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Préambule

Préambule

Le succes extraordinaire des vaccins a ARNm contre le SARS-CoV-2 (Covid-19) en
2020, a savoir Comirnaty® de Pfizer-BioNTech et Spikevax® de Moderna, a démontré le

potentiel de 'ARNm comme plateforme thérapeutique innovante.

Au-dela des maladies infectieuses, cette plateforme thérapeutique suscite un vif intérét
pour le traitement de pathologies telles que les cancers. En effet, 'ARNm est délivré aux
cellules al'aide de nanoparticules lipidiques et I'efficacité de la technologie ARNm dépend
a la fois de la séquence de I'ARNm, qui influence sa stabilité et sa traduction, et du systéme

de délivrance, qui conditionne sa protection, sa biodistribution et son ciblage cellulaire.

Dans le cadre de la compréhension et de I'amélioration de la technologie ARNm-LNP, ma
these visait dans un premier temps a évaluer l'impact des lipides dits « helpers » sur la
formulation LNP, puis dans un second temps a optimiser les régions non traduites et la
queue poly(A) de 'ARNm synthétique. Le premier chapitre de ce manuscrit abordera les
thérapies a base d’ARNm, de la découverte a la clinique, tandis que le second sera consacré

a la vectorisation et a la délivrance de 'ARNm par les nanoparticules lipidiques.



Introduction

Chapitre 1: Thérapie a base d’ARNm de la
découverte a la clinique

Dans ce chapitre, nous aborderons la thérapie a base dARN messager (ARNm)
depuis sa découverte jusqu'a son utilisation en clinique, en tant que plateforme
thérapeutique. Nous commencerons par aborder la découverte de I'ARNm, ses
composants, ainsi que les mécanismes de sa traduction et de sa régulation. Nous
examinerons ensuite 'application de 'ARNm en tant qu’outil vaccinal et plateforme
thérapeutique pour diverses pathologies, en détaillant les méthodes de synthese in vitro

et les différentes stratégies permettant d'optimiser ses propriétés et ses performances.

1. LARN messager

Chez les eucaryotes, I'expression génique débute par la transcription de 'ADN en

ARNm dans le noyau, et ensuite la traduction de '’ARNm en protéine dans le cytoplasme.

LARNm a été découvert pour la premiere fois en 1961 par des chercheurs pionniers
(Brenner et al,, 1961). Il s'agit d'un type d'acide ribonucléique a simple brin synthétisé
par transcription a partir d'un brin dADN dans le noyau cellulaire. La transcription de
I’ARNm est la premiere étape du processus de I'expression génique eucaryote, qui consiste
en l'assemblage de I'ARN polymérase II (ARN Pol II) une enzyme multiprotéique et des
facteurs de transcription généraux sur I'ADN promoteur. Ce processus hautement régulé
implique environ 80 protéines différentes qui, ensemble, forment le complexe de pré-
initiation (PIC) (Farnung & Vos, 2022). Le pré-messager résultant subit ensuite, au cours
de l'étape de maturation nucléaire, des modifications co- et post-transcriptionnelles,
comprenant I'ajout d’'une coiffe 5° méthylguanosine, I'épissage, ainsi que 'addition d’une
queue poly(A) en extrémité 3. LARNm mature ainsi généré est exporté vers le cytoplasme
ou il est reconnu et traduit par les ribosomes, ce qui conduit a la synthése des protéines,

la traduction des ARNm sera détaillée plus tard dans ce chapitre.

LARNm mature possede une structure primaire, généralement constituée de cinq
éléments (de 5' a 3") (figure 1) : une coiffe, une région non traduite en 5’ (5' untranslated
region « UTR »), une séquence codante, une région non traduite en 3’ (3° UTR) et une

queue poly(A).
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5'Cap 5'UTR CcDS )—(3'UTR)— 3' Poly(A)

Figure 1 : Structure primaire de 'ARN messager mature incluant les différents domaines du 5' au
3' (Schéma créé sur Biorender).

1.1. La coiffe

Tous les ARNm eucaryotes possédent une coiffe en leur extrémité 5'. Le capping est
la premiere modification apportée a I'’ARN transcrit par '’ARN polymérase II et se déroule
de maniére co-transcriptionnelle dans le noyau, des que les 25 a 30 premiers nucléotides

sont incorporés dans le transcrit naissant (Ramanathan et al., 2016).

Cette coiffe 5’ est constituée d’'une 7-méthylguanosine inversée ajoutée au premier
nucléotide de 'ARNm durant la transcription, via une liaison triphosphate 5'-5' (ppp). En
plus de la coiffe 5° (m7GpppN, cap0), le premier nucléotide ou les deux premiers
nucléotides de 'ARNm peuvent étre méthylés en position 2'-O donnant ainsi une coiffe de
type 1 (m7GpppNm, capl), ou de type 2 (m7GpppNmNm, cap2), respectivement (figure
2) (Langberg & Moss, 1981). Cette 2'-0O-méthylation des nucléotides N1 et N2 confére une
signature moléculaire permettant de distinguer I’ARN du soi de I'’ARN exogene, tout en
empéchant l'activation des capteurs endosomaux et cytosoliques tels que retinoic acid-

inducible gene I (RIG-I), un récepteur du systéeme immunitaire inné (Daffis et al., 2010).

La coiffe 5’ participe a de nombreuses interactions indispensables aux fonctions
cellulaires. Elle est d’abord requise pour I'export de ’ARNm du noyau vers le cytoplasme,
par liaison au cap-binding complex (CBC) (Galloway & Cowling, 2019). Dans le cytosol, la
structure de la coiffe protege 'ARNm contre le clivage par les exonucléases, et recrute le
facteur d’initiation de la traduction eucaryote 4E (elF4E), favorisant la reconnaissance par

le ribosome et I'initiation de la traduction (Galloway & Cowling, 2019).
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Figure 2 : Structure de la coiffe de TARNm (Cap 0, Cap 1, et Cap 2) (Ogino & Banerjee, 2011).

1.2. La5S’UTR

La région 5’ non traduite (5’ UTR) est une séquence non traduite de 'ARNm qui joue
le role de point d'entrée du ribosome pour la traduction. La longueur, la composition en
nucléotides ainsi que la structure secondaire de la 5’ UTR varient significativement entre

différents ARNm.

Certains ARNm n'ont pas de 5’ UTR, comme c'est le cas de toutes les espéces dARNm
dans les mitochondries de mammiferes dits « leaderless », mais ils sont généralement
rares chez les eucaryotes supérieurs (Akulich et al., 2016). Certains ARNm humains ont
une 5' UTR extrémement courte (12 nucléotides en moyenne), connue sous le nom de
Translation Initiator of Short 5° UTR (TISU). Ces ARNm subissent une initiation de
traduction sans le scanning du ribosome (Leppek et al., 2018). En revanche, certaines 5’
UTR sont tres structurées et peuvent bloquer I'entrée du ribosome. Les séquences riches
en GC du 5’ UTR forment souvent des structures secondaires stables, qui peuvent soit
entraver, soit faciliter la liaison des ribosomes en fonction des conditions cellulaires,

régulant ainsi de maniere dynamique la synthése des protéines.
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La séquence Kozak représente un autre controle de type cis-acting! de la traduction,
encadrant le codon start AUG et ayant un impact direct sur |'efficacité de la traduction. La
séquence de Kozak est décrite comme le contexte nucléotidique optimal entourant le
codon start AUG : GCCRCCaugG, dans laquelle la purine (R) en position -3 et le G en
position +1 par rapport au codon de départ AUG sont les bases les plus importantes pour
permettre une traduction efficace (Ambrosini etal.,, 2022). De plus, la 5’ UTR peut contenir
des séquences régulatrices appelées uORF « upstream open reading frame ». Les uORF

sont de courts cadres de lecture situés en amont de la séquence codante principale.

1.3. La séquence codante

Par définition, un cadre de lecture ouvert (Open Reading Frame ou ORF) est un
ensemble contigu de codons délimité par un codon start (généralement AUG) et un codon
stop (UAA, UAG ou UGA). Il représente la séquence qui peut potentiellement étre traduite

en une protéine fonctionnelle par le ribosome.

La séquence codante (Coding DNA Sequence ou CDS) est comparable a 1'ORF, a la
différence que la CDS est confirmée expérimentalement ou bien annotée dans les bases de
données génomiques comme étant une séquence effectivement traduite en protéine

fonctionnelle (Furuno et al., 2003).

14. La3 UTR

La région 3’ non traduite (3’ UTR) est une séquence non codante de 'ARNm située
en aval du codon stop de la traduction. Elle est connue pour influencer le destin des ARNm
en régulant leur stabilité, la traduction et la localisation (Mayr, 2017). Les fonctions des 3’
UTR sont médiées par des RNA binding proteins (RBP) qui se lient aux 3’ UTR en fonction
de leur séquence ou de leur structure. Cependant, les RBP agissent uniquement comme
des adaptateurs qui relient les 3’ UTR aux protéines effectrices. Ainsi, les conséquences
biologiques médiées par les 3’ UTR dépendent des fonctions des protéines effectrices

(Mayr, 2019).

La 3’ UTR contient des éléments régulateurs tels que des éléments de réponse aux

micro-ARN (MRE), des éléments riches en AU (AU-rich element ou ARE), et des signaux

1 Cis-acting : Il s'agit de séquences ou de caractéristiques structurelles spécifiques situées sur la molécule
d’ARNm elle-méme et qui influencent directement sa propre traduction.
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de polyadénylation. Les ARE, caractérisés par des motifs AUUUA répétés, recrutent des
protéines qui modulent la déstabilisation ou la stabilisation de 'ARNm, permettant ainsi
une adaptation rapide aux signaux cellulaires. Les MRE servent de sites de liaison pour les
microARN, qui bloquent la traduction ou favorisent la dégradation de I'ARNm en
s'appariant avec des séquences cibles, permettant ainsi de réguler avec précision
I'expression des genes. En outre, les séquences du 3’ UTR assurent la localisation de
I'ARNm dans des compartiments subcellulaires spécifiques, garantissant ainsi une

syntheése protéique limitée dans 1'espace (Mayr, 2017).

1.5. La queue poly(A)

Les premieres études sur 'ARN messager eucaryote ont rapidement révélé que ce
messager du code génétique est polyadénylé a l'extrémité 3'. Presque tous les ARNm
eucaryotes possedent des queues poly(A), la seule exception connue étant certains
transcrits d'histones de mammiféres (Passmore & Coller, 2022). Les ARN pré-messager
sont clivés de maniere co-transcriptionnelle au niveau d'un site poly(A), puis polyadénylés
avant d'étre exportés vers le cytoplasme. Chez les mammiferes, apres polyadénylation la
longueur moyenne de la queue poly(A) varie de 150 a 250 nucléotides (nt). Cependant, la
nature dynamique des queues poly(A) devient évidente dans le cytoplasme, ou elles
subissent des altérations dynamiques caractérisées par des processus de
raccourcissement et d'élongation secondaire. La longueur a I'équilibre des queues poly(A)
d’ARNm des mammiferes se stabilise a environ 80 a 100 nt, reflétant un équilibre finement
régulé entre les événements de dégradation et d'élongation (Biziaev et al.,, 2024). Il
convient de noter qu'il existe un mécanisme important qui peut avoir lieu sur les produits
ARNm en fonction du signal séquentiel spécifique de leur 3’ UTR, appelé polyadénylation
alternative (APA). La APA peut générer plusieurs isoformes d/ARNm a partir d'un seul géne

(Ren et al.,, 2020).

La queue poly(A) affecte a la fois 1'état de la traduction et la stabilité des ARNm, et
elle fonctionne comme un régulateur principal de l'expression des genes dans le
cytoplasme. En particulier, elle peut agir en synergie avec la coiffe de 7-méthylguanosine
(m7Gppp) a l'extrémité 5’ de 'ARNm pour stimuler la traduction (Gallie, 1991). La queue
poly(A) de 'ARNm se lie au poly(A) binding proteins (PABP), qui participent a leur tour a
la traduction et sont nécessaires au maintien de la stabilité de 'ARNm via des interactions

importantes notamment la liaison au facteur d'initiation eI[F4G du complexe de liaison a

6
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la coiffe elF4F ainsi qu'au facteur de terminaison de la traduction eRF3 (Nicholson &

Pasquinelli, 2019).

2. Traduction et régulation de '’ARNm

Comme évoqué précédemment, 'ARNm assure le transfert de l'information
génétique du noyau cellulaire aux ribosomes dans le cytoplasme, ou il sert de matrice pour
la syntheése des protéines. Une fois dans le cytoplasme, les ARNm sont soit traduits
immédiatement, soit stockés pour une traduction ultérieure ou dégradés. Les ARNm
initialement traduits peuvent ultérieurement étre temporairement réprimés au niveau
traductionnel (Shyu et al,, 2008). Tous les ARNm finissent par étre dégradés selon une

cinétique bien déterminée.
Comment ces décisions sont-elles prises par la cellule ?

Les mécanismes de contréle qualité de 'ARN couplés a la traduction détectent le
blocage des ribosomes ou les arréts prématurés de la traduction, et induisent la
dégradation de '’ARNm ainsi que le recyclage des ribosomes, ce qui empéche la synthése
de protéines aberrantes et potentiellement toxiques pour la cellule. Il existe 3 voies de
contrdle qualité de '’ARNm a savoir: (i) No-go mRNA decay (NGD) déclenché par la
présence de structures secondaires de '’ARNm entrainant un arrét du ribosome, (ii) non-
stop mRNA decay (NSD) déclenché apres le ralentissement de lecture du ribosome de la
queue poly(A) a la suite de I'absence d'un codon stop, et (iii) nonsense-mediated mRNA
decay (NMD) qui élimine les ARNm qui contiennent des codons stop prématurés
(premature termination codons, PCT), empéchant ainsi la synthese de protéines

tronquées (Monaghan et al., 2023).

La traduction de I'ARNm chez les eucaryotes est un processus complexe et
hautement régulé qui se déroule dans le cytoplasme et comprend trois étapes principales
: I'initiation, I’élongation et la terminaison. Linitiation de la traduction canonique (cap-
dependent translation) commence par le recrutement de la petite sous-unité ribosomique
40S et de ses facteurs d’initiation eucaryotes associés (eukaryotic initiation factors, elFs)
a la structure de la coiffe 7-méthylguanosine (m7G) en 5’ (Jackson et al., 2010). La
premiere étape de l'initiation est 'assemblage du complexe trimérique de liaison a la
coiffe elF4F au niveau de la coiffe en extrémité 5. Ce complexe trimérique est constitué de

la protéine de liaison a la coiffe elF4E, du facteur d’échafaudage elF4G, et de I'hélicase a

7
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ARN elF4A. L'elF4G au niveau de la coiffe interagit avec la PABP au niveau de la queue
poly(A), ce qui permet la circularisation de 'ARNm. Cette conformation favorise le
recrutement du complexe de pré-initiation 43S par elF4G, via son interaction avec elF3
(étape 1, figure 3). Ce complexe 43S est composé d’elF3, de la sous-unité ribosomique 40S,
du complexe ternaire constitué d’elF2 lié au GTP et de 'ARNt initiateur (elF2-GTP-Met-
tRNAIi), ainsi que d’elF1, elF1A et elF5 (non représentés dans la figure) (Jackson et al,,
2010; Leppek et al,, 2018). Une fois associé a I'extrémité 5’ de 'ARNm, le complexe 43S
progresse « scanne » le long de la région 5’ non traduite (5' UTR) dans le sens 5'=3' (étape
2, figure 3) jusqu’a rencontrer le codon start (AUG). Ce scanning est facilité par 'activité
hélicase d’elF4A, qui déstabilise les structures secondaires inhibitrices présentes dans la
5’ UTR, telles que les structures en tige-boucle. La liaison stable du complexe 43S au codon
start conduit a la formation du complexe d’initiation 48S (étape 3, figure 3) et déclenche
I'hydrolyse du GTP ainsi que la libération des elFs. Ensuite, la grande sous-unité
ribosomique 60S rejoint la sous-unité 40S pour former le ribosome 80S compétent pour
’élongation (étape 4, figure 3), qui procede alors a I’élongation de la traduction (étape 5,
Figure 3). La terminaison de la traduction se produit lorsque le ribosome rencontre un
codon stop (UAA, UAG ou UGA). Ces codons ne correspondent a aucun ARNt, mais sont
reconnus par des facteurs de libération spécifiques (eukaryotic release factors ou eRFs).
Ces facteurs catalysent '’hydrolyse de la liaison entre la chaine polypeptidique et 'ARNt
situé au site P, ce qui libere ainsi la protéine nouvellement synthétisée. Les sous-unités
ribosomiques se dissocient ensuite, prétes pour un nouveau cycle de traduction (Leppek

etal, 2018).
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Figure 3 : L'initiation de la traduction canonique (cap-dependent translation) (Leppek et al., 2018).

Chez les eucaryotes, la majorité des ARNm sont dégradés via une voie dépendante
de la dé-adénylation. La queue poly(A) est raccourcie par une activité déadénylase,
assurée par le complexe CCR4-NOT ou par la PARN (poly(A)-specific ribonuclease). Cette
premiere étape est particuliére, car elle est réversible : les transcrits portant les signaux
appropriés peuvent étre ré-adénylés et réintégrés aux polysomes pour poursuivre la
traduction (Garneau et al,, 2007). Cependant, lorsqu'une cellule détermine qu'un ARNm
doit étre éliminé, elle active I'un des deux mécanismes irréversibles de dégradation (figure
4) : soit le decapping suivi d’'une dégradation 5’ = 3’, soit une dégradation 3’ — 5’. Dans la
voie du decapping, le complexe Lsm1-7 se lie a 'extrémité 3' de TARNm et induit le
decapping par le complexe DCP1-DCP2. Cela rend 'ARNm susceptible a la dégradation par
I'exoribonucléase 5" — 3’ XRN1. Alternativement, 'ARNm déadénylé (extrémité 3’ non
protégée) peut étre dégradé dans le sens 3’ = 5’ par un complexe majeur appelé exosome,
la coiffe restante étant hydrolysée par '’enzyme de decapping scavenger DcpS (Garneau et

al., 2007; Deng et al., 2023).
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Figure 4 : Dégradation de TARNm dans le cytoplasme : La majorité des ARNm sont dégradés par
une voie dépendante de la déadénylation. La queue poly(A) est raccourcie par une activité
déadénylase assurée par le complexe CCR4-NOT ou la PARN. Deux mécanismes peuvent ensuite
dégrader TARNm : le décapping, suivi d’'une dégradation 5'-3’, ou une dégradation 3'-5" (adaptée
de (Garneau et al, 2007)).

La dégradation de 'ARNm par les endonucléases commence par un clivage interne
de 'ARNm et peut impliquer I'lRE12 (Inositol-requiring enzyme 1), la PMR1 (Polysomal
ribonuclease 1) ou la RNase MRP (Ribonuclease mitochondrial RNA processing). Ce
processus génere deux fragments ayant chacun une extrémité non protégée. Ces
fragments sont ensuite dégradés par la XRN1 (dégradation 5'—=3') et par l'exosome

(dégradation 3'-5") (Garneau et al., 2007).

Les microARN (miARN) sont une classe dARN non codants qui jouent un role
important dans la régulation de l'expression des genes. Dans la plupart des cas, ils
interagissent avec la région non traduite 3’ des ARNm cibles afin d'empécher leur

expression. Cependant, des interactions entre les microARN et d'autres régions, telles que

2IRE1 est une sérine/thréonine kinase bifonctionnelle et une endoribonucléase qui joue un réle majeur
dans la réponse aux protéines mal repliées (UPR) lors d'un stress du réticulum endoplasmique (RE).
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larégion non traduite 5’ (5’ UTR), ou la séquence codante ou ont également été rapportées
(O’Brien et al., 2018). Selon le degré de complémentarité entre la séquence du miARN et
celle de son ARNm cible, Ils peuvent soit induire la dégradation de 'ARNm, soit réprimer

sa traduction (Huntzinger & Izaurralde, 2011).

3. LARNm comme plateforme thérapeutique

LARNm est devenu une plateforme thérapeutique innovante qui permet |’expression
intracellulaire de protéines d’intérét, offrant ainsi des perspectives majeures pour le
traitement de nombreuses pathologies, qu'elles soient liées ou non a I'immunité. Tout cela
est le résultat d'un travail rigoureux de nombreux scientifiques investis depuis de
nombreuses années dans I'étude de 'ARNm (figure 5). Les applications cliniques de
I’ARNm se répartissent principalement en quatre catégories : vaccins, thérapies de

protein-replacement, anticorps et thérapies cellulaires et géniques a base dARNm.

On peut décortiquer le développement de I'utilisation de ’ARNm comme une plateforme

thérapeutique en 3 grandes phases:

Phase 1 (1961-1990) : Cette phase est marquée par la découverte de 'ARNm et la
maturation de la technologie de transcription in vitro (IVT). Au cours de cette période,
d’importants progres scientifiques ont été réalisés, notamment la traduction de 'ARNm
purifié a partir de cellules de mammiféres en protéines dans un systeme cell-free (Lockard
& Lingrel, 1969), la découverte de la coiffe de 'ARNm (Muthukrishnan et al., 1975). A la
fin des années 1980, la technologie de transcription in vitro pour la synthése dARNm avait
progressivement miiri avec la commercialisation des analogues de la coiffe et des ARN

polymérases T7 (Sahin etal., 2014).

Phase 2 (1990-2019) : Cette phase est caractérisée par un développement rapide
et par l'exploration de divers traitements thérapeutiques, notamment l'expression
fonctionnelle de protéines, les vaccins contre le cancer et les maladies infectieuses. Parmi
les avancées majeures figurent: Linjection directe dARNm synthétique codant pour la
luciférase ou la chloramphénicol acétyl transférase dans le muscle squelettique de la
souris a permis la traduction de ces deux protéines. L'expression de ces protéines a pu étre
facilement détectée, sans qu'il soit nécessaire d'utiliser un systéme de délivrance
particulier pour administrer ’ARNm (Wolff et al., 1990). Un vaccin antitumoral a ARNm a

été testé chez la souris en utilisant un ARNm codant pour l'antigéne carcino-
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embryonnaire humain (CEA), coiffé et polyadénylé, et stabilisé par les régions non
traduites 5' et 3' de la B-globine humaine. La dose utilisée était de 50 pg deux fois par
semaine, et la délivrance d’ARNm était médiée par des liposomes. Cinq des sept souris
immunisées par ARNm ont présenté des anticorps anti-CEA trois semaines apres
l'inoculation tumorale (Conry etal.,, 1995). De 2004 a 2007, des chercheurs de 'université
de Tiibingen et de l'entreprise CureVac, en Allemagne, ont tenté pour la premiere fois
d’injecter directement un vaccin a ARNm chez I'étre humain afin de lutter contre les
tumeurs du mélanome. Ils ont utilisé six ARNm codant pour des antigénes connus associés
au mélanome (Melan-A, tyrosinase, gp100, Mage-A1, Mage-A3 et survivine) et ont montré
que l'injection intradermique directe dARNm protégé par la protamine était réalisable et
stire (Etude clinique : NCT00204607, University Hospital Tuebingen, 2007). En 2005, une
étude menée par Kariké et al, a permis de comprendre l'impact des nucléosides modifiés
sur l'immunogénicité de I'ARN. Ils ont démontré que certains ARN naturels isolés a partir
de cellules de mammiferes et de bactéries ainsi que des ARN transcrits in vitro activent les
cellules dendritiques via les récepteurs Toll-like (TLR). Cette activation a été réduite, voire
completement éliminée, par l'utilisation d’ARN contenant des nucléotides modifiés
naturellement, tels que m5C, m6A, m5U, pseudouridine ou 2'-0-méthyl-U (Kariké et al.,
2005). Notons que les exemples évoqués ci-dessus ne constituent qu'une partie des
recherches menées sur l'utilisation de 'ARNm comme plateforme thérapeutique, et que
de nombreuses autres études et essais cliniques dans différentes pathologies sont décrits

dans la littérature (Pour revue : Chaudhary et al., 2021; Shi et al,, 2024; Zak & Zangi, 2025)

Phase 3 (2019 a présent) : Ou on observe un développement rapide des thérapies
a base dARN messager (ARNm) aboutissant a 1'approbation de deux vaccins a ARNm
(Comirnaty® de Pfizer-BioNTech et Spikevax® de Moderna) pour une utilisation d'urgence
par la FDA, et 43 autres vaccins a ARNm contre la COVID-19 en cours d'essais cliniques.
Tres récemment, en 2024, la FDA et la Commission européenne ont approuvé la mise sur
le marché du vaccin a ARNm contre le virus respiratoire syncytial (VRS) (mRESVIA®

produit par Moderna).
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Figure 5 : Développement chronologique des thérapies a base dARNm. Rectangle bleu : événements
clés communs au développement de la thérapie a base dARNm ; encadré vert : non-immunothérapie
basée sur TFARNm ; encadré rouge : immunothérapie basée sur TARNm (Shi et al., 2024).

4. Les applications cliniques de ’'ARNm

Les thérapies a base dARNm apparaissent comme une approche révolutionnaire
dans la médecine moderne, offrant des solutions innovantes et hautement adaptables
pour un large éventail de maladies, des maladies infectieuses a I'immunothérapie. Depuis
'autorisation du premier vaccin a ARNm fin 2020 contre le SARS-CoV-2, nous avons
recensé plus de 70 essais cliniques en cours utilisant 'ARNm comme plateforme
thérapeutique pour diverses maladies (Zak & Zangi, 2025). Les applications cliniques de
I’ARNm se répartissent principalement en quatre catégories (figure 6) : vaccins, thérapies

de protein-replacement, anticorps et thérapies cellulaires et géniques a base dARNm.
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Figure 6 : Représentation schématique des classes de médicaments actuellement en essais cliniques
utilisant la technologie ARNm, avec des exemples de pathologies qu'ils sont destinés a traiter (Zak &
Zangi, 2025).

4.1. La vaccination a base d’ARNm

La vaccination repose sur le principe d’exposer l'organisme a un antigene,
généralement sous forme de virus atténué ou inactivé avec des adjuvants, afin de stimuler
le systeme immunitaire sans provoquer une infection. Cette exposition va déclencher la
production d’anticorps et l'activation des cellules immunitaires spécifiques, créant ainsi
une mémoire immunitaire qui protege 'organisme de maniere efficace en cas de nouvel

contact avec le pathogene.

Les vaccins a ARNm s’appuient sur ce principe, mais leur mode d’action est différent
(figure 7). Brievement, au lieu d’introduire directement un antigene, on délivre un ARNm
codant pour une protéine spécifique de I'agent pathogéne, comme la protéine spike du
SARS-CoV-2 sous forme de nanoparticules lipidiques (LNPs) (la partie LNP sera détaillée
dans le chapitre 2). L'administration intramusculaire des vaccins a base dARNm contre la
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COVID-19 et d'autres vaccins de conception similaire entraine l'absorption du complexe
ARNm-LNP et la production de I'antigene codé par les cellules présentatrices d’antigenes
(CPA) au site d'injection et dans les ganglions lymphatiques drainants (Verbeke et al,,
2022). Une étape importante est 'endocytose des LNPs ARNm par les CPA, suivie par leur
échappement endosomal pour éviter la dégradation de 'ARNm par le systeme endo-
lysosomal (Chaudhary et al, 2021). LARNm libéré dans le cytoplasme a la suite de
I’échappement endosomal (ce mécanisme sera détaillé dans le chapitre 2) sera traduit en
protéine antigénique. La protéine antigénique traduite peut stimuler le systeme
immunitaire de plusieurs fagons : (i) L'antigéne intracellulaire est dégradé par le complexe
de protéasome en petits fragments antigéniques, qui sont présentés a la surface cellulaire
aux lymphocytes T cytotoxiques (lymphocytes T CD8+) par les protéines du complexe
majeur d'histocompatibilit¢é (CMH) de classe I. Les lymphocytes T CD8+ activées
éliminent les cellules infectées en sécrétant des molécules cytolytiques, telles que la
perforine? et les granzymes#. (ii) L'antigene sécrété peut étre internalisé par les cellules,
dégradé a l'intérieur des endosomes et présenté a la surface cellulaire aux lymphocytes T
auxiliaires (lymphocytes T CD4+) par les protéines du CMH de classe II. Les lymphocytes
T CD4+ facilitent l'élimination des agents pathogeénes circulants en stimulant les
lymphocytes B a produire des anticorps neutralisants et en activant les phagocytes, telles
que les macrophages, par le biais de cytokines inflammatoires (Chaudhary et al., 2021;
Verbeke et al., 2022). La revue de (Verbeke et al., 2022), décrit en détail I'activation et la

réponse du systeme immunitaire a la vaccination par ARNm.

