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Résumé 

Suite à la pandémie de COVID-19, l’utilisation de l’ARNm en tant qu’agent thérapeutique 

s’est révélé prometteur pour la lutte contre les maladies infectieuses. Cependant, l’un des 

principaux défis à surmonter est la nécessité de préserver l’intégrité de l’ARNm contre la 

dégradation enzymatique qui peut entraver son efficacité thérapeutique. 

L’utilisation du chitosane comme vecteur de livraison a engendré beaucoup d’intérêt dû 

à ses propriétés de biocompatibilité, biodégradation et de faible toxicité. Lorsqu’il est 

associé à l’ARNm, le chitosane forme des nanoparticules grâce à une interaction 

électrostatique entre la charge positive du chitosane et la charge négative de l’ARNm. 

Notre laboratoire a synthétisé un nanovecteur composé de CH-DIPEA₅₃-PEG₁.₁₅ avec des 

modifications incorporées sous forme d’ajout de groupes DIPEA et PEG. Ces modifications 

sont conçues pour augmenter la stabilité et prolonger la demi-vie des nanoparticules. Le 

but de notre projet est de développer une nouvelle nanoplateforme vaccinale basée sur 

l’utilisation de nanoparticules CH-DIPEA₅₃-PEG₁.₁₅/ARNm qui permettra de protéger 

l’ARNm contre la dégradation enzymatique et à faciliter sa livraison à son site d’action in 

vitro. 

Les nanoparticules CH-DIPEA₅₃-PEG₁.₁₅/ARNm ont été caractérisées par DLS pour mesurer 

la taille ainsi que le potentiel zêta. Ensuite, des essais ont été réalisés sur la complexation, 

l’encapsulation et la libération de l’ARNm du polymère CH-DIPEA₅₃-PEG₁.₁₅. Ces derniers 

ont montré une complexation totale à ratio N/P 3 :1 ainsi qu’une efficacité 

d’encapsulation de 95%. Par la suite, des évaluations de cytotoxicité ont été effectuées 

sur trois lignées cellulaires : les Caco-2, RAW 264.7 et HEKa. Les nanoparticules ont 

montré une viabilité cellulaire de 98.58 ± 8.1%, 91.52 ± 4.25% et 97.65 ± 4.3% 

respectivement. Les essais de stabilité ont montré que ces nanoparticules étaient 

capables de protéger l’ARNm contre la dégradation par les RNases pendant une période 

allant jusqu’à 48h. Enfin, des études de transfection ont été confirmées par microscopie 

confocale. Nos nanoparticules ont montré une bonne capacité de protection ainsi qu’une 

efficacité d’internalisation dans les trois lignées cellulaires. Cependant, il n’a pas été 

possible d’observer l’expression protéique de la protéine EGFP correspondant à 
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l’ARNm utilisé. On suggère que c’est dû aux fortes interactions entre le chitosane et 

l’ARNm qui empêche sa libération une fois qu’il est internalisé. Il est donc nécessaire de 

poursuivre les recherches pour améliorer les modifications apportées au vecteur CH-

DIPEA₅₃-PEG₁.₁₅ afin de trouver un équilibre entre la protection de l’acide nucléique et sa 

libération. 

 

 

Mots-clés : Thérapie génique, Chitosane, Nanoparticules, ARN messager, Vaccination, 

Toxicité. 
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Abstract 
 

Due to the COVID-19 pandemic, the use of mRNA as a therapeutic agent in fighting 

infectious illnesses has shown a great potential. However, one of the key hurdles to 

overcome is the requirement to protect mRNA against enzymatic degradation, which 

might impair its therapeutic efficacy. 

Because of its biocompatibility, biodegradability, and low toxicity, the use of chitosan as 

a delivery vector has gained significant interest. When associated with mRNA, chitosan 

forms nanoparticles through electrostatic interaction between the positive charge of 

chitosan and the negative charge of mRNA. Our laboratory has synthesized a nanocarrier 

composed of CH-DIPEA₅₃-PEG₁.₁₅ with incorporated modifications in the form of DIPEA 

and PEG groups. These modifications are intended to improve nanoparticle stability and 

lengthen their half life. Our project’s objective is to create a novel vaccine nanoplatform 

based on the use of CH-DIPEA₅₃-PEG₁.₁₅/mRNA nanoparticles that will protect mRNA from 

enzymatic degradation and enable its delivery to its in vitro location. 

DLS was used to determine the size and zeta potential of the CH-DIPEA₅₃-PEG₁.₁₅/mRNA 

nanoparticles. Following that, experiments on the complexation, encapsulation and 

release of mRNA from CH-DIPEA₅₃-PEG₁.₁₅ were performed. These experiments showed 

full complexation at N/P ratio of 3:1 and and an encapsulation efficiency of 95%. Following 

that, three cell lines were tested for cytotoxicity: Caco-2, RAW 264.7, and HEKa. The cell 

viability of nanoparticles was 98.58 ± 8.1%, 91.52 ± 4.25% and 97.65 ± 4.3%, respectively. 

Stability tests showed that these nanoparticles could protect mRNA from RNase 

degradation for up to 48 hours. Finally, transfection studies were confirmed by confocal 

microscopy. In all three cell lines, our nanoparticles showed good protection and 

internalization efficiency. However, it was not possible to observe the protein expression 

of the EGFP protein corresponding to the used mRNA.  
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It is suggested that this is due to strong interactions between chitosan and mRNA, 

preventing its release once internalized. As a result, more study is required to optimize 

the modifications made to the CH-DIPEA₅₃-PEG₁.₁₅ vector in order to achieve a balance  

between nucleic acid protection and release. 

 

Keywords: Gene Therapy, Chitosan, Nanoparticles, Messenger RNA, Vaccination, Toxicity. 
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Chapitre 1 INTRODUCTION 

1.1 Thérapie génique 

 
La thérapie génique est une approche innovante qui vise à guérir ou prévenir des maladies 

(Rubanyi, 2001). Elle consiste à introduire des acides nucléiques tels que l’ADN 

plasmidique (ADNp), l’ARN messager (ARNm) ou l’ARN interférant (siRNA), dans les 

cellules (Liu, 2019 ; Youn et Chung, 2015). L’objectif principal est de corriger les anomalies 

génétiques, de produire des protéines thérapeutiques ou bien inactiver des gènes 

responsables de maladies (Xu et al., 2014). 

Au début utilisé comme technique d’édition génétique, la thérapie génique vise à 

introduire de manière permanente un fragment d’ADN fonctionnel pour remplacer un 

gène dysfonctionnel (He et al., 2011). Par la suite, d’autres approches ont été 

développées, notamment l’injection directe d’ADN dans la cellule cible, ou il est ensuite 

transcrit et traduit en une protéine fonctionnelle (Kobelt et al., 2014). Cependant, cette 

méthode présente un inconvénient, à savoir le risque de mutation insertionnelle 

provoqué par l’internalisation de l’ADN exogène dans le noyau cellulaire (Baum et al., 

2004). Une alternative à cette approche consiste à remplacer l’utilisation de l’ADN par 

l’ARNm. En effet, l’ARNm a seulement besoin d’être internalisé dans le cytosol de la 

cellule pour être traduit et exprimé en protéine fonctionnelle, évitant ainsi le risque de 

mutation insertionnelle (Tavernier et al., 2011). 

L’utilisation de l’ARNm en thérapie génique rencontre un premier obstacle majeur lié à sa 

sensibilité à la dégradation enzymatique, ce qui limite sa capacité à être internalisé et 

atteindre le cytosol des cellules cibles (Tavernier et al., 2011). Pour surmonter cette 

limitation, l’utilisation de vecteurs non viraux tels que les nanovecteurs lipidiques ou 

polymériques a été étudiée (Gomes-da-Silva et al., 2012 ; Ojer et al., 2013). Le chitosane 

et ses dérivés se présentent comme une approche prometteuse en raison de leur 

biocompatibilité et de leur faible toxicité, permettant la formation de polyplexes pour la 

livraison d’ARNm (Tiyaboonchai, 2013). 
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La pandémie de SARS-CoV-2 a accru l’intérêt pour l’utilisation de nanoparticules dans la 

livraison d’ARNm à des fins vaccinales (Jackson et al., 2020). Les avancées cliniques 

récentes ont mis en évidence le potentiel de la thérapie génique dans le traitement de 

maladies graves, ouvrant ainsi de nouvelles possibilités pour son utilisation dans le 

domaine médical (Dunbar et al., 2018). 

 

1.2 Vaccination 

Le concept de la vaccination remonte au XVe siècle, lorsque les Turcs et les Chinois ont 

développé une pratique visant à induire une immunité contre les infections présentes 

localement dans leur région (Sachdeva et Arora, 2022). L’une de ces techniques, appelée 

‘variolisation’, impliquait l’inoculation de croutes de pustules de la variole chez des 

personnes infectées dans des coupures de la peau de personnes non infectées (Banerji et 

al., 2023). Malgré les effets protecteurs constatés chez certains individus, cette technique 

induisait des symptômes graves et pouvant conduire jusqu’au décès des patients (Coolen, 

2019). En 1796, Edward Jenner, un médecin anglais, a observé que les laitières qui avaient 

contracté la vaccine, un virus qui affecte principalement les bovins et qui peut se 

transmettre à l’homme, n’avaient pas été infectées par la variole (Belongia et Naleway, 

2003). Il a alors émis l’hypothèse que l’inoculation de personnes avec des pustules de 

vaccine pouvaient les protéger contre la variole. Pour confirmer cette hypothèse, il a 

inoculé un liquide contenant des pustules de vaccine à un enfant, puis, quelques jours 

plus tard, il l’a intentionnellement infecté avec le virus de la variole. Comme anticipé, 

l’enfant n’a pas développé les symptômes de la variole. Cette expérience a permis à 

Edward Jenner d’être reconnu comme le pionnier de la vaccination à l’ère de la médecine 

moderne (Banerji et al., 2023). 
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En 1879, Louis Pasteur établit le concept de la vaccination en créant un vaccin vivant 

atténué grâce à ses recherches sur l’immunisation contre la cholera aviaire chez les 

poulets (Hajj Hussein et al., 2015). En 1884, il franchit une nouvelle étape en créant le 

premier vaccin atténué contre la rage. Par la suite plusieurs vaccins ont été développés 

contre la tuberculose, la rougeole et le tétanos (Hajj Hussein et al., 2015). 

 
De nos jours, suite à l’émergence du SARS-CoV-2, le domaine de la vaccination a connu 

une révolution majeure qui a joué un rôle essentiel pour éradiquer la pandémie en 

réduisant le taux d’infections et de décès. Cependant, il reste encore des défis à relever 

dans le développement des vaccins pour prévenir les maladies graves comme le VIH (Virus 

de l’Immunodéficience Humaine), Zika et Ebola (Sachdeva et Arora, 2022). 

 

 

1.2.1 Stimulation du système immunitaire lors de la vaccination 

 
La vaccination a pour objectif d’induire une immunité active en administrant à une 

personne non immunisée un antigène, tel que des fragments de virus ou de bactéries 

atténuées ou inactivées (Kang et Compans, 2009). Cela permet à l’individu de développer 

des cellules immunitaires spécifiques ainsi q’une immunité contre l’agent pathogène 

concerné (Stern et Markel, 2005). Le système immunitaire est responsable de cette 

protection et est composé d’organes, de tissus et de cellules qui travaillent en 

collaboration pour défendre l’organisme contre les agents pathogènes (Iwasaki et 

Medzhitov, 2015). Le système immunitaire comprend une immunité innée et immunité 

adaptative, et lors de la vaccination, ces deux types d’immunité travaillent de manière 

synergique pour induire une réponse immunitaire (Sayour et Mitchell, 2017). 

