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Les vecteurs herpétiques 
transfert de gènes pour le 

Les vecteurs dérivés du virus HSV -1, que ce soient les 
virus recombinants ou les amplicons, sont actuellement 
employés pour introduire des gènes principalement dans 
des cellules post-mitotiques de mammifères . Ils sont uti­
lisés pour explorer les connexions et les flux d'informa­
tion dans les réseaux neuronaux, pour identifier des 
régions du cerveau permissives à l'expression de certains 
promoteurs, pour modifier la physiologie cellulaire par 
induction de la synthèse d'une protéine mutée ou d'une 
protéine normalement absente dans un type cellulaire 
donné, et enfin pour complémenter l'absence d'une pro­
téine dans le cas d'une cellule mutée ou carencée par axo­
tomie. L'utilité de ces vecteurs ne se limite pas, d'ail­
leurs, au système nerveux . C ependant, des progrès 
importants restent à accomplir dans la compréhension de 
certains aspects fondamentaux de la pathogénie virale, 
dans la suppression des effets cytotoxiques de ces vec­
teurs et dans la maîtrise de la régulation de 1' expression 
du transgène, avant que ces vecteurs ne puissent être uti­
lisés dans le cadre d'une thérapie génique chez l'homme . 

U ne des applications les 
plus spectaculaires du 
développement récent de 
la génétique moléculaire 
consiste en l 'utilisation 

d'un virus comme vecteur pour intro­
duire un gène à l ' intérieur d 'une cel­
lule . médecine/sciences a publié récem­
ment plusieurs articles illustrant les 
énormes potentialités de cette appro­
che , non seulement du point de vue 
de leur éventuelle utilisation en thé­
rapie génique, mais aussi en tant que 
moyen d 'étude du développement, de 
la physiologie et de la régulation de 
l 'expression génique de l 'hôte. Outre 
les rétrovirus [ 1 ]  et les adénovirus 
[2 ] ,  d 'autres vecteurs viraux poten­
tiellement très intéressants (dérivés de 
papovavirus ,  herpesvirus ,  poxvirus ,  
parvovirus) sont actuellement utilisés 
de manière expérimentale [ 3 ] .  Nous 
voulons, dans cet article, faire le 

point sur les vecteurs dérivés du virus 
herpès simplex de type 1 (HSV - 1 )  
car, à condition de maîtriser leurs 
aspects négatifs ,  ces vecteurs vont 
certainement devenir un outil de 
choix pour le transfert de séquences 
d 'ADN de grande taille, en premier 
lieu dans les cellules nerveuses, et 
probablement dans d'autres types cel­
lulaires post-mitotiques. 
Étant donnée la complexité de la 
structure des virus herpétiques, de la 
régulation de leur expression et de 
leurs mécanismes pathogéniques, il 
nous semble nécessaire d ' introduire 
d 'abord quelques éléments essentiels 
du cycle biologique de ces virus. 1 L 'infection 

herpétique 

HSV -1, prototype de la sous-famille 
des virus herpès neurotropes ,  pénètre 
dans l 'organisme humain générale-
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ment par les muqueuses orales et 
péri-orales. Là, le virus accomplit 
quelques cycles réplicatifs ,  lytiques, 
donnant lieu à une infection primaire 
qui guérit au bout de quelques jours. 
Pendant cette courte période, des 
particules virales vont pénétrer dans 
les terminaisons axonales des neuro­
nes sensitifs innervant la région infec­
tée , et les capsides vont voyager de 
façon rétrograde jusqu'aux ganglions 
trijumeaux. Le virus s 'établit de 
manière latente dans les noyaux des 
neurones sensitifs de ces ganglions et 
peut y persister durant toute la vie de 
l 'hôte . Cependant, le virus peut être 
périodiquement réactivé et redescen­
dre de manière antérograde jusqu 'aux 
muqueuses. De nouveaux cycles pro-

ductifs, conduisant à la lyse des cel­
lules épithéliales, provoquent alors 
une infection secondaire. Dans un 
organisme immunocompétent ,  cette 
récurrence reste temporairement limi­
tée et topologiquement restreinte à la 
région innervée par les neurones 
infectés de manière latente [ 4, 5] . 
Les aspects cellulaires et moléculaires 
de 1 '  infect ion productive sont 
aujourd'hui relativement bien com­
pris .  Le programme d'expression et 
de réplication du génome viral est 
strictement contrôlé par des régula­
teurs viraux et cellulaires agissant en 
trans, et suit un ordre très précis. A 
l ' inverse, notre compréhension du 
phénomène de la latence est encore 
très partielle . La figure 1 résume les 

Figure 1 .  Infection lytique et infection latente. Lorsque le virus infecte des 
cellules permissives pour la réplication (nerveuses ou non), une protéine struc­
turale du virion appelée VP 1 6  forme un complexe avec au moins deux protéi­
nes cellulaires, dont une est le facteur de transcription Oct- 1 [6]. L 'associa­
tion avec Oct- 1 permet à VP 1 6  d'interagir avec des motifs octamériques exis­
tant dans l'ADN viral, en amont des promoteurs des gènes viraux très préco­
ces (ou œ), et d'activer fortement leur transcription [7, 8]. Parmi les cinq 
gènes œ, au moins quatre (ICPO, ICP4, ICP22 et ICP27) codent pour des phos­
phoprotéines trans-régulatrices qui, ensemble ou séparément, régissent /' expres­
sion des gènes viraux précoces (/3) et tardifs (y) [4, 9]. Parmi les fonctions 
précoces (/3), plusieurs participent au métabolisme des nucléotides (thymidine 
kinase (TK), ribonucléotide réductase (RDR), dUTPase, DNAase alkaline), et sept 
d'entre elles participent directement à la réplication de l'ADN viral. Celle-ci est 
initiée à partir des origines de réplication et s 'effectue essentiellement avec 
des protéines virales [ 1 0]. L 'A DN nouvellement répliqué sert de matrice pour 
la synthèse des fonctions tardives (y), dans lesquelles on trouve principale­
ment les protéines de structure du virion (capside, tégument, et glycoprotéi­
nes de l'enveloppe). La formation et la libération des particules virales en nom­
bre élevé s 'accompagne de la lyse de la cellule hôte [4]. Lorsque le virus pénè­
tre dans certains neurones, l'expression des gènes œ n 'est pas activée et le 
virus entre alors dans un état de latence où le génome viral persiste sous forme 
circulaire et dans lequel, apparemment, seule l 'unité de transcription LA T est 
active. La participation de VP 1 6  à la régulation de cette étape reste pour l'ins­
tant hypothétique. De nombreux stimuli  agissant sur les neurones peuvent 
déclencher l'activation des gènes œ et donc du cycle lytique (voir texte). 
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aspects moléculaires les plus signifi­
catifs des deux types d ' infection . La 
structure du génome viral ainsi que 
les changements qu 'elle subit lors de 
l ' infection d 'une cellule permissive 
pour la réplication sont schématisés 
sur la figure 2 (p. 904). 1 Neurovirulence 

