV-2 (isolat rod), respective-
ment. La protéine présente une
variabilité structurale inter-isolats
inférieure a 17 % et apparait parti-

culierement polymorphe au niveau
des régions N- et C-terminales (20 a
40 %). La molécule ne semble pas
glycosylée, bien qu’il existe deux sites
potentiels de N-glycosylation, tandis
que D’extrémité N-terminale est
myristilée suggérant une interaction
possible de la protéine avec la face
interne de la membrane cellulaire a
partir de laquelle elle est présumée
exercer son activité biologique. La
modification post-traductionnelle de
la protéine par muyristilation parait

essentielle a son activité modulatrice
de D’expression du récepteur CD4%
lymphocytaire.

Mode d’action possible. Le site
d’action putatif de la protéine est la
séquence NRE (megative-regulatory ele-
ment) localisée a Dextrémité 5 du
LTR de ’ADN proviral, entre les
nucléotides 340 et 185 en amont du
site d’initiation de la synthése
d’ARN. Cette séquence est intrinse-
quement inhibitrice de la transcrip-
tion par son action en cis sur le site

HIV
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Figure 1. Mécanismes de la régulation génétique du HIV. Le génome viral intégré (provirus) est encadré par deux
longues répétitions terminales (LTR) incluant les éléments génétiques nécessaires a la transcription ainsi que les séquen-
ces régulatrices NRE (negative-regulatory element) et TAR (Tat-responsive element). L’ARN messager (ARNm) géno-
mique, produit de la transcription de I’ADN proviral, subit un mécanisme d’excision-épissage engendrant divers types
d’ARNm traduits dans le cytoplasme en protéines structurales (Gag, Pol, Env) et régulatrices (Tat, Rev, Nef...). La
protéine Tat trans-active |’expression du provirus par son interaction avec la séquence TAR du LTR. La régulation
est exercée au niveau transcriptionnel, sur linitiation et I’anti-terminaison précoce de la transcription, et post-
transcriptionnel, sur la stabilité et I'efficacité traductionnelle des ARNm. La protéine Rev interagit avec la séquence
RRE (Rev-responsive element) et conduit & stabiliser sélectivement les ARNm codant pour les protéines structurales.
La protéine Nef, ancrée par un acide gras (acide myristilique) a la face interne de la membrane plasmique, pourrait
agir sur la séquence NRE du LTR par I'intermédiaire de facteurs cellulaires spécifiques. Cette interaction hypothétique
conduirait & la répression de la transcription de I'ensemble des génes viraux.
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promoteur [4]. La protéine Nef, pré-
férentiellement localisée dans le cyto-
plasme, agirait a distance sur la
séquence NRE par I'intermédiaire de
facteurs cellulaires activés (peut-étre
par phosphorylation) participant a la
transmission de son message chimi-
que au sein du noyau (figure 1). Un
modele a été proposé par Guy et al.
sur un mécanisme possible de régu-
lation par la protéine Nef des fac-
teurs cellulaires se liant a la séquence
NRE [13]. Dans ce modele, un
répresseur associé a la séquence NRE
serait responsable d’une inhibition de
la transcription au sein de la cellule
«au repos » et serait normalement
déplacé, apres stimulation cellulaire,
par des facteurs activateurs favorisant
la transcription ; la protéine Nef
pourrait bloquer la fixation des acti-
vateurs sur la séquence NRE condui-
sant a maintenir l'inhibition de la
transcription. Par ce mécanisme, la
protéine se comporterait comme un
anti-activateur de I’expression du
HIV et interférerait avec la transcrip-
tion de genes cellulaires spécifiques
(ex. : CD4). La protéine Nef devrait
parallelement agir en interaction co-
opérative avec les autres facteurs de
régulation du HIV (notamment Tat
et Rev), et de maniere étroitement
dépendante des mécanismes physio-
logiques de la cellule infectée.

