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Les lipides cationiques dans la vectorisation d’oligonucléotides

Introduction

Les oligonucléotides, petits fragments d’acides nucléiques, émergent en tant que nouvelle classe
de produits thérapeutiques en raison de leur capacité a gérer des maladies autrefois incorrigibles. Une
quinzaine de médicaments utilisant des aptameres, petits acides ribonucléiques interférents et
oligonucléotides antisens ont vus le jour depuis 1998 et utilisent divers processus tels que la modulation
d’épissage, la dégradation de la cible par clivage médiée par RNase H et I’acide ribonucléase interférence

pour moduler I’expression des geénes cibles.

Néanmoins, plusieurs limites empéchent le succes des oligonucléotides en clinique durant de
nombreuses années. En effet, ils posseédent une courte demi-vie de circulation étant dégradés par les
nucléases et détruits dans les compartiments endo-lysosomaux. Leur capacité a atteindre la cible est
¢galement discutable, avec une incapacité a s’internaliser efficacement et a échapper aux endosomes.

Enfin, ils peuvent provoquer des toxicités et des effets hors cibles.

Des modifications chimiques sur la nucléobase, la liaison phosphodiester et le sucre ribose sont
apportées aux oligonucléotides, permettant ainsi leur commercialisation. Elles ne sont cependant pas
suffisantes, entrainant le développement de vecteurs encapsulant les oligonucléotides. Dans un premier

temps, les vecteurs viraux sont utilisés, puis sont remplacés par des vecteurs non viraux, moins toxiques.

Nous nous intéressons ici aux vecteurs non viraux utilisant des lipides. Différents types de vecteurs
lipidiques sont créés au cours des derni¢res années avec les liposomes, lipoplexes et nanoparticules
lipidiques modernes. Ils sont composés de lipides cationiques, ionisables, polyéthyléne glycol,
cholestérol et de phospholipides. Les lipides ionisables cationiques sont capables de modifier leur charge
en fonction du pH et ainsi de réduire la toxicité, d’améliorer la demi-vie de circulation, de faciliter la

libération de 1’oligonucléotide et 1’atteinte de la cible.

Cette encapsulation n’est cependant pas si simple et demande de nombreux travaux de construction,
avec une composition a la fois favorable pour I’encapsulation et a la fois pour ’acheminement et la
délivrance de I’oligonucléotide a la cible. Ces systemes ont aujourd’hui fait leur preuve avec I’obtention

de I’autorisation de mise sur le marché pour I’Onpattro et les vaccins contre le Covid-19.



I. Oligonucléotides

Les oligonucléotides (ON) sont de petits fragments d’acide nucléique (AN), simples ou doubles
brins. IIs se lient a leur cible via I’appariement de bases Watson-Crick, permettant ainsi la modulation
de P’expression des génes cibles [1, 2]. Les ON synthétiques visent les genes et produits géniques a
I’aide de divers processus : I’interférence par acide ribonucléique (ARNi), la modulation d’épissage,
la dégradation de la cible par clivage médiée par RNase H, I’activation de génes ou encore I’édition

programmée de genes [3, 4, 5].

Les ON sont capables de cibler sélectivement n’importe quel géne [4], entralnant une diminution,
augmentation ou restauration de 1’expression des protéines [1, 2], permettant ainsi leur utilisation dans
de nombreuses maladies. Plus de 15 médicaments utilisant des ON ont déja été approuvés, visant des
maladies du foie, du systeéme nerveux central (SNC) et des muscles [5]. Différents types d’ON existent

tels que les aptameéres, les petits ARN interférents (siARN) et les oligonucléotides antisens (ASO)

[2].

Cependant, I’administration d’ON aux organes et tissus cibles reste un défi majeur, limitant leur
utilisation [5]. En effet, les ON peuvent étre dégradés par des nucléases extracellulaires, filtrés par les
reins, détruits dans le compartiment endolysosomal, ... [3]. De plus, les effets hors cibles et la toxicité
sont & prendre en compte [4]. Pour surmonter ces problémes, les modifications chimiques jouent un
role crucial, permettant 1’augmentation de 1’activité et de la stabilité métabolique et de diminuer les

effets hors cibles et 'immunogénicité [3, 5].

1. De ’ADN a la protéine

Pour comprendre le mode d’action des ON, il est intéressant d’observer le mécanisme de synthése
des protéines. Plusieurs étapes permettent la formation de celles-ci. Dans un premier temps, ’acide
désoxyribonucléique (ADN) est transcrit en un ARN pré-messager (ARNpm), qui subit ensuite une
maturation pour devenir un ARN messager (ARNm) mature capable de sortir du noyau et d’étre ainsi

traduit en protéine.

L’ADN est le support de I’information génétique contenue dans le noyau. Cette information génétique
est constituée de geénes, fragments d’ADN caractérisés par la succession de nucléotides. L’ADN, double
hélice de brins complémentaires, est composé de nucléotides a leur tour composés d’un sucre, d’un
groupe phosphate et d’une base organique [6]. Il existe quatre bases différentes : 1’adénine (A)
complémentaire a la thymine (T) et la cytosine (C) complémentaire a la guanine (G), qui forment les
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appariements de bases de Watson-Crick [6, 7]. Pour pouvoir sortir du noyau, I’information génétique
doit étre copiée en ARN. L’ARN est lui-méme composé de nucléotides, mais quelques différences sont

visibles entre celui-ci et I’ADN tel que le remplacement de la thymine par I’uracile (U) (Tableau 1) [8].

Caractéristiques ADN ARN
Hélices Généralement double Généralement simple
Sucre Désoxyribose Ribose
Bases AT C G AUC G
L Long : plusieurs millions de Court : au plus quelques milliers
nucléotides de nucléotides
Lieu Noyau Noyau + Cytoplasme

Tableau 1 : Caractéristiques de I’ADN et de I’ARN. Observation de différences entre ’ADN et ’ARN
[8].

La transcription est la premicre étape de la syntheése des protéines. Elle permet de copier le matériel
génétique de I’ADN en ARN et ainsi de sortir du noyau [6]. La transcription se divise elle-méme en
deux étapes : la formation de ’ARNpm et sa maturation en ARNm (Figure I). Un promoteur
détermine le site de début de la transcription. Ce promoteur permet le recrutement de I’ARN polymérase
II, enzyme qui avec I’aide de nombreux cofacteurs protéiques forme un complexe d’initiation. La phase
d’initiation est a I’origine de I’ouverture et du déroulement des deux brins d’ADN. Lors de la phase
suivante, I’élongation, I’ARN polymérase II progresse le long du brin d’ADN matrice (antisens). Cela
induit la syntheése d’un brin d’ARNpm complémentaire au brin antisens, et donc d’un ARNpm identique
au brin codant (sens) de I’ADN. La complémentarité des bases azotées est ici utilisée. Enfin, lors de la

phase de terminaison, des signaux mettent fin a la transcription, libérant ainsi I’ARNpm.

Cependant, cet ARNpm n’est pas viable, il doit subir une phase de maturation. Différentes
modifications vont alors lui étre apportées. Dans un premier temps, une coiffe en 5’ lui est ajoutée
(Figure I). Elle permet de diminuer la réactivité de son extrémité et également d’éviter d’étre reconnue

et dégradée par les exonucléases. Une deuxieéme modification est réalisée avec I’excision des introns.
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En effet, les génes sont constitués d’une alternance d’introns (partie non codante du geéne) et d’exons
(partie codante du gene). Les introns et exons sont intégralement copiés dans I’ARNpm, la phase
d’excision provoque le retrait de ces introns. Par la suite, un épissage a lieu, entrainant la réunion bout
a bout des exons restants (Figure 1). L’¢épissage peut étre alternatif, c’est-a-dire que différents exons
peuvent se lier entre eux et ainsi créer des ARNm différents a partir du méme ARNpm. Enfin, une queue
polyA d’environ 200 nucléotides est ajoutée en 3’ (Figure 1) [9]. Ceci permet de ralentir I’action des
RNases (ribonucléase catalysant la dégradation de I’ARN) et donc d’augmenter I’espérance de vie et la

stabilit¢ de ’ARNm [10].

Promoteur | Introm 1 - Imtyum 2
Rt e pommariieeniead A b Brodisey Gaion

2 h‘.,Ilr ——  — m g ADN
{ Transcrpian )

Codaa inftiation Codon STOP H‘ Fve £

St dn polyndanylation.  AAU'A4

5 —d—_ :'k—‘_-—_:__ IIT*W 3" Traoncrid primaire

- ' 2 :
Cailfe & . _1“ - |' - || AL AN Tramse st wisfurs
’ " Cusue poly A ARNw
FUTR R ool wte "U'TR
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Figure 1 : Synthese des protéines : de la transcription a la traduction. Le brin d’ADN est transcrit en
ARNpm a partir d’un site promoteur. Un épissage pour supprimer les introns et placer les exons bout a
bout est réalisé. D autres modifications sont apportées avec [’ajout de la coiffe en 5’ et de la queue

polyA en 3’ afin d obtenir un ARNm mature. Pour finir, cet ARNm est traduit en protéine [10].

L’ARNm porte désormais I’information génétique. Il sort du noyau par les pores de la membrane
nucléaire et peut ainsi étre traduit en protéine au sein du cytoplasme [9]. Une protéine correspond a

une séquence d’acides aminés, et une séquence de trois nucléotides d’ARNm, nommée codon, code pour
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un acide aminé [6]. L’ARNm sert de plan pour placer les acides aminés dans 1’ordre requis. Pour la
réalisation de la traduction, des ribosomes, des ARN transporteurs, des codons initiateurs (AUG) et des
codons stop (UAA, UAG, UGA) sont nécessaires. La traduction débute au niveau du codon initiateur,
suivie d’une étape d’¢longation avec le déplacement du ribosome le long de ’ARNm jusqu’au codon
stop [10]. Les protéines formées pourront ensuite avoir de nombreux rdles tels qu’un réle de transporteur
(hémoglobine), structural (collagéne), de défense immunitaire (immunoglobulines) et d’hormones

protéiques (insuline) [11].

2. Différentes classes d’oligonucléotides

Les ON sont de courtes séquences d’AN synthétiques, contenant une vingtaine de nucléotides,
capables de cibler ’ADN et I’ARN [6]. Ils peuvent en effet se lier avec spécificité et affinité aux
séquences d’ARN, qu’il s’agisse d’ARNpm, d’ARNm, de protéines ribonucléiques ou bien de micro-
ARN. Les ON se divisent en différentes classes, en fonction de leur mécanisme d’interaction avec la
cible [12]. La premicere classe a avoir été¢ développée est celle des ASO, suivie des aptameéres et enfin
des siARN [13]. Ces ON thérapeutiques traitent des maladies génétiques graves qui étaient autrefois
incurables [14]. En 1998, le tout premier médicament a base d’ON, le fomivirsen, est approuvé par la
Food and Drug Administration (FDA), puis par I’ Agence Européenne des Médicaments (EMA). Depuis,
une quinzaine d’autres médicaments contenant des ON ont été produits avec 10 ASO, 5 siARN et 1

aptamere [5]. Nous aborderons ici les classes d’ON les plus courantes.

a. Oligonucléotides antisens

Les ASO sont les tous premiers ON a étre développés. IIs ont été utilisés pour la premiére fois en
1978 par Zamecnik et Stephenson sur des cellules dans le but d’inhiber le cycle du virus de sarcome
de Rous [15, 16, 17]. 20 ans plus tard, le fomivirsen est commercialisé. Aujourd’hui, ce sont les ON

thérapeutiques prédominants sur le marché [16].

Les ASO se lient a un ARN cible via la complémentarité Watson-Crick et modifient son activité a I’aide
de différents mécanismes [16, 18]. Ils peuvent étre classés en deux grandes catégories : les ON
dépendants de la RNase H et les ON stérique-bloquants. Ils peuvent alors dégrader I’ARN, altérer

I’épissage, inhiber la traduction, perturber les interactions ARN-protéines, ... [19].
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¢ Oligonucléotides dépendants de la RNase H : les gapmers

Les gapmers sont des ON synthétiques, monocaténaires, mesurant généralement 16 a 20
nucléotides [14]. IIs possedent une région centrale de 6 a 10 nucléotides d’ADN, flanquée a chaque
extrémité de 3 a 5 nucléotides contenant des modifications [12]. Ces nucléotides chimiquement modifiés
permettent une meilleure hybridation et une résistance aux nucléases [16]. La région centrale d’ADN
permet quant a elle le recrutement de la RNase H [15]. La RNase H est une endonucléase située dans le
noyau et le cytoplasme capable de reconnaitre 1’hétéroduplex ARN/ADN et ainsi de réduire 1’expression

des genes par clivage de I’ARN cible (Figure 2) [6, 20].

La région centrale d’un gapmer est complémentaire a une séquence d’ARNm ou ARNpm cible [17].
Cela lui permet de s’y lier de manicre spécifique par appariement de bases Watson-Crick, formant alors
un hybride ARN/ADN double brin [12, 14]. La formation de cet hybride entraine le recrutement de la
RNase H capable de cliver une liaison phosphodiester d’'une molécule d’ARN et ainsi de dégrader
I’ARN cible dans le noyau et le cytoplasme (Figure 2) [18, 21]. Ces hybrides imitent les hybrides
ARN/ADN qui se produisent naturellement lors de la réplication de I’ADN, reconnus et clivés par la
RNase H. La dégradation de I’ARN provoque une diminution de la production de protéines sauvages

et mutantes au sein du cytoplasme (Figure 2) [14].
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Figure 2 : Mécanisme d’action des gapmers A. De la transcription a la traduction d’une protéine
sauvage (Wild-Type (WT)) ou mutante a partir d 'un gene. B. Gapmer avec sa structure chimique typique
(modifications 2’-O-méthoxyéthyle (MOE) et phosphorothioate (PS)), conduisant a la formation d’un
hybride ARN/ADN. Liaison a un exon dans [’ARNpm et dans [’ ARNm. Recrutement de la RNase H qui
reconnait [’hybride et clive ’ARN. Le clivage entraine la dégradation de I’ARN et donc une réduction

de la production de protéines sauvages ou mutantes [14].

Le premier gapmer commercialisé est le Vitravene (fomivirsen) (Figure 3), approuvé par la FDA en
1998 et par PEMA en 1999. 1l était utilisé dans le traitement de rétinites a cytomégalovirus (CMV)
chez les patients atteints de SIDA [12]. Cet ASO cible ’ARNm codant la protéine CMV (IE)-2
nécessaire a la réplication virale, pour cela, il était directement inject¢ dans 1’humeur vitrée. Il a
cependant été retiré du marché, en 2002 en Europe et en 2006 aux Etats-Unis, les cas de rétinite a CMV

devenant de plus en plus rares [13].

En 2013, le Kynamro (mipomersen) (Figure 3) est approuvé par la FDA et commercialisé aux Etats-
Unis [3]. Il est indiqué dans le traitement de 1’hypercholestérolémie familiale homozygote, maladie

héréditaire rare et grave [14]. Elle est causée par des mutations de perte de fonction dans les génes du
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récepteur des lipoprotéines de faible densité (LDL), conduisant a une réduction de I’absorption hépatique
du cholestérol LDL plasmatique [13]. L’ASO fusionne avec la région codante de ’ARNm de
I’apolipoprotéine B (ApoB), composant essentiel des LDL, permettant la réduction des niveaux de
protéines ApoB et donc des niveaux de LDL [14, 22]. L’EMA refuse cependant sa commercialisation,
pour cause d’effets indésirables tels qu’une toxicité hépatique, un risque cardiovasculaire et un risque

de stéatose hépatique [13].

En 2018, le Tegsedi (inotersen) (Figure 3) est approuvé par la FDA et 'EMA. 1l est utilisé dans le
traitement de I’amylose a transthyrétine (ATTR) et est administré par injections sous cutanées. L’ATTR
est due a des mutations dans le géne transthyrétine (TTR), conduisant a des dépdts tissulaires de fibrilles
amyloides créant des lésions organiques. Ces lésions sont responsables de cardiomyopathie, de
polyneuropathie, de néphropathie et de dysfonctionnement gastro-intestinal [14]. L’inotersen est congu
pour cibler ’ARNm TTR, s’y lier et le dégrader, inhibant ainsi sa production hépatique [6, 17]. Il a
permis une amélioration de la qualité de vie des patients atteints d’ATTR, cependant des effets

indésirables sont visibles tels qu’une glomérulonéphrite et une thrombocytopénie [17].

En 2019, le Waylivra (volanesorsen) (Figure 3) est commercialisé pour le traitement du syndrome
d’hyperchylomicronémie familiale. C’est une maladie caractérisée par une hypertriglycéridémie
majeure associée a un risque ¢élevé de pancréatite [23]. Elle est due a des mutations récessives du géne
de la lipoprotéine lipase (LPL) (enzyme dégradant les triglycérides), entrainant une activité réduite ou
absence de celle-ci. Le volanesorsen permet une réduction des niveaux d’ARNm de I’ ApoC3 induisant
une dégradation des triglycérides via une voie indépendante des LPL [14, 23]. L’ASO est injecté par
voie sous-cutanée et nécessite un suivi de la numération plaquettaire pour prévenir la survenue de

thrombocytopénie [23].

