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utilisation d’un courant électrique appliqué sous forme d’impulsions de haut voltage (électroporation perméabilisant les

bicouches lipidiques) ou en faible intensité (ionophorése) montre un potentiel certain pour I'administration de
médicaments conventionnels ou d’origine biotechnologique. Ainsi, I’électroporation appliquée aprés une injection locale d’un
plasmide (électrotransfert) augmente I’efficacité de transfection et I'ionophorése augmente la délivrance transdermique de
médicaments, y compris des peptides ou oligonucléotides. Aussi, I’électrochimiothérapie (combinaison d’un traitement
systémique ou local par un cytostatique non perméant suivi par des impulsions électriques) élimine localement des tumeurs.
L’électrotransfert et I'ionophorese sont donc des alternatives prometteuses pour I'administration de médicaments et de
genes. lIs constituent aussi une application thérapeutique majeure de I'électrochimie.
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L’électrotransfert est une technique physique de transfert de génes efficace qui permet d’introduire des
acides nucléiques dans les tissus d’organismes vivants (principalement chez de petits mammiféeres) par
application d’impulsions électriques. Cette méthode peut servir tant a des applications dans le domaine
thérapeutique (thérapie génique) qu’en tant qu’outil de laboratoire. Aprés une bréve description des
concepts, de I'histoire et des paramétres de cette technique, cet article en détaille la réalisation pratique et
la possibilité de I'appliquer a certains tissus. Enfin, il décrit certaines applications possibles au niveau du
laboratoire dans le domaine de la thérapie génique, particulierement dans les cas de modeles
inflammatoires, de la myopathie de Duchenne, de la vaccination génétique et du cancer.

Electrotransfert, acide nucléique, applications, thérapie génique.

Electrotransfer: concept, history and examples of applications in gene therapy

In vivo electrotransfer is an efficient physical means of introducing nucleic acids into tissues of living
organisms (mostly rodents or other small mammals). It consists in a nucleic acid injection into the target
tissue followed by the delivery of a series of electric pulses. This technique can be a powerful laboratory tool,
and can also be used in the medical field of gene therapy. This paper gives a short historic overview of
electrotransfer, and a description of the main important parameters. The practical approach is detailed: how
to perform the experiment, and which are the main target tissues. Then, a few possible therapeutic
applications on small animals are illustrated, mainly regarding inflammatory diseases, Duchenne myopathy,
genetic vaccination and cancer.

Electrotransfer, nucleic acid, applications, gene therapy.

ans les domaines de la biologie expérimentale, il est

souvent nécessaire d’avoir a transférer un gene (c’est-
a-dire une séquence d’acides nucléiques) a I'intérieur de
cellules eucaryotes (cellules possédant un noyau, comme
celles constituant les organismes vivants multicellulaires).
Cette opération est importante tant sur le plan de I’étude fon-
damentale en laboratoire du réle de protéines, que sur le plan
de lamédecine. Dans ce dernier cas, le transfert de génes est
plus connu sous le nom de thérapie génique. Le concept initial
associé a la notion de thérapie génique était la compensation
de génes dont I'altération est responsable de maladies. Puis
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cette notion a été étendue a toute utilisation d’acides nucléi-
ques comme nouveau type de médicament, que ce soit des
séquences de type acide désoxyribonucléique (ADN) ou de
type acide ribonucléique (ARN). Des lors, elle a rapidement
débouché sur des indications débordant largement le cas des
maladies génétiques puisqu’un géne médicament peut, entre
autres, remplacer n’importe quelle protéine dont il comman-
dera la synthese et la production méme. De multiples
applications sont alors envisageables : remplacer un gene
déficient, inhiber le fonctionnement d’un géne muté, corriger
une mutation ponctuelle, provoquer la mort cellulaire... [1].



Cependant, cette étape particulierement importante de
transfert de géne est ardue sur le plan technique : les acides
nucléiques sont des polyméres anioniques qui ne traversent
pas spontanément la membrane cellulaire hydrophobe, elle-
méme anionique en surface. Le probleme a été résolu de
facon suffisamment satisfaisante pour les cellules en culture
(in vitro) par I'utilisation de composés, comme par exemple
des lipides cationiques, qui sont capables de complexer les
acides nucléiques et de leur faciliter I'entrée dans les
cellules. Dans le cas d’un organisme vivant entier (in vivo),
ces composés se sont avéreés inefficaces, voire toxiques, et
différentes stratégies alternatives ont été étudiées [2].
Certaines font appel a des virus défectifs utilisés comme
vecteurs, d’autres a des techniques physiques ou chimiques
(alors appelées non virales), chacune ayant des avantages et
des inconvénients. Nous allons décrire I'une des techniques
non virales les plus prometteuses a I'heure actuelle:
I’électrotransfert.