et infection latente 

Lorsque le virus infecte les neurones, 
centraux ou périphériques ,  deux 
issues sont possibles .  Il peut établir 
un cycle réplicatif normal, menant à 
la lyse de la cellule et à la transmis­
sion du virus à d 'autres neurones 
[ 1 1 ] ,  ou bien il peut entrer en latence 
et persister dans les noyaux cellulai­
res sous forme de cercles épisomiques 
de structure chromatinienne [ 1 2 ,  13 ] . 
Ces différentes issues sont détermi­
nées, en partie, par le type et 1 '  état 
transcriptionnel du neurone infecté, 
par le nombre de virions qui pénè­
trent dans la cellule et par la viru­
lence de la souche virale employée 
[ 1 4] . 

Lorsqu ' un virus HSV- 1 sauvage 
pénètre dans le cerveau d'un animal, 
par inoculation périphérique ou intra­
crânienne, l ' infection produit généra­
lement une encéphalite très sévère , 
souvent létale . L 'efficacité du trans­
port trans-synaptique de HSV -1 est 
telle que ce virus peut être utilisé 
pour explorer l ' organisation du 
système d ' interconnexions qui carac­
térisent le système nerveux central 
(SNC) des vertébrés. HSV - 1  semble 
avoir un tropisme particulier pour les 
aires limbiques, telles que l 'hippo­
campe et l ' amygdale [ 1 5 ] .  Cepen­
dant , la neurovirulence de HSV- 1 et 
l 'acheminement du virus au sein du 
cerveau peuvent varier selon la sou­
che virale et le site d ' inoculation. 
Zymanick et al. [ 1 6] ,  par exemple, 
ont décrit que lorsque la souche 
Mclntyre de HSV -1 est inoculée dans 
l 'aire brachiale du cortex moteur pri­
maire , les particules sont transportées 
de façon rétrograde jusqu'aux noyaux 
de neurones situés au niveau du tha­
lamus ventrolatéral . Le virus peut 
franchir une étape supplémentaire et 
infecter des neurones du globus palli­
dus (segment interne) et même des 
noyaux cérébelleux profonds (dentale 
et interpositus). A l ' inverse, des parti­
cules de la souche H 1 29 de HSV - 1 ,  
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Figure 2. Structure et cycle du génome viral. (A} Le génome de HSV- 1,  
d'une taille de 1 53 kpb, code pour un minimum de 72 protéines. Il possède 
trois origines de réplication (ori) . Purifiée et déprotéinisée, cette molécule est 
infectieuse. Le génome viral comporte deux régions uniques, appelées UL et 
Us, chacune entourée par des séquences répétées et inversées : les séquen­
ces entourant UL s 'appellent TRL et IRL (ou ab et b 'a '), et celles entourant 
Us s 'appellent IRs et TRs (ou a 'c '  et ca). Le génome commence et se ter­
mine donc par une séquence << a " non inversée, d'environ 400 nucléotides, 
et cette même séquence se retrouve répétée et inversée à la jonction de IRL 
et IRS. (8} Le génome de HSV- 1 se trouve sous forme linéaire dans les virions, 
mais il prend une configuration circulaire dès qu 'il arrive aux noyaux cellulai­
res. Quelques heures après commence la réplication : elle se fait vraisembla­
blement selon le modèle des << cercles roulants " et passe donc par la forma­
tion de longues structures concatémériques intermédiaires, où des unités géno­
miques sont répétées en tandem. Simultanément à la réplication de l'ADN viral 
a lieu l'expression des fonctions tardives qui permettront l'assemblage des cap­
sides. L 'ADN viral concatémérique pénètre alors dans les capsides vides par 
l'une de ses extrémités, et ce processus continue jusqu 'à ce que près de 
1 50 kpb d'ADN aient été encapsidés. Un mécanisme de clivage se déclenche 

alors, qui va couper l'ADN intermédiaire au niveau de la séquence << a "  la plus 
proche. Cette nucléocapside s 'entoure ensuite de ses couches externes (tégu­
ment et enveloppe) avant de quitter le noyau, de traverser le cytoplasme par 
les membranes du réticulum endoplasmique et l'appareil de Golgi, et d'être relâ­
chée dans le milieu extracellulaire. 

mis n ° 9 vol. 8, novembre 92 



le même site, seront transportées de 
manière antérograde pour infecter des 
neurones du putamen et des noyaux 
du pont et , éventuellement, des neu­
rones du globus pallidus (essentielle­
ment le segment externe) et du cor­
tex cérébelleux (cellules granulaires et 
cellules de Golgi) [ 1 6] . 

