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PAR GERALD J. PRuD’'HOMME, MD, FRCPC

Les organes endocrines sont fréquemment la cible de I'auto-immunité, du fait d’une dégra-
dation de la tolérance immunitaire. Cela se produit, rarement, dans le thymus, du fait de muta-
tions dans le géne régulateur de I'auto-immunité (AIRE) et cela se traduit par une insuffisance
d’élimination des thymocytes qui réagissent fortement aux auto-antigénes (insuline et bien
d’autres). Les patients dans ce cas vont développer le syndrome auto-immun de polyendo-
crinopathie, candidose et dystrophie ectodermique (APECED). Toutefois, la plupart des maladies
auto-immunes semblent résulter de défauts dans les mécanismes de tolérance périphérique.
Cette tolérance dépend de I’expression, par les lymphocytes T, de molécules immuno-inhibitrices
(CTLA-4, PD-1, par exemple) et de cytokines régulatrices (suppressives) (comme par exemple, le
facteur de croissance transformant béta [TGF-B] et I'interleukine 10). Les lymphocytes T régula-
teurs (Treg ou Tr) sont également d’une importance critique. Le géne Fox p3 est essentiel pour
la reproduction des lymphocytes Tr et des mutations dans ce géne provoquent quelques unes des
perturbations auto-immunes les plus sévéres, tels que le syndrome IPEX (dysrégulation immuni-
taire, polyendocrinopathie, entéropathie lié au chromosome X). Nos études démontrent que
le transfert génétique de molécules immuno-régulatrices peut prévenir le diabéte de type 1
(T1DM) ainsi que d’autres maladies auto-immunes. La thérapie génique non virale se pratique
en injectant des vecteurs plasmidiques dans les tissus (habituellement dans les muscles squelet-
tiques) et en appliquant des courants électriques de faible intensité, afin de créer des pores dans
les membranes cellulaires : ce qui permet a ’ADN de pénétrer au sein des cellules (électropora-
tion in vivo [EP]). Une technique similaire est utilisée pour pratiquer une vaccination ADN
contre des auto-molécules (antigénes des cellules des ilots de Langerhans, par exemple) et quand
elle est associée a des ligands immunitaires appropriés, elle provoque la reproduction des
lymphocytes Tr. Une vaccination ADN peut rétablir la tolérance et protéger contre certaines
endocrinopathies auto-immunes. In vivo, 'EP peut également étre utilisée pour délivrer des
hormones peptidiques et de nombreux autres médicaments protéiques cliniquement importants.

Les organes endocrines sont les cibles les plus fréquentes de I"auto-immunité et ceci du fait
d’une dégradation de la tolérance immunitaire centrale ou périphérique. Les mécanismes qui
régulent la tolérance sont complexes et agissent au niveau de l'immunité aussi bien innée
qu’adaptative. Dans cette discussion, nous allons considérer, essentiellement, les mécanismes qui
régulent 'immunité d’adaptation chez les lymphocytes T, par exemple, les lymphocytes T auxi-
liaires (Th1 et Th2), les lymphocytes T cytotoxiques (CTLs) et les lymphocytes T régulateurs
(Treg ou Tr).

Dans le cas des lymphocytes T, la tolérance centrale est acquise dans le thymus, ot les thymo-
cytes subissent une sélection positive et négative. Quand la sélection négative échoue, il y a
libération de lymphocytes T qui sont autoréactifs et qui, trés vraisemblablement, sont a I'origine
de I'auto-immunité. Il y a peu de maladies auto-immunes pour lesquelles une insuffisance de
tolérance centrale a pu étre clairement impliquée, mais il en a été observée chez des patients dont
le géne AIRE, qui encode pour un facteur de transcription, a subi des mutations. De telles muta-
tions provoquent ’APECED qui se transmet héréditairement sur le mode autosomique récessif'?.
Le géne AIRE contréle I'expression et la présentation de nombreux auto-antigénes (insuline, par
exemple), dans les cellules épithéliales médullaires du thymus: il joue un réle d’une importance
critique pour I'élimination des lymphocytes T auto-réactifs. Dans '’APECED, les lymphocytes T
auto-réactifs ne sont pas correctement supprimés et I'on observe qu'une auto-immunité et une
inflammation affectent de nombreux tissus, dont les ilots de Langerhans (ce qui peut provoquer
un TIDM) et d’autres organes endocrines.

