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> Nombre de maladies ont pour origine une absence
d’expression ou une expression défectueuse d’une
protéine donnée. Pour certaines d’entre elles, la
protéine faisant défaut est circulante et peut
étre captée par les cellules lorsqu’elle est délivrée
de fagon exogene. Dans ce cas, les thérapies ont
d’abord consisté en I'administration de la protéine
thérapeutique extraite de tissus humains. Par la
suite, le génie génétique a permis la production
des protéines par fermentation de cellules aprées
y avoir introduit le gene correspondant. Pour
beaucoup d’autres maladies, la protéine faisant
défaut ne peut étre délivrée de facon exogene. Une
production endogene de la protéine thérapeutique,
par les cellules elles-mémes est donc nécessaire. La
technologie de ’ARN messager (ARNm), comme celle
la précédant de ’ADN, se propose de supplémenter,
au ceceur des cellules, Iinformation génétique
nécessaire pour produire elles-mémes la protéine
thérapeutique. Cependant, contrairement aux
thérapies utilisant ’ADN, le transfert d’ARNm permet
une expression transitoire de la protéine d’intérét
ce qui constitue un avantage dans nombre de
maladies. La maitrise de la quantité, de la qualité et
de la régulation spatio-temporelle de la production
d’une protéine codée par "ARNm thérapeutique
représente, néanmoins, un défi important pour le
développement de cette approche. <

Depuis les années 1990, les protéines thérapeutiques sont
majoritairement produites en utilisant la technologie dite
de « protéine recombinante », qui consiste a les faire
produire par des bactéries, des levures ou des cellules de
mammiferes, aprés y avoir introduit le géne les codant.

Vignette (© Héloise Bonnal).
! Terme inspiré de Jones CH, et al. Breaking the mold with RNA - a “RNAissance” of
life science. NP/ Genom Med 2024 ; 9 : 2.
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Lutilisation d’ARN messager (ARNm) offre désormais une nouvelle oppor-
tunité thérapeutique. €n effet, la thérapie par ARNm permet d’envisager
des applications pour de nombreuses maladies pour lesquelles "approche
par protéine recombinante n’est pas envisageable. Cette nouvelle approche
thérapeutique est donc porteuse d’espoir non seulement pour les patients
concernés par ces maladies mais aussi pour I'industrie pharmaceutique,
puisqu’elle permet de réduire considérablement le temps requis pour la
production de protéines thérapeutiques. Des études précliniques utilisant
de PARNm thérapeutique ont démontré leur faisabilité dans certaines indi-
cations. Cependant, a ce jour, aucun essai clinique de phase Ill n’a fourni
de résultat positif. Comparée a la technologie dite de « protéine recombi-
nante », la thérapie par ARNm présente de nombreux avantages. €n théo-
rie, toute protéine peut en effet étre fabriquée a partir d’'un ARNm. De plus,
la fabrication de PARNm est rapide et elle est réalisée in vitro, évitant ainsi
I'utilisation d’une culture cellulaire, comme c’est le cas pour la produc-
tion des protéines recombinantes, qui doivent étre ensuite purifiées a un
niveau compatible avec une utilisation en clinique. Une molécule d’ARNm
peut étre congue, produite et optimisée trés rapidement, en seulement
quelques semaines, ce qui permet d’économiser un temps précieux ainsi
que des ressources en recherche et développement. Ce dernier point est
particulierement important dans le contexte du développement rapide de
thérapies contre des maladies acquises, comme les maladies infectieuses
par exemple. Alors qu'une grande majorité des protéines endogenes ne
sont pas éligibles a devenir des candidats-médicaments (seule une cen-
taine de produits biologiques ont été approuvés), des ARNm peuvent étre,
a priori, produits a partir de tous les genes du génome humain. Des plates-
formes technologiques d’ARNm sont ainsi proposées comme une approche
innovante pour produire une nouvelle classe de produits biologiques pour
traiter des maladies héréditaires ou acquises. Cependant, tout le potentiel
de cette nouvelle modalité thérapeutique ne pourra étre atteint qu’avec
le développement de systemes de délivrance capables d’acheminer de
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facon efficace ’ARNm a Pintérieur des cellules cibles. Bien que I’ARNm soit
environ 5 fois plus petit qu’un ADN véhiculé par un plasmide ou un vecteur
d’origine viral, qui pourrait également étre utilisé, des formulations par-
ticulieres sont nécessaires pour le transporter
jusqu’au cytosol des cellules ou il sera traduit
en protéine [1] (=9).

Les plates-formes technologiques d’ARNm
pourraient étre utilisées pour des applications thérapeutiques plus
larges que celles qui ont été développées jusqu’a présent, en parti-
culier dans le cas des vaccins & ARNm contre la Covid-19 (coronavi-
rus disease 2019) avec le Tozinameran (Pfizer-BioNTech) et I’Elaso-
meran (Moderna). Cependant, contrairement & ce qui est recherché
pour les vaccins a ARNm, pour de telles applications thérapeutiques,
une forte expression protéique est requise. En effet, comparée a la
dose d’ARNm vaccinal utilisée dans les études précliniques et cli-
niques (environ 0,001 mg d’ARNm/kg), la dose nécessaire d’ARNm
pour la production d’une protéine a un niveau thérapeutique devrait
gtre 100 a 1000 fois supérieure (soit 0,1 a1 mg d’ARNm/kg) [2]. Pour
autant, aucune réponse immunitaire ne doit étre engendrée. Il est
donc indispensable que ces molécules d’ARNm ne soient pas détec-
tées par les récepteurs de 'immunité innée. La réponse immunitaire
qui serait alors produite pourrait en effet étre a I'origine d’une
réponse adaptative vis-a-vis de la protéine thérapeutique, annulant
I’effet biologique escompté et susceptible de déclencher, dans le cas
de protéines du soi, une réaction auto-immune. La vectorisation des
ARNm thérapeutiques constitue ainsi, dans le cadre de ces nouvelles
applications, un défi qui reste difficile a relever. Nous aborderons
dans cette revue les différentes stratégies de vectorisation envisa-
gées, leurs conséquences sur la stimulation de 'immunité innée et
I’inflammation ainsi que les modalités d’injection et les applications
cliniques potentielles.