L' infection latente a normalement 
lieu dans les neurones sensitifs, mais 
elle peut-être observée aussi dans des 
neurones moteurs, dans certains neu­
rones du SNC et même dans des tis­
sus non nerveux [ 1 7-19] . Lors de la 
pénétration du virus dans certains 
neurones, le transactivateur viral 
VP16 n'active pas la transcription des 
gènes très précoces, peut-être à cause 
de la très faible expression d'Oct- 1 
dans ces cellules [20] (voir légende de 
la figure 1). Ces neurones pourraient 
aussi exprimer un facteur qui, en se 
liant aux séquences de régulation des 
gènes très précoces, inhiberait l 'action 
de VP1 6  [2 1 ] .  Quelle qu 'en soit la 
raison, l 'infection latente de HSV- 1 
est caractérisée par 1' absence totale de 
synthèse de protéines virales. La seule 
expression virale stable détectée dans 
des neurones infectés de manière 
latente correspond à deux ARN 
nucléaires de 1 ,3 et 2 kb, non poly­
adénylés et non coiffés, appelés LAT 
(latency associated transcripts, transcrits 
associés à la latence). Ils représentent 
vraisemblablement des introns stables ,  
dérivés par épissage alternatif d'un 
transcrit primaire de 8 , 3  kb . 
L' ARNm mûr dérivé de ce transcrit 
primaire n'a pas été détecté dans les 
neurones [22 ,  23] .  Le promoteur de 
1 'unité de transcription LAT est plus 
actif dans les neurones que dans 
d'autres types cellulaires [24] . Les 
gènes LAT et ICPO, situés sur les 
brins opposés de l'ADN, sont partiel­
lement complémentaires, et leurs 
transcrits peuvent théoriquement 
s 'associer .  Le piégeage des transcrits 
d'ICPO par l' ARN LAT pourrait être 
l 'une des bases moléculaires du main­
tien de la latence . Pourtant, des 
HSV- 1 mutés, dans lesquels l 'unité 
de transcription LAT a été délétée, 
sont tout à fait capables de s 'établir 
et de se maintenir à l 'état latent. 
Seule la réactivation semble partiel­
lement compromise [25 ] .  Le rôle des 
transcrits LAT dans 1' établissement 
ou le maintien de la latence reste 
donc controversé. 
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La réactivation de HSV - 1  peut être 
induite par de nombreux stimuli, 
d'ordre physique, hormonal ou émo­
tionnel. Le virus peut aussi être réac­
tivé lors de la mise en culture de 
neurones infectés, surtout lorsque ces 
cellules sont privées de facteur de 
croissance des celllules nerveuses 
(NGF), facteur qui serait nécessaire 
au maintien de 1' état latent [26] . 
Quel que soit le stimulus initial, la 
réactivation du virus est certainement 
due à la transduction d'un signal qui 
active directement ou indirectement 
la transcription des gènes très préco­
ces . La mise en culture de neurones 
induit l 'activation de nombreux fac­
teurs de transcription cellulaires, 
incluant Oct-1  [ 27 ] .  1 Le virus HSV- 1 

en tant que vecteur 
de gènes 

Plusieurs caractéristiques font de 
HSV -1 un candidat intéressant pour 
le transfert de gènes : (a) ce virus 
possède un très long génome, conte­
nant au moins 72 gènes, qui a été 
complètement séquencé [28-3 1 ]  et qui 
est de manipulation relativement 
aisée. Un nombre important de gènes 
non essentiels en culture de cellules 
(près d'une trentaine) peuvent être 
délétés du génome pour laisser la 
place, en théorie, à plus de 30 kpb 
d 'ADN exogène [32] ; (b) HSV- 1 
peut infecter la plupart des types cel­
lulaires de mammifères, indépendam­
ment de leur origine tissulaire [ 4 ] .  Il 
peut être produit à de très hauts 
titres (supérieurs à 1 0 9  pfu/ml) et 
être stocké longtemps sans perte de 
pouvoir infectieux ; ( c) contrairement 
aux rétrovirus ,  l 'expression des her­
pèsvirus ne nécessite pas d'intégration 
dans le génome cellulaire. lls peuvent 
donc être employés comme vecteurs 
d 'expression extrachromosomiques 
dans les cellules post-mitotiques ou en 
état de quiescence, avec peu de ris­
que (comparés aux rétrovirus) de per­
turber l 'expression des gènes cellulai­
res par mutagenèse insertionnelle ; 
( d) le neurotropisme naturel de 
HSV - 1 ,  sa capacité à se déplacer 
dans les neurones de façon antéro­
grade , et rétrograde, et à se trans­
mettre essentiellement de manière 
trans-synaptique [33] , ainsi que son 
aptitude à entrer en latence dans les 

cellules nerveuses tout en restant dans 
un état transcriptionnel actif (unité de 
transcription LAT), font de lui un 
vecteur idéal pour le transfert de 
gènes dans le système nerveux [ 1 4] .  1 Types de vecteurs 

herpétiques 

Il existe deux types de vecteurs 
HSV -1 : les virus recombinants et les 
amplicons (plasmides encapsidés). Les 
virus recombinants véhiculent des 
séquences d'ADN qui ont été intro­
duites dans le génome viral par 
recombinaison homologue. Ils consti­
tuent des populations virales généti­
quement homogènes [34] . La procé­
dure employée pour construire et 
sélectionner ces virus recombinants 
est illustrée dans la figure 3, p. 904 . 