Cependant, la plupart des maladies auto-immunes semble résulter d’anomalies dans la
tolérance périphérique®. Les mécanismes de tolérance extra-thymique sont importants car tous
les lymphocytes T auto-réactifs ne sont pas supprimés dans le thymus. En effet, certains lympho-
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cytes T, potentiellement auto-agressifs, (ayant peut-étre une
faible affinité pour les auto-antigénes) sont normalement
libérés a partir du thymus et doivent étre constamment
maintenus sous le contréle de divers mécanismes, dont
I'expression de molécules immuno-inhibitrices par des
lymphocytes T, telles que les CTLA-4 et les PD-1 et la
production de cytokines régulatrices telles que les TGF-f3 et
l'interleukine 10 (IL-10), soit par des lymphocytes T soit par
d’autres cellules’.
L'immunité subit d’autres contrdles de la part de diffe-
rents types de lymphocytes T*7, que I'on peut, grossiérement
diviser en deux sous-groupes:
¢ les lymphocytes Tr naturels, du phénotype CD4+ CD25+
qui, chez 'homme, représentent 2 % a 3 % des lympho-
cytes T CD4+,

¢ les lymphocytes Tr induits par stimulation (ou d’adapta-
tion) que I'on a identifiés dans plusieurs modeles d’inflam-
mation, d’alloréactivité ou d’autoimmunité.

A l'opposé des lymphocytes Tr naturels, les lymphocytes
Tr induits se différencient probablement des lymphocytes T
CD4+ et CD25+ naifs et agissent essentiellement en sécré-
tant des cytokines régulatrices telles que le TGF-81 (cellules
Th3) ou I'lL-10 et le TGF-R1 (cellules Trl)®.

Les lymphocytes Tr CD4+ CD25+ naturels, (libérés a
partir du thymus, a I'état de lymphocytes Tr différenciées),
jouent un réle important en limitant I"auto-immunité et
semblent agir par un mécanisme cytokine-indépendant, mais
contact-dépendant’. Le géne Fox p3, codant pour un régula-
teur de transcription, semble étre nécessaire a la différencia-
tion du Tr naturel et d’au moins quelques lymphocytes Tr
induits’. Une mutation du géne Fox p3 provoque, chez la
souris squameuse, en 1'absence de ces lymphocytes Tr, une
mort précoce provoquée par une maladie inflammatoire
multiorganique. Les mutations du géne Fox p3 chez
I’homme provoquent un syndrome auto-immunitaire séveére,
lié¢ au chromosome X, (appelé « IPEX »)*, (Tableau 1), caracté-
risé, habituellement, par une entéropathie, une polyen-
docrinopathie, (T1DM, troubles thyroidiens) et de I’eczéma.
Ce syndrome apparait tot aprés la naissance : c’est I'une des
maladies auto-immunes les plus séveres. Les patients en
question développeront un diabéte auto-immun (T1DM),
souvent dans les jours qui suivent la naissance. L'issue de
I'IPEX est, habituellement, fatale chez le nourrisson et dans
la premiére enfance et le seul traitement efficace est la greffe

de moelle, que I'on doit pratiquer trés tot*"°.

Les CTLA-4 (CD 152) et les molécules
régulatrices négatives associées

Le régulateur négatif CTLA-4 est la molécule inhibi-
trice, exprimée par un lymphocyte T, la mieux étudiée et,
sans doute la plus puissante®. Elle est exprimée par les lym-
phocytes T apreés activation et, a I'instar de la molécule co-
activante CD28, se lie au B7-1 (CD 80) et au B7-2 (CD 86),
sur les membranes des cellules présentant des antigénes
(APCs). Elle régule alors négativement la réactivité des lym-
phocytes T par des mécanismes qui ne sont pas compléte-
ment élucidés. Il est a noter que les CTLA-4 délivrent, tout
de suite aprés 'activation des lymphocytes T, un signal qui
permet de rendre ces lymphocytes T sensibles au TGF-8
et qui semble, également, essentiel a 'expression du Fox p3
et a la différentiation des Tr''"'. Il semble donc que les
CTLA-4, TGF-R et Fox p3 sont des molécules qui oeuvrent
ensemble a la reproduction des lymphocytes Tr induits. Leur
importance est mise en évidence par le fait que l'inactivation