Un tout nouvel ASO, nommé Qalsody (tofersen) (Figure 3), a regu une approbation accélérée de la
FDA le 25 avril 2023. 1l est utilisé dans le traitement de la sclérose latérale amyotrophique [24]. C’est
une maladie neurodégénérative progressive et potentiellement mortelle affectant les motoneurones du
cerveau et de la moelle épiniére [25]. Il est administré par voie intrathécale [26] et est utilisé chez les
patients présentant des mutations au niveau du gene de la superoxyde dismutase 1 (SODI) [24]. Ce
gapmer est capable de dégrader I’ARNm de la SOD1 et ainsi de réduire le niveau de protéine SODI.
Les résultats de 1’¢tude clinique de phase III sont complexes, car le critére d’évaluation principal n'a pas
montré de résultats statistiquement significatifs, mais les critéres secondaires étaient en faveur du
traitement [26]. Des essais en cours continuent d’évaluer les avantages cliniques du médicament, qui n’a

pas encore été prouvé de manicre concluante comme étant cliniquement bénéfique [25].
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Figure 3 : Gapmers ayant été commercialisés : Vitravene [27], Kynamro [28], Qalsody [29], Tegsedi
[30], Waylivra [31].

¢ Oligonucléotides stérique-bloquants : les ASO a commutation d’épissage

Les ASO a commutation d’épissage, appelés « splice switching ON » (SSO), apparaissent pour
la premiere fois dans les années 90 [12]. Ce sont des ON synthétiques entierement modifiés, simple brin,
mesurant entre 15 et 30 nucléotides. Ces ASO sont absorbés par les cellules du SNC, des reins, des
poumons, des glandes surrénales, du foie, des yeux et des muscles [14]. Environ 10% des maladies

génétiques humaines sont dues a des mutations qui provoquent des défauts d’épissage de I’ARNpm [18].
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Les SSO se lient a I’ARNpm dans le noyau, ciblant les introns, les exons ou les ¢léments régulateurs
d’¢épissage [16, 20]. Ils peuvent alors bloquer stériquement la liaison des facteurs d’épissage a leurs
sites cibles, modulant ainsi 1’épissage [18, 32]. Ces ASO stérique-bloquants peuvent exclure
spécifiquement (saut d’exon) ou retenir (inclusion d’exon) un ou plusieurs exons (Figure 4) [19, 33].
Cela permet de corriger I’épissage, de restaurer le cadre de lecture, d’éliminer les mutations faux
sens, de supprimer un codon stop précoce ... [32, 34]. Des ARNm alternatifs sont alors produits,
permettant la production d’une protéine tronquée avec une fonction partielle et donc la restauration de
I’expression des protéines (Figure 4) [19, 35]. Sans I’intervention des SSO des protéines toxiques ou

non fonctionnelles sont produites (Figure 4) [35].
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Figure 4 : Mécanisme d’action des SSO. Panneau supérieur : Des mutations non-sens peuvent conduire
a la génération d’un codon stop précoce, empéchant la production de protéine. Le SSO peut entrainer
un saut d’exon permettant de restaurer le cadre de lecture. Cela induit la formation de protéines
tronquées avec une fonction partielle. Panneau du milieu : Un gain de fonction a lieu dans I’ARNm
induisant la production d’une protéine toxique. Le SSO peut aussi ici sauter un exon, afin d 'obtenir une
protéine plus courte mais non toxique. Panneau inférieur : Inclusion d’un intron dans I’ARNm,
provoquant un changement du cadre de lecture, empéchant la production de la protéine. L’ASO peut ici

aussi restaurer le cadre de lecture et donc la production de protéines [35].

Spinraza (nusinersen) (Figure 5) est le premier SSO commercialisé en 2016 par la FDA et en 2017 par
I’EMA [14]. 1l est utilisé dans le traitement de I’amyotrophie spinale (SMA), maladie neuromusculaire
autosomique récessive rare, causée par des mutations avec perte de fonction dans le gene du
motoneurone de survie 1 (SMN1) [36]. La SMA est caractérisée par une perte progressive des
motoneurones, entralnant une atrophie musculaire et une perte de la fonction musculaire [35]. La
mutation du géne SMN1 entraine la production d’une protéine SMN non fonctionnelle [18]. Sur le plan
embryonnaire, la perte compléte de la protéine SMN est mortelle [35]. Un géne SMN homologue,
nommé SMN2, est présent chez I’Homme. Il est capable de produire des protéines SMN fonctionnelles,
mais seulement en faibles quantités [19, 37]. Cela est dG a une substitution nucléotidique silencieuse au
sein de son exon 7, exon alors mal reconnu, et donc majoritairement non inclus au sein de I’ARNm final.
Le saut de I’exon 7 conduit a une protéine instable, peu fonctionnelle [ 14, 35]. La sévérité de la maladie
est corrélée au nombre de copies de SMN2 [36]. 1l est donc intéressant de cibler SMN2 afin d’augmenter
la quantité de SMN produites [37]. Le but est de favoriser I’inclusion de I’exon 7 lors de 1’épissage de

I’ARNpm du SMN2 [18]. Nusinersen se lie a I’intron 7 de I’ARNpm et y bloque un site d’épissage
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interne [14], provoquant ainsi I’inclusion de 1’exon 7 dans I’ARNm de SMN2 et donc 1’augmentation
des niveaux de protéines fonctionnelles [13]. Le nusinersen est administré par voie intrathécale, ce qui

permet de cibler le SNC [35].

D’autres SSO ont été développés pour traiter la dystrophie musculaire génétique la plus fréquente : la
dystrophie musculaire de Duchenne (DMD) [34]. Cette maladie est causée par des mutations du gene
DMD qui perturbent le cadre de lecture de I’ARNm, donnant lieu a des protéines dystrophines non
fonctionnelles. Ces protéines dystrophines sont impliquées dans le soutien de la fibre musculaire
[16][38]. Le manque de protéines entraine une atrophie musculaire, une perte de la déambulation, une
déficience respiratoire, une cardiomyopathie et une mort prématurée [34]. La stratégie thérapeutique
envisagée consiste a exclure I’exon contenant la mutation afin de restaurer le cadre de lecture et d’obtenir
une protéine incompléte mais partiellement fonctionnelle [16]. Le premier SSO approuvé pour la DMD
est Exondys 51 (eteplirsen) (Figure 5). Il obtient une approbation accélérée de la FDA en 2016 [14]. 11
permet de sauter I’exon 51 et peut €tre utilis¢ dans le traitement de 13% des patients atteints de DMD
[19]. Il n’a cependant pas été approuvé par ’EMA en 2019 a cause d’un manque d’efficacité. Le
Vyondys 53 (golodirsen) et Viltepso (viltolarsen) (Figure 5) sont approuvés par la FDA en 2019 et
2020, respectivement. Ils permettent de sauter I’exon 53 et peuvent étre utilisés dans le traitement de 8%
des patients [14]. Enfin, Amondys 45 (casimersen) (Figure 5) a recu son approbation en février 2021

par la FDA pour le traitement de la DMD et permet le saut de 1’exon 45 [39].

Enfin, des traitements « N of one », c’est-a-dire pour un seul et unique patient, peuvent étre réalisés avec
les ASO. C’est le cas du Milasen, utilisé dans le traitement de la lipofuscinose céroide neuronale 7,
¢galement nommée maladie de Batten [40]. C’est une maladie neurodégénérative rare et mortelle
caractérisée par des symptomes progressifs entrainant une cécité, un retard de développement, une
ataxie, des convulsions... La patiente traitée par le Milasen possédait une mutation intronique du géne
MFSD8, protéine membranaire lysosomale, conduisant a un épissage aberrant et a I’introduction d’un
codon stop prématuré [14, 41]. Milasen permet d’aboutir a un épissage normal et a la production de
protéines, induisant une baisse de la fréquence et de la durée des convulsions, ainsi qu’un déclin
fonctionnel plus lent. Cependant, la patiente avait des dommages neuronaux trop importants, non

réversibles, et est malheureusement décédée 3 ans plus tard [41].
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Figure 5 : SSO ayant été commercialisés : Spinraza [42], Vyondys 53 [43], Amondys 45 [44], Viltepso

[45], Exondys 51 [46].

b. Aptaméres

Les aptaméres sont des molécules d’ADN ou d’ARN simple brin qui se lient spécifiquement a

une molécule complémentaire telles que les protéines, les peptides, les ions, les bactéries et les virus,

avec une affinité et spécificité élevées [47, 48]. 1ls se replient dans une conformation tridimensionnelle,

leur permettant de se lier a leur cible, de fagon similaire aux anticorps [49] (Figure 6). Les aptameéres
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mettent en ceuvre différentes structures tridimensionnelles telles que des boucles en épingle a cheveux,
des « kissing complexes » et des quadruplexes [50]. Leur nature flexible leur permet de s’enrouler
autour d’une petite molécule ou de s’insérer dans des fentes et des interstices a la surface de molécules
beaucoup plus grandes (Figure 6) et ainsi de moduler leur activité en tant que ligand [51]. IIs possedent
des avantages par rapport aux anticorps : une petite taille (meilleure pénétration tissulaire), une stabilité
¢levée, une faible immunogénicité, une bonne biocompatibilité, une sélection et production simple et
rapide, une facilité de modification, une production a grande échelle et a faible colit avec une bonne
reproductibilité et fiabilité [16, 52]. De plus, ils peuvent étre rapidement désactivés par ajout d’un brin
antidote complémentaire, les empéchant ainsi d’inhiber la protéine cible [12, 16]. En 1990, Tuerk et
Gold montrent pour la premiére fois que les aptameres sont capables de se lier a une protéine virale
empéchant alors sa réplication [49, 52]. Ils sont utilisés dans le diagnostic et en tant qu’agent

thérapeutique dans les maladies infectieuses, 1’oncologie, les maladies vasculaires, ... [49, 50].

Formatuon
de structures # Reconnaissarce
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Figure 6 : Principe de reconnaissance conformationnelle des aptameres. Les séquences d ’aptameres se
replient en conformation tridimensionnelle, leur permettant de se lier a leur cible, formant ainsi un

complexe aptamere-cible [53].

Le Macugen (pegaptanib) (Figure 7) est le premier et seul aptamere commercialisé. Il est approuvé
par la FDA en 2004 et par ’EMA en 2006 dans le traitement de la dégénérescence maculaire liée a I’age
(DMLA) [13]. C’est un aptamere d’ARN de 28 nucléotides, injecté par voie intravitréenne, qui se lie au
facteur de croissance endothélial vasculaire (VEGF). Le VEGF induit une angiogenése, une
augmentation de la perméabilité vasculaire, une hémorragie intraoculaire et une inflammation apres
liaison a ses récepteurs, conduisant a une forme néovasculaire de la DMLA [47, 51]. La DMLA est ['une
des principales causes de baisse de vision chez les personnes agées dans les pays développés, la forme

néovasculaire correspond a 10% des DMLA [48]. Le Macugen cible un des isoformes du VEGF, le

22



VEGF165, afin d’inhiber son activité et de réduire la perte de vision [50]. Cependant, avec I’apparition
des médicaments anticorps qui reconnaissent davantage d’isoformes du VEGF tel que le Lucentis
(ranibizumab), ses ventes ont chuté a partir de 2011 [48, 49]. Il a malgré tout permis d’ouvrir la voie aux

traitements anti-angiogénese intraoculaire et a validé un traitement a base d’aptamere [49].

#* MACUGEN

! - -

} » Injektionsidsung  Feoaunndiss ~a Al S _

¢+ sUstelahus Pegrcentnsnn Byt oo e
1 - B e e T o
- oA WAy
; - e el e - -l — ot
9 g \tne wt Pag i an
Aoty e Wit W by A

- P P 2ar ywImS et
-

l

Figure 7 : Aptamere ayant été commercialisé : Macugen (pegaptanib) [54].

c. Petits ARN interférents

Les siARN sont des ON d’ARN double brin de 20 a 25 paires de bases [55]. Ils sont utilisés pour
réguler négativement I’expression des génes et ainsi bloquer la synthése des protéines pathogénes.
Pour cela, ils utilisent le mécanisme d’ARNi, nomm¢ silencage génique [20], permettant de réduire au
silence I’expression de génes. Ce mécanisme a ét€¢ découvert en 1998 par Andrew Fire et Craig Mello,
qui ont par la suite obtenu le prix Nobel de physiologie ou médecine en 2006 [15, 16, 17]. Le mécanisme
d’ARNi utilise un ARN double brin court, contenant un brin passager (sens) et un brin guide (antisens),

afin de dégrader I’ARNm [20]. Le brin guide est complémentaire de la séquence cible de I’ARNm [56].

Les siARN sont reconnus et incorporés dans le complexe de silencage induit par ’ARN (RISC). Le
brin guide est chargé dans le RISC tandis que I’autre brin est rejeté et dégradé (Figure 8) [17]. Ce brin
antisens permet de guider RISC vers ’ARNm cible [12]. RISC peut alors se lier spécifiquement a la
séquence cible de ’ARNm par appariement de bases complémentaires, et Argonaute-2 (Ago2),

endonucléase clé du RISC, peut ainsi cliver ’ARNm [48]. L’ARNm est alors dégradé (Figure 8). Les
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siARN peuvent étre utilisés dans le traitement de nombreuses maladies telles que le cancer, les infections

virales et les maladies neurodégénératives [17].
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Figure 8 : Mécanisme d’action des siARN. Le siARN se lie au RISC. Le brin passager est dégradé. La
complémentarité du brin guide avec I’ARNm cible permet de s’y lier. Ago?2 clive ’ARNm qui est alors

dégradé [18].
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Le tout premier traitement ARNi et premier siARN, approuvé par la FDA et ’EMA en 2018, est
I’Onpattro (patisiran) (Figure 9). 1l est utilisé pour le traitement de ’ATTR héréditaire (hRATTR) chez
I’adulte. Des mutations du gene TTR sont a 1’origine de cette maladie [16]. Elles entrainent un mauvais
repliement des protéines TTR, synthétisée dans le foie, qui se déposent sous forme amyloide au niveau
de tissus et d’organes tels que le cceur, les reins et les nerfs [48]. Ces dépdts entrainent des
cardiomyopathies et polyneuropathies [57]. Le patisiran est administré par voie intraveineuse et est
formulé dans une nanoparticule lipidique (NPL). Il cible une séquence conservée dans la région 3’ non
traduite des transcrits TTR de type sauvage et mutant [18]. Sa liaison a I’ARNm du TTR provoque sa
dégradation, empéchant alors la synthése des protéines [57]. Ce médicament sera traité plus en détail au

cours de la partie III.

D’autres siARN ont pu ensuite voir le jour : le givosiran, le lumasiran, I’inclisiran et le vutrisiran.
Comme le patisiran, ils ciblent tous le foie, cependant ils ne sont pas encapsulés dans une NPL mais
conjugués a la N-acétylgalactosamine (GalNAc). La conjugaison au GalNAc permet une administration

ciblée aux hépatocytes [58].

Le Givlaari (givosiran) (Figure 9) est approuvé par la FDA en 2019 et 'EMA en 2020. Il est indiqué
dans le traitement de la porphyrie aigué€ intermittente, maladie causée par la mutation d’une enzyme au
sein de la voie de biosynthése de 1’héme hépatique [59]. Des molécules de porphyrines toxiques se
forment, s’accumulent, entrainant des crises neuroviscérales potentiellement mortelles [48]. Le givosiran
cible la delta-aminolévulinate synthase 1 (ALAS1), premiére enzyme de la voie de synthése de I’héme
[60]. Il se lie a I’ARNm de ALAS1 afin d’inhiber la traduction et I’expression de la protéine [59]. Cela

empéche I’accumulation des protéines toxiques associées aux crises [58].

En 2020, PEMA et la FDA approuvent ’Oxlumo (lumasiran) (Figure 9) pour le traitement de
I’hyperoxalurie primaire, maladie caractérisée par une sécrétion élevée d’oxalate. L’augmentation
conduit a la cristallisation de I’oxalate de calcium et son accumulation, provoquant une inflammation et
une fibrose tissulaire conduisant par la suite a une lithiase urinaire, une néphrocalcinose et des lésions
rénales progressives [61]. Le lumasiran cible le géne de I’hydroxyacide oxydase 1, qui code pour la
glycolate oxydase (GO). La GO catalyse la conversion du glycolate en glyoxylate précurseur de

I’oxalate. La réduction de I’expression de GO entraine donc la réduction de la production d’oxalate [62].