Les amplicons sont des plasmides 
bactériens qui contiennent une ori­
gine de réplication HSV - 1  ( ori) , et 
un signal de clivage et d 'encapsida­
tion des génomes viraux (séquence 
« a >>) [35] . Le trans gène d ' intérêt est 
introduit dans ce plasmide par sim­
ple manipulation in vitro. L'amplicon 
est un vecteur défectif qui est ampli­
fié et encapsidé à l ' aide d 'un virus 
auxiliaire . Les populations virales 
résultantes seront donc constituées 
d'un mélange d 'amplicons et de virus 
auxiliaire (celui-ci pouvant être sau­
vage, atténué ou défectif) [36] . Ce 
type de vecteur possède toujours plu­
sieurs copies en tandem du transgène 
(figure 4, p. 905) . 1 Problèmes et limites 

liés à /'utilisation 
de ces vecteurs 

Comme pour tous les vecteurs 
viraux, nous devons considérer les 
problèmes liés à l ' éventuelle dissémi­
nation du vecteur, à sa cytotoxicité, 
à la régulation de l 'expression du 
trans gène (qui doit rester dans des 
limites physiologiques) et à la stabi­
lité de cette expression. D'autant plus 
que , à cause de la distribution très 
ubiquitaire des récepteurs pour 
HSV - 1 ,  le cibla ge strict in vivo n 'est 
possible que grâce au contrôle de 
l 'expression du transgène. 

Par ailleurs , dans la mesure où la 
multiplication de HSV -1 entraîne 
généralement la mort de la cellule 
infectée, l 'expression stable du trans-
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Figure 3. Construction et sélection d'un vecteur recombinant. Pour cons­
truire ces vecteurs, des cellules sont co-transfectées avec de l'ADN viral géno­
mique, plus un plasmide contenant le transgène T, entouré de séquences virales 
nécessaires pour que la recombinaison homologue ait lieu (au moins 
600 nucléotides de chaque côté). Celle-ci s 'effectue lors de la synthèse d'ADN 
viral, par l'appareil de réplication viral qui est fortement recombinogène. La 
sélection des virus recombinants peut se faire en faisant appel au phénotype 
résultant de la délétion du gène viral A : si le transgène a été introduit dans 
le locus de la thymidine kinase (TK), on sélectionne des virus TK - à l'aide 
de l'acyclovir ; s'il a été introduit dans le locus d'une glycoprotéine non essen­
tielle, le recombinant sera sélectionné par utilisation des anticorps neutralisants 
monospécifiques (les recombinants échappent à la neutralisation). Alternative­
ment, les recombinants peuvent être sélectionnés grâce aux propriétés appor­
tées par le transgène T :  pour certains types d'expériences, on peut introduire 
dans le génome viral des marqueurs tels que le gène de la /1-galactosidase, 
auquel cas les recombinants seront identifiés au moyen de méthodes couram­
ment employées pour la détection de cette protéine, sans fixation des cellules 
infectées. De manière plus générale, on peut aussi détecter les .recombinants 
par hybridation moléculaire en utilisant le transgène comme sonde marquée. 
Lorsque le transgène est introduit à la place d'un gène viral essentiel, il est 
indispensable de construire au préalable des cellules transcomplémentant l'acti­
vité délétée. 
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gène ne peut être obtenue qu'en éli­
minant le potentiel de réplication du 
vecteur .  Pu isque normalement 
HSV-1 ne s ' intègre pas dans l 'ADN 
cellulaire , un vecteur rendu défectif 
sera donc progressivement dilué dans 
des cellules capables de proliférer. 
Cela limite, à l 'heure actuelle, l 'uti­
iisation de ces vecteurs défectifs prin­
cipalement aux cellules post­
mitotiques ou en quiescence , tout au 
moins dans les cas où une expression 
durable du transgène est requise . 

Tel que nous l 'avons déjà dit, le 
cycle biologique de HSV -1 ne passe 
pas par l ' intégration du génome viral 
dans le génome cellulaire . Cependant, 
des séquences d'ADN viral peuvent 
parfois s ' intégrer dans des cellules 
nerveuses ainsi que dans d'autres cel­
lules qui ,  pour des raisons diverses, 
échappent à la lyse [37 ] .  Bien que , 
à notre connaissance , aucun rapport 
faisant état d'une atteinte des cellu­
les germinales par HSV-1 n'ait été 
publié, cette possibilité doit susciter, 
en cas d 'utilisation des vecteurs her­
pétiques chez l 'homme, les mêmes 
considérations d'éthique que lors de 
l 'utilisation de tout autre vecteur 
viral . 1 Pathogénicité 

et toxicité des vecteurs 

Le virus HSV -1 peut infecter et se 
disséminer dans plusieurs tissus, sur­
tout dans un organisme où les défen­
ses immunitaires sont atteintes. Il est 
pathogène vis-à-vis des cellules infec­
tées, tant à cause de l'expression des 
gènes viraux, que de l ' inhibition de 
1 'expression des gènes cellulaires [ 4 ] .  
I l  est théoriquement possible de 
résoudre ces problèmes en manipu­
lant le génome viral , afin de suppri­
mer l 'expression de la plupart des 
déterminants génétiques responsables 
de la pathogénicité et de la cytotoxi­
cité virale . Ainsi, un certain nombre 
de gènes viraux ont été indépendam­
ment mutés et les phénotypes des 
virus mutants correspondants ont été 
étudiés in vivo et in vitro, dans des cel­
lules non nerveuses et nerveuses, y 
compris dans des neurones in situ. 
Tel que l ' illustre la figure 5, ces 
mutants peuvent être classés en trois 
catégories .  
• Les virus défectifs absolus. La délétion 
du gène a.ICP4, le principal régula-
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teur en trans du virus, bloque le cycle 
viral dans sa phase très précoce et 
rend le virus défectif dans tous les 
types cellulaires (sauf dans des cellu­
les complémentant en trans la fonction 
délétée) [38] . Ces mutants ne peuvent 
donc atteindre le système nerveux 
que par inoculation directe. Ils sont 

E. coli 

ori 

Am pA 

virtuellement non pathogènes car 
l' infection reste limitée aux seules cel­
lules ayant été en contact avec l ' ino­
culum initial [39] . Ces virus peuvent 
entrer en latence dans les cellules ner­
veuses (le promoteur LAT reste 
actif), mais , en cas de réactivation, 
seules les fonctions très précoces 