Le développement de I’ARNm thérapeutique est un chemin semé d’obs-
tacles (délivrance précise/localisation d’expression, chaine d’appro-
visionnement et stockage, défis spécifiques a la maladie, expression
de nouvelles protéines ou de protéines complexes, etc.), qui devront
€tre contournés pour pouvoir exploiter le potentiel thérapeutique de
’ARNm.

(=) Voir la Nouvelle
de B. Pitard, m/s n° 10,
octobre 2019, page 749

Les molécules d’ARNm thérapeutique

Comme I’ARNm vaccinal, la molécule d’ARNm thérapeutique est consti-
tuée de cing éléments structuraux : une coiffe a son extrémité 5, telle
que la 7-méthylguanine (ou des analogues artificiels : ARCA [anti-
reverse cap analog] ou CleanCap®) ; une queue poly (A) comportant
d’une centaine de ribonucléotides adénosine (A) a son extrémité 3’ ;
et, entre les deux, la séquence nucléotidique codant la protéine théra-
peutique, encadrée aux extrémités 5’ et 3’ par des séquences non tra-
duites (UTR pour untranslated regions), [3]. La coiffe est nécessaire
au recrutement des ribosomes, les UTR permettent d’augmenter la
synthése protéique, et la queue poly (A) confére a la molécule d’ARNm
sa stabilité. Cette molécule est produite industriellement par trans-
cription in vitro, utilisant une ARN polymérase recombinante et un

m/s n® 6-7, vol. 40, juin-juillet 2024

plasmide linéarisé servant de matrice pour la transcrip-
tion de ’ARNm. UARNm ainsi produit est purifié et sera
traduit directement en protéine par la machinerie des
ribosomes, une fois dans le cytosol de la cellule cible.
Les molécules d’ARNm sont fragiles, facilement dégra-
dées, et possédent une taille quasiment identique a
la taille de la cellule cible dans laquelle elles doivent
pénétrer. Les ARNm sont chargés négativement, comme
toutes les molécules d’acides nucléiques mais aussi
comme |’environnement entourant les cellules in vivo
constitué par des matrices extracellulaires. Ces carac-
téristiques de taille et de charge, qui sont a 'origine
de forces de répulsion électrostatique entre ’ARNm et
I’environnement cellulaire, constituent des obstacles
importants au transfert de I’ARN dans les cellules.

Les vecteurs lipidiques

Depuis les années 1990 [4], de nombreux travaux ont
été entrepris afin de réduire la taille et d’inverser la
charge des molécules d’ARNm pour les rendre compa-
tibles avec une internalisation cellulaire. Le mécanisme
de la condensation naturelle des molécules d’acides
nucléiques dans les noyaux cellulaires ou dans les
tétes de spermatozoides, puis la détermination de la
composition lipidique des membranes des cellules a
traverser, ont guidé les synthéses des premiers vec-
teurs synthétiques. Ces vecteurs étaient congus selon
le prototype d’une molécule lipidique synthétique
chargée positivement, pour condenser ’ARNm chargé
négativement, reliée a des chalnes d’acides gras ou de
cholestérol, pour pouvoir se mélanger avec les lipides
de la membrane de la cellule cible. Ces vecteurs ont été
dénommés vecteurs lipidiques chargés positivement ou
lipides cationiques ou encore ionisables.

Les lipides cationiques, comme par exemple les lipo-
polyamines, ont été développés initialement pour la
transfection d’ADN [5,6] (Figure 1). lls ont été ensuite
utilisés pour la transfection d’ARN interférents (ou
siARN pour short interfering RNA) pour inhiber I’expres-
sion d’un géne avec, comme vecteur, le lipide ionisable
DLin-DMA (1,2-dilinéoleyloxy-N, N-diméthyl-3-amni-
poromane). Ce lipide a été ensuite optimisé pour donner
naissance au DLin-MC3-DMA (Figure 1), le composé clef
de la vectorisation in vivo de siARN dans le foie pour le
traitement de "amylose héréditaire a transthyrétine,
avec I’Onpattro® [7]. €n 2018, ce médicament a été le
premier approuvé par la FDA (Food and Drug Adminis-
tration) aux €tats-Unis. Des versions améliorées du
lipide ont ensuite été synthétisées pour la vectorisation
spécifique de molécules d’ARNm environ 30 fois plus
grandes que les siARN. Les lipides ALC-0315 et le SM-102
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Figure 1. Structures chimiques de lipides
ionisables et de lipides neutres. A. les lipides