Tableau 1 : Maladies inflammatoires pluriorganiques —

associée a une insuffisance d’induction de tolérance

Défaut de
tolérance

Tissus cible de
I’auto-immunité

Protéine Nom

déficiente de la

(espéces) maladie

AIRE (h,m) APECED multi-organe central, thymus
(polyendo- délétion clonale
crinopathies) réduite

TGF-81 (m) géne KO multi-organe Périphérique (Tr
(mort précoce) et autres cellules)

CTLA-4 (m) gene KO multi-organe Périphérique
(mort précoce) (lymphocytes T

hyperactifs
Foxp3 (h, m) IPEX multi-organe Périphérique
(mort précoce) (manque de

T1DM trés précoce lymphocytes T)

m = souris; h = humain ;

AIRE = régulateur auto-immun (facteur de transcription);

APECED = syndrome de polyendocrinopathie - candidose-dystrophie
ectodermique ; CTLA-4 = antigéne 4 des lymphocytes T cytotoxiques
(appelés également CD152) ; IPEX = syndrome lié au chromosome X
d’immunodysrégulation, polyendocrinopathie, entéropathie ;

Foxp3 = case p3 téte de fourche, (facteur de transcription) ;

T1DM = diabéte de type 1

de ces trois génes, chez la souris, entraine une mort précoce
(a I'age de 3 ou 4 semaines) due a une maladie inflamma-
toire multiorganique (Tableau 1)°.

La molécule CTLA-4 est sous exprimée chez la souris
prédisposée au diabéte auto-immun, diabétique non obése
(NOD). Chez I'homme, certains polymorphismes du géne
qui modifient les taux ou la fonction du CTLA-4, aug-
mentent la susceptibilité au TIDM et aux autres maladies
auto-immunes’.

La thérapie génique pour
les maladies auto-immunes

Au cours des derniéres années, le développement
d’approches fondées sur la thérapie génique pour traiter
les maladies endocriniennes a suscité un intérét immense.
Le succés de la thérapie génique dépend de I'efficacité de
l'insertion des génes dans les bonnes cellules cibles, sans que
cela ne provoque de lésions a la cellule, de mutations
oncogénes ou d'inflammation. Il faudrait, également, pouvoir
de réadministrer le vecteur a plusieurs reprises, en particulier
dans le traitement des maladies chroniques. Peu de technolo-
gies des vecteurs satisfont a toutes ces exigences. Bien que la
majorité des études sur les thérapies géniques aient été réali-
sées avec des vecteurs viraux, ces derniers sont sérieusement
limités au plan de I'immunogénicité et de la pathogénicité.
La thérapie génique non virale (essentiellement fondée sur
l'utilisation de plasmides) souléve moins de problémes de
sécurité et n’est pas génée par I'immunogénicité du vecteur,
ce qui permet de réadministrer de ces vecteur. En revanche,
sa faible efficacité, en matiére de transfection, constitue une
limite importante pour la thérapie génique non virale, mais
ceci peut étre suffisamment amélioré par rapport aux
vecteurs viraux, ses rivaux, dans de nombreuses applications.
L'une des méthodes les plus efficaces, aux possibilités multi-
ples, pour renforcer le transfert de génes, consiste & impulser
un champ électrique aprés injection d’acides nucléiques
(ADN, ARN, et/ou oligonucléotides) dans les tissus". Cette
méthode est fréquemment désignée I’électroporation (EP) in
vivo. Elle provoque une augmentation transitoire de la per-
méabilité de la membrane, due, probablement 4 la formation



de pores intra membranaires, et ce qui permet l'entrée
directe des macromolécules.