3 La perforine est une protéine cytolytique qui s'insére dans la membrane plasmique de la cellule cible,
puis se polymérise pour former un canal.

4 Les granzymes constituent une famille de sérine-protéases présentes principalement dans les cellules du
systeme immunitaire.
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Figure 7 : Principe de vaccination a base dARNm : Les vaccins a base ARNm passent principalement
par les trois aspects suivants: la synthése de IARNm, le devenir intracellulaire dARNm et le
déclenchement de la protection immunitaire (Qin et al, 2022). Les ARNm synthétiques sont
encapsulés dans des vecteurs (tels que les LNPs) et sont internalisés par endocytose par les cellules
présentatrices d'antigenes, notamment les cellules dendritiques (étapes 1-2). LARNm est ensuite
libéré dans le cytoplasme via le mécanisme d'échappement endosomale, puis traduit en protéines
antigéniques par les ribosomes (étape 3). Les protéines antigéniques intracellulaires sont ensuite
dégradées en polypeptides par le protéasome, puis présentées a la surface cellulaire par le CMH de
classe I ce qui entraine l'activation des lymphocytes T cytotoxiques (lymphocytes T CD8+) (étapes 4
a 6). De plus, les protéines antigéniques sécrétées peuvent étre internalisées par les cellules,
dégradées en fragments antigéniques a l'intérieur des endosomes et présentés a la surface cellulaire
aux lymphocytes T auxiliaires par les protéines du CMH de classe Il (étapes 7 a 9). Enfin, les
lymphocytes T auxiliaires (lymphocytes T CD4+) stimulent les ymphocytes B afin qu'ils produisent
des anticorps neutralisants dirigés contre les agents pathogeénes.

Les vaccins a dARNm ont été congus il y a plus de trente ans dans l'espoir de créer
des vaccins sirs et polyvalents, faciles a produire. Ils présentent plusieurs avantages par
rapport aux vaccins conventionnels. L'un de leurs principaux avantages est qu'aucun
adjuvant n'est nécessaire pour déclencher des réponses immunitaires protectrices
robustes contre divers agents pathogenes. En effet, le vecteur LNP serait le principal
responsable de l'adjuvanticité et de la réactogénicité de ces vaccins. De plus, les vaccins a
ARNm peuvent étre fabriqués dans un systeme cell-free, ce qui permet une production
rapide, évolutive et rentable. Un bioréacteur de 5 litres peut par exemple produire
suffisamment d/ARNm pour pres d'un million de doses de vaccin en une seule réaction.
Par ailleurs, un seul vaccin a base dARNm peut coder plusieurs antigenes, ce qui renforce
la réponse immunitaire contre les agents pathogenes résistants et permet de cibler
plusieurs microbes ou variants viraux avec une seule formulation (Chaudhary et al., 2021;

Kis et al,, 2020; Verbeke et al., 2022) .
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4.2. Thérapie de protein-replacement

Thérapie de protein-replacement est un terme générique désignant les traitements
médicaux qui consistent a supplémenter ou a substituer des protéines déficientes afin
d'obtenir un effet thérapeutique. Traditionnellement, une telle approche nécessite une
procédure de production complexe, coliteuse et longue, qui consiste a exprimer la
protéine thérapeutique in vitro dans des cellules hétes, puis a purifier la protéine obtenue.
De plus, I'administration de protéines thérapeutiques directement dans le tissu cible est
considérablement entravée par des facteurs tels que la taille des protéines, leur faible
demi-vie, leur profil de glycosylation complexe et leurs propriétés biochimiques (Vavilis

etal.,, 2023).

En revanche, les thérapies a base dARNm sont plus susceptibles de contourner ces
difficultés et offrent une alternative quasi idéale pour l'administration de protéines
thérapeutiques. Outre des colts réduits et un processus de développement relativement
simple, I'un des principaux avantages est que la protéine est traduite directement dans les
cellules du patient, ce qui augmente les chances qu’elle soit correctement repliée et
fonctionnelle, renforcant ainsi son efficacité thérapeutique (Vavilis et al, 2023).
L'utilisation de la traduction de 'ARNm in vivo pour remplacer I'administration directe de
protéines est actuellement un pilier de la thérapie de protein-replacement et fait I'objet
de nombreuses études dans divers domaines thérapeutiques, y compris les maladies du

sang et les maladies métaboliques (Shi etal., 2024).

A titre d’exemple, I'acidémie propionique (AP) est une maladie métabolique rare
causée par des anomalies des sous-unités a ou 3 de la propionyl-coenzyme A carboxylase
(PCCA ou PCCB). Elle provoque I'accumulation de métabolites toxiques et des événements
de décompensation métabolique potentiellement mortels. Aucun médicament n'est
actuellement approuvé pour traiter cette déficience enzymatique. Moderna est
actuellement en téte des essais cliniques pour les thérapies de remplacement de protéines
a base d'’ARNm, avec le plus grand nombre de candidats-médicaments ciblant diverses
maladies génétiques, dont l'acidémie propionique. Une approche innovante impliquant
deux ARNm codant pour les sous-unités protéiques humaines normales PCCA et PCCB est
entrée dans la phase I/Il des essais cliniques (NCT04159103). Encapsulés dans des LNPs,
ces ARNm sont spécialement cong¢us pour étre acheminés de maniére ciblée vers le foie

afin de restaurer les enzymes PCC. Les résultats intermédiaires de cet essai sont
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prometteurs et montrent que 'ARNm-3927 est bien toléré chez les patients atteints d’AP.
Les études d'optimisation de la dose ont révélé une réduction de 70 % du risque relatif
associé aux événements de décompensation métabolique (MDE), soulignant ainsi

|'efficacité thérapeutique (Koeberl et al.,, 2024).

4.3. Anticorps thérapeutiques dérivés d'ARNm

Les anticorps monoclonaux ont révolutionné les options thérapeutiques dans les
domaines de l'oncologie, de I'immunologie et des maladies infectieuses. On peut citer, par
exemple, les inhibiteurs de points de contréle pour le traitement du cancer, comme le
pembrolizumab (anti-PD-1), les anticorps antiviraux ciblant le SARS-CoV-2 ou encore les
traitements des maladies auto-immunes, comme le secukinumab (anti-IL-17A) pour le
psoriasis. Malgré ces avancées, la production d'anticorps thérapeutiques a base de
protéines reste un processus complexe et coliteux. L'utilisation de 'ARNm pour exploiter
les cellules de I'hote afin de produire des anticorps monoclonaux ou bispécifiques
thérapeutiques offre donc une perspective intéressante pour des traitements plus
efficaces et moins coliteux. BioNTech et Moderna ont déja mis au point des anticorps

thérapeutiques a base dARNm qui font actuellement I'objet d’essais cliniques.

Depuis 2017, BioNTech développe des anticorps bispécifiques thérapeutiques a
base dARNm. Le BNT142 est un traitement a base dARNm codant pour un anticorps
CD3/anti-CLDN6 congu pour traiter les tumeurs solides CLDN65-positives. Ces anticorps
bispécifiques, qui se lient aux cellules, recrutent des lymphocytes T cytotoxiques pour les
diriger vers les cellules tumorales, ce qui provoque l'activation des lymphocytes T et la
lyse des cellules tumorales (Stadler etal., 2017). Dans les études précliniques menées chez
la souris et les primates non humains, le BNT142 a permis d'obtenir avec succes un
anticorps fonctionnel capable de maintenir des concentrations sériques thérapeutiques.
Chez la souris, des injections hebdomadaires de BNT142 ont permis d'éliminer
efficacement les tumeurs sous-cutanées xénogreffées humaines et d'améliorer la survie
par rapport au groupe témoin. La régression tumorale était associée a un afflux de

lymphocytes T et a une diminution du nombre de cellules CLDN6 positives. Le BNT142

5Le CLDNG est une protéine de jonction serrée oncofoetale qui est silencieuse aprés l'organogenése
foetale et absente dans les tissus adultes sains, a l'exception du placenta. Elle est toutefois réexprimée
dans diverses tumeurs solides.
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fait actuellement l'objet d'essais cliniques de phase 1/2a (NCT05262530) (Yap et al,,
2023).

4.4. Thérapies cellulaires et géniques basées sur ' ARNm

Une autre catégorie thérapeutique qui souligne la polyvalence de la plateforme
d’ARNm est celle des thérapies géniques et cellulaires, comme les thérapies a base de
cellules T a récepteurs antigéniques chimériques (CAR) ou l'édition génétique par

CRISPR-Cas9.

Dans les thérapies CAR, le processus de fabrication ex vivo de cellules CAR-T comprend
souvent plusieurs étapes, telles que le préléevement par leucaphérese, l'activation,
I'ingénierie génétique, 'amplification et la ré-infusion des cellules T. Ce processus prend
généralement plusieurs semaines, voire plusieurs mois, et son cofit varie de 350 000 a 500
000 dollars américains par traitement, ce qui le rend tres coliteux et technologiquement
complexe (Wu et al., 2024). LARNm est utilisé pour délivrer les genes codant le récepteur

chimérique souhaité afin qu'il s'exprime in vivo sur les cellules T.

L'ingénierie des cellules immunitaires a I'aide d’ARNm codant pour des CAR offre une
stratégie alternative permettant de générer des cellules CAR chez le patient, sans le risque
de mutagenese insertionnelle causé par l'intégration aléatoire du transgene (probléeme
rencontré lors de l'utilisation d'adénovirus et de rétrovirus (Cole, 2008)). On dénombre
actuellement plus de dix thérapies CAR a base dARNm en cours d'évaluation clinique (Wu
et al., 2024). Les lymphocytes T sont les cellules immunitaires les plus utilisées pour
générer des CAR T cell, mais la méme stratégie s'applique aux macrophages et aux cellules
NK (natural killer) pour générer respectivement des CAR M et des CAR NK (Hunter et al.,
2025). A titre d'exemple, dans une étude menée par Hunter et al, les chercheurs ont
présenté une stratégie d'ingénierie in vivo utilisant des nanoparticules lipidiques ciblées
(tLNP) pour administrer de 'ARNm a des sous-ensembles spécifiques de lymphocytes T
afin de traiter les tumeurs malignes des lymphocytes B. Ces tLNP ont reprogrammé les
lymphocytes T CD8+ a partir d'échantillons provenant de donneurs sains et de patients
atteints d'une maladie auto-immune. L'administration in vivo a permis de contrdler la
tumeur chez des souris humanisées et de réduire le nombre de lymphocytes B chez des

singes cynomolgus. Chez ces derniers, les cellules B reconstituées apres lymphodéplétion
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étaient principalement naives, ce qui suggere une réinitialisation du systeme immunitaire

(Hunter et al., 2025).

Dans les thérapies d'édition génétique, 'ARNm est utilisé pour coder la protéine
Cas9 et est administré avec I'ARN guide en utilisant des systemes de délivrance tel que les
LNPs par exemple. Traditionnellement, le systeme CRISPR-Cas9 est administré a l'aide de
virus adéno-associés, de lentivirus ou sous forme de protéine, ce qui peut poser des
probléemes tels que des réponses immunitaires, une expression prolongée ou des
difficultés d'administration de la protéine in vivo (Zak & Zangi, 2025). Dans I'étude de
Balsoni et al,, ils ont comparé des LNPs chargées dARNm ou de ribonucléoprotéines (RNP)
afin d'introduire des outils d'édition génétique dans les couches épidermiques de la peau
humaine pour une édition in situ. Ils ont démontré qu'il était possible de corriger une
mutation pathogeéne avec une efficacité d’environ 5 % dans les cellules de patients atteints
d'ichtyose congénitale autosomique récessive. Cette étude démontre le potentiel de cette
stratégie pour le traitement des maladies cutanées monogéniques et la faisabilité d'une

correction in situ (Bolsoni et al., 2023).

5. Production de 'ARNm par transcription in vitro

Un ARNm synthétique est généralement produit dans une réaction enzymatique
IVT (cell-free) composée d'une matrice dADN double brin linéaire, de monomeres de
nucléoside triphosphate (NTP), d'une ARN polymérase — ADN dépendante qui transcrit

I'ARNm directement a partir de la matrice d’ADN, et d'un tampon optimisé.

La matrice d’ADN utilisée en IVT est le plus souvent de I'ADN plasmidique circulaire
contenant la séquence promotrice spécifique de 'ARN polymérase et la séquence dARNm
d'intérét. La maniere dont le plasmide est linéarisé pour I'lVT, notamment le type et la
concentration des enzymes de restriction sélectionnées, le tampon utilisé, la durée de la
réaction et le processus de purification en aval, peut influencer la qualité de la matrice
d’ADN et, par conséquent, de 'ARNm transcrit (Lenk et al., 2024). Alternativement, 'ADN

amplifié par PCR peut servir de matrice efficace pour la réaction d'IVT.

Actuellement, I'ARN polymérase la plus largement utilisée est 'ARN polymérase du
bactériophage T7. Le choix de 'ARN polymérase peut influencer la qualité de la réaction
IVT. Idéalement, I'ARN polymérase devrait avoir une fidélité élevée, un rendement

transcriptionnel et une activité complete dans des conditions de réaction variables et la
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capacité d'incorporer des NTP modifiés avec une grande fidélité. LARN polymérase T7

reconnait le promoteur T7 de la matrice d’ADN et initie la transcription de 'ARNm.

La structure 5' cap de 'ARNm IVT peut étre ajoutée de deux manieres : co- ou post-
transcriptionnelle. Pour le capping co-transcriptionnel, des analogues de la coiffe peuvent
étre ajoutés au mélange réactionnel, parmi lesquels '’ARCA (Anti-Reverse Cap Analog) ou
des trinucleotides cap analogues, comme le CleanCap® Reagent AG (3’-0-Me),
commercialisé pour la premiere fois par TriLink et utilisé dans 'ARNm du vaccin contre la
Covid-19 de Pfizer-BioNTech. LARCA est I'équivalent de CapO0 et le CleanCap AG, de Cap1.
Pour le capping post-transcriptionnel, une coiffe 5' peut étre ajoutée par voie enzymatique
a l'aide d'une ARN triphosphatase, d'une guanylyltransférase et d'une guanine
meéthyltransférase pour former d'abord Cap0, puis, avec 1'ajout ultérieur d'une ARN cap

2'0-méthyltransférase, Cap1 (figure 2).

De méme, La queue poly A de 'ARNm IVT peut étre synthétisée par deux méthodes
différentes. Bien qu'une queue poly(A) soit souvent directement codée par la matrice, elle
peut également étre ajoutée ou prolongée apres la transcription a l'aide de la polymérase
poly(A). Cependant, cette méthode présente l'inconvénient que la longueur de la queue
poly A n'est pas homogene parmi les ARNm IVT produits (Kwon et al, 2022).
Le rendement et la qualité de I'ARNm, y compris les quantités de sous-produits de la
réaction IVT, dépendent fortement des rapports stoechiométriques des ingrédients, des
parametres physiques de la réaction (pH, température, etc.) et de la durée de la réaction.
Les sous-produits de la réaction comprennent notamment '’ARN double brin (dsRNA),
I'ARNm non coiffé (uncapped mRNA), 'ARNm abortif et 'hybride ARN : ADN (voir la figure
8). Un processus de purification est nécessaire apres la réaction IVT. Plusieurs méthodes

permettent d'obtenir un ARNm purifié et de haute qualité. Celles-ci ont prouvé leur
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efficacité pour éliminer a la fois les impuretés liées au processus de réaction et les sous-

produits (Kariké et al.,, 2011).

In Vitro Transcription reaction

Input Output
p . ities:
otential impurities  mRNA
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Figure 8 : La transcription in vitro : a gauche les ingrédients nécessaires pour la réaction et a droite
le produit et les sous-produits de la réaction (Lenk et al, 2024).

En laboratoire de recherche, 'ARNm est généralement précipité a I'aide d'alcool et
de sels de sodium ou d'ammonium, de chlorure de lithium, ou a l'aide de kits de
purification commerciaux reposant sur des colonnes de silice. Des billes magnétiques
Oligo (dT) peuvent étre utilisées pour capturer 'ARNm en formant des liaisons avec sa
queue poly(A), ce qui permet de récupérer 'ARNm dans son intégralité. Malgré ces
méthodes de purification, la solution peut encore contenir de I'ARN double brin, qui peut
déclencher une réponse immunitaire innée contre I'ARNm, et doit donc étre combinée a
d'autres purifications en aval. Les colonnes a base de cellulose, par exemple, ont prouvé
leur efficacité pour réduire considérablement la contamination par I'ARN double brin
(Baiersdorfer et al., 2019). La production d'’ARNm a grande échelle peut toutefois intégrer
diverses méthodes de purification de IARNm chromatographiques ou non
chromatographiques, qui peuvent également étre combinées (largement examiné dans

(Baronti et al., 2018; J. Zhang et al., 2023)).

6. Immunogénicité innée de 'ARNm synthétique

Le systéme immunitaire de 1'h6te reconnait les infections virales et y répond. Les

principaux acteurs de la réponse immunitaire innée a l'infection virale sont les pattern
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recognition receptors (PRRs), qui ciblent 'ADN et 'ARN génomiques viraux, tels que 'ARN
simple brin (ssRNA) et I'ARN double brin (dsRNA). L'activation des PRRs provoque des
cascades de transduction de signaux qui conduisent a la sécrétion de cytokines et peut
finalement entrainer l'activation du systeme immunitaire et, dans certains cas, méme la
mort cellulaire (figure 9). A l'instar des acides nucléiques viraux, les vaccins et les
traitements a base dARNm activent le systeme immunitaire par le biais des mémes

mécanismes basés sur la reconnaissance des PRRs (Vlatkovic, 2021).

LNP-mRNA / : : _ immune cell
mRNA
c@uundd gl e ... 5'ppp dsRNA
9 o . long dsRNA
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¥ protein P 2 A
RIG-I \ MDA5S
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v IRF3/7 NF-kB ISGF-3 \ caspase 1
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pro-1L.-18
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Figure 9 : Schéma de l'activation immunitaire induite par TARN. LARNm-LNP est endocyté par des
mécanismes spécifiques aux cellules. De petites fractions dARNm et des sous-produits de la réaction
IVT sont libérés dans le cytoplasme par échappement endosomal (adapté de (Vlatkovic, 2021)).

Les récepteurs Toll-like (TLR) peuvent reconnaitre 'ARNm exogene au niveau
endosomal. Le TLR3 reconnait 'ARN double brin d'une longueur comprise entre 40 et 45
pb. De plus, les TLR7 et TLR8 reconnaissent les régions riches en GU de 'ARNm simple
brin. Les PRRs qui reconnaissent 'ARNm exogéne dans le cytosol comprennent le gene
MDA-5 (melanoma differentiation-associated gene 5), le géne RIG-I (retinoic acid-

inducible gene I) et la protéine kinase dépendante de 'ARN (PKR). Le MDA-5 et le RIG-I
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reconnaissent les ARN double brin d'une longueur supérieure a 2 kb et les ARN double

brin courts 5'-triphosphate, respectivement.

Ces PRRs activent généralement la voie de l'interféron de type I. La sécrétion des
interférons a et 3, qui appartiennent a la famille des interférons de type I, provoque une
augmentation de la protéine kinase R (PKR) et de I'oligoadénylate synthétase (OAS). La
PKR est une sérine-thréonine kinase qui agit également comme un capteur d’ARN double
brin et bloque la traduction de 'ARNm en phosphorylant le facteur d'initiation eucaryote
2 (elF2). L'OAS est également un capteur dARN double brin qui active la RNase L pour
dégrader 'ARNm. Par conséquent, la traduction de '’ARNm synthétique exogene ainsi que

son efficacité thérapeutique seront considérablement réduites.

Pour pallier l'activation potentielle du systéeme immunitaire par I'ARNm
synthétique et les sous-produits de I'IVT, différentes méthodes de purification évoquées
précédemment ont été optimisées et utilisées pour éliminer les impuretés et les sous-
produits et obtenir ainsi un ARNm synthétique de haute qualité. Cependant, cela n'est pas
suffisant, car 'ARNm est exogéne et immunogene pour la cellule hote Une approche initiée
en 2005 par (Kariké et al., 2005) consiste a incorporer des nucléosides modifiés dans
I'ARNm synthétique afin de le rendre moins immunogene et d'améliorer son potentiel
thérapeutique. Ils ont observé que le potentiel d'activation des ARN était inversement
proportionnel au taux de nucléosides modifiés, car 'ARN bactérien et 'ARN mitochondrial,
qui ne contiennent que quelques modifications, sont les activateurs les plus puissants des
cellules dendritiques. En revanche, les ARNt extrémement modifiés n'activent pas ou peu
ces cellules. IlIs ont démontré que l'utilisation de ces nucléosides modifiés diminuait la
reconnaissance des ARNm exogénes par les senseurs de I'immunité innée de la cellule
(Kariko etal., 2005). De plus, les nucléosides modifiés, notammentle ¥, le m1¥ etle m5C,
peuvent réduire la production d’ARN double brin lors du processus de transcription in

vitro (Mu et al,, 2018).
7. Optimisation de ’ARNm synthétique

LARNm synthétique destiné a des fins thérapeutiques est généralement congu en
s’'inspirant de TARNm eucaryote. Les éléments structuraux de '’ARNm transcrit in vitro
(IVT) comprennent une coiffe 5’, une région non traduite 5’ (5’ UTR), une région codante,

une région non traduite 3’ (3’ UTR) et une queue poly(A). Dans cette section, nous
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aborderons les avancées récentes utilisées pour optimiser les composants structuraux de

I’ARNm synthétique pour améliorer sa stabilité et sa traduction.
7.1. La coiffe en extrémité 5’

Deux stratégies sont couramment utilisées pour ajouter une coiffe 5" aux ARNm
transcrits in vitro : le capping post-transcriptionnel via une réaction multi-enzymatique

en deux étapes et le capping co-transcriptionnel.

Le capping post-transcriptionnel ou 'approche du coiffage enzymatique integre
deux enzymes spécifiques : la vaccinia capping enzyme (VCE) et I'ARN 2'-O-
méthyltransférase. La VCE se compose de deux sous-unités : D1 et D12. La sous-unité D1
posséde trois activités enzymatiques : la RNA triphosphatase (TPase), la
guanylyltransférase (GTase) et la guanine-N7-méthyltransférase (MTase). Le phosphate
terminal est éliminé et GMP (guanosine monophosphate) est ajouté pour former du
GpppN. La sous-unité D12 active ensuite la MTase, qui méthyle le GpppN en position 7'-N
pour former le m7GpppN, I'équivalent de cap0. Le premier nucléotide transcrit peut alors
étre méthylé en position 2'-0 du ribose (m’GpppNm) par la 2'-0-méthyltransférase, pour
former capl (Z.-R. Wang et al,, 2025). Malgré I'avantage de former le cap1, cette méthode
nécessite la production et la purification coliteuses des enzymes de capping. De plus, elle

ajoute une étape de purification supplémentaire aux ARNm transcrits in vitro.

Le capping co-transcriptionnel, ou stratégie chimique, consiste a introduire des
analogues de coiffe durant la synthese de TARNm. LARCA (Anti-Reverse Cap Analog) est
I'un des analogues de coiffe de premiere génération les plus utilisés. Il a été congu pour
garantir une incorporation correcte. Cet analogue est méthylé en 3'-OH du ribose de la 7-
méthylguanosine, ce qui empéche I'élongation dans l'orientation inversée et garantit ainsi
I'incorporation exclusive des ARCA dans 'orientation correcte. Les ARNm coiffés avec de
I'ARCA présentent une efficacité de traduction supérieure a celle des ARNm non coiffés ou
coiffés avec m7G classique. Linconvénient de '’ARCA est que son efficacité d’incorporation
durant la transcription est d’environ 80 %, en raison de la compétition avec le GTP pour
I’ARN polymérase. De plus, 'analogue ARCA présente une caractéristique de cap O et ne
peut pas étre modifié pour générer des structures de cap 1 ou de cap 2. Les analogues de
coiffe de deuxieme génération ou trinucleotide cap analogs. 1l s'agit de cap 1, comme

m7GpppAmpG, dont le G non méthylé, situé apres le 2'-0-méthyl-A, permet a la chaine
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dARNm d'étre prolongée a partir du G terminal, car son 2'-OH permet l'ajout du
nucléotide suivant. Cet analogue de coiffe, qui initie la transcription de 'ARNm, n'entrera
pas en compétition avec le GTP pour l'initiation de la chaine, ce qui permet d'améliorer
|'efficacité du coiffage (> 95%) et le rendement de I'IVT par rapport a I’'ARCA. TriLink a été
le premier a commercialiser cet analogue de coiffe sous le nom de CleanCap® Reagent AG.
Le premier rapport sur la structure du m7GpppmApG a toutefois été publié par Yamaguchi
et al, en 1984 (Yamaguchi et al., 1984). Un variant de cet analogue, le CleanCap® Reagent
AG (3’-0-Me), a servi a fabriquer le vaccin contre la COVID-19 de Pfizer/BioNTech (Sahin
et al., 2020). CleanCap® M6, ou CleanCap m6AG (3' OMe) (m7G3omepppm6A2'0MepG), est
le tout dernier analogue de cap et le plus robuste de la famille de la technologie brevetée
CleanCap® de TriLink (Mandell et al., 2025). De son c6té, Arterna a développé un large

catalogue de cap analogues (https://areterna.com/mrna-raw-materials/cap-analogs/).

D’autres stratégies ont été utilisées par les chercheurs, telles que le multicapping

ou l'utilisation d’analogues de 5’ cap photocleavable.

Dans I’étude menée par Chen et al, ils décrivent une méthode permettant d'augmenter la
traduction, appelée ligation-enabled mRNA-oligonucleotide assembly (LEGO). Ils ont
optimisé plusieurs parametres, comme les modifications de I'analogue de la coiffe, de la
base, du sucre, et la longueur du linker, etc. IIs ont ainsi généré un ARNm a double coiffe
dont la traduction a multiplié par dix la production de la protéine Spike in vivo, permettant
d'obtenir une production d'anticorps 17 fois plus élevée apres injection de doses initiales
et de rappel dans le cadre d'un vaccin contre le SARS-CoV-2 chez la souris. Selon les
auteurs, la plateforme LEGO ouvre de nouvelles possibilités pour concevoir des structures
et des topologies dARN non naturelles, au-dela des ARN linéaires et circulaires
canoniques, tant pour la recherche fondamentale que pour les applications
thérapeutiques (Chen, Liu, Aditham, et al., 2025). Afin d'obtenir un contréle spatio-
temporel de la traduction de 'ARNm thérapeutique, le groupe d’Andrea Rentmeister ont
développé un analogue synthétique de la coiffe (appelé FlashCap) qui interfere
efficacement avec la phase d'initiation de la traduction. L'irradiation des ARNm FlashCap
libere la molécule dARNm dont la structure de la coiffe n'est pas altérée et qui peut étre
traduite en des centaines de copies de protéines (Klocker et al, 2022). Ces solutions

innovantes d’ingénierie de cap analogues synthétiques non naturels sont, selon moi, loin
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de passer en clinique et ne restent pour le moment applicables qu’'a 1'échelle de la

recherche.
7.2. Les régions non traduites 5’ et 3° UTR

Une autre stratégie visant a optimiser la traduction et la stabilité de 'ARNm IVT
dans les cellules consiste a incorporer des régions 5’ et 3’ UTR contenant des éléments de
séquence régulateurs ayant été identifiés comme modulant la traduction et la stabilité de
I'ARNm endogene. L'efficacité traductionnelle, souvent définie comme le nombre de
molécules protéiques produites par molécule dARNm par unité de temps, est un critére

important.