� � 

Transgène 

e -r.'-=:77!r.� 

Virus 
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Figure 4. Construction et production d'un vecteur amplicon. Un amplicon 
est une molécule d'ADN circulaire possédant trois types d'éléments génétiques : 
(a) une origine de réplication (coiE 1) et un· gène de sélection permettant la 
propagation de l'ADN en tant que plasmide chez E .  coli ; (b) une origine de 
réplication et une séquence de clivage et d'encapsidation (« a >>) herpétiques 
et (c) le transgène. L 'introduction par transfection de ces plasmides recombi­
nants dans des cellules de mammifère, suivie de l'infection avec un HS V- 1 
auxiliaire, permet la réplication et l'encapsidation du plasmide sous la forme 
d'un concatémère de taille " herpétique », c 'est-à-dire autour de 1 50 kpb. 
Autrement dit, le nombre de répétitions en tandem de l'amplicon dépend de 
la taille du plasmide original (par exemple, un plasmide de 1 5  kpb sera encap­
sidé sous la forme de 1 0  répétitions en tandem). Les populations virales résul­
tantes seront constituées d'un mélange d'amp/icons et de virus auxiliaire. Le 
virus auxiliaire peut être compétent, atténué ou défectif (on utilise alors une 
lignée cellulaire transcomp/émentant la fonction manquante), mais le vecteur 
amplicon en tant que tel est évidemment toujours défectif. 
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autres que ICP4 seront exprimées .  
L'expression de ces fonctions très pré­
coces , dans des cellules nerveuses ou 
non, suffit à provoquer une toxicité 
cellulaire résiduelle [ 40] . Des délé­
tions supplémentaires de ces gènes 
doivent donc être réalisées, avant de 
songer à l ' introduction de ces vec­
teurs chez l 'homme. La production 
d'un vecteur comportant des délétions 
multiples est également importante 
pour réduire, autant que possible , les 
risques de production, par recombi­
naison homologue , d'un vecteur com­
pétent. D'autres mutants défectifs 
absolus ont été construits par délétion 
d'autres fonctions essentielles, très 
précoces ou précoces [ 1 4 ] .  Ces 
mutants, bien que peu pathogènes 
pour l 'organisme, sont relativement 
plus toxiques pour les cellules infec­
tées que ceux délétés du gène ICP4. 
• Les virus défectifs conditionnels. Les 
virus mutés dans le gène de la TK 
ou de la RDR, par exemple, sont 
défectifs uniquement dans des cellu­
les non réplicatives ,  comme les neu­
rones,  car dans ces cellules ,  les fai­
bles taux de déoxynucléotide­
triphosphates limitent sévèrement la 
réplication de 1 'ADN viral [ 4 1 ] .  Ces 
virus se multiplient cependant dans 
les cellules capables de proliférer, et 
peuvent donc atteindre des neurones 
périphériques à partir d 'une infection 
cutanée . Ils peuvent s 'établir norma­
lement en latence, mais, en cas de 
réactivation, l ' infection restera blo­
quée dans sa phase précoce car 
1 'expression des fonctions tardi v es 
dépend absolument de la réplication 
du génome viral [ 4 1 ] .  Ces mutants 
ne peuvent donc pas se transmettre 
d 'un neurone à l 'autre de manière 
efficace . Bien que l 'expression rési­
duelle des fonctions précoces s'accom­
pagne d'une cytotoxicité pour les 
neurones infectés, ces mutants sont 
nettement moins pathogènes que les 
virus sauvages et, après inoculation 
directe dans le système nerveux cen­
tral , les animaux survivent générale­
ment à l ' infection [39, 42 ] .  Cepen­
dant, il ne faut pas oublier que cer­
taines cellules du système nerveux 
central , telles que les cellules gliales, 
épendymales ou endothéliales, peu­
vent être permissives pour ces 
mutants et contribuer à une dissémi­
nation de l ' infection. Dans ce con­
texte, des travaux récents illustrent 

