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L’une des stratégies les plus informatives pour appré-
hender les mécanismes génétiques contrôlant le déve-
loppement embryonnaire ou le fonctionnement d’or-
ganes adultes est la manipulation génique suivie de
l’analyse des effets phénotypiques obtenus. Ces straté-
gies sont limitées au développement précoce chez le
xénope ou le poisson zèbre, coûteuses et difficiles chez
la souris et, jusqu’à récemment, impossibles chez le
poulet. Ce dernier point constituait un réel problème car
le poulet est l’un des organismes favoris des embryolo-
gistes. En effet, l’embryon aviaire est très accessible et
il est facile de prélever et de transplanter des tissus
dans l’embryon vivant en cours de développement.
Cependant, le manque de moyens disponibles pour
modifier génétiquement cet organisme a diminué sa
valeur pour les études moléculaires du développement.
La mise au point de nouvelles techniques efficaces et
contrôlées s'avérait donc nécessaire. La technique
d'électroporation in vivo, qui a tout d'abord été déve-
loppée chez le poulet, permet maintenant de réhabiliter
ce modèle comme modèle de choix, alliant les tech-
niques de greffes à la modification génique.
L'électroporation est en fait applicable à tous les orga-
nismes et peut être utilisée non seulement pour modifier
l’expression d’un gène mais aussi pour cartographier des
régions de contrôle ou mener des études de complémen-
tation. Facile, rapide, efficace, peu onéreuse et avec
peu de contraintes, il s'agit d'une méthode prometteuse
pour le transfert de gènes in vivo dans tous les orga-
nismes. Enfin, ses applications ne s’arrêtent pas à des

études de biologie fon-
damentale, et elle commence à être envisagée dans des
stratégies thérapeutiques de traitement de tumeurs.

Principes de l’électroporation in vivo : l'exemple
du tube neural aviaire
L’électroporation est utilisée depuis longtemps pour
transférer de l’ADN dans des bactéries ou dans des cel-
lules eucaryotes en culture [1,2]. Elle consiste à appli-
quer un champ électrique bref grâce à deux électrodes
placées de part et d’autre des parois d’une chambre
contenant une suspension mixte d’ADN et de cellules.
Lors du choc électrique, les parois cellulaires sont per-
méabilisées et l’ADN est transféré dans les cellules selon
une orientation polarisée (chargé négativement, il est
attiré par l’anode). Cette méthode expose les cellules à
de très hauts voltages qui, nocifs, entraînent la mort de
50 à 75 % des cellules. Si cette perte peut être accep-
table pour des cultures cellulaires, elle ne l'est bien évi-
demment pas pour des tissus qui subiraient alors des
dommages irréversibles.
La modulation des paramètres de base de cette tech-
nique a permis son application à la transfection d’ADN in
vivo dans des tissus ou dans des embryons entiers [3,4].
La modification principale est la réduction du voltage
qui permet d’accroître la viabilité cellulaire jusqu’à un
niveau acceptable pour le maintien de l’intégrité des
tissus. Cette technique a tout d’abord été mise au point
pour le transfert de gènes dans le tube neural d’em-
bryons de poulet (Figure 1A). Pour accéder à l’embryon,
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une fenêtre est découpée dans la coquille et la solution
d’ADN est injectée dans le tube neural à l’aide d’une
micropipette. Puis, deux électrodes sont appliquées en
parallèle de chaque côté de l’embryon. Une différence
de voltage est alors créée, permettant l’entrée de l’ADN
dans une seule direction, du coté du tube neural placé le
long de l’anode. Ceci procure l’avantage d’obtenir, sur le
même embryon, un côté témoin qui ne reçoit pas l’ADN
et peut être comparé avec le côté du tube neural modi-
fié. Les œufs sont refermés hermétiquement et incubés à
37°C pour permettre la progression du développement
de l’embryon et l’expression du gène transféré. Les
embryons sont ensuite isolés et fixés afin d'analyser leur
phénotype. L'utilisation du gène rapporteur codant pour
la ß-galactosidase (lacZ) permet de visualiser l’expres-
sion du transgène (Figure 1B). Cette expression peut être
détectée deux à trois heures après l’électroporation et
persiste au moins pendant trois jours. Elle reste cepen-
dant transitoire car l’ADN ne s’intègre pas au génome.