Pour augmenter ['efficacité et la stabilité de 1'expression des ARNm synthétiques,

deux stratégies sont possibles :

La premiére consiste a utiliser les UTR provenant de génes cellulaires endogenes
hautement traduits, exprimés de maniere constitutive et stable. Afin d'obtenir une
efficacité de traduction élevée, de nombreuses thérapies a base dARNm utilisent les UTR
5'et 3' bien étudiés des genes humains de a et de 3-globine. On pense que la région 5’ UTR
de I'ARNm de I'alpha ou de la béta-globine assure une traduction efficace dépendante de
la coiffe, en raison de I'absence de structures secondaires stables ou d'éléments réprimant
la traduction (Babendure et al., 2006). En effet, I'efficacité de la traduction dépend de la
stabilité et de la position des éléments de structure secondaire (par exemple, hairpins)
dans cette région. Les structures secondaires stables dans la 5’ UTR peuvent affecter
I'efficacité de la traduction de 'ARNm en empéchant la liaison du complexe d'initiation de
la traduction (PIC) 43S a I'ARNm, ce qui constitue une étape limitante de l'initiation de la
traduction (Babendure et al., 2006). Il a également été démontré que les structures
secondaires de type hairpins situées a proximité de la coiffe 5' réprimaient fortement la
traduction (Kozak, 1989). Il est donc nécessaire de prendre en compte la présence ou non
des structures secondaires dans la région 5’ UTR lors du choix de I'UTR pour un ARNm
thérapeutique. De nombreux ARNm synthétiques contiennent la 3’ UTR des ARNm «- ou
B-globine qui abritent plusieurs éléments de séquence qui augmentent la stabilité et la
traduction de I'ARNm (Sahin et al,, 2014). La 3’ UTR de I'alpha-globine a par exemple été
utilisée dans le vaccin a ARNm de Moderna contre le SARS-CoV-2 (Xia, 2021). L'effet

stabilisateur des séquences 3’ UTR de la B-globine humaine est encore renforcé par
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l'utilisation de deux séquences 3’ UTR de la [3-globine humaine disposées dans une
orientation head-to-tail (Sahin et al., 2014) (Volkhin et al., 2025). Outre les UTR de la a- et
de la B-globine, largement utilisées, celles d'autres genes peuvent également étre
incorporées dans les ARNm utilisés dans les thérapies a base dARNm. Il a été démontré
que certaines UTR naturelles améliorent la traduction et la stabilité des ARNm
synthétiques, et donc l'efficacité des traitements correspondants. C'est le cas du 3’ UTR
AES-mtRNR1, utilisé dans le vaccin a ARNm contre le SARS-CoV-2 de Pfizer-BioNTech,
identifié par une approche de criblage cellulaire a partir de cellules dendritiques
humaines (Niessen et al., 2019). Il s'agit d'une combinaison de deux génes : AES (Amino
Enhancer of Split) et mtRNR1 (ARN mitochondrial 12S). D'autres exemples sont présentés
dans la littérature, dont une grande partie est répertoriée dans la revue (Volkhin et al.,

2025).

La deuxiéme méthode consiste a utiliser de nouvelles méthodes computationnelle et
machine learning pour générer artificiellement des UTR présentant des propriétés
spécifiques, afin d'améliorer la stabilité de 'ARNm et I'efficacité de la production de
protéines par rapport aux UTR endogenes naturels (Sample et al., 2019a). La plupart des
études utilisent un réseau de neurones convolutionnels (CNN : convolutional neural
network) pour prédire le recrutement moyen des ribosomes au 5" UTR (MRL : Mean
Ribosome Load). D'autres stratégies sont résumées dans la revue de (Volkhin et al., 2025).
Ces méthodes de prédiction computationnelle pour la génération d'UTR synthétiques
performants nécessitent des méthodes de haut débit pour la validation in cellulo. La MPRA
(Massively Parallel Reporter Assay), par exemple, permet d'évaluer a haut débit les
séquences UTR a l'aide de bibliotheques dARNm synthétiques contenant un grand
nombre de variantes d'UTR (Zheng & VanDusen, 2023). Chaque ARNm est associé a un
code-barres ADN unique incorporé dans le transcrit rapporteur. Les cellules sont
transfectées avec la bibliotheque contenant plusieurs milliers dARNm, dont les plus
efficaces sont sélectionnés par polysome profiling ou d'autres méthodes, afin d'enrichir
les ARNm activement traduits (Sample et al., 2019b; Volkhin et al., 2025). Un séquencage
de 'ARN peut ensuite étre effectué pour identifier les variants présentant une efficacité de
traduction élevée du transcrit rapporteur. Cette approche permet d'étudier
simultanément de nombreux UTR afin d'identifier les éléments de séquence qui régulent

|'efficacité de la traduction et la stabilité de 'ARNm.
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En résumé, il n’existe pas de méthode standard pour sélectionner des UTRs pour
une application thérapeutique donnée. Cependant, plusieurs parametres doivent étre pris
en compte lors de la conception de séquences UTR afin d'optimiser la traduction et la
stabilité de 'ARNm synthétique. Concernantla 5’ UTR, il a été démontré qu'une conception
efficace de cette région nécessitait la formation d'une région moins structurée en amont
du codon d'initiation, afin de favoriser l'initiation de la traduction en améliorant
'accessibilité du ribosome 11 faut éviter la présence d'un uORF (Upstream ORF) dans la
5’UTR, car il a été démontré qu’il a un fort effet inhibiteur sur la traduction (Hinnebusch
et al., 2016). Pour la 3° UTR, la présence de sites de liaison aux protéines peut impacter
I'efficacité de la traduction et/ou la stabilité de 'ARNm. La présence de sites de fixation de
microARN peut influencer la stabilit¢ de I'ARNm. De plus, l'évaluation des UTR
sélectionnés avec 'ORF du géne d’intérét est trés importante, car il n'est pas garanti de

pouvoir extrapoler d'un gene rapporteur GFP ou luciferase a une autre ORF.
7.3. La séquence codante

La séquence codante est particulierement importante pour le développement de
thérapies a base dARNm codant un antigene ou une protéine d'intérét. Cette région
constitue généralement une grande partie du transcrit dARNm, il n'est donc pas
surprenant que la modulation de cette région, en particulier dans le cadre de
I'optimisation des codons, influence la stabilité globale de 'ARNm et sa capacité de
traduction. La composition en codons est connue pour influencer l'efficacité de la
traduction. Le remplacement de codons rares par des codons synonymes fréquents
améliore le rendement traductionnel, car la réutilisation du méme ARNt accélere la
traduction grace a I'aminoacylation des ARNt a proximité des ribosomes. Le contexte du
codon (c'est-a-dire les nucléotides et codons voisins) influence également la vitesse
d'élongation et l'efficacité de la traduction (Cannarozzi et al, 2010). Des ARNm
synthétiques optimisés en codons ont été utilisés avec succes dans le cadre d'études
vaccinales contre des infections virales comme le SARS-CoV-2. Toutefois, il existe des
raisons valables de ne pas utiliser de codons optimisés. En effet, certaines protéines
nécessitent une traduction lente assurée par des codons rares pour permettre un
repliement correct. Il peut également étre bénéfique de conserver I'ORF d'origine pour
certains vaccins a ARNm (Sahin et al., 2014). Il convient de noter que les séquences

naturelles présentent de faibles fréquences de paires de codons dites « unwanted », tandis
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que les séquences optimisées par l'indice d'adaptation des codons (CAI) en contiennent
davantage. Le modele GEMORNA (Generative models for RNA) développé par 1'équipe de
Cao, basé sur l'intelligence artificielle (IA), a montré une réduction marquée de l'incidence
des paires de codons « unwanted » dans les CDS synthétiques (H. Zhang et al,, 2025). En
résumé, il est important d'évaluer avec soin l'optimisation globale des codons et des
nucléosides modifiés afin d'analyser les mécanismes de traduction dynamiques pour

différentes séquences (Kang et al., 2023).
7.4. La queue poly(A)

Il existe deux stratégies pour synthétiser le poly(A) dans les ARNm. La premiére
consiste a prolonger 'ARNm IVT par une réaction enzymatique avec une poly(A)
polymérase recombinante. Bien que cela permette d'incorporer des nucléosides modifiés
dans la queue poly(A), cette méthode ne permet pas de contrdler et de déterminer avec
précision la longueur de la queue, ce qui est souvent souhaitable pour les applications
cliniques (Kang et al., 2023). La deuxiéme possibilité consiste a coder de longs segments
de A dans le vecteur matrice d’ADN. Cela garantit une longueur hautement contrélée de la
queue poly(A) résultante. Cependant, la présence de la queue poly(A) sur I'ADN
plasmidique pour la production dARNm n'est pas stable et a tendance a se raccourcir dans
les bactéries pendant I'amplification de 'ADN plasmidique. BioNTech a démontré que des
séquences poly(A) de 30 et 70 adénosines séparées par un linker de 10 nt (queue A30L70)
donnaient des queues poly(A) plus stables sur I'’ADN plasmidique (EBERLE et al., 2016).
En général, une queue poly(A) avec une longueur, comprise entre 120 et 150 nt, rend
I'ARNm plus stable, car la longue séquence protege la région codante de 'ARNm contre les
enzymes de déadénylation et de dégradation (Sahin et al, 2014). Cependant, la
déadénylation dynamique et le mécanisme de régulation de la queue poly(A) révelent que
cela n'est pas toujours vrai. Il existe des ARNm stables avec une queue poly(A) courte
(Kang et al., 2023). Une technique de séquencage complet de 'ARNm, qui permet de
séquencer avec précision les transcrits de 'ARNm, y compris la queue poly(A), a révélé
que d'autres nucléosides que 1'adénosine sont incorporés dans la queue (Legnini et al.,
2019). Li et al, ont rapporté que l'incorporation de nucléosides cytidine dans les queues
a amélioré la traduction des protéines et prolongé la stabilité de 'ARNm synthétique in
vitro et in vivo en protégeant les ARNm synthétiques de la déadénylation par le complexe

de transcription CCR4-NOT, car les protéines CNOT ont une efficacité moindre pour
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éliminer la cytidine (Li et al., 2022). Lim et al, ont identifié des enzymes (TENT4A et
TENT4B) capables d'incorporer des résidus non-A (G, U ou C) dans la queue poly(A), avec
une préférence pour la guanosine, ce qui donne une queue poly(A) hétérogene. Les
déadénylases raccourcissent les queues poly(A) pour initier la dégradation de 'ARNm,
mais s'arrétent au niveau des résidus non-A. Un seul résidu de guanosine suffit a empécher
le complexe déadénylase CCR4-NOT, qui dégrade la queue et expose la guanosine a
I'extrémité 3'. En effet, la queue hétérogene stabilise les ARNm en ralentissant la
déadenylation (Lim et al., 2018). Nous avons utilisé cette stratégie de queue hétérogene

dans le cadre de notre étude d’optimisation de 'ARNm synthétique.

Une nouvelle stratégie permettant d'obtenir une expression durable d'ARNm
thérapeutique consiste a incorporer une queue poly(A) ramifiée appelée « multitail ».
Cette queue a été mise au point par I'équipe de Xiao Wang. Ils ont démontré que 'ARNm
multitailed optimisé produisait des signaux de luminescence environ 4,7 a 19,5 fois plus
élevés que I'ARNm témoin (avec une queue classique) entre 24 et 72 heures apres la
transfection des cellules HeLa, et que ce signal était détectable pendant 14 jours in vivo,

contre moins de 7 jours pour le témoin (Chen, Liu, Guo, et al,, 2025).

Le succes des vaccins a base dARNm ne tient pas seulement a l'ingénierie de la
séquence de I'ARNm synthétique, mais aussi aux systemes de délivrance lipidique. Nous
avons évoqué dans le premier chapitre le développement de 'ARNm en tant qu'outil
thérapeutique. Il convient de noter qu'en parallele du développement de 'ARNm, il y a eu
un développement des systémes de délivrance pour les acides nucléiques, notamment les

systemes non viraux lipidiques, que nous aborderons dans le chapitre suivant.
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Chapitre 2: Vectorisation et délivrance dARNm
par les nanoparticules lipidiques

Le choix d'un systéme de délivrance approprié est essentiel pour garantir
I'efficacité des thérapies a base d’acides nucléiques. Au fil des années, divers systémes de
délivrance ont été développés, qui peuvent étre classés en trois grandes catégories : les
méthodes physiques, les vecteurs viraux et les vecteurs non viraux. Les vecteurs non
viraux se sont révélés étre des outils puissants dans le domaine de la thérapie génique,
offrant une alternative aux vecteurs viraux pour la délivrance siire et efficace d’acides
nucléiques (ADN, ARNm, siRNA, miRNA ou oligonucléotides antisens (ASO)). Les
nanoparticules inorganiques, les dérivés de polymeéres et de peptides, ainsi que les
vecteurs a base de lipides, sont les nano-vecteurs non viraux les plus répandus pour la

délivrance d’acides nucléiques.

Le succes des vaccins a base dARNm contre la COVID-19 est dii non seulement a
I'ingénierie de la séquence de 'ARNm, comme évoqué dans le chapitre précédent, mais
aussi aux nanoparticules lipidiques qui ont permis de le vectoriser et de le délivrer aux

cellules.

LARNm seul est tres faiblement internalisé par les cellules en raison de sa charge négative
et de son poids moléculaire élevé. Les vecteurs protegent 'ARNm des nucléases et
assurent sa délivrance aux cellules cibles. Depuis six décennies, de nombreux systémes de
délivrance lipidiques ont été étudiés et développés pour assurer la délivrance des acides
nucléiques, et plus particulierement de 'ARNm. Dans ce chapitre, nous nous intéresserons
aux systéemes de délivrance lipidiques et aborderons en détail les nanoparticules
lipidiques (LNPs) destinées a la délivrance de 'ARNm a des fins thérapeutiques, de leur

découverte a leur utilisation clinique.

1. La découverte et le développement des nanoparticules
lipidiques

Le développement des systemes de délivrance lipidique pour les acides nucléiques

s'étend sur six décennies. Des efforts considérables ont été consacrés a la recherche et au
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développement dans ce domaine, tant dans le monde académique qu'industriel (figure

10).
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Figure 10 : Chronologie des avancées majeures en formulation ayant permis le développement des
vaccins et thérapies a ARN selon les Dr Cullis et Felgner (Cullis & Felgner, 2024).

Ce long parcours a commencé par la découverte des liposomes par le chercheur

Alec Douglas Bangham en 1964 a I'Institut Babraham de Cambridge (Bangham, 1993).

Les liposomes sont composés de lipides qui s'auto-assemblent pour former une particule

sphérique. Ils possedent une bicouche lipidique et peuvent étre uni-lamellaires ou multi-

lamellaires (figure 11).

En 1978, des chercheurs ont démontré I'utilisation de liposomes pour délivrer de

maniere sélective de 'ARNm fonctionnel dans des cellules eucaryotes différenciées in

vitro, et que I'ARNm codant pour la globine ainsi délivré avait induit I'expression de la

protéine (Dimitriadis, 1978; Ostro et al., 1978).
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Figure 11 : Autoassemblage des lipides amphiphiles Représentation de structures lamellaire (Ls),
hexagonale (H;) et hexagonale inversée (Hy) de lipoplexes (adaptées de (Lasic, 1998)).

En 1987, le chercheur Philip Louis Felgner a émis I'hypothese que les lipides
cationiques pourraient améliorer l'encapsulation des acides nucléiques chargés
négativement dans les systemes de délivrance a base de lipides. En 1989, il a démontré
avec ses collaborateurs |'efficacité de la transfection d'un ARNm transcrit in vitro codant
pour la luciférase dans des cellules de souris NIH 3T3, en utilisant un liposome cationique
(commercialisé sous le nom de lipofectin) composé d'un lipide cationique, le DOTMA (N-
(1-(2,3-dioleyloxy)propyl)-N,N,N-triméthylammonium) et d'un phospholipide DOPE (1,2-
dielaidoyl phosphatidyl éthanolamine) (Malone et al., 1989). Les lipides cationiques ont
permis d’optimiser l'encapsulation des acides nucléiques grace a des interactions
électrostatiques. De plus, la charge nette positive conférée aux lipoplexes (association de
liposomes et d'acides nucléiques) facilite I'interaction et I'internalisation par les cellules
in vitro (Hope et al.,, 1998). Cependant, la présence d'une charge positive permanente
limite l'utilisation de ces vecteurs a des études in vitro en raison de leur forte toxicité et
d'un manque d'efficacité in vivo. L'architecture lipidique de base relativement flexible,
composée d'une téte hydrophile (head group) et d'une chaine hydrocarbonée hydrophobe

(hydrophobic tail) reliés par un fragment de liaison espaceur bifonctionnel (linker),
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permet d'effectuer un large éventail de modifications chimiques différentes afin
d’améliorer l'efficacité de transfection, réduire la cytotoxicité et améliorer la
biocompatibilité, une partie de ces modifications ont été bien décrit dans la revue de

I’équipe de Conn (S et al,, 2024).

Pour pallier les limitations de la charge nette positive des lipides cationiques,
Semple et al, ont utilisé une autre approche de modification de la téte hydrophile de ces
lipides. Dans leur étude, ils décrivent l'utilisation d’'un aminolipide ionisable, le DODAP
(1,2-dioleoyl-3-dimethylammonium  propane), pour l’encapsulation efficace
d’oligonucléotides antisens. Ces complexes ont été appelés « stabilized antisense-lipid
particles » (SALP), et sont composés du lipide ionizable DODAP, du phospholipide DSPC
(Distearoylphosphatidylcholine), du cholesterol et du PEG-CerC14 (1-O-(2P-(w-
methoxypolyethyleneglycol)succinoyl)-2-N-myristoylsphingosine) (Semple et al., 2001).
Ces lipides ionisables sont congus pour étre neutres a pH physiologique, mais devenir
chargés positivement a pH acides (inférieur a leur pKa) afin d'interagir avec les charges
négatives des acides nucléiques et permettre ainsi l'encapsulation. Ces lipides cationiques

ionisables seront abordés en détail par la suite dans ce chapitre.

En 2006, Zimmermann et al, ont démontré que les petits ARN interférents
(siRNAs), lorsqu'’ils sont administrés par voie systémique sous forme de formulation
liposomale contenant le lipide ionisable DLin-DMA (1,2-dilinoleyloxy-N,N-dimethyl-3-
aminopropane), peuvent réduire I'expression de la cible pathologique, I'apolipoprotéine
B (ApoB), chez les primates non humains. Les siRNAs spécifiques dirigés contre I'’ApoB ont
été encapsulés dans une version de SALP appelée « stabilized nucleic acid lipid particles »
(SNALP) contenant les lipides DLin-DMA, DSPC, cholestérol et PEG-C-DMA (3-N-
[(gmethoxypoly(ethylene glycol)2000)carbamoyl]-1,2-dimyristyloxy-propylamine) dans

un rapport molaire de 40:10:48:2, respectivement (Zimmermann et al., 2006).

En 2010, des formulations telles que SALP et SNALP étaient considérées comme
faisant partie de la famille des LNPs. Il a été rapporté que |'efficacité des formulations LNPs
de siRNA pouvait étre considérablement améliorée en optimisant le groupe hydrophile de
téte du lipide ionisable. Le lipide ionisable identifié comme étant le meilleur dans I'étude
menée par Semple et al, en 2010 est le DLin-KC2-DMA, une version optimisée du DLin-

DMA (figure 12) (Semple et al.,, 2010). Cette découverte a déclenché une campagne
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intensive visant a identifier des lipides ionisables de plus en plus actifs. En 2012, le DLin-
MC3-DMA (ester méthylique de l'acide 4 (N, N-diméthylamino) butyrique (dilinoleyl))
connu sous le nom de MC3, a été identifié comme le meilleur lipide ionisable pour délivrer
des siRNAs fonctionnellement actifs permettant de silencer le facteur VII (FVII), une
glycoprotéine synthétisée par le foie. Dans la méme étude, ils ont montré que le pKa
apparent des lipides ionisables est un facteur déterminant de l'activité des LNPs et que les
lipides les plus actifs présentent un pKa de 6,4 (Jayaraman et al., 2012).
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Figure 12 : Evolution de la structure des lipides ionisables (adaptée de (Leung et al, 2014)).

Entre 2012 et 2018, des complexes de siRNA-LNP contenant du lipide ionisable
MC3 et du siRNA pour inhiber la transthyrétine dans le foie ont réussi les différentes
phases cliniques. Ce qui a conduit a l'autorisation de mise sur le marché par la FDA (Food
and Drug Administration) de 1'Onpattro (patisiran) en 2018 pour le traitement de
I'amylose a transthyrétine héréditaire (ATTR), une maladie génétique rare liée a la
production de transthyrétine (TTR) défectueuse dans le foie (Adams et al.,, 2018). Ce
médicament constitue un exemple typique d'application thérapeutique reposant sur

l'utilisation de LNP contenant les lipides DLin-MC3-DMA (ionisable), DSPC (un
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phospholipide auxiliaire), du cholestérol et un lipide PEGylé (DMG-PEG 2000) dans un
rapport molaire de 50:10:38,5:1,5 respectivement.

En 2020, les vaccins a ARNm contre la COVID-19 (Comirnaty - Pfizer-BioNTech et
Spikevax - Moderna) ont eu un impact révolutionnaire en sauvant la vie de millions de
personnes. Depuis, un nombre croissant d'applications cliniques potentielles des
thérapies a base dARNm font actuellement l'objet de développements en phase
préclinique ou clinique (Y.-S. Wang et al.,, 2023). Les LNPs constituent aujourd'hui le
systeme de délivrance d'acides nucléiques non viraux le plus avancé sur le plan clinique.
Pour plus de détails, la revue, rédigée par deux chercheurs pionniers dans le domaine des
systemes de délivrance lipidique Dr Cullis et Dr Felgner, retrace 1'évolution des LNPs pour

la délivrance d'acides nucléiques (Cullis & Felgner, 2024).

2. Composition des LNPs

Toutes les formulations LNPs actuellement approuvées par la FDA et 'EMA
(European Medicines Agency) contiennent quatre lipides. Les nombreuses propriétés
structurelles et biologiques des nanoparticules lipidiques ne sont pas attribuées a un seul
composant lipidique, mais résultent plutét de la combinaison de plusieurs lipides. Dans
cette perspective, nous décrirons comment différents lipides favorisent le développement

de caractéristiques clés des LNPs.

2.1. Lipides ionisables

La nature anionique de 'ARN nécessite I'utilisation de lipides chargés positivement
(cationiques) capables d’interagir par des interactions électrostatiques afin d’assurer une
encapsulation efficace dans les nanoparticules lipidiques par auto-assemblage. Ces lipides
constituent généralement 30 a 50 % des lipides totaux dans une formulation LNP. De
nombreuses recherches ont été consacrées a l'ajustement des propriétés des lipides
ionisables afin d'améliorer encore leur efficacité, en particulier dans les tissus difficiles a
atteindre. L'architecture globale des lipides cationiques et les lipides ionisables peut étre
divisée en trois parties fonctionnelles illustré dans la figure 13: (1) une téte hydrophile

(headgroup), (2) un élément de liaison (linker) et (3) des queues hydrophobe (tails). Selon
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le type de téte hydrophile, ces lipides peuvent étre subdivisés en deux catégories :
cationiques ou ionisables.

La téte hydrophile des lipides ionisables a généralement une charge protonable.
Les dimensions et la densité de charge du headgroup sont responsables de I'encapsulation
de l'acide nucléique, de la stabilisation du LNP, de l'interaction avec la membrane
cellulaire et de la facilitation de 1'échappement endosomal (endosome escape) (Ponti et
al, 2021). Le linker relie généralement le groupe de téte hydrophile aux queues
hydrophobe, bien que les linkers puissent étre une partie des queues. Le linker a un impact
sur la stabilité, la biodégradabilité, la cytotoxicité et I'efficacité de transfection des LNPs.
Les linkers couramment utilisés dans la conception des lipides ionisables sont présentés
dans la figure 13, b (Ponti et al,, 2021).

Les queues hydrophobes ont un impact sur le pKa, la lipophilie, la fluidité et la
fusogénicité, ce qui influence la formation et les performances des LNPs. En général, un
lipide ionisable comprend une a quatre queues hydrophobes contenant entre 8 et 20
atomes de carbone. Ces queues peuvent étre saturées ou insaturées (voir la figure 13, c).

Les lipides ionisables remplissent deux fonctions clés, notamment faciliter
I'encapsulation de 'ARNm dans les LNPs et favoriser la rupture de la membrane

endosomale afin de permettre la libération de 'ARNm dans le cytosol.
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Figure 13 : Structures chimiques des lipides cationiques/ionisables classés en fonction de leurs trois
composants fonctionnels : a) groupe de téte hydrophile, b) linker, et c) queue hydrophobe (Seo et al,
2023).

Il a été proposé que les lipides ionisables présentant une densité de charge du
groupe polaire sensible au pH améliorent la biocompatibilité des lipides cationiques, voire
l'efficacité de la délivrance de 'ARN. Pour présenter une charge positive de maniere
sélective en milieu acide, les lipides ionisables possedent généralement des groupes
polaires aminés dont le pKa apparent est proche ou inférieur a 6.4 (Tilstra et al., 2023).
Ces groupes restent protonés dans un milieu acide (pH < 7,4), ce qui permet la
complexation avec les acides nucléiques anioniques. Lors du mélange et de 'assemblage
a pH acide (pH = 4), les lipides ionisables portent une charge positive et peuvent donc
encapsuler les acides nucléiques anioniques. En revanche, ils restent presque neutres,
avec une charge de surface légerement cationique, dans des conditions physiologiques

(pH = 7,4). Cette charge nette, dépendante du pH, confere aux LNPs a base de lipides
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ionisables une biocompatibilité accrue, car elle empéche l'adhésion indésirable de
composants sériques a la membrane lors de la circulation in vivo. Plus important encore,
I'endocytose conduit a linternalisation dans des compartiments intracellulaires,
notamment les endosomes, caractérisée par un pH plus faible que celui du cytoplasme, ce
qui provoque la protonation des lipides ionisables, entrainant la déstabilisation des

particules et la libération de I'ARN.

2.2. Les phospholipides helpers

Les phospholipides ne représentent généralement que 10 a 20 % des lipides totaux
dans une formulation LNP. Ils contribuent a 'encapsulation des acides nucléiques et a la
stabilisation des LNPs. Ils sont utilisés comme lipides structurels en raison de leur
capacité a s'organiser spontanément en bicouches lipidiques et de leurs températures de

transition de phase élevées, qui conferent une grande stabilité aux membranes des LNPs.

Le DSPC est un lipide structurel composé d'un groupe de téte phosphatidylcholine
(PC) et de deux queues saturées a 18 atomes de carbone, formant ainsi une bicouche
lipidique étroitement empilée (phase lamellaire). Il a été utilisé dans les LNPs approuvées
cliniquement, comme les thérapies a base de siRNA (Onpattro) en 2018, ou encore les

vaccins a ARNm contre le SARS-CoV-2 en 2020.