un autre développement potentiel des 
vecteurs défectifs conditionnels : le 
groupe de R. Martuza a utilisé un 
virus TK- pour traiter des glioblas­
tomes humains, implantés dans le 
cerveau de souris nude. L' inoculation 
intranéoplasique du virus défectif pro­
duit un arrêt de la croissance des 
tumeurs, et s 'accompagne d'une aug­
mentation significative du temps de 
survie des animaux, par rapport aux 
témoins non infectés , sans introduire 
de complications apparentes dues à 
l ' infection [43] . 
Enfin, et pour revenir à notre sujet, 
il existe aussi d'autres gènes, dont 
l ' inactivation donne lieu à une dimi­
nution sévère et spécifique au niveau 
de la neurovirulence (près de 
100 000 fois moins pour le gène 
'}'34 . 5) ,  mais dont les mécanismes 
d'action, bien que différents des cas 
déjà mentionnés, ne sont pas encore 
suffisamment établis [ 44, 45] . 
• Les virus atténués. Les virus atténués 
produisent généralement moins de 
particules infectieuses dans les cellu­
les permissives et ils ont une plus 
grande tendance à s 'établir et à res­
ter en latence dans les neurones que 
les virus sauvages.  Ces mutants sont 
intéressants car, contrairement aux 
autres, ils peuvent atteindre le SNC 
à partir d'une infection périphérique 
et se transmettre trans-synaptiquement 
aux neurones voisins, produisant une 
« vague >> infectieuse limitée, avant 
d 'entrer éventuellement en latence 
[39] . Davantage de neurones seront 
ainsi infectés par inoculation intracrâ­
nienne avec un virus atténué, qu 'avec 
un vecteur défectif absolu . Néan­
moins, la faibk production de parti­
cules infectieuses et leur forte ten­
dance à entrer en latence rendent ces 
virus relativement peu neuropathogè­
nes .  Après inoculation directe d'un 
virus atténué dans le cerveau, les ani­
maux survivent généralement à 
l ' infection (les doses létales moyennes 
par inoculation intracrânienne directe 
varient avec chaque mutant spécifi­
que, mais elles peuvent être supérieu­
res de plus de 1 000 fois à celles des 
virus parentaux sauvages) [39, 46] .  
Parmi les gènes dont la délétion peut 
donner ce type d'atténuation, on peut 
citer le gène a!CPO [47 ] ,  le gène 
VP16 [48] et le gène US3 (codant 
pour une protéine kinase) [ 46] .  
Finalement, l e  génome viral code 
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pour une protéine de structure du 
virion, appelée VHS (virus host shu­
toff), qui est responsable de 1' arrêt 
précoce de la synthèse de macromo­
lécules cellulaires [ 49] . Ce gène est 
un candidat supplémentaire à la délé­
tion dans tous les cas de figure , mais 
aucune étude de toxicité comparée 
avec de tels mutants n'a été publiée. 
Loin de constituer un obstacle, la 
complexité génétique de HSV -1 per­
met donc de construire le type de 
mutant le plus apte à l 'obtention 
d'un but précis, et rend ce système 
très souple, par rapport à d'autres 
systèmes de vecteurs viraux. Certains 
programmes de recherche fondamen­
tale peuvent nécessiter des vecteurs 
capables de se multiplier sur un ou 
plusieurs types cellulaires et de se 
transmettre aux cellules voisines. 
Pour des protocoles de thérapie géni­
que , à l ' inverse, les vecteurs défectifs 
absolus paraissent, à l 'heure actuelle, 
les plus indiqués. Bien que le pro­
blème de la cytotoxicité résiduelle de 
ces mutants ne soit pas encore com­
plètement résolu, ils est vraisembla­
ble qu' il le sera dans les années à 
vemr. 1 Régulation de /'expression 

du transgène 

L'expression du transgène véhiculé 
par un vecteur herpétique dépendra 
principalement de sa place à l ' inté­
rieur du génome viral, du choix des 
séquences régul�ltrices et du type cel­
lulaire infecté. Evidemment, la stabi­
lité de 1 'expression du trans gène aug­
mentera avec la diminution de la 
toxicité cellulaire . Des vecteurs 
recombinants ou des amplicons ont 
été utilisés in vitro et in vivo pour per­
mettre l 'expression de protéines dans 
des cellules nerveuses ou non nerveu­
ses. Nous nous limiterons à présen­
ter ici quelques exemples paradigma­
tiques. 
Dans une série de travaux, le groupe 
de A. Geller a utilisé des vecteurs 
amplicons, construits à l 'aide d 'un 
virus auxiliaire défectif (délétion 
d 'ICP4), pour délivrer différents 
gènes (LacZ, adénylate cyclase, parvalbu­
mine, protéine kinase Il) à l ' intérieur de 
cellules non nerveuses ou nerveuses 
(neurones du cortex, de l 'hippocampe 
et du striatum) in vitro. Ces travaux 
ont montré qu'une expression forte et 
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<< stable » (au moins deux semaines) 
peut être obtenue à partir de promo­
teurs des gènes herpétiques très pré­
coces, ou de promoteurs neurospéci­
fiques des gènes codant pour des pro­
téines neurofùamentaires [36, 50-53] . 
Récemment, le même groupe a com­
mencé à utiliser ces vecteurs ampli­
cons in vivo, chez le rat adulte . Ils ont 
ainsi introduit le gène codant pour le 
NGF, sous le contrôle d'un promo-

A Virus sauvage 
•• 

• 

� .! cr. � 
. 

teur viral très précoce, à l ' intérieur 
d'un ganglion cervical supérieur. 
L' inoculation de ce vecteur induit 
l 'expression de NGF pendant au 
moins 1 4  jours et empêche la dimi­
nution du taux de tyrosine hydroxy­
lase, qui suit normalement l ' interrup­
tion de l 'apport en NGF par axoto­
mie des neurones du ganglion [54] . 
En ce qui concerne les virus recom­
binants, plusieurs groupes ont mon-