Les vecteurs de la thérapie génique non virale

Presque tous les vecteurs non viraux, utilisés jusqu’a
présent, sont des plasmides d’expression, que 1'on a congus
pour leur forte expression dans les cellules des muscles striés
ou dans d’autres cellules®. L'élaboration de ces vecteurs est
trés simple et pratique. Les meilleurs plasmides transportent
un puissant promoteur (le plus souvent, le stimulateur-
promoteur immédiat-précoce [IE-EP] du cytomégalovirus
humain [CMV] ), un intron (tel que I'intron A du CMV), un
site de clonage multiple pour l'insertion du géne qui nous
intéresse et un segment approprié terminateur de transcrip-
tion. Le CMV IE-EP peut étre remplacé par un promoteur
endogene spécifique d'un tissu (un promoteur spécifique du
muscle, par exemple)"”. Ceci présente 'avantage de réduire
'expression du vecteur pour un tissu spécifique. De plus, les
promoteurs viraux sont sensibles aux cytokines et peuvent
étre rapidement désactivés en présence d’une inflammation,
alors que les promoteurs spécifiques d'un tissu sont habi-
tuellement insensibles a l'inflammation et peuvent étre
exprimés pendant des mois, voire des années.

Le transfert de géne peut se faire dans presque tous les
tissus par EP, mais le muscle reste toutefois, et de loin, la
cible favorite™™'. En effet, I'insertion d’un plasmide dans un
muscle (habituellement par injection a I'aide d’une aiguille),
en conjonction avec une EP, permet d’utiliser le muscle
comme un bio réacteur, pour la production durable, sur le
long terme, et pour la sécrétion de protéines dans le torrent
circulatoire. L'EP peut s’appliquer par I'intermédiaire d’élec-
trodes implantées dans le muscle (ou parfois contre la peau),
a I'endroit ot1 'ADN est injecté. Suite a la pénétration au
sein de la cellule, une fraction des vecteurs plasmidiques
injectés atteint le noyau, ot la transcription, conduite par le
vecteur, va se dérouler.

Des articles de revues récentes traitent des aspects
techniques de la thérapie génique non virale, renforcée par
I'EP"'®. Apres I'électrotransfert in vivo du géne dans le muscle
squelettique, I'expression du géne peut durer de plusieurs
semaines a largement plus d’un an, selon la construction et
I'espéce. Plus de 300 études recourant a 'injection intramus-
culaire (i.m.) de plasmides, suivie par une EP, fournissent la
preuve que l'on peut obtenir des niveaux adéquats de pro-
téines sécrétées (et dans certains cas, intracellulaires) en utili-
sant des plasmides de facon simple, stre et efficace, avec un
potentiel significatif de transfert de géne et de vaccination
pour un grand nombre d’animaux et d’humains.

Les risques potentiels

La sécurité de 'ADN administré par injection dans le
muscle, a été évaluée sur 'homme et sur plusieurs espéces
animales”. Tous les résultats montrent que I’ ADN plasmi-
dique est généralement bien toléré et qu'il n'y a pas d’effets
secondaires sérieux qui soient associés soit aux « squelette »
plasmidiques, soit aux différentes « cassettes » d’expressions
actives. A noter, toutefois, quelques effets secondaires, dont
une contraction du muscle, au moment méme de "applica-
tion et une douleur locale, habituellement peu sévere.

Historiquement, on avait craint qu’aprés l'injection,
I’ADN s’intégrerait dans les chromosomes de I'héte receveur
et entrainerait une mutagénése et, potentiellement, une
carcinogénése d’insertion. Des études menées sur I’animal et
comportant des injections d’ADN plasmidique, ont montré

que les mutations, a partir d'un événement potentiel d’inté-
gration, étaient extrémement rares, prés de 3000 fois moins
que le taux de mutation spontanée que 1'on observe pour les
génomes des mammiferes”. Cependant, en cas de vaccina-
tion ADN contre des antigénes étrangers, on peut craindre
que les cellules musculaires transfectées puissent étre
attaquées et lésées par le systéme immunitaire, et ceci a déja
été signalé”™". Une crainte liée réside dans la production
d’anticorps anti ADN pathogénes, pouvant étre induits par
I’ADN plasmidique et ses séquences immunostimulantes
(ISS), mais ce risque semble relativement faible. Les ISS con-
sistent en séquences de CpG non méthylé contenant de
I’ADN bactérien, qui se lient au récepteur « Toll-like » 9
(ou récepteur TLR 9) des cellules lymphoides et activent des
réponses immunitaires innées'*?. Les lymphocytes B posse-
dent des mécanismes qui empéchent la production d’anti-
corps, en réponse a la stimulation CpG, bien que cette
tolérance puisse étre annihilée. Chez la souris prédisposée au
lupus, les taux d’anticorps anti dSADN ( a double brin) sont
augmentés par ’administration d’ADN plasmidique. Il y a
eu, cependant, des rapports contradictoires concernant les
effets sur la maladie. En effet, certains auteurs ont signalé
que l'injection d’ADN bactérien (porteur de CpG ISS), chez
la souris prédisposée au lupus, réduisait la sévérité de la
maladie, alors que d’autres rapportaient des effets nuisibles®.
A l'¢vidence, les effets des motifs CpG sur le lupus devraient
étre analysés plus a fond et I'on devrait prendre des précau-
tions spéciales en administrant des plasmides porteurs de
CpG a des patients atteints de maladies auto-immunes.