Le Leqvio (inclisiran) (Figure 9) est approuvé en 2020 par ’EMA et en 2021 par la FDA pour
I’utilisation chez des adultes atteints d’hypercholestérolémie primaire ou de dyslipidémie mixte. Il est
utilisé la plupart du temps en complément d’autres traitements hypolipidémiants (souvent les statines)
chez des patients incapables d’atteindre les objectifs de cholestérol. L’inclisiran cible la proprotéine
convertase subtilisine / kexine de type 9 (PCSK9), exprimée en majorité dans le foie [63]. PCSK9
module la durée de vie des récepteurs LDL. II circule et se lie aux récepteurs LDL favorisant leur
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internalisation et leur dégradation dans les lysosomes. C’est pourquoi, I’inclisiran inhibe la synthése de
la PCSKO9 régulant ainsi positivement le nombre de récepteur LDL sur les hépatocytes, abaissant ainsi

la concentration plasmatique de LDL [64].

Le dernier siARN approuvé est I’Amvuttra (vutrisiran) (Figure 9) en 2022 par la FDA et ’EMA dans
le traitement de I’ATTR. Il est administré par voie sous-cutanée [65] et permet comme le patisiran

d’inactiver le géne codant pour le TTR [66].

Figure 9 : siARN ayant été commercialisés : Onpattro [67], Giviaari [68], Oxlumo [69], Amvuttra [70]
et Legvio [71].
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Cependant, I’utilisation et la commercialisation des ON n’a pas été si simple. Pendant de nombreuses
années, la thérapie par ON n’était pas envisageable. Des inconvénients clairs ont limité leurs succes en
clinique. Ils possédaient, en effet, de nombreux défauts avec une courte demi-vie causée par la clairance
du systeme réticulo-endothélial (RES) et la dégradation par les nucléases [56], une faible affinité¢ de
liaison a I’ARN cible, I’induction des réponses immunitaires, une absorption cellulaire et distribution
défavorables, ... [6]. Les modifications chimiques ont alors été envisagées, dans le but d’améliorer leur

efficacité clinique, permettant alors la mise sur le marché de nombreux ON.

3. Modifications chimiques des oligonucléotides

De nombreuses barriéres empéchent les ON d’exercer leur role thérapeutique (Figure 10). En effet,
I’ADN et I’ARN non modifiés présentent une activité minimale étant sensibles a la dégradation par les
nucléases, rapidement excrétés par les reins dans les urines, sensibles a I’absorption par les phagocytes

et pouvant interagir avec des protéines, les empéchant ainsi d’atteindre leur cible [5, 12] (Figure 10).

Pour pénétrer au sein des cellules, les ON sont endocytés. Cependant, un de leurs plus grands obstacles
est leur incapacité a s’internaliser efficacement et a échapper aux endosomes pour atteindre leur cible
[12]. En effet, une fois dans les endosomes, ils pourront étre transférés vers les lysosomes ou ils sont
dégradés ou bien se retrouver dans le milieu extracellulaire via exocytose (Figure 10). Finalement, seul

1 2 2% des ON administrés s’échappent des endosomes pour atteindre leur cible [5].

En plus d’un profil pharmacocinétique, d’une absorption cellulaire et d’une efficacité médiocre [72], les
ON peuvent également étre toxiques et induire des effets hors cibles et des réponses immunitaires [12].
Heureusement, les propriétés pharmacocinétiques des ON dépendent fortement des modifications

chimiques [48].
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Figure 10 : Barrieres biologiques empéchant [’activité thérapeutique des ON. Les ON peuvent étre
degrades par les nucléases, excrétés par les reins, absorbés par les phagocytes et interagir avec des
protéines avant d’atteindre leur cible. L’endocytose cellulaire permet I’absorption cellulaire des ON.
Cependant, la plupart sont transférés vers les lysosomes ou ils sont dégradés, ou bien sont recyclés dans

la matrice extracellulaire via exocytose. 1 a 2% atteignent leur cible dans le cytosol ou le noyau [5].

L’utilisation des modifications chimiques permet d’améliorer la stabilit¢ métabolique, la
biodisponibilité, I’affinité de liaison a la cible, ainsi que diminuer I’immunogénicité thérapeutique [5,
55]. Cependant toutes les modifications ne sont pas compatibles avec toutes les classes d’ON, qui dans
certains cas peuvent diminuer leur activit¢ et modifier leur mode d’action [5]. Des centaines de

modifications ont été congues, synthétisées et testées a la recherche de la modification parfaite [73]. Les
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ON sont modifiés sur leurs trois régions : la nucléobase, la liaison phosphodiester ct le sucre ribose

[12, 55] (Figure 11).
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Figure 11 : Modifications chimiques courantes pour les ON ARN. Ils peuvent étre modifiés au niveau

de la nucléobase, du sucre et également de la liaison phosphodiester [12].

La liaison phosphodiester (Figure 11) est I’un des points faibles majeur des ON, étant sensible a la
dégradation par les nucléases, elle confere a I’ON une courte demi-vie de circulation. Afin de
I’améliorer, une modification y est apportée. La plus courante est la modification phosphorothioate
(PS) (Figure 12 A), ou un oxygene est remplacé par un atome de soufre [12, 48]. L’ON acquiert alors
une résistance aux nucléases [20], son absorption cellulaire et sa biodisponibilité sont améliorées et il
est largement distribué, se liant ainsi aux protéines intracellulaires [6, 18]. Ce sont des modifications
faciles a incorporer, compatibles avec le recrutement de la RNase H [16 73]. Cependant, elles peuvent
entrainer une diminution de ’affinité¢ de liaison a sa cible, une toxicit¢ majeure dues aux interactions
protéiques et ne pas totalement le protéger contre les nucléases, c’est pourquoi elle est souvent associée
a des modifications de bases et de sucres [5, 12, 15]. Cette modification, appelée modification de

premiére génération, est la premicre appliquée aux ASO et reste la plus utilisée [15, 17].
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Afin d’augmenter au maximum la stabilit¢ de I’ON contre la dégradation par les nucléases, des
modifications des sucres (Figure 11) sont utilisées [12]. En effet, le deuxiéme point faible des ON est
le groupe 2’-hydroxyle (2°-OH) sur le cycle ribose [48]. Le groupe 2°-OH du sucre peut alors étre
remplacé par un groupe 2’-O-méthyle (2°-OMe), 2’-fluoro (2°-F) ou encore 2°-O-méthoxyéthyle (2°-
O-MOE) (Figure 12 B. C. et D.) [55]. Cette modification permet de réduire I’'immunogénicité et les
effets hors cible en supprimant les séquences partiellement complémentaires, d’augmenter la stabilité
contre les nucléases [20, 55] et d’améliorer I’affinité¢ de liaison a la cible. La modification MOE,
modification de 2°™¢ génération [17], est apparue comme 1’une des chimies les plus réussies et offre
une augmentation supplémentaire de la résistance aux nucléases et de 1’affinité de liaison [15, 74].
Cependant, les MOE peuvent étre trop volumineux et réduire I’activité de certains ON [16]. Les ON
peuvent également contenir des modifications qui verrouillent le nucléotide. C’est le cas des acides
nucléiques verrouillés (LNA) (Figure 12 E) ou un pont méthyléne relie ’oxygene 2’ au carbone 4’
dans le ribose [16, 72], permettant ainsi la réduction de la flexibilité conformationnelle des nucléotides

[15]. Ils sont utilisés afin d’augmenter 1’affinité¢ de liaison a la cible et la stabilit¢ du duplex [12, 18].

Les oligoméres morpholino phosphorodiamidate (PMO) (Figure 12 F) souvent appelés morpholinos
ont ¢galement ét¢ beaucoup utilisés. La liaison phosphodiester et le sucre ribose y sont remplacés par
des liaisons morpholines synthétiques non chargées [12]. Cette modification de troisiéme génération
[17] leur confére un squelette neutre compleétement résistant aux nucléases [74], ainsi qu’une spécificité
et efficacité €levées [5, 16]. Elle peut cependant limiter la liaison aux protéines sériques et donc entrainer

une clairance sanguine plus rapide, ce qui limite la distribution tissulaire [5, 12]

Enfin, des modifications sur les nucléobases (Figure 11) peuvent étre réalisées lorsqu’un appariement
de base Watson-Crick plus fort est nécessaire. La plus courante est la modification S-méthyle (Figure
12 G) dans laquelle un groupe méthyle est attaché sur la position 5 des pyrimidines (C, U et T), site de
substitution le plus utilisé¢ [12, 16]. La stabilité thermique du duplex formé entre ’ON et I’ARN cible
est alors augmentée [12] et le profil immuno-stimulateur réduit. Cependant, une modification trop

importante de la nucléobase peut affecter négativement 1’activité des ON [5].
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Figure 12 : Structures des modifications chimiques apportées aux ON. A. Phosphodiester et PS. B.

Ribose modifié en 2’-OMe. C. Ribose modifié en 2°-O-MOE. D. Ribose modifié en 2’-F. E. LNA. F.
PMO. G. 5-méthylcytosine (5’-Me-C) [18].

Les modifications sont donc un compromis entre stabilité, affinité et compatibilité avec le mécanisme
d’action [73]. Elles ne devront pas étre trop volumineuses, au risque d’empécher la liaison au RISC et
I’utilisation de la RNase H. Cela limite donc 1’étendue des modifications [12]. Les différentes

modifications apportées aux ON sont représentées dans le tableau ci-dessous (Tableau 2).
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Oligonucléotides Modifications
Liaison Phosphodiester Sucre Bases
Fomivirsen PS
Mipomersen PS 2’-0O-MOE 5’-Me-C
Inotersen PS 2’-O-MOE 5’-Me-C
Volanesorsen PS 2’-O-MOE 5’-Me-C
Tofersen PS 2’-O-MOE 5’-Me-C
Nusinersen PS 2’-O-MOE 5’-Me-C
Eteplirsen PMO
Golodirsen PMO
Viltolarsen PMO
Casimersen PMO
Pegaptanib 2’-OMe, 2’-F
Patisiran 2’-OMe
Givosiran PS 2’-OMg, 2°-F
Lumasiran PS 2’-OMe, 2’-F
Inclisiran RS 2’-OMe, 2°-F
Vutrisiran PS 2’-OMg, 2°-F

Tableau 2 : Différentes modifications apportées aux ON commercialisés. Modifications de la liaison

phosphodiester, du sucre et de la base au sein des gapmers (bleu), des SSO (rouge), de [’aptamere
(jaune) et des siARN (vert) [5, 12].

Les ASO chimiquement modifiés sont alors capables de pénétrer spontanément les cellules et

d’induire ’action souhaitée. Cependant, les siARN sont trop gros et trop chargés pour pénétrer les

cellules sans aide. De plus, ils ne supportent pas toutes les modifications, les substituants volumineux

en 2’ du ribose (MOE) empéchant I’assemblage du RISC et un nombre trop ¢levé de PS entrainant une

diminution de I’activité de I’ARNi. Ces modifications ne suffisent pas a augmenter convenablement

I’absorption cellulaire des siARN et des stratégies de conjugaison et de formulation sont donc

nécessaires [5].
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I1. Lipides cationiques dans la vectorisation

Les ON sont polyanioniques et possedent généralement un poids moléculaire élevé, entrainant une
faible perméabilité a la membrane cellulaire. Pour éviter ces problemes, leur encapsulation a I’aide de
vecteurs peut tre envisagée [75]. Les vecteurs permettent leur protection contre les enzymes, leur bon
acheminement vers la cible, le controle de leur libération, la modification de la biodistribution et
I’amélioration de la biodisponibilité [76]. Ils jouent donc un role majeur dans I’efficacité et la sécurité
du produit [77]. La recherche a mis au point deux types de vecteurs pour pallier les faiblesses des ON :

les vecteurs viraux et non viraux [78].

Les vecteurs viraux, tels que les rétrovirus et les adénovirus, ont été les premiers a étre étudiés. Ce sont
des virus modifiés dans lesquels la partie pathogéne du génome est supprimée, tandis que la partie non
pathogene, permettant d’infecter les cellules, est conservée [79]. Ils ont plusieurs avantages possédant
une expression génique durable, protégeant le géne de la dégradation et offrant une bonne efficacité de
transfection [78]. Cependant, de nombreux problémes de toxicité et de sécurité sont rencontrés avec
notamment ’activation de réponses immunitaires et un potentiel de mutagenese par insertion [78, 80].
En plus de leur forte toxicité, leur colit de production est élevé [78, 81], leur capacité de chargement
limitée [79, 81] et leur potentiel de ciblage faible [78]. Tous ces inconvénients les ont rendus moins

attrayants, ouvrant la porte a un deuxiéme type de vecteur : les vecteurs non viraux [78, 81].

Les vecteurs non viraux représentent une alternative intéressante, étant plus slirs, moins immunogenes,
plus faciles a fabriquer et capables de transporter de plus grandes charges de matériel génétique [80, 82].
Cependant, leur capacité de transfection est faible. Ils ne posseédent pas la capacité naturelle des virus a
surmonter efficacement les barrieres cellulaires, ce qui rend le passage des membranes difficile, les ON
n’atteignant alors pas leur cible [78]. Ils doivent donc étre optimisés afin de favoriser I’endocytose et la
fuite endosomale [79]. A cette fin, les chercheurs ont voulu obtenir des vecteurs appropriés basés sur
des systémes non viraux capables de fournir une expression génique durable sans déclencher des
réactions inflammatoires et immunitaires indésirables [78]. La taille, la charge de surface, la forme, la
constante d’ionisation et 1’agrégation sont des caractéristiques déterminant leur efficacité et sécurité
[83]. Les vecteurs sont donc synthétisés en utilisant différentes compositions, fonctionnalités et

propriétés, dans le but de créer le vecteur idéal [79].

Les vecteurs lipidiques représentent I’alternative la plus largement utilisée face aux vecteurs viraux. Ils
sont faciles a synthétiser et trés facilement modifiables, ce qui permet de leur conférer les propriétés
souhaitées [84]. Ils ont également suscité un intérét scientifique en raison de leur similitude structurelle
avec les membranes cellulaires [85]. Pour obtenir une bonne vectorisation des ON, des lipides
cationiques sont utilisés. Ils permettent de former des complexes stables avec un bon piégeage et une
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bonne complexation des ON [72]. Bien qu’ayant un réle prédominant, les lipides cationiques ne sont pas
les seuls composants des vecteurs lipidiques, des lipides auxiliaires tels que des lipides modifiés avec

le polyéthylene glycol (PEG) et le cholestérol sont également trouvés dans leur composition.

1. Structure d’un lipide

Au sein de notre organisme, les lipides (terme venant du grec « lipos » signifiant graisse) occupent
des fonctions biologiques importantes [86]. Ils possedent en effet un réle dans le stockage d’énergie,
sont des messagers cellulaires et sont les principaux composants des membranes plasmatiques [86, 87].
Les vecteurs lipidiques se rapprochent donc de la composition des membranes cellulaires, les rendant
parfaitement biocompatibles et donc trés attrayants [88]. De plus, comparés a d’autres matériaux de
vectorisation, les lipides sont pour la plupart biodégradables, peu toxiques et capables de transporter des

substances hydrophiles et hydrophobes [77].

Les lipides sont des composants pouvant étre totalement hydrophobes, tels que les acides gras, ou bien
amphiphiles (molécules présentant une double affinité, a la fois hydrophile et hydrophobe), tels que les
phospholipides [87]. Les lipides utilisés dans la vectorisation possédent tous une structure commune
malgré leur nature chimique différente : un groupe de téte hydrophile (cationique ou non), un espaceur
(ou linker) et un domaine hydrophobe (Figure 13)[88, 89, 90]. Ces trois parties influencent I’efficacité

de transfection et la cytotoxicité des vecteurs lipidiques [89].

Figure 13 : Schéma simplifié de la structure d’un lipide [90].

La partie hydrophile d’un lipide cationique est constituée d’une téte ou d’un groupe de tétes chargées
positivement [82, 91]. Les groupes de téte hydrophiles sont principalement des amines primaires,
secondaires, tertiaires ou des sels d’ammonium quaternaire, mais d’autres groupes tels que le

guanidinium, le phosphate, I’imidazole, I’acide aminé et le pyridinium peuvent étre utilisés (7Tableau 3)
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[77, 90, 92]. La principale fonction de ce groupe de téte est de condenser les ON via des interactions

¢lectrostatiques [89].
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Tableau 3 : Différents lipides cationiques selon la nature de leur téte. Di-oléoyloxy-propyl-
triméthylammonium (DOTMA), synthétique amphiphile interaction (SAINTs), di-octadécylamido-
glycyl-spermine (DOGS) [90].