Mise au point des paramètres d’électroporation
dans différents contextes expérimentaux

Afin d'établir les conditions optimales à chaque type
d’électroporation, il est utile d’utiliser un vecteur pos-
sédant un gène rapporteur (ß-galactosidase ou GFP,
green fluorescent protein ), dont on peut visualiser faci-
lement l’expression, sous le contrôle d’un promoteur fort

de type ß-actine, cytomégalovirus ou Rous sarcoma
virus (RSV). Les différents facteurs qui influent sur l’ef-
ficacité de transfert et la viabilité cellulaire sont les
paramètres d’électroporation, la concentration ionique
de la solution d’ADN mais aussi la nature du tissu à élec-
troporer. Le vecteur d’expression conditionne la bonne
expression de l’ADN transféré et est donc choisi en fonc-
tion de l’espèce étudiée. Le voltage est déterminé en
fonction de la géométrie des électrodes et de leur espa-
cement afin d’obtenir un champ électrique permettant
de concilier une bonne survie de l'embryon et une
expression satisfaisante du gène hôte (Tableau 1). Ce
paramètre est aussi modulé en fonction du stade
embryonnaire étudié. Par exemple, le voltage appliqué
est plus faible pour un embryon de 5-6 somites que pour
un embryon de 10-12 somites (Tableau 1). La concen-
tration d’ADN est aussi un facteur qui influe sur l’effica-
cité et la spécificité de la transfection. Si l’ADN est trop
concentré, on peut observer une surexpression massive
qui peut se révéler gênante pour l’analyse, ou une perte
de spécificité d’expression dans le cas où le gène hôte
est placé sous le contrôle de régions de contrôle spéci-
fiques. Enfin, le choc électrique provoque souvent des
défauts morphologiques irréversibles, et cette méthode
n’est donc pas adéquate pour étudier le rôle d’un gène
dans la morphogenèse d’un tissu. L'ensemble de ces
paramètres est donc à ajuster en fonction du contexte
expérimental. 
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Figure 1. Protocole d’électroporation d’un gène hôte dans le tube neural d’un embryon de poulet de stade 10 somites. A.  L’ADN plasmidique est
injecté dans le tube neural à l’aide d’une micropipette (1), l’ADN injecté est représenté en rouge. Un choc électrique est créé grâce à deux élec-
trodes placées à la surface du blastomère de chaque coté de l’embryon (2), et l’ADN pénètre dans les cellules du tube neural de façon unidirec-
tionnelle (3). B. Expression de la ß-galactosidase (lacZ) sous le contrôle d’un promoteur fort CMV (cytomégalovirus) dans le tube neural 18 h après
électroporation. Toutes les cellules électroporées expriment le plasmide. Pour une électroporation de ce type, les conditions sont pour des élec-
trodes de 4 mm de long espacées de 4 mm : cinq chocs électriques de 20 volts de 50 ms chacun, espacés par des pauses de 5 ms. Le vecteur utilisé
dans ce cas est pcDNA3 (Invitrogen). S : somites; TN : tube neural ; A : pôle antérieur ; P : pôle postérieur.
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Comparaison avec d’autres techniques 
de transfert de gène in vivo

Plusieurs autres méthodes de transfert d’ADN in vivo
chez le poulet, qui ont été développées plus ou moins
récemment, peuvent être comparées à la technique
d’électroporation. La première, développée en 1992,
utilise des rétrovirus et requiert une étape de clonage
dans un vecteur rétroviral et l'infection virale des tissus
à transfecter [5]. Son avantage majeur est que l’ADN est
intégré de façon stable au génome des cellules hôtes, ce
qui permet une expression continue du gène transféré
sur une longue période. Il existe en revanche plusieurs
contraintes : la taille de l’ADN que l’on peut cloner dans
les vecteurs rétroviraux actuellement disponibles est
très limitée (2,5 kilobases maximum); cette technique
nécessite une préparation de virus à titre élevé, étape
souvent assez critique ; de nombreux rétrovirus sont for-
tement immunogènes et, enfin, l’expression du gène
hôte n’est détectée que 24 heures après le transfert.
Deux autres techniques de transfert de gènes permet-
tant une expression transitoire ont été utilisées avec
succès in vivo, le bombardement de micro-particules et
la lipofection [6,7]. La première consiste à injecter de
l’ADN grâce à un "canon à gènes" et la seconde est fon-
dée sur la capacité qu’ont les liposomes de fusionner
avec les membranes cellulaires. Dans les deux cas, la
concentration d’ADN à transférer n’est que très peu
modulable. De plus, la comparaison de ces deux
méthodes avec l’électroporation a montré que si les
trois techniques ont une efficacité de transfection quasi
similaire, l'expression est beaucoup plus forte avec
l'électroporation [8]. Cette dernière méthode est donc à
retenir dans les cas d’expression transitoire d'autant
plus qu'il n'existe aucune contrainte de taille d’ADN,
contrairement aux vecteurs rétroviraux. En outre, l’ex-
pression du plasmide est très homogène d’une cellule à
l’autre, et ne confère aucune immunogénicité. Les