Les utilisations thérapeutiques de
I’électroporation (EP) in vivo dans

les maladies endocriniennes

Les inhibiteurs des cytokines dans le diabéte auto-immun

Le transfert de cADN codant pour les inhibiteurs des
cytokines protége contre de nombreuses maladies auto-
immunes sévére'. 'IL-12 et I'I[FN-y sont habituellement
nuisibles, dans les cas de maladies auto-immunes et, de ce
fait, leur neutralisation procurera, vraisemblablement, une
protection. Ces deux cytokines sont fonctionnellement liées,
puisque I'[L-12 induit la production de I'IFN-y par les lym-
phocytes T et par les cellules NK, tandis que I'l[FN-y régule
ou augmente plusieurs des effets initiés par I'IL-12. Pour
neutraliser 'I[FN-y, nous avons construit un vecteur plas-
midique qui code pour un récepteur soluble, IgG1-protéine
de fusion Fc, de I'lIFN-y (IFN-y R/IgG1-Fc)*"*. In vivo, I'ad-
ministration de notre vecteur IFN-y R/IgG1-Fc a bloqué
presque complétement I'activité de 'IFN-y. De plus, ce plas-
mide a agi comme un protecteur dans les modeéles de diabéte
auto-immun, aussi bien naturel qu’induit par des médica-
ments®?, ce qui est en accord avec le réle pathogénique
présumé de I'IFN-y. Dans tous les cas, cette thérapeutique
a réduit la sévérité de l'insulite lymphocytaire et de la
fréquence du diabéte.

Les application de la vaccination ADN.

La vaccination ADN a été étudiée, de maniére intensive,
comme un moyen de créer une immunité contre les
antigénes des agents infectieux et des tumeurs™?: ceci du
fait de la simplicité, de la polyvalence et de la sécurité de la
méthode. Dans la grande majorité des cas, 'ADN a été
administré sous la forme d’un plasmide d’expression, soit nu,
soit compléxé a d’autres molécules, bien que d’autres types

de vecteurs puissent étre utilisés. Les plasmides peuvent étre



administrés, soit en injections intra-musculaires (i.m.),
intradermiques (i.d.)/ épidermiques ou sous-cutanées,
soit par voie orale (avec vecteur bactérien, par exemple)
soit par voie pulmonaire (aérosols) soit par d’autres
voies (vaginale par exemple). L'antigéne codé par un
plasmide est présenté par les APCs provenant de la
moelle osseuse qui sont le plus vraisemblablement des
cellules dendritiques (DCs).

Comparé a d’autres méthodes, I'avantage présenté
par la vaccination ADN réside dans le fait qu’avec elle,
la délivrance du géne antigéne peut étre facilement
couplée avec la délivrance de n’importe lequel des
nombreux génes qui modifient la réponse immunitaire.
De plus, la présentation de I'antigéne se produit a travers,
a la fois, la voie CMH classe I ou la voie restreinte CMH
IT et toutes les armes de la réponse immunitaire sont
activées, c’est a dire les lymphocytes Th, les lympho-
cytes T cytotoxiques (CTLs) ainsi que I'immunité
humorale.