 
Le système immunitaire innée, qui comprend des barrières physiques comme la peau et 

les muqueuses, joue un rôle important en tant que première ligne de défense lors de la 

vaccination (Pashine et al., 2005). Les cellules immunitaires phagocytaires, telles que les 

macrophages et les cellules dendritiques, possèdent des récepteurs appelés PRR 
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(Pattern Recognition Receptors) qui sont capables de reconnaitre des motifs moléculaires 

spécifiques des pathogènes, appelés PAMPs (Pathogen-Associated Molecular Patterns) 

(Pulendran et Ahmed, 2006). Une fois ces pathogènes reconnus, les cellules phagocytaires 

libèrent des médiateurs inflammatoires tels que des cytokines pro-inflammatoires et des 

chimiokines. Ces substances attirent d’autres cellules circulantes, comme les 

éosinophiles, monocytes et les neutrophiles, qui aident à éliminer les agents pathogènes 

(Kang et Compans, 2009). Cela entraine une réponse inflammatoire qui se manifeste 

souvent par des symptômes tels qu’une augmentation de la température corporelle, 

rougeur et douleur au site d’injection (Dempsey et al., 2003). 

 
Une fois que les cellules présentatrices d’antigènes ont ingéré et dégradé le pathogène, 

elles migrent du site d’infection vers les ganglions lymphatiques ou elles subissent une 

maturation en présentant l’antigène à leur surface en conjonction avec les molécules du 

CMH (Complexe Majeur d’Histocompatibilité), ainsi que les protéines de co-stimulation 

(CD80/CD86) (Figure 1). Cette présentation de l’antigène permet l’induction des réponses 

des cellules T et B, qui font partie de la réponse immunitaire adaptative (Newport et al., 

2004). 

 
L’induction de réponses efficaces des cellules B et T spécifiques de l’antigène nécessite 

leur activation par des cellules présentatrices d’antigènes spécifiques qui ingèrent les 

antigènes (Kumar et al., 2011). Parmi ces cellules présentatrices d’antigènes, les cellules 

dendritiques sont connues pour avoir la capacité la plus puissante de fournir une 

activation spécifique de l’antigène ainsi que des signaux de costimulation aux cellules T 

naïves et aux cellules B également (Steinman, 2011). Pour qu’un vaccin soit efficace, il est 

essentiel de fournir suffisamment de signaux de danger aux cellules dendritiques grâce 

aux antigènes du vaccin et/ou aux adjuvants (Pasare et Medzhitov, 2004). 
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Dans le cas des antigènes viraux, les cellules présentatrices d’antigènes vont présenter 

ces antigènes sur le CMH de classe I, ce qui sera ensuite reconnu par les lymphocytes T 

CD8+ ou cytotoxiques, qui induiront l’apoptose des cellules infectées en sécrétant des 

perforines et des granzymes (Lang et al., 2012). En revanche, si l’antigène est une bactérie 

ou un pathogène parasitaire, les cellules présentatrices d’antigènes vont présenter les 

antigènes sur le CMH de classe II, qui seront identifiés par les lymphocytes T CD4+ 

(Weinberger et al., 2008). Les lymphocytes T CD4+ se différencieront ensuite en sous-

populations spécifiques, telles que Th1, Th2, Th17, Tfh et Treg. Les cellules Tfh sont 

essentielles pour l’activation des lymphocytes B (Janeway et al., 2009). Une fois activées, 

ces cellules B se différencient en plasmocytes qui produisent des anticorps spécifiques à 

l’antigène, ainsi qu’en cellules B mémoire. Les lymphocytes B peuvent également être 

activés directement par un contact direct avec l’antigène (Lang et al., 2012). 

 
L’immunité adaptative joue également un rôle crucial dans la création d’une mémoire 

immunologique. En effet, lorsque l’organisme est exposé à un antigène pour la deuxième 

fois, les lymphocytes B mémoires se multiplient et se différencient plus rapidement, ce 

qui conduit à une réponse immunitaire plus rapide et plus efficace (Anaya et al., 2013). 

Cette capacité du système immunitaire à se souvenir et à réagir de manière spécifique 

lors d’une exposition ultérieure à l’antigène est ce qui rend les vaccins si efficaces dans la 

prévention des maladies infectieuses (Pashine et al., 2005). En stimulant la formation de 

cette mémoire immunitaire, les vaccins visent à induire une immunité protectrice à long 

terme contre les agents pathogènes (Kang et Compans, 2009). 
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1.2.2 Vaccins conventionnels et vaccins à acides nucléiques 
 

Pour qu’un vaccin soit considéré comme adéquat tout en offrant une immunisation 

efficace et en minimisant les effets secondaires observés, il doit répondre à plusieurs 

caractéristiques essentielles, notamment la sécurité, l’efficacité, le dosage approprié, une 

durée de protection adéquate, une administration pratique et un stockage approprié 

(Sachdeva et Arora, 2022). 

 
Les vaccins conventionnels sont généralement classés en : vaccins atténués, vaccins 

inactivés, vaccins sous-unitaires et les protéines recombinantes (Banerji et al., 2023 ; 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figure 1. Stimulation du système immunitaire lors de la vaccination. 

Après avoir phagocyté le pathogène, les cellules dendritiques se déplacent vers les ganglions 

lymphatiques, ou elles exposent le pathogène sur les molécules CMH I/CMH II, déclenchant l’activation 

des cellules B et T, engendrant une réponse immunitaire humorale ou cytotoxique. 

Adaptée et modifiée de (Crommelin et al., 2013) 
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Sachdeva et Arora, 2022). 
 
 
 

 
Les vaccins atténués, qui sont parmi les premiers vaccins développés suite aux 

découvertes de Jenner, sont des microorganismes qui ont perdu leur pouvoir pathogène 

mais qui sont capables de se répliquer dans un individu sain sans provoquer la maladie 

(Yadav et al., 2020). Un exemple de vaccin atténué est le vaccin oral contre la poliomyélite 

(OPV) (Minor, 2015). Cette atténuation est obtenue par des passages successifs du 

pathogènes dans des tissus de culture, ce qui entraine l’accumulation de mutations qui 

lui permet de ne pas causer la maladie chez les individus sains (Sachdeva et Arora, 2022). 

Cependant, ce type de vaccin présentent des inconvénients comme le risque de 

reconversion vers une forme pathogène. De plus, ces vaccins ne peuvent pas être 

administrés chez certains individus comme les personnes immunodéprimées (Mak et al., 

2013). 

 
En raison du risque de reconversion des vaccins atténués vers leur forme pathogène, les 

chercheurs ont exploré la possibilité de développer des formes inactivées ou tuées des 

agents pathogènes (Dai et al., 2019). Parmi les vaccins inactivés actuellement disponible, 

citons ceux contre la rage, la polio (IPV) et l’hépatite A (Stauffer et al., 2006). Le processus 

de fabrication de ces vaccins implique la destruction ou l’inactivation des 

microorganismes par la chaleur ou l’ajout de produits chimiques tels que le formaldéhyde 

(Sachdeva et Arora, 2022). Un avantage de ces vaccins est qu’ils n’ont pas besoin d’être 

conservés dans des températures basses, mais peuvent être lyophilisés et conservés (Dai 

et al., 2019). Cependant, ces vaccins présentent également un inconvénient, à savoir 

qu’ils ne peuvent pas générer une réponse immunitaire aussi forte. C’est pourquoi 

l’administration de plusieurs doses est nécessaire pour assurer une protection adéquate 

(Burrell et al., 2017 ; Sachdeva et Arora, 2022). 
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Suite à cette étape, une avancée majeure a été réalisée avec le développement des 

vaccins sous-unitaires. Ces vaccins se basent sur l’utilisation de fragments spécifiques 

d’antigènes du pathogène plutôt que de l’agent pathogène complet (Tsoras et Champion, 

2019). Cette approche permet d’obtenir une meilleure réponse immunitaire tout en 

réduisant le risque de reconversion vers une forme pathogène. Les vaccins contre 

l’influenza A et B ainsi que l’hépatite B sont des exemples de vaccins qui appartiennent à 

cette catégorie (Nwagwu et al., 2022). 

 
Les vaccins recombinants se fondent sur les principes du génie génétique, impliquant 

l’insertion d’un fragment d’ADN spécifique du pathogène dans un vecteur, généralement 

exprimé dans une bactérie (Daniali et al., 2022). Une fois exprimé, l’antigène 

correspondant est purifié et formulé pour créer le vaccin. Le vaccin contre le VPH (Virus 

du papillome humain) est un exemple de vaccin recombinant (Burnette, 1991). 

 
En plus de l’utilisation des vaccins conventionnels, une autre approche consiste au 

développement de vaccins à base d’acides nucléiques. Les vaccins à acides nucléiques 

comprennent les vaccins à ADN et les vaccins à ARNm (Gill et al., 2022). Les vaccins à ADN 

consistent à introduire dans la cellule hôte un plasmide qui contient le gène viral d’un 

pathogène d’intérêt (Prather et al., 2003). Une fois administré dans la cellule hôte, cet 

ADN pénètre dans le noyau cellulaire, ou il est transcrit en ARNm puit traduit en une 

protéine antigénique (Restifo et al., 2000 ; Liu, 2019). Cela déclenche à la fois une réponse 

immunitaire humorale et cellulaire (Banerji et al., 2023). 

 
Comparés aux vaccins conventionnels, ces vaccins à base d’acides nucléiques présentent 

certains avantages. Ils sont considérés comme plus sûrs car il n’y a pas de risque 

d’infections secondaires ou de pathogénicité (Qin et al., 2021). De plus, leur fabrication 

est relativement facile, ce qui permet une production rapide à grande échelle (Geall et al., 

2013). Par exemple, le vaccin à ADN contre le virus SARS-CoV en 2003 a été produit en 

environ 20 mois, tandis que le vaccin contre le virus Zika a été développé en 
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seulement 3 mois en 2016 (Sachdeva et Arora, 2022). Cependant, ces types de vaccins 

présentent également des défis. L’un des principaux problèmes est la possibilité de 

mutations par insertion due à l’intégration de fragments d’ADN dans le génome de l’hôte, 

ce qui peut altérer l’activité des gènes adjacents (Bushman, 2020). De plus, la production 

d’anticorps dirigés contre l’ADN peut entrainer des maladies auto-immunes (Banerji et 

al., 2023). 

Les vaccins à ARNm suivent le même principe, mais au lieu d’introduire de l’ADN, on 

introduit de l’ARNm synthétique dans la cellule cible (Huang et al., 2022). Une fois à 

l’intérieur, cet ARNm va imiter les fonctions de l’ARNm naturel en le traduisant en une 

protéine antigénique (Huang et al., 2022 ; Gill et al., 2022). Cela va ensuite stimuler une 

réponse immunitaire à la fois innée et adaptative (Föhse et al., 2021). Cette approche a 

suscité un intérêt majeur ces dernières années, en particulier avec l’émergence de la 

pandémie due au virus SARS-CoV-2. Cependant, il convient de noter que l’utilisation de 

cette approche n’est pas récente. En effet, la première tentative remonte à 1990, lorsque 

Wolff et al. (1990) ont réussi à introduire de l’ARNm transcrit par voie intramusculaire 

chez des souris, permettant ainsi l’expression de la protéine correspondante (Wolff et al., 

1990). A l’époque, cette approche n’a pas suscité beaucoup d’intérêt en raison de 

l’instabilité, de la synthèse et la délivrance de la molécule d’ARN par rapport à celle de 

l’ADN (Dolgin, 2021). 