L’acide nucléique doit franchir de nombreuses barrieres
biologiques (extra- et intracellulaires) pour atteindre le noyau
des cellules cibles d’un organisme vivant. Brievement, il doit
passer la peau, premiere barriere biologique, puis étre
véhiculé jusqu’au tissu cible, passer la barriére vasculaire et
les tissus conjonctifs, pour enfin arriver aux cellules cibles. |l
doit alors traverser la membrane plasmique délimitant la
cellule, traverser le cytosol (en évitant les nucléases) et enfin
franchir I’enveloppe nucléaire. C’est donc un parcours semé
d’embiches, ce qui explique la difficulté de la réalisation
pratique. La membrane cellulaire est une barriere semi-
perméable qui contrdle les échanges de molécules entre le
cytoplasme et le milieu extérieur. Seul un nombre limité de
molécules hydrophobes peut pénétrer dans le cytoplasme
en traversant la bicouche lipidique, d’autres peuvent
pénétrer par I'intermédiaire de systémes de transport
spécifiques. Mais la plupart des macromolécules
hydrophiles, dont les acides nucléiques de type polymere
(ADN, ARN), en sont incapables. Dans ce contexte, I'un des
problemes posés aux biologistes était de pouvoir faire
traverser cette  barriere naturelle par diverses
macromolécules afin de les faire entrer dans la cellule.

En 1982, Eberhard Neumann démontra pour
la premiere fois que de I'’ADN pouvait étre
introduit in vitro dans des cellules de souris en
suspension grace a des impulsions électriques
[8]. Depuis, cette technologie, nommée
électroporation ou électroperméabilisation, a été
développée pour étre utilisée en routine in vitro

sur des cellules procaryotes (cellules sans noyau,
par exemple les bactéries) et eucaryotes, dans
des applications de biologie cellulaire ou de
pharmacologie. Trés schématiquement, cette
technique a pour effet de rendre les membranes
cellulaires perméables temporairement par
I’application d’impulsions électriques breves.
Ces impulsions induisent une différence de
potentiel transmembranaire qui, au-dela d’un
certain seuil, induit I'apparition de « pores » au
niveau de la membrane plasmique des cellules.

Solution

L’optimisation des parametres électriques permet de rendre
cette perméabilisation transitoire et d’obtenir ainsi un bon
taux de survie cellulaire.

Ce n’est qu’au début des années 90 que les premiéres
études d’électroporation in vivo apparaissent. Elles
concernent tout d’abord le transfert de molécules chimiques
et non d’ADN. La premiére réelle démonstration de
I’électroperméabilisation sur des cellules d’un tissu in vivo
a été réalisée sur des tumeurs aprés injection de I'agent
anticancéreux bléomycine [4-5] et application d’impulsions
électriques. L’efficacité de la bléomycine dépend de sa
concentration intracellulaire mais cette drogue pénétre mal
dans les cellules. Il a donc été observé une meilleure
pénétration de la bléomycine aprés application d’impulsions
électriques aux tumeurs, conduisant a une plus forte
cytotoxicité. Depuis, cette technique a été développée
sous le nom d’électrochimiothérapie.

A la fin des années 90, I'électrotransfert in vivo voit le jour
en parallele de [Iélectrochimiothérapie. Cette technique
consiste a injecter une solution d’ADN dans le tissu cible et
a appliquer une série d’impulsions électriques sur ce méme
tissu afin de permettre la pénétration cellulaire. Les études
mécanistiques de [I'électrotransfert d’ADN in vivo,
primordiales sur le plan de la sécurité et de la toxicité,
ne seront pas présentées ici.