Le DOPE est un autre phospholipide fréquemment utilisé dans les formulations
LNPs. Le DOPE forme une couche lipidique plus fluide en raison de ses queues insaturées
et sa capacité intrinseque de s’organiser en phase hexagonale II (Hu). Cette phase Hu
facilite la fusion de la membrane lipidique avec la membrane endosomale, ce qui entraine
la libération cytosolique d'acide nucléique. Récemment, Zhang et al,, ont rapporté que le
DOPE entralnait une accumulation hépatique des LNPs C12-200, tandis que le DSPC
entralnait une accumulation rénale apres administration intraveineuse, suggérant ainsi

l'influence de la structure lipidique sur la biodistribution des LNPs (R. Zhang et al., 2021).

2.3. Le stérol

Le cholestérol est un composant naturellement abondant des membranes
cellulaires et I'un des lipides structurels les plus utilisés dans les formulations LNPs avec
un ratio molaire généralement de 20 a 50%. Lincorporation du cholestérol dans la

formulation des LNPs permet d’augmenter la stabilité des nanoparticules en modulant la
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rigidité des membranes. De plus, le cholestérol empéche les flux nets entrants/ sortants

et préserve l'intégrité de la membrane.

Il est intéressant de noter qu'une étude menée par Patel et al, a montré que le
remplacement du cholestérol par des phytostérols naturels, comme le [(-sitostérol,
permettait d'améliorer considérablement la délivrance de 'ARNm par les LNPs. Cette
amélioration serait due a un trafic lipidique différentiel dans la voie endocytaire et a une
augmentation de 1'échappement endosomal des LNPs (S. Patel et al.,, 2020a). Bien que le
mécanisme par lequel les LNPs contenant du [(-sitostérol sont plus susceptibles
d'échapper a la voie endolysosomale reste inconnu, les auteurs suggerent que ces LNPs,
grace a leur forme polymorphe et a leur organisation multilamellaire, peuvent déformer
la membrane endosomale ou prolonger le délai de libération de I'acide nucléique (Eygeris

et al., 2020; S. Patel et al,, 2020a).

Le cholestérol se trouve principalement dans I'enveloppe externe du LNP, ce qui
explique pourquoi la modification de la structure du stérol peut induire des changements
dans l'organisation du LNP a la surface. De plus, une étude récente a suggéré que le
cholestérol migre vers I'enveloppe lipidique externe a partir du noyau du LNP lorsqu'il est

exposé a l'apolipoprotéine E (ApoE) (Sebastiani et al., 2021).

2.4. Les lipides PEGylés

Les lipides PEGylés (conjugué au polyéthyléne glycol) constituent le pourcentage
molaire le plus faible des composants lipidiques des LNPs (généralement 1,5 % en ratio
molaire) et contribuent a l'auto-assemblage des LNPs. En effet, la barriere stérique
hydrophile formée par les chaines PEG a la surface des LNPs limite la fusion des
nanoparticules entre elles durant leur formation, ce qui contribue a leur homogénéité. Le
PEG fournit aux LNPs une couche externe stérique qui empéche l'agrégation des
nanoparticules pendant le stockage et dans la circulation sanguine prolongeant ainsi la
durée de circulation des nanoparticules in vivo. Lokugamage et al, dans une étude
d’optimisation de LNP pour la délivrance de I'ARNm thérapeutique nébulisé dans les
poumons, ont démontré que les formulations totalement dépourvues de PEG-lipides
produisaient des LNPs instables et polydisperses d'un diametre supérieur a 200 nm
(Lokugamage et al., 2021). D'autres études ont démontré que l'ajout d’au moins 0.5% en

moles de lipides PEGylés permet I'obtention de LNPs stables, homogenes et d’une taille
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moins de 80 nm (Hald Albertsen et al., 2022). La stabilité apportée par le PEG lors de la
formulation est également durable dans le temps. Une autre utilisation potentielle des
lipides PEGylés consiste a fonctionnaliser la surface des LNPs. Les lipides PEGylés
fonctionnalisés permettent de bioconjuguer les LNPs a des ligands ou des
biomacromolécules afin de cibler des cellules. Par exemple, Singh et al, ont généré des
LNPs encapsulant une combinaison de siRNA, de la polo-like kinase 1 (PLK1) et du facteur
d'initiation de la traduction eucaryote 3c (elF3c) afin de cibler différentes voies cellulaires
essentielles a la progression du cancer de l'ovaire. Ils ont utilisé du DSPE-PEG-amine pour
conjuguer l'hyaluronane par une chimie NHS/EDC conventionnelle, dans le but de
fonctionnaliser les LNPs pour cibler les cellules exprimant le cluster de différenciation 44
(CD44). 1l est intéressant de noter que les LNPs recouvertes d'acide hyaluronique
présentent une activité fonctionnelle prolongée et une cinétique de croissance des
sphéroides réduite par rapport aux LNPs non recouvertes dans les tests in vitro (Singh et
al., 2021). Bien que le PEG soit utile pour la stabilité et la bioconjugaison des LNPs, sa
désorption est également essentielle pour la transfection cellulaire. Le taux de désorption
du PEG peut étre contrélé en formulant des LNPs a partir de lipides PEGylés ayant
différentes longueurs de chalne acyle (Hald Albertsen et al,, 2022).

Malgré les nombreux avantages de la formulation des LNPs, les lipides PEGylés ont
néanmoins été associés a des phénomenes pseudoallergiques, pouvant entrainer des

chocs anaphylactiques, par la génération d'anticorps anti-PEG (Vlatkovic, 2021).

Toutes ces propriétés sont en quelque sorte liées au rapport molaire du conjugué PEG-
lipide ainsi qu'a la structure et a la longueur de la chaine PEG et de la queue lipidique (Hald

Albertsen et al,, 2022).

3. Formulation des LNPs

La préparation des LNPs repose sur leur capacité d'auto-assemblage, c'est-a-dire
'organisation spontanée des composants lipidiques en entités nanostructurées par des
interactions intermoléculaires. La formation des LNPs commence par l'association
électrostatique entre les acides nucléiques chargés négativement et les lipides chargés
positivement dans un tampon dont le pH est généralement de 4. Les LNPs se développent
ensuite grace aux interactions hydrophobes et de van der Waals entre les composants

lipidiques. Le lipide PEGylé, 1'un des composants lipidiques, empéche l'agrégation des
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LNPs formées. En augmentant ensuite le pH a 7,4 par dialyse contre du PBS, le lipide
cationique ionisable est converti en une forme neutre, ce qui confére aux LNPs une charge

quasi neutre a des valeurs de pH physiologiques (figure 14) (Cullis & Felgner, 2024).
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Figure 14 : Schéma de l'assemblage des complexes ARN-LNE depuis le mélange a un pH de 4,0
jusqu'a la formation finale des particules a un pH physiologique de 7,4 (Brimacombe et al,, 2025).

Dans le cadre d'expériences de recherche a petite échelle visant a améliorer
I'administration d’ARN pour une application thérapeutique donnée, plusieurs parametres
de formulation des LNPs sont optimisés comme, la modification des structures chimiques
des lipides, leur concentration finale, les modifications de séquence de I'ARN, la quantité
d'ARN et le ratio lipide ionisable/acide nucléique (N/P : N pour azote et P pour
phosphore). Cependant, une fois cette formulation LNP optimisée, il peut étre difficile de
la produire a grande échelle avec les mémes caractéristiques pour des essais cliniques ou
une production commerciale, par exemple, car les méthodes de production a petite et a
grande échelle sont différentes. La production de LNP a petite échelle repose sur des
techniques de mélange a la pipette ou par microfluidique, tandis que la production a
grande échelle utilise le mélange en T (T-junction mixer), une méthode de mélange
turbulent dans laquelle deux flux entrants entrent en collision dans un dispositif de
meélange en forme de T. Cette technique a notamment été utilisée pour produire les LNPs

du vaccin contre le SARS-CoV-2 (Shepherd et al.,, 2023).

La microfluidique est aujourd'hui privilégiée pour les études précliniques, car elle

offre une bonne reproductibilité, permet un mélange rapide a 1'échelle microscopique et

43



Introduction

conduit a la formation de nanoparticules présentant une distribution granulométrique
uniforme, avec une efficacité d'encapsulation élevée. De plus, les récentes avancées dans
la fabrication de dispositifs microfluidiques ont rendu cette méthode plus accessible aux

chercheurs (Eygeris et al., 2022).

4. Caractérisations et controles qualités des LNPs

Plusieurs parametres doivent étre vérifiés et validés avant l'utilisation des LNPs,
que ce soit en recherche ou en clinique, notamment la taille, la morphologie, la
polydispersité, I'efficacité d’encapsulation, etc. Certains tests sont utilisés en routine,
tandis que d'autres sont réservés a des caractérisations approfondies, permettant par

exemple d'établir une relation structure-activité (Halamoda-Kenzaoui et al., 2021).

Les LNPs, en tant que formulation finale, sont composées dARNm et de lipides ; il est donc
essentiel d'évaluer l'identité et 1a pureté des composants individuels de cette formulation,
car ces excipients peuvent avoir un impact direct sur les propriétés physico-chimiques, la
stabilité et les performances biologiques de la formulation finale. La pureté des
composants lipidiques peut étre analysée a I'aide d'une chromatographie liquide a haute
performance (HPLC) associée a un détecteur a diffusion de lumiere par évaporation
(ELSD) ou détecteur d'aérosols chargés (CAD) (Nogueira et al.,, 2024). Pour 'ARNm, il est
nécessaire de vérifier la taille et l'intégrité. La technique d'électrophorese capillaire est
largement utilisée en laboratoire, a petite échelle, et méme a grande échelle sous une autre
forme a haut débit, comme le Fragment analyzer d'Agilent. D'autres méthodes basées sur
la chromatographie liquide a haute performance (HPLC), telles que la chromatographie
liquide en phase inverse (RP-HPLC), la chromatographie liquide par exclusion stérique
(SE-HPLC) ou la chromatographie liquide par échange d'ions (IEX-HPLC), ont également

été utilisées avec succes pour analyser la pureté d'un grand nombre de molécules dARNm.

La taille :

La taille moyenne et la distribution granulométrique des LNPs sont des facteurs
déterminants pour la qualité des LNPs et leur adéquation a diverses applications. Elles
influencent leur comportement in vivo, affectant la bio-distribution, I'absorption cellulaire
et l'activation du systeme immunitaire par les nanoparticules. En général, la taille

optimale des LNPs est comprise entre 20 et 200 nm. Ces propriétés sont généralement
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étudiées par diffusion dynamique de la lumiere (DLS). La spectroscopie de diffusion
dynamique de la lumiere (DLS) permet de déterminer le diametre hydrodynamique des
particules en analysant leurs mouvements browniens caractérisés par la diffusion de la
lumiere. Les particules de petite taille diffusent la lumiere plus rapidement, tandis que les
particules de plus grande taille présentent une diffusion plus lente. La DLS mesure le
coefficient de diffusion (D), qui est ensuite utilisé pour calculer le diametre
hydrodynamique (dun) a I'aide de 1'équation de Stokes-Einstein ci-dessous :

D = kgT
h 3nnD;

Dn : Diametre hydrodynamique

D¢ : Coefficient de diffusion translationnelle (nous le définissons par diffusion dynamique

de la lumiere)
1 : Viscosité du solvant ks : Constante de Boltzmann T : Température

La DLS est souvent utilisée pour caractériser rapidement et systématiquement la
distribution granulométrique lors d'études de criblage et de stabilité de divers types de
vecteurs de délivrance de médicaments a 1'échelle nanométrique. Cette technique
présente plusieurs avantages : une faible quantité d'échantillon nécessaire, un temps
d'acquisition et d'analyse réduit, ainsi qu'une compatibilité avec une grande variété de

compositions de solvants.

La structure:

La structure et la morphologie des LNPs ont été décrites comme ayant un effet
significatif sur leur temps de circulation, la libération de 'ARNm et leurs interactions avec
les membranes cellulaires. Des efforts ont été déployés pour comprendre l'impact du
choix des lipides, de la composition et de la méthode de formulation sur la formation de
la structure des nanoparticules (Eygeris et al., 2022). La structure des nanoparticules a
été étudiée a l'aide de la diffusion neutronique a petit angle (SANS : small-angle neutron
scattering), de la diffusion des rayons X a petit angle (SAXS : small-angle x-ray scattering),
de la microscopie électronique en transmission (cryo-TEM), de la microscopie a

fluorescence et de la résonance magnétique nucléaire (RMN). Lutilisation de ces
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techniques pour I'étude de la structure et la morphologie des vecteurs lipidiques ont été

abordés en détails dans la revue (Nogueira et al., 2024).

Potentiel zéta :

La charge superficielle des LNPs est responsable des interactions avec les
membranes cellulaires et I'environnement biologique. La charge superficielle des LNPs
est généralement évaluée par des mesures du potentiel zéta. Cette technique est
généralement utilisée pour évaluer l'agrégation colloidale, et bien qu'il n'existe pas de
classification stricte, la charge superficielle est considérée comme faible si le potentiel
zéta se situe entre -20 et +20 mV. Parmi les différentes méthodes pour la détermination
du potentiel zéta, la diffusion électrophorétique de la lumiere (ELS) et la diffusion de la
lumiere par analyse de phase (PALS) sont les approches les plus courantes (Nogueira et

al, 2024).

Nous avons évoqué quelques parametres critiques des LNPs a vérifier, mais il en existe
d’autres qui n’'ont pas été abordés dans cette partie, notamment le pKa apparent des LNPs,

I’hydrophobicité de la surface des LNPs et la stabilité au stockage.

5. Optimisation des LNPs

Outre I'optimisation de la séquence d/ARNm et de sa production, I'optimisation des
LNPs présente également un grand potentiel pour améliorer considérablement la sécurité,
la stabilité et I'efficacité des thérapies a base dARNm. Différents parametres peuvent étre
optimisés. Comme le montre la figure 15, les LNPs conventionnelles se composent de
quatre éléments : des lipides cationiques/ionisables, des phospholipides auxiliaires, du

cholestérol et des lipides PEGylés.
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Figure 15 : Composants typiques et préparation des LNPs (Swingle et al, 2021).

La propriété de ciblage des LNPs est essentielle pour traiter diverses maladies. Elle
améliore |'efficacité des formulations ARNm-LNP et prévient leur toxicité systémique.
Dans des études récentes, les stratégies de ciblage des LNPs comprennent I'analyse de la
relation structure-activité, la modification des ligands a la surface ou encore la stratégie
de ciblage sélectif des organes (SORT: selective organ targeting). La conception
rationnelle des LNPs pour I'administration dARNm aux tissus extra hépatiques reste un
défi majeur a relever pour exploiter pleinement le potentiel de la technologie ARNm-LNP
dans le traitement de différentes maladies. En effet, les propriétés physiques et chimiques
des LNPs conventionnelles sont similaires a celles des lipoprotéines de tres basse densité
présentes dans le sang (VLDL : Very low-density lipoproteins), ce qui les rend susceptibles
d'adsorber l'apolipoprotéine E (ApoE), puis d'étre endocytées via le récepteur des
lipoprotéines de basse densité (LDLR : Low-density lipoprotein receptor), entrainant une
accumulation des LNPs dans le foie. La stratégie SORT a constitué une nouvelle « ligne
directrice » pour la conception de LNPs ciblant différents organes. Il a été démontré que
I'ajout d'un cinquieme composant (SORT component, molécule d’adressage) aux LNPs
conventionnelles a quatre composants permettait de cibler un organe spécifique in vivo,
ce qui conduisait a une administration extra-hépatique de 'ARNm (Dilliard et al., 2021).
Plus précisément, elles peuvent moduler la biodistribution des LNPs, le pKa apparent et
le type de protéines sériques adsorbées a la surface des LNPs, ce qui a un impact

significatif sur la capacité de ciblage des LNPs in vivo (Dilliard et al., 2021).
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L'autre défi majeur des systemes de délivrance lipidique, notamment des LNPs, est
'efficacité de l'échappement endosomal. Il existe trois types de voies d'absorption
cellulaire des LNPs : la macropinocytose, la phagocytose et l'endocytose assistée par
récepteur. Une fois absorbées, les LNPs sont piégées dans des endosomes et passent par
plusieurs compartiments endocytaires : les endosomes précoces, les endosomes tardifs et
les lysosomes. Les endosomes sont de petites vésicules qui se forment par endocytose a
partir de la membrane cellulaire, notamment les endosomes précoces et tardifs.
L'échappement endosomal se produit généralement au cours de la période des
endosomes précoces, lorsque les LNPs transportent 'ARNm vers les cellules cibles par
endocytose. L'environnement légérement acide des endosomes (pH d'environ 6,3 pour les
endosomes précoces, d'environ 5,5 pour les endosomes tardifs et d'environ 4,7 pour les
lysosomes) provoque la protonation des lipides ionisables et leur fusion avec la
membrane endosomale chargée négativement, ce qui facilite la libération de 'ARNm des
LNPs dans le cytoplasme pour sa traduction en protéines (Liu et al., 2021). L'échappement
endosomal peut étre amélioré en optimisant la valeur de pKa apparent des LNPs (P. Patel
et al., 2021). Le choix des phospholipides (par exemple, le DSPC et le DOPE) et leurs
proportions peuvent également améliorer I'échappement endosomal. Kauffman et al., ont
par exemple amélioré I'échappement endosomal de 'ARNm de l'érythropoiétine en
modifiant la proportion et la structure des lipides, ce qui a permis de multiplier par sept

la transfection de 'ARNm (Kauffman et al., 2015).

L'application rapide et évolutive des vaccins a ARNm dépend fortement de leur stabilité
durant le stockage et des contraintes logistiques. Plusieurs études ont été menées et
d’autres sont en cours pour améliorer la stabilité des complexes ARNm-LNP et rendre
cette technologie accessible a tous, notamment dans les pays ou il est difficile d'assurer

une chaine du froid a -80 °C (S. Wang et al., 2024).

D’autres axes, non abordés ici, peuvent étre optimisés pour améliorer la délivrance
d’ARN avec les LNPs, comme la réduction de I'immunogénicité des LNPs due au lipide PEG
et aux autres lipides. En effet, le lipide cationique/ionisable avec son groupe amine est
reconnu par les TLR2 et TLR4 situés a la surface des macrophages et d'autres cellules, ce

qui stimule I'immunogénicité (Chaudhary et al., 2024; Vlatkovic, 2021).
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Résultats

Impact des lipides auxiliaires sur l'efficacité et le
trafic intracellulaire des LNPs

L'approbation des vaccins Comirnaty® de Pfizer/BioNTech et Spikevax® de
Moderna contre le SARS-CoV-2 illustre I'efficacité des LNPs en tant que vecteurs lipidiques

pour la délivrance d’ARNm.

Néanmoins, ces systemes de délivrance, comme évoqué dans le chapitre 2, présentent des
limites, notamment en ce qui concerne |'efficacité de I'’échappement endosomal. Plusieurs
études ont démontré que le taux d’ARN délivré dans le cytosol lors de la transfection des

cellules par les LNPs était faible (1 a 2.5 %) (Gilleron et al., 2013).

Des études ont démontré que les lipides auxiliaires (phospholipides et stérols) influent
sur la structure, la stabilité et le trafic intracellulaire des LNPs modulant ainsi leur
efficacité dans la délivrance de 'ARNm (S. Wang et al, 2024). Les phospholipides
auxiliaires, comme le DOPE et le DSPC sont connus pour contribuer a la stabilité et a
l'efficacité des formulations. Le DSPC est un phospholipide qui prend une forme
cylindrique, ce qui confere une grande stabilité aux formulations LNPs (Barbieri et al,
2024), tandis que le DOPE possede des propriétés fusogenes induirait de meilleures
efficacités de transfection au dépend d’'une moindre stabilité (R. Zhang et al,, 2021). Parmi
les différentes études menées sur les stérols dans la formulation de LNP, le groupe Sahay
a révélé que les LNPs préparées avec du [3-sitostérol, un analogue naturel du cholestérol,
étaient plus efficaces. L'inclusion de [3-sitostérol a la place du cholestérol a amélioré la
transfection de I'ARNm. Cette amélioration serait due aux différences dans Ila

microstructure des LNPs et dans le trafic intracellulaire (S. Patel et al., 2020b).

Notre objectif était d'étudier l'impact des lipides auxiliaires sur le trafic
intracellulaire des LNPs et d'identifier une formulation offrant une efficacité de délivrance
élevée. Pour ce faire, nous avons comparé différentes formulations de LNP contenant des
lipides auxiliaires différents pour la délivrance d’ARNm, in vitro et in vivo. Les trois
formulations comparées sont des LNPs contenant du DSPC et du cholestérol (la

référence), du DOPE et du cholestérol, ou du DOPE et du 3-sitostérol.
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Abstract: Lipid Nanoparticles (LNPs) are a leading class of mRNA delivery systems. LNPs are made
of an ionizable lipid, a polyethyleneglycol (PEG)-lipid conjugate and helper lipids. The success of
LNPs is due to proprietary ionizable lipids and appropriate helper lipids. Using a benchmark lipid
(D-Lin-MC3) we compared the ability of three helper lipids to transfect dendritic cells in cellulo
and in vivo. Studies revealed that the choice of helper lipid does not influence the transfection
efficiency of immortalized cells but, LNPs prepared with DOPE (dioleylphosphatidylethanolamine)
and f-sitosterol were more efficient for mRNA transfection in murine dendritic cells than LNPs
containing DSPC (distearoylphosphatidylcholine). This higher potency of DOPE and p-sitosterol
LNPs for mRNA expression was also evident in vivo but only at low mRNA doses. Overall, these
data provide valuable insight for the design of novel mRNA LNP vaccines.

Keywords: mRNA therapy; intracellular trafficking; LNP

1. Introduction

Messenger RNA (mRNA) is a promising means of vaccination [1-8]. The potency of
mRNA technology to rapidly provide approved vaccines has recently been demonstrated
with anti-SARS-CoV-2 vaccines [9]. These approved mRNA vaccines are formulated as
Lipid nanoparticles (LNP), the most clinically advanced mRNA delivery system, to protect
mRNA against nucleases and allow intracellular uptake and translation of the mRNA [10-12].
In vivo, mRNA should be delivered to antigen-presenting cells such as dendritic cells (DCs)
to induce adaptive protective immune responses [6,10,13].

LNPs are prepared by microfluidic mixing of lipids in ethanol and mRNA in an
acidic buffer (pH < 4.0) [11]. Lipids include an ionizable lipid (pKa < 7) that will be
protonated at acidic pH to condense mRNA and release mRNA inside the cells. This
multicomponent system also contains cholesterol for stabilization, a helper lipid for en-
dosomal escape (DOPE (1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphatidyl-ethanolamine) or DSPC
(distearoylphosphatidylcholine) and a PEGylated (polyethyleneglycol) lipid to prevent
aggregation of LNPs. Moreover, several techniques exist for the large scale production of
mRNA LNPs [14].

During the endocytosis of nanoparticles (including LNPs), the cell plasma membrane
starts to invaginate to entrap nanoparticles inside small vesicles. These vesicles are routed
to the early endosome and, subjected to an acidic pH gradient from mildly acid early
endosomes (pH 6.3) to late endosomes (pH 5.5) and finally lysosomes (pH < 5) [15-17]. As
lysosomes are a degradation compartment, a key parameter for a LNP formulation is to
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limit mRNA entrapment in the endosomes (reviewed in [4,10-12]). Indeed, only ~1-2.5%
mRNA was detected in the cytosol after transfection of human epithelial cells with mRNA
LNPs made of the ionizable lipid D-Lin-MC3-DMA, which is commonly used for those
formulations mRNA LNPs [18,19]. This drastic limiting step led to the development of
formulations with different strategies for enhanced intracellular delivery and endosomal
escape [12].

Previous studies with mRNA LNPs insisted on the importance of the helper lipid
or the cholesterol analog for mRNA transfection [11,20-22]. The flexibility of mRNA,
with an exposition of nucleobases leads to electrostatic and hydrophobic interactions with
the lipids, similar to single-stranded DNA [23,24]. Structures of mRNA-LNPs have been
described by cryo-TEM (Transmission electron cryomicroscopy) and SAXS (Small-Angle
X-ray Scattering) either as lamellar [25] or disordered inverted hexagonal [26]. The influence
of lipid composition on LNP structure has been reviewed recently, with a focus on resolved
structures [27]. SAXS studies identified distinct locations of lipids in LNPs, with segregation
of DSPC at their surface [25]. Moreover, the choice of helper lipid was shown to drastically
change LNP tissue tropism after intravenous injection and in vivo mRNA expression due
to the binding of distinct proteins in the circulation [28,29]. Concerning the helper lipid,
DOPE was shown to yield higher cellular transfection efficiency over the more frequently
used DPSC with less inflammation at the injection site [30-33]. This was attributed to
the organization of DOPE in the hexagonal phase favorable to membrane fusion [22,34].
The Sahay group revealed higher potency of LNPs prepared with the cholesterol analog
(3-sitosterol [21,35]. The inclusion of (3-sitosterol instead of cholesterol improved mRNA
transfection by 48-fold in cancer cells and by 14-fold in primary macrophages.

Such enhancement was attributed to differences in LNPs microstructure and intracel-
lular trafficking.

Studies on helper lipids were carried on by different groups, making side-by-side com-
parisons difficult. We used a FDA-approved lipid formulation of D-Lin-MC3, cholesterol,
DSPC and DMG-PEG at 50:38.5:10:1.5 molar ratios as a benchmark. This formulation is
approved as the siRNA therapy ONPATTRO® [36]. Aiming to present correlations for LNP
performance, we compared three types of LNPs containing either DSPC and cholesterol,
DOPE and cholesterol or DOPE and B-sitosterol based on their ability to transfect cell
lines in culture, their intracellular trafficking patterns in DC, and in vivo expression after
intramuscular injection.

2. Materials and Methods

All reagents were purchased from Sigma (St. Quentin Fallavier, France) unless oth-
erwise stated. mMESSAGE mMACHINE T7 ULTRA Transcription Kit, was purchased
from Thermo Fisher (Montigny-le-Bretonneux, France). DOPE (1,2-Dioleoyl-sn-glycero-3-
phosphoethanolamine), DMG-PEG (1,2-dimyristoyl-rac-glycero-3-methoxypolyethylene
glycol-2000), were from Avanti Polar Lipids (Alabaster, AL, USA). DSPC (1,2-distearoyl-
sn-glycero-3-phosphocholine), cholesterol and [3-Sitosterol (ref 85451) were from Sigma
Aldrich (Lyon, France). D-Lin-MC3 was from Clinisciences (Nanterre, France). All primers
were obtained from Eurogentec (Seraing, Belgium). The structures of these lipids are
presented in Figure S1.

2.1. Plasmids

The pGEM4Z-EGFP plasmid containing a T7 promoter for the production of EGFP
RNA has been previously described [37,38]. GFP-rab7 WT was a gift from Richard Pagano
(Addgene plasmid #12605) [39]. EGFP-Rabl1a-7 was a gift from Michael Davidson (Ad-
dgene plasmid #56444) [40]. pDNA used in this study was amplified in E. coli DH5x and
purified using an Endofree Plasmid Mega Kit (Qiagen, Courtaboeuf, France).
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2.2. In Vitro Transcription of GFP mRNA

Anti-reverse cap analog (ARCA)-capped RNA with a poly(A) tail coding the reporter
gene EGFP (Enhanced Green Fluorescent Protein) was produced by in vitro transcription
using the T7 mMessage mMachine kit as in [37,38]. The RNA concentration was determined
by absorbance at 260 nm; RNA had 260:280 ratios > 2 and was stored at —80 °C in small
aliquots. The quality of GFP mRNAs was verified by Agilent analysis (Figure S3).