ionisables pour la vectorisation d’acides

RPR120535 Lipide-PEG (ALC-0159). n=45 L )
r ' nucléiques incluant le RPR120535, le DLin-MC3-
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HoNome N AN ) DMA, le SM-102 et I’ALC-035, utilisés sous forme
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HoH 3 n /\(fjr 10 de nanoparticules lipidiques (LNP), respective-
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N\NWOYCC/WCHB Cholestérol d’un aminosucre naturel couplé a du choles-
0 . o s A -
CH; térol, utilisé sans association avec des lipides
0 CH . .
I =y neutres. B. Lipides neutres utilisés pour former
ALC-0315

les LNP incluant le lipide-PEG (ALC-00159), le
DSPC (distearoyl phosphatidyl choline) et le
cholestérol, généralement au ratio molaire : 35,
16, 46,5, 2,5 M/M.

(Figure 1) ont ainsi été utilisés pour la préparation des vaccins contre
la Covid-19 pour complexer, respectivement, 30 et 100 pg d’ARNm
codant la protéine S (spike) du SARS-CoV-2 (severe acute respiratory
syndrome coronavirus 2). D’autres lipides ionisables, de structure
chimique différente, utilisant comme partie chargée positivement des
molécules naturelles d’aminosucres?, ont été synthétisés pour le trans-
port intracellulaire d’ARN [8-10]. Un représentant de cette famille de
lipides, dénommé CHOLK (Figure 1), a démontré son efficacité pour la
vectorisation d’ARNm dans le muscle squelettique [11,12]. Chez le pri-
mate, ce lipide permet en outre une biodistribution étendue de I’ARNm
a partir du site d’injection [13].

Dans un environnement dont le pH est acide, les lipides ionisables sont
chargés positivement mais ils sont neutres au pH physiologique. Ainsi,
pour favoriser les interactions électrostatiques entre les charges posi-
tives du lipide et celles négatives de I’ARNm, I"association des lipides
ionisables avec ’ARNm sera réalisée a pH acide. La neutralité du lipide
ionisable, au pH physiologique, sera obtenue lorsqu’il sera injecté dans
I’organisme. Neutre, il n’interagira pas avec les composés anioniques
des membranes des cellules ou présents dans la matrice extracellu-
laire avec, pour conséquence, 'augmentation de la biodistribution au
niveau systémique ou tissulaire et de la biocomptatibilité du complexe
lipidique.

Aprés son endocytose (non spécifique ou spécifique via un récep-
teur) dans la cellule cible, le complexe sera pris en charge par
les endosomes dont le pH est acide. Les lipides ionisables se

? Un aminosucre (ou osamine ou aminocarbohydrate) est un sucre dans lequel un groupe hydroxyle est
remplacé par un groupe amino (groupe NH,), comme la glucosamine (ndIr).
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chargeront donc positivement ce qui facilitera leur
interaction avec la phosphatidylsérine, un lipide
chargé négativement présent naturellement dans le
feuillet interne de la membrane des endosomes. Le
déplacement du lipide ionisable, initialement catio-
nique, en interaction avec les charges négatives de
’ARNm, vers les charges négatives de la phospha-
tidylsérine, provoque alors la déstabilisation de la
membrane des endosomes. Ce processus, observé
également avec d’autres acides nucléiques comme
’ADN [14], entraine une rupture de la membrane
endosomale, créant des passages vers le cytoplasme
pour les molécules d’ARNm alors débarrassées de
leurs lipides. Cette étape est indispensable a la
libération des molécules d’ARNm dans le cytoplasme
et leur prise en charge par les ribosomes pour la tra-
duction de la protéine d’intérét qu’elles codent.

Une évolution de ces vecteurs lipidiques a été la
mise au point de nanoparticules lipidiques (LNP, pour
lipidic nanoparticles) qui consistent en I"association
de lipides ionisables avec des lipides neutres non
chargés [15]. Ces lipides neutres, majoritairement
des phospholipides, comme la phosphatidylcholine
ou la phosphatdyléthanolamine, du cholestérol ou
des lipides fonctionnalisés avec des molécules de
polyéthylene glycol (PEG) (Figure 1), améliorent les
propriétés de stabilité, d’efficacité de délivrance, de
tolérance et de biodistribution des nanoparticules.
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Figure 2. Vectorisation
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famille des blocs copolymeéres
tétrafonctionnalisés ioni-
sables. Les blocs hydrophiles
(en bleu) et les blocs hydro-
phobes (en gris) sont reliés
entre eux par une molécule
centrale chargée positive-
ment. Différentes propriétés
physico chimiques peuvent
étre créées en variant la

nature chimique des blocs

et de la partie centrale.

B. Représentation schéma-

tique illustrant I’organisation
supramoléculaire d’une molécule d’ARNm en interaction avec les molécules de blocs copolymeéres, par forces électrostatiques entre les résidus
phosphates des nucléotides chargés négativement et les charges positives de la partie centrale. Les blocs hydrophobes s’associant entre eux
pour minimiser leur interaction avec 'eau. Dans un but de simplification un seul bloc hydrophile et hydrophobe par molécule est représenté. C.
Représentation schématique illustrant le mécanisme de franchissement membranaire de la formulation bloc copolymére/ARNm. 'organisation
supramoléculaire particuliére va permettre un mécanisme d’internalisation direct dans le cytoplasme des cellules, contrairement aux structures
globulaires d’une centaine de nanometres des nanoparticules qui conduit @ une internalisation par endocytose. Le masquage des charges néga-
tives de "ARNm par les blocs copolymeres empéche les répulsions électrostatiques entre I’ARN et I’environnement cellulaire également chargé
négativement. L'effet de déshydratation de la surface de la cellule par les blocs hydrophiles entraine une déformation et une ouverture de la
membrane pour la pénétration de la chaine d’ARNm. Ensuite, les blocs hydrophobes a I'intérieur de la membrane vont créer des espaces pour

PARNm. Puis, du c6té interne de la membrane, les blocs hydrophiles avec leur forte affinité pour les environnements aqueux vont entrainer [‘ARN

vers I'intérieur de la cellule (© Héloise Bonnal).