D’un point de vue pratique, I'électrotransfert est une
technique particulierement aisée a mettre en ceuvre : une
solution aqueuse d’ADN plasmidique (c’est-a-dire un acide
nucléique sous forme de molécule circulaire) est injectée
dans le tissu cible et des impulsions électriques sont ensuite
appliquées grace a deux électrodes (principalement aiguilles
ou plaques) placées de part et d’autre du site d’injection
et connectées a un générateur. Ceci permet un transfert
de géne localisé a I'endroit choisi. Cette technique est
particulierement efficace dans le muscle squelettique

(figure 1), mais est applicable a un grand nombre d’autres
tissus (tableau I). Elle peut également étre utilisée quel que
soit le modéle animal, et I'on trouve dans la littérature des
applications chez de nombreux mammiféres, y compris
les bovins et les ovins, et méme chez les poissons [6].

: Générateurs
Tissu

Electrodes

d"ADN

s

“

)
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Tableau | - Exemples d’électrotransfert dans différents organes
de différentes especes.

Tissu cible Espéce
Artére carotide Lapin
Cartilage Rat, souris
Cerveau Souris, poulet, xénope, abeille
Cordon médullaire Rat

Cornée Rat, souris
Embryon Souris, poulet
Foie Rat, souris
Muscle Voir tableau Il
QOvaire Souris

Peau Rat, souris
Poumon Souris

Rate Souris

Rein Rat

Rétine Rat, souris
Testicule Souris
Tumeur Rat, souris
Vessie Rat

L’efficacité du transfert de génes dépend du tissu visé,
du matériel employé et des paramétres utilisés. Il s’agit, au
sein de chaque tissu, de pouvoir délivrer des impulsions
électriques capables de provoquer la perméabilisation de la
membrane des cellules et le transfert d’ADN, tout en restant
en deca du seuil toxique car il s’ensuivrait alors une mort cel-
lulaire locale par nécrose des cellules traitées et une régéné-
ration du tissu, ce qui annulerait le bénéfice du traitement
(mais ne présenterait pas de toxicité au niveau de I'orga-
nisme entier). Les conditions optimales de I'électrotransfert
d’ADN dans un tissu donné résultent donc d’un compromis
entre I'efficacité du transfert d’ADN et une toxicité minimale
au niveau cellulaire.

Le premier choix a faire concerne le type d’électrodes.
Ce choix dépend du tissu cible et de la taille de I'animal
traité, mais dans tous les cas, il est d’'une importance critique
et doit étre mlrement réfléchi. Lors d’un électrotransfert sur
un petit animal, dans un tissu tel que le muscle squelettique,
une tumeur ou le foie, la majorité des expérimentateurs
utilisent des électrodes composées de deux plaques
attachées a une pince (figure 2). En effet, ce type d’électrode
peut étre facilement appliqué en externe de chaque c6té du
tissu d’intérét. Pour des animaux de plus grosse taille, les
électrodes aiguilles (figure 2) sont plus souvent utilisées, car
les électrodes plagues nécessiteraient un voltage trop fort du
fait de I'écart important entre elles : en effet, c’est le champ

Electrodes aiguilles

Electrodes plaques
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électrique qui détermine I'efficacité de I’électrotransfert, et
il dépend grossierement du quotient du voltage appliqué
divisé par la distance entre les électrodes. Avec les
électrodes choisies, il convient ensuite de déterminer de
fagon expérimentale le meilleur champ électrique possible,
ainsi que les impulsions a appliquer. De nombreux
protocoles sont disponibles a ce sujet dans la littérature [1].

L’électrotransfert d’ADN dans le muscle squelettique a
été découvert de fagon indépendante par trois équipes [7-9].
Cet organe est le tissu cible le plus largement utilisé car
il offre de nombreux avantages :

-il constitue un large volume du corps facilement
accessible ;

-il est constitué de faisceaux musculaires formés eux-
mémes d’un ensemble de fibres musculaires, qui sont des
cellules trés allongées paralléles entre elles : de nombreuses
fibres auront ainsi une orientation optimale par rapport au
champ et pourront étre transfectées sur toute la longueur ;

- contrairement aux autres cellules de I'organisme, les
cellules musculaires possédent plusieurs noyaux plaqués
contre la membrane cellulaire ce qui facilite le transfert de
geéne et son expression ;

- les fibres musculaires ont une longue durée de vie car elles
ne se divisent pas : cela permet une expression du géne a
long terme, en I'absence toutefois de régénération due a
une blessure ou une réponse immunitaire cytotoxique ;

- enfin, un avantage majeur du muscle squelettique est sa
capacité a produire et sécréter des protéines biologiquement
actives dans la circulation sanguine, ce qui permet d’obtenir
des effets sur des cibles lointaines et/ou multiples. Ceci est
rendu possible par le fait qu’outre les fibres musculaires et le
tissu conjonctif qui le constituent, le muscle est parcouru
par de nombreux vaisseaux sanguins [10].