Réponse immunitaire anti-Nef et
diagnostic précoce de I’infection
par le HIV. L’antigénicité de la pro-
téine Nef chez I’homme infecté par
le HIV a été confirmée par différen-
tes techniques immunologiques. Ces
études ont révélé l’existence d’anti-
corps anti-Nef chez 30 2 85 % des
patients séropositifs pour le HIV-1
[1, 14, 15]. Par ailleurs, il semble
n’exister aucune corrélation entre la
présence de ces anticorps et le stade
clinique des sujets infectés. Généra-
lement, le diagnostic de I’infection
par le HIV repose sur la détection
sérologique des anticorps dirigés con-
tre les protéines structurales (Gag,
Pol, Env), marqueurs de la sérocon-
version. Des études basées sur I’iso-
lement du HIV par culture cellulaire
ou sur la détection de ’ADN provi-
ral des lymphocytes par la technique
d’amplification génomique (polymerase
chain reaction) ont permis d’identifier

des patients séronégatifs infectés par
le HIV. Cette période immunosilen-
cieuse entre l’infection virale et la
séroconversion est de durée tres
variable et peut s’étendre suivant les
cas de quelques semaines jusqu’a
plus de 35 mois. Les travaux de
Ranki et al., Ameisen et al-, et Gom-
bert et al., suggeérent I’apparition pré-
coce des anticorps anti-Nef avant la
phase de séroconversion des sujets
infectés par le HIV [16-19]. Ces
résultats sont en désaccord avec les
travaux de Reiss et al., Gluckman et
al., et Bahraoui ¢ al., pour lesquels
les anticorps anti-Nef sont détectés
simultanément aux anticorps dirigés
contre les protéines structurales, infir-
mant la validité des anticorps anti-
Nef comme marqueurs sérologiques
précoces de I’infection virale [15, 20,
21]. Selon Ranki et al., il semble que
la détection des anticorps anti-Nef ne
soit pas systématiquement associée a
une infection par le HIV et pourrait
résulter de I’existence d’une immu-
noréactivité croisée avec une protéine
non identifiée d’origine cellulaire ou
virale [22]. Les études de I’antigéni-
cité de la protéine Nef du HIV-1 2
l’aide de peptides synthétiques [19,
23, 24] ont également révélé I’immu-
nodominance des extrémités N- et C-
terminales et permis de localiser des
déterminants antigéniques au niveau
des régions suivantes : 8-16, 52-60,
80-90, 98-112, 115-127, 136-147,
148-161, 158-169, 180-190, 197-206
(épitopes B) et 73-82, 113-128,
186-206 (épitopes T). Malgré la
variabilité de la protéine Nef,
I’analyse structurale de la molécule
montre une homologie de position
des épitopes B entre les différents iso-
lats du HIV-1. II est intéressant de
remarquer que la région antigénique
180-190 inclue I’adhésiotope RFDS
(séquence 184-187). Ainsi, les anti-
corps anti-Nef dirigés contre cette
région pourraient se comporter
comme des anti-HLA de classe II et
participer au déficit immunitaire en
bloquant certaines interactions molé-
culaires nécessaires au bon fonction-
nement du systeme immunitaire [25].
La définition des régions potentielle-
ment antigéniques de la protéine
constitue une étape essentielle pour la
compréhension des mécanismes de la

réponse immunitaire de I’hdte et
devrait faciliter la mise au point de
compositions vaccinales anti-HIV.

La protéine Nef : régulateur néga-
tif de la réplication du HIV ? Par
une régulation négative exercée sur
la réplication virale, la protéine Nef
pourrait conduire a développer de
nouvelles stratégies thérapeutiques en
étant une cible potentielle pour le
contrdle du cycle réplicatif du HIV.
Cependant, ’ensemble des travaux
publiés montre que le mode d’action
de la protéine et son implication pré-
cise dans la physiopathologie de
I’infection par le HIV sont incertains
et restent a clarifier. La molécule
exerce-t-elle réellement une régulation
négative sur la réplication du HIV
et, dans D’affirmative, quel est le
mécanisme moléculaire mis en jeu :
inhibition de la transcription ou
modulation post-transcriptionnelle ?
Présente-t-elle une activité enzymati-
que protéine G like ? Les anticorps
anti-Nef sont-ils détectables avant la
phase de séroconversion des patients
contaminés ? La précocité de Ila
réponse immunitaire anti-Nef lors de
I’infection est-elle a l’origine de la
mise en latence du HIV par la des-
truction des cellules infectées en cours
d’assemblage de particules virales ?
La réponse a de nombreuses ques-
tions non résolues devrait favoriser la
compréhension du cycle infectieux du
HIV, ce qui nécessite au préalable
une réévaluation précise de la fonc-
tion biologique, des propriétés biochi-
miques et antigéniques de la pro-
téine : « Nef is Nef ? » H
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