Les domaines hydrophobes sont composés soit de simples chaines d”hydrocarbures aliphatiques telles
que les chaines d’acide gras de différentes longueurs et états d’insaturation, soit de stéroides tels que le
cholestérol (Tableau 4) [77, 89, 92]. Ils contiennent tous des atomes d’hydrogene et de carbone a
I’origine de leur hydrophobicité [90]. Le degré d’insaturation, la longueur, le type et la configuration de
la chaine hydrophobe influencent I’efficacité de transfection et d’autres facteurs tels que la cytotoxicité

[89].
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Tableau 4 : Différents lipides cationiques selon la nature de leur queue hydrophobe.
Dimyristyloxypropyl-3-diméthyl-hydroxyéthyl ammonium (DMRIE), 1,2-bis(oléoyloxy)-3-
(triméthylammonio) propane (DOTAP), 3-p-[N-(N’,N -diméthylaminoéthane)-carbamoyl]-cholestérol
(DC-Chol) [90].

Enfin, le groupe de liaison permet de lier la téte cationique au corps hydrophobe. Les plus utilisés sont
I’éther, ’ester, I’amide et le carbamate (7ableau 5) [92]. 1l influence la stabilité, la biodégradabilité et
I’efficacité de transfection du lipide. Finalement, la performance d’un lipide dépend de la molécule

entiere plutdt que de ses trois parties indépendantes [89].
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Tableau 5 : Différents lipides cationiques selon la nature de leur linker [90].

Lorsque ces lipides sont placés dans un milieu aqueux, ils s’auto-assemblent protégeant les queues
hydrophobes de 1’eau. Les lipides forment alors des bicouches, des micelles ou bien des micelles
inversées (Figure 14) [87, 91]. La forme des lipides joue un role majeur dans la détermination des
structures d’auto-assemblage. Les lipides en forme de cone inversé donnent des structures micellaires
inverses, les lipides cylindriques des membranes presque plates et les lipides en forme de cone des
structures micellaires (Figure 14) [82]. La forme de ces structures d’auto-assemblage impacte également

I’efficacité et la sécurité des vecteurs [83].
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Cone Cylindre Cone mverse

Micelle Bicouche Micelle mversée

Figure 14 : Hypothese de la structure moléculaire. La structure des lipides détermine les structures
d’auto-assemblage. Les lipides coniques (téte plus large que la queue) tels que le 1-Stearoyl-sn-glycéro-
3-phosphocholine forment des micelles. Les lipides cylindriques (téte aussi large que la queue) tels que
le 1,2-distéaroyl-sn-glycéro3-phosphocholine (DSPC) forment des bicouches. Les lipides a cone inversé
(téte plus petite que la queue) tels que le 1,2-Dioléoyl-sn-glycéro-3-phosphoéthanolamine (DOPE)

forment des micelles inversées [79].

Les lipides cationiques permettent la formation des vecteurs lipidiques, mais pour obtenir le

vecteur idéal, peu toxique avec une bonne stabilité et efficacité de transfection, d’autres lipides entrent

dans leur composition.

2. Composition des vecteurs lipidiques

Pour améliorer I’efficacité de transfection, les efforts se concentrent sur le développement de supports
multi-composants comprenant des lipides cationiques comme constituants clés. Quatre composants
principaux sont généralement utilisés : les lipides cationiques ou ionisables, le PEG, le cholestérol et
les phospholipides [91]. La composition lipidique peut influencer la morphologie, la taille, 1’efficacité
d’encapsulation et les propriétés de surfaces des vecteurs [93] et jouent un role au niveau de la stabilité,

du temps de demi-vie dans la circulation sanguine, de la tolérabilité, de 1’absorption cellulaire, ... [91].

38



a. Lipides cationiques

Au cours des dernieres décennies, de nombreux lipides cationiques ont été développés afin
d’administrer des médicaments, en particulier des AN. Ils ont ét¢ ajoutés a la composition des vecteurs
lipidiques permettant une meilleure encapsulation des ON avec une efficacité de transfection améliorée.
Cette charge cationique leur permet également de se lier plus facilement aux membranes cellulaires

chargées négativement, améliorant ainsi la fuite endosomale et la délivrance a la cible [92, 94, 95].

En 1987, Felgner et son équipe utilisent pour la premicére fois un lipide cationique, le DOTMA, pour le
transfert d’AN [90, 92, 96]. Le DOTAP et le DOTMA sont les deux lipides cationiques les plus utilisés
dans la transfection. Ils différent seulement par leur groupe espaceur, le DOTAP contenant des liaisons
esters hydrolysables et le DOTMA des liaisons éthers stables (Figure 15) [94]. Ils sont disponibles
dans le commerce et fréquemment utilisés comme étalon dans diverses expériences étudiant I’efficacité

de transfection [92].

DOTMA

DOTAP \J

Figure 15 : Structure du DOTMA et DOTAP deux lipides cationiques. Le DOTMA posséde des liaisons
éthers (en rouge), tandis que le DOTAP posséedent des liaisons esters (en vert) [92].

Cependant, une quantité importante de lipides cationiques est nécessaire pour obtenir une efficacité
d’encapsulation élevée, entrainant une augmentation de la charge cationique superficielle [72]. Cette
charge cationique provoque des toxicités cellulaires ainsi que 1’activation du systéme immunitaire [72,
92, 97]. Les lipides cationiques se lient de manicre non spécifique aux protéines sériques, forment des
agrégats et sont ¢liminés par le RES [72, 92], leur conférant une courte demi-vie de circulation [77, 80].
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Les lipides cationiques chargés en permanence ne sont donc pas un choix judicieux dans la formation
des vecteurs lipidiques [97]. La charge cationique est cependant nécessaire, ¢’est pourquoi des lipides

ionisables sont développés.

b. Lipides ionisables

Les lipides ionisables sont la classe de lipides la plus prometteuse pour I’administration d’ON
[94]. 1Is ont été introduits pour la premiére fois par Semple et son équipe dans le domaine des AN [80,
98]. Ils composent environ 50% des lipides des vecteurs [99] et possédent les avantages de la charge

cationique sans ses inconvénients [98].

Ils sont capables de modifier leur charge en fonction du pH de I’environnement [80]. Ce sont des
lipides neutres a un pH physiologique, ce qui permet de réduire la toxicité et d’augmenter leur demi-
vie de circulation dans le sang [91, 94]. Cette charge neutre empéche 1’adsorption non spécifique de
protéines sériques [93, 100], I’élimination rapide du sang par le RES et I’activation du systéme

immunitaire [98].

Les lipides ionisables sont cationiques a un pH acide, facilitant la complexation et 1’évasion
endosomale [77, 91]. Les vecteurs lipidiques sont préparés a pH acide, permettant au lipide de complexer
I’ON avec une efficacité d’encapsulation élevée [93, 101]. Les lipides ionisables se protonent également
dans I’endosome qui est acidifi¢ en permanence par les pompes a protons V-ATPase [94, 97]. Ils peuvent
alors interagir avec les lipides anioniques de la bicouche endosomale. La membrane passe d’une
structure bicouche a une structure hexagonale (micelle inversée) (Figure 16), conduisant a la rupture

membranaire et favorisant ainsi I’échappement des ON dans le cytosol [91, 93, 97].
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Figure 16 : Formation de structures hexagonales. L interaction entre un lipide anionique composant la
membrane endosomale et un lipide ionisable chargé positivement favorise la formation de structures

hexagonales perturbant ainsi la membrane [101].

Le 1,2-dioléoyloxy-3-(diméthylamino)propane (DODAP) est le tout premier lipide ionisable rapporté
(Figure 17)[101]. Par la suite d’autres lipides ionisables ont été créés tels que le 1,2-dilinoléyloxy- NN -
diméthyl-3-aminopropane (DLin-DMA) et I’heptatriaconta-6,9,28,31-tetraen-19-yl 4-
(dimethylamino)butanoate (DLin-MC3-DMA) (Figure 17) [100]. Le DLin-MC3-DMA est le lipide
ionisable de référence en raison de son activité supérieure de silengage génique [77]. Il est développé en
faisant varier la structure du DLin-DMA. Le 2,2-dilinol¢yl-4-diméthylaminométhyl-[1,3]-dioxolane
(DLin-K-DMA) (Figure 17) est développé en introduisant un cycle cétal dans le linker du DLin-DMA
augmentant 1’activité du silengage. Puis, le 2,2-dilinoléyl-4-(2-diméthylaminoéthyl)-[1,3]-dioxolane
(DLin-KC2-DMA) (Figure 17) est développé en introduisant un groupe méthyléne entre le cycle cétal
et I’amine ionisable améliorant également I’activité. Enfin, 53 analogues de KC2 ont été réalisés,

donnant naissance au DLin-MC3-DMA [83].
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Figure 17 : Structures chimiques des lipides ionisables. Représentation du DODAP, DLin-DMA,
DLin-K-DMA et DLin-MC3-DMA [100].

Les plus puissants lipides ionisables utilisés pour encapsuler des siARN possédent une constante de
dissociation acide (pKa) comprise entre 6,2 et 6,5 (Figure 18), ou I’équilibre entre la charge neutre en
circulation et la charge positive au pH endosomal est optimal [93, 97, 100]. Le pKa est donc I’une des
propriétés physico-chimiques les plus importantes des groupes de téte, déterminant le comportement
d’ionisation et la charge de surface [83]. A un pH inférieur au pKa, le lipide ionisable est protoné et

acquiert une charge positive [95].
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Figure 18 : Effets des valeurs de pKa sur l'instabilité, la puissance et la toxicité des vecteurs lipidiques.

La plage optimale se situe entre 6 et 7 de pKa. Les vecteurs avec un pKa plus élevé portent des charges
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positives au pH physiologique entrainant des toxicités. Les vecteurs avec un pKa plus faible n’ont pas
assez de charges ioniques et de polarité, entrainant leur agrégation (les interactions hydrophobes étant
plus fortes). Enfin, les vecteurs a pKa inférieur a 6 ou supérieur a 7 ne s’ionisent pas efficacement dans

[’endosome, empéchant leur échappement et la libération de leur cargaison [83].

D’autres parametres sont a prendre en compte tels que le degré d’insaturation du domaine hydrophobe.
La puissance de délivrance est améliorée lorsque le degré d’insaturation du domaine hydrophobe est
augmenté. En effet, [’ajout d’insaturations favorise la formation de groupes fusogenes et donc la fuite
endosomale. Pour éviter la toxicité, il est également important de prendre en compte la biodégradabilité.
Des groupes esters sont introduits dans les lipides. Ces groupes peuvent étre clivés par des enzymes
estérases facilitant la métabolisation des composés et donc I’¢élimination du sang et des tissus en quelques
heures [80]. Des améliorations supplémentaires peuvent &tre ajoutées aux vecteurs lipidiques en

surveillant leur composition et en intégrant des lipides auxiliaires.

c. Lipides auxiliaires

En plus des lipides cationiques et ionisables, des lipides auxiliaires, é¢galement appelés lipides
structuraux, sont utilisés pour stabiliser les vecteurs, favoriser 1’absorption cellulaire et I’échappement
endosomal et améliorer I’efficacité de transfection et le trafic intracellulaire [95]. Contrairement aux
lipides cationiques et ionisables, ce sont des matériaux neutres. Les phospholipides, le cholestérol et
les lipides-PEG sont des lipides auxiliaires couramment utilisés dans la formulation des vecteurs

lipidiques [72, 80, 83].

¢ Phospholipides

Le DOPE et le DSPC sont les deux phospholipides les plus utilisés dans la formation de vecteurs
lipidiques. En fonction du phospholipide choisi, ils fournissent une stabilité structurelle aux bicouches

lipidiques [95] ou facilitent la fusion membranaire et ainsi I’échappement endosomal [80].

Le DOPE est une phosphatidyléthanolamine possédant des chaines acyles insaturées et un petit groupe
de téte lui conférant une forme conique inversée (Figure 19), c’est I’'un des premiers lipides auxiliaires
utilisés pour I’administration d’ON [93]. Sa forme de cone inversée améliore la fusion membranaire et
la rupture des bicouches lipidiques, c’est pourquoi il est souvent appelé lipide fusogene [77, 93].

Cependant, la stabilité colloidale des vecteurs contenant du DOPE est diminuée [93].
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Le DSPC est une phosphatidylcholine possédant des chaines acyles saturées et un grand groupe de téte,
lui conférant une forme cylindrique (Figure 19). 1l soutient la formation des bicouches lipidiques et
apporte une grande stabilité¢ aux particules, améliorant le temps de circulation dans le sang [93, 101].
Les systemes commerciaux actuels incluent uniquement le DSPC comme phospholipide en raison de sa
grande stabilité et du fait que les lipides ionisables sont capables de perturber efficacement la membrane

endosomale.

Au cours du temps, la proportion de phospholipides a été¢ de plus en plus diminuée. Cela est da a
I’augmentation de la proportion de lipides ionisables nécessaires a la liaison et I’encapsulation des ON
[101]. Aujourd’hui, les phospholipides sont utilisés a une concentration d’environ 10% des lipides totaux

[99].

¢ Cholestérol

Le cholestérol (Figure 19) est un composé¢ majeur des membranes eucaryotes, intervenant
¢galement dans la composition des vecteurs lipidiques [93]. Il est utilisé a une concentration d’environ
30 a 40 % des lipides totaux [99]. C’est un lipide neutre permettant d’améliorer I’emballage lipidique,
la stabilité, I’intégrité structurelle, et de diminuer la perméabilité de la bicouche lipidique [80, 93]. Le
cholestérol possede une structure rigide et permet de combler les espaces entre les phospholipides
empéchant ainsi la mobilité de leur chaine carbonée (Figure 19) [94]. L’augmentation de la rigidité de

la bicouche lipidique empéche la fuite précoce des ON [95, 101].

L’efficacité de livraison est également optimisée, le cholestérol permettant I’amélioration de la fusion
membranaire. Le cholestérol présente une faible solubilité au sein du noyau des particules entrainant son
accumulation sous forme cristalline a la surface des vecteurs. La bicouche lipidique est alors déstabilisée

et I’échappement endosomal amélioré [80, 94].
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Figure 19 : Formes et structures chimiques des phospholipides et du cholestérol. Le DSPC présente une
forme cylindrique, tandis que le DOPE a une forme en cone inversé. L ajout de cholestérol permet de

combler les espaces entre les phospholipides augmentant la rigidité de la bicouche lipidique [101].

¢ PEG

L’ajout de PEG (polyéthyléne glycol) a la composition des vecteurs lipidiques a été une étape
importante [93]. Les lipides-PEG sont des polyméres hydrophiles conjugués a des ancres lipidiques
hydrophobes. Ces chaines hydrophobes leur permettent de s’ancrer dans la bicouche lipidique [80, 100].
Les PEG se localisent alors a la surface des particules [80, 99]. Ils représentent 1 a 5% des lipides totaux

utilisés pour la composition des vecteurs [99].

Ces lipides-PEG forment une barriére, masquant la surface des particules [80]. Cela entraine la
protection des vecteurs des opsonines et permet ainsi d’éviter leur élimination précoce par le RES. Leur

temps de circulation dans le sang est alors augmenté [93, 95]. En plus du role de barriére, les lipides-
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PEG permettent de controler la taille des particules [77]. L’incorporation de PEG entraine 1’obtention
de structures nanométriques (environ 50 a 100 nm) [80]. Ils améliorent également la dispersibilité en
solution aqueuse [100], empéchent leur agrégation lors de la préparation, du stockage et dans la
circulation [93, 101], I’agrégation pouvant conduire a une libération prématurée de I’ON [95]. La

stabilité globale de la NP est alors augmentée [80, 93].

Cependant, ’ajout des lipides-PEG diminue 1’absorption cellulaire et la fusogénicité des vecteurs
empéchant alors la libération endosomale, c’est le dilemme de PEG [93, 95]. Les interactions entre les
NP et les cellules cibles sont limitées [100, 101]. De plus, une trop grande concentration de lipides PEG
provoque un encombrement stérique pouvant aboutir a I’augmentation du diameétre et a la déstabilisation
de la membrane des particules. C’est pourquoi la quantité de lipides pegylés doit étre soigneusement
contrdlée et réduite au minimum (environ 1.5%) [80]. L’efficacité de transfection est également affectée
par la longueur de I’ancre lipidique. Les chaines les plus courtes possédent une meilleure capacité de
dissociation et donc une meilleure efficacité de transfection [94]. Le distéaroyl-
phosphatidyléthanolamine (DSPE)-PEG2000 (Figure 20) est un lipide conventionnel restant fermement
lié aux particules et empéchant ainsi la libération des ON. Des lipides PEG possédant des chaines acyles
plus courtes, tels que le PEG-DMG, ont ensuite ét¢ utilisés (Figure 20). Ils sont capables de diffuser

progressivement hors de la particule, les déstabilisant et libérant ainsi I’ON [80].
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Figure 20 : Structure chimique de lipides-PEG. Représentation du lipide PEG-DSPE et PEG-DMG
[101].