2.3. Cell Culture

DC2.4 murine DC cells were a gift from Kenneth L. Rock [41]. Cells were grown at
37 °C in a humidified atmosphere containing 5% CO,. DC2.4 cells were grown in RPMI
1640 medium supplemented with 10% heat-inactivated fetal bovine serum. HEK293 human
immortalized cells were grown in Eagle’s Minimum Essential Medium supplemented with
10% heat-inactivated fetal bovine serum. Cells were mycoplasma-free as evidenced by
MycoAlert Mycoplasma Detection Kit (Lonza, Levallois Perret, France).

2.4. LNP Preparation

LNPs were prepared according to [42,43]. Briefly, D-Lin-MC3-DMA, DSPC, DOPE,
cholesterol, and DMG-PEG-lipid were solubilized in ethanol at a molar ratio of 50:10:38.5:1.5,
and a nitrogen-to-phosphate ratio of 6. mRNA was dissolved in citrate buffer (50mMcitrate
buffer [pH 4.0]). The two components were mixed at a 3:1 volume ratio of mRNA to
lipid solution with a 12 mL/min flow rate using an Ignite microfluidic system (Precision
Nanosystems, Vancouver, Canada). mRNA-containing samples were diluted 40-fold with
PBS (pH 7.4) and concentrated by centrifugation with Amicon® Ultra-15 Centrifugal Filter
Units (Merck, Lyon, France) at 4000 g for 30 min at 4 °C. The encapsulation efficiency was
measured with the Quant-iT RiboGreen RNA Assay Kit (Life Technologies, Carlsbad, CA,
USA) using a microplate reader.

2.5. LNP Characterization

The size and zeta potential of LNP were determined by DLS using Nano S zetasizer
(Malvern) and, a SZ-100 nanoparticle analyzer (Horiba), respectively. LNPs were diluted in
PBS (phosphate-buffered saline, pH 7.4) before DLS and zeta potential measurements. For
aggregation studies, the size of LNPs was monitored after incubation at 37 °C with PBS
containing 7% heat-inactivated fetal bovine serum, as in [38].

2.6. Gel Electrophoresis

LNPs and free mRNA were analyzed on a 1% agarose gel containing Ribogreen
(ThermoFisher) at a 1/5000 dilution. 1 ug of mRNA was loaded per lane. Gels were imaged
using a GelDocXR* Imager (Biorad, Hercules, CA, USA).

2.7. Transfections and Flow Cytometry

Cells were transfected with either LNP or Lipofectamine Messenger Max (LFM,
Thermo Fisher) as commercial standard using 1.7 uL. of LEM per ug of mRNA in Op-
tiMEM, at 70-80% confluency in 24-well plates using containing 0.5 pg of RNA encoding
EGFP per well. Transfection was performed in complete media. Transfection efficiency
was evaluated at 24 h after transfection. The cell-associated fluorescence intensity was
measured with a flow cytometer (FORTESSA X20; Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ,
USA) with Aex = 488 nm; Aem = 530 & 30 nm. The fluorescence intensity was expressed as
the mean fluorescence intensity of 10,000 events.

For cellular uptake experiments, LNP were prepared with Cyanine 3-labeled mRNA.
mRNA was labeled with Cyanine 3 using Label IT® Nucleic Acid Labeling Reagents (Mirus
Bio LLC, Madison, WI, USA), following manufacturer’s instructions.
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2.8. In Cellulo Cytotoxicity

Cytotoxicity was evaluated performing an MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide) assay as in [37]. Briefly, a solution of MTT (5 mg/mL
in PBS) was added to the cells in a culture medium, and the cells were incubated for
4 h at 37 °C. Then, the formazan crystals were solubilized with acidic isopropanol and
the absorbance was measured at 570 nm with a Victor I spectrophotometer. Cell viabil-
ity was expressed as a percentage of the absorbance of untransfected cell cultures in the
same conditions.

2.9. Analysis of Intracellular Distribution of LNP by Confocal Microscopy

We used confocal microscopy to evaluate the subcellular distribution of mRNA-LNPs
using a LSM 980 Airyscan 2 confocal microscope (Carl Zeiss, Oberkochen, Germany), based
on [44]. DC 2.4 cells were seeded on glass coverslips in 24-well plates at 120,000 cells per
well. Early endosomes were stained by transduction with CellLight® Early Endosomes-GFP
baculoviruses expressing the early endosomes protein Rabba fused to green fluorescent
protein (Thermo Fisher Scientific Inc., Yokohama, Japan) following manufacturer’s protocol.
To label other organelles, cells were transfected with pDNA encoding either EGFP-Rab7
(late endosomes) or EGFP-Rabl1 (recycling endosomes). EGFP-Rab pDNA was trans-
fected using Lipofectamine 3000 (ThermoFisher) with 0.5 ug mRNA per well 24 h before
incubation with mRNA-LNP complexes. Cells were incubated with complexes prepared
with 0.5 pg Cy3-labeled mRNA for 4 h at 37 °C. Then, cells were washed with PBS before
fixation in 4% paraformaldehyde and mounted with Fluoromount-G™ Mounting Medium
containing DAPI (Thermo Fischer, Waltham, MA USA). Weighted colocalization coefficients
between Cy3-labeled mRNA and GFP- labeled organelles were determined using Zen Blue
software version 3.2 (Carl Zeiss, Oberkochen, Germany). This calculation considers the

intensity values of the summed pixels. The software uses the following equation for Pear-

Y- (Chli—Chlavg)(Ch2i—Ch2avg)
J/(E(Chli—Chlavg)* (Ch2i—Ch2avg)*) *
The calculation analyses take into account the signal intensities in colocalized and non-
colocalized regions.

son’s colocalization coefficient (PCC) calculation: PCC =

2.10. In Vivo mRNA Expression

All procedures were approved by the French Ministry of Research (#30279). 7-8 weeks
Balb/c mice received 5 pg Capl-capped and 5-methoxyuridine modified firefly luciferase
mRNA (Oz Biosciences, Marseille, France) formulated as LNP. LNP were injected into
the tibialis muscle. Animals were imaged at 6 h, 24 h, 48 h, and 72 h post-injection using
an IVIS Lumina system Imaging system (PerkinElmer, Villebon-sur-Yvette, France) 5 min
after intraperitoneal injection of 200ul of the D-Luciferin substrate (Promega, Madison, WI,
USA). Luciferase signal was quantified using Living Image software (Perkin Elmer).

2.11. Statistical Analysis

The data were tested for statistical significance using ANOVA. All numerical data are
expressed as mean + SD, n = 3. Experiments were performed twice in triplicates. Any
p-value less than 0.05 was considered statistically significant.

3. Results and Discussion
3.1. Formation of LNP

Based on previous reports, we prepared LNPs with the following molar ratios: 50% of
D-Lin-MC3 ionizable lipid, 10% helper lipid (DSPC or DOPE), 38.5% of sterol (choles-
terol or (3-sitosterol) and 1.5% PEGylated lipid at an N/P ratio of 6 [9,10,33]. Struc-
tures of lipids are presented in Figure S1. This resulted in testing three formulations:
MC3/DSPC/Cholesterol /PEG (referred as DSPC/Chol), MC3/DOPE /Cholesterol /PEG
(referred as DOPE/Chol), and MC3/DOPE/ 3-sitosterol/PEG (referred as DOPE/3S). S
possesses an additional ethyl group at the C24 position. All formulations resulted in LNPs
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of 76-95 nm with a neutral zeta potential (Table 1). Complexation of mRNA was verified by
gel electrophoresis, with no free mRNA detectable (Figure 1A). Interestingly, DSPC contain-
ing LNPs exhibited a lower polydispersity index (0.066 for MC3/DSPC/Cholesterol/PEG
vs. 0.16 for MC3/DOPE /Cholesterol /PEG and 0.13 for MC3/DOPE/ 3-sitosterol /PEG).
These results indicate similarly low polydispersity for the three types of LNPs. We also
monitored the size of LNPs after incubation with serum and at 37 °C by dynamic light
scattering (Figure 1B). Proteins in serum could interact with the surface of LNPs and
induce their aggregation. The three types of LNPs remained stable during incubation
confirming the PEG-mediated stabilization of the nanoparticles in serum as previously
reported [38,45,46]. The size of DOPE/3S LNPs moderately increased from 90 nm to
120 nm over 8 h. This may suggest an evolution (a rearrangement/fusion of LNP) toward
larger particles induced by the presence of 3S at the LNP surface, as it has been observed
for liposomes [47]. Nevertheless, a moderate 20-30 nm size increase of mRNA-LNPs in
the presence of serum was also reported by Miao et al. suggesting this will not affect the
capacity of DOPE/3S LNPs to transfect cells [46].

Table 1. Size and zeta potential of LNPs.

Composition Size (nm) Polydispersity Index Zeta Potential
(mV)
MC3/DOPE/Chol/PEG 84/13 0.16/0.02 -1.6/2.3
MC3/DSPC/Chol/PEG 76/6 0.066/0.046 4/1.5
MC3/DOPE/ 3S/PEG 95/5 0.13/0.1 -0.1/3
Lipofectamine 240/46 0.41/0.22 ~1.6/3

Messenger max

Abbreviations: Chol, cholesterol; S, 3-sitosterol. n = 3, data are presented with standard deviation.

(A) (B)

free
DOPE/Chol DSPC/Chol DOPE/BS mRNA

WV DOPE/Chol €@ DSPC/Chol @ DOPE/BS

EEE +++++++

RS b3 2221222

Hours

Figure 1. mRNA complexation and stability of mRNA LNPs in serum-containing media. (A), mRNA
complexation: Free or LNP-complexed mRNA were run on an agarose gel electrophoresis; (B), Size
stability: LNPs were incubated in media containing bovine serum at 37 °C and size was monitored
by DLS. DLS measurements are the mean of two experiments.

3.2. Cellular Transfection Efficiency
Next, we compared the transfection efficiency of the three types of LNPs (Figure 2).
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Figure 2. Evaluation of mRNA LNPs transfection efficiency: LNPs prepared with EGFP mRNA were
used to transfect HEK cells (A,C) or DC 2.4 cells (B,D). Transfection efficiency and cytotoxicity were
measured 24 h after transfection. Data are presented as mean =+ SD of two experiments performed in
triplicates, * p < 0.05 compared to other LNPs.

As most in cellulo studies on mRNA LNPs use human cancer cell lines or immortalized
cells [20,35,48], we also transfected human HEK cells (Figure 2A,C). In these immortalized
cells, the three types of LNPs were capable of transfecting more than 60% of cells, albeit
lower than the commercial LFM standard (90% transfected cells). Contrary to DCs, lower
MEFI were detected in HEK cells transfected with DOPE/3S LNPs (583 MFI) compared to
DSPC/Chol LNPs (1539 MFI) and DOPE/Chol LNPs (1607). In HEK cells, their transfection
with LFM, DOPE/Chol LNPs, and DSPC/Chol LNPs induced cytotoxicity leading to only
65-70% viable cells after transfection (Figure 2C). Interestingly, DOPE/3S LNPs were better
tolerated with 80% viable cells after transfection.

As our focus is mRNA vaccination, we also evaluated the transfection efficiency of
those formulations on the murine DC2.4 DC cell line, [49-51] (Figure 2B,D). The percentage
of transfected DC is lower (40-70%) compared to that of HEK cells (60-80%). Lower
transfection efficiency in murine dendritic cells was expected as they are notoriously
harder to transfect than human cancer or immortalized cells [52,53] but it could also be
attributed to the species-dependent cellular response to mRNA LNPs recently reported [54].
Whereas DOPE /Chol and DOPE /S LNPs transfected 65-70% DCs—that is more than
the commercial standard Lipofectamine Messenger Max® (LFM, 45%)—DSPC/Chol LNPs
only transfected 15% of DCs. When looking at the mean fluorescence intensity (MFI),
correlated with intracellular eGFP copies related to mRNA expression, a striking contrast is
observed between LEM (28,000 MFI) and LNPs (90-240 MFI). Better transfection efficiency
of DOPE-LNPs over DSPC-LNPs is in agreement with previous optimization experiments
made for mRNA LNPs [22,30,33]. Such a gap in MFI, corresponding to a 100-fold difference,
suggests different intracellular processing of the two types of complexes in DCs. Note
that more than 80% of cells were viable in all groups after transfection indicating a lack of
cytotoxicity (Figure 2D).
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3.3. Intracellular Trafficking of mRNA in DCs

We deciphered the intracellular fate of the three types of LNPs in DC. To do so,
we combined quantitative cellular uptake by flow cytometry and confocal microscopy.
The three types of LNPs exhibited a similar cellular internalization with more than 80%
cyanin3 mRNA-positive cells after 4 h incubation (Figure 3E), in agreement with previous
studies [22,42].

(A) Rab5 Cy3mRNA
DSPC Chol DOPE Chol DOPE BS

B Rab7 Cy3mRNA
(B)  pspc chol DOPE Chol DOPE S

(C) Rab11 Cy3mRNA
DSPC Chol DOPE Chol

(D) O Rab5 O Rab7 M Rab11 (E)
~ 80—
o
s>
0-8 4 -I- o8 60—
= 2 g
2 - =2
§o-° .8 29 20—
E : .| =3
2 0.4 E =
8 £ 2 20—
0.2 - u
0O —
o & 1Pl lg
¥ 99808 So
pspc | popE | borE | LFM S oF &<
Chol  Chol BS

Figure 3. Intracellular trafficking of Cy3 mRNA-LNPs in DC 2.4 cells by confocal microscopy and
flow cytometry: (A), Rab5-GFP colocalization with Cy3 mRNA; (B), Rab5-GFP colocalization with
Cy3 mRNA; (C), Rab5-GFP colocalization with Cy3 mRNA; (D), Pearson’s colocalization coefficient
quantification; (E), quantification of Cy3 mRNA-LNPs uptake in DC 2. cells by flow cytometry.
Nuclei were stained with DAPI. Bar represents 20 um. Data are presented as mean + SD, * p < 0.05
compared to DSPC/Chol LNPs., # p < 0.05 compared to all LNPs. Zoomed areas are shown in inserts.
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We further investigated the intracellular trafficking of Cy3-labeled mRNA using confo-
cal microscopy and cells expressing chimera fluorescent proteins to label critical organelles:
EGFP-Rab5, EGFP-Rab7, and EGFP-Rabl11 to label early endosomes, late endosomes, and
recycling endosomes, respectively (Figure 3A-C and Figure S2) [16,55-57]. Endosomal
trafficking was studied 4 h after transfection as in the original report comparing cholesterol
and (3-sitosterol LNPs [21]. A summary of Pearson’s colocalization coefficient (PCC) data is
presented in Figure 3D, representative confocal pictures for each condition are presented in
Figure 3A-C. The three types of LNPs exhibited high retention in early endosomes, with
PCCs of 0.7-0.8. By contrast, LFM had a markedly decreased retention in early endosomes
(PCC of 0.44) suggesting a faster intracellular routing (Figure S2).

Interesting to note that the percentage of transfected cells by DOPE/Chol and DOPE/ 35S
formulations is higher than that of LFM. By contrast, the translation efficiency reflected
by the MFI values (Figure 2) of cells transfected with LEM is at least 100-fold more than
those obtained with other LNPs. Therefore, it is tempting to suggest that the low retention
of LFM formulations in early endosomes could be due to a better endosomal escape of
LFM-delivered mRNA leading to the higher mRNA expression with LFM in DCs.

The three types of LNPs and LFM resulted in a similar mRNA distribution in late
endosomes. Such a lack of difference in Rab7-compartments trafficking of nanoparticles
with different transfection efficiency agrees with a previous study on LNP intracellular
trafficking indicating a lack of predictive value of late endosome distribution [58]. Further-
more, the indistinguishable endosomal distribution profiles of cholesterol and (3-sitosterol
LNPs are in agreement with a previous report [21].

We also imaged the distribution of mRNA in Rab11 recycling endosomes which play
a key role in routing to exocytosis or lysosomes [59-61]. LFM, DOPE/Chol, and DOPE/3S
which are the most efficient formulations in DC2.4 cells in terms of percentage of transfected
cells had a comparably low distribution in Rab11 compartments with PCCs between 0.3
and 0.4. On the contrary, DSPC/Chol LNPs which transfected less than 20% DC2.4 were
highly localized in recycling endosomes (PCC or 0.81). This observation suggests that those
particles could be exocytosed explaining the low transfection efficiency. Such an inverse
correlation between Rab11 accumulation and transfection efficiency in dendritic cells is
consistent with results on DNA lipoplexes in human cancer cells [62].

Last, the difference in transfection efficiency cannot be due to the difference in endocy-
tosis. Indeed, the intracellular quantification of Cy3-mRNA delivered with the different
formulations revealed that all formulations are similarly up taken by the DC2.4 cells.

3.4. In Vivo Expression of mRNA

We next tested the expression of mRNA LNPs in mice. We chose the intramuscular
route as it allows a maximal localized mRNA expression and it was the route used for the
approved mRNA vaccines [9-11,53]. To the best of our knowledge, no study compared
DSPC/Chol, DOPE/Chol, and DOPE/S LNPs in vivo. We compared three doses of
mRNA: 1 ug, 2 ug and 5 pg mRNA as low, intermediate, and high dose, respectively
(Figure 4). Noteworthy, when the lowest dose of mRNA-LNPs was injected (Figure 4,
mouse’s left paws), DOPE/ 3S LNPs achieved superior luciferase expression over DOPE
Chol and DSPC/Chol LNPs at 24 h (6.7 and 6-fold, respectively).

When formulated with 2 pg mRNA (Figure 4, mouse’s right paws), DOPE/3S and
DOPE/Chol NPs resulted in similar expression from 6 h to 72 h. Whilst DSPC/Chol
LNPs were inferior with a five-fold higher luciferase signal compared to DOPE/3S and
DOPE/Chol NPs. Following the same tendency, injection of 5 pg mRNA (Figure 4B)
produced a similar signal with DOPE/3S and DOPE/Chol LNPs at 6 h, 48 h, and 72 h. At
24 h post-injection, DOPE/3S LNPs resulted in the brightest luminescence: three-fold over
DOPE/Chol LNPs and DSPC/Chol LNPs. DSPC/Chol group showed the lowest luciferase
signal at 6 h and 24 h confirming the results obtained with 1 pug and 2 pg mRNA doses.
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Figure 4. Evaluation of mRNA LNPs in vivo expression: (A), representative images of luciferase
expression 24 h after intramuscular injection of 1 pg or 2 g mRNA-LNPs, signal was during 3 days
(n = 3); (B), representative images of luciferase expression 24 h after intramuscular injection of
5 ug mRNA-LNPs, signal was during 3 days (n = 3). Data are presented as mean =+ SD, * p < 0.05
compared to DOPE/Chol LNPs and DOPE/3S LNPs, # p < 0.05 compared to DOPE/Chol and

DSPC/Chol LNPs.
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We must point out that studies comparing DOPE and DSPC co-lipids in mRNA
LNPs have been performed with intravenous or subcutaneous injection routes rather than
intramuscular routes [22,30,33]. Our experiments confirmed the previous studies with
the benefit of DOPE and 3S combination for in vivo mRNA delivery, particularly evident
at 1 pg and 5 pug doses of mRNA. In accordance with our study, Alvarez-Benedicto et al.
reported better expression of luciferase in the spleen and liver of luciferase after intravenous
injection in mice of mMRNA LNPs containing DOPE over DSPC [22].

Our results of better efficacy of DOPE-containing LNPs over DSPC-containing LNPs
might be explained by differences in corona formation and cell interaction with DSPC and
DOPE-LNPs for each route. Yet, complementary studies will be required to decipher the
impact of cholesterol, 3-sitosterol and DOPE on the structure of LNPs. Such multiscale
analyses including cryo-TEM and SAXS will connect LNP structure and lipid location with
LNP activity in cellular models and in vivo. Oberli et al. evidenced as well an induction
of inflammation at the injection site after subcutaneous injection of DSPC-LNPs in 20%
of mice and 0% of mice with DOPE-LNPs suggesting an impact of the helper lipid on
immune cell activation/recruitment in vivo [33]. The findings reported are in accordance
with those of Hattori et al. on sterol derivatives for siRNA delivery in murine cancer
cells and mice lungs [63]. They compared the silencing activities of lipoplexes made of
DOTAP (1,2-dioleoyl-3-trimethylammonium-propane) and four different sterol derivatives:
cholesterol, stigmasterol, ergosterol, and 3S. DOTAP-based lipoplexes moderately inhibited
gene expression irrespective of the sterol derivative in murine cancer cells. They noted
similar gene knockdown in the liver 48 h after intravenous injection of 20 ug siRNA —
reflecting a high dose of RNA- delivered by cholesterol or 35S liposomes, corroborating
the comparable luciferase expression we observed after intramuscular injection of 5 pg
cholesterol or S mRNA LNPs at 48 h.

4. Conclusions

We present here the first study comparing both DOPE or DPSC and cholesterol or
[3-sitosterol for mRNA delivery in cellulo and in vivo.

Previous experiments comparing (3-sitosterol and cholesterol were performed in
HEK293 human cells only and no data in immune cells nor in vivo have been reported yet.
They reported a 20-fold higher expression of mRNA after transfection with (3-sitosterol
LNPs over cholesterol LNPs in HEK293 cells. However, using EGFP mRNA as a reporter,
we observed similar percentages of transfected cells with LNPs prepared with cholesterol
or its analog in HEK cells and murine dendritic cells. The levels of cell-associated fluo-
rescence were even lower for 3-sitosterol LNPs compared to cholesterol LNPs suggesting
a difference in translation activity in both cell lines. The benefit of DOPE and (3S was
more evident in vivo and particularly at the lower mRNA dose of 1 pg mRNA with higher
reporter mRINA expression at 24 h.

Altogether this study provides valuable information for helper lipid choice for den-
dritic cell transfection and intramuscular administration of mRNA-LNPs vaccines.

Supplementary Materials: The following supporting information can be downloaded at:
https:/ /www.mdpi.com/article/10.3390/nano12142446/s1, Figure S1: Structures of the lipids used
in this study; Figure S2. Intracellular trafficking of Cy3 mRNA-LFM complexes in DC 2.4 cells by
confocal microscopy with either Rab5-GFP, Rab7-GFP or Rab11-GFP, Figure S3: Agilent analysis of
the GFP mRNA produced by in vitro transcription.
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Figure S1. Structures of the lipids used in this study.
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Figure S2. Intracellular trafficking of Cy3 mRNA-LFM complexes in DC 2.4 cells by confocal
microscopy with either Rab5-GFP, Rab7-GFP or Rab11-GFP. Nuclei were stained with DAPI. Bar
represents 20 um.
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Figure S3. Agilent analysis of the GFP mRNA produced by in vitro transcription.
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Résultats

Evaluation de I'ARNm synthétique avec des
séquences UTR sélectionnées et une queue
poly(A) alternative

Les vaccins a ARN messager (ARNm) ont démontré une efficacité remarquable
dans la prévention de la COVID-19. Cette efficacité est due a la fois aux systémes de
délivrance utilisés et a 'optimisation des séquences dARNm. LARNm synthétique posséde
la méme structure primaire que 'ARNm mature, composée de cinq éléments organisés de
I'extrémité 5' vers I'extrémité 3' : une coiffe en 5', une région non traduite en 5' (5' UTR),
une séquence codante, une région non traduite en 3' (3' UTR) et une queue poly(A).
Chacun de ces éléments joue un role essentiel dans la stabilité et 'efficacité de la

traduction de '’ARNm.

Les deux vaccins a ARNm actuellement approuvés contre le SARS-CoV-2, le mRNA-
1273 de Moderna et le BNT162b2 de Pfizer/BioNTech, illustrent 'importance de cette
optimisation. Les différences dans la conception de leurs séquences, notamment au niveau
des régions non traduites (5'UTR et 3'UTR), ainsi que dans l'optimisation des codons,
pourraient expliquer en partie pourquoi le vaccin de Moderna nécessite une dose plus
élevée (100 pg par injection) que celui de Pfizer/BioNTech (30 pg par injection) pour
induire une réponse immunitaire comparable (Xia, 2021). Un autre élément clé de la
traduction et de la stabilité de 'ARNm est la queue poly(A). Généralement, une queue de
120 adénosines est utilisée dans les ARNm synthétiques. BioNTech a développé une queue
poly(A) de 30 et 70 adénosines séparées par un linker de 10 nucléotides (GCAUAUGACU)
qui prolonge la demi-vie de I'ARNm et améliore l'efficacité de la traduction plus
efficacement que la méthode des queues poly(A) a longue chaine (Fang et al., 2022). En
revanche, la queue de 'ARNm-1273 contient environ 100 adénosines et un pentamere
terminal UCUAG, qui correspond trés probablement au reste du site de restriction apres

la linéarisation de la matrice d’ADN (Guminska et al., 2025).

Dans notre étude, nous avons cherché a améliorer |'efficacité de 'ARNm synthétique en

testant une sélection de séquences UTR et une queue poly(A) alternative. Nous avons
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utilisé comme références les UTRs et la queue poly(A) de 'ARNm du vaccin contre la

COVID-19 de BioNTech.

6. Les constructions plasmidiques

Nous allons décrire dans cette partie la démarche utilisée pour la génération de
notre banque de plasmide utilisée dans cette étude. Seul un exemple sera détaillé mais la

méme procédure a été utilisée pour toutes mes constructions plasmidiques.

Les séquences 5’ UTR, 3’ UTR, la séquence de la protéine Spike, et 3 plasmides : pT7
- 5’'UTR hAg - NanoLuc - 3’'UTR AES-mtRNR1 - Poly(A), la queue poly(A) s’agit soit du
A30-L-70 utilisée dans la séquence dARNm du vaccin de Pfizer-BioNTech, soit du A120,

soit A/G120 ont été commandées chez Genscript (https://www.genscript.com/).

Le plasmide pF4Ag de référence (pT7 - 5’UTR hAg - NanoLuc - 3’'UTR AES-
mtRNR1 - Poly(A)) a été congu de maniere a rendre le changement de différents éléments
de 'ARNm faciles en ajoutant des sites de restrictions (Figure 16), et il a servi a la

génération des différentes constructions par clonage classique dans le plasmide pF4AG.

Pvul Xhol Notl Afel Mfel

(pT7H5' UTRH Nanoluc 3'UTR Poly(A)

Figure 16: Schéma de la conception des différents éléments de TARNm pour la stratégie de
clonage par site de restriction (crée sur Biorender)

Nous prenons I'exemple de la construction de plasmides avecla NeoUTR3 en 5’UTR
et trois 3'UTR différentes (AES-mtRNR1, VP6 Rota et MnSOD). Dans ce cas de figure, le
plasmide vecteur contenant la 5’UTR neoUTR3 a été digéré par Xhol et Afel afin de retirer
la partie codante et le 3’'UTR. Trois vecteurs différents contenant le gene rapporteur
nanoluc et les trois 3’'UTR ont été digérés par les mémes enzymes. La séparation des
bandes a été effectuée sur un gel d’agarose, puis les bandes ont été purifiées a I'aide du kit
Gel & PCR Cleanup (Macherey Nagel). Le vecteur a été déphosphorylé par la phosphatase
alcaline (NEB). Une ligation avec un ratio de 1 :10 (vecteur : insert) a ensuite été réalisée
avec la T4 DNA ligase. Les différents plasmides ont ensuite été utilisés pour la
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transformation afin de les amplifier. Apres chaque transformation, la PCR sur colonies a
été systématiquement réalisée avec une amorce sur 'insert et I’autre sur le vecteur. Dans
la figure 17, quatre colonies par construction ont été testées, et I'on peut observer les
bandes attendues 818 pb et 599 pb dans le cas des constructions neoUTR3-NL-AES et
neoUTR3-NL-Rota, respectivement. Pour la troisieme construction neoUTR3-NL-SOD,
d'autres clones ont été sélectionnés (données non présentées). Apres avoir sélectionné les
clones pour chaque construction, une midiprep ou une maxiprep est réalisée a I'aide de
kits (Machery Nagel), puis les plasmides sont séquencés (Eurofins). Des stocks glycérolés

de bactéries sont également préparés.