 
La plateforme des vaccins à base d’ARNm se divise en deux catégories : les ARNm non 

réplicatifs et les ARNm auto-réplicatifs (Blakney et Geall, 2021). La distinction entre les 

deux réside dans la présence ou l’absence d’une machinerie de réplication virale (Kwon 

et al., 2022). Les ARNm auto-réplicatifs utilisent souvent une machinerie dérivée des 

alphavirus, qui sont des virus à ARN à polarité positive (Lundstrom, 2018). Ces ARNm auto-

réplicatifs contiennent également plusieurs protéines non-structurales (NSP1-4) qui 

jouent un rôle clé dans la réplication et l’amplification de l’ARNm. En plus de cela, ils 

comprennent un promoteur subgénomique et le gène antigénique spécifique (Maruggi et 

al., 2021). Lorsqu’ils sont administrés, les ARNm auto-réplicatifs pénètrent dans les 
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cellules cibles et utilisent leur propre machinerie pour se répliquer (Pascolo, 2005). Cela 

permet une augmentation significative de la production de la protéine antigénique. En 

conséquence, une plus grande quantité de protéine antigénique est exprimée, ce qui 

stimule une réponse immunitaire plus robuste (Gebre et al., 2021; Kwon et al., 2022). Les 

ARNm non réplicatifs, quant à eux, ont une structure plus simple. Ils sont composés d’une 

coiffe 7-méthyl guanosine 5 cap, d’une région 5’UTR (Untranslated Region), d’une 

séquence d’ARN codant pour la protéine antigénique, d’une région 3’UTR et d’une queue 

poly A à l’extrémité 3’. Ces ARNm sont de taille plus petite, d’environ 2 kb, et permettent 

la traduction spécifique de la protéine antigénique (Banerji et al., 2023). 
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Figure 2. Distinction entre les vaccins à ARNm non réplicatif et auto-réplicatif, ainsi 
que le processus d'expression de l'antigène dans le vaccin à ARNm 

Adaptée et modifiée de (Sandbrink et Shattock, 2020) 

Image créée par BioRender.com 

 
L’utilisation de l’ARNm pour les vaccins présente plusieurs avantages par rapport aux 

autres types de vaccins mentionnés précédemment. Tout d’abord, les ARNm agissent 

directement dans le cytoplasme de la cellule et ne s’intègrent pas dans le noyau cellulaire, 

ce qui réduit considérablement le risque de mutagenèse par insertion (Tombácz et al., 

2021). De plus, les vaccins à ARNm sont considérés comme sûrs à utiliser (Ulmer et al., 

2012). La méthode de fabrication repose sur une approche sans cellule, ce qui permet de 

réduire les risques de contamination. Cela est particulièrement avantageux pour 

développer des vaccins contre des agents pathogènes fortement mutés (Sachdeva et 

Arora, 2022). 
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1.2.3 Applications des vaccins à ARNm 

 
Récemment, l’utilisation de la technologie des vaccins à ARNm a suscité un intérêt 

croissant dans le développement de vaccins à la fois prophylactiques, en prévention des 

infections par des agents pathogènes, et thérapeutiques, dans le but de traiter des 

maladies telles que le cancer chez les individus déjà atteints (Lee et al., 2018). 

 

 
1.2.3.1 Maladies infectieuses 

 
La première tentative de développer un vaccin à ARNm a été entreprise contre les virus 

de la grippe saisonnière (Lee et al., 2018). En 2001, Fleeton et al. (2001) ont démontré 

que l’ARNm auto-réplicatif offrait une protection contre le virus de la grippe A et induisait 

une réponse immunitaire chez les souris (Fleeton et al., 2001). Ce virus présente la 

particularité de modifier fréquemment ses antigènes hémagglutinine (HA) et 

neuraminidase (NA) (Lyons et Lauring, 2018). Grâce aux avantages offerts par les vaccins 

à ARNm, il est possible de concevoir une combinaison d’antigènes appropriée dans le 

vaccin contre la grippe (Kieny et al., 2006). Après avoir injecté un ARNm codant pour la 

protéine HA complète du virus de la grippe, Petsh et al. (2012) ont constaté une 

protection déclenchée à la fois par les lymphocytes B et T dans des modèles in vivo de 

souris et furets (Petsch et al., 2012). Outre le vaccin contre la grippe A, de nombreux 

autres vaccins à ARNm ont été développés pour lutter contre divers agents pathogènes 

comme le virus Zika, le VIH, le virus respiratoire syncytial, le virus Ebola, le virus de la rage 

et le plasmodium (responsable du paludisme) (Chaudhary et al., 2021). Par exemple, des 

études ont montré que l’administration de nanoparticules lipidiques contenant un ARNm 

modifié en nucléosides codant pour l’antigène prM-E (protéine de l’enveloppe et de la 

membrane) lié au virus Zika, conduit à une protection et à la production d’anticorps 

neutralisants contre l’antigène prM-E chez des souris et des macaques rhésus (Pardi 

et al., 2017). 
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Cependant, la protéine d’enveloppe du VIH présente une diversité antigénique 

remarquable, rendant difficile la mise au point d’un vaccin efficace contre ce virus. Malgré 

cela, des études précliniques ont exploré des approches prometteuses. Par exemple, 

l’utilisation d’une nanoémulsion cationique encapsulant un ARNm autoréplicatif codant 

pour la glycoprotéine d’enveloppe du VIH, administrée par voie intramusculaire chez des 

macaques rhésus, a démontré une réponse immunitaire humorale et cellulaire (Brito et 

al., 2014 ; Mascola, 2015). Une autre approche intéressante consiste à encapsuler des 

ARNm modifiés en nucléosides codant pour les chaines légères et lourdes d’anticorps 

anti-VIH à large spectre (VRCO1) (Pardi et al., 2017 ; Singh, 2021). Des études ont montré 

que cette approche a été capable de neutraliser 98% des souches du VIH (Singh, 2021). 

 
Depuis l’émergence du virus SARS-CoV-2 et la pandémie mondiale qui a bouleversé le 

monde en 2020, une véritable course à la création d’un vaccin contre ce virus a été lancée. 

Parmi les différentes catégories de vaccins, ceux à ARNm ont suscité un intérêt particulier 

en raison de leur méthode de développement sans utilisation de cellules et de leur 

fabrication rapide (Banerji et al., 2023). 

 
En décembre 2020, la FDA (Food and Drug Administration) aux États-Unis a approuvé 

l’utilisation du vaccin BNT162b2 chez l’humain, faisant ainsi de lui le premier vaccin à 

acide nucléique autorisé pour une utilisation chez l’être humain pour le virus SARS-CoV-2 

(Knezevic et al., 2021). Ce vaccin est le fruit de la collaboration entre Pfizer et BioNtech, 

qui ont utilisé des nanoparticules lipidiques de la société Acuitas Therapeutics contenant 

de l’ARNm modifié par la pseudouridine N1-méthylée (Semple et al., 2022). Cet ARNm 

code pour la protéine spike du virus SARS-CoV-2 avec deux substitutions de la proline 

dans la sous-unité S2 (Walls et al., 2020). Au cours de la phase III des essais cliniques, le 

candidat BNT162b2 a démontré une efficacité entre 92.6 % et 95% (Polack et al., 2020 ; 

Wang, 2021). 
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Un autre candidat, le mRNA-1273, a également été approuvé par la FDA seulement une 

semaine après celui de Pfizer et BioNtech (Self et al., 2021 ; Chaudhary et al., 2021). En 

effet, Moderna, en collaboration avec l’Institut National des Allergies et des Maladies 

Infectieuses des États-Unis, a développé le vaccin mRNA-1273, qui utilise également des 

nanoparticules lipidiques encapsulant de l’ARNm modifié par la pseudouridine N1- 

méthylée (Corbett et al., 2020). Cet ARNm code pour la protéine spike du SARS-CoV-2 

avec deux substitutions de proline. Lors des essais précliniques, ce candidat a également 

démontré une robuste activité neutralisante du virus ainsi qu’une réponse lymphocytaire 

T CD4+ et CD8+ (Chaudhary et al. 2021 ; Korosec et al., 2022). 

 
Le principal défi pour ces deux candidats était le stockage. En effet, le mRNA-1273 peut 

être conservé entre 4 et 8°C pendant un mois, et seulement 12 heures à température 

ambiante, tandis que le BNT162b2 nécessite une température de -60°C. Ceci a rendu 

l’accès à ces vaccins difficile dans les régions ou les infrastructures de stockage et de 

transport sont limitées (Chaudhary et al., 2021 ; Kis, 2022). 
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Tableau 1. Études cliniques sur les vaccins à ARNm contre les maladies infectieuses. 

Adapté de (Chaudhary et al., 2021 ; Kwon et al., 2022) 
 

 
Compagnie 

 
Nom 

 
Cible/Antigène 

 
Type de vaccin Phase d’essais 

cliniques 

 
Moderna 

 
mRNA-1893 

 
Zika 

 
mRNA-modifié-LNP 

 
Phase I 

 
Moderna 

 
mRNA-1325 

 
Zika 

 
mRNA-modifé-LNP 

 
Phase I 

 
Moderna 

 
mRNA-1345 

 
RSV 

 
mRNA-modifié-LNP 

 
Phase I 

 
Moderna/Merck 

 
mRNA-1777 

 
RSV 

 
mRNA-modifié-LNP 

 
Phase I 

 
Moderna/Merck 

 
mRNA-1172 

 
RSV 

 
mRNA-modifié-LNP 

 
Phase I 

 
Moderna 

 
mRNA-1851 

 
Influenza A (H7N9) 

 
mRNA-modifé-LNP 

 
Phase I 

 
Moderna 

 
mRNA-1440 

 
Influenza A (H10N8) 

 
mRNA-modifié-LNP 

 
Phase I 

 
Moderna 

 
mRNA-1010 

 
Influenza A (H1N1) 

 
Non connu 

 
Phase I/II 

 
BioNTech/Pfizer 

 
BNT162b2 

 
Protéine Spike 

 
mRNA-modifé-LNP 

 
Phase III 

 
BioNTech/Pfizer 

 
BNT162a1 

 
RBD de la protéine Spike 

 
mRNA non modifié 

 
Phase I/II 

 
BioNTech/Pfizer 

 
BNT162b1 

 
RBD de la protéine Spike 

 
mRNA-modifié-LNP 

 
Phase I/III 

 
Moderna 

 
mRNA-1273.211 

 
Protéine Spike 

 
mRNA-modifié-LNP 

 
Phase II 

 
Moderna/NIAID 

 
mRNA-1273 

 
Protéine Spike 

 
mRNA-modifié-LNP 

 
Phase III 

 
RSV : Virus respiratoire Syncytial ; LNP : Nanoparticules lipidiques ; NIAID : Institut 

National des Allergies et Maladies Infectieuses ; RBD : Domaine de liaison au récepteur 
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1.2.3.2 Immunothérapie 

 
Les vaccins à ARNm sont de plus en plus étudiés à des fins thérapeutiques, notamment 

dans le traitement du cancer, suscitant un intérêt croissant (Rosenberg et al., 2004). De 

nombreuses études récentes se concentrent sur cette approche novatrice. Le but 

principal de ces vaccins est de focaliser leur action sur les cellules cancéreuses tout en 

évitant les cellules saines, ce qui présente un avantage significatif par rapport aux 

anciennes techniques utilisant des agents chimiothérapeutiques (Huang et al., 2014 ; 

Urruticoechea et al., 2010). En effet, ces derniers attaquent non seulement les cellules 

cancéreuses, mais aussi les cellules saines en division, telles que celles de la peau, des 

cheveux et des intestins, entrainant des effets secondaires indésirables (DeVita et Chu, 

2008). 