Afin de résoudre le dilemme de PEG, d’autres stratégies sont envisagées. C’est le cas des lipides-PEG
sensibles au pH. Des liaisons acido-labiles, telle que la liaison acylhydrazone, sont incorporées entre
les queues hydrophobes et les fragments PEG. Cet ajout induit une dépegylation des NP a un pH faible

(d’environ 5) au sein des endosomes tardifs. L acidification du milieu permet de couper les chaines PEG
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et ainsi d’améliorer ’efficacité de transfection en rétablissant le contact des lipides ionisables avec la
membrane des endosomes. Il est également possible d’utiliser des ligands tels que des anticorps,
peptides et aptameres pour résoudre le probléme. La NP est marquée par un ligand, ce qui lui permet de
pénétrer en plus grand nombre dans ses cellules cibles par phénomeéne d’endocytose médiée par un

récepteur [82].

Le choix des lipides est donc important, influengant la stabilité, la taille, la distribution ainsi que
I’efficacité de transfection. Ce choix dépend a la fois de ’organe cible, de la voie d’administration
utilisée et du type de cellule visée [101]. Tous ces lipides sont utilisés pour réaliser différents types de

vecteurs lipidiques.

3. Différents types de vecteurs a base de lipides

De nombreux types de vecteurs lipidiques ont vu le jour. Ils possedent une biocompatibilité élevée,
une simplicité de formation, un auto-assemblage, une bonne biodisponibilité et la capacité a transporter
de grandes charges utiles [102]. Les liposomes, les lipoplexes et les systemes de NPL avancées
(cliniquement approuvés pour 1’encapsulation de siARN et d’ARNm) seront abordés au sein de cette

partie.

a. Liposomes

Les liposomes sont les premiers systemes de délivrance a base de lipides a voir le jour [72]. Ce
sont des vésicules sphériques de lipides amphiphiles comprenant des bicouches lipidiques uni- ou
multi- lamellaires [102, 103, 104]. IIs sont de taille micro ou nanoscopique [78], variant de 20 a 1 000
nm environ et généralement composés de phospholipides et de cholestérol [102, 105]. Les
phospholipides amphiphiles s’auto-assemblent formant les bicouches lipidiques et créant ainsi un
environnement pour I’encapsulation de médicaments [106]. Ces vecteurs renferment un noyau aqueux
ou les molécules hydrophiles peuvent étre encapsulées. Les molécules hydrophobes peuvent étre placées
au sein de la bicouche lipidique (Figure 21) [85, 105, 107]. De plus, les liposomes possédent une faible
toxicité et immunogénicité, une bonne biocompatibilité, une biodégradabilité, une flexibilité structurelle

et une facilité de manipulation [108].
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Figure 21 : Représentation d’un liposome. A. Liposome réalisé a l’aide de lipides amphiphiles s’auto-
assemblant. B. Liposome contenant des médicaments hydrophiles (jaune) au sein de son noyau aqueux

et hydrophobes (bleu) au sein de sa bicouche lipidique [105].

Les liposomes possedent différentes tailles, compositions, charges et lamellarit¢ [104]. Ces

caractéristiques permettent de les classer en plusieurs catégories.

¢ Classification des liposomes en fonction de leur structure et leur taille

Les liposomes peuvent étre classés en fonction de leur structure (liposomes unilamellaires et

multilamellaires) et en fonction de leur taille (Figure 22).

Les liposomes contenant une seule bicouche lipidique entourent un compartiment aqueux et peuvent étre

classés en fonction de leur dimension :

- Les petites vésicules unilamellaires (SUV) : diametre de 20 a 100 nm.
- Les grandes vésicules unilamellaires (LUV) : diametre de 100 a 1 000 nm.

- Les vésicules unilamellaires géantes (GUV) : diametre supérieur a 1 000 nm.
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Les liposomes composés de plusieurs bicouches lipidiques possédent des diameétres supérieurs a 500 nm.

IIs se différencient par leur structure :

- Les vésicules multilamellaires (MLV) : bicouches lipidiques concentriques séparées par des
compartiments aqueux, la structure est semblable & un oignon.

- Les vésicules multivésiculaires (MVV) : vésicules constituées de plusieurs vésicules [105, 108].

Classification des liposoties

Bosée wur ln strochure et 1a tmlle

1
i i
e iconchse hpidgue Plusseurs Ineonclees Lipichgues
I |
GUV LY S0V MLV MVY
~ 1 MY e 10U & 0 B w2006 204w =0 A 5 000 wim () & % (S o

Figure 22 : Classification des liposomes en fonction de leur structure et leur taille. Liposomes possédant
une seule bicouche lipidique : GUV, LUV et SUV ; et liposomes a plusieurs bicouches lipidiques : MLV
et MVV [108].

¢ Classification des liposomes en fonction de leur composition

Les liposomes peuvent ¢galement étre classés en fonction de leur composition. Au fil du temps,
trois générations de liposomes se sont distingués: les liposomes conventionnels, furtifs et

immunitaires.
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¢ Liposomes conventionnels

Les liposomes conventionnels sont la premiére génération de liposome (Figure 23). Ils sont
neutres ou négatifs et principalement composés de phospholipides et de cholestérol [108, 111]. IIs ont
permis de réduire la toxicité des médicaments, mais sont trop rapidement ¢éliminés du sang par le RES
[112]. En conséquence, des liposomes stables et furtifs sont inventés permettant ainsi d’augmenter la

durée de vie dans la circulation sanguine [111].

¢ Liposomes furtifs

Les liposomes furtifs, ¢galement appelés liposomes a longue circulation sont la deuxiéme
génération de liposomes (Figure 23) [111]. Ils sont recouverts a leur surface par des molécules de
polymeres inertes tels que des glycoprotéines, des oligosaccharides et des polymeéres synthétiques [108].
Le plus utilisé est le PEG, I’incorporation de PEG dans les formulations est la stratégie la plus utilisée
depuis les années 1990 [85]. Comme vu précédemment, les lipides-PEG permettent d’éviter
I’¢limination par le RES et d’améliorer la stabilité [105, 108]. Ils sont nommés liposomes furtifs étant
capables d’échapper a la reconnaissance des macrophages et cellules T et d’éviter la clairance rapide par

le systéeme immunitaire [108].

¢ Liposomes immunitaires

Les liposomes immunitaires ou ciblés sont la troisieme génération de liposomes (Figure 23).
Des ligands spécifiques sont fixés a la surface des liposomes permettant un ciblage actif vers les tissus
et organes cibles [108, 111]. Ce ciblage actif augmente I’interaction des liposomes et des cellules
malades et déclenche I’endocytose médiée par les récepteurs du liposome. Des peptides, protéines,

glucides, vitamines ou bien des anticorps peuvent étre fixés sur les liposomes [111].
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Figure 23 : Représentation d’un liposome en fonction de ses trois générations. Liposome de premiere
génération : conventionnel (en haut a gauche). Liposome de deuxieme génération : furtif, recouvert de

PEG (en haut a droite). Liposome de troisieme génération : immunitaire, recouvert de divers ligands

(en bas) [113].

Les liposomes sont décrits pour la premiere fois dans les années 1960, apres une étude des
membranes biologiques par Alec Bangham et Robert Horne [97, 107]. Ils ont en effet montré que des
lécithines d’ceuf s’assemblent spontanément en structures vésiculaires multicouches lorsqu’elles sont
introduites dans une solution aqueuse [85]. Les liposomes sont les premiers systemes d’administration
de nanomédicaments a avoir été¢ développés avec succes en application clinique [104, 105]. IIs sont, dans
un premier temps, utilisés pour les thérapies a petites molécules. Le Doxil est le premier
nanomédicament approuvé par la FDA en 1995 pour le traitement de patients atteints d’un cancer de
I’ovaire et du sarcome de Kaposi li¢ au SIDA [104, 106]. Il est composé de DSPC (56%), de cholestérol
(38%) et de lipide-PEG (5%) et encapsule un agent anticancéreux : la doxorubicine [101]. Par la suite,
de nombreux traitements utilisant des liposomes pour encapsuler de petites molécules ont été approuvés
dans plusieurs domaines tels que le cancer (Myocet), les infections fongiques (Ambisome) et la gestion

de la douleur (DepoDur) [97].

Les liposomes peuvent transporter différents types de produits thérapeutiques en plus des médicaments

a petite molécule tels que les grosses protéines et les AN [93]. A la fin des années 1970, les premiers
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AN sont encapsulés dans de grands liposomes unilamellaires a base de phosphatidylsérine par
Dimitraidis et son équipe [85, 107]. Des processus d’encapsulation passive utilisant des lipides neutres
étaient utilisés pour I’administration de ces AN [106], mais I’efficacité de piégeage était relativement
faible (<40%) et I’efficacité de transfection limitée [109]. Les techniques utilisées pour les médicaments
a petite molécules ne pouvaient pas étre appliquées pour les AN. Leur taille et leur densité élevée de
charges négatives nécessitent des fonctionnalités lipidiques supplémentaires avec notamment des
méthodes d’encapsulation active [101, 110]. C’est pourquoi des liposomes cationiques ont été

développés, permettant ainsi d’améliorer 1’encapsulation a I’aide d’interactions électrostatiques [93].

b. Lipoplexes

Des lipides cationiques sont utilisés pour encapsuler de maniére active les ON via les interactions
¢lectrostatiques (Figure 24) [78, 80]. Les lipides cationiques tels que le DOTMA et le DOTAP sont
utilisés en combinaison avec des lipides neutres pour former les liposomes cationiques [103, 109]. Ces
liposomes cationiques combinés aux ON forment des lipoplexes [100]. En 1987, la premiere
démonstration de transfection a base de lipides cationiques a été réalisée par Felgner et son équipe en
utilisant les lipides DOTMA [78, 107, 109]. En 1989, des lipoplexes basés sur DOTMA, pour
I’administration d’ARNm de luciférase dans des cellules de souris, ont été réalisés par Malon et son
équipe [107]. Cependant leur grande taille (souvent > 1 um), leur instabilité, leur toxicité et leur charge
de surface positive a limité leur utilisation in vivo [109, 110]. Les lipoplexes se caractérisent en effet par
un piégeage incomplet des ON, ainsi qu’une mauvaise tolérance, une ¢limination rapide et des réponses

immunitaires augmentées les excluant ainsi des études cliniques [80].
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Figure 24 : Différentes représentations de lipoplexes en fonction des publications. Les siARN se
complexent aux lipides cationiques et forment des lipoplexes a simple bicouche lipidique (a gauche

(101)) ou structure multilamellaire (a droite (114)).

Tous ces efforts ont conduit a I’utilisation de lipides ionisables et au développement des NPL, le

systeme le plus avancé et le seul validé cliniquement pour la délivrance d’ON [85].

¢. Nanoparticules lipidiques modernes

Le terme de NPL est apparu au début des années 1990 [105]. Les systémes de NPL avancés sont
différents des liposomes ne présentant qu’une seule couche externe de lipides dont les chaines carbonées
sont orientées vers le noyau (Figure 25) [106, 107]. Ce sont des vecteurs sphériques de moins de 100
nm composés de quatre lipides principaux : les phospholipides, les lipides cationiques ionisables, les
lipides-PEG et le cholestérol [99, 115]. Les lipides ionisables sont les composants clés des NPL
déterminant leur efficacité de transfection. Les lipides-PEG sont également trés importants améliorant

les temps de circulation ainsi que I’absorption cellulaire [106].
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Les NPL se différencient également des liposomes par la présence de lipides au sein de leur noyau [115].
Elles forment des structures micellaires inversées dans le noyau dense aux électrons, encapsulant les
ON [102, 107]. Elles nécessitent également des lipides ionisables non associés aux ON pour parvenir a
une bonne évasion endosomale [110]. Cependant, I’arrangement lipidique dans le noyau, a la surface et

autour des ON fait encore débat [101, 115].

Les NPL sont le systéeme d’administration le plus prometteur, elles ont été un succeés pour le
développement de I’Onpattro et des vaccins contre le COVID-19 [94]. Elles posseédent de nombreux
avantages avec une petite taille nanométrique, une toxicité diminuée, une stabilité stérique et une bonne
efficacité de délivrance avec un échappement endosomal favorisé. Cependant, elles posseédent également

des inconvénients avec une faible biodistribution étant seulement fortement absorbées au niveau du foie

et de la rate [102].

Lipide-PEG
Lipide ionisable
Phospholipide
Cholestérol

Figure 25 : Représentation d’'une NPL. NPL composée de lipides ionisables, phospholipides, cholestérol
et lipides-PEG encapsulant des ON dans des structures micelles [93].
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4. Méthodes de fabrication

Il existe de nombreuses méthodes pour produire les différents types de vecteurs lipidiques dont des

méthodes conventionnelles et des méthodes modernes. Quelques méthodes sont présentées ci-dessous.

a. Méthodes conventionnelles

Les méthodes conventionnelles sont généralement des méthodes simples et faciles a utiliser

a I’échelle du laboratoire [116], ’hydratation en couche mince et I’injection d’éthanol en font partie.

¢ Hydratation en couche mince

L’hydratation en couche mince ¢galement appelée méthode Bangham est une procédure
d’encapsulation passive, produite lorsque les phospholipides s’auto-assemblent spontanément. C’est
I’une des techniques les plus utilisées pour produire des liposomes. Les lipides sont dissous dans un
solvant organique, tel que I’éthanol, pouvant contenir des médicaments hydrophobes. Le solvant est
ensuite évaporé a I’aide d’un évaporateur rotatif, formant ainsi une fine couche lipidique. Cette fine
couche est ensuite réhydratée a 1’aide d’une solution tampon aqueuse contenant les médicaments
hydrophiles (Figure 26) [104, 117]. Les lipides s’auto-assemblent en vésicules GUV lors d’une

hydratation douce et en MLV hétérogene lors d’une agitation intense [105, 116].

C’est la méthode la plus simple a réaliser, utilisant du matériel peu complexe et peu coliteux. Cependant,
la taille des particules doit étre homogénéisée et réduite par sonication ou extrusion pour former des
LUV ou des SUV [117]. La sonication peut étre réalisée a I’aide d’une sonde ou d’un bain. La taille des
particules obtenues dépend du temps de sonication et de la composition lipidique [93, 111]. Lors de
I’extrusion, la suspension hétérogene de particules traverse un filtre de taille de pores désignée.
L’extrusion donne des particules plus homogenes que la sonication. Cependant, ces étapes nécessitent

une certaine main d’ceuvre pour une production a grande échelle [93, 117].

Malheureusement, I’hydratation en couche mince est une méthode non évolutive avec une efficacité
d’encapsulation qui reste faible (de 3 a 45%). De plus, des traces de solvants peuvent subsister [108] et
I’étape de sonication peut dégrader les médicaments et les lipides [111, 116] et également contaminer la

solution avec des particules de titane [93, 116].
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¢ Injection d’éthanol

L’injection d’éthanol est une autre technique permettant de produire des liposomes. Elle est
développée pour la premicre fois par Batzri et Korn en 1973 comme alternative a la méthode
d’hydratation en couche mince combinée a la sonication. Les lipides sont dissous dans de 1’éthanol, puis
injectés a débit rapide dans un tampon aqueux sous agitation (Figure 26). Les vésicules se forment en
raison de ’augmentation de la polarité et la taille est controlée par le taux d’agitation, le taux d’injection,

les types de lipides utilisés et leur concentration [93, 117].

L’injection a flux croisé est un autre type de méthode d’injection d’éthanol. Deux tubes en acier
inoxydable forment une croix avec un petit trou d’injection situé a I’intersection des tubes. Une solution
d’¢éthanol contenant des lipides est injectée dans une solution tampon a travers le tube a flux transversal
[117]. Les particules produites sont de petites tailles a des débits élevés des flux de tampon aqueux. C’est

¢galement le cas a des pressions d’injection plus élevées de la solution d’éthanol [93].

Ces méthodes conventionnelles sont encore utilisées en raison de leur simplicité. Cependant, la
lourdeur des processus, le manque d’évolutivité, d’efficacité d’encapsulation et de reproductibilité ont

conduit a la création de nouvelles méthodes de production [93, 117].

b. Nouvelles méthodes

Des processus de fabrication évolutifs et robustes sont cruciaux pour améliorer 1’encapsulation des
ON au sein de NPL. L’utilisation de tube en T et les dispositifs microfluidiques ont permis d’obtenir

un niveau d’encapsulation élevé et d’augmenter la production a grande échelle [97, 116].

¢ Mélange a jonction T

Cette méthode a été introduite en 1999 par Hirota pour produire des ADN-lipoplexes. Elle
permet de produire des particules reproductibles, uniformes et de taille controlable [93, 116]. Les lipides
sont dissous dans de I’éthanol et les ON dans un tampon aqueux (pH 4) [110], puis sont chacun injectés
a une entrée du tube en T (Figure 26). Cela entraine un mélange rapide lors de la collision des deux
solvants, produisant ainsi un flux de sortie turbulent [116]. Les lipides précipitent a mesure que la

polarité du solvant augmente entrainant ainsi la formation des particules [93].
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C’est une méthode permettant une production a grande échelle et possédant une meilleure efficacité
d’encapsulation que les méthodes conventionnelles. Elle nécessite cependant un débit élevé pour obtenir
un mélange rapide, mélange dépendant également de la longueur du canal et de la surface de contact, et
n’est donc pas privilégiée a 1’échelle du laboratoire. Comme pour les autres méthodes, des traces de

solvant organique peuvent subsister [116].