efforts portent à l’heure actuelle sur l'utilisation de la
technique d’électroporation pour transférer des vecteurs
rétroviraux [9]. Cela permettrait à la fois une expression
rapide du gène transféré, et son intégration de façon
stable dans le génome grâce au vecteur rétroviral. En
parallèle, des études sont en cours afin d'améliorer la
capacité de clonage dans les rétrovirus.

Exemples d’applications en biologie 

L’électroporation in vivo est en théorie applicable à tout
type de tissus ou organismes, à condition que le protocole
soit ajusté selon le contexte expérimental. Ainsi, on peut
adapter la forme des électrodes, leur placement par rap-
port à l’embryon et le site d’injection d’ADN. Par exemple,
chez le poulet, si l'on place les électrodes de façon trans-
versale par rapport à l’embryon, il est possible de cibler de
façon spécifique l’endoderme, en injectant l’ADN sous
l’embryon [10] (Figure 2A), ou l'ectoderme en appliquant
l’ADN sur la surface de l’embryon [3]. L’électroporation des
somites est en revanche plus délicate [11]. Leur structure
rend en effet difficile l’entrée des plasmides, et il faut donc
d'une part " lester " la solution d’ADN (c'est-à-dire la
rendre plus visqueuse en ajoutant par exemple du carboxy-
méthylcellulose) pour limiter sa diffusion et d'autre part,
augmenter le voltage pour obtenir une efficacité de trans-
fection satisfaisante. Dans certains cas (par exemple les
tissus adultes), l'électroporation doit s'effectuer ex vivo.
Dans ce cas, pour éviter une trop grande destruction cellu-
laire provoquée par une attirance du tissu contre l’une des
électrodes, un système de chambre en gel d’agarose est
utilisé afin de protéger les tissus tout en gardant une bonne
efficacité de transfection [12] (Figure 2B). 
L'électroporation devient  aussi une méthode de choix pour réaliser des
études de complémentation génique chez des souris mutantes dont le
phénotype est caractérisé (Figure 2C). Il est en effet possible, par la
technique d’électroporation, de tester la capacité de gènes candidats
de " sauver " un phénotype perte de fonction, à un moment spécifique
du développement et dans une région embryonnaire ou un tissu adulte

ciblés. Cette stratégie permet ainsi de disséquer des
cascades d’activation génique impliquées dans le déve-
loppement ou certaines fonctions vitales adultes. Elle
peut aussi être préférée à des techniques de transgenè-
se beaucoup plus lourdes et onéreuses si l’on veut
exprimer un gène de façon transitoire ou de façon
ciblée, à des stades particuliers de l’embryogenèse
(Figure 3C). Cependant, il est très difficile de manipuler
les embryons murins in utero et l’électroporation
requiert donc une extraction des embryons suivie de leur
culture in vitro après l’électroporation [13]. La durée
de culture étant très limitée, ceci peut être une
contrainte justifiant le choix d’une autre méthode de

Tableau 1. Exemples de paramètres utilisés pour l’électroporation in vivo d’em-
bryons ou de tissus. Dans tous les exemples cités ci-dessus, l’espacement entre
les deux électrodes est de 4-5 mm et 4 à 5 chocs électriques d’une durée de 50
ms sont appliqués successivement [3, 12].