 
Cette approche est basée sur deux méthodes. La première est une approche ex vivo, ou 

des cellules dendritiques sont prélevées à partir d’un échantillon biologique, 

généralement du sang du patient (Bonehill et al., 2008 ; Kranz et al., 2016). Ces cellules 

dendritiques agissent en tant que cellules présentatrices d’antigènes. Ensuite, l’ARNm, 

codant pour l’antigène associé aux tumeurs (TAA), pénètre dans ces cellules dendritiques 

à l’aide de techniques telles que l’électroporation, la micro-injection, ou l’utilisation de 

lipoplexes ou de polyplexes (Lee et al., 2018). Une fois à l’intérieure de la cellule, l’ARNm 

s’exprime en produisant la protéine d’intérêt, permettant aux cellules dendritiques de se 

différencier en cellules dendritiques matures (Manolova et al., 2009). Ces dernières 

expriment l’antigène sur leur CMH I et activent ainsi les lymphocytes T. Les antigènes 

exogènes peuvent également être exprimé sur le CMH I par un processus appelé 

présentation croisée, ce qui induit une réponse cytotoxique et entraine la mort des 

cellules tumorales (Reddy et al., 2007). 
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En 2010, le vaccin autologue Sipuleucel-T a été le premier vaccin approuvé par la FDA 

pour le traitement du cancer de la prostate métastasique (Lee et al., 2018). Des essais sur 

des modèles de souris ont démontré une génération de réponse humorale et cytotoxique 

(GuhaThakurta et al., 2015). Par ailleurs, pour traiter le mélanome, des nanoparticules 

lipidiques encapsulant de l’ARNm codant pour différents TAAs ont été testées sur des 

patients d’un stade avancé de mélanome. Le vaccin Melanoma FixVac (BNT111) a 

démontré la génération d’une forte réponse immunitaire des lymphocytes T CD8+ et 

CD4+ (Sahin et al., 2020). 

 
La deuxième approche consiste à administrer l’ARNm in vivo principalement par voie 

intraveineuse (Kranz et al., 2016). Cependant l’ARNm non protégé est sensible à la 

dégradation enzymatique, ce qui nécessite l’utilisation de stratégies de livraison non 

virales, comme des vecteurs lipidiques et polymériques (voir section 1.4), pour cibler 

spécifiquement les cellules dendritiques et délivrer l’ARNm de manière efficace 

(Bachmann et al., 2010). Des études ont montré que les nanoparticules de petite taille 

jouent un rôle essentiel dans cette approche, car elles peuvent atteindre les organes 

lymphoïdes, notamment les ganglions lymphatiques, où résident les cellules dendritiques 

(Swartz et al., 1996). Une fois internalisées, les cellules dendritiques permettent la 

présentation croisée de l’antigène, ce qui entraine l’activation des cellules 

lymphocytaires. Un exemple illustrant cette approche est un vaccin formulé par 

BioNTech, ou des nanoparticules lipidiques synthétisées sont utilisées pour encapsuler un 

ARNm codant pour l’ovalbumine (OVA), un antigène du virus de la leucémie murine. Ce 

vaccin a été administré par voie intraveineuse et a démontré une réponse immunitaire 

importante, notamment une réponse des lymphocytes CD8 + (Lee et al., 2018). 
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1.3 ARN messager 

1.3.1 Découverte 
 

En 1940, les expériences menées par le scientifique suédois Torbjörn Caspersson ont 

observé la nature nucléoprotéique des chromosomes, et que le cytoplasme était riche en 

acides ribonucléique qui est relatif à l’activité métabolique des cellules. (Caspersson et 

Schultz, 1939). Dans cette même période, Jean Brachet cherchait à comprendre le rôle 

des acides nucléiques dans le développement embryonnaire en les marquant au tritium 

pour le suivre dans la cellule (Brachet, 1942). Ses expériences ont démontré que la 

quantité d’ADN était proportionnelle à la division cellulaire, tandis que la quantité d’ARN 

était proportionnelle à l’activité synthétique. De plus, il a remarqué que l’ARN est 

synthétisé dans le noyau avant de migrer vers le cytoplasme (Brachet, 1942). 

Un peu plus tard en 1953, le biologiste américain James Watson et le physicien 

britannique Francis Crick, publie un article dans la revue Nature ou ils démontrent que la 

structure de l’ADN est à double hélice (Bansal, 2003). Cette découverte a permis 

d’expliquer comment se fait la transmission de l’information génétique d’une génération 

à une autre. Il stipule que cette information circule uniquement dans un sens unique, c’est 

à dire d’un acide nucléique à une protéine mais ne peut aller dans le sens inverse, c’est-

à-dire d’une protéine à un acide nucléique (Crick, 1958). 

En se basant sur les résultats déjà obtenus, François Jacob et Jacques Monod énoncent 

l’hypothèse qu’il existe un intermédiaire entre l’ADN et les protéines qu’ils nomment 

‘ARN messager’ (Horton, 2006). 
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1.3.2 Structure et production 

Plusieurs types d’acide ribonucléiques ont été identifiés dans la cellule, dont chacun 

possède une fonction particulière : Les ARN de transferts (ARNt) délivrent les acides 

aminés spécifiques au ribosome pour la synthèse des protéines. Les ARN ribosomaux 

(ARNr) constitue la partie catalytique des ribosomes. D’autres ARN non codants (sncRNAs) 

comme les miRNA, siRNA et snoRNAs jouent un rôle important dans la régulation 

transcriptomiques et protéomiques (Jacovetti et al., 2021). Enfin, l’ARNm qui est une 

copie complémentaire au brin codant de l’ADN et sera traduit pour former des protéines 

(Livingstone et al., 2010). 

 
L’ARNm est une molécule polymérique anionique composée d’un enchainement de 

nucléotides (Minchin et Lodge, 2019). Chaque nucléotide comporte un groupement 

phosphate, un ribose et une base azotée (Schoenmaker et al., 2021). Le groupement 

phosphate rattache les nucléotides via un lien avec le carbone 5’ du ribose d’un côté et le 

carbone 3’ du ribose de l’autre coté (Figure 3). Les nucléotides sont liés par des liaisons 

phosphodiesters d’une façon à avoir une extrémité phosphoryle en 5’ et une extrémité 

hydroxyle en 3’ d’où le sens 5’→ 3’ de la polymérisation (Schoenmaker et al., 2021). 

Le processus par lequel l’information génétique est transférée de l’ADN à l’ARN et de 

l’ARN à la protéine passe par plusieurs étapes : D’abord, le gène sous forme d’ADN sera 

transcrit en ARN pré messager à l’aide de l’ARN polymérase II. Ensuite, cet ARN subit des 

modifications post transcriptionnelles où il y aura l’addition d’une coiffe qui consiste en 

l’ajout d’un méthyle guanosine triphosphate à l’extrémité 5’ de l’ARN ; l’épissage 

(excisions des introns) et l’addition d’une queue polyA à l’extrémité 3’ qui le protège de 

l’attaque des exonucléases. Enfin, l’ARN mature quitte le noyau vers le cytoplasme où il 

sera traduit par le ribosome en une protéine fonctionnelle (Orphanides et Reinberg, 

2002). De façon générale, l’ARNm est constitué d’une coiffe, d’une région non traduite 

(UTR) en 5’ et 3’, d’un cadre de lecture ouvert (ORF) codant pour la protéine et d’une 

queue polyA (figure 3). 
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Figure 3. Structure de l'ARNm mature. Les principaux domaines structurels de l'ARNm 

sont le 5' cap, les régions non traduites en 5' et 3' (UTR), la séquence codante et la queue 

poly(A) 

Adapté de (Patel et al., 2019). 
 
 

 
La production des ARNm antigénique est réalisée dans un système sans cellule par 

transcription in vitro (IVT) à partir d’un ADNp. Ce dernier doit être conçu pour ressembler 

structurellement à l’ARNm mature présent dans le cytoplasme des cellules eucaryotes. La 

réaction de transcription in vitro est réalisée à l’aide d’une ARN polymérase de type T7 ou 

Sp6, des ribonucléotides triphosphates (NTP), un tampon contenant du DTT 

(dithiothréitol) et des ions magnésiums (Sahin, 2014). 

 
Avant de procéder à la réaction d’IVT, l’ADNp est linéarisée à l’aide d’enzyme de 

restriction afin d’éviter la formation d’ARNm circulaire. Ensuite, le coiffage de l’ARNm est 

effectué soit après la transcription à l’aide d’enzyme de coiffage recombinantes, soit 

pendant la réaction de transcription en ajoutant un analogue de coiffe synthétique. Quant 

à la queue poly(A), elle peut être codée dans l’ADN matrice, soit ajoutée 

enzymatiquement après la fin de la transcription (Coolen, 2019). Par la suite, l’ADNp est 
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dégradé à l’aide de DNases et l’ARNm est purifié par HPLC (High Performance Liquid 

Chromatography) ou par précipitation afin d’éliminé les nucléotides non incorporés ainsi 

que les transcrits courts d’ARNm issus de la transcription abortive (Whisenand et Azizian, 

2019). Une fois l’ARNm produit, il est stocké à une température de -80ºC pour assurer sa 

stabilité. 

 
Cette méthode de production présente divers avantages par rapport aux vaccins 

traditionnels. Tout d’abord, le délai de mise en place de nouveaux lots est 

considérablement réduit, car l’utilisation des cellules hôtes n’est plus nécessaire et les 

séquences d’antigènes peuvent être développées rapidement grâce aux techniques de 

bio-informatique. De plus, la production peut être réalisée dans des salles blanches 

conformes aux normes de bonne pratique (BPF ou GMP). En outre, les vaccins à ARNm 

peuvent être lyophilisés et stockés à température ambiante, ce qui simplifie la logistique 

et la distribution. Par conséquent, une meilleure couverture vaccinale peut être atteinte 

(Petsch et al., 2012 ; Jones, 2007). 

 

1.3.3 Stimulation immunitaire de l’ARNm 

 
Pour obtenir une efficacité maximale du vaccin, l’incorporation d’un adjuvant dans sa 

formulation est nécessaire pour induire une réponse immunitaire cellulaire et humorale 

puissante (Coolen, 2019). Malgré sa forte similitude avec l’ARNm endogène, l’ARNm IVT 

présente une immunogénicité intrinsèque (Pardi et al., 2018). Il est reconnu par le 

système de l’immunité innée comme un pathogène grâce à des récepteurs spécifiques de 

reconnaissance de motifs appelés PRR (Devoldere et al., 2016). Deux grandes familles de 

PRRs sont impliquées dans la reconnaissance de l’ARNm IVT : les récepteurs 

transmembranaises TLRs (Toll Like Receptors) présents dans les endosomes et lysosomes 

et les récepteurs RLRs (RIG-Like Receptors) tels que le gène inductible par l'acide 

rétinoïque I (RIG‐I) et MDA-5 (Melanoma Differenciation Antigen 5) présents dans le 

cytosol (Sahin et al., 2014). 
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La stimulation de ces PRRs active une cascade de réaction de signalisation, entrainant la 

production de cytokines pro-inflammatoires et d’interférons de type 1 (IFN). Ces 

médiateurs jouent un rôle essentiel dans l’activation de la réponse immunitaire (Desmet 

et Ishii, 2012). 