Pour toutes ces raisons, le muscle squelettique est une
cible de choix pour le transfert de géne. Pour illustrer I'effica-
cité de ce transfert, nous avons par exemple injecté et élec-
trotransféré de I’ADN plasmidique codant des protéines fluo-
rescentes dans le muscletibial cranial d’'une souris et visualisé,
plusieurs jours apres I'injection, I’expression de ces protéines
sur le plan macroscopique et microscopique (figure 3). Des
exemples d’électrotransfert dans les muscles squelettiques
de différents mammiféres sont donnés dans le tableau Il.
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La peau est également un tissu intéressant pour le
transfert de géne pour plusieurs raisons :
- ce tissu est facilement accessible et une large surface
de tissu peut étre traitée ;

Coupe microscopique & 7 jours



- les kératinocytes, cellules de I'épiderme, sont capables
de synthétiser et de sécréter des protéines thérapeutiques
qui atteignent la circulation sanguine ;

- de par sa fonction naturelle de barriere biologique, elle
contient des cellules qui présentent des antigenes et est
donc un organe de choix pour des applications de
vaccination par ADN ;

- les cellules de I’épiderme ont une courte durée de vie, ce
qui peut étre utile pour des traitements nécessitant une
durée d’expression breve.

Cependant, ayant pour fonction principale de protéger
I’organisme contre des agressions externes, elle posséde
une structure élaborée qui ne facilite pas le transfert de géne.
En particulier, la couche supérieure (stratum corneum
ou couche cornée) constitue une importante barriére.
L’électrotransfert permet néanmoins d’obtenir un niveau
d’expression élevé dans la peau, comme l'illustre la figure 4
dans le cas d’une protéine fluorescente.

D’autres tissus dans

exemples de
I’électrotransfert a été décrit sont reportés dans le tableau I.

lesquels

L’électrotransfert n’est pas utilisé actuellement en clinique
humaine. En effet, cette technique trés récente n’est pas
encore suffisamment maitrisée pour avoir franchi avec succes
toutes les étapes d’'un développement clinique, et ceci
d’autant plus que la thérapie génique suscite actuellement

une certaine méfiance. En conséquence, seuls des essais
cliniques sont en cours, concernant exclusivement le
domaine du cancer. Les applications dites « thérapeutiques »
rapportées dans la littérature portent toutes sur des modeles
animaux de pathologies humaines. Les principales
applications thérapeutiques envisageables concernent les
domaines du cancer, des maladies cardiovasculaires,
auto-immunes, monogénétiques, spécifiques d’un organe,
et de la vaccination.

L’'une des applications les plus importantes de
I’électrotransfert est la sécrétion de protéine par le muscle
squelettique : il s’agit de transférer dans un des muscles de
lanimal un plasmide codant une protéine a usage
thérapeutique. Cette protéine sera alors produite par les
cellules musculaires, diffusera dans le systeme vasculaire, et
circulera dans tout I'organisme. Les exemples rapportés
dans le tableau Ill ont tous montré une amélioration des
symptdmes de la pathologie concernée.

Nous pouvons illustrer I'intérét de I’électrotransfert par un
exemple concret : le traitement d’une arthrite expérimentale
induite au collagéne chez la souris [11]. Cette arthrite est
considérée comme un bon modeéle de la polyarthrite
rhumatoide humaine, le plus fréquent des rhumatismes
inflammatoires chroniques, qui aboutit a une destruction
articulaire. Elle affecte 0,3 % de la population adulte,
majoritairement les femmes (80 %), et sa cause initiale reste
inconnue. Elle peut survenir a n’importe quel &ge mais débute
le plus souvent entre 35 et 55 ans, et représente un véritable
probléme de santé publique car elle est trés invalidante : 50 %
des malades ont arrété leur activité professionnelle moins de
cing ans apres le début de la maladie et leur durée de vie est
réduite en moyenne de cing a dix ans. Dans cette pathologie
inflammatoire, une cytokine, le TNF-o, joue un réle
prépondérant. Les traitements les plus efficaces a I'heure
actuelle consistent en des injections périodiques d’inhibiteurs
du TNF-a, qui sont des protéines recombinantes (protéines
produites par les techniques industrielles de génie génétique,
par exemple [|'étanercept). La figure5 montre une
comparaison des effets obtenus sur I’arthrite au collagene par
traitement soit avec I’étanercept, soit par électrotransfertd’un
plasmide codant un inhibiteur du TNF-o: (soit un équivalent de
I’étanercept). Le score clinique indiqué en ordonnée est une