Espèce Stade/tissus Voltage Dimension des électrodes, 
(volts) longueur ou diamètre (mm)

Poulet 5-6 somites/tube neural 15 4
10-15 somites/tube neural 20-25 4
E5.5/explant tissulaire 30 chambre 7x8x5

Souris 8,5 jpc 25-35 plaques 3x5
9,5 jpc 25-45 plaques 3x5
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transfert de gène pour certaines stratégies expérimen-
tales. 
Le transfert de gène par électroporation a aussi été
appliqué avec succès chez la drosophile, l’ascidie, le
xénope à des stades tardifs du développement, et l’em-
bryon de poisson zèbre [14-16]. Elle a par exemple été
utilisée chez l’ascidie pour cartographier des régions
régulatrices du gène brachyury [14]. La possibilité
d'utiliser cette même méthode dans différentes espèces
en fait un outil précieux pour étudier la conservation
moléculaire de gènes importants entre différentes
espèces ou pour évaluer l’importance fonctionnelle de
régions régulatrices [17,18]. Ainsi, l'électroporation
d'embryon aviaire nous a permis de cartographier avec
précision un élément régulateur du gène Hoxb9 murin
dirigeant son expression spécifique dans le tube neural
(Figure 3A).
L'électroporation n'est pas limitée à la surexpression
d'un gène [19], mais permet aussi d’interrompre la
fonction d’un gène en utilisant des mutants dominants
négatifs. Ainsi, l’électroporation d’un mutant dominant
négatif du récepteur de l’acide rétinoïque de type α1
(dnRARα1) de xénope [20] a permis de montrer que la
voie de signalisation de l’acide rétinoïque est requise
pour l’expression du gène Hoxb4 de poulet dans le tube
neural (Figure 3B) [21]. De plus, chez le poulet, cette
technique présente l’avantage de pouvoir être combinée
à des techniques de greffe. Il est possible par exemple
d’électroporer un embryon donneur de ovo puis de préle-
ver du tissu ou des cellules qui seront greffés dans un
embryon hôte. L’utilisation d’un gène rapporteur GFP,

associé aux régions régulatrices d’un gène donné, per-
met également de suivre l’expression de ce gène au
cours du temps. De plus, l’électroporation peut être
ciblée à de petits groupes de cellules et la GFP est cette
fois utile pour suivre leur comportement ou leur devenir
dans l’embryon en développement (Figure 3D) [22]. 

Applications thérapeutiques

L’électroporation in vivo n’est pas limitée à la seule
manipulation d’animaux modèles pour répondre à des
questions de biologie du développement. Depuis peu,
cette technique est très sérieusement envisagée en tant
que stratégie thérapeutique chez l’homme, en particu-
lier dans le cadre de traitements anticancéreux.
L’efficacité du transfert de composés chimiques ou de
gènes dans les cellules tumorales peut en effet consti-
tuer une limitation de ces traitements. L'électroporation
a tout d’abord été appliquée pour le transfert de
drogues anti-tumorales, ce que l'on appelle électrochi-
miothérapie [23]. Dans ce cas, la drogue est injectée
par voie intraveineuse puis les électrodes sont appli-
quées au contact de la tumeur solide. Cette stratégie a
été utilisée avec succès dans le traitement de carci-
nomes du cou et de la tête par injection de bléomycine,
et ne provoque aucun effet secondaire gênant pour le
patient [23]. Dans le cadre de la thérapie génique des
cancers, par transfert de gènes suicides ou de gènes
immuno-stimulateurs dans la tumeur, l’électroporation
pourrait s'avérer un outil intéressant pour cibler des
tumeurs accessibles, comme les tumeurs cutanées ou
sous-cutanées. Rols et al. ont en effet montré qu’il est
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Figure 2. Exemples de protocoles utilisés dans différents cas
d’électroporation. A. Électroporation de l’endoderme. L’ADN
est injecté sous l’endoderme (le schéma illustre cette injection
en coupe transversale). L’anode est placée sur le blastoderme
tandis que la cathode est placée sous l’embryon. Le champ
électrique est donc créé selon un axe dorso-ventral. L’ADN est
dans ce cas transféré exclusivement dans l’endoderme
(d’après [10]). B. Électroporation d’un tissu ex vivo. Le tissu
est placé dans une chambre en gel d’agarose en milieu PBS. Les
électrodes sont placées de chaque côté de la chambre et l’ADN
est injecté directement dans le PBS qui baigne le tissu (d’après
[13]). C. Électroporation d’un embryon de souris. Les embryons
de 8 ou 8,5 jpc sont disséqués avec précaution sans endomma-
ger les membranes vitellines et placés dans une chambre
conçue spécialement. L’ADN est injecté dans la cavité amnio-
tique et le placement de l’embryon par rapport aux électrodes
dépend de la région que l’on veut cibler (voir figure 3C). A : pôle
antérieur ; P : pôle postérieur ; D : pôle dorsal ; V : pôle ventral;
S : somites ; TN : tube neural.
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possible chez la souris de transférer des protéines ou des
gènes par électroporation dans des tumeurs solides
[26]. Une expression génique prolongée, pendant au
moins neuf mois, a même été obtenue dans le muscle
squelettique [27,28]. Enfin, la possibilité d'utiliser
l'électroporation pour transférer un gène dans des
artères mésentériques de rat ouvre la voie d'une théra-
pie génique ciblée au système vasculaire [29]. 