¢ Mélange microfluidique

La microfluidique est une méthode utilisant des canaux microscopiques. Les lipides sont
dissous dans de I’éthanol, puis la solution est injectée dans la direction opposée a la solution contenant
les ON a I’intérieur des micro-canaux [111, 118]. Les micro-canaux posseédent un flux laminaire avec
une diffusion lente a travers les canaux. Des structures a chevrons décalés ont ¢té ajoutées par Stroock
et al en 2002 (Figure 26). Cela a permis d’améliorer le mélange des solutions. Cette méthode de mélange

chaotique a été utilisée pour la fabrication de NPL par le groupe de Pieter Cullis [117, 118].

Le développement des puces microfluidiques a amélioré 1’encapsulation des ON ainsi que le controle
de la procédure de mélange permettant ainsi un meilleur controle de la taille et de ’homogénéité des
particules [117]. Des particules reproductibles, avec une taille, une morphologie et une lamellarité
appropriées sont alors obtenues [111]. Des grandes quantités de solvants organiques sont cependant

utilisées pouvant subsister [117].
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Figure 26 : Représentation de différentes méthodes de fabrication de vecteurs lipidiques. Méthodes
conventionnelles : hydratation en couche mince (en haut a gauche) et injection d’éthanol (en haut a

droite). Méthodes modernes : mélange a jonction T (en bas a gauche) et mélange microfluidique (en bas

a droite) [117].
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développement du premier médicament a base de siARN encapsulé dans des NPL : I’Onpattro.
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III. Traitements utilisant les NPL modernes

La compréhension des différents mécanismes d’action, I’ajout de modifications chimiques, le
développement de nouvelles méthodes de fabrication et la création de vecteurs lipidiques utilisant des

lipides ionisables cationiques ont permis de pallier les problemes rencontrés chez les ON.

En effet, comme vu précédemment, les siARN étaient trop gros et trop chargés pour pénétrer les cellules
sans aide. La fabrication des nouveaux systémes de NPL encapsulant les ON a entrainé la

commercialisation d’un médicament : I’Onpattro, premier siARN sorti sur le marché.

Par la suite, la technique utilisant la GalNAc a également entrainé la commercialisation de médicaments
a base de siARN. Cependant, I’Onpattro a ét¢ un mode¢le pour la création des vaccins a ARNm contre

le Covid-19, les vaccins utilisant également des NPL a base de lipides ionisables cationiques.

1. Onpattro (patisiran)

L’Onpattro (patisiran) est un siARN thérapeutique ayant obtenu une autorisation de mise sur le
marché (AMM) dans le traitement de I’hATTR chez les adultes atteints de polyneuropathies de stade
I ou II. Son principe actif, le patisiran, est un ARN interférent permettant d’induire la dégradation de

I’ARNm codant la protéine TTR [119].

a. La maladie : ’amylose a transthyrétine

L’hATTR est une maladie rare, autosomique dominante et progressive due a une anomalie
génétique provoquant un mauvais repliement des protéines TTR. Ce mauvais repliement entraine
I’accumulation de ces protéines dans les différents tissus et organes du corps humain [120, 121, 122].

En I’absence de prise en charge et de traitements, la maladie devient invalidante et fatale [123].

+ Epidémiologie

L’hATTR est une maladie rare avec une prévalence mondiale d’1/10% et une prévalence
européenne de 0.47/10° en 2014 selon la Haute autorité de santé. En France, environ 700 personnes sont

diagnostiquées en 2014 [119], mais de plus nombreux cas sont recensés dans certains pays tels que la
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Suéde et le Portugal avec une prévalence d’environ 23/100 000 personnes pour ce dernier [124, 125].
Cependant, les progres en diagnostic laissent penser que ’hATTR est plus fréquente qu’on ne le pense

[126].

Cette maladie apparait généralement entre 20 et 90 ans, avec un age moyen de diagnostic de 68,1 ans
[121, 124]. La maladie étant grave, invalidante et d’évolution fatale, sans traitements, I’espérance de vie
des patients est de 3 a 15 ans apres ’apparition des premiers symptdmes [121, 127]. Malheureusement,
les patients présentant une cardiomyopathie ne pourront espérer vivre que 2 a 5 ans seulement apres leur

diagnostic [128].

Le plus grand facteur de risque de développement de la maladie est I’héritage génétique [124]. Il existe
cependant deux sortes d’ATTR : celle de type sauvage survenant a la suite du vieillissement et celle de

type héréditaire due aux mutations génétiques sur le géne codant pour la TTR [129, 130].

¢ Mutations

Plus de 130 mutations du géne TTR ont dé¢ja été recensées, dont la plupart sont dues a des
substitutions nucléotidiques entrainant des mutations faux sens [124, 125, 129]. Les mutations donnent
lieu a des variantes au niveau de la distribution géographique, de I’implication organique et du degré
d’amyloidogénicité [131]. La plus courante est la Val30Met, ou la valine est remplacée par la
méthionine en position 30 [125], mutation souvent associée a la polyneuropathie [124]. Les personnes
atteintes de cette mutation et venant des zones endémiques ont un début précoce et une évolution clinique
plus rapide [132, 133]. En Europe, la Val30Met est la mutation la plus répandue. Aux Etats-Unis, c’est
la mutation V1221 qui prédomine [134].

Les différentes mutations provoquent I’instabilité de la protéine TTR qui est alors incapable d’adopter
sa structure normale et de se replier correctement [120]. La protéine TTR mutée est dissociée et les
monomeres mal repliés s’agregent, entrainant la formation de fibrilles amyloides (Figure 27) [124,
127, 133]. Elles s’accumulent alors au niveau des nerfs du systeéme nerveux périphérique et autonome,
du muscle cardiaque, du tractus gastro-intestinal et d’autres organes [134, 135]. La maladie survient
lorsque I’agrégation des fibrilles amyloides, insolubles et résistantes a la protéolyse [131], est suffisante
pour perturber la structure, ’intégrité et la fonction de I’organe affecté [129]. Ces fibrilles peuvent
endommager les tissus par compression, obstruction, toxicité cellulaire ou perturbation de la circulation

sanguine locale [126].
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Figure 27 : Mutation du gene TTR entrainant la formation de fibrilles amyloides. Production par le foie
d’une forme mutée de la protéine TTR. La mutation favorise le remodelage protéolytique et la
destabilisation de la protéine tétramere qui se dissocie alors en monomeres. Formation de protéines

amyloidogenes mal repliées qui s’agregent en fibrilles amyloide [136].

En absence de maladie, la TTR est normalement un tétrameére stable et soluble, synthétisée
principalement par le foie, permettant le transport de la thyroxine (hormone thyroidienne) et du rétinol
(dérivé de la vitamine A) dans le plasma [127, 129, 134]. En plus du foie, la TTR est également
synthétisée au niveau du plexus choroide et de I’épithélium pigmentaire rétinien pour la sécrétion dans

le liquide céphalorachidien et dans les yeux [125, 133, 137].

¢ Symptomes

L’ATTR est décrite pour la premiere fois par Corino Andrade en 1952 comme une forme
particuliere de neuropathie périphérique avec une faiblesse progressive des membres inférieurs, une
atteinte gastro-intestinale et génito-urinaire, une perte de la sensation de la température et de la douleur
[6]. Les nerfs (neuropathie) et le coeur (cardiopathie) sont les plus souvent atteints, mais d’autres

organes tels que les yeux et les reins peuvent également étre touchés [121, 123].

Différents symptomes sont visibles en fonction des organes et des tissus concernés [120, 137].
L’infiltration cardiaque peut provoquer une cardiomyopathie hypertrophique avec une augmentation
de I’épaisseur et de la rigidité des parois du cceur, entrainant un essoufflement du patient. Elle peut
¢galement provoquer des troubles de conductions avec des blocs de branche et des arythmies. Une
atteinte oculaire induit ’apparition de sécheresses, de glaucomes, d’opacités vitréennes, de troubles
pupillaires et de mouches volantes [121, 123, 131]. Pour I’atteinte rénale, une protéinurie, un syndrome

néphrotique et une insuffisance rénale sont des symptomes récurrents [126]. Enfin les patients présentent
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une neuropathie sensorimotrice et / ou autonome [136]. La neuropathie autonome est caractérisée par
une hypotension orthostatique, des troubles génito-urinaires et des troubles gastro-intestinaux [126, 127,
138]. La neuropathie sensorielle se manifeste par un engourdissement, une sensibilité thermique et une
douleur altérée qui commence de maniere distale au niveau des membres inférieurs et progresse de
manicre proximale pour atteindre les membres supérieurs [131, 136]. L’atteinte motrice déclenche des
faiblesses musculaires et une altération de la marche avec des déséquilibres [121, 136, 138].
Généralement, les patients décedent d’une maladie cardiaque (arythmie, mort subite) ou de

malnutrition [126, 127].

¢ Diagnostic

L’hATTR présentant une forte variabilité phénotypique et une atteinte multiviscérale, le
diagnostic peut étre long et les erreurs fréquentes [ 132]. Le diagnostic est établi sur trois piliers de base :
les symptomes, la confirmation histologique des dépdts amyloides et 1’analyse génétique [131]. Le
médecin commence par un entretien avec le patient pour mettre en évidence ses antécédents familiaux
et ses différents symptomes [124]. Apres le recueil de ces informations, une biopsie peut tre réalisée
pour démontrer la présence des dépots anormaux d’amyloide [123, 125, 139]. Mais la distribution
inégale des dépots peut rendre cette étape compliquée, les biopsies étant alors souvent répétées [126].
Enfin, pour déterminer la mutation présente chez le patient, un test génétique a 1’aide d’une prise de

sang est réalisé [123, 139].

Le stade de ’hATTR peut également étre déterminé par le praticien. Tant que le patient est capable de
marcher sans aide, la polyneuropathie est qualifiée de stade I. Cependant, lorsque le patient a besoin
d’aide pour se déplacer, la maladie est qualifiée de stade II (généralement apres 5 ans). Enfin, quand le
patient n’est plus capable de se déplacer, la maladie est qualifiée de stade III (généralement apres 10

ans) [119, 133].

¢ Prise en charge

L’ATTR nécessite une prise en charge pluridisciplinaire avec un neurologue, un cardiologue,
un ophtalmologue, un généticien, ... [123]. La prise en charge de la maladie comprend des traitements
symptomatiques visant a réduire les troubles urinaires, digestifs, neurogenes [119] et des traitements

visant a interrompre ou ralentir les 1ésions secondaires aux dépots de fibrilles [125]. Pour traiter les
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patients, il existe trois solutions : réduire la quantité de TTR produite, prévenir le mauvais repliement

de la TTR, ou bien éliminer la TTR déja déposée (Figure 28).

Le patient en phase précoce peut avoir recours a une transplantation hépatique (Figure 28), le foie
étant le principal organe producteur de TTR [124]. Elle est établie depuis 1990 et entraine la réduction
de production de TTR mutée. Cependant, c’est une opération contraignante et cette solution est
seulement efficace chez certains patients comme ceux présentant la mutation Val30Met sans atteinte
cardiaque [127, 136, 137]. De plus, elle ne permet pas d’inverser les dommages causés par les dépdts de
TTR [121]. Des greffes rénales et cardiaques sont ¢galement réalisées chez les patients les plus atteints

[119, 127].

Les stabilisateurs de TTR (tafamidis et diflunisal) (Figure 28) peuvent également tre utilisés chez les
patients atteints d’hATTR en phase I [119]. Le diflunisal est un anti-inflammatoire non stéroidien utilisé
hors AMM pour I’ATTR [127, 140]. Le Vyndagel (tafamidis) quant a lui possede une AMM pour traiter
I’ATTR avec cardiomyopathie. Ils ralentissent légeérement la progression de la maladie, mais pas son
évolution a long terme [127, 128], en empéchant la dissociation des tétraméres et donc la formation
de fibrilles [ 136]. Comme pour la greffe hépatique, ils ne permettent pas d’inverser les dommages causés
par les dépdts de TTR [121]. Le diflunisal peut également provoquer des effets indésirables graves tels
que des troubles gastro-intestinaux et rénaux, pouvant empécher I’utilisation du médicament chez

certains patients.

Les nouveaux traitements ON (inotersen, patisiran et vutrisiran) (Figure 28) permettent de bloquer la
majorité de la production de TTR par les cellules du foie en inhibant sa transcription. IIs ont montré
une efficacité chez les patients a un stade précoce et avancé pour ralentir la progression de la maladie
[139]. Cependant, I’inotersen n’améliore pas les variables écho-cardiographiques [124] et des risques

accrus de thrombocytopénie et de glomérulonéphrite sont présents [136].

Enfin, la destruction des dépots de fibrilles est une voie envisagée, aucun traitement n’ayant encore
été approuvé cliniquement. La doxycycline en combinaison avec I’acide tauro-ursodésoxycholique
(TUDCA) (Figure 28) entrainerait la dégradation des dépdts et ainsi la stabilisation de la progression de
I’atteinte cardiaque et neurologique. Cependant, 1’étude est réalisée sur un trop petit nombre de
personnes pour amener a une conclusion [126, 141]. L’épigallocatéchine-3-gallate (EGCQG) (Figure
28), catéchine présente dans le thé vert, pourrait inhiber la formation des fibrilles et rompre celles déja
préformées. Enfin, des anticorps monoclonaux (Figure 28) seraient également une solution pour cibler

la protéine sous forme fibrillaire et I’¢liminer [139, 141].
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Figure 28 : Les différents traitements de I’ATTR. Représentation des trois types de traitements :

suppression de la production de TTR, stabilisation des tétrameres et élimination des dépots (anticorps

(AC)) [141].

b. Le médicament : Onpattro (patisiran)

L’Onpattro (patisiran) est un agent thérapeutique d’interférence ARN, mécanisme permettant
de controler I’expression des geénes [128], approuvé aux Etats-Unis et en Europe en 2018 dans le cadre
de polyneuropathies causées par PhATTR [122, 139, 142]. Il est congu a I’aide de NPL qui protégent
les siARN de la dégradation par les nucléases et facilitent la délivrance au sein des hépatocytes [134].
Celui-ci utilise un siARN supprimant la synthése de la TTR, améliorant ainsi la neuropathie, les effets

indésirables cardiaques et la qualité de vie du patient [124, 143].

¢ Modéle de I’Onpattro : NPL et ON utilisés

Une NPL renferme le principe actif de 1’Onpattro (Figure 29): le patisiran sodique
(C414H480N148Na700200P40) [124], également nommé ALN-183228 [134], a une quantité de 2,0 mg/mL
[76]. C’est un siARN formé de deux simples brins partiellement complémentaires contenant chacun 21
nucléotides [134]. Pour augmenter 1’efficacit¢ du siARN, des modifications lui ont été apportées
permettant d’améliorer la stabilité¢ thermodynamique dans le duplex d’ARN et d’¢éviter ainsi les effets

hors cibles. Le patisiran contient onze modifications 2’-OMe et quatre modifications 2’desoxy

64



thymidine a 'extrémité 2’ de ses 2 brins [124, 127, 144, 145]. Ses modifications 2’-OMe-Uridine et

Cytosine suppriment la réponse immunitaire innée et atténuent 1’effet hors cible [146].

Ce siARN est incorporé au sein d’une NPL de deuxieme génération. Les NPL utilisées possedent une
charge presque neutre au pH biologique et mesurent 60 a 100 nm [76]. Les NPL sont composées de
quatre lipides : le DLin-MC3-DMA, le DSPC, le cholestérol et le PEG 2000-C-DMG (Figure 29)
dans un rapport molaire de 50/10/38,5/1,5 [145]. Comme vu précédemment, les phospholipides DSPC
et le cholestérol sont des lipides auxiliaires utilisés pour améliorer la formation et la stabilité physico-
chimique des NPL [76, 134]. Le PEG 2000-C-DMG augmente quant a lui la stabilité et le temps de
circulation des NPL, permettant une absorption du patisiran au niveau du foie. Enfin, le lipide
cationique ionisable DLin-MC3-DMA induit une meilleure formulation, absorption cellulaire et

libération endosomale du siARN [134].

PEG 2000-C-DMG
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Figure 29 : Représentation de [’Onpattro et de ses composants. NPL composée de PEG 2000-C-DMG,
DSPC, DLin-MC3-DMA et cholestérol renfermant le patisiran (siARN). Le Dlin-MC3-DMA possede

un groupe de téte amine tertiaire, un linker ester et deux queues linoléyles [101, 147, 148, 149].
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¢ Mécanisme d’action

Le patisiran exerce son mécanisme d’action en tant qu’agent d’interférence ARN en inhibant
spécifiquement la synthése hépatique de la TTR [128, 142]. Dans un premier temps, le patisiran est
administré par perfusion intraveineuse et arrive dans le sang ou ses lipides modifiés par le PEG sont
remplacés par des protéines sériques : ApoE (Figure 30). Les ApoE interagissent avec les composants
cholestérol de la NPL et dirigent le médicament vers le foie [124]. Les protéines sériques, opsonisées
dans la capsule lipidique de la NP, sont reconnues par les récepteurs de I’ApoE a la surface des

hépatocytes et s’y lient pour pénétrer au sein du cytoplasme par endocytose (Figure 30) [134, 143].

