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Institut Pasteur ARNm: les chercheurs y pensent depuis longtemps

(Francois Jacob,

Jacques Monod et Vaccin
Francois Gros) ARNmM

Timeline §Key discoveries and advances in the development of mRNA as a drug technology
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Les freins a I'application en clinique: la construction de 'ARNm et sa délivrance

Sahin, Kariko and Tireci, Nature Drug Discovery (2014)



Structuration de 'ARNm pour le rendre efficace

5 4 3NH HNHZI\Q,NH
S Sf:}&o b s
o o}
Y.
9 . \]q Synthase
5’CAP coiffe 5 on g on

5’CAP nucleotide modifié (Guanine
méthylée) favorise la traduction et

prévient la réaction immunologique
contre 'ARN (immunité innée)

Poly A
Régule la stabilité de FARNm
Favorise la traduction
Empéche la décoiffe

ORF partie codante
(pseudo-uridines)
Réduit
immunogénicité

cap-0 (m7G{5')pppN1pN2p)

cap-2 (m7G(S’|ppoNImpN2mp

5’ UTR région non traduite
favorise la liaison a certaines
protéines améliorent la
traduction et stabilise ’ARNm.

3’UTR région non traduite 3'UTR
de a-globin stabilise ’ARNm et
5’UTR de [3- globin augmente la
traduction. Nouveaux UTR?

Wadhwa et al., Pharmaceutics, 2020



Pourquoi 'ARNm n’est pas efficace ?
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Extracellular barriers
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Mode d’action du nano ARNm
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Les lipides
cationigues

* Role des lipides cationiques

* Interagir avec les charges
négatives des phosphates
de 'ARNm (encapsulation)

* Interagir avec les charges
négatives des membranes
cellulaires = facilite la
transfection

* Décrits pour la premiere fois
par Felgner et Ringold en
1989

Les limites de leur utilisation
Instabilité du polyplex

Interaction avec toutes les protéines
chargées négativement

Toxicité (voie intraveineuse)




Lipides ionisables et lipidoides: structure chimique et fonction
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M Guevara, Frontiers in Chemistry, 2020

Lipides ionisables et lipidoides
amines tertiaires ou quaternaires pKa 6.2-
6.9
Non chargés au pH physiologique mais
ionisés au pH acide des endosomes
Meilleure biocompatibilité
Facilite la sortie des endosomes
cellulaires



Meécanisme de la libération de 'ARNm dans le cytoplasme cellulaire
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Structure chimique des autres lipides utilisés
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Structure des lipides Moderna et BioNTech/Pfizer
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Impact de la biodégradabilité des lipides ionisables sur la tolérance

» Inclusion de groupements esters biodégradables induisent
une métabolisation plus rapide du lipide et un temps de
rétention réduit au niveau du site d’administration et des
autres tissus
Meilleure tolérance > réduction des infiltrats cellulaires
inflammatoires, réduction des dégats au niveau des
myofibres (injection IM) et réduction du niveau des
cytokines systémiques
Importance du pKa du lipide ionisable dont la valeur
optimale varie en fonction de la voie d’administration: 6.2-
6.5 (voie iv) et 6.6-6.8 (voie IM). Importance du pH des
endosomes?

» Réponse immune robuste, ce qui démontre

= que les vaccins ARNm ne requierent pas de forte
réponse adjuvante
= Et qu’une clearance rapide des lipides ionisables ne

réduit ni la production de protéine vaccinale, ni la
réponse immune

KJ Assett, Molecular Therapy Nucleic Acids, DOI:https://doi.org/10.1016/j.0mtn.2019.01.013
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Préparation des nanovecteurs lipidiques et microfluidique
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Solvent polarity

M Guevara, Frontiers in Chemistry, 2020




ARNmM meédicament: applications multiples

> Remplacement de protéines manquantes ARNm
Vasopressin (diabete insipide)
Erythropoiétine (anémies)
Protéine surfactant pulmonaire (maladies pulmonaires congénitales)
VEGF Facteur de croissance endothélial (injection intracardiaque pour l'infarctus
du myocarde)
Protéine pro-apoptotique BAX (mélanome et autres cancers)
Facteur IX (hémophilie)
Etc.

» Tres grand nombre d’essais cliniques

» Les « Big Pharmas » ouvrent leur porte a 'ARNm




ARN interférents médicament: applications multiples
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Patisiran®: le premier médicament ARN approuvé par la FDA et 'EMA
- Polyneuropathie (amyloidose a Transthyrétine)
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Conclusion

» Les nanoformulations de ’ARN ouvrent des perspectives évidentes en
matiere de médicament et pourraient révolutionner I'industrie
pharmaceutique, MAIS tout n’est pas si simple

" En matiere de médicament, |la protéine doit étre produite en quantité
suffisante et sur le long terme. Mais son expression peut étre
transitoire (métabolisation rapide, temps de demi-vie plasmatique

court, absence de glycosylation etc.) et/ou immunogéne
En matiere de vaccin, la protéine peut avoir une immunogéniciteé
insuffisante (Protéine Spike, une exception?) et/ou la protéine cible
peut muter trop vite (VIH)
En matiere de vaccin 2 n‘empéche pas la transmission = produire
une immunité muqueuse de type IgA

= Etil faut des nanovecteurs pour cibler les bonnes cellules!