La vaccination ADN s’est montrée efficace chez les
rongeurs, mais ses résultats ont été moins impression-
nants sur les grands animaux et chez 'homme. On a
donc étudié de nombreuses méthodes permettant
d’améliorer ces vaccins™ et il s’est avéré que I'une des
plus efficaces a été I'EP in vivo. En effet, 'application de
I'EP, quel que soit le site d’injection, favoriserait la
transfection d’une plus grande variété de cellules, dont
les APCs. Comme mécanisme additionnel, des lésions
des tissus mous, pouvant étre induites par I'EP, pour-
raient provoquer un afflux d’APCs, induire des signaux
de danger (médiateurs de l'inflammation et chimio-
kines, par exemple) et renforcer la libération d’antigénes
par les cellules lésées, augmentant, de ce fait, la présen-
tation d’antigénes.

La vaccination ADN contre le TIDM

Bien que les vaccins ADN soient habituellement
immunostimulants et induisent une immunité contre
des antigénes étrangers ou méme contre des auto-
antigénes (particulierement ceux des tumeurs), ils pro-
tégent soit contre l'’encéphalomyélite auto-immune
expérimentale (EAE) et le TIDM, soit contre d’autres
formes d’auto-immunité®***. Toutefois, des effets a la
fois bénéfiques et nuisibles se sont produit pour des
raisons que ’on a pas élucidées. La souris NOD a spon-
tanément développé un T1DM, dont on sait clairement
qu’il s’agit d’ une maladie auto-immune, dépendante
des lymphocytes T*. La réponse auto-immunitaire est
dirigée contre plusieurs antigénes exprimés par les
cellules béta du pancréas , parmi lesquels , cependant,
seuls 'insuline (et ses peptides précurseurs) et I'acide
glutamique décarboxylase 65 (GAD 65) sont les mieux
étudiés. Nous, comme d’autres, avons réalisé des études
afin de déterminer si la vaccination ADN contre ces
antigénes des cellules insulaires pouvait étre protec-
trice®*?. Nous avons trouvé que la vaccination ADN
contre l'insuline ou contre le GAD 65, améliorait la
maladie, particulierement dans le cas ot la molécule
régulatrice négative CTLA-4 était engagée au moment
de la vaccination. En effet, cette procédure a induit des
lymphocytes protecteurs Tr qui suppriment l'auto-
immunité, au moins en partie, en produisant du TGF-.
En effet, cette cytokine a des effets immunosuppres-
seurs trés larges et puissants’.

La thérapie génique appliquée a Uinsuline et autres

La transplantation de cellules génétiquement
modifiées, capables de produire de l'insuline pour le
traitement du diabéte insulinodépendant, ou alors, I'uti-
lisation de la thérapie génique somatique pour fournir
de l'insuline, ont suscité un intérét considérable. Mal-
heureusement, il n’a pas été possible de préparer des
cellules non endocriniennes répondant physiologique-
ment au glucose. Toutefois, une production continue, de
faible niveau (niveau de base) d’insuline pourrait étre
bénéfique pour les patients souffrant de diabéte de type
1 ou 2, a condition qu'une hypoglycémie ne soit pas
induite. Nous avons étudié une approche de thérapie
génique basée sur les muscles pour atteindre cet
objectif chez la souris®. Cela a nécessité la préparation
d’une proinsuline qui puisse étre traitée par les cellules
non endocriniennes. Le processus de maturation de
I'insuline nécessite 1'action de deux endopeptidases,
proprotéine convertase (PC). La PC2 et la PC1 ou 3
(PC 1/3) sont spécifiquement exprimées dans les cel-
lules béta des ilots de Langerhans et dans certaines
cellules neuro-endocrinienes. Dans les cellules non
endocriniennes, un traitement semblable peut étre
pratiqué en ajoutant des sites de clivage furique, que
nous avons ajouté a notre construction.

Nous avons appliqué notre traitement a des souris
atteintes de diabéte induit par la streptozotocine
(STZ)*. Cela a nécessité la co-délivrance de 2 plas-
mides, I'un codant pour une insuline furine clivable, et
I'autre codant pour la furine. L'insuline a subi de nou-
velles mutations visant a accroitre son activité, et une
EP a été utilisée in vivo dans le but d’amplifier le trans-
fert de géne. Par cette approche, nous avons été en
mesure de montrer comment transformer la proinsuline
en forme mature et de libérer suffisamment d’insuline
active pour prévenir une hyperglycémie. Notre thérapie
a permis de protéger contre I'hyperglycémie et d’aug-
menter significativement les taux plasmatiques de pro-
insuline, d’insuline mature et de peptide C libre.