Les phospholipides ont tendance a adopter une structure en phase
hexagonale inversée®. Cette structure est un élément supplémentaire
de déstabilisation des membranes des endosomes. €lle facilite donc la
sortie des ARNm vers le cytoplasme de la cellule. Le cholestérol, quant
a lui, contribue a la stabilité des particules, en modulant la rigidité et
I’intégrité des membranes lipidiques composant les nanoparticules.
Le lipide couplé au PEG présente de multiples propriétés ayant des
effets sur les caractéristiques des nanoparticules. €n effet, la quantité
de lipides-PEG peut affecter la taille et la charge des particules ; les
lipides-PEG contribuent également a la stabilisation des particules en
créant une répulsion stérique empéchant les particules de s’agréger
entre elles ; enfin, les lipides-PEG peuvent étre utilisés pour assurer un
ciblage cellulaire particulier aprés leur avoir greffé chimiquement un
ligand spécifique a leur extrémité.

La formulation des molécules d’ARNm avec le mélange de ces quatre
lipides s’effectue selon un rapport molaire trés précis (lipide ioni-
sable/phospholipide/cholestérol/lipide-PEG : 35/16/46,5/2,5) en
utilisant un procédé de mélange par microfluidique de deux solutions :

® €n fonction de leur conformation spatiale, les phospholipides peuvent générer, lorsqu'ils s’associent
entre eux, des phases lamellaires, ou des phases hexagonales directes ou inversées. La phase hexagonale
inversée posseéde des propriétés fusogénes avec les membranes cellulaires ou de liposomes.
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une solution aqueuse contenant les ARNm et une solu-
tion contenant les lipides dissous dans I’éthanol. Avant
d’étre utilisées, les nanoparticules ainsi produites
subissent ensuite différentes opérations consistant en
I’échange de solvant, leur concentration, leur stérilisa-
tion, et finalement, leur caractérisation.

Les nanoparticules, en I’absence méme de molécules
d’ARNm, possédent des propriétés adjuvantes. Le
lipide ionisable est le composant critique pour cet
effet adjuvant. In vivo, il induit en effet la produc-
tion de plusieurs chimiokines et cytokines (telles que
I'IL[interleukine]-6) par les cellules immunitaires qu’il
stimule [16-18]. Cette réponse inflammatoire peut
étre a lorigine d’effets secondaires allant de simples
réactions locales au site d’injection a des manifes-
tations plus importantes comme I’inflammation du
myocarde [19].

Les vecteurs polymériques

L'étape d’endocytose des nanoparticules lipidiques
constitue une étape limitante pour la délivrance des
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Figure 3. Mécanismes de réponses du
systéme immunitaire inné a la pré-
sence d’ARN exogéne au sein d’une
cellule. Dans les endosomes, I’ARN
double brin (db) est reconnu par le
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brin ou simple brin sont reconnus res-
pectivement par RIG-1 et IFI-T1l. La
stimulation de ces voies est suffi-
sante pour induire une inflammation
locale et systémique caractérisée par
le relargage de cytokines pro-inflam-
matoires, comme I'IL (interleukine)-
lo/B, I'IL-6, et d’interférons (IFN) de
type | (IFN-o/B) via, respectivement,
NF-xkB et IRF. TLR : Toll-like receptor ;
TRIF : TIR domain-containing adap-

Cytokines
proinflammatoires

tor inducing interferon-f3 ; NF-kB :
nuclear factor-kB ; IRF: interferon

regulatory factor ; MAVS : mitochon-

drial antiviral-signaling protein ;

RIG-I : retinoic acid-inducible gene | ; IFI-T1 : interferon-induced protein with tetratrico-peptide repeats-1; MADS : melanoma differentiation-

associated protein 5 ; IFN-1: type | interferon ; MyD88 : myeloid differentiation primary response protein 88 ; LGP2 : laboratory of genetics and

physiology 2 (© Héloise Bonnal).

molécules d’ARNm dans le cytoplasme cellulaire pour y étre traduites
en protéine thérapeutique. Afin de s’affranchir de cette étape et
d’augmenter Iefficacité des ARNm, une classe de vecteurs constituée
de blocs copolymeéres de structure chimique tres différente a été déve-
loppée. Ces vecteurs sont constitués de molécules amphiphiles* reliées
entre elles par une molécule chargée positivement (Figure 2A). lls ont
été initialement utilisés pour la vectorisation d’ADN in vivo [20]. Des
molécules aux propriétés physicochimiques tres variées peuvent étre
obtenues, selon la longueur et la nature chimique des segments hydro-
phobes et hydrophiles. Les vecteurs plus hydrophobes seront les plus
affins pour les membranes cellulaires. Les vecteurs plus hydrophiles
seront en revanche solubles dans I’environnement extracellulaire. Les
propriétés physicochimiques optimales pour la délivrance de molécules
d’ARNm dans différents tissus ont été ainsi définies, pour le tissu mus-
culaire squelettique [21], le tissu cardiaque ou le tissu pulmonaire.