A B
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Figure 17 : Gel d'agarose du clonage des plasmides avec la 5’UTR NeoUTR3 et les différentes
3°UTRs : A) gel d’agarose du vecteur pF4Ag digéré par Xhol et Afel ; B) gel d’agarose des
inserts (les différentes 3°'UTRs) ; C) gel d’agarose des PCR sur colonies des 3 constructions
générées.
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Messenger RNA (mRNA) has emerged as an attractive new
technology of drugs. The efficacy of mRNA technology depends
on both the efficiency of mRNA delivery and translation. Un-
translated regions (UTRs) and the poly(A) tail play a crucial
role in regulating mRNA intracellular kinetics. Intending to
improve the therapeutic potential of synthetic mRNA, we eval-
uated various UTRs and tail designs, using Pfizer-BioNTech co-
ronavirus disease 2019 (COVID-19) vaccine sequences as a
reference. First, we screened six 5 UTRs (cap-dependent/-inde-
pendent), evaluated nine 5 UTR-3' UTR combinations, and a
novel heterologous A/G tail in cell models, and in vivo using
luciferase as a reporter gene. Then, to decipher the translation
mechanism of selected UTRs, we correlated mRNA expression
with ribosome load, mRNA half-life, mRNA immunogenicity,
and UTR structures. Our results showed that the heterologous
tail we introduced is as potent as the Pfizer-BioNTech tail and
confirmed the high potency of the human a-globin 5 UTR.
They also revealed the potential of the VP6 and SOD 3’
UTRs. We validated our results using mRNA encoding the
SARS-CoV-2 spike protein formulated as lipid nanoparticles
(LNPs) for mouse immunization. Overall, the selected 3’
UTRs and heterologous A/G tail have great potential as new el-
ements for therapeutic mRNA design.

INTRODUCTION

The extraordinary success of mRNA vaccines against coronavirus
disease 2019 (COVID-19) has shown the potential of mRNA for a
wide range of applications."” Synthetic mRNA has the same primary
structure as mature mRNA molecules, typically consisting of five el-
ements (from 5’ to 3'): a cap structure, a 5 untranslated region (5’
UTR), a coding sequence, a 3 UTR, and the poly(A) tail. The pro-
duction of synthetic mRNA by in vitro transcription (IVT) is simple,
fast, and cost-effective at any scale. The starting point for IVT mRNA
production is the DNA template, which can be a PCR product or
linearized plasmid DNA, typically carrying a phage promoter (i.e.,
T7) and domains of the mRNA: 5" UTR, ORF, 3’ UTR, and particu-

larly the poly(A) tail. Several parameters can significantly affect the
quality of IVT mRNA, including DNA template quality, reaction
components, capping strategy, and downstream purification
methods (reviewed by Lenk et al.)’ The structural elements of
mRNA modulate mRNA stability, translation efficiency, and overall
performance. These domains are finely optimized to enhance the po-
tency of the synthetic mRNA (reviewed by Kang et al.).” In the pre-
sent study, we focused on UTR and poly(A) domain optimizations.

The translation initiation efficiency of mRNA is affected by the
sequence and structure of the 5’ UTR region.” While UTRs are not
translated, they contain regulatory elements that control mRNA
half-life, intracellular localization, and translation rate by interacting
with translation factors, mRNA-binding proteins, and microRNAs
(miRNAs).”” A significant amount of research explored the optimi-
zation of 5" and 3’ UTRs using different technologies to identify se-
quences that can improve the translatability of mRNA.*'* For
example, the 5 and 3’ UTRs of the mRNA encoding the SARS-
CoV-2 Spike protein in Moderna and Pfizer-BioNTech COVID-19
vaccines are different in their sequence and structure. In the Mod-
erna mRNA vaccine, they used a 5 UTR of undisclosed origin along
with the 3’ UTR from human a-globin, while the Pfizer-BioNTech
mRNA vaccine contains the 5 UTR of human a-globin, which was
identified as one of the top 20% 5 UTRs in massive screening
studies,'”'""® and the 3’ UTR AES-mtRNRI combination of two
genes, AES (Amino Enhancer of Split) and mtRNR1 (12S mitochon-
drial RNA)."> An additional class of mRNA 5’ UTR consists in the
Internal Ribosome Entry Sites (IRES), which can initiate translation
in a cap-independent manner. IRES are complex RNA structures
found in some viral (e.g, EMCV) and cellular mRNAs (e.g.,
VCIP)."* However, predicting the optimal combination of 5 and
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3’ UTR remains challenging due to tissue and cell-type depen-
dencies, and RNA folding of UTRs, which can be affected by the cod-
ing sequence.

Another key element in mRNA translation and stability is the poly
(A) tail. It protects the mRNA from degradation'” and is required
to form a closed loop between the 5’ and 3’ ends of the mRNA, a
conformation that stimulates translation.'® However, the presence
of the poly(A) tail on the plasmid template for mRNA production
is not stable and prone to shortening in bacteria during
plasmid DNA amplification.'” BioNTech demonstrated that poly
(A) stretches of 30 and 70 adenosines separated by a 10 nt linker
(A30L70 tail) resulted in more stable poly(A) tails on plasmid tem-
plates.'® Other poly(A) tails have been developed by researchers us-
ing different strategies.'” *°

In this study, we aimed to enhance the translatability of synthetic
mRNA and establish informed structure-activity relationships of
mRNA containing a selection of UTR sequences and poly(A) tails.
To achieve this, we first introduced another solution to overcome
the instability of poly(A) tails on plasmid templates by using a novel
heterologous A/G tail design (A/G tail). We evaluated the stability of
our A/G tail in Escherichia coli and assessed its performance for
mRNA translation both in cellulo and in vivo. We then compared
the translation efficiency of seven different 5 UTRs from mamma-
lian, viral, and synthetic origins in three different cell lines. The
top three 5° UTRs were combined with three different 3’ UTRs
(AES-MT, a fragment of rotavirus gene 6 (VP6), and the human
MnSOD 3’ UTR [SOD]). Using a set of nine 5 UTR-3' UTR combi-
nations on a reporter mRNA, we systematically evaluated their trans-
lation efficiency, stability, immunogenicity, and ribosome load.
Additionally, we characterized UTRs structures/folding by circular
dichroism. To further validate the potency of selected UTRs in a
vaccination context, we quantitated their vaccination potency using
Spike mRNA delivered as lipid nanoparticles (LNPs) in mouse
models. Our findings demonstrate the therapeutic potential of
mRNAs harboring A/G tail and VP6 or SOD 3’ UTRs.

RESULTS

Alternative poly(A) tail

Stability of poly(A) tail sequences on DNA templates in bacteria
The presence of poly(A) tail in plasmid DNA templates for synthetic
mRNA production is prone to truncation due to recombination
events during bacterial growth. To overcome this instability, we pro-
posed an alternative adenosine/guanosine mixed poly(A) tail (A/G
tail) design using 12 repeating units of the AAAAAAAAAAG motif
(Table S1). Guanosine residues are the most frequent non-adenosine
nucleotides in poly(A) tails in humans and other species.””*!
Furthermore, guanylation has been reported to stabilize mRNA by
reducing deadenylation®>** and that cellular mRNAs with non-A
tails are highly translated.”

We compared the instability of three types of poly(A)-encoding
sequences within plasmid template in bacteria: a homopolymeric
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tail of 120 adenosines (A120), the poly(A) tail used in the Pfizer-
BioNTech vaccine consisting of two tracts of 30A and 70A joined
by a 10-nucleotide linker (A30L70 tail),"® and our novel A/G tail
(Figure 1A; Table S1). We measured the length of the tail after 10
passages in bacteria by sequencing compared to the length onto
the parent plasmid. We found that only 10% of the clones with
A120 tail retained the full 120A tract, confirming the reported
instability of homopolymeric A tails.'” In contrast, the A30L70
and A/G tails demonstrated high stability, with 90% and 100%
of clones keeping the integrity of the poly(A) tail, respectively
(Figure 1B). While the reduced instability of the A30L70 tail
has been demonstrated in patents and clinical use,'>'® the A/G
tail showed superior stability and appears to be a valuable
alternative.

Structural properties of tail sequences

Next, we used synchrotron radiation circular dichroism (SRCD) to
determine the effect of poly(A) tail selection on mRNA conforma-
tion and stability.”»** CD spectra of mRNA with different tail do-
mains and transitions in secondary structure were monitored by
SRCD thermal scans (15°C-95°C) (Figures 1C-1E). Positive bands
at 180 and 260-265 nm and negative one between 200 and 210 nm
are indicative for the constitutive A-form of mRNA.* Spectral pro-
files of mRNA with the three types of tails were very similar and
indicative of A-form helices. As peaks between 260 and 270 nm
are influenced by intra- and intermolecular base-pairing, that is
base sequence, we monitored the SRCD changes at 260-265 nm, cor-
responding to different unfolding trajectories, to calculate melting
temperatures (T,,) (Figure 1B). A30L70-tailed mRNA had a higher
T (76.6 £ 1.3°C) compared to A120 (69.4°C = 1.1°C) and A/G-
tailed mRNA (69.8°C = 1.4°C). This indicates a stabilization effect
of the 10 nt linker present in A30L70.

Evaluation in cellular models

To assess the expression potential of mRNAs with different tail com-
positions, we generated plasmids with A30L70 or A/G tails, both en-
coding the NanoLuc luciferase (Nluc) reporter gene, flanked by the
benchmark human a-globin 5 UTR (hAg) and AES-mtRNRI1 3’
UTR (AES), with either A30L70 or A/G tails. ARCA-capped mRNAs
were synthesized from these constructs and transfected into HeLa
human cancer cells to compare their translation efficiency. Kinetic
analysis revealed a biphasic pattern in protein expression: during
the first 24 h post-transfection, no significant difference in biolumi-
nescence was observed between A30L70-mRNA and A/G-mRNA.
However, from 24 to 96 h, A30L70-mRNA exhibited a progressively
higher bioluminescence signal, reaching up to 2-fold greater inten-
sity at 96 h (Figure 2A).

The total amount of protein produced was quantified using area un-
der the curve (AUC) analysis, which showed that A/G-mRNA pro-
duced 25% less protein overall compared to A30L70-mRNA
(Figure 2B). These results indicate that while the A/G tail demon-
strated comparable efficacy to A30L70, the latter confers a slight
advantage in sustaining long-term protein expression.
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Figure 1. Stability of poly(A) tail sequences on DNA templates in bacteria and circular dichroism profiles of mMRNA with the different poly(A) tails

(A) Tail stability of AS0-L-70, AG, and 120A plasmids in E. coli DH5-a.. The percentage of tail stability represents the proportion of clones maintaining tail integrity relative to the
total number of clones. mRNA with different tail sequences were analyzed by synchrotron radiation circular dichroism (SRCD) by performing a thermal scan from 15°C to 90 or
95°C. (B) Melting temperatures (Tm) of mRNA tails determined by SRCD analysis. (C) SRCD scans of AS0-L-70 tail sequence, (D) SRCD scans of AG tail sequence, (E) SRCD

scans of A120 tail sequence. DE, Delta Epsilon.

Evaluation in vivo

We next evaluated the impact of A/G tail on mRNA translation
in vivo. LNPs with the same composition as the Pfizer-BioNTech
vaccine™ were used to deliver A30L70- or A/G-tailed mRNA encod-
ing firefly luciferase (Fluc) by intramuscular injection (Figures 2C
and 2D). As illustrated in Figure 2C, mRNAs with both tails ex-
hibited comparable bioluminescence expression over the 72-h
period post-administration. The AUC analysis revealed that A/G
tail produced only 10% less total protein compared to A30L70
(Figure 2E). These results demonstrate that the A/G tail is as potent
as A30L70 and represents a viable alternative for mRNA design.

5 UTR selection

The sequence and structure of the 5’ UTR play a crucial role in mRNA
translatability, as this region serves as the primary site for ribosome
recruitment and translation initiation. Many researchers have attemp-
ted to optimize this region using diverse approaches, including the se-

lection of highly translated mRNAs and generation of de novo syn-
thetic 5 UTRs based on high ribosome load.” "' To identify the
most effective 5 UTR from previous studies, we conducted a side-
by-side comparison of the translation potency of both cap-dependent
and cap-independent 5 UTRs. Our selection included the reference 5’
UTR from human a-globin (hAg) used in the BioNTech COVID-19
vaccine'®"'; the human Hsp70 5 UTR reported to be a general
enhancer of mRNA translation”’; the synthetic 5 UTR UTR4 allowing
strong expression of mRNA in cells and Zebrafish®’; and the synthetic
5 UTR neoUTR3 showing enhanced protein production (UTR3).”
We also included the human vascular endothelial growth factor and
type-1-collagen-inducible protein (VCIP) IRES®; the encephalomyo-
carditis virus (EMCV) IRES”®; and the IRES from Cricket paralysis vi-
rus (CrPV) that is able to directly recruit the 60S subunit.”’ Each of
these 5 UTRs was cloned upstream of the Nluc reporter gene
(Figure 3A), and the resulting constructs were transcribed into
mRNAs with A/G tail. These mRNAs were then delivered into
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Figure 2. The potency of a novel heterologous poly A/G tail

(A) Time course analysis of nano luciferase reporter gene (Nluc) expression in Hela cells transfected with A30-L-70 and AG ARCA-mRNAs. The measurements were ac-
quired at 4, 8, 24, 48, and 96 h post-transfection, and results are expressed as mean + SD. Control is untransfected cells. (B) Based on these data, total protein expression
over time (the area under the curve) was calculated and normalized to A30-L-70 mRNA. Statistical significance was assessed by nested one-way ANOVA. *p < 0.05;
**p <0.01; **p < 0.001 (n = 3 independent experiments, each three technical replicates). (C) In vivo translation of firefly-luciferase-encoding (Fluc) mRNAs containing AG or
A30-L-70 tails in BALB/c mice after i.m. injection (one experiment with three mice per group). (D) Quantification was done for all available mice per time point (6, 24, 48, and 72
h); (E) total protein expressed over time (the area under the curve) was calculated and is normalized to that of the A30-L-70 containing mRNA. One-way ANOVA, Tukey’s

post-test; *p < 0.05; ***p < 0.001.

HeLa cells, murine myoblasts (C2C12), and murine dendritic cells
(DC2.4) to evaluate their translation efficiency.

Bioluminescence was evaluated 24 h post-transfection. The results
showed that the translation of mRNAs containing IRES 5" UTRs
derived from mammalian or viral sources (VCIP, CrPV, EMCV)
was less than 20% of the luciferase expression achieved with the
cap-dependent human alpha-globin 5 UTR across the three cell lines
tested (Figures 3B-3D). This inefficient translation of mRNAs
harboring viral IRES sequences may be attributed to several factors,
including the structural folding of the IRES region within the IVT
mRNA and the cellular environment, as IRES elements are known
to function more effectively under stress conditions.”” Contrary to
previous studies that reported higher translation efficiency of
VCIP IRES compared to EMCV IRES in cell lines using bicistronic
plasmid DNA,*® our findings demonstrated similarly low translation
potency for both IRES elements in the tested cell lines. Importantly,
cell viability remained at or above 90% for all mRNAs, indicating
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good tolerability of mRNAs with these 5 UTR sequences (data not
shown).

Interestingly, the performance of the Hsp70 5" UTR varied among the
three cell lines: it exhibited lower translation efficiency than a-globin
in C2Cl12 cells, equivalent performance in HeLa cells, and superior
translation in DC 2.4 cells. The higher expression of Hsp70 5 UTR-
mRNA in DC 2.4 may be attributed to an enhancer element in its
sequence and to its capability to promote translation via both cap-
dependent and cap-independent mechanisms.*>*' Furthermore, this
increased expression over the mRNAs harboring viral IRES 5 UTRs
is consistent with findings from previous studies.”’ We also observed
comparably high Nluc expression levels with mRNAs containing hAg,
UTR3, or UTR4 5’ UTRs across all three cell lines tested. These results
illustrated that cap-dependent 5 UTRs exhibit significantly higher
translation efficiency compared to cap-independent 5 UTRs. Conse-
quently, human alpha-globin, neoUTR3, and UTR4 5 UTRs were
selected for further investigations on 3’ UTR selection.
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less than the benchmark, while the other
mRNAs showed similar protein expression
(Figure 4E).

Vaccination is the only approved application
of synthetic mRNA.>* COVID-19 vaccines
required intramuscular administration of
mRNA-LNP and expression of the mRNA-en-
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Evaluation of 5 UTR/3' UTR combinations in cell models

To identify the most potent 5 UTR-3' UTR combination, we
used three 5 UTRs from the previous selection (hAg, UTR3, and
UTR4) and three 3’ UTRs selected from the literature: AES-
mtRNR1 3’ UTR (AES)," a fragment of rotavirus gene 6 3’ UTR
(VP6),”” and the human MnSOD 3’ UTR (SOD).” This resulted in
a total of nine combinations (Figure 4A), including the benchmark
5 UTR hAg/3’ UTR AES. We performed a comprehensive in cellulo
comparison of these combinations by evaluating their translation ef-
ficiency, mRNA half-life, immunogenicity, and capacity to recruit ri-
bosomes. Additionally, the structure of selected 5" and 3’ UTRs was
elucidated using circular dichroism, aiming to establish a functional-
structural relationship (Figure SI).

Evaluation of translation in cell lines

First, we monitored the kinetics of mRNA translation of the nine
UTR combinations in HeLa cells, C2C12 cells, and DC 2.4 cells,
by measuring bioluminescence at different time points (4-96h)
post-transfection; total protein production over time was deter-
mined by calculating the area under the curve (AUC). As shown
in Figures 4B and 4C, eight of the nine combinations tested had
similar translation kinetics and total protein production over
time in HeLa cells. The UTR4-SOD mRNA was the only mRNA
that produced less protein than the benchmark. Noteworthy, in
C2C12 cells, hAg-VP6 and hAg-SOD combinations produced
significantly a higher amount of protein than the benchmark
(Figure 4D). Oppositely, the other mRNAs showed the same
pattern as in HeLa cells (Figure 4C). Remarkably, in DC 2.4, we
found that the UTR4-SOD mRNA pair was translated 2-fold

coded antigen in antigen-presenting cells such
as dendritic cells (DC) to induce a protective
immune response.”* Accordingly, we evaluated
the nine UTR combinations in functionally
relevant AB1079-immortalized human myoblasts (Figure 4F) and
human monocyte-derived DCs (MoDCs) (Figure 4G). The results
in AB1079 cells mirrored the pattern obtained in C2C12 cells, except
for UTR3-SOD, UTR4-VP6, which produced 25% less protein, and
UTR4-SOD mRNA, which produced less than 50% of the protein
compared to the benchmark mRNA (Figure 4F). In MoDCs, five
of the nine mRNAs tested were similarly translated (hAg-AES,
hAg-VP6, hAg-SOD, UTR3-AES, and UTR4-AES), and mRNA
with 3" UTR VP6 or SOD in combination with UTR3 or UTR4 5’
UTRs resulted in decreased mRNA translation (Figure 4G). A
possible explanation for the lower expression of UTR4-SOD
mRNA could be a difference in interferon pathway activation, result-
ing in decreased mRNA translation.>> However, all the constructs
had the same percentage of dsSRNA content (Table S2) and induced
comparable activation of the interferon pathway in DC2.4 cells
(Figure S2). Furthermore, in cell-free translation assays, the nine
mRNAs were similarly translated (Figure S3A), suggesting that the
differences observed in the different cell lines may be due to the
cell environment/context/specificities and/or competition with
endogenous mRNAs.*® Moreover, the translation of all constructs
except CrPV was inhibited by 90% using the canonical eIF4G initi-
ation pathway inhibitor (4EGI-1).

As the choice of cap analog influences the initiation of translation,
we also evaluated the translatability of three mRNAs harboring the
CleanCap AG trinucleotide cap analog used in the Pfizer-BioNTech
vaccine.””*® We compared the translation efficiency of ARCA- and
CleanCap-AG-capped mRNA with alpha-globin as 5 UTR in
DC2.4 cells and MoDCs. The results showed similar patterns for
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Figure 4. Evaluation of 5 and 3'UTR combinations in cell models

(A) Schematic representation of nine constructs generated by cloning different 5 UTR motifs upstream and 3’ UTR motifs downstream of the nano luciferase
reporter gene (Nluc). (B) Time course analysis of Nluc expression in HelLa cells transfected with the nine mRNA constructs. Bioluminescence was acquired at 4, 8,
24, 48, and 96 h post-transfection, and results are expressed as mean + SD. (C-F) Total protein expression over time (area under the curve) calculated from time
course data and normalized to the hAg 5'UTR-AES 3'UTR containing mRNA in Hela cells (C), or murine myoblasts (C2C12) (D), or murine dendritic cells (DC2.4)
(E), or human myoblasts (AB1079) (F). Statistical significance was assessed by nested one-way ANOVA. *p < 0.05; **p < 0.01; **p < 0.001. (three independent
experiments with three technical replicates). (G) The nine mRNAs were transfected to monocyte-derived dendritic cells (MoDCs). Relative light units (RLU) were
measured 24 h post-transfection. Data are presented as mean + SD. Statistical significance was assessed by nested one-way ANOVA. *p < 0.05; **p < 0.01;

***p < 0.001. (n = 3 independent donors, each three technical replicates).

the three mRNAs regardless the cap analog. However, as expected,
mRNAs with CleanCap AG yielded two times more protein than
mRNAs with the ARCA cap analog (Figure S4). Altogether, these
results prove that the expression is cell-type dependent, relieving
the difficulty in predicting the efficacy of UTR combinations and
reinforcing the need for evaluation in cellular and in vivo models.
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Half-life and polysome profiling of mRNAs with UTR
combinations

To understand the difference of protein production observed previ-
ously, we analyzed the most likely reasons for differences in transla-
tion efficiency: the mRNA half-life, ribosomes loading, and UTR
structures.' >’
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(A) Average stability of the mRNA was assessed by RT-qPCR harvested at the indicated time points. The transcript levels were determined via AACT calculation relative to
hAg-AES mRNA and are shown relative to the 2 h. (B) Nluc mRNA levels at 2, 24, and 96 h relative to 5'hAg-3'AES at 2 h Data are presented as mean + SD. Statistical
significance for 96 h was assessed by nested one-way ANOVA. *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001. (C) Polysome profile from HelLa cells 24 h after transfection, analyzed on a
10%-50% sucrose gradient. (D) Nluc mRNA levels assessed by RT-qgPCR from each polysome fraction and presented in three groups: free mMRNA, sub-polysomal-
associated mMRNA, and polysome-associated mRNA. Results are expressed as mean + SD of two independent experiments with three technical replicates. Statistical
significance for polysome fraction was assessed by one-way ANOVA, Dunnett’s post-test; *o < 0.05, ***p < 0.001.

mRNA stability

To assess the stability of the 9 mRNAs, HeLa cells were transfected
with Nluc mRNAs, and RT-qPCR was performed at different time
points (2-96 h) to measure their half-life. All tested mRNAs ex-
hibited a similar time-dependent decay and a comparable half-life,
except for mRNA hAg-VP6, which seemed to be slightly more stable
than the benchmark mRNA, especially after 96 h (Figures 5A and
5B). We completed mRNA half-life measurements with a compari-
son of mRNA content of cells treated with mRNA harboring
different 5 UTR a-globin combinations at the single-cell level using
FISH-Flow."” FISH-Flow results showed comparable Nluc mRNA
levels at 2 and 24 h after transfection for hAg-AES, hAg-VP6, and
hAg-SOD mRNAs (Figure S5A). These results supported similar ki-
netics decay for the nine mRNA transcripts, indicating that the dif-
ference observed in translation potency is not caused by mRNA
half-life.

Polysome profiling

Increased translation efficiency of a particular UTR combination
would be expected to result in its accumulation in polysomal fractions.
To investigate this, HeLa cells were transfected with IVT Nluc mRNA

harboring the nine UTR combinations and harvested after 24 h. Cyto-
solic extracts were then fractionated on 10% to 50% sucrose gradient,
and RT-qPCR was performed on each fraction. All HeLa cells trans-
fected with different mRNAs exhibited similar sub-polysomal (408,
60S, and 80S) and polysomal profiles (Figure 5C). However, the dis-
tribution of IVT Nluc mRNA within polysome fractions varied
among the UTR combinations. Notably, hAg-AES, hAg-VP6, and
UTR4-AES showed more pronounced association with polysomes,
while UTR3-SOD and UTR4-SOD showed lower association (less
than 25%) (Figure 5D). Interestingly, these two mRNAs (UTR3-
SOD and UTR4-SOD) with reduced polysomal abundance also
yielded less protein than the benchmark mRNA (Figure 4). This
polysome profiling analysis revealed that the efficiency of mRNA
translation depends on the specific combination of 5 UTR and 3’
UTR sequences, rather than only on the 5" UTR sequence.

The SRCD with thermal scans (15°C-95°C) was used to compare the
structure and Tm of each UTR. 5 UTRs and 3’ UTRs exhibited
very similar CD spectra (Figure S1). However, UTR4 had a drasti-
cally lower T,, (59.6°C x 1.6°C) compared to hAg (79.2°C =
0.9°C) and UTR3 (76.3°C + 0.9°C). T,, of the 3’ UTRs were
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Bioluminescence imaging of firefly luciferase (FLuc) expression in BALB/c mice following intramuscular (i.m.) injection of mMRNA constructs. Representative images of three
mice per group are shown at 6, 24, and 72 h post-injection. Quantification was done for all available mice per time point (6, 24, 48, and 72 h). Total protein expressed over time
(the area under the curve) was calculated and is normalized to that of the hAg 5'UTR- AES 3'UTR containing mRNA. One-way ANOVA, Tukey’s post-test; *p < 0.05,

***n < 0.001 (one experiment with three to seven mice as indicated).

equivalent: 76.6°C + 1.4°C for AES-mtRNR1, 76.4°C + 0.7°C for
VP6, and 69.7°C + 5.7°C for SOD.

Taken together, these results suggest that the observed differences in
total protein production among mRNAs UTR combinations can be
attributed to ribosome loading rather than to mRNA stability or
immunogenicity.

Evaluation of 5 UTR/3' UTR combinations in vivo

To assess the suitability of UTR combinations for therapeutic appli-
cations, eight UTR combinations were evaluated in vivo in mouse
models using firefly luciferase as a reporter gene. The combination
5" UTR4-3" SOD was excluded from the study due to its low transla-
tion efficiency especially in MoDCs (Figure 4G). BALB/c mice
received 1 pg of mRNA LNPs via intramuscular injection
(Figure 6). Luciferase activity was imaged at different time points,
and total protein production was calculated after 72 h. Total protein
production reached equivalent levels for all mRNAs except for
UTR3-AES mRNA, which produced 10-fold less protein than hAg-
AES mRNA (Figure 6). The poor translation of the UTR3-AES com-
bination in vivo was not expected, as it had performed well in cell
lines with nanoluciferase. In line with the in vivo findings, the trans-
fection of HeLa cells with Flue mRNA containing UTR3-AES re-
sulted in lower protein production than the benchmark mRNA
(hAg-AES) (Figure S6). To investigate this unexpected poor perfor-
mance of UTR3-SOD Fluc mRNA, we conducted an in vitro trans-
lation assay using preheated and unheated mRNA. Interestingly,
the preheated UTR3-AES Fluc mRNA produced two times more
protein than the unheated mRNA, whereas UTR3-VP6 Fluc
mRNA produced the same amount of protein regardless of preheat-
ing (Figure S3B). Additionally, SRCD analysis showed that UTR3-
AES Fluc mRNA had a different profile compared to UTR3-VP6
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Fluc mRNA, suggesting that UTR3-AES Fluc mRNA is structured
and potentially less accessible to the ribosome (Figure S7). These re-
sults indicate that the sequence of the coding region may interfere
with the folding of the 5 UTR and 3’ UTR, leading to a conformation
of the mRNA less favorable for translation.