 
Les récepteurs de type TLR3, TLR7 et TLR8, qui se trouvent dans les compartiments 

endosomaux des cellules de l’immunité innée, sont activés par l’ARNm IVT internalisé et 

induisent la sécrétion d’interféron. TLR3 reconnait l’ARN double brin (dsRNA), tandis que 

TLR7 et TLR8 détectent l’ARNm simple brin (ssRNA) (Sahin et al., 2014). L’ARNm simple 

brin riche en uridine a été identifié comme un puissant inducteur d’interféron, 

principalement en stimulant TLR7 (Diebold et al., 2006). Bien que l’ARNm soit 

généralement reconnu comme un ssRNA, il peut contenir des structures secondaires en 

épingles à cheveux, qui forment des régions double brin et sont reconnu par les TLR3 

(Karikó et al., 2004). 

 
Une fois activés, les PRRs déclenchent une cascade de signalisation en utilisant des 

molécules adaptatrices spécifiques. Dans le cas des récepteurs TLR7 et 8, la signalisation 

est médiée par la protéine adaptatrice MyD88, qui conduit à l’activation des facteurs de 

transcriptions (AP1), nucléaire-κB (NFκB) et du facteur de régulation de l’interféron IRF7. 

Ces facteurs contribuent à l’expression de cytokines pro-inflammatoires et à l’activation 

de cellules immunitaires (Devoldere et al., 2016). Quant aux récepteurs TLR3, ils activent 

la signalisation via la protéine TRIF (Protéine adaptatrice comportant un domaine TIR), ce 

qui entrainent l’activation du facteur NF- κB et de la protéine TBK1 résultant en 

l’activation du facteur de régulation de l’interféron IRF3 et la production d’interféron de 

type 1, qui est essentiel pour l’expression de cytokines pro-inflammatoires (Chen et al., 

2017). 
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En plus des récepteurs de type TLRs, l’ARNm IVT peut également être détecté par les 

récepteurs de type RLRs, principalement RIG-1 (ou DDX58) et MDA5 (ou IFIH1) (Sahin et 

al., 2014). Le récepteur RIG-1 est principalement activé par de courts brins d’ARN double 

brin qui présentent un groupement triphosphate en position 5’, c’est-à-dire qu’ils ne sont 

pas coiffés à l’extrémité 5’. En revanche, MDA5 est activé par de longs brins d’ARN double 

brin. Cette voie de signalisation est médiée par la protéine adaptatrice mitochondriale 

MAVS (ou ISP1), ce qui entraine l’induction du facteur de transcription IRF3, conduisant 

ainsi à l’expression d’interféron de type 1 et de cytokines pro-inflammatoires (Pichlmair 

et al., 2006). 

 
L’activation immunitaire de l’ARNm IVT présente des avantages et des inconvénients 

selon son utilisation thérapeutique. Dans le contexte d’une application vaccinale, cette 

activation est bénéfique car elle induit la production de cytokines, ce qui entraine la 

maturation des cellules dendritiques et l’activation des lymphocytes T, renforçant ainsi la 

réponse immunitaire (Granot et Peer, 2017). Cependant, pour des applications non liées 

à l’immunothérapie, par exemple pour traiter des troubles génétiques impliquant une 

perte de fonction d’une protéine spécifique, l’ARNm peut subir une dégradation ou une 

traduction inefficace en raison de l’activation de voies de signalisation spécifiques (Granot 

et Peer, 2017). Par exemple, l’activation de la protéine kinase par le double brin ARN (PKR) 

peut entrainer l’inhibition de la traduction de l’ARNm, tandis que l’activation de 

l’oligoadénylate synthétase 2’-5’ (OAS) peut entrainer la dégradation de l’ARNm par 

l’enzyme RNase L (Hovanessian, 2007). 

 

1.3.4 Approches pour améliorer la stabilité des ARNm vaccinaux 

Plusieurs modifications ont été réalisés pour modifier les éléments structuraux de 

l’ARNm afin d’améliorer sa stabilité et sa capacité de traduction (Sahin et al., 2014). 
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1.3.4.1 Modification de la coiffe en 5’ 

 
L’ARNm des cellules eucaryotes possèdent une structure spécifique à son extrémité 5’, 

appelée coiffe, qui consiste en une 7-méthylguanosine (m7G) suivie d’une liaison 

triphosphate avec le premier nucléotide (m7GpppN) (Kim et al., 2021). Cette coiffe agit 

comme une protection contre les clivages par les exonucléases et permet la liaison avec 

le facteur de transcription EIF4E pour initier la traduction de l’ARNm (Li et al., 2022). 

 
Deux approches sont couramment utilisées pour la coiffe de l’ARNm IVT. La première 

consiste à coiffer l’ARNm IVT après sa synthèse initiale en utilisant des enzymes 

recombinantes dérivées du virus de la vaccine (Venkatesan et al., 1980). La deuxième 

approche, plus fréquemment utilisée, consiste à ajouter un analogue de coiffe 

synthétique lors de la réaction de transcription in vitro. Cependant, il a été démontré que 

ces analogues de coiffe peuvent s’orienter facilement de manière inverse amenant la 

m7G vers les nucléotides 5’ de l’ARNm via un phosphodiester 3’-5’ (Li et al., 2022). Cette 

inversion réduit l’efficacité de la traduction. Afin de remédier à ce problème, des 

analogues de coiffe anti-inversion ARCA ont été développés. Ces ARCA sont obtenus en 

modifiant chimiquement la m7G, notamment en remplaçant le groupe 3’-OH par un 

groupe 3’-O-Me ou en substituant l’oxygène de la liaison triphosphate par du soufre, du 

borane ou du sélénium (Grudzien‐Nogalska et al., 2007). Ces ARCA sont également 

résistants à l’hydrolyse par les enzymes de décoiffe (Dcp 1, Dcp 2 et DcpS), ce qui favorise 

la stabilité de l’ARNm (Qin et al., 2022). 
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1.3.4.2 Modification de la région 5’ et 3’ UTR 
 

Les régions non traduites, qui sont des régions non codantes d’un ARN messager, jouent 

un rôle important dans la régulation de l’expression des gènes (Kim et al., 2021). Par 

exemple, la région non traduite en 5’ située à l’extrémité 5’ de tous les gènes codant pour 

des protéines est importante pour l’initiation de la traduction. De même, la région non 

traduite en 3’, localisée en aval de la séquence codante, est impliquée dans des processus 

tels que le clivage, la stabilité et la polyadénylation des transcrits (Barrett et al., 2012). 

 
Lors de la synthèse d’ARNm in vitro, les régions non traduites utilisées, appelées UTR, 

proviennent de plusieurs sources comme les globines α et β, les protéines de choc 

thermique humaines ou les virus (Li et al., 2022). Des études ont démontré que les UTR 

5’ et 3’ de la β-globuline améliorent l’efficacité de la traduction (Lundstrom et al., 2018 ; 

Sahin et al., 2014). De même, les UTR 3’ de l’ARNm du facteur d’élongation 1α (EEE1A1) 

chez les eucaryotes et l’UTR 5’ présente dans les ARNm des orthopoxvirus inhibent à la 

fois le décapping et la dégradation exonucléolytique 3’-5’ (Sahin et al., 2014). De plus, la 

région 5’UTR de la protéine Hsp70 a été utilisée avec succès pour augmenter la traduction 

in vitro (Vivinus et al., 2001). Dans certaines applications thérapeutiques, il peut être 

nécessaire de produire des protéines pendant une durée limitée. A cet effet, des 

modifications sont apportées à la région 3’UTR en ajoutant des séquences riches en A et 

U, ce qui favorise une dégradation rapide de l’ARNm et permet une traduction restreinte 

dans le temps (Chen et Shyu, 1995). 

 
1.3.4.3 Modification de la région codante 

 
Dans le cas des vaccins à ARNm, la région codante est responsable de l’expression de 

l’antigène protéique cible (Li et al., 2022). Une des stratégies pour améliorer l’expression 

protéique consiste à optimiser les codons en remplaçant les codons rares de la séquence 

d’ARNm par des codons plus fréquemment utilisés dans l’organisme hôte (Cannarozzi et 

al., 2010). Cette substitution augmente la production de protéines 
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et améliore la vitesse d’élongation en favorisant l’utilisation d’ARNt identique, ce qui 

accélère le processus de traduction (Sahin et al., 2014). 

 
Par ailleurs, les séquences 5’ UTR qui se situe autour du codon initiateur dans l’ARNm 

peuvent être optimisées afin de faciliter une meilleure reconnaissance par le ribosome et 

une traduction plus efficace, ce qui permet d’augmenter la quantité de protéine produites 

(Liu, 2005 ; Kozak, 1986). 

 
Une autre approche pour améliorer les propriétés thérapeutiques de l’ARNm consiste à 

incorporer des nucléotides naturellement modifiés telles que la 5-méthylcytidine (m5C), 

la N6-méthyladénosine (m6A), la 5-méthyluridine (m5U), la pseudouridine (Ψ) et la 2- 

thiouridine (s2U) lors de la post-transcription. Des études menées par Kariko et ses 

collègues ont démontré que l’incorporation de ces nucléotides modifiés peut réduire ou 

éliminer l’activation des récepteurs TLR3, TLR7 et TLR8, ce qui réduit l’immunogénicité de 

l’ARN in vitro (Devoldere, 2016). De plus, l’incorporation de nucléosides modifiés tels que 

la 2-thiouridine et la pseudouridine améliore la stabilité de l’ARNm en évitant sa 

reconnaissance par RIG-1 et PKR et favorise une traduction plus efficace (Nallagatla et 

Bevilacqua, 2008). 

 
Des expériences menées par Kormann et ses collègues ont montré qu’après deux 

semaines d’injection d’ARNm modifié contenant 25% de 2-thiouridine et 25% de 5- 

méthylcytidine, le niveau de l’hormone EPO a augmenté par rapport au groupe témoin 

non traité (Kormann et al., 2011). De même, Pardi et al. (2017) ont administré des ARNm 

modifié avec de la N1-méthyl-pseudouridine (m1Ψ) à l’aide de nanoparticules lipidiques 

(LNP), ce qui a entrainé la production d’anticorps contre le VIH-1 chez les souris traitées 

(Pardi et al., 2017). 
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Enfin, la purification de l’ARNm in vitro transcrit par chromatographie liquide à haute 

performance (HPLC) permet d’éliminer les contaminants d’ARN double brin et réduire les 

propriétés immunostimulantes de l’ARNm (Karikó et al., 2011). 

 
 

 
1.3.4.4 Modification de la queue poly(A) 

 
La polyadénylation est la formation de queues d’adénine aux extrémités 3’ des ARNm 

antigéniques. Cette queue joue un rôle important dans plusieurs processus, tels que le 

déplacement de l’ARNm mature vers le cytoplasme, l’efficacité de la traduction et la 

régulation de la durée de vie des ARNm (Park et al., 2016). La polyadénylation de l’ARNm 

IVT est réalisée soit en codant une queue poly(T) dans le modèle d’ADN plasmidique, soit 

par une réaction enzymatique en utilisant la poly(A) polymérase recombinante lors de la 

synthèse in vitro (Körner et Wahle, 1997). Pour des applications cliniques, il est plus 

avantageux de choisir la transcription de l’ARN à partir d’un modèle plasmidique, car cela 

permet d’obtenir une longueur de queue poly(A) prédéterminée (Kim et al., 2021). 