Néanmoins, l'objectif ultime d'une production
régulée d’'insuline sera trés difficile a atteindre. Toute-
fois, une approche alternative pour le futur, pourrait
consister a appliquer une thérapie génique permettant
de favoriser la prolifération ou la régénération des cel-
lules insulaires, et/ou de protéger ces cellules insulaires
des lésions ou de l'apoptose. Certaines hormones
incrétines, telles que le peptide 1 similaire du glucagon
(GLP-1), sont adaptées pour ce projet, comme nous avons
pu le constater dans nos derniéres études (M. Kumar
et coll. manuscrit transmis).

La thérapie génique appliquée a la leptine
dans des modéles d’obésité et de diabéte

Le développement de la thérapie génique appliquée
a la leptine pour contrdler I’obésité a suscité un intérét
considérable. Elle peut étre réalisée avec des vecteurs
viraux, mais également par transfert du géne de la
leptine dans le muscle, en utilisant des méthodes renfor-
cées par 'EP". Sur les souris traitées par EP, des concen-
trations sériques élevées (jusqu'a 90 ng/ml) de leptine
ont été enregistrées (soit une augmentation > a 200 fois
par rapport aux souris témoins). En effet, le transfert
par électrodes a provoqué une hyperleptinémie, une
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Tableau 2 : Application de la thérapie génique

renforcée par I’électroporation (EP) a

¢ Maladies auto-immunes (cytokines et récepteurs
de cytokines /anti cytokines, vaccination ADN)

e Thérapie anticancéreuse ((intra-tumorale ou
délivrance systémique de vecteurs codant pour
des cytokines, des génes suicide etc...)

e Traitement hormonal (GHRH, leptine, insuline,
GLP-1, autres)

* Facteurs hématopoiétiques (érythropoiétine,
GM-CSF, ligand FTL3, par exemple)

e Traitement anti hémophilie (Facteur VIII ou IX)

e Anticorps

e Vaccination ADN contre des agents anti-infectieux

ou des antigenes cancéreux (fortement stimulée
par I'électroporation)

Pour des revues détaillées, consulter les références 13 a 18 et 25 a 27.

diminution du nombre de prises de nourriture et une
baisse du poids corporel. De plus, la production d’insu-
line a diminué chez les souris traitées, mais leur gly-
cémie est restée normale.

La thérapie génique pour favoriser la
cicatrisation des blessures

L'une des principales applications de la thérapie
génique basée sur 'EP pourrait résider dans le traite-
ment de lésions cutanées qui surviennent dans de nom-
breuses situations cliniques et qui sont particulierement
difficiles a soigner chez les patients diabétiques. Le cofit
engendré par un traitement des blessures du pied ayant
du mal a cicatriser, aux Etats Unis, a été estimé a plus
d’'l milliard de dollars par an. Le transfert par élec-
trodes, au niveau méme de la blessure, ’ADN codant
soit pour le facteur de croissance des kératinocytes, soit
pour le TGF-8%", a entrainé des effets bénéfiques sur
les souris diabétiques. Il est, notamment, apparu que
le TGF-R, et I'EP agissent en synergie pour favoriser la
cicatrisation. Puisque 'on a utilisé 'EP sur des patients,
dans d’autres intentions, on pourrait probablement
l'utiliser pour favoriser la cicatrisation des blessures et
cela constituera, a n'en pas douter, un champ de
recherche clinique pour le futur.