Based on the previous results, three combinations featuring the hu-
man alpha-globin as the 5 UTR were selected for validation using
mRNA that encodes the SARS-CoV-2 spike protein in a vaccination
context.

Evaluation of therapeutic potential

After conducting a comprehensive study of the 5" and 3’ UTR com-
binations in various cell models and in vivo using reporter genes
(nano and firefly luciferases), we selected the three UTR combina-
tions with human alpha-globin as 5 UTR (hAg-AES, hAg-VP6
and hAg-SOD) along with the A/G tail. To assess the potential utility
of these selected UTRs in the context of vaccine application against
SARS-CoV-2, we replaced Nluc with the optimized spike protein
sequence used in the Comirnaty mRNA vaccine.

First, we compared modified (m1¥) with unmodified Spike mRNA
in HeLa cells. The results showed that the modified mRNA yielded
10 times more than the unmodified mRNA (Figure S5B). We then
evaluated the three m1¥ mRNAs in HeLa cells and AB1079 myoblast
cells. The VP6 and MnSOD 3’ UTRs produced more spike protein
than the AES-mtRNR1 3’ UTR (Figures 7B and 7C), which is consis-
tent with previous results using the Nluc reporter protein
(Figures 4C and 4F).

Finally, we administered LNP-formulated spike-encoding mRNA

intramuscularly (im.) to BALB/c mice (n = 5). Mice were
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Figure 7. Spike-encoded mRNA and investigating vaccine immunogenicity in mice

(A) Schedule of vaccination and serum collection. (B and C) After transfection of the modified (m1¥)-spike mRNA into cells, the spike protein was measured using ELISA 24 h
post-transfection. Data are presented as the mean + SD for Hel a cells (B) and AB1079 cells (C). Statistical significance was assessed by nested one-way ANOVA. *p < 0.05;
*p < 0.01; **p < 0.001. (three independent experiments with three technical replicates). BALB/c mice were immunized twice with 5 ug of spike-encoded modified (m1'¥)
mMRNA-LNP at weeks 0 and 2. Mice in the mock group received nanoluciferase mRNA-LNP. Spike-protein-specific IgG titers were measured at weeks 1, 2, and 3 (E-G), while
neutralizing antibodies were assessed at weeks 2 and 3 (D) using ELISA (n = 5). Statistical significance was assessed by Kruskal-Wallis test. *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001
(one experiment with five mice per group). AES, AES-mtRNR1.

immunized twice (on days 0 and 14) with LNP-formulated spike =~ A30L70 tail). Antibody responses against spike (total immunoglob-
mRNA containing hAg-AES, hAg-VP6, or hAg-SOD UTR combina-  ulin G [IgG] and neutralizing antibodies) were measured by ELISA
tions with A/G tail and the benchmark Comirnaty (hAg-AES with  at different time points (Figure 7A). Two weeks after the first
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injection, mRNA with AES-mtRNR1 or VP6 3’ UTRs induced higher
production of IgG anti-RBD spike protein compared to the SOD 3’
UTR mRNA (Figure 7F). Interestingly, 1 week after the second injec-
tion (boost), no significant differences in IgG production were
observed among the three 3’ UTRs (Figure 7G). Regarding the tails,
the A/G tail revealed a tendency of higher IgG production after 2 and
3 weeks compared to the A30L70 tail, although the difference was not
statistically significant (Figures 7F and 7G). While there were some
variations in IgG production, neutralizing antibody responses were
similar across groups, with a marked increase following the booster
injection (Figure 7D). Altogether, these results demonstrate the po-
tential of VP6 and SOD 3’ UTRs, as well as the A/G tail, as viable al-
ternatives to AES-mtRNR1 and A30L70, respectively, in the context
of mRNA vaccine development.

DISCUSSION

Translation efficiency and mRNA stability of synthetic mRNA are
directly linked to its design elements (Cap, UTR, codon usage, and
poly(A) tail), IVT parameters, and downstream purification. Opti-
mizing these elements presents a significant challenge in developing
effective mRNA therapeutics. Our study aimed to enhance the po-
tency of synthetic mRNA and establish an informed structure-activ-
ity relationship by systematically evaluating different 5°/3' UTR com-
binations and a novel poly(A) tail.

The instability of the traditional poly(A) tail during plasmid ampli-
fication in bacterial systems presents a significant challenge in
mRNA production. This instability, characterized by shortening of
the poly(A) sequence, directly affects the translation efficiency of
the mRNA."” To address this issue, researchers have explored
different approaches, such as including an internal 10-nucleotide
linker into the poly(A) stretch.'® In our study, we proposed a novel
solution consisting of a heterologous poly(A/G) tail. This A/G tail
demonstrated superior stability compared to BioNTech’s A30L70
tail in bacterial systems while maintaining comparable expression
levels of reporter gene in cellulo and in vivo. Moreover, it yielded
similar results in vaccination against SARS-CoV-2. The structural
analysis revealed that the A30L70 and A/G tails exhibited a similar
T, and SRCD profiles, suggesting comparable structural properties.
The enhanced performance of the A/G tail may be attributed to
increased mRNA stability within cells. Previous studies have shown
that the incorporation of non-A nucleotides, particularly guanosine,
can interfere with the deadenylation process, thereby enhancing
mRNA stability.*" A recent study by Liu et al. reported that mRNA
tails containing C ang G residues were more efficiently translated
than mRNA with pure A tails in HeLa cells.”* This study did not
evaluate stability of templates nor translation efficiency in human
primary cells or in vivo. Our A/G tail can be further improved by
optimizing the percentage of G residues and overall tail length for
improved performance. Moreover, future studies will evaluate the
binding of poly(A)-binding proteins (PABPs).

Another key element in mRNA translation efficiency and stability is
the 5 and 3’ UTRs. Unlike previous studies that focused on separate
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optimization of 5" or 3’ UTR, we conducted a comprehensive side-
by-side comparison of various combinations of 5 and 3’ UTR
derived from mammalian, synthetic, and viral origins. Our results
demonstrated that cap-independent 5' UTRs exhibited a poor trans-
lation rate across three different cell lines compared to cap-depen-
dent 5' UTRs, which is consistent with previous studies showing
that IRES are more efficient under stress conditions.**’

The evaluation of the combinations of three cap-dependent 5 UTRs
(hAg, UTR3, and UTR4) with three 3’ UTR sequences (AES, VP6,
and SOD) in various cellular models revealed that improved protein
production was due to increased protein translation efficiency rather
than enhanced mRNA stability (Figures 4 and 5). The interactions
between 5 and 3’ UTR are crucial and can modulate the mRNA
translation efficiency.” Our result showed that the 5 UTR hAg
yielded similar results regardless the 3’ UTR sequence across
different cell models, suggesting that the 5 UTR is the primary driver
for protein translation from synthetic administered mRNA. Howev-
er, the synthetic 5 UTR UTR4 yielded different results depending on
the paired 3’ UTRs (Figure 4), especially in MoDCs. Despite the 5’
UTR UTR4 being identified in high ribosome load analysis,*”
when paired with 3' UTR SOD, it yielded 2-fold less protein
compared to the reference (Figure 4). This observation is supported
by the polysome profiling results (Figure 5), suggesting that ribo-
some load on mRNA is influenced by the 5" and 3’ UTR base-pairing
interactions.

The in vivo evaluation of these 5" and 3’ UTR combinations high-
lighted the fact that open reading frame (ORF) may affect the
mRNA secondary structure and, consequently, impact its translation
efficiency.”” The 5' UTR neoUTR3 paired with the 3’ UTR AES-
mtRNR1 vyielded different results depending on the ORF used.
With nanoluciferase ORF, protein levels were similar to the bench-
mark, whereas with firefly luciferase ORF, they were 10-fold lower
compared to the benchmark in vivo. A possible explanation is the
interaction between the UTRs and the Fluc ORF, leading to
mRNA folding that is not suitable for efficient translation.*® We
confirmed this hypothesis through in vitro translation assays and
SRCD analysis (Figures S3B and S6).

We validated the identified 3 UTR motifs (VP6 and SOD) paired
with hAg in vaccination study using SARS-CoV-2 spike protein-en-
coding mRNA delivered as LNPs. By selecting the 3’ UTRs, we
improved protein yields by 40% compared to the benchmark in hu-
man muscle cells (Figure 7). However, in vivo immunization tests
showed comparable levels of antigen-specific IgG production and
neutralizing antibodies across the groups (Figure 7).

In addition to optimizing synthetic mRNA sequences, the parame-
ters of the IVT and the choice of downstream purification are crucial
for improved translation efficiency. We demonstrated that purifica-
tion using oligo dT magnetic beads reduced but did not completely
eliminate double-stranded RNA (dsRNA) contamination (Table S3).
Interestingly, the use of m1'¥ led to decreased dsRNA levels, as did
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the use of CleanCap AG compared to ARCA cap analog (Table S3).
CleanCap AG yielded up to 2-fold more expression compared to
ARCA in DC2.4 and MoDCs (Figure S4), likely due to higher
capping efficiency (up to 98%) and lower dsRNA levels.

The rational approach used in our study to compare poly(A) tails and
UTR sequences has broad applications for examining the effects of
mRNA sequence engineering on translation. In contrast to previous
studies that optimize mRNA domains separately, our study high-
lights the importance of considering the entire mRNA sequence,
the production parameters of IVT mRNA, and the target cell types
of the desired application, as factors regulating translation and
mRNA stability are cell-type-specific.

We believe that the presented results may be valuable for developing
a new tool for mRNA-based therapeutics optimization based on high
ribosome load that considers the full mRNA sequence and intracel-
lular environment for a precise optimization of therapeutics mRNA.

MATERIALS AND METHODS

DNA templates preparation

The plasmid pFR_CrPV_xb containing the CrPV 5" UTR was a gift
from Phil Sharp (Addgene plasmid # 11509).”” The R5 EMCV
plasmid was a gift from Vincent Mauro (Addgene plasmid #
51733).'18 UTR sequences from neoUTR3,” MnSOD,* VP6,*?
hsp70,%® and poly(A) tails were synthesized by GenScript (Ryswick,
the Netherlands). The SARS-CoV-2 spike glycoprotein sequence
based on BNT162b1 was synthesized by GenScript. pF4AgNanoLuc
(ATG-42) was a gift from Lance Encell (Addgene plasmid #
137777).%

To generate the plasmids used in this study, UTR sequences and cod-
ing sequences (CDS) for firefly luciferase (Fluc) or SARS-CoV-2
Spike protein were cloned into the pF4Ag vector. The constructs
were verified by restriction enzyme analysis and Sanger sequencing
performed by Eurofins (Ebersberg, Germany). The generated
plasmid DNA (pDNA) was amplified in E. coli DH5a and purified
using a NucleoBond Xtra Midi Plus Kit (Macherey Nagel) according
to the manufacturer’s instructions.

In vitro transcription of mRNA

For IVT mRNA production, plasmids were linearized and purified
from gel using the NucleoSpinGel and PCR Clean-up Kit
(Macherey-Nagel). Capped-mRNA with Anti-Reverse Cap Analog
(ARCA) or CleanCap Reagent AG (Trilink) was produced by
in vitro transcription using the HighYield T7 RNA Synthesis Kit
from Jena Biosciences according to the manufacturer’s protocol.
The resulting IVT mRNA was purified using the Monarch RNA
Cleanup Kit (NEB). Depending on experiments, additional purifica-
tion with Oligo d(T)25 Magnetic Beads (NEB) was performed as
described previously.™
mRNA was verified by capillary electrophoresis using an Agilent
2100 Bioanalyzer. Double-stranded RNA (dsRNA) contamination
was quantified using a dsRNA ELISA Kit (Nordic Mubio) following

The integrity and quality of the purified

the manufacturer’s instructions. Results of mRNA quality analysis
and dsRNA contamination levels are presented in Figure S8 and
Tables S2 and S3.

Stability of Poly(A) tails in E. coli

E. coli clones carrying plasmid DNA (pDNA) with A120, A30L70, or
A/G tails were passaged 10 successive times in LB broth containing
ampicillin selection antibiotic (Merck). After passage 10, bacterial sus-
pensions were harvested, and pDNA was purified using a NucleoSpin
Plasmid Kit (Macherey Nagel). Integrity of tails was verified by Sanger
sequencing performed by Eurofins (Ebersberg, Germany).

Synchrotron radiation circular dichroism

We followed the protocol described in Wien et al.”® to record SRCD
spectra of mRNA. Spectral magnitudes were calibrated using a solu-
tion of camphorsulfonic acid (CSA) at a known concentration.
mRNA was diluted in HEPES buffer pH 7.5, 2.5 mM MgSO, at a final
concentration of 1-5 mg/mL. CD spectra were recorded in CaF, cu-
vettes with a 65 pm path and an acquisition window between 170 and
320 at a 1 nm bandwidth. The buffer spectrum was subtracted from
the sample spectra. We performed thermal scans from 15°C to 95°C
(every 5°C or 8°C). Spectra were analyzed using CDToolX: Version
2.1.°' Data were expressed as delta epsilon (DE) and normalized to
sample concentration. We used Origin for curve fitting.

Cell culture

Cell lines

C2C12 murine myoblasts and HeLa human ovarian carcinoma cells
were purchased from the American Type Culture Center. C2C12
cells were cultured in Dulbecco’s modified eagle media (DMEM,
Sigma) containing 10% heat-inactivated fetal bovine serum (FBS,
Sigma) and 1% antibiotics (Sigma). HeLa cells were cultured in Min-
imum Eagle Media containing 10% FBS and 1% antibiotics. AB1079
are immortalized human myoblasts isolated from a 38-year-old
healthy individual, as described in Mamchaoui et al.>? AB1079
were cultured in skeletal cell growth medium containing 50 pg/mL
fetuin, 10 ng/mL recombinant human epidermal growth factor,
1 ng/mL recombinant human basic fibroblast growth factor,
10 pg/mL recombinant human insulin, and 0.4 pg/mL dexametha-
sone (PromoCell). DC2.4 murine DC cells were a gift from Kenneth
L. Rock.” DC2.4 cells were grown in RPMI 1640 medium supple-
mented with 10% heat-inactivated FBS. All cells were cultured at
37°C in a humidified atmosphere containing 5% CO,.

Monocyte-derived dendritic cells

Venus blood samples were purchased from Etablissement Frangcais
du Sang (Maison du don-EFS Orléans). Peripheral blood mononu-
clear cells (PBMCs) were isolated using Ficoll density gradient
centrifugation (11753219, Fisher Scientific) at 2,000 rpm for
20 min. Monocytes were then isolated using Dynabeads Untouched
Human Monocytes Kit following manufacturer’s protocol. Mono-
cytes were differentiated into MoDC by cultivating 5 days in RPMI
medium supplemented with 10% heat-inactivated FBS, human
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interleukin-4 (IL-4) (62.5 ng/mL), and human granulocyte macro-
phage colony-stimulating factor (75 ng/mL).

mRNA transfection

All cell lines were confirmed mycoplasma-free using the MycoAlert
Mycoplasma Detection Kit (Lonza). One day before transfection,
cells were seeded in 96-well plates at densities of 10,000 cells per
well for HeLa, AB1079, and C2C12 lines and 20,000 cells per well
for DC2.4 and MoDCs. The transfection was performed with Lipo-
fectamine MessengerMAX (LFM, Thermo Fisher) following the
manufacturer’s recommendations, with 100 ng of capped-mRNA
per 10,000 cells. Transfection with LFM did not induce detectable
cytotoxicity (Figure S9).

LNP preparation

LNPs were formulated using the same lipid composition as
the Pfizer-BioNTech COVID-19 vaccine,® consisting of ALC
0315, DSPC, cholesterol, and ALC-0159 with a molar ratio of
50:10:38.5:1.5 and a nitrogen-to-phosphate ratio of 6. mRNA and
lipid solution were mixed at a 1:3 volume ratio using the Fluigent mi-
crofluidic system (Fluigent, France) equipped with a Herringbone
Mixer chip Fluidic 1460 (Chipshop). LNP characterization was per-
formed as described previously.”* The resulting LNPs measured 95—
120 nm with a PDI <0.2 (Figure S10) and exhibited an encapsulation
efficiency of 90%-95% (data not shown).

Evaluation of transfection efficiency

The translation efficiency of the different mRNAs was evaluated by
luciferase assay for the detection of NanoLuc reporter protein and
by ELISA for Spike protein.

Luciferase assay

Briefly, we removed the cell media and added the Hikarazine-108
NanoLuc substrate® diluted in PBS buffer at a final concentration
of 4 pM. Bioluminescence was then measured immediately using
CLARIOstar plate reader (BMG Labtech). Relative Luciferase Units
(RLUs) were normalized to protein content using BCA assay
(Thermo) and expressed as RLU per mg of protein.

RBD ELISA

Briefly, the cells were harvested and lysed 24 h post-transfection, and
spike protein expression was quantified using the Human SARS-
CoV-2 RBD ELISA Kit (Thermo Fisher) according to the manufac-
turer’s protocol.

Fluorescence in situ hybridization-flow cytometry analysis

We detected mRNA using the PrimeFlow RNA Assay Kit (Thermo
Fisher) following manufacturer’s protocol. We used Alexa-Fluor
488-labeled probes to detect GAPDH mRNA and Alexa Fluor
647-labeled probes to detect NanoLuc mRNA; probes were designed
by Thermo Fisher scientific. Twenty thousand single-cell events were
acquired for each sample on a BD FORTESSA X20 flow cytometer
(Beckton Dickinson). Data were analyzed using BD FACSDiva Soft-
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ware (Beckton Dickinson). NanoLuc probe signal was normalized to
GAPDH probe signal.

RT-qPCR

Total RNA was extracted from the samples using TRIzol reagent
(Thermo Fisher) according to the manufacturer’s instructions.
RNA concentration and purity were measured using a NanoDrop
spectrophotometer (Thermo Fisher), and the quality of the extrac-
tion was evaluated using an Agilent Bioanalyzer 2100. First-strand
cDNA was synthesized from 200 ng of total RNA using the
LunaScript RT SuperMix Kit (New England Biolabs).

The mRNA levels of NanoLuc, interferon alpha (IFNa/f), tumor ne-
crosis factor alpha (TNF-a), and IL-6 were quantified at 2 and 24 h
after transfection by real-time quantitative reverse-transcription po-
lymerase chain reaction (RT-qPCR) according to our previous
report.”® For NanoLuc, the primers anneal in the first third of the
gene. qPCR was performed using the Luna qPCR Master Mix
(New England Biolabs) with a LightCycler 480 PCR system (Roche).
The qPCR data were analyzed by the comparative AACt method, us-
ing the GAPDH RT-qPCR signal as an internal control for normal-
ization. The primers used for RT-qPCR were synthesized by Euro-
gentec, and the sequences are listed in Table S4.

Polysome profiling

The translation status of different mRNAs was compared in HeLa
cells using polysome profiling. One day prior to transfection, cells
were seeded in 15 cm petri dishes at a density of 3 x 10° cells per
dish. Transfection was performed using 10 pg of IVT mRNA com-
plexed with Lipofectamine (LFM). Twenty-four hours post-transfec-
tion, cells were treated with 100 pg/mL cycloheximide, then har-
vested and lysed following a method paper.”’

Approximately 350 pL of cell lysate was loaded onto a 10%-50% su-
crose gradient. After ultracentrifugation, the gradient was fraction-
ated into 15 distinct fractions. RNA from each fraction was isolated
using TRIzol LS reagent (Thermo Fisher Scientific) according to the
manufacturer’s protocol. A representative polysome profile is pre-
sented in Figure S11. The isolated RNA was then reverse transcribed
to cDNA, and quantitative PCR (qPCR) was performed as described
in the RT-qPCR section above.

In vivo evaluation

All animal procedures were approved by the French Ministry of
Research (#30279 for intramuscular injection of luciferase mRNA,
#44268 for immunization with Spike mRNA).

For luciferase expression, BALB/c mice (n = 3 to 7 per group)
received intramuscular (i.m.) injections of 1 pg N1-methyl-pseu-
douridine-modified firefly luciferase (Fluc) mRNA encapsulated in
LNPs. Mice were imaged 5 min after intraperitoneal injection of
100 pL of the D-luciferin substrate (15 mg/mL) (Promega) at 6, 24,
48, and 72 h post-injection of Fluc mRNA using an IVIS Lumina
Imaging System (PerkinElmer, Ville-bon-sur-Yvette, France). The
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luciferase signal was quantified using Living Image software
(PerkinElmer).

For the SARS-CoV-2 Spike immunization study, BALB/c mice (n =5
per group) received 5 pg of NI1-methyl-pseudouridine-modified
Spike mRNA. LNPs were injected into the tibialis muscle on days
1 and 14. Blood was collected in Microvette 500 CAT-Gel tubes (Sar-
stedt) from the submandibular vein on days 0, 7, 13, and 21, then
centrifuged to separate serum. Serum was stored at —80°C until as-
sayed. Anti-Spike IgG antibodies were quantified using a mouse
COVID-19 S IgG ELISA Kit (Antibodies.com). Neutralizing anti-
bodies were quantified using an SARS-CoV-2 Surrogate Virus
Neutralization Test (GenScript).

Statistical analysis

Unless otherwise noted, results are expressed as mean + SD or SEM.
Data was analyzed using Graph Pad prism 8.0 software. Comparison
of significance between groups was assessed using nested one-way
ANOVA*p < 0.05, **p < 0.01, **p < 0.001.
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Table S1: sequences of the poly(A) tails evaluated.

Name Sequence

A120 AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

A30L70 | AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAGCATATGACTAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

A/G AAAAAAAAAAGAAAAAAAAAAGAAAAAAAAAAGAAAAAAAAAAGAAAAAAAAAAGAAAAAA

AAAAGAAAAAAAAAAGAAAAAAAAAAGAAAAAAAAAAGAAAAAAAAAAGAAAAAAAAAAGA
AAAAAAAAAG

Table S2: dsRNA levels of different IVT mRNA: All mRNAs are capped with ARCA, except for the Oz
Bioscience mRNA, which is cap1.

5'UTR CDS 3'UTR | dsRNA % * SD

AES 0.361 = 0.144

hAg VP6 0.510 = 0.219

SOD 0.280 + 0.013

AES 0.294 + 0.072

UTR3 Nano VP6 0.233 + 0.020
luciferase

SOD 0.209 + 0.011

AES 0.331 = 0.147

UTR4 VP6 0.291 + 0.079

SOD 0.206 + 0.008

AES 0.431 = 0.117

hAg VP6 0.379 + 0.184

SOD 0.259 + 0.025

. AES 0.239 + 0.003

UTR3 qui'f’::;yse VP6 | 0293 + 0.014

SOD 0.302 + 0.105

AES 0.263 + 0.028

UTR4 VP6 0.407 + 0.095

SOD 0.276 + 0.006

Firefly luciferase Oz Bioscience 0.196 + 0.036

AES 0.175 = 0.018

hAg Spike VP6 0.163 = 0.024

SOD 0.142 + 0.004




Table $3: dsRNA level of IVT mRNA using different cap, U or m1W¥, and before/after oligo dT
purification.

dsRNA % * SD
Cap Nucleotides Without With
Oligo dT purification | Oligo dT purification
None U 0.365 + 0.063 0.154 + 0.008
m1¥y 0.288 + 0.115 0.129 + 0.013
U 0.947 + 0.112 0.552 + 0.144
ARCA m1¥y 0.112 + 0.004 0.118 + 0.013
U 0.544 + 0.089 0.247 £ 0.015
CleanCap AG m1y 0.105 + 0.004 0.140 + 0.014
Table S4: qPCR primers
Sequences (5' -> 3')
FW RV
IFN-a AAGCCATCCTTGTGCTAAGAGA AGCAAGTTGGTTGAGGAAGAGA
IFN-B AGCTCCAAGAAAGGACGAACA GCCCTGTAGGTGAGGTTGAT
TNF-a ATGAGCACAGAAAGCATGA AGTAGACAGAAGAGCGTGGT
IL-6 CCTCTGGTCTTCTGGAGTACC ACTCCTTCTGTGACTCCAGC
Nluc GGAGGTGTGTCCAGTTTGTTTCAG CACAGGGTACACCACCTTAA
GAPDH GCTGCGTTTTACACCCTTTC GTTTGCTCCACCCAACTGC
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Figure S2: qPCR results of the immunogenicity of the IV'T mRNA in DC 2.4 after transfection. Results
show moderate and transient activation of the interferon pathway at 2h post transfection before

returning to basal levels at 24h post transfection.
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Figure S5: A) FISH-Flow results of Nano luciferase mRNA, B) non modified spike mRNA compared to
m1W spike mRNA in Hela cells 24 hours after transfection.
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Figure S6: Evaluation of 5°UTR3 combinations in Hela cells: (A) Time course analysis of Fluc expression
in HelLa cells transfected with the three mRNA constructs and the benchmark mRNA. Bioluminescence
was acquired at 6, and 24h post-transfection, and results are expressed as mean * SD. (B) Total protein
expression over time (area under the curve) calculated from time course data and normalized to the
hAg 5'UTR-AES 3'UTR.
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Discussion générale

Les thérapies a base d’ARNm attirent de plus en plus l'attention de la communauté
scientifique et des investisseurs, notamment apres le succeés extraordinaire des deux
vaccins a3 ARNm approuvés en 2020 pour lutter contre le SARS-CoV-2. Plusieurs études
sont en cours d'essai clinique pour diverses applications (pour revue (Zak & Zangi,
2025)), etrécemment, en 2024, la FDA et la Commission européenne ont approuvé la mise
sur le marché du vaccin a ARNm contre le virus respiratoire syncytial (VRS), le mRESVIA®

de Moderna.

Cette technologie repose sur deux éléments : 'ARN messager et les systémes de délivrance
lipidique. L'optimisation de chacun de ces éléments est cruciale pour rendre cette
technologie de plus en plus robuste et efficace. Des avancées majeures ont déja été
réalisées dans l'ingénierie des séquences dARNm, la synthese de nouveaux composants

lipidiques et I'amélioration du processus de formulation.

Malgré ces avancées, plusieurs défis persistent, notamment dans le traitement des
maladies chroniques, ou'administration répétée de complexes ARNm-LNP immunogenes
pourrait se révéler contre-productive. S'y ajoutent la faible stabilité des formulations
ARNm-LNP lors du stockage et la nécessité d'optimiser |'efficacité de I'échappement

endosomal.

Dans le cadre de la continuité de l'optimisation de la technologie a base d’ARNm, mes
travaux de these visent a optimiser les vecteurs lipidiques, plus précisément les LNPs,

ainsi que l'ingénierie de séquence de 'ARNm synthétique, en modifiantles UTR et la queue
poly(A).

La premieére partie était consacrée aux nanoparticules lipidiques (Medjmedj et al.,

2022)

Nous avons étudié les effets de différents lipides helpers sur l'efficacité de la
transfection in cellulo et in vivo, ainsi que sur leur trafic intracellulaire. Nous avons
comparé trois formulations de LNP différentes par leurs lipides helpers
(DSPC/cholestérol (référence), DOPE/cholestérol et DOPE/3-sitostérol) en utilisant des
ARNm codant pour des protéines rapporteurs, a savoir la protéine EGFP et la firefly
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luciférase. Notre étude a démontré que les LNPs a base de DOPE présentaient de
meilleures performances que ceux a base de DSPC, ce qui est en accord avec les données
observées dans la littérature (R. Zhang et al., 2021; Alvarez-Benedicto et al., 2022). Nous
avons également constaté que la formulation LNP a base de DOPE/3-sitostérol était la plus

efficace des trois formulations testées in vivo.