 
Plusieurs études ont constaté qu’une longueur optimale de la queue poly(A) se situe entre 

120 et 150 nucléotides ce qui favorise une meilleure traduction et expression protéique 

(Eckmann et al., 2011). Les transcrits ayant une queue poly(A) plus courte sont plus 

susceptible à la dégradation enzymatique. En allongeant la queue poly(A), il est aussi 

possible de réduire le profil immunogène de l’ARNm IVT (Kim et al., 2021). 
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1.3.5 Barrière à l’administration 

Pour que l’ARNm puisse exprimer la protéine d’intérêt, il doit faire face à plusieurs 

barrières extracellulaires et intracellulaires avant d’arriver dans le cytoplasme de la cellule 

cible (Wei et Hui, 2022). Les deux principales barrières extracellulaires sont (1) la charge 

négative de la membrane cellulaire (- 80mV) qui est maintenue par les phospholipides 

zwitterioniques, les pompes et les canaux ioniques, ce qui rend difficile l’internalisation 

de l’ARNm dans la cellule dû à la répulsion électrostatique entre l’ARNm et la membrane 

cellulaire (Kowalski, 2019). (2) La dégradation enzymatique par les exonucléases 

présentes dans la peau et le sang qui digèrent l’ARNm avant son entrée dans la cellule 

(Jerjes et al., 2020). Pour faire face à ces problématiques, plusieurs systèmes de livraisons 

ont été développés afin de protéger l’ARNm contre la dégradation enzymatique et l’aider 

à pénétrer dans la cellule. Ces vecteurs de livraison peuvent être viraux, chimiques ou 

physiques (Yin et al., 2014). 

 
Les barrières intracellulaires comprennent l’échappement des endosomes, des 

récepteurs TLR et des endonucléases. En effet, quand l’ARNm encapsulé rencontre la 

membrane plasmique il sera enveloppé par une vésicule d’internalisation, par la suite ces 

vésicules vont fusionner avec les endosomes précoces (pH-6.5) et maturer en endosome 

tardif (pH-5.5) et enfin en lysosome (pH-4.5) (Etienne jeandupeux, 2018 ; Hu et Wang, 

2015). Afin d’échapper à la dégradation causée par le faible pH, l’ARNm encapsulé doit 

s’échapper des endosomes/lysosomes. Dans le cas des nanoparticules polymériques, la 

libération endosomale est mise en évidence par l’hypothèse de l’éponge à proton 

(Proton-sponge hypothesis). En bref, lorsque l’endosome atteint sa phase de maturation, 

celui-ci pompe des protons grâce à une pompe H+ ATPase. Les nanoparticules qui se 

trouvent dans l’endosome vont lier les protons aux groupes amines qui constituent le 

polymère. La liaison proton H+/groupes amines empêche l’acidification de l’endosome ce 

qui va permettre à la pompe de continuer de diffuser des protons ainsi que des ions vers 

sa lumière ce qui va augmenter l’osmolarité au sein de l’endosome. Par conséquent, l’eau 

va entrer dans l’endosome ce qui va générer une 



29 

 

 

pression osmotique qui entraine l’éclatement du compartiment endosomal avec 

libération de son contenu dans le cytosol (Bus et Schubert, 2018). 
 

 
Après l’échappement endosomal, la reconnaissance de l’ARNm par les récepteurs 

transmembranaires TLR représente le second obstacle à contourner lors de 

l’administration (Wang et al., 2021). Les ARN simple brin interagissent essentiellement 

avec les récepteurs TLR7 /8. Ces récepteurs vont induire l’activation de la voie MyD88 

(Hoebe et Beutler, 2004). 

 

1.3.6 Voies d’administration 

 
Le choix des stratégies de délivrance des vaccins à ARNm revêt une importance majeure, 

car cela peut avoir un impact direct sur l’efficacité et la sécurité du vaccin (Pardi et al., 

2018). Plusieurs voies d’administration sont disponibles, parmi lesquelles les plus 

couramment utilisées comprennent l’administration intradermique, sous-cutanée, 

intraveineuse, intramusculaire et orale (Verbeke et al., 2019). Par ailleurs, des approches 

moins conventionnelles ont également été étudiées, telles que l’administration 

intranodale, intranasal et intravaginal (Joe et al., 2019 ; Lorenzi et al., 2010 ; Lindsay et al., 

2020). Le choix de la voie d’administration est généralement effectué en tenant compte 

des propriétés physiologiques du site de vaccination et aussi du type de nanovecteur 

utilisé pour délivrer l’ARNm (Zeng et al., 2020). 

 
1.3.6.1 Administration sous-cutanée et intradermique 

 
La peau est composée principalement de trois grandes couches : l’épiderme, le derme et 

l’hypoderme (Hettinga et Carlisle, 2020). Lors de l’administration des vaccins à ARNm par 

voie sous-cutanée, ils sont généralement injectés dans la couche sous-cutanée, juste sous 

l’épiderme et le derme (Ibrahim, 2010). Cette région est constituée d’un réseau de tissu 

adipeux et contient peu de cellules immunitaires, mais elle abrite de nombreux 

kératinocytes qui sont des cellules épithéliales spécialisées et représentent 95% de sa 
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composition (Chenthamara et al., 2019). Lors de l’administration des vaccins, ceux-ci ont 

la capacité d’activer les PRRs présents dans les cellules immunitaires tels que les 

macrophages, ainsi que dans les cellules stromales comme les kératinocytes. Ces cellules 

peuvent ensuite agir comme des cellules présentatrices d’antigènes et induire une 

réponse immunitaire (Black et al., 2007). 

 
Une étude réalisée par Pollard et al. (2013) a montré que l’administration sous-cutanée 

d’une nanoformulation d’ARNm codant pour l’antigène Gag du VIH-1, complexée avec 

DOTAP/DOPE, a permis de générer des réponses spécifiques aux antigènes, entrainant la 

destruction ciblée de cellules exprimant des peptides Gag et l’induction de réponses 

humorales (Pollard et al., 2013). En revanche, l’administration intradermique consiste à 

injecter le vaccin à ARNm dans la partie du derme de la peau, ou plusieurs vaisseaux 

lymphatiques et sanguins sont présents. De cette manière, l’ARNm peut être capturé par 

les cellules présentatrices d’antigènes et être transporté vers les ganglions lymphatiques 

pour activer les lymphocytes T et B (Kashem et al., 2017). Cette méthode d’administration 

a été évaluée lors d’essais cliniques menés par Alberer et al. (2017) sur des patients âgés 

entre 18 et 40 ans. Ils ont comparé l’administration intradermique d’un vaccin à ARNm 

codant pour la glycoprotéine du virus de la rage (CV7201) avec l’administration 

intramusculaire du même vaccin. Cette étude a démontré que l’administration 

intradermique à l’aide d’un dispositif sans aiguille induisait une meilleure réponse 

immunitaire que l’administration intramusculaire (Alberer et al., 2017). 
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1.3.6.2 Administration intraveineuse 

 
L’administration intraveineuse des vaccins à ARNm permet une injection directe du vaccin 

dans la circulation sanguine (Diehl et al., 2001). Le principal avantage de cette voie 

d’administration est la production accrue de protéines par rapport aux autres méthodes 

(Pardi et al., 2015). Lorsque l’ARNm est administré par voie intraveineuse, les cellules 

immunitaires telles que les macrophages et les cellules dendritiques captent rapidement 

l’ARNm et le traduisent en protéines, stimulant ainsi la réponse immunitaire. Des études 

utilisant une nanoformulation d’ARN lipopolyplexe codant pour le gène rapporteur 

luciférase (Luc-RNA) ont montré une internalisation efficace des nanoparticules et une 

expression réussie de la protéine dans les cellules dendritiques (DCs) (Kranz et al., 2016). 

La biodistribution et l’accessibilité de l’ARNm à différentes cellules immunitaires 

constituent à la fois un avantage et un inconvénient. En effet, cela permet au vaccin 

d’atteindre divers organes, mais peut également induire une réponse immunitaire non 

spécifique en ciblant des cellules non désirées (Phua et al., 2013; Pardi et al., 2015; Kranz 

et al., 2016). Un autre inconvénient de cette approche réside dans la vulnérabilité de 

l’ARNm à la dégradation enzymatique dans la circulation sanguine, ce qui justifie la 

nécessité de l’encapsuler dans des nanovecteurs (Reichmuth et al., 2016). Des études ont 

démontré que l’encapsulation de l’ARNm avec des particules lipidiques et son 

administration par voie systémique permettent de le protéger de la dégradation 

enzymatique tout en induisant une réponse cytotoxique puissante (Broos et al., 2016; 

Reichmuth et al., 2016). 
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1.3.6.3 Administration orale 

 
En comparaison avec les autres méthodes, l’administration orale est privilégiée en raison 

de ses multiples avantages (Eek et al., 2016). En utilisant cette voie, les vaccins peuvent 

induire des réponses immunitaires systémiques (Coffey et al., 2021). En effet, la 

muqueuse intestinale facilite le transport des pathogènes vers les barrières muqueuses 

et les présente aux cellules immunitaires. De plus, l’administration orale permet d’éviter 

les inconvénients liés aux injections par aiguille, tels que la douleur et les réactions 

indésirables (Coffey et al., 2021; Chenthamara et al., 2019). 

 
Le premier vaccin oral a été développé en 1950 par Hilary Koprowski et Albert Sabin pour 

lutter contre le poliovirus (Davitt et Lavelle, 2015). Depuis, plusieurs vaccins destinés à 

l’administration orale ont été développés, notamment pour les gastro- entérites et les 

maladies respiratoires aigües (Ramirez et al., 2017). Cependant, cette voie 

d’administration présente des défis particuliers pour les vaccins à base d’acides 

nucléiques, car ces derniers sont hautement sensibles à la dégradation enzymatique, ce 

qui rend difficile d’obtenir une réponse immunitaire adéquate au niveau du tractus 

gastro-intestinal (Zhang et al., 2019). Pour surmonter cela, différents types de 

nanovecteurs polymériques, lipidiques ou inorganiques ont été utilisés pour encapsuler 

l’ARNm et le protéger de la dégradation enzymatique (Ensign et al., 2012). Les 

nanovecteurs polymériques, tels que le PEI et le chitosan sont particulièrement utilisés, 

le chitosan présente des propriétés mucoadhésives et augmente la perméabilité 

muqueuse en ouvrant les jonctions épithéliales (Yeh et al., 2011). Une étude a démontré 

que l’utilisation de nanoparticules à base de polymère hybride ramifié poly (B-amino 

ester) encapsulant l’ARNm codant pour la protéine EGFP a permis d’obtenir une 

transfection réussie et une expression protéique d’EGFP dans les cellules Caco-2 in vitro 

(Abramson et al., 2022). Dans une autre étude menée par Sung et al. (2022) 

l’administration orale de nanoparticules lipidiques contenant de l’ARNm codant pour 

l’IL22 a été réalisée pour traiter l’ulcère colique chez des souris atteintes de colite aigue 

(Sung et al., 2022). Cette approche a entrainé une réduction significative de 



33 

 

 

l’inflammation et une récupération des souris traitées. Malgré ces avancées, peu de 

vaccins à base d’acides nucléiques destinés à l’administration orale ont été traduits en 

phase clinique jusqu’à présent (Coffey et al., 2021). 

