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Electropermeéabilisation des cellules

L’exposition des cellules

a des impulsions électrigues courtes et intenses
provogue des changements

de |la différence de potentiel transmembranaire

A‘;BI =1.5r E Cos B



Electropermeéabilisation des cellules

Il s’agit d’'un phénomene a seuil:
Au dela d’'une difference de potentiel

transmembranaire de 0.2 a 0.4 volts, il y a apparition
de structures transitoires de permeéabilisation
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Figuwra 2. Pore formation in the DOPC simulation with an applied electric field of 0.5 V/mm: (A0 structure at 40 ns, no obvious defects; (B ~3.04 ns,
water penetration from both sides and significant deformation of the bilayer; (C—E) ~3.08 to ~3.15 ns, two defects from opposite sides of the bilaver form
a single file across the hil s (F1 ~3.25ns and (G ~3.35 ns, further rearrangement of the phospholipids and increasing size of the water column; (H)

~« 355 ns, final size of the defect and nearly complete rearrangement of the phospholipids.




Electropermeéabilisation des cellules

Phénomene général, non thermique, réversible.
e[.’¢électropermeabilisation des cellules permet
I’acces des molécules non permeéantes

a Pintérieur de la cellule, tout en préservant
Pintégrité des vesicules intracellulaires



Electrochimiothérapie
Antitumorale:

le concept

BLEOMYCIN ALONE ELECTROCHEMOTHERAPY |



ELECTROCHIMIOTHERAPIE ANTITUMORALE
Définition

La potentialisation locale de ’activité antitumorale
de certains médicaments anticancéreux
a ’aide d’impulsions électriques perméabilisantes.

Les impulsions ¢électriques sont appliquées localement au
niveau des tumeurs.

Le médicament anticancéreux “bléomycine” est le plus
approprié en ¢lectrochimiothérapie, mais le “cisplatine”
peut aussi etre utilisé avec de tres bons résultats.



ELECTROCHIMIOTHERAPIE ANTITUMORALE
Mise en oeuvre du concept: du laboratoire a la clinique

Développement du concept par des expériences sur des
cellules en culture — optimisation.

Essais précliniques chez la souris — “optimisation”
(8 impulsions électriques de 100 us et 1300 V/cm a la fréquence de 1 Hertz)

Essais cliniques

Développement d’équipement approprié

Elaboration des procédures opérationnelles standard
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ELECTROCHIMIOTHERAPIE ANTITUMORALE




Le projet CLINIPORATOR

Projet QLK3-1999-00484 de la commission européenne dans le cadre
du 5¢m¢ PCRD (01/02/00 a 31/07/03)

8 partenaires de 7 pays européens:

e COl/coordination - L.M. Mir - CNRS, Villejuif (F)
e CR2 - R. Cadossi - IGEA s.r.1., Carpi (I)

e CR3 - E. Neuman — Université de Bielefeld (D)

e CR4 - J. Teissié — CNRS, Toulouse (F)

e CRS - D. Miklavcic - Université de Ljubljana (SI)
e CR6 — B. Person — Université de Lund (SU)

e CR7-YV. Préat — Universite Catholique de Louvain a Bruxelles
(BE)

e CRS - J. Gehl - Hopital de Herlev a Copenhagen (DK)



Cliniporator: appareil complet
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Electrodes: plaques métalliques paralleles




Electrodes : aiguilles en nid d’abeille
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Electropermeabilisation in vivo

Dévelo

Tres ¢ (fibres
muscu : elettiques
exposé’ - ' ommages
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J. Gehl, T. Skovsgaard and L.M. Mir. Vascular reactions to in vivo electroporation :
Characterization and consequences for drug and gene delivery. Biochim. Biophys.
Acta, 1569, 51-58, 2002



Electropermeéabilisation in vivo

Elaboration de modéles numériques de la distribution du champ
¢lectrique in vivo et validation expérimentale.

Modéles de la progression de I’électroperméabilisation des cellules
au sein d’un tissu.

Réponses différentes suivants les tissu étudiés (muscle, foie,
tumeurs, ...) Seuils de champ ¢électrique déterminés pour le
muscle et le foie.

Mesures du voltage appliqué, du courant delivré, de la variation
de conductivité du tissu.

Controle en temps réel du voltage des impulsions électriques et
ajustement du voltage (en <10 us) pour obtenir avec certitude une
perméabilisation réversible du muscle squelettique



Présent : le projet ESOPE

European Standard Operating Procedures of
Electrochemotherapy and Electrogenetherapy

Projet QLK3-2002-02003 de la commission européenne dans le cadre
du 5¢m¢ PCRD (01/01/03 to 31/12/04)

4 centres anticancéreux:
e COl/coordination L M Mir - Institut Gustave-Roussy,Villejuif (F)
 CR3 - J. Gehl - Herlev Hospital at Copenhagen (DK)
* CR4 - G. Sersa - Institute of Oncology of Ljubljana (SI)
e CRS - G. O’Sullivan - Cork Cancer Center (IRL)

2 autres partenaires et 1 sous-traitant:
e CR2 - R. Cadossi - IGEA s.r.l. at Carpi (I)
e CR6 - L.M. Mir - CNRS at Villejuif (F)
e SCI1 - D. Miklavcic - University of Ljubljana (SI)



Electrogenethérapie
Reporter gene : i AN B
B-galactosidase i
injected to the

tibialis cranialis
muscle in mice.

Panels A and C :
No electric pulses

Panels Band D :
Plus 8 pulses of

20 ms and
200 V/ecm at 1 Hz




Electrogenethérapie

Besoin d’impulsions électriques suffisamment intenses
Cependant la permeéabilisation des cellules n’est pas suffisante
Besoin d’impulsions électriques suffisamment longues

Utilisation de combinaisons d’impulsions :

1 HV (haut voltage, courte durée) de 100us a 800V/cm

(de type électrochimiothérapie mais adaptée au muscle squelettique)

Suivie de 1 ou plusieurs L'V (bas (low) voltage, longue
durée) de 100 ms a 80 V/cm

(impulsions non perméabilisantes, ¢’est a dire d’une intensite de
champ inférieure au seuil d’¢lectropermeabilisation du muscle

squelettique)



Electrogenetheérapie
CONCLUSIONS [Cliniporator (QLK3-1999-00484)]

Les impulsions électriques ont deux roles:

e L’“Clectroperméabilisation” des cellules cibles

 Le transport électrophorétique de PADN “vers ou a travers” la
membrane cellulaire

L’électropermeéabilisation des cellules cibles est indispensable, mais
Pefficacité de [ID’électrogenethérapie dépend en fait de la
composante électrophorétique

Les combinaisons d’impulsions électriques HV + LV permettent une
excellente efficacité de I’électrotransfert de PADN et une absence
complete de dommages aux tissus



Electrogenethérapie

Alternative réelle aux approches de
thérapie génique virale
Efficacité prouvée (dans le muscle squelettique,
augmentation de I’expression de genes de plus de 1000

par rapport a ’injection d’ADN seule, diminution de la
variabilité, expression soutenue, jusqu’a un an)

Efficacité prouvée avec des genes thérapeutiques
(facteurs antioangiogéniques, érythropoiétine...)

Sécurité biologique (pas de manipulation de virus)
Facilité et sécurité de la préparation de PADN

Les roles des impulsions é€lectriques est décrit

Le controle des conditions ¢électriques peut étre réalisé
Un équipement approprie¢ est disponible
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