Virus ICP4 - :· 
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Figure 5 .  Quatre modèles d'infection virale. (A} Lorsque l'on utilise un 
HSV- 1 sauvage, l'infection d'une cellule permissive pour la réplication se tra­
duit généralement par la mort cellulaire et par la production d'une nouvelle géné­
ration de particules infectieuses. Les cellules nerveuses peuvent être infectées 
par inoculation directe ou par du virus produit par d 'autres cellules permissi­
ves. L 'infection d'un neurone peut aboutir, soit à l'établissement d'un cycle 
productif, soit à l'établissement de la latence, où seule l'unité de transcription 
LA T est active. (8} Lorsque le virus est défectif pour une fonction essentielle, 
par exemple la fonction a /CP4, il ne peut se multiplier que dans des cellules 
spécialement " construites » pour transcomplémenter la fonction manquante 
(virus défectif absolu). Dans d'autres cellules, seules les autres fonctions a 
seront exprimées. Ces virus ne peuvent atteindre les cellules nerveuses que 
par inoculation directe. Ils peuvent néanmoins s'y établir normalement en 
latence. (CJ Un virus atténué, par exemple par délétion de la fonction non 
essentielle a ICPO, peut en général se multiplier dans les mêmes types cellu­
laires qu'un virus sauvage, mais en produisant beaucoup moins de particules 
infectieuses. Dans la mesure où /CPO est un régulateur positif en trans de 
l'expression des autres fonctions a, son absence se traduit par une faible 
expression a et donc une tendance accrue à entrer ou à rester en latence. 
(DJ Finalement, un virus muté, par exemple, da,ns le gène de la TK peut se 
multiplier tout à fait normalement dans des cellules en prolifération (même au 
sein du système nerveux central), mais il ne se multiplie pas dans les cellules 
post-mitotiques, telles que les neurones (virus défectif conditionnel). Ces virus 
peuvent entrer normalement en latence dans les cellules nerveuses, mais lors 
de la réactivation, ou bien lorsque l'infection n 'entre pas en latence, le cycle 
viral reste bloqué au niveau de la phase précoce de réplication de l'ADN viral. 
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tré que ces vecteurs (compétents, 
défectifs ou atténués) peuvent être 
utilisés in vitro pour introduire des 
gènes (LacZ, {3-globine, APRT, HPR T, 
antigène de surface du virus de l 'hépatite 
B, ovalbumine . .  .) dans des cellules ner­
veuses ou non [ 14] .  Ces gènes ont été 
introduits dans différents loci du 
génome viral (ICPO, ICP4, UL52, 
TK, gC , LAT), et sous le contrôle 
de différents promoteurs herpétiques 
(très précoces ,  précoces, tardifs ou 
LAT) ou non herpétiques, tels que le 
L TR du virus de Moloney 
(MoML V), le promoteur très précoce 
du virus cytomégalique humain 
(HCMV), le promoteur tardif du 
virus SV40, ceux du gène APRT ou 
de la (3-globine de lapin [ 1 4] .  D'une 
manière générale, tous ces promo­
teurs s 'expriment in vitro de manière 
forte et non spécifique . Le promoteur 
de la (3-globine incorporé dans le vec­
teur viral est actif même dans les cel­
lules VERO, dans lesquelles le gène 
de la {3-globine endogène n'est pas 
exprimé [55] . Dans ce cas, le trans­
gène est transcrit avec la même ciné­
tique qu'un gène viral précoce. Les 
promoteurs viraux de type précoce ne 
comprennent que quelques séquences 
de régulation très ubiquitaires 
(TATA, SP 1 et CAATT boxes) , et il 
paraît très probable que tout promo­
teur cellulaire, dépourvu des séquen­
ces de régulation vraiment spécifiques 
de tissu , se comporte comme un gène 
précoce dans le contexte du génome 
viral. 

Des résultats essentiellement similai­
res ont été observés in vivo. Ainsi, Ho 
et Mocarsky [56] ont obtenu une 
expression transitoire de la (3-
galactosidase, placée sous le contrôle 
des promoteurs herpétiques ICP4 ou 
TK, dans des neurones sensitifs de la 
souris, après inoculation d'un virus 
compétent dans des sites périphéri­
ques (cornée). La {3-galactosidase ou 
la {3-globine , sous le contrôle du pro­
moteur viral neuro-actif LAT, sont 
exprimées de manière relativement 
stable (4 semaines) dans les neurones 
sensitifs des ganglions trijumeaux, 
infectés de manière latente avec un 
virus compétent [57 ,  58] . Dobson et 
al. [ 1 7] ,  en utilisant un virus défectif 
absolu (délétion d'ICP4), ont observé 
une expression de la {3-galactosidase, 
sous le contrôle du promoteur L TR 
du virus MoML V, pendant au moins 