La formulation de ces vecteurs est plus aisée que celle des nanopar-
ticules : elle repose uniquement sur un mélange auto-associant, sans
mélangeur microfluidique, de la solution aqueuse contenant les ARNm

* Amphipathique, amphiphile ou amphipdlaire, désignent une molécule portant & la fois un groupement
hydrophile et un groupement hydrophobe (ndlr).
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et de la solution contenant les blocs copolymeéres.
L'organisation supramoléculaire de cette formulation
est trés différente de celle des nanoparticules, avec les
molécules de blocs copolymeéres dispersées le long de la
chaine d’ARNm, en interaction électrostatique avec les
charges négatives des bases nucléotidiques (Figure 2B).
La neutralisation des charges négatives des nucléotides
permet ainsi aux molécules d’ARN d’entrer en contact
avec la membrane des cellules cibles, en évitant les
forces de répulsion électrostatique. Les longues chaines
hydrophiles des blocs copolymeres provoqueront la dés-
hydratation locale de la membrane plasmique, permet-
tant a ’ARNm de la traverser. Contrairement aux ARNm
contenus dans les nanoparticules qui sont internalisés
dans la cellule par endocytose, I’ARNm en interaction
avec les blocs copolymeres pénétre par un mécanisme
de diffusion passive au travers de la membrane cel-
lulaire (Figure 2C). Les molécules d’ARNm sont donc
acheminées directement dans le cytosol (sans étape
vésiculaire) et sont immédiatement disponibles pour la
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traduction en protéine, comme ce qui a été observé avec les molécules
d’ADN [22, 23].

Minimiser la réaction inflammatoire

La présence d’ARN exogéne, en particulier viral, au sein de la cellule
est détectée par des senseurs cytosoliques ou membranaires dédiés,
a Iorigine d’une cascade de signalisation conduisant a une réponse
immunitaire innée avec la production d’interféron (IFN) de type | (chez
I’lhomme, IFN-c, IFN-3 et IFN-) et de cytokines pro-inflammatoires.
La RNAse L intracellulaire est également activée afin de dégrader les
ARN simple brin présents dans le cytosol, et le facteur d’initiation de la
traduction elF2a., suite a sa phosphorylation, est inactivé. Différents
senseurs participent a la défense de la cellule contre les ARN viraux
[24] (Figure 3) : des récepteurs endosomaux de type PRR (pathogen
recognition receptor), tels que le TLR7 (Toll like receptor 7) qui recon-
naft I'uridine de la molécule d’ARN ; des senseurs cytosoliques, MADS
(melanoma differentiation-associated gene 5) et LGP2 (laboratory
of genetics and physiology 2) qui reconnaissent les ARN double brins ;
NOD 2 (nucleotide-binding oligomerization domain 2) qui reconnait les
ARN simple brin ; RIG-1 (retinoic acid-inducible gene I) et IFI-T1 (inter-
feron-induced protein with tetratrico-peptide repeats-1) qui recon-
naissent I’extrémité 5’ de ’ARN présentant les 3 phosphates du premier
nucléotide non-coiffé. ensemble des réponses induites représente un
frein a I'efficacité de la traduction des protéines codées par ’ARNm et
donc a Pefficacité thérapeutique.

Les nanoparticules lipidiques, de par leur mode d’internalisation impli-
quant les endosomes, stimulent les récepteurs présents a la membrane
de ces vésicules, comme le TLR7 qui reconnait les ARNm (méme s'ils
sont constitués de bases uridine chimiquement modifiées, comme
la N1-méthyl pseudo uridine [25], utilisée dans les vaccins contre le
Covid-19). De méme, dans les nanoparticules, la structuration des
molécules d’ARNm peut conduire a la formation d’ARNm double brin
qui seront reconnus par MADS et LGP2 dans le cytosol. Au contraire,
les vecteurs polymériques, de par leur mécanisme de délivrance direct
dans le cytosol sans passer par la voie endocytaire, contournent la
réponse liée au TLR. L'organisation supramoléculaire des assemblages
blocs copolymeres/ARNm, qui préserve la structure simple brin de
’ARNm, ne devrait pas stimuler MAD5 et LGP2. Les ARNm thérapeu-
tiques utilisés étant coiffés, les trois phosphates de I'extrémité de la
molécule sont masqués et ne seront pas reconnus par les PRR cyto-
soliques RIG-I et IFI-TL. La structuration des vecteurs, de méme que
leur mode d’entrée dans la cellule, se révelent ainsi déterminants pour
contourner la détection des ARNm thérapeutiques par les senseurs du
systéme immunitaire et empécher leur dégradation et la production
de cytokines pro-inflammatoires in vivo, afin d’obtenir une expression
forte des protéines codées par ’ARNm [23] (Figure 4).