Au sein des endosomes, les lipides ionisables sensibles au pH deviennent cationiques, fusionnant avec
la membrane endosomale, permettant ainsi la rupture de I’endosome et la libération des siARN dans le
cytoplasme (Figure 30) [124]. Le RISC se fixe aux siARN, liant le brin antisens et libérant le brin sens,
fonctionnant alors comme une séquence de ciblage pour la séquence complémentaire a I’ARNm [143].
Il se lie a une séquence génétiquement conservée dans la région 3’ non traduite de ’ARNm de la TTR
de type sauvage et muté [122, 127,144, 146]. Cette liaison active la protéine Ago2 du RISC, qui clive
I’ARNm le rendant non fonctionnel (Figure 30) [124, 136]. Cela induit la réduction des niveaux de
protéines TTR mutées et sauvages dans le sérum et son dépot dans les tissus et organes [134, 142 et

143].
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Figure 30 : Mécanisme d’action du patisiran 1. Le patisiran est administré par voie intraveineuse. 2. Le
lipide PEG se dissocie de la NPL et laisse place a ’ApoE. Cette association favorise la pénétration dans
les hépatocytes, les NPL sont internalisées par endocytose. 3. Dans [’endosome, le lipide ionisable est
protoné, grdce a la diminution de pH. La charge positive de la NPL lui permet d’interagir avec le lipide
endosomal chargé négativement. 4. L’interaction entre les lipides induit la désintégration de la NPL, la
déstabilisation de la membrane endosomale et la libération du patisirvan dans le cytoplasme. 5. Le
patisiran se lie au RISC et entraine ainsi la dégradation de I’ARNm du TTR. La quantité de protéines
TTR mutées et sauvages est alors réduite. 6. Certaines NPL internalisées subissent une évacuation par

exocytose vers la circulation [134, 136, 147].

¢ Etudes cliniques

L’efficacité, la sécurité et la tolérabilité du patisiran ont été évaluées au cours d’études cliniques.
Tout d’abord, deux études de phase I a dose unique croissante ont été réalisées chez des volontaires sains
et malades, puis une étude de phase II & doses multiples croissantes chez des patients atteints d’hATTR.

Enfin deux études de phase III, nommées APOLLO et NTC1960348 ont vu le jour [136].

Dans la premicre étude de phase I (ALN-TTRO1), le siARN est encapsulé dans une NPL de premiére
génération (lipide ionisable : DLin-DMA). Dans la deuxiéme étude (ALN-TTRO02), le siARN est
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formulé dans une NPL de deuxiéme génération (lipide ionisable : DLin-MC3-DMA). Ce sont des études
randomisées, en simple aveugle, a dose unique, contrdlées par placebo, permettant d’évaluer I’innocuité
et les effets sur les taux de TTR. ALN-TTRO1 est administrée a huit groupes de quatre personnes
atteintes d’ATTR a des doses croissantes allant de 0,001 a 1 mg/kg. ALN-TTR02, nommée par la suite
patisiran, est administrée a quatre groupes de quatre volontaires sains a des doses croissantes allant de
0,01 a 0,5 mg/kg. Une diminution rapide, dose dépendante et durable des taux de TTR est observée chez
les patients traités par ALN-TTRO02, avec une réduction moyenne des taux de TTR de 82,3% pour la
dose de 0,15 mg/kg et de 86,6% pour la dose de 0,3 mg/kg [127, 150].

Par la suite, une étude de phase II chez des adultes présentant une hATTR avec polyneuropathie est
réalisée. Les patients sont divisés en neuf cohortes de trois/quatre personnes chacune. Dans les cohortes
1 a 3, des doses de 0,01 (cohorte 1), 0,05 (cohorte 2) et 0,15 (cohorte 3) mg/kg sont administrées une
fois toutes les quatre semaines. Dans les cohortes 4 et 5, une dose de 0,3 mg/kg est administrée toutes
les quatre semaines. Enfin, dans les cohortes 6 a 9, une dose de 0,3 mg/kg est injectée toutes les trois
semaines. La réduction maximale des taux de TTR est observée dans les cohortes 6 a 9 avec 82,9% de

diminution apres la premiére dose et 86,7% apres la deuxieme dose [125, 127, 134].

APOLLO, essai clinique de phase I1I, est la plus grande étude réalisée sur des patients atteints d’hATTR.
C’est une étude randomisée en double aveugle et contrdlée par placebo, d’une durée de 18 mois [139,
140]. 225 patients venant de 19 pays différents sont répartis en deux groupes distincts : le groupe
recevant une dose de 0,3 mg/kg de patisiran (148) et le groupe recevant le placebo (77). L’efficacité du
patisiran est évaluée a I’aide du critére principal suivant : modification du score modifié de déficience
neuropathique + 7 (mNIS+7). C’est une mesure de 0 a 304 points développée pour quantifier le spectre
de la neuropathie sensorielle, motrice et autonome dans I’ATTR (les scores les plus élevés indiquant une
plus grande déficience). Des critéres secondaires tels que la qualité de vie, la force motrice et I’état
nutritionnel ont également été évalués [127, 128, 136, 140]. Finalement, le patisiran a entrainé une
réduction moyenne de la concentration de TTR d’environ 84,3% a 18 mois avec une amélioration de la
polyneuropathie et de certains parameétres cardiaques (ex : réduction de 1’épaisseur de la paroi
ventriculaire gauche) [127, 136, 143, 151]. 56% des patients sous patisiran présentaient une amélioration
du score mNIS+7 contre 4% pour les patients sous placebo. Les réductions de la TTR étaient
comparables quel que soit 1’age, le sexe, la race, le type de mutation, le poids et la fonction rénale ou
hépatique [127, 143]. De plus, il est bien toléré avec seulement quelques effets indésirables d’intensité

légére a modérée.

Ces ¢études ont conclu a un rapport bénéfice/risque acceptable avec une qualité de vie, une force
motrice, une vitesse de marche et un état nutritionnel améliorés et ont déterminé le profil

d’administration du patisiran. Il est perfusé par voie intraveineuse toutes les trois semaines a une
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posologie de 0,3 mg/kg pour tous les patients de moins de 100 kg et de 30 mg pour ceux de plus de 100
kg pendant une durée d’environ 80 minutes [124, 134]. Des réactions liées a la perfusion sont cependant
observées, c’est pourquoi une prémédication composée d’un corticostéroide, d’un anti-H1 et d’un anti-
H2 par voie intraveineuse, ainsi que du paracétamol par voie orale [124, 139] est administrée au moins
60 minutes avant le début de la perfusion [124, 143]. Cette prémédication en plus d’une perfusion lente
au goutte a goutte, permettent de réduire les effets indésirables [146]. Les patients doivent également se
supplémenter en vitamine A, toute production de TTR (sauvage et mutante) étant arrétée pour éviter la

progression de la maladie [6].

Apres la commercialisation de I’Onpattro, d’autres siARN ont vu le jour : le givosiran, lumasiran,
inclisiran et le vutrisiran. Cependant, aucun d’entre eux n’est encapsulé dans une NPL. IIs sont tous
conjugués a la GalNAc permettant également une administration ciblée aux hépatocytes. La GalNAc
est un dérivé du galactose se liant au récepteur de 1’asialoglycoprotéine sur les hépatocytes conduisant a
une absorption spécifique médiée par la clathrine. Le dernier siARN approuvé, le vutrisiran, est lui
aussi utilisé dans le traitement de ’ATTR. Le but de ce nouveau médicament est d’augmenter
I’administration hépatique et la puissance de dégradation de I’ARN, d’utiliser des doses plus faibles a
des intervalles de temps moins fréquents et de réduire les effets indésirables. Aucune supériorité du
vutrisiran par rapport au patisiran n’a été mise en évidence, seulement une non-infériorité. L’ Amvuttra
est donc un traitement de seconde intention, I’Onpattro restant la premiére intention. Le vutrisiran a
tout de méme permis de réduire la posologie (une dose tous les trois mois), d’étre utilisé en sous cutanée
(plus facile et confortable pour le patient) et de réduire les effets indésirables dus a la perfusion (ne
nécessite pas de prémédication) [130, 152]. La GalNAc tend donc a remplacer les NPL, mais I’Onpattro
a tout de méme ét¢ un modele pour la fabrication des vaccins 8 ARNm contre le covid-19, vaccins

utilisant des NPL.

2. Vaccins a ARNm contre le Covid-19

Au cours des deux dernicres décennies de nombreuses épidémies virales ont vu le jour: le
coronavirus du syndrome respiratoire aigu sévere (SARS-CoV) en 2002, la grippe HIN1 en 2009, le
coronavirus du syndrome respiratoire du Moyen-Orient (MERS-CoV) en 2012, la maladie a virus Ebola
en 2013, le virus Zika en 2015 et le SARS-CoV-2 en 2019 [153]. Les ¢épidémies ne cessent d’apparaitre
et de se propager, c’est pourquoi il est important d’étre capable de réagir efficacement dans I’urgence.

Les vaccins a ARNm sont une solution étant développés trés rapidement, les avancées réalisées sur les
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NPL et la commercialisation de I’Onpattro ont permis la mise sur le marché de ces technologies pour

lutter contre le Covid-19.

a. La maladie : le Covid-19

Fin décembre 2019, une pneumologie d’étiologie inconnue est détectée dans la ville chinoise de
Wubhan et se propage rapidement dans un premier temps a la Thailande, la Corée du Sud, Singapour, ...
pour s’étendre par la suite au monde entier [154, 155, 156]. Une nouvelle souche du coronavirus est a
I’origine de cette épidémie. Le 12 janvier 2020, elle est provisoirement nommeée « nouveau coronavirus
2019 » par I’Organisation Mondiale de Santé (OMS). Le 30 janvier 2020, cette épidémie est annoncée
comme urgence de santé publique de portée internationale. Le 11 février 2020, le comité international
de taxonomie des virus le rebaptise SARS-CoV-2 en raison de sa similitude avec le précédent SARS-
CoV. 1l est finalement abrégé Covid-19 par ’OMS. Enfin, le 11 mars 2020, la pandémie mondiale est
déclarée [153, 156, 157, 158].

¢ Epidémies a coronavirus

La famille des Coronaviridae est identifiée pour la premicre fois en 1965 chez des patients
atteints de rhumes. Elle a déja causé¢ de nombreux dommages, les types de Covid les plus graves ayant
entrainés des épidémies a grande échelle avec le SARS-CoV en 2002 et le MERS-CoV en 2012 [154,
158, 159]. Le SARS-CoV est identifi¢ pour la premiére fois en novembre 2002 en Chine et progresse
dans une trentaine de pays infectant 8§ 000 personnes avec un taux de mortalité d’environ 10%. Le
MERS-CoV est lui identifié en 2012 a Djeddah en Arabie Saoudite. En 2013, environ 2 000 patients
sont infectés avec un taux de mortalité de 36%. Les chauves-souris, les civettes des palmiers masquées

et les dromadaires sont les hotes potentiels de ce virus (Tableau 6) [154, 159, 160].

Le 15 aott 2023, 769 774 646 cas sont déclarés avec 6 955 141 déces dans le monde. En France a la

méme date, 38 997 490 personnes sont contaminées et 167 985 en sont décédées [161].
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SARS-CoV MERS-CoV SARS-CoV-2
Date début épidémie Novembre 2002 Avril 2012 Décembre 2019
Lieu commencement | Guangdong, Chine | Djeddah, Arabie Saoudite Wuhan, Chine
Chauves-souris, . .
o ) Chauves-souris, Chauves-souris,
Réservoir animal civettes des ) )
‘ dromadaire pangolins
palmiers masquées
Nombre de cas 8 096 2 609 767 518 723
Nombre de déces 744 939 6947 192
Taux de mortalité 10% 36 % 1%
Pays concernés 26 27 214
Taux de transmission 3 <1 3-4

Tableau 6 : Comparatif des différents Covids. Nombre de cas et de déces du SARS-CoV-2 a la date du
28 juin 2023 [159].

¢ Virus : modéle et mécanisme d’action

Le Covid-19 appartient a I’ordre des Nidovirales, a la famille des Coronavirinae et au genre des
Betacoronavirus [154, 158, 159, 160]. C’est un virus a ARN simple brin de sens positif empaqueté dans
une enveloppe membranaire d’un diametre moyen de 75 @ 150 nm. Il posséde un grand génome avec
une taille d’environ 30 kilobases [153, 157, 159, 160]. Son enveloppe est recouverte de glycoprotéines
donnant aux coronavirus son aspect de couronne d’ou son nom (corona signifiant couronne en latin)

(Figure 31) [153, 154, 157, 159].

Le Covid-19 est un virus sphérique compos¢ de différentes protéines structurelles dont quatre principales
(de I’extérieur a I’intérieur) : la glycoprotéine de pointe (S), la protéine d’enveloppe (E), la protéine
membranaire (M) et la protéine de nucléocapside (N) (Figure 31) [153, 154, 157, 160]. La protéine
S est la plus immunogene et donc la cible des anticorps inhibant I’infection virale. La protéine M est la

plus grande et la plus abondante, elle définit la forme du virus et joue un role dans le processus de
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bourgeonnement. La protéine E est essentielle a I’infection et également a la réplication du virus.
Ensemble, elles forment 1’enveloppe virale du Covid-19. Enfin, la protéine N, également essentielle a la
réplication virale, est associée a I’ARN génomique et maintient le matériel génétique a I’intérieur de

I’enveloppe (Figure 31) [157].

Protéine
de pomte

Proteme do
nucleocapside
Proteme

membranane

Protée
d’enveloppe

Genome vienl

ARN

Figure 31 : Représentation du Covid-19. Le Covid-19 est un virus sphérique, recouvert de protéine de
surface lui conférant un aspect de couronne. Les protéines S, E et M forment |’enveloppe, la protéine N

maintient [’ARN dans celle-ci [153].

La réplication du Covid-19, comme tout autre virus, nécessite une cellule hote et comporte plusieurs
¢tapes. La glycoprotéine de surface S se lie a I’enzyme de conversion de I’angiotensine 2 (ACE2),
récepteur situé sur la membrane plasmique de la cellule hote, favorisant ainsi son invasion (Figure 32 -
1) [153, 156, 160]. La glycoprotéine de pointe est constituée de deux sous unités : SI1 permettant la
liaison et S2 assurant la fusion [157, 160]. Aprés endocytose du virus, le génome viral est libéré et
traduit en polyprotéines virales par le ribosome de I’hote (Figure 32 - 2 et 3). Les polyprotéines virales
sont ensuite clivées en protéines effectrices par des protéinases. Une matrice d’ARN a brin négatif est
synthétisée par I’ARN polymérase qui est utilisée pour produire davantage d’ARN génomique viral
(Figure 32 - 4). Ce génome viral est ensuite synthétisé par réplication génomique et les quatre protéines
virales structurelles sont produites par transcription puis traduction (Figure 32 - 5). Les protéines S, E
et M sont intégrées dans la membrane du réticulum endoplasmique formant le compartiment
intermédiaire réticulum endoplasmique-Golgi (ERGIC) (Figure 32 - 6). La protéine N se lie quant a
elle a PARN génomique, et sont par la suite encapsulés et transportés par I’ERGIC vers la membrane

plasmique, ou le virus fille est libéré par exocytose (Figure 32 - 7, 8 et 9) [153].
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Figure 32 : Cycle de réplication du coronavirus. Développement viral de la liaison du virus, jusqu’a

[’exocytose [153].

¢ Transmission, symptomes et diagnostic

Le virus est transmis par voie aérienne via des gouttelettes et des sécrétions (toux, crachats,
éternuements, ...) ou par contact direct avec la bouche, les yeux, le nez et les surfaces contaminées
[154, 159, 160, 161]. Il peut par la suite subsister dans 1’air dans une piece non ventilée [161]. Les
hommes d’un dge médian de 56 ans, ainsi que les personnes souffrant d une pathologie chronique telle
que I’hypertension, I’obésité ou le diabéete sont plus touchées [154, 160]. Cependant, pour les personnes
agées, le taux de létalité est plus élevé (aux alentours de 6,4% contre 1,4% selon une étude réalisée le 30

mars 2020). L atteinte des enfants est quant a elle moins fréquente et moins grave [160, 161].

Les infections a coronavirus peuvent étre asymptomatiques ou bien accompagnées de symptomes,
différents d’un patient & I'autre, allant d’une maladie bénigne a mortelle [153, 154]. Le Covid-19

provoque une infection des voies respiratoires inférieures, les symptomes les plus courants étant de
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la fievre, de la toux, de la fatigue, des expectorations, des douleurs musculaires, une anorexie et des
essoufflements [153, 154, 156, 159, 158]. Chez les personnes agées et immunodéprimées 1’infection

peut devenir grave allant jusqu’a I’hospitalisation et le déces [156, 159, 161].