six semaines, dans des neurones sen­
sitifs de la souris. Ils ont observé 
aussi une expression stable du trans­
gène dans les neurones moteurs du 
noyau hypoglosse. 
Palella et al. [59] ont construit un 
vecteur recombinant dans lequel la 
phase cod ante du gène HPR T 
humain a été placé dans le locus et 
sous le contrôle du promoteur de la 
thymidine kinase virale. L ' introduc­
tion du virus recombinant dans le 
cerveau de rat , par inoculation intra­
crânienne directe dans le ventricule 
latéral, a permis d 'observer une 
expression transitoire de 1 'ARN rn du 
transgène . Cette expérience est inté­
ressante car la déficience complète de 
l 'activité HPRT est associée à une 
maladie neurologique severe , le 
syndrome de Lesch-Nyhan. 
L 'utilisation de promoteurs spécifi­
ques de tissu peut permettre in vivo 
une expression plus physiologique . 
Ainsi, dans un travail très récent, le 
groupe de X. Breakefield ( communi­
cation personnelle) a étudié 1 'expres­
sion de LacZ, sous le contrôle soit du 
L TR du Mo ML V, soit du promo­
teur de l'énolase neuro-spécifique 
(NSE), dans des cerveaux de rat 
adulte après inoculation stéréotaxique 
dans le caudé et le putamen, d'un 
vecteur HSV -1 déficient en activité 
TK. Trois jours après inoculation du 
vecteur, une expression forte de LacZ, 
sous contrôle du promoteur LTR, a 
été observée essentiellement au niveau 
des  neurones du striatum.  A 
l ' inverse , au jour 1 7 ,  elle est détec­
tée principalement au niveau de cel­
lules non neuronales ,  tandis qu 'au­
cune expression n'est décelée 28 jours 
après l ' inoculation. Cela suggère soit 
que ce vecteur est lytique dans cette 
région du cerveau, soit que l 'expres­
sion à partir du promoteur L TR a 
été soumise à une régulation néga­
tive . Avec le promoteur NSE, 
l 'expression est soumise à un contrôle 
plus subtil : le marquage des neuro­
nes est plus faible et disparaît plus 
rapidement qu 'avec le promoteur 
L TR, lorsque le vecteur est inoculé 
dans le caudé et le putamen, mais il 
reste intense même 30 jours après 
l ' infection, dans des cellules neurona­
les légèrement éloignées du site d' ino­
culation, lorsqu' il est introduit direc­
tement dans le cortex. Cette expres­
sion sélective du transgène est proba-
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blement en relation avec la forte acti­
vité du promoteur NSE observée 
dans les cellules pyramidales du cor­
tex [60] .  
Finalement, e t  en dehors du système 
nerveux, Miyanohara et al. [61 ] ont 
utilisé un vecteur recombinant défectif 
(délétion d'ICP4) pour introduire le 
gène codant pour le facteur IX canin, 
sous le contrôle du promoteur très 
précoce du virus HCMV, dans des 
hépatocytes de souris in vivo. Le virus 
a été introduit dans le foie de 
manière directe ou via la veine porte. 
Dans les deux cas, de très hauts 
niveaux de la protéine cF-IX ont été 
observés dans la circulation. Bien que 
1 'expression du trans gène n'ait été 
que transitoire , le vecteur a pu être 
récupéré, par surinfection avec un 
HSV-1 compétent , deux mois après 
l ' inoculation, ce qui démontre que le 
virus défectif peut persister dans les 
hépatocytes dans un état similaire à 
celui de la latence , et que le trans­
gène a été soumis à une régulation 
négative. La substitution du promo­
teur HCMV par celui de l 'unité de 
transcription virale LAT s'est traduit 
par une expression quantitativement 
plus réduite, mais plus prolongée du 
transgène (plus de 30 jours). 
La conclusion générale qui se dégage 
de l 'ensemble de ces études est qu' il 
est possible d'obtenir une expression 
forte et transitoire du transgène, tant 
in vitro qu 'in vivo, en utilisant plu­
sieurs types de séquences de régula­
tion. Cependant, une extinction tar­
dive de 1 'expression du trans gène a 
été souvent observée. Il est certain 
que ce phénomène peut être en par­
tie expliqué par la mort des cellules 
infectées, mais, dans d'autres cas, 
lorsque le génome viral persiste sous 
une forme extrachromosomique ,  
éventuellement récupérable par sur­
infection, il est vraisemblable qu' il 
s 'agisse d'une vraie régulation néga­
tive de l 'expression [6 1 ] .  Dans 
d'autres cas, comme nous l 'avoris vu, 
des promoteurs censés être spécifiques 
d 'un tissu peuvent induire, lorsqu ' ils 
sont placés dans le contexte du 
génome viral, une expression ectopi­
que du transgène [55] . Ces exemples 
montrent bien que l 'expression d'un 
gène à partir d 'un chromosome cel­
lulaire ou à partir d 'un élément géné­
tique extrachromosomique ne suit pas 
nécessairement les mêmes règles, et 
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que des progrès importants restent 
encore à réaliser dans le domaine de 
la régulation temporale et spatiale de 
l 'expression du gène véhiculé. Il est 
possible que les deux types de pro­
blèmes puissent être résolus par 
l ' introduction de séquences de régu­
lation plus aptes en amont du trans­
gène, possédant par exemple des élé­
ments de régulation négatifs ou, au 
contraire, des éléments empêchant les 
nucléosomes de masquer le promo­
teur. Pour certains programmes de 
recherche , surtout ceux liés à l 'éven­
tuelle utilisation des vecteurs herpé­
tiques en thérapie génique, il sera 
impératif de résoudre ces questions. 
A l 'heure actuelle, seul le promoteur 
de l 'unité de transcription LAT per­
met une expression en même temps 
stable et spécifique, au moins dans les 
cellules nerveuses. 

1 Conclusion 

Les vecteurs herpétiques commencent 
à être utilisés avec beaucoup de réus­
site dans différents programmes de 
recherche fondamentale concernant 
essentiellement, mais pas seulement, 
le système nerveux. La complexité 
génétique de HSV - 1 ,  la gamme de 
possibilités offertes tant au niveau du 
type de vecteur que du type de 
mutant, ainsi que les différents modes 
d'interaction que ce virus peut établir 
avec les cellules, donnent à ce 
système de vecteurs une souplesse 
particulière , et permet à l'expérimen­
tateur de choisir la construction la 
plus apte à la réalisation d'un objec­
tif précis .  Les vecteurs herpétiques 
pourront éventuellement être utilisés 
dans le cadre des programmes de thé­
rapie · génique, au moins chez l 'ani­
mal et peut-être aussi chez l 'homme, 
mais à condition de mieux compren­
dre et maîtriser les mécanismes régis­
sant l 'établissement, le maintien et la 
réactivation de l ' infection latente dans 
les cellules nerveuses et de résoudre 
deux problèmes majeurs : d'une part, 
l 'élimination complète de toute action 
toxique pour les cellules infectées et 
pour l 'organisme en général , et, 
d ' autre part , l 'obtention d 'une 
expression du transgène qui soit en 
même temps stable , spécifique et sou­
mise aux mêmes contrôles que le 
gène devant être remplacé. Beaucoup 
de travail reste donc à accomplir, 

mais au rythme actuel des progrès de 
la génétique moléculaire , nous ne 
serions pas surpris de voir, dans un 
avenir proche , les virus herpès s 'ajou­
ter à la panoplie de vecteurs viraux 
utilisables en thérapie génique • 

Summary 
Herpesvirus vectors for gene 
transfer 

Vectors derived from herpes simplex 
virus, either virus-derived (recom­
binant virus) or plasmid-derived 
(amplicons) provide a means of 
gene delivery to mammalian post­
mitotic cells. They are being 
employed : (a) to explore neural 
networks ; (b) to de fine and to 
evaluate the state of neuronal pro­
moter elements ; ( c) to alter cel­
lular physiology by inducing the 
expression of a modified protein or 
of a protein that is normally 
absent in a particular cell type ; 
and ( d) to effect gene replacement, 
either in vitro or in vivo. HSV - 1  
vectors will probably also prove 
useful for other cell types. Howe­
ver, further progress in the 
understanding of viral pathogene­
sis, in the suppression of viral 
toxicity and in the control of the 
expression of the delivered gene is 
still required, before these vectors 
could be safely employed in 
human gene therapy protocols .  

TIRÉS A PART ------

A. Epstein. 

9 1 1 