Modalités d’injection d’ARN thérapeutique

La distribution des ARNm thérapeutiques dans les organes, leur
cinétique de traduction en protéine et leur effet thérapeutique sont
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influencés par la voie utilisée pour leur administra-
tion in vivo [26]. La voie d’administration est souvent
déterminée en considérant les propriétés physico-
chimiques des assemblages vecteurs synthétiques/
ARNm et I’application thérapeutique recherchée. L'in-
jection intraveineuse des nanoparticules lipidiques
conduit pour la plupart d’entre elles a leur accumula-
tion dans le foie ou elles pénetrent dans les hépato-
cytes par endocytose, suite a I'interaction entre I’apo-
lipoprotéine € (Apo€) circulante, trés affine pour les
lipides, dont les lipides ionisables complexant I’ARNm,
et son récepteur a la surface de ces cellules. La bio-
distribution particuliéere des nanoparticules lipidiques
dans le foie se fait donc par un ciblage actif, lié au
recouvrement passif des complexes contenant les ARNm
par ’Apo€ sanguine apres leur injection. Certains lipides
ionisables permettent d’éviter ce mécanisme ciblant le
foie [27]. Cependant, le ciblage du foie reste important
pour le traitement de différentes maladies, en parti-
culier pour produire des protéines thérapeutiques dans
le cadre de maladies métaboliques et hématologiques,
ou pour induire la production d’anticorps neutralisant
des agents pathogenes ou ciblant des cellules can-
céreuses. Comme nous I’avons vu, ces applications
thérapeutiques potentielles nécessitent cependant que
la réponse immunitaire innée liée a la reconnaissance
des molécules d’ARNm soit limitée afin de permettre la
répétition des administrations dans le temps si la pro-
téine thérapeutique doit étre produite sur le long terme,
dans le cadre d’un déficit par exemple.

Uinjection intraveineuse peut également étre a "origine
de I'accumulation des nanoparticules dans les gan-
glions lymphatiques et induire une réponse immunitaire
contre la protéine produite a partir de "ARNm, méme
si celui-ci code une protéine qui est initialement pré-
sente dans I'organisme receveur. Bien que ce processus
s’avere bénéfique dans le cas d’une vaccination par
ARNm contre des cellules cancéreuses exprimant des
antigenes tumoraux, il est a proscrire dans le cas de
la thérapie par ARNm afin de ne pas compromettre son
efficacité.

Une administration topique des molécules d’ARNm
thérapeutiques a été explorée afin d’obtenir un effet
thérapeutique local aprés injection, par exemple dans
le cceur ou les poumons. Des essais cliniques de phase
Il (NCT03370887) [28] ont ainsi été conduits en utili-
sant des molécules d’ARNm codant le VEGF (vascular
endothelial growth factor) injectées dans le cceur de
patients ayant subi un infarctus pour créer de nou-
veaux vaisseaux sanguins. De méme, un essai clinique
de phase I/1l (NCT03375047) [29] a évalué I'innocuité
et la tolérance de formulations nébulisées dans les



poumons de patients atteints de mucoviscidose. Dans cet essai, les
formulations lipidiques administrées en une seule fois, encapsulaient
trois quantités (8, 16 et 24 mg) d’ARNm codant la protéine CFTR (cystic
fibrosis transmembrane conductance regulator) afin de remplacer la
protéine mutée responsable de la maladie. Les résultats de cet essai
n’ont cependant pas permis de confirmer des résultats antérieurs qui
indiquaient une légere amélioration de la fonction respiratoire des
patients. Uaugmentation de Iefficacité de délivrance d’ARNm dans
les poumons reste donc un défi, en raison des barriéres importantes
rencontrées, comme le mucus. Des améliorations, observées chez
I’animal, résultant de la combinaison des molécules d’ARNm avec
différents lipides en présence d’excipients et de solutés spécifiques,
pourraient étre appliquées afin d’augmenter la charge positive des
complexes contenant PARNm et ainsi faciliter leur passage [30].

Les potentielles applications thérapeutiques

Par rapport aux vaccins @ ARNm, la thérapie par ARNm pose plusieurs
défis en termes de délivrance, d’efficacité de production protéique
et de tolérance, ce qui explique la lenteur du développement de son
application.

Les essais cliniques qui ont été entrepris concernent plusieurs
approches, comme la thérapie de remplacement de protéines non-
fonctionnelles mais aussi de protéines participant a I’édition de genes,
avec par exemple I'utilisation du systéme CRISPR [2, 26] dans le cadre
des maladies génétiques héréditaires, ou des anticorps ou des cyto-
kines pour les maladies acquises.

Thérapie par remplacement de protéines non-fonctionnelles

Les maladies génétiques sont dues a des mutations, acquises ou héri-
tées, de ’ADN qui entrainent I’expression de protéines dysfonction-
nelles ou leur absence. Dans certaines maladies, la supplémentation
par des protéines thérapeutiques recombinantes peut étre suffisante
pour traiter les symptomes cliniques, mais ces traitements, bien
souvent a I'origine d’effets secondaires, n’offrent pas de possibilités
de traitements a long terme. C’est dans ce contexte que la thérapie
par ARNm pour le remplacement de protéines non fonctionnelles ou
absentes a émergé comme une alternative prometteuse. La thérapie
par ARNm permet de restaurer la fonction et les caractéristiques des
protéines codées, dont leur capacité de sécrétion, leur localisation
intracellulaire ou transmembranaires. UARNm sera en effet traduit
par les cellules du patient en une protéine qui subira les modifications
post-traductionnelles spécifiques de la protéine originale.