Conclusions 

L’électroporation in vivo offre donc de nouvelles possi-
bilités d'études du contrôle de l'expression des gènes et
de leur fonction au cours du développement embryon-
naire mais aussi de l’organogenèse. Mise au point
récemment, elle est pourtant déjà bien implantée dans
les laboratoires de biologie et devient une des méthodes
de référence pour modifier l’expression génique de façon
transitoire en biologie du développement. La puissance de
cette technique ne s’arrête pas là puisqu’elle offre main-
tenant de réels espoirs thérapeutiques chez l’homme. ◊
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SUMMARY
Efficient gene transfer by electroporation in vivo
Efficient gene transfer by electroporation in vivo consti-
tutes a new approach to study the regulation, function
and expression of genes in the chick embryo. This
method provides a simple mean to combine genetic
modification and classical tissue manipulation in the
same organism. It can be applied to developmental bio-
logy questions in a wide range of tissues or organisms
and present the advantages to be easy, efficient, quick
and cheap. It also has a promising therapeutic potential
in tumoral treatment. ◊
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Figure 3. Exemples d’applications biologiques de l’électroporation in vivo. A. Expression d’une construction portant le gène lacZ sous le contrôle d’un
élément régulateur murin du gène Hoxb9 spécifique du tube neural. A gauche, un embryon de souris de 9,5 jpc, dans lequel cette construction a été
injectée par transgenèse dans le pronucléus de l’œuf fécondé. L’ADN est intégré au hasard dans le génome et de manière stable. A droite, un
embryon de poulet qui a reçu la même construction dans le tube neural par électroporation au stade 8 somites. Dans ce cas, l’ADN n’est pas inté-
gré au génome et l’expression est transitoire.Dans les deux organismes, l’élément régulateur dirige l’expression du gène lacZ spécifiquement dans
la partie postérieure du tube neural. B. Utilisation d’un mutant dominant négatif. Une construction exprimant une forme mutée du récepteur RARα1
de xénope (dnRARα1) a été électroporée dans la partie gauche du tube neural d’un embryon de poulet au stade HH9 (8 somites). L’ embryon a été
prélevé au stade HH14 (25 somites) pour analyser l’expression du gène Hoxb4 par hybridation in situ. La présence de cette construction, qui bloque
la voie de signalisation par l’acide rétinoïque, empêche l’induction de Hoxb4 (noter l’absence d’expression de Hoxb4 dans la partie gauche du tube
neural). C. Expression de la ß-galactosidase après électroporation dans l’embryon murin. Vue dorsale d’un embryon de 9,0 jpc exprimant la ß-gal
dans le cerveau antérieur.  L’ADN (CMV-lacZ) a été injecté dans la cavité amniotique d’embryons de 8,0 jpc et les embryons ont été cultivés 12
heures in vitro après électroporation (25 volts/50 ms) (image gracieusement fournie par N.Itasaki, NIMR, Londres). D. Expression d’une GFP à loca-
lisation nucléaire dans le tube neural de l’embryon de poulet. Une solution d’ADN à 4mg/ml a été déposée dans la région caudale d’un embryon de
poulet de 12 somites (promoteur ß-actine/CMV; 4 chocs de 25 volts/50 ms). Les embryons ont été prélevés après 36h et analysés en microscopie
confocale (image gracieusement fournie par Luc Mathis, Institut Pasteur).S : somite ; TN : tube neural ; C : cœur.
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