 

1.4 Stratégies de livraisons 

 
Plusieurs méthodes ont été élaborées pour transporter l’ARNm thérapeutique vers sa 

cible d’intérêt, favorisant ainsi son internalisation dans les cellules tout en le protégeant 

de la dégradation enzymatique. Ces approches sont principalement divisées en méthodes 

physiques telles que l’électroporation et le ‘gene gun’, ainsi qu’en l’utilisation de 

nanovecteurs de différentes natures : polymériques, lipidiques, viraux et peptidiques. En 

outre, des stratégies de délivrance d’ARNm nu, ainsi que des approches basées sur 

l’utilisation de cellules dendritiques, ont également été développées (Benteyn et al., 

2015; Edwards et al., 2017). Dans cette section, nous nous concentrons principalement 

sur la délivrance d’ARNm sous sa forme libre et sur l’utilisation de vecteurs polymériques, 

lipidiques, viraux et peptidiques. 

 

1.4.1 Injection de l’ARNm nu 

 
Dans les premiers essais de vaccination, Wolff et al. (1990) ont mis en évidence la 

possibilité d’utiliser de l’ARNm nu et ont réussi à l’introduire in vivo par injection 

intramusculaire chez des modèles de souris, conduisant ainsi à une réponse immunitaire 

(Wolff et al., 1990). Pour administrer l’ARNm non encapsulé, il est dissout dans un 

tampon, les solutions de Ringer et de lactate de Ringer étant parmi les plus couramment 

utilisées car elles contiennent du calcium, supposé faciliter l’internalisation de l’ARNm par 

une voie dépendante du calcium (Ringer, 1882 ; Hartmann et Senn, 1932). Cette approche 

a été utilisée dans des essais cliniques ciblant le mélanome et la grippe A, et a entrainé 

des réponses immunitaires contre les antigènes respectifs (Edwards et al., 2017). Malgré 

l’efficacité observée dans certains essais cliniques, l’ARNm est une macromolécule 

polyanionique, ce qui rend difficile sa pénétration à travers la 
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membrane plasmique, elle-même de charge négative. Ainsi, le mécanisme précis de son 

internalisation n’est pas encore totalement élucidé. Plusieurs hypothèses ont été émises, 

suggérant que l’internalisation de l’ARNm pourrait se faire principalement par 

micropinocytose ou en utilisant la pression hydrostatique liée à la vitesse d’injection 

(Selmi et al., 2016 ; Stewart et al., 2018). Un des inconvénients majeurs de l’utilisation de 

l’ARNm seul est sa susceptibilité à la dégradation par les RNases, entrainant une demi-vie 

intracellulaire très faible, ce qui nécessite l’injection de doses élevées (Canton, 2018). 

Pour pallier cela, l’utilisation de vecteurs de livraison a été proposée pour protéger et 

stabiliser l’ARNm, améliorant ainsi son efficacité et sa durée de vie dans les cellules cibles. 

 

 

1.4.2 Vecteurs viraux 

 
Les virus sont largement utilisés en thérapie génique. Ces virus subissent généralement 

des modifications génétiques ou leur gènes viraux sont remplacés par l’ADN/ARN 

thérapeutique, qui doit être acheminé jusqu’au noyau cellulaire (Lundstrom, 2018). Parmi 

les virus utilisés pour administrer l’ARNm, ceux à brin positif sont privilégiés, car leur 

génome peut être traduit directement en protéines par le ribosome de l’hôte, minimisant 

ainsi le risque d’insertion dans le génome et de provoquer des mutations (Wadhwa et al., 

2020). Certains exemples de tels virus comprennent les alphavirus, les flavivirus et les 

picornavirus (Ehrengruber et al., 2011 ; Rozovics et al., 2012). Avant leur utilisation, des 

modifications sont apportées au virus sauvage pour réduire sa virulence et le rendre 

incapable de se répliquer dans la cellule hôte (Lundstrom, 2019). Dans le cadre de la 

génération de vaccins, les vecteurs à base d’alphavirus tels que SFV (Semliki Forest Virus) 

et VEE (Venezuelan Equine Encephalitis Virus) ont été utilisés (Yamamoto et al., 2009). Par 

exemple, le virus de VEE a été utilisé pour l’immunothérapie spécifique de PSMA (Anti-

Prostate-Specific Membrane Antigen) (Lundstrom, 2009). En effet, ce virus a été utilisé 

pour transporter l’antigène PSMA aux cellules immunitaires, ce qui a entrainé une 

réponse immunitaire des cellules T et des cellules B chez les souris vaccinées avec 
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seulement une dose du vaccin VEE-PSMA (Durso et al., 2007). 

 
Cependant, l’utilisation de vecteurs viraux présente des inconvénients majeurs, tels que 

la probabilité d’induire des mutations dans le génome de l’hôte, leur immunogénicité et 

aussi la limitation de la taille de l’ADN/ARN pouvant être insérée dans le virus 

(Ramamoorth et Narvekar, 2015). Ces facteurs ont incité les chercheurs à explorer 

d’autres alternatives, telles que l’utilisation des vecteurs polymériques, lipidiques ou 

peptidiques. 

 

 

1.4.3 Vecteurs lipidiques 

 
Les nanovecteurs lipidiques occupent une place prépondérante dans la thérapie génique 

non virale et la vaccination à base d’ARNm (Kowalski et al., 2019). Les lipoplexes, résultant 

de l’association de lipides cationiques avec des acides nucléiques chargés négativement, 

se transforment en complexe de type liposome (lipoplexe) possédant une couche 

phospholipidique, une tête polaire hydrophile et une queue polaire hydrophobe, 

entourant un noyau aqueux (Hajj et al., 2017). Parmi les lipides cationiques les plus utilisés 

figurent DOTMA (1,2-di-O-octadécényle-3-triméthylammonium propane), le DOPE (1,2-

dioleoyl-sn-glycero-3-phosphoéthanolamine) et le N1, N3, N5- tris(3-

(didodécylamino)propyl)benzène-1,3,5-tricarboxamide (TT3). (Lu et al., 2007 ; Zohra et 

al., 2007 ; Michanek et al., 2010 ; Du et al., 2014). Le principal avantage de ces 

nanovecteurs réside dans leur capacité à être chargés positivement à un pH spécifique, 

facilitant ainsi l’encapsulation de l’ARNm et son association avec la membrane cellulaire 

(Pardi et al., 2015). Lors du processus d’échappement endosomal ces nanoparticules 

lipidiques peuvent également interagir avec les lipides anioniques de la membrane 

endosomale pour former des structures perturbatrices non-bicouche qui vont perturber 

l’organisation de la bicouche lipidique, libérant ainsi l’ARNm encapsulé dans le cytosol 

(Kowalski et al., 2019). Cependant, des essais in vivo et in vitro ont mis en évidence que 

ces nanoparticules lipidiques peuvent être fortement immunogènes et toxiques, 
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pouvant induire une réponse inflammatoire (Granot et Peer, 2017). Lors d’application 

vaccinales, l’utilisation du TT3 a été étudiée pour administrer le domaine de liaison au 

récepteur du virus SARS-CoV-2 par injection intramusculaire, ce qui a entrainé 

l’expression de l’antigène dans le tissu musculaire (Zeng et al., 2020). Par ailleurs, la 

société Moderna Therapeutics a réussi à protéger efficacement les souris contre 

l’infection par le virus Zika en injectant des nanoparticules lipidiques contenant de l’ARNm 

modifié codant pour le gène prM-E (Richner et al., 2017). 

 

 

1.4.4 Vecteurs polymériques 

 
Les polymères tels que les polyamines, dendrimères et nanomicelles offrent une 

approche alternative pour le transport des ARNm, même si leur développement est moins 

avancé que celui des lipides cationiques (Kowalski et al., 2019). La formation de 

nanoparticules à partir de polymères cationiques est similaire à celle des lipides 

cationiques. Ces polymères chargés positivement s’associent aux acides nucléiques 

chargés négativement par des interactions électrostatiques, créant ainsi des 

nanoparticules de diverses tailles, formes et charges (Kowalski et al., 2019). Ces 

nanoparticules peuvent ensuite être internalisées dans les cellules hôtes par endocytose, 

protégeant ainsi l’ARNm de la dégradation enzymatique. De plus, ces polymères 

présentent une biodégradabilité élevée et une faible toxicité pour les cellules hôtes 

(Lungwitz et al., 2005). 

 
Parmi les polymères testés pour la livraison de l’ARNm transcrit in vitro, le 

Diethylaminoethyl (DEAE) dextran a été le premier (Koch, 1973). Cependant, aujourd’hui, 

le PEI et ses dérivés sont les polymères les plus couramment utilisés pour la délivrance 

des acides nucléiques (Lungwitz et al., 2005 ; de Ilarduya et al., 2010). Notamment, le PEI, 

connu pour son utilisation comme agent de transfection, comme le JetPEI de Polyplus 

Transfection, a été utilisé avec succès pour la livraison d’ARNm. Des études ont montré 

qu’en conjuguant le PEI de 2 kDa avec la cyclodextrine pour faciliter 
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l’encapsulation de l’ARNm et réduire la toxicité du polymère, il était possible de délivrer 

efficacement des vaccins à base d’ARNm (de Ilarduya et al., 2010). Cependant, le PEI 

présente également des problèmes de toxicité dus à son poids moléculaire élevé (> 25 

kDa), à la présence résiduelle de PEI libre après la formation de nanoparticules, ainsi 

qu’aux interactions avec des protéines sériques chargées négativement, entrainant des 

agrégats qui réduisent l’efficacité de la transfection (Yu et al., 2016). 

 
Des études ont montré que l’ARNm codant pour le gp 120 du VIH pouvait être délivré 

avec succès par voie intranasale en utilisant des nanoparticules de PEI (Li et al., 2017). De 

même, une réponse immunitaire humorale et cellulaire contre le virus de la grippe a été 

induite après une administration sous-cutanée de nanoparticules de PEI contenant de 

l’histidine pour encapsuler l’ARNm codant pour l’hémagglutinine de la grippe (Bertrand 

et al., 2011 ; Vogel et al., 2018). 

 
En dehors des polymères synthétiques, le chitosane est le premier choix parmi les 

polymères naturels pour la délivrance des acides nucléiques en raison de sa 

biocompatibilité inhérente. Pour améliorer sa stabilité, il est souvent combiné avec 

d’autres polymères tels que le PLGA (Poly(lactic-co-glycolic acid)) un polymère anionique 

également utilisé pour la délivrance de vaccins à ARNm (Yasar et al., 2018). L’utilisation 

du chitosane pour encapsuler l’ARNm codant pour l’hémagglutinine et la nucléoprotéine 

du virus de la grippe a permis d’induire une réponse immunitaire humorale et cellulaire 

après une administration sous-cutanée (McCullough et al., 2014). 

 
Dans l’ensemble, l’utilisation des polymères comme vecteur de livraison des acides 

nucléiques a montré des effets thérapeutiques prometteurs dans des études précliniques, 

bien qu’ils ne soient pas aussi avancés cliniquement que les vecteurs lipidiques. 