Jusqu’a présent, les différents essais cliniques de thérapie de rempla-
cement de protéines par nanoparticules ont concerné des maladies
héréditaires affectant des enzymes du métabolisme général dont le
déficit en ornithine transcarbamylase (NCT03767270) [31], qui entraine
une accumulation d’ammoniaque dans le sang, le déficit en méthyl-
malonyl CoA mutase, a I'origine d’une acidémie méthylmalonique
(NCT03810690) [32], et le déficit en propionyl-coenzyme A carboxy-
lase, entrafnant une acidémie propionique (NCT04159103) [33,34].
Toutes ces maladies sont caractérisées par des déficits génétiques
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d’enzymes responsables de I'absence de prise en charge
de certains produits métaboliques dont "accumula-
tion se traduit par des symptomes cliniques pouvant
étre mortels. La supplémentation de ces enzymes par
I’expression d’ARNm correspondant, peut ainsi ralentir
la progression de la maladie.

Le potentiel thérapeutique des thérapies de remplace-
ment fondées sur PARNm a également été testé dans le
cadre de plusieurs autres maladies métaboliques, mais
ces essais restent limités a des études précliniques sur
des animaux. C’est le cas de la tyrosinémie héréditaire
de type |, la porphyrie aigué intermittente, la maladie
de Fabry, le syndrome de Grigler Najjar de type |, le défi-
cit en antitrypsine al, le déficit en citrine, et la maladie
de stockage du glycogene de type |. D’autres maladies
font 'objet de recherches, telles que des maladies
hématologiques, comme I’hémophilie A, ’hémophilie B
et le purpura thrombocytopénique, ou des maladies du
systeme nerveux central, comme I’ataxie de Friedreich,
ou encore des maladies de peau, comme le déficit en
élastine, ou enfin les pertes auditives.

Uutilisation d’ARNm comporte néanmoins I’inconvé-
nient de ne conduire qu’a une production transitoire de
la protéine faisant défaut. C’est pourquoi, dans nombre
de cas, il peut s’avérer nécessaire de ne pas forcément
exprimer une copie fonctionnelle de la protéine mutée
mais d’intervenir sur le défaut lui-méme au niveau du
géne muté.

Thérapies par correction de géne muté

Une autre stratégie thérapeutique consiste a intervenir
sur le gene affecté afin de remédier a la mutation qu’il
porte. La correction de genes mutés a bénéficié des
outils reposant sur des enzymes récemment identifiées,
comme la nucléase Cas9 du systéme CRISPR/Cas9. €n
effet, les composants nécessaires a I’édition des génes,
la protéine Cas9 et I’ARN guide ciblant le gene d’intérét,
peuvent désormais étre introduits dans les cellules sous
la forme d’ARNm vectorisé. Un essai clinique de phase |
(NCT04601051) [35] a été entrepris afin d’étudier Iin-
nocuité, la pharmacocinétique et pharmacodynamique
d’une formulation lipidique encapsulant ces ARNm dans
le cadre du traitement de I’amylose liée a la transthy-
rétine, une maladie due a I'agrégation de la protéine
mutée qui est produite et secrétée exclusivement par
le foie. U'objectif de cette étude était de réduire la
concentration circulante de transthyrétine mutée. Les
résultats ont montré, apres une injection unique de
nanoparticules encapsulant I’ARNm codant la Cas9
et ’ARN guide (& la dose de 0,3 mg ARNm/kg) ciblant
le géne TTR muté codant la transthyrétine toxique,
une diminution de plus de 90 % de la concentration
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de protéine mutée circulante. A noter que le ciblage vers le foie des
particules thérapeutiques est facilité par leur opsonisation par ’Apo€
dans la circulation sanguine (voir ci-dessus). Parce que I’ARNm n’est
exprimé que transitoirement, cette nouvelle approche apparait plus
sire que I'approche de thérapie génique utilisant un vecteur viral
contenant ’ADN codant la Cas9, qui persistera méme apres I’édition du
gene cible et qui accroit le risque de modifications hors cible. Pour la
premiére fois, cette étude démontre ainsi la possibilité de réaliser en
utilisant la thérapie par ARNm, une édition de genes pour corriger une
maladie génétique chez "lhomme. Elle ouvre ainsi la voie a I'explora-
tion potentielle de ce type de thérapie pour de nombreuses maladies
génétiques, en particulier hépatiques, liées a des défauts d’enzymes
impliquées dans le métabolisme, et dans des maladies liées aux lipo-
protéines. A noter que la Cas9 peut &tre aussi délivrée sous une forme
protéique complexée avec I’ARN guide.