Les résultats de 1'étude du trafic intracellulaire combinés a I'efficacité de la transfection
ont montré que I'accumulation des LNPs dans les endosomes de recyclage Rab11-positifs,
était inversement proportionnelle a l'efficacité de la transfection. Cette observation
suggere que les faibles performances du LNP-DSPC/Chol par rapport au LNP-DOPE
seraient liées a leur plus forte expulsion des cellules apres transfection. L'efficacité des
LNPs a base de B-sitostérol a été démontrée par le groupe de Sahay comme étant
indépendante du type cellulaire et du lipide ionisable utilisé, en utilisant le DSPC comme
phospholipide helper (S. Patel et al, 2020b). Dans notre étude, la formulation LNP
DOPE/B-sitostérol était la meilleure in vivo, mais pas in vitro (Medjmedj et al., 2022). Je
pense qu'il aurait fallu comparer cote a cote DSPC/[3-sitostérol et DOPE/3-sitostérol pour
en savoir plus sur le role du (3-sitostérol dans I'amélioration des performances des LNPs.
Si nous avions ajouté la formulation DSPC/3-sitostérol comme contrdle dans notre étude,
nous aurions pu répondre a la question de savoir pourquoi nous n'avions pas obtenu les

mémes résultats que le groupe de Sahay.

La différence observée est-elle liée a la présence de DOPE a la place de DSPC, ou a des

différences plus techniques dans la fagon et les parametres de formulation des LNPs ?

En ce qui concerne le trafic intracellulaire des LNPs DOPE/Chol et DOPE/3-sitostérol, on
constate qu'il n'y a aucune différence 4 h apres la transfection, que ce soit au niveau de
'internalisation cellulaire des complexes ARNm-LNP ou de leur distribution dans les
différents endosomes (précoce, tardif et de recyclage), ce qui est cohérent avec I'étude de
Patel et coll. (S. Patel et al., 2020b) dans laquelle ils ont observé une similarité de
distribution entre les LNPs DSPC/Chol et DSPC/[3-sitostérol dans les endosomes 4h apres
la transfection. Cependant, au fil du temps, ils ont observé une rétention des LNPs a base
de B-sitostérol dans les compartiments vésiculaires, ce qui conduit probablement a une
augmentation de l'efficacité de 1'échappement endosomal par rapport aux LNPs a base de
cholestérol (S. Patel et al, 2020b). Bien que les lipides auxiliaires, a savoir les
phospholipides et les stérols, puissent jouer un réle dans I'amélioration de I'échappement
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endosomal, c'est le cas du béta-sitostérol (S. Patel et al., 2020b) et du DOPE (Alvarez-
Benedicto et al., 2022). Le lipide ionisable reste 1'élément clé pour une amélioration

conséquente.

~

A mon avis, trois axes principaux peuvent encore booster la technologie des LNPs :
I'amélioration de I'échappement endosomal, I'amélioration du stockage des complexes

apres formulation et le ciblage sélectif.

Concernant I'amélioration de I'échappement endosomal des LNPs, de nombreux groupes
de recherche s'intéressent a la modification ou au développement de nouveaux lipides
ionisables pour améliorer la libération efficace de 'ARNm dans le cytosol des cellules (voir
la revue de littérature (Lu et al., 2024)). Le groupe d’Akita, au Japon, a notamment mis au
point une série de lipides ionisables autodégradables appelés « ssPalm », qui
comprennent une liaison S-S clivable et une structure lipidique activée par le pH. Pour
améliorer 1'échappement endosomal, ils ont modifié la structure des groupes hydrophiles
de la téte du lipide ionisable en passant d'amines tertiaires linéaires a des cycles
pipérazine (ssPalmO-Paz4-C2), ce qui a entrainé une augmentation de plus de dix fois du
signal de la luciférase dans le c6lon (Tanaka et al.,, 2018). Dans 1'équipe de Michael ].
Mitchell, a I'université de Pennsylvanie, une plateforme a été développée pour synthétiser
une classe de lipides ionisables appelée BEND (Branched endosomal disruptor). En
résumé, ils ont démontré que ces lipides ionisables BEND pouvaient améliorer la
transfection médiée par les LNPs pour la délivrance dARNm et de protéines dans le foie.
De plus, lorsqu'elles sont appliquées a I'édition génétique et a la délivrance de cellules T,
les LNPs BEND ont montré une amélioration de 1'édition hépatique avec 'ARNm Cas9 et
le complexe Cas9 RNP, ainsi qu'une transfection totale des cellules T (Padilla et al., 2025).
J'ai évoqué ces deux études a titre d'exemples, mais il existe plusieurs autres études. Les
efforts sont intensifiés par les différentes équipes de recherche dans le monde entier pour

pallier la limite de 1'échappement endosomal.

Le ciblage sélectif représente un défi majeur pour la technologie des LNPs, en particulier
pour les applications thérapeutiques extra-hépatiques. Les recherches se concentrent le
plus souvent sur le ciblage actif en ajoutant des ligands pour des récepteurs spécifiques.
Ces ligands sont généralement conjugués a des lipides PEG (figure 18), mais peuvent
également étre conjugués a d'autres composants lipidiques, tels que les lipides ionisables
(Lin et al.,, 2023).
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Figure 18 : Différentes stratégies pour diriger les LNPs vers des tissus/types cellulaires spécifiques :
Les quatre types de lipides utilisés dans les produits cliniques actuels a base de LNP sont en bas de la
figure (Simonsen, 2024).

La revue de Simonsen examine les défis potentiels liés aux stratégies de ciblages actuelles
des LNPs (Simonsen, 2024). A la différence des paradigmes actuels, les résultats de Su et
al, montrent que le cholestérol et les phospholipides ne sont pas indispensables au bon
fonctionnement des LNPs. Plus précisément, I'élimination du cholestérol de la formulation

LNP permet de réduire l'accumulation de nanoparticules dans le foie (Su et al., 2024).

Le stockage représente un défi majeur pour les formulations de LNP, qui peut avoir un
impact direct sur l'efficacité thérapeutique. Des conditions de conservation inadaptées
peuvent en effet compromettre 1'efficacité des formulations. L'instabilité des LNPs est
principalement due a des cascades réactionnelles initiées par I'hydrolyse et 1'oxydation
des lipides. Ces processus génerent des impuretés capables de former des adduits avec
I'ARNm par liaison covalente, ce qui peut entrainer 1'hydrolyse de 'ARNm et réduire

drastiquement |'efficacité de la transfection (Cheng et al., 2023).

Plusieurs stratégies d'optimisation ont été développées : l'incorporation de lipides
ionisables modifiés, notamment des lipides pipéridines, permet de stocker les LNPs en
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solution a 4 °C pendant 5 mois (Hashiba et al., 2024) ; la lyophilisation élimine 1'eau et
permet d'atteindre des durées de stockage longues, par exemple 18 mois a 5 °C pour le
vaccin ARNm-LNP contre le cytomégalovirus (mRNA-1647) développé par Moderna
(Cheng et al., 2023) ou 15 mois a 4 °C pour des liposomes appelés LYX (Ngalle Loth et al,,
2025), avec l'ajout indispensable de cryoprotecteurs tels que le tréhalose ou le sucrose.
Ces avancées technologiques permettent de distribuer plus facilement les thérapies
innovantes a base d’ARNm, ce qui réduit significativement les cofits logistiques et élargit

l'acces aux régions disposant de peu d'infrastructures de réfrigération.

Il convient de souligner que j'ai évoqué quelques axes d’amélioration des formulations de
LNP pour la délivrance d’ARNm, et que le nombre d’études consacrées a ce domaine a

connu une croissance exponentielle, tant dans le milieu académique que dans I'industrie.

La deuxiéme partie était consacrée a 'optimisation de '’ARNm (Medjmed;j et al., 2025)

Dans cette étude, nous avons cherché a identifier une combinaison d'UTR permettant
d'améliorer la traduction et/ou la stabilité de 'ARNm synthétique. Nous avons également
testé en parallele une queue hétérogene appelée « A/G tail » dans notre étude. Comme
indiqué précédemment, les UTRs et la queue, bien qu'ils ne fassent pas partie de la région
codante de I'ARNm, jouent un réle tres important dans la stabilité et la traduction de
I'ARNm, et par conséquent dans l'efficacité thérapeutique de 'ARNm synthétique. Les
résultats majeurs de notre étude sont les suivants : (i) la queue A/G est stable sur 'ADN
plasmidique apres amplification dans les bactéries et offre des performances similaires a
la queue A30L70 développée par BioNTech ; (ii) les faibles performances des UTRs dites
cap indépendantes ou IRES (Internal Ribosome Entry Site). (iii) L'efficacité des
combinaisons UTR dépend du CDS et du type cellulaire ; (iv) les 3'UTR du VP6 du rotavirus
et de la MnSOD présentent une efficacité similaire a la 3'UTR AES-mtRNR1 (référence de

notre étude).

L'instabilité de la queue poly(A) lors de I'amplification plasmidique dans les systémes
bactériens constitue un défi majeur pour la production dARNm par polyadénylation co-
transcriptionnelle. Cette instabilité, caractérisée par un raccourcissement de la séquence
poly(A), affecte directement 1'efficacité de la traduction de 'ARNm. La polyadénylation
post-transcriptionnelle n'est pas la meilleure solution pour pallier cette limite, car il est

impossible de controler la taille de la séquence ajoutée, ce qui génére une hétérogénéité
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de taille. Sans compter le colit supplémentaire lié a la réaction et a la purification. D'autres
solutions ont été développées pour garantir une stabilité optimale de 'ADN plasmatique
lors de I'amplification dans les systémes bactériens, ainsi que pour améliorer la stabilité
de la traduction de 'ARNm thérapeutique (EBERLE et al.,, 2016; Li et al., 2022; Lim et al,,
2018). Notre queue A/G s'inspire de I'étude de Lim et al, qui ont montré que l'ajout d'un
G dans la queue poly(A) augmentait la demi-vie de 'ARNm en retardant la déadénylation
(Lim etal., 2018). Nous avons répété le motif (10A)G douze fois, ce qui donne une taille de
132 nucléotides. Cette queue peut étre optimisée en modifiant le pourcentage et/ou la
position de G, en incorporant d'autres nucléosides, notamment la cytidine (C), qui a
permet d’augmenter la traduction et de prolonger la stabilité de 'ARNm synthétique in
vitro et in vivo (Li et al., 2022). Les PABP cytoplasmiques (PABPC) se fixent dans une
fenétre de 23 a 27 nucléotides (Sawazaki et al., 2018). Il serait donc intéressant de
caractériser l'interaction avec les PABPC pour évaluer l'impact de la présence de G ou de

C dans les queues hétérogenes.

Pour optimiser les régions non traduites, il est essentiel d'adopter une approche
rationnelle dans la conception afin d'identifier une combinaison 5’ UTR-3’ UTR optimale.
Cependant, jusqu'a présent, il n'existe pas de consensus sur les UTRs optimales a utiliser
dans des applications biomédicales spécifiques. L'identification de nouvelles 5’UTR par
des approches computationnelles est apparue comme un nouvel outil permettant
d'améliorer la traduction des ARNm thérapeutiques. Néanmoins, utiliser uniquement la
séquence de la 5'UTR pour évaluer le mean ribosome load (MRL) n'est pas suffisant. Dans
notre étude, nous avons montré que des ARNm avec la méme 5' UTR et des 3' UTR
différentes ne sont pas traduits avec la méme efficacité. Prenons I'exemple de la 5' UTR4,
identifiée par une approche silico (Linares-Fernandez et al., 2021). Cette 5' UTR4,
combinée ala 3' UTR MnSOD, résulte en une faible traduction, comparée a la combinaison
avec la 3' UTR AES-mtRNR1 (la 3° UTR de référence). De plus, si une paire d’'UTR
particuliere surpasse une autre avec la méme région codante, rien ne garantit que cela
sera vrai pour d'autres séquences codantes. Comme c'est le cas dans notre étude, ou la
combinaison de la 5'NeoUTR3 et de 1a 3'AES-mtRNR1 a donné des résultats complétement
différents selon le CDS (nanoluc ou FLuc). Ces résultats soulignent I'impact des séquences

de 'ARNm sur son repliement, et donc sur son accessibilité a la traduction.
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Une étude menée par l'équipe de Steve Pascolo a montré qu'un ARNm synthétique dit
« minimaliste », contenant une 5' UTR courte de 4 nucléotides (CAAG) et sans 3’ UTR,
permettait d'obtenir un taux d'anticorps similaire a celui d'un ARNm dit optimal
contenant une 5'UTR sous forme d’aptamere qui recrute elF4G dit «elF4G aptamer» et
une 3'UTR de mtRNR1-AES (Mamaghani et al., 2024). Dans le cadre de l'optimisation de
I'ARNm par sélection d'UTR, il est nécessaire de souligner I'incohérence du choix des UTR
de référence, ce qui rend la comparaison quasi impossible entre les différentes études.
Nous avons fait le choix d'utiliser les UTRs de BioNTech dans le vaccin contre le Covid-19
comme référence, mais d'autres études prennent comme référence des constructions
beaucoup moins efficaces non validées cliniquement : un ARN sans UTR (Ferizi et al,,
2016), la béta-globine humaine ou du xénope (Linares-Fernandez et al., 2021), 1'elF4G
aptamer (Mamaghani et al., 2024), etc. En tenant compte des observations citées ci-
dessus, il faut selon moi interpréter avec prudence les affirmations concernant les «

meilleurs » UTR.

Pour les 3' UTR, nous avons choisi la séquence du VP6 du rotavirus et la 3' UTR de la
MnSOD en raison de la présence de translation enhancer (TE) dans ces séquences.
D'autres parameétres de la 3'UTR peuvent également influencer directement la traduction
et la demi-vie de 'ARNm, comme la longueur de la séquence, la présence d'éléments riches
en AU (AU-rich element ou ARE) ou d'éléments de réponse aux micro-ARN (MRE). La
longueur de la région 3' UTR doit étre optimale, car les ARNm dont la région 3' UTR est
tres longue ont une demi-vie plus courte (Schwanhdusser et al., 2011), tandis que les
ARNm dont la région 3' UTR est trés courte sont traduits moins efficacement (Tanguay &
Gallie, 1996). Plusieurs protéines cytoplasmiques peuvent se lier aux ARE, parmi
lesquelles HuR est l'une des rares protéines capables de stabiliser I'ARN cible.
Contrairement a de nombreuses protéines de liaison a 'ARN qui accéléerent la dégradation
de I'ARN, HuR joue un réle crucial dans I'amélioration de la stabilité et de la traduction de
I'ARN en se liant aux éléments riches en AU. L'équipe de Jiaqi Lin a exploité cette propriété
de maniere intelligente pour améliorer la stabilité de 'ARNm et sa traduction en insérant
des séquences AU reconnues par HuR. Ils ont démontré que I'emplacement idéal de ces
éléments se situait juste entre la séquence codante et la 3' UTR. Ils ont également optimisé
lalongueur de la séquence riche en motifs AUUUA répétés 15 fois, soit 60 nucléotides. (Ma

etal,, 2025). Pour une expression optimale de 'ARNm synthétique, il est trés important de
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prendre en compte la spécificité du tissu cible de I'application thérapeutique, notamment
la présence de certains microARN. En se basant sur la présence ou l'absence de certains
microARN dans le tissu d'intérét, il est possible d'ajouter ou de retirer des sites MRE afin
de favoriser la traduction dans un tissu plut6ét qu'un autre. C'est le cas du miR142, qui est
I'un des miARN spécifiques aux cellules présentatrices d'antigénes (APC) (Majowicz et al.,
2013). Pour une application de vaccination, il faut s'assurer que la 3' UTR ne contient pas
ces sites de fixation afin de favoriser la traduction et donc la production de 'antigene, mais
pour une application de protéines de remplacement, il faut ajouter ces sites pour
empécher la traduction dans les APC et donc éviter une réaction d'immunogénicité. Il
convient de noter que les enjeux d'optimisation de I'ARNm pour une application
thérapeutique et pour la vaccination ne sont pas exactement les mémes. Dans un contexte
vaccinal, une immunogénicité contrélée est souhaitée, 1'objectif étant de générer une
activation efficace du systeme immunitaire sans que la traduction de 'ARNm soit durable.
En revanche, pour une application thérapeutique telle que le remplacement de protéines,
I'enjeu majeur consiste a éviter l'activation du systeme immunitaire et a garantir une

expression durable de la protéine d'intérét.

Outre l'optimisation des séquences d’ARNm synthétiques, les parameétres de la
transcription in vitro (IVT) et le choix de la méthode de purification en aval sont essentiels
pour améliorer |'efficacité de la traduction. L'objectif est de réduire au maximum les sous-
produits de la réaction de transcription in vitro, notamment les dsRNA les ARNm tronqués,
et de récupérer une seule population dARNm full-length. La qualité de la matrice d’ADN,
le choix de la polymérase ARN, la température et la durée de la réaction influencent la
qualité de 'ARNm ainsi que la quantité de sous-produits générés. Ces parametres sont

discutés dans la littérature (pour revue (J. Zhang et al., 2023; Lenk et al., 2024)).

Les thérapies a base dARNm décrites dans notre étude et dans ma these englobent
principalement 'ARNm IVT traditionnel. Cependant, la technologie de 'ARNm étant en
constante innovation et évolution, d'autres formes de médicaments a base dARNm, tels
que self-amplifying mRNA, trans-amplifying mRNA, and circRNA, présentent d'immenses

possibilités d'application.
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Conclusion et perspectives

La médecine basée sur TARN messager marque un tournant dans notre maniere
de traiter, voire de guérir, les maladies. Les avancées technologiques dans le domaine de
UCARN messager ont permis d'améliorer la stabilité, de réduire 'immunogénicité et
d'augmenter Uexpression, mais des défis subsistent pour éliminer tout risque d’effets
indésirables et pour optimiser U'expression, la durée et la stabilité, afin de permettre
’émergence potentielle de médicaments a base d’ARNm préts a U'emploi. De plus, des
normes plus strictes doivent étre respectées pour passer a des applications non
vaccinales, car des progrés supplémentaires sont nécessaires pour générer des
plateformes thérapeutiques a base d’ARNm efficaces et ciblées, capables de délivrer
'ARNmM de maniere slre aux cellules souhaitées, sans probleémes de biodistribution hors

cible, d’'immunogénicité ou de toxicité.

Dans notre équipe, nous travaillons sur les deux axes qui permettent d’améliorer et de
booster la technologie ARNm-LNP, a savoir les LNPs et l'ingénierie de la séquence de
I’ARNm, pour des applications vaccinales ainsi que dans le domaine de la médecine

régénérative.

La premiere partie de ma these visait a optimiser une formulation de nanoparticules
lipidiques pour la délivrance de 'ARNm en modifiant les lipides helper. Nous avons mis en
évidence l'effet combiné du DOPE et du (-sitostérol, qui améliorent I'efficacité de la
délivrance dARNm par des LNPs in vivo. La deuxieme partie visait a optimiser la séquence
de 'ARNm en testant une sélection d’'UTR et une queue hétérogene. Bien que nous n'ayons
pas identifié de combinaison d'UTR nettement plus performante que celle utilisée dans le
vaccin Pfizer-BioNTech (5' UTR hAg et 3' UTR AES-mtRNR1), notre étude enrichit les
connaissances dans le domaine de |'optimisation de 'ARNm synthétique. Contrairement
aux études précédentes qui optimisent séparément les domaines de 'ARNm, notre étude
souligne l'importance de prendre en compte 1'ensemble de la séquence de I'ARNm, les
parametres de production de 'ARNm par transcription in vitro et le type de cellules cibles

de I'application souhaitée.
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N

A mon avis, l'avenir de l'optimisation de la technologie ARNm-LNP reposera
majoritairement sur l'utilisation de lintelligence artificielle pour la conception de
séquences dARNm, de nouveaux lipides ionisables et pour le ciblage des LNPs. Les
chercheurs ont déja commencé a utiliser cette approche. Pour les LNPs, on trouve AGILE
(AI-Guided Ionizable Lipid Engineering), une plateforme qui associe le deep learning et la
chimie combinatoire. AGILE permet de rationaliser le développement de lipides ionisables
grace a une conception efficace de bibliotheques, a un criblage in silico des lipides via des
réseaux neuronaux profonds et a une adaptabilité a diverses lignées cellulaires. Selon les
auteurs, AGILE permet de concevoir, de synthétiser et d'évaluer rapidement des lipides
ionisables pour I'administration dARNm, en effectuant une sélection parmi une vaste
bibliotheque (Xu et al, 2024). Pour l'optimisation de 'ARNm, on trouve GEMORNA
(Generative models for RNA). GEMORNA est un modele d'ARN génératif qui utilise des
architectures Transformer adaptées aux séquences codantes et aux régions non traduites
de I'ARNm afin de concevoir de nouveaux ARNm présentant une expression et une stabilité
améliorées. Les ARNm complets concus par GEMORNA ont montré une augmentation de
'expression de la firefly luciferase pouvant aller jusqu'a 41 fois supérieure par rapport
aux ARNm de référence in vitro (H. Zhang et al.,, 2025). Cependant, I'efficacité de I'lA
dépend directement des données d’entrainement des algorithmes, ce qui souligne la

nécessité de générer des résultats de qualité pour entrainer les différents algorithmes.

Au-dela de I'utilisation de I'[A pour optimiser la technologie ARNm-LNP, la communauté
scientifique, qu'elle soit académique ou industrielle, poursuit les innovations sur tous les
axes afin de renforcer la robustesse de cette technologie et d’élargir ses applications a
diverses pathologies, notamment en médecine personnalisée. Dans cette optique, 'équipe
congoit et synthétise de nouveaux lipides ionisables et conjugue des ligands aux LNPs afin

de cibler spécifiquement le cancer du poumon et le tissu osseux.
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Evaluation de ’ARN messager synthétique délivré par des nanoparticules lipidiques : impact des lipides
helper et des éléments UTR/poly(A) sur I'efficacité d’expression

Résumé :

L’ARN messager (ARNm) est apparu comme une plateforme prometteuse pour le développement de nouveaux médicaments.
L’efficacité de la technologie ARNm dépend a la fois de la délivrance efficiente et de la traduction efficace des molécules d’ARNm.
Malgré le succés remarquable des vaccins a ARNm contre le SARS-CoV-2, des progrés restent nécessaires pour améliorer les
systéemes de délivrance et la conception de la séquence d’ARNm, en vue d’optimiser I'efficacité des vaccins et thérapies a ARNm.
La premiere partie de cette thése a porté sur les nanoparticules lipidiques (LNPs) comme vecteurs de délivrance pour TARNm
synthétique. Trois compositions de LNP, toutes contenant le lipide ionisable D-Lin-MC3 mais différant par la nature du lipide
auxiliaire (DSPC/cholestérol, DOPE/cholestérol et DOPE/B-Sitostérol), ont été comparées in cellulo et in vivo afin d’identifier les
lipides auxiliaires les plus efficaces pour la délivrance de TARNm. Nos résultats montrent que le choix du lipide auxiliaire influence
I'efficacité de la transfection in vivo, et que les formulations contenant du DOPE montrant des performances supérieures. La
seconde partie de cette thése a porté sur I'optimisation des éléments de séquence de 'ARNm. Dans l'objectif d’améliorer la
traduction de ’ARNm synthétique, nous avons évalué différentes séquences non traduites (UTRs) et queues poly(A), en utilisant
la conception de séquence du vaccin COVID-19 de Pfizer-BioNTech comme référence. Nous avons d’abord évalué six régions
5" UTR (dépendantes ou indépendantes de la coiffe), neuf combinaisons 5 UTR-3’ UTR, ainsi qu’une nouvelle queue hétérologue
A/G, en modeles cellulaires et in vivo avec la luciférase comme géne rapporteur. Afin de mieux comprendre le mécanisme de
traduction des UTRs sélectionnées, nous avons corrélé I'expression de '’ARNm avec la charge ribosomale, la demi-vie de TARNm,
son immunogénicité et la structure des UTRs. Nos résultats montrent que la queue hétérologue A/G est aussi efficace que la
queue utilisée dans le vaccin Pfizer-BioNTech et confirment la grande efficacité du 5 UTR de I'a-globine humaine. De plus, le
potentiel des 3' UTRs VP6 et SOD a été révélé. Nous avons validé ces résultats en utilisant un ARNm codant la protéine Spike
du SARS-CoV-2, formulé en LNP pour 'immunisation murine. Globalement, les 3' UTRs sélectionnées et la queue hétérologue
A/G offrent un fort potentiel comme nouveaux éléments pour la conception de 'ARNm thérapeutique. En résumé, nos travaux
soulignent 'importance du choix du lipide auxiliaire dans la formulation des LNP, et démontrent le rle déterminant des éléments
de séquence d’ARNm, notamment les régions 5 UTR, 3 UTR et la queue poly(A), dans I'amélioration de I'efficacité des
traitements a base dARNm.

Mots clés : Systémes de délivrance, LNP, ARNm, UTR, vaccin et thérapie a base ' ARNm

Evaluation of synthetic messenger RNA delivered by lipid nanoparticles: impact of helper lipids and
UTR/poly(A) elements on expression efficacy

Summary :

Messenger RNA (mRNA) has emerged as an attractive platform for novel drug development. The efficacy of mMRNA technology
depends on both the efficient delivery and effective translation of mMRNA molecules. Despite the remarkable success of mMRNA
vaccines against SARS-CoV-2, there is still much work to be done to improve delivery systems and mRNA sequence design in
order to achieve high efficacy for mRNA vaccines and therapeutics. The first part of this thesis focused on lipid nanoparticles
(LNPs) as delivery vehicles for synthetic mMRNA. Three LNPs compositions, all containing the ionizable lipid D-Lin-MC3 but
differing in their helper lipid composition (DSPC/cholesterol, DOPE/cholesterol and DOPE/B-Sitosterol) were compared in cellulo
and in vivo to identify the most effective auxiliary lipids for mRNA delivery. Our results showed that the choice of helper lipid does
influence in vivo transfection efficiency, with formulations containing DOPE exhibiting superior performance. The second part of
this thesis focused on the optimization of mMRNA sequence elements. Intending to improve the translation of synthetic mRNA, we
evaluated various untranslated regions (UTRs) and tail designs, using Pfizer-BioNTech COVID-19 vaccine sequence architecture
as a reference. First, we screened six 5° UTRs (cap-dependent/independent), evaluated nine 5° UTR-3' UTR combinations, and
a novel heterologous A/G tail in cell models, and in vivo using luciferase as a reporter gene. Then, to decipher the translation
mechanism of selected UTRs, we correlated mRNA expression with ribosome load, mRNA half-life, mMRNA immunogenicity, and
UTR structures. Our results showed that the heterologous A/G tail introduced is as potent as the Pfizer-BioNTech tail and
confirmed the high potency of the human a-globin 5 UTR. They also revealed the potential of the VP6 and SOD 3’ UTRs. We
validated our results using mRNA encoding the SARS-CoV-2 spike protein formulated as lipid nanoparticles (LNPs) for mouse
immunization. Overall, the selected 3' UTRs and heterologous A/G tail have great potential as new elements for therapeutic mRNA
design. In summary, our findings emphasize the critical role of helper lipid selection in LNP formulations and demonstrate the
significance of mMRNA sequence elements including the 5 UTR, 3’ UTR, and poly(A) tail in advancing the efficacy of mMRNA
therapeutics.

Keywords : Delivery Systems, LNPs, mRNA, UTR, mRNA vaccines
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