Les thérapies géniques utilisant d’autres
plasmides codant pour des hormones

Certains auteurs ont testé un plasmide exprimant
le GHRH et exprimé dans un muscle squelettique, a
la suite d’une injection intramusculaire renforcée par
EP!%2%3  Le GHRH est libéré dans la circulation
systémique et stimule, ectopiquement, la production et
la libération d’hormones de croissance par I'hypophyse
de I'animal. De jeunes porcs, a2 qui 1'on a directement
injecté un maximum de 0,1 mg d’un plasmide expri-
mant le GHRH, ont vu leur poids augmenter plus signi-
ficativement que celui des porcs témoins, et ont connu
une augmentation significative de leur masse corporelle
maigre et une diminution de leur masse corporelle
grasse. La portée des truies (250 a 400 kg) a qui 'on
a injecté en i.m. et soumises a une électroporation, au
85 jour de leur gestation, 1-5 mg d'un plasmide
exprimant le GHRH, a optimisé ses caractéristiques de
croissance, en augmentant son poids intra-utérin et en

améliorant les performances de la lactation mater-
nelle®**%, Ainsi, les porcelets, nés des truies traitées,
étaient plus gros a la naissance et au moment du
sevrage, par rapport aux porcs témoins, et ont connu
une morbidité et une mortalité significativement plus
faibles. Une analyse portant sur > 300 animaux traités
a révélé que I'expression était maintenue pendant au
moins 1 an, et que les effets bénéfiques sur la portée
persistaient au cours de trois grossesses consécutives
chez les animaux traités, aprés une administration unique
de plasmides.

Les résultats positifs obtenus avec le GHRH basé
sur un plasmide, chez des animaux de ferme, prouvent
qu’ en combinant, de maniére adéquate, 1'¢laboration
du plasmide avec la méthode d’EP, on peut obtenir des
niveaux physiologiques d"un produit transgénique, méme
sur un animal pesant 500 kg : ce qui permet d’espérer
que cette utilisation et d’autres applications, pourront
se transformer, bient6t, en applications chez ’homme.

Le transfert de géne non viral chez 'homme

L'électroporation a été utilisée avec succeés pour
délivrer, par voie intra tumorale, certains médicaments
de chimiothérapie, tels que la bléomycine". Des essais
cliniques portant sur une thérapie génique de tumeurs,
renforcée par I'EP, sont en cours, mais peu de résultats
ont été publiés. La plupart des études chez 'homme, de
transfert de géne non viraux, ont été effectuées dans
le domaine de la vaccination ADN, bien que I'on n’ait
pas eu recours a I'EP. Ainsi, des réponses immunitaires
peuvent étre obtenues, en particulier, contre des anti-
génes du paludisme, par la vaccination i.m. ADN et de
récentes études s’orientent vers des stratégies d'immu-
nisation génétique séquentielle plasmide/virus (sensi-
bilisation — renforcement) comme méthodes efficaces
pour créer une immunité”. Le transfert d’ADN non
viral chez 'homme dont le profil de sécurité est remar-
quable, est celui qui attire le plus I'attention.

Les perspectives d’avenir

Le transfert de géne, utilisant I'EP, peut-étre
appliqué efficacement a la fois sur les petits et sur les
grands animaux et ses applications potentielles sont
nombreuses (Tableau 2). Cette approche a été utilisée
avec succes dans les maladies auto-immunes ou inflam-
matoires au stade préclinique, pour délivrer soit des
cytokines et des médicaments anti inflammatoires soit
des molécules co-stimulantes, ayant subi des mutations.
De nombreuses études ont démontré I'efficacité de la
délivrance intra tumorale de vecteurs thérapeutiques
et, ce qui est trés important, on a constaté que le fait de
renforcer la vaccination ADN contre toute une série
d’antigénes ayant trait aux infections, au cancer ou a
I'immunité, s’est avéré treés efficace. Toutefois, la déli-
vrance systémique de médicaments de nature protéique
(hormones, facteurs hématopoiétiques, anticorps, enzymes
ou autres, par exemple) constitue I'une des applications
les plus prometteuses

L'utilisation des acides nucléiques non viraux en
traitement expérimental se développe constamment.
Toutefois, le nouveau développement le plus remar-
quable consiste en l'introduction d’agents thérapeu-
tiques basés sur un petit ARN inhibiteur (siARN). En
effet, les siARNs synthétiques, ou délivrés par le biais
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d'un vecteur, constituent de nouveaux outils puissants pour
rendre un géne silencieux et leurs applications thérapeu-
tiques potentielles sont nombreuses. Il est toutefois difficile
de cibler la délivrance in vivo de ces molécules a un tissu
spécifique et les méthodes non virales, renforcées par I'EP,
de transfert d’acide nucléique présentent des avantages en
matiére de simplicité, d’efficacité et de sécurité.
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