Thérapies en infectiologie et en cancérologie

Lutilisation de ’ARNm pour I’expression de protéines d’intérét thé-
rapeutique est également envisagée dans d’autres maladies. La
production d’anticorps monoclonaux a partir de molécules d’ARNm
vectorisées en est un exemple. €n effet, un essai clinique de phase | a
été conduit avec une formulation de nanoparticules, injectées par voie
intraveineuse, comprenant un ARNm codant la séquence d’un anti-
corps neutralisant le virus Chikungunya (NCT03829384), identifiée chez
un patient immunisé [36]. Les résultats de cette étude ont montré la
production d’anticorps neutralisants aux trois doses d’ARNm utilisées
(0,1, 0,3 et 0,6 mg d’ARNm/kg). Cependant & la plus forte dose, des
effets indésirables ont été observés, bien que contrdlables par I’admi-
nistration de stéroides au prix d’'une diminution du niveau d’anticorps
produits. Une autre application envisagée est celle de I’expression
de protéines immunostimulantes pour lutter contre le cancer. Cette
approche consiste en I'injection dans les tumeurs d’ARNm codant des
protéines (interféron, cytokines) qui stimulent le systéme immunitaire
dans le but de permettre aux lymphocytes T cytotoxiques de détruire
les cellules tumorales. Généralement, les essais cliniques évaluant ce
type d’approche, associent des anticorps recombinants anti-points de
contrdle immunitaire, tels que PD-1 (programmed death-1) ou PD-L1
(programmed death-ligant 1), qui sont produits par fermentation
industrielle. De nombreux autres essais cliniques sont en cours, uti-
lisant différentes molécules exprimées a partir de molécules d’ARNm
vectorisés par des nanoparticules, comme 'IL-2, I'IL-7 [37], I'IL-23,
I’IL-36g, ou la molécule de costimulation 0X40 [38].

Conclusion

Initialement, les applications de ’ARNm avaient pour objectif de
produire des protéines capables de stimuler le systéme immunitaire,
soit dans un but vaccinal contre des maladies infectieuses, soit pour
stimuler des réponses anti-tumorales. 'émergence de I’ARNm, comme
plate-forme vaccinale sire et efficace, dans la course d la mise au
point d’un vaccin contre la Covid-19 a démontré les bénéfices mais
aussi les risques des formulations nanoparticulaires lipidiques/ARNm.
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Ces premiers succes ont conduit a des recherches sur les
procédés de fabrication de ces composés, leurs condi-
tions de stockage ainsi que sur leurs effets secondaires.
Forte de ces réflexions et des solutions mises en ceuvre,
la communauté scientifique souhaite, a présent, déve-
lopper I’utilisation des ARNm vers d’autres applications
thérapeutiques.

D’ultérieures mises au point sont cependant néces-
saires, en particulier en ce qui concerne la nécessité,
dans ces nouvelles applications, d’atteindre une quan-
tité efficace de protéine thérapeutique 100 a 1000 fois
supérieure a celle nécessaire pour une protéine vacci-
nale. Bien que cet objectif n’a pas encore été atteint,
PARNm occupe déja une place particuliére entre la
thérapie génique, par transfert d’ADN, et le traitement
par protéine recombinante. Cette thérapie combine en
effet certains avantages mais aussi certaines diffi-
cultés rencontrées dans ces approches. Par exemple,
les problémes techniques insurmontables en bioréac-
teur pour la production de protéines multimériques,
peuvent étre résolus en utilisant des ARNm codant les
différentes sous-unités protéiques qui seront traduits
par les cellules ciblées. Un avantage de la thérapie par
ARNm par rapport a la thérapie génique utilisant PADN,
est la possibilité de contrdler le niveau et de la durée
d’expression de la protéine qu’il code, selon la quantité
d’ARNm qui est injectée, ce qui limite les effets secon-
daires toxiques pouvant résulter d’une surexpression
a long terme de protéines. La durée d’expression de
la protéine d’intérét thérapeutique positionne ainsi la
thérapie par ARNm comme une technique idéale dans
les situations dans lesquelles une expression transitoire
ou épisodique de protéines est suffisante, voire sou-
haitée, comme c’est le cas pour les stratégies d’édition
de genes.

Le potentiel des thérapies par ARNm devrait étre étendu
avec I’évaluation des ARNm codant des protéines modi-
fiées, leur conférant de nouvelles propriétés, ou des
nouvelles protéines chimériques. Certaines protéines
recombinantes ont en effet été congues pour obtenir
une longue durée d’action, en fusionnant au domaine
thérapeutique de la protéine un domaine augmentant
sa demi-vie, une particularité qui peut également étre
codée par les ARNm. Plus prometteuse est la capacité
d’exprimer de nouvelles protéines thérapeutiques,
comme des anticorps, des fragments d’anticorps ou
d’autres motifs de liaison aux protéines, pouvant éven-
tuellement étre associées a un domaine d’adressage
subcellulaire, comme par exemple, un domaine de loca-
lisation nucléaire, pour optimiser leur action.

La « ReNAissance » des biothérapies par "ARNm est
donc en marche pour valider le champ des maladies



pouvant bénéficier de cette nouvelle approche et pour améliorer ou
proposer des traitements innovants dans un futur proche.¢

SUMMARY

« ReNAissance » of biotherapies with RNA

Many diseases originate from either the absence or defective expres-
sion of a given protein. For some of them, the lacking protein is secreted
or can be taken up by cells when delivered exogenously. In such cases,
therapies initially involved administering the physiological protein
extracted from human tissues. Subsequently, genetic engineering
enabled the production of proteins through cell fermentation after
introducing the corresponding gene. For many other pathologies, the
deficient protein cannot be delivered exogenously. Thus, an endoge-
nous production of the therapeutic protein by the cells themselves is
necessary. Messenger RNA (mRNA) technology, like its predecessor
DNA, aims to supplement the genetic information needed to produce
the therapeutic protein within the cells. However, unlike DNA-based
therapies, mRNA transfer allows for transient expression of the pro-
tein of interest, which offers an advantage in numerous pathologies.
Nonetheless, mastering the quantity, quality, and spatio-temporal
regulation of protein production encoded by therapeutic mRNA remains
a significant challenge for the development of this approach.¢
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