Tableau Il - Exemples d’électrotransfert dans le muscle squelettique de différentes especes de mammiferes.

Espéce Electrodes

Voltage

Souris P.Iaq.ues 200 V/cm

Aiguilles 90 V/cm

Rat Aiguilles 200 V/em

Lapin 6 aiguilles 200 V/cm

Cochon d’Inde 6 aiguilles 200 V/cm

Cochon s 200 Viem
Mouton Aiguilles 150-200 V/cm
Chevre Aiguilles 150-200 V/cm
Vache Aiguilles 150-200 V/cm

Macaque 6 aiguilles 200 V/em

Conditions électriques

Impulsions Durée Fréquence
8 20 ms 1-2 Hz
1 000, bipolaires 1s 10 trains
8 50 ms 1Hz
6 50 ms 1Hz
6 50 ms 1Hz
6 60 ms 1Hz
6, bipolaires 20 ms 5Hz
1000 200 us 10 trains, 1 s
1000 200 pus 5-10 trains, 1-2 s
1000 200 us 5-10 trains, 1-2 s
6 impulsions 50 ms 1Hz
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Tableau Il - Exemples de protéines produites par le muscle squelettique apreés| €ventuels, propres a toute utilisation de
électrotransfert d’ADN dans les principaux domaines d’application thérapeutique| médicament a forte dose, et donne tout son

envisageables.

Domaine thérapeutique Protéine codée

Cytokines : IL-12, IFN-o.
Peptide ligand de FGF-2
Inhibiteur de métalloprotéase
Fragment du plasminogéne
Endostatine

Cancer

IL-10, IL-18, PAF acétyl hydrolase (athérosclérose)

Maladies cardiovasculaires |IL-10, IL-18, VEGFB; FGF1 (ischémie)

IL-10, IL1-Ra (infarctus)

Facteur VIlI, facteur IX (hémophilie)

Maladies génétiques EPO (béta-thalassémie)

Follistatine, dystrophine, lamini a2 (myopathies)

Maladies auto-immunes

ou désordres métaboliques SR s

Récepteur au TNF-a, plasminogéne (maladies oculaires)

Maladies spécifiques BMP-2, BMP-4 (régénération de I'os)

d’un organe HGF (régénération du foie)
IGF-1 (régénération du muscle)
Antigéne HbsAg du virus de I’hépatite B
o Glycoporotéine de I’'enveloppe du virus de I’hépatite C
Vaccination

elbrodlictionlarantiGoms Hémagglutinine du virus de la grippe

o plasmide vide

o solution saline

14 l £ t t - i - £ ® récepteur au TNF-o
% 10 § e
£ 8
; 6 5-10 ng/ml
§ 4

2 protéine recombinante 7.5 pg/g

O™ X AAAAAAA AA A

21 26 31 36 41 46 51 56 61

Jours aprés immunisation au collagéne

observation visuelle subjective de I'état de la maladie :
elle correspond a l'état inflammatoire des articulations
(gonflement, rougeurs...). Plus ce score est élevé, plus
I’articulation est atteinte. On constate que le traitement par
électrotransfert intramusculaire conduit a une stabilisation de
la maladie a long terme, comparable au résultat obtenu avec
I’étanercept. Cependant, ce résultat est obtenu avec un seul
traitement par électrotransfert, alors qu’il faut administrer
I’étanercept tous les deux a trois jours pour garder la
pathologie sous contrble. D’autre part, la concentration
sanguine de protéine est beaucoup plus faible dans le cas de
I’électrotransfert, ce quilimite les risques d’effets secondaires
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Récepteur au TNF-q, IL-1Ra, POMC (arthrite rhumatoide)

Insuline, pro-insuline, IGF-1, IL-4 (diabétes)

Fragment de toxines botuliques ou tétaniques
Protéines du parasite Plasmodium yoelii

¢ protéine recombinante de référence

intérét a la technique.