Le plus souvent, le virus est détecté¢ a I’aide d’échantillons nasopharyngés sur écouvillon, source la
plus fiable. La technologie de réaction par polymérase en chaine (PCR) par transcription inverse est
le test de référence pour le diagnostic du Covid-19. Il détecte la présence du génome viral, isolant I’ARN
et générant de I’ADN complémentaire. L’ADN complémentaire est converti en ADN double brin par
amplification PCR. L amplification de I’échantillon d’ADN est effectuée jusqu’a la détection de I’ ADN
complémentaire par signal de fluorescence ou électrique [153, 158]. Des tests antigéniques plus rapides
mais moins fiables peuvent également étre réalisés a 1’aide d’un échantillon nasal [158, 161]. Les gestes
barriéres (éloignement physique, port du masque, télétravail, isolement, ...) et le développement d’un

vaccin ont été essentiels pour lutter contre le virus [157].

b. Vaccins 2a ARNm contre le Covid-19

Les approches vaccinales conventionnelles (agents pathogenes atténués, inactivés, sous unités
protéiques, ...) ont permis d’éradiquer et de limiter I’incidence de certaines maladies telles que la variole,
la polio et la rougeole [162, 163, 164]. L’OMS estime que chaque année les vaccins empéchent le déces
de 2 a 3 millions de personnes dus a la coqueluche, au tétanos, a la rougeole et a la grippe [165]. Suite a
la propagation du Covid-19, la mise en ceuvre rapide d’un vaccin était essentielle [163], mais les
processus de fabrication des vaccins conventionnels sont complexes, présentent des limites en termes
d’évolutivité, de rapidité de développement et d’adaptabilité aux agents pathogénes émergents [164]. Ils
se sont donc tournés vers les vaccins a ARNm avec leur capacité de développement et de production

rapide, leur puissance, leur sécurité et leur efficacité ¢levée [162, 164, 165].

L’ARNm est un intermédiaire transitoire entre les génes et les protéines, découvert dans les années 1960
[163, 166, 167]. A la fin des années 1980, des recherches sur la fonction et la structure des ARNm
aboutissent au développement d’ARNm transcrits in vitro (IVT). En 1990, une premicre étude animale
réalisée sur des souris entraine la production de protéines, validant ainsi le principe des vaccins a ARNm.
Le processus naturel des thérapies basées sur ’ARNm les rend utilisables pour de nombreuses

applications telles que I'immunothérapie anti-cancéreuse, I’édition de génome et les vaccins [166].

De nombreuses stratégies ont ensuite été explorées pour améliorer I’instabilité et 'immunogénicité de
I’ARNm IVT [162, 167]. En effet, comme pour les ON, les ARNm ne sont pas des molécules favorables

avec un poids moléculaire élevé, une charge négative, une instabilité et une induction d’immunogénicités
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[163, 166]. L’ARNm nécessite donc un systéme de délivrance sir, stable et efficace permettant
I’absorption cellulaire, la libération de ’ARNm et protégeant de la dégradation [167]. Les percées dans
la vaccination a ARNm ont été réalisées grace a la formulation des NPL qui assurent protection et

administration a la cible [166, 168].

¢ Modeéles des vaccins : NPL et ARNm utilisés

Trois grandes sociétés d’ARNm, BioNTech (Allemagne), CureVac (Allemagne) et Moderna
(Etats-Unis), ont utilisé leurs expertises et infrastructures pour générer un vaccin contre le Covid-19. Le
virus étant similaire a celui de 2003, il a été rapidement déterminé que la protéine de pointe permettait
de pénétrer les cellules en reconnaissant I’ACE2 [169]. C’est donc une année apres le début de la
pandémie que deux vaccins a ARNm, ’ARNm-1273 et le BNT162b2, sont approuvés par la FDA et
I’EMA pour une utilisation d’urgence [158].

La sociét¢ Moderna est la premiere a démarrer les essais cliniques avec la premiére injection du vaccin
le 16 mars 2020 [169]. Le vaccin utilise un ARNm modifié par la pseudo-uridine (modification
supprimant la réponse immunitaire innée entrainant alors une augmentation de la production de
protéines) codant pour la protéine S compléte du SARS-CoV-2 stabilisée dans la conformation de pré-
fusion (améliore I'immunogénicité) et formulé dans des NPL (Figure 33). Son efficacité est de 94,1%,
il est rapidement approuvé par la FDA et ’EMA pour une utilisation d’urgence [157, 158, 169, 170]. Le
vaccin est nommé ARNm-1273, puis Spikevax et utilise le lipide ionisable SM-102. Il est injecté par
voie intramusculaire (100 pg) et est composé de SM-102 (heptadécane-9-yl 8-((2-hydroxyéthyl)(6-oxo-
6-(undécyloxy) hexyl) amino) octanoate), de DSPC, de cholestérol et de PEG2000-DMG dans un
rapport molaire de 50/10/38,5/1,5 (Figure 33) [166, 171].

Le 23 avril 2020 la premicre injection du vaccin Pfizer/BioNTech a lieu. Tout comme Moderna, ils
utilisent un ARNm modifié par la pseudo-uridine codant pour la protéine de pointe complete
stabilisée dans la conformation de pré-fusion et encapsulé dans des NPL (Figure 33). Son efficacité,
semblable a celle de Moderna, est de 95 %. C’est le premier médicament & base d’ARNm jamais
approuve¢ et le premier vaccin contre le Covid-19 autorisé : le 11 décembre aux Etats-Unis et le 21
décembre 2020 en France [157, 158, 169, 170]. Le vaccin est nommé BNT162b2, puis Comirnaty et
utilise le lipide ionisable ALC-0315 [166, 171]. Il est injecté par voie intramusculaire (30 pg) et est
compos¢ d’AL-0315 ([(4-hydroxybutyl)azanediyl]bis(hexane-6,1-diyl)bis(2-hexyldécanoate)), de
DSPC, de cholestérol et d’ALC-0159 (2-[(polyéthyléne glycol)-2000]-N,N-ditétradécylacétamide) dans
un rapport molaire de 46,3/9,4/42,7/1,6 (Figure 33) [170].
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De nombreuses recherches ont été effectuées pour améliorer les propriétés des lipides ionisables
cationiques. SM-102 et ALC-0315, tout comme le DLin-MC3-DMA, contiennent un groupe de téte
amine tertiaire (Figure 33) avec une ionisation dépendant du pH. Cependant, ils possédent en plus un
groupe hydroxyle terminal (Figure 33) permettant la diminution de I’hydratation du groupe de téte et
I’amélioration des interactions des liaisons hydrogene avec I’ON, conduisant alors a une meilleure
capacité¢ de transfection. Tous les lipides ionisables actuellement commercialisés sont constitués de
linker ester (Figure 33), linker biodégradable entrainant une clairance rapide in vivo et donc une
possibilité de dosage multiple et une réduction des effets indésirables. Les queues des lipides ionisables
de SM-102 et d’ALC-0315 different de celle du DLin-MC3-DMA, ils possédent en effet deux queues
saturées ramifiées (Figure 33) leur conférant une géométrie en forme de cone, facilitant ainsi la
déstabilisation de la membrane endosomale et la libération de I’ON. Des ¢études ne cessent d’étre

réalisées dans le but d’obtenir des lipides toujours plus puissants [172].

ALC-O159
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Figure 33 : Lipides ionisables et lipides-PEG composant les vaccins a ARNm contre le Covid-19. NPL
composée de lipides ionisables : ALC-0315 (Pfizer/BioNTech) et SM-102 (Moderna) ; et de lipides-
PEG : ALC-0159 (Pfizer/BioNTech) et PEG2000-DMG (Moderna) [167, 170].
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¢ Mécanisme d’action

La technologie utilisant les ARNm repose sur le transfert d’un ARNm codant pour un antigéne
ou une protéine d’intérét, permettant la stimulation d’une réponse immunitaire. L’ARNm IVT est
fabriqué a partir de matrices d’ADN a ’extérieur du corps humain, puis injecté et traduit au sein du
cytoplasme [164, 173]. Pour induire un effet, ’ARNm doit atteindre sa cible et produire suffisamment

de protéines [167].

Le vaccin est dans un premier temps injecté par voie intramusculaire, entrainant I’endocytose des NPL
au sein de cellules somatiques (musculaires, épidermiques, ...), puis la libération de ’ARNm dans le
cytoplasme. Cet ARNm peut alors étre traduit par les ribosomes en protéines antigéniques, protéines
dégradées en petits peptides (épitopes) par le protéasome. Ces peptides sont chargés sur les molécules
du complexe majeur d’histocompatibilité de classe I (CMH I) et présentés a la surface cellulaire. Ils
se lient finalement aux récepteurs des lymphocytes T (LT) exprimant le cluster de différenciation 8+

(CD8+), provoquant ainsi la destruction des cellules infectées (Figure 34).

Les protéines antigéniques produites sont également endocytées par les cellules présentatrices
d’antigénes (CPA). Une inflammation locale et transitoire est induite par I’administration des vaccins,
provoquant le recrutement de CPA au site d’administration. Ces CPA absorbent les NPL, qui sont ensuite
dégradées par des lysosomes produisant les épitopes chargés sur les CMH 1II et reconnus par les LT
CD4+. Des réponses immunitaires avec la sécrétion de cytokines inflammatoires et 1’activation de

lymphocytes B (LB) sont alors entrainées (Figure 34).

Apres la transfection de cellules immunitaires et non immunitaires locales, une partie du vaccin est
dirigée vers les ganglions lymphatiques. Ces ganglions contiennent des monocytes, des LT et LB naifs.
L’endocytose des NPL par les CPA des ganglions initie I’amorgage et 1’activation des LT et LB [164,
165, 167, 168, 170].
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Figure 34 : Mécanisme d’action des vaccins a ARNm. A gauche : NPL endocytées dans les cellules
vaccinées 2 ARNm libéré dans le cytoplasme 2 ARNm traduit en protéines antigéniques par les
ribosomes 2 Destruction par le protéasome = Chargement des épitopes dans le CMH I et présentation
a la surface = Liaison au récepteur des LT CD8+. A droite : Protéines antigéniques endocytées dans
les CPA 2 Dégradées par les lysosomes = Chargement des épitopes dans le CMH II et présentation a
la surface = Liaison au récepteur LT CD4+ = Production de cytokines inflammatoires et activation

des LB [164].

¢ Avantages et inconvénients

Les vaccins 8 ARNm possedent de nombreux avantages, leur bénéfice majeur étant une rapidité
de développement [167, 170, 171]. Ils sont en effet simples a fabriquer, avec une production rapide,
évolutive et rentable. D’autre part, ’ARNm ne s’integre pas a I’ADN de 1’hote et n’est pas infectieux,
conférant au vaccin une sécurité accrue [157, 165, 167, 168]. De surcroit, ’ARNm est dégradé
naturellement en quelques jours a quelques semaines, supprimant les risques de mutagencse
insertionnelle et de production incontrolée de protéines [168, 171]. Des modifications de ’ARNm

permettent également d’augmenter I’efficacité et de rendre le vaccin plus stable. De plus, plusieurs
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ARNmMm codants pour divers antigénes peuvent étre combinés renfor¢ant la réponse immunitaire [165,

168].

Cependant, les vaccins a ARNm possedent également des inconvénients, un des plus gros défis étant la
faible stabilit¢ des ARNm résolu avec I’encapsulation au sein de NPL [167, 170]. Le probléme de
conservation a basses températures dans des congélateurs est néanmoins toujours d’actualité et
entrave la distribution et I’acces aux vaccins [158, 170]. D’autre part, un probléme d’acceptation du
vaccin contre le Covid-19 et des vaccins en général est présent. En effet, une diminution de la couverture
et du nombre d’administration vaccinale conduit actuellement a la réémergence de maladies. C’est le
cas de la rougeole, éradiquée des Etats-Unis en 2000, touchant plus de 1 200 personnes en 2019 [165,
174]. Les patients doutent de la sécurité (stade précoce de développement, aucun profil de sécurité a
long terme, nouvelle technologie), de 1’efficacité (peu de rapport d’efficacité, durée de I’immunité
courte) et s’inquictent des effets indésirables des vaccins contre le Covid-19 (anaphylaxie, myocardite),

finissant par ne pas se faire vacciner [157, 168, 174, 175].

Une autre problématique est I’émergence de variants, causés par des mutations faux sens au sein de la
protéine S, pouvant augmenter la transmissibilité, la virulence et diminuer I’efficacité des vaccins. Une
substitution a lieu environ tous les 11 jours et certaines mutations donnent naissance a de nouveau
variants : Alpha en septembre 2020 au Royaume-Uni (transmissibilité et gravité accrue), Béta en octobre
2020 en Afrique du Sud (transmissibilité et gravité accrue, réduction possible de ’effet du vaccin),
Gamma en janvier 2021 au Brésil (transmissibilité et gravité accrue, réduction possible de 1’effet du
vaccin), Delta en décembre 2020 en Inde (hautement transmissible, trés sévere, réduction de 1’effet du
vaccin), ... Les mutations altérent la précision du diagnostic et I’effet des vaccins, qui sont alors

régulierement modifiés pour conserver leur efficacité [157, 158].
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Conclusion

Au cours des dernieres décennies, de nombreux efforts ont été consacrés au développement de
systemes de plus en plus efficaces permettant la délivrance d’ON. Dans ce contexte, les vecteurs non
viraux a base de lipides sont apparus comme les systémes d’administration les plus prometteurs [84].
Surmonter les différentes barrieres empéchant les ON d’atteindre leur cible était une des conditions
essentielles pour une thérapie a base d’ON réussie [83]. Depuis la premiére description des liposomes
en 1965, nos connaissances sur les lipides et leur role dans les membranes se sont considérablement
¢largies. Cette meilleure compréhension a donné lieu a des innovations et découvertes impactantes [85],
telles que I’approbation de I’Onpattro permettant la validation de la technologie des NPL pour
I’encapsulation d’ON. L’utilisation des NPL s’est avérée efficace pour la protection de I’ON et son

entrée au sein de la cellule cible [80].

L’utilisation des NPL pour 1’administration des ON a fait d’énormes progres au cours de la dernicre
décennie. L’un des développements clefs étant la conception d’amino-lipides ionisables neutres a pH
physiologique, remplacant les lipides cationiques chargés en permanence [93]. Ils nécessitent une
conception minutieuse pour optimiser leurs propriétés de complexation et de libération endosomale [95],
une petite variation structurelle pouvant entrainer de grandes modifications [93]. Les lipides ionisables
sont considérés comme des molécules a plusieurs composants dont chaque partie doit étre congue avec
précision afin de conditionner et délivrer ’ON de maniére sire et efficace [172]. Les variations des
lipides conduisent ensuite a d’innombrables formulations de NPL. Une compréhension fondamentale

des propriétés physicochimiques des différents éléments composant les NPL est donc primordiale [101].

Cependant, les stratégies actuelles manquent encore d’efficacité in vivo et de capacité de ciblage. En
effet, jusqu’a présent 1’opsonisation par ApoE a permis I’acheminement des NPL vers les hépatocytes.
Cependant, il est toujours difficile de cibler d’autres tissus et organes que le foie [82, 93]. Des NPL
dotées de fonctions de ciblage innovantes sont donc attendues, la modulation de la surface des particules
pour attirer d’autres opsonines pourrait améliorer la spécificité de ciblage et aider a atteindre d’autres
organes et tissus [93, 100, 166]. De plus, I’organisation interne des NPL n’est pas encore résolue de
manicre universelle et plusieurs théories se disputent, il est donc essentiel d’améliorer notre
compréhension sur les propriétés de ces vecteurs [172]. Le prix des médicaments peut également
représenter un inconvénient a long terme, des efforts semblants nécessaires pour aligner les prix afin de

garantir un acces durable pour tous les patients [121].

Malgré certains problémes subsistants, les progres réalisés a partir des NPL ont permis le développement

des vaccins a base d’ARNm a une vitesse sans précédent, démontrant encore une fois le potentiel
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clinique des NPL [167]. La flexibilité, 1’adaptabilité et la capacité de production rapide des technologies
a base de NPL en font des outils précieux pour la prévention des maladies et les interventions
thérapeutiques [164]. Mais des recherches supplémentaires sont nécessaires pour explorer tout le
potentiel et optimiser leur utilisation dans différentes maladies telles que les maladies virales,
dégénératives, métaboliques ou méme cancéreuses [88, 100, 164]. Les applications médicales n’en sont
qu’a leurs débuts, mais aucunes solutions universelles adaptées a toutes les maladies n’existent, il faut
donc continuer les études pour optimiser les NPL et les lipides ionisables utilisés [172]. Un long chemin

reste a parcourir pour répondre aux attentes croissantes [84].
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