Le méme principe d’électrotransfert d’ADN
codant une protéine destinée a la circulation
générale a permis d’obtenir des résultats
prometteurs dans des modeles d’anémie ou de
B-thalassémie (malformation des globules
rouges) avec I’érhytropoiétine, d’hémophilie A
ou B (facteur de coagulation VII ou IX),
d’inflammation (cytokines IL-4, IL-10, ou
inhibiteur du TNF-o) ou de diabéte (insuline
ou pro-insuline) (voir [1] pour des références).

Un autre exemple est celui de la myopathie
de Duchenne, maladie musculaire génétique
dans laquelle les fibres musculaires sont
fragiles, dégénérent et meurent (par absence
d’une protéine appelée dystrophine). Il a été
montré que I’électrotransfert d’'un ADN codant
la follistatine, une protéine qui favorise la
croissance du muscle, permettait d’obtenir des
fibres musculaires de plus gros diametre, donc
plus résistantes. Ceci est illustré sur la figure 6,
représentant des coupes transversales de
muscle  squelettique de  souris mdx
dystrophiques (qui sont un modéle admis de la
myopathie humaine) traitées soit par un ADN
non codant (A), soit par un ADN codant la
follistatine (B). La figure montre en vert les
membranes des cellules musculaires. Comme
ce sont des cylindres en coupe transversale, on
observe directement le diametre de ces
cellules, qui est en moyenne beaucoup plus
important en B. Bien que la pathologie ne soit
pas soignée par ce traitement, la follistatine
n’en étant pas la cause, ces résultats montrent
que I'électrotransfert d’ADN dans le muscle
squelettique permet d’obtenir des effets
physiologiques importants.

La possibilité d’obtenir une immunisation

par injection d’un ADN a été démontrée pour la

premiere fois il y a une dizaine d’années [12].

Cela consiste a injecter directement dans le

muscle squelettique ou la peau les genes

codant les protéines immunogenes.

L’organisme produit ensuite lui-méme ces

antigénes qui vont induire la réaction

immunitaire. Il est maintenant bien établi que

’immunisation par ADN induit une réponse durable a la fois

cellulaire et humorale [13-14], bien que le mécanisme

conduisant a cette réponse ne soit pas entierement élucidé.

Ce type d’immunisation est souvent développé dans un but

vaccinal (protection antivirale ou antibactérienne), mais on

peut également I'utiliser pour provoquer chez I'animal la

production d’anticorps contre I'antigéne choisi. Une bien

meilleure efficacité de transfert de géne étant obtenue en

utilisant la technique physique d’électrotransfert, ceci

permet d’améliorer I'expression des protéines de plusieurs

ordres de grandeur, et en conséquence le titre en anticorps
et la qualité de la réponse.



Plusieurs études récentes montrent lintérét de la
technique d’électrotransfert lors de I'immunisation par ADN.
On trouvera quelques exemples dans le tableau lll. Le titre en
anticorps produits augmente d’un facteur 100 chez la souris
apres électrotransfert d’'un plasmide codant un antigéne de
surface du virus HBV (hépatite B) [15]. Des titres élevés en
anticorps ont également été obtenus chez la souris et le lapin
apres électrotransfert intramusculaire d’un plasmide codant
une glycoprotéine de I’enveloppe du virus de I’hépatite C
[16], et chez la souris apres électrotransfert d’un plasmide
codant une protéine du bacille de la tuberculose [17].
L’électrotransfert d’un plasmide codant ’hémagglutinine de
la grippe induisait une meilleure réponse immune chez la
souris qu’une simple injection intramusculaire [18]. Ces
quelques exemples montrent qu’il est possible d’obtenir des
anticorps neutralisants chez I'animal par électrotransfert
d’ADN.

L’'immunisation génétique est un concept totalement
novateur en vaccination. Cette méthode simple et peu
colteuse présente plusieurs avantages: I'antigéne est
produit généralement sous sa forme native et de fagon
prolongée par les cellules de I'organisme, ce qui peut
permettre d’éviter le recours aux rappels pour certains
vaccins, et cette stratégie ne présente aucun risque
d’infection post-vaccinale. Comme cette technique est
également applicable a des animaux plus gros tels que la
chévre ou les bovins, apres anesthésie locale [19], on peut
envisager de produire ainsi des antisérums a usage clinique.
Il faut cependant noter qu’a I'’heure actuelle, ce type de
vaccination n’est pas encore aussi efficace que la
vaccination classique par protéine recombinante ou micro-
organismes entiers atténués.

Le cancer représente le principal domaine d’application
de la thérapie génique et I'électrotransfert y est également
utilisé [20]. On peut globalement regrouper en quatre grands
concepts les différentes stratégies envisageables contre le
cancer en thérapie génique :

- stimulation de la réponse immunitaire contre une tumeur
selon le principe de la vaccination,

- utilisation de genes suicides,

- réparation des défauts du cycle cellulaire causés par la
perte de génes suppresseurs de tumeurs ou I'activation
inappropriée d’oncogénes,

- inhibition de I'angiogenése (croissance des vaisseaux
sanguins) tumorale.

Actuellement, la voie la plus avancée est la stimulation de
la réponse immunitaire, ou vaccination contre le cancer. Le

principe est d’électrotransférer dans le muscle un ADN
plasmidique codant un antigéne associé au type de tumeur
concerné. L’organisme produit alors cet antigéne et, comme
dans le cas de la vaccination décrite précédemment, réagit
par une réponse immunitaire appropriée éliminant le
transgéne. Comme les cellules tumorales expriment
également cet antigéne, elles sont aussi reconnues et
éliminées. Le premier essai clinique chez ’'Homme selon ce
principe est en cours aux Etats-Unis par la société Inovio,
dans le cas d’un mélanome (cancer de la peau).

La figure 7 montre que I'électrotransfert dans le tissu
tumoral est également possible. Dans cette expérience, un
plasmide empéchant I’expression de la protéine MBD2 (dont
il sera ici admis qu’elle est une cible intéressante contre
certains cancers) est électrotransféré directement dans la
tumeur. Un ARN antisens est un ARN complémentaire d’un
ARN messager. Le principe est une hybridation a 'ARN
messager de la protéine visée, ce qui va résulter en une
inhibition de I'’expression de cette protéine. Dans le cas
présent, cette stratégie nous a permis de montrer que
I’inhibition de la protéine MBD2 provoque un retard de
croissance important de tumeurs implantées sur des souris.
Ce résultat permet de valider le fait que MBD2 est une cible
intéressante dans le cas de la lutte contre le cancer.
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L’électrotransfert est une technique physique de transfert
de genes (ou d’acides nucléiques en général) dans les tissus
d’un organisme vivant. Elle est raisonnablement efficace et
trés simple a mettre en ceuvre, sous réserve de disposer d’un
générateur électrique. Depuis la découverte de son efficacité
dans le muscle squelettique a la fin des années 90,
I’électrotransfert est devenu un outil de laboratoire
particulierement utile et trés répandu dans les domaines de
la thérapie génique ou de I'étude fonctionnelle de génes.
Les études des parametres expérimentaux, ainsi que
les développements apportés au matériel (générateur,
électrodes) ont permis d’étendre son application a de
nombreux animaux ; et méme si le muscle reste le tissu
le plus utilisé, il est maintenant possible d’électrotransférer
presque tous les organes.

Par ailleurs, de trés nombreuses études ont montré que
I’on peut envisager d’utiliser cette technique dans des buts
thérapeutiques. Cependant, I'état actuel des connaissances,
encore trop superficiel en ce qui concerne certains domaines
(notamment la toxicité, la durée d’expression des genes, ou
tout simplement I'impossibilité de stopper cette expression
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en cas de probleme) rend prématuré son utilisation chez
I’Homme. Il est fort probable que les premieres applications
thérapeutiques verront le jour dans le domaine vétérinaire,
avant le passage a ’'Homme. Néanmoins, celui-ci peut se
justifier dans le cas de pathologies particulierement graves,
ou le pronostic vital a trés court terme est engagé. C’est le
but des essais cliniques de vaccination antitumorale
actuellement en cours. Leurs résultats donneront
d’importantes informations sur les possibles développements
cliniques de cette technique.
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