Néanmoins, les vecteurs polymériques ont montré un potentiel considérable, et des 

recherches supplémentaires sont en cours pour permettre une traduction clinique des 

vaccins à ARNm basés sur ces polymères (Kowalski et al., 2019). 
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1.4.5 Autres approches de livraison 

 
En plus des vecteurs viraux, lipidiques et polymériques, d’autres approches de livraison 

ont été développées, telles que la livraison basée sur les peptides et les nanoémulsions 

cationiques. Les peptides cationiques, composés de résidus d’arginine et de lysine, sont 

capables d’interagir électrostatiquement avec les molécules d’ARNm chargées 

négativement, formant ainsi des nanocomplexes de différentes formes, tailles et charge 

(Grau et al., 2018; Qiu et al., 2019). Un peptide cationique couramment utilisé dans les 

premières phases de développement de vaccins à ARNm est la protamine. Cette molécule 

présente des propriétés intéressantes pour faciliter la livraison de l’ARNm (Sköld et al., 

2015). Elle joue un rôle protecteur en empêchant la dégradation enzymatique de l’ARNm 

et peut également servir d’adjuvant (Hoerr et al., 2000; Fotin- Mleczek et al., 2011). Des 

études ont démontré que la protamine a été efficacement utilisée pour maintenir 

l’efficacité de l’ARNm codant pour la glycoprotéine du virus de la rage lorsqu’il est soumis 

à des conditions de température extrêmes sur une longue période de stockage (Stitz et 

al., 2017). Il est également supposé que la complexation de l’ARNm avec la protamine 

peut activer le TLR7, en raison de sa similitude structurelle avec l’ARN viral (Fotin-Mleczek 

et al., 2011). Cependant, il est important de noter que la traduction efficace de l’ARNm 

dans la cellule hôte lorsqu’il est complexé avec la protamine est relativement faible, ce 

qui a limité son utilisation en tant qu’adjuvant seulement (Scheel et al., 2005). Ensuite, les 

peptides cationiques pénétrants dans la cellule (CPP), tels que RALA, contenant des 

répétitions de motifs arginine-alanine- leucine-alanine, ont également montré un intérêt 

dans la délivrance efficace de l’ARNm dans les cellules dendritiques, induisant ainsi une 

réponse cellulaire (Lacroix et al., 2020; McCarthy et al., 2014). Des exemples de produits 

commerciaux basés sur des peptides pénétrants dans la cellule pour la délivrance de 

l’ARNm incluent le PepFec14 (van den Brand et al., 2019). 
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Par ailleurs, les nanoémulsions sont constituées d’un noyau d’huile stabilisé par une 

enveloppe lipidique qui permet à l’ARNm de s’associer à sa surface (Gurpreet et al., 2018). 

Le produit MF59 de Novartis, une nanoémulsion approuvée par la FDA, a été utilisé 

comme adjuvant dans les vaccins contre la grippe (Vesikari et al., 2012). En tant 

qu’adjuvant, le MF59 améliore l’efficacité du vaccin en favorisant la sécrétion de 

chimiokines par les cellules du site d’injection, ce qui entraine une augmentation du 

recrutement des cellules présentatrices de l’antigène (Seubert et al., 2011; Calabro et al., 

2013). 

 

 

 
 
 

 
Figure 4. Schéma illustrant les diverses méthodes de délivrance de l'ARNm pour 

des applications vaccinales. 

 
Image créée par BioRender.com 
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1.5 Chitosane 

 
1.5.1 Propriétés physico-chimiques du chitosane 

 
Le chitosane est un polymère naturel linéaire dérivé de la déacétylation de la chitine, un 

autre polymère présent dans l’exosquelette des crustacés. Il se classe comme le deuxième 

biopolymère le plus répandu dans la nature après la cellulose, ce qui en fait un matériau 

attrayant dans le domaine biomédical en raison de ses propriétés de biocompatibilité, de 

biodégradabilité et de faible toxicité (Chandy et Sharma, 1990). 

 
Pour obtenir le chitosane, la chitine subit généralement un traitement de décoloration 

avec du permanganate de potassium, suivi d’une déacétylation en le chauffant avec de 

l’hydroxyde de sodium (Younes et Rinaudo, 2015). Le chitosane est composé d’unités de 

D-glucosamine et de N-acétyl-D-glucosamine liées entre elles par des liaisons β-(1-4) 

glycosidiques. La distinction entre chitine et chitosane dépend du pourcentage d’unités 

de N-acétyle-D-glucosamine présentes dans la chaine du polymère. Lorsque ce 

pourcentage est supérieur à 50%, on parle de chitine, tandis que s’il est inférieur à 50%, 

on parle de chitosan (Hudson et Jenkins, 2002). 

 
Trois propriétés essentielles du chitosane sont déterminantes dans ses applications : le 

degré de déacétylation (DDA), qui correspond à la proportion d’unités désacétylées (D- 

glucosamin) présentes dans la chaine du polymère ; le poids moléculaire (MW), qui reflète 

la longueur du polymère ; et enfin, sa viscosité, qui est liée à sa capacité à former une 

solution visqueuse une fois solubilisé dans un solvant aqueux acidifié (Aranaz et al., 2021). 

 
Le DDA joue un rôle crucial, car il influe sur la solubilité, la biodégradabilité et la capacité 

du chitosan à interagir avec les acides nucléiques. A un pH < 6 (environ 6.5 étant le pKa 

du chitosan), les groupes amines du polymère sont protonés dans un milieu acide 

(Domard, 1987). Cela confère une charge positive au chitosane, augmentant ainsi sa 

dissolution. Par conséquent, un degré de DDA élevé entraine une plus grande charge 
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positive du chitosane, le rendant plus soluble et favorisant également son interaction 

électrostatique avec les acides nucléiques tels que l’ADN plasmidique, l’ARNm et les 

siARN, etc (Mao et al., 2010). Cela permet de former des nanoparticules dans le contexte 

de la livraison de gènes. Cependant, cette propriété présente également des 

inconvénients en termes de toxicité et de biodégradabilité du chitosane. Des études ont 

montré que l’augmentation du degré de DDA du chitosane réduit sa biodégradabilité, ce 

qui peut entrainer une accumulation de ce polymère dans les tissus et potentiellement 

augmenter sa toxicité (Matica et al., 2017 ; Kean et Thanou., 2010). 

 
La détermination du poids moléculaire du chitosane est couramment réalisée par 

chromatographie d’exclusion (Beri et al., 1993), et il joue un rôle essentiel dans la liaison 

et la protection de l’acide nucléique (Mendes et al., 2022). Le poids moléculaire est 

souvent modifié par hydrolyse du polysaccharide (Poshina et al., 2018). Des études ont 

révélé que le poids moléculaire impacte la cytotoxicité et l’efficacité de transfection. En 

effet, un faible poids moléculaire est associé à une moindre toxicité et facilite la libération 

de l’acide nucléique, mais il présente une efficacité de transfection réduite (Huang et al., 

2005). 
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Figure 5. Structure chimique de la chitine et du chitosane 

 

 
Adaptée et modifiée de 

http://bibliomer.ifremer.fr/documents/fiches/Chitine_et_chitosan_vf.pdf 

 
Image créée par BioRender.com 

http://bibliomer.ifremer.fr/documents/fiches/Chitine_et_chitosan_vf.pdf
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1.5.2 Utilisation du chitosane dans la formation des nanoparticules à ARN 

 
Ces dernières années, l’intérêt pour l’utilisation du chitosane dans la formulation de 

nanoparticules d’acides nucléiques a considérablement augmenté dans le domaine de la 

thérapie génique non virale. Cependant, l’utilisation de molécules d’ARN telles que le 

siARN, miARN, ARNm, etc., à des fins thérapeutiques a été difficile en raison de leur 

sensibilité à la dégradation par les nucléases, rendant leur délivrance complexe (Liu et al., 

2007). 

 
Le chitosane peut former des polyplexes par interaction électrostatique entre les groupes 

amines chargés positivement du polymère et les groupes phosphates chargés 

négativement de l’acide nucléique, ce qui est souvent connu sous le terme de ratio N/P 

(Gary et al., 2013 ; Peniche et Peniche, 2011). Ce ratio joue un rôle crucial dans la 

formulation des nanoparticules, car il garantit la stabilité du polyplexe, son interaction 

avec la membrane cellulaire, et finalement la libération de l’acide nucléique à l’intérieur 

de la cellule (Zhao et al., 2009). Plusieurs méthodes ont été développées pour former ces 

nanoparticules chitosane-ARN dont les deux principales sont la méthode de complexation 

polyélectrolytique et le protocole de gélation ionique (Kamat et al., 2016 ; Thandapani et 

al., 2017). Dans la méthode de complexation polyélectrolytique, le polymère et l’acide 

nucléique sont agités manuellement pour favoriser leur interaction électrostatique 

(Figure 6). Quant au protocole de gélation ionique, il utilise un agent de réticulation tel 

que le TPP, qui renforce les nanoparticules en formant des ponts entre le chitosane et 

l’ARN, augmentant ainsi leur stabilité (Kunjachan et al., 2010). 

 
Après la formation des nanoparticules, il est essentiel de les caractériser en évaluant leur 

taille et leur potentiel zêta (charge de surface). Un potentiel zêta positif indique une 

interaction plus forte entre la nanoparticule et la membrane cellulaire chargée 

négativement, ce qui peut faciliter l’internalisation des nanoparticules (Wang et al., 2011). 
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1.5.3 Stratégies pour améliorer la livraison des nanoparticules Chitosane- 

ARNm 

 
1.5.3.1 Pégylation (PEG) 

 
La pégylation consiste à attacher des chaines de polymère de polyéthylène glycol (HO- 

CH2-CH2-OH) aux groupes amines du chitosane, ce polymère est connu comme 

biodégradable et non toxique (Malhotra et al., 2011). Cette modification offre plusieurs 

avantages aux nanoparticules. Premièrement, elle améliore leur stabilité en prévenant 

leur agrégation et leur interaction avec les protéines présentes dans le sang (Nelson et 

al., 2013). En effet, le PEG est un polymère hydrophile qui agit comme une barrière 

stérique, empêchant la formation d’une couche de protéines (corona protéique) autour 

des nanoparticules (Suk et al., 2016). De plus, la pégylation prolonge le temps de 

circulation et la demi-vie des nanoparticules en réduisant leur reconnaissance par le 

système réticulo-endothélial, ce qui les aide à échapper à l’élimination rapide par le 

système immunitaire du corps (Veronese et Pasut, 2005). 

 

 
1.5.3.2 Diisopropylethylamine (DIPEA) 

 
Le DIPEA (N,N-diisopropylethylamine) est un composé organique classé parmi les amines 

tertiaires (Ershov et al., 2019). Cette amine est largement utilisée en synthèse organique 

comme accepteur de protons. Lorsqu’il est greffé sur le chitosane, le DIPEA remplace 

certains groupes amine du polymère en position C-2, ce qui entraine la formation d’une 

liaison covalente entre le chitosane et le groupe DIPEA (Martinez et al., 2022). 

 
L’ajout du groupe DIPEA augmente le nombre de groupes amine tertiaires dans la chaine 

du polymère, ce qui le rend plus réactifs envers les acides. Cela conduit à une 

augmentation de la charge positive du polymère, renforçant ainsi l’interaction 

électrostatique avec l’acide nucléique chargé négativement (de Souza et al., 2018). 
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Ceci va favoriser la stabilité des nanoparticules. En plus d’augmenter la stabilité, le 

greffage des groupes DIPEA dans la chaine du polymère augmente la capacité tampon du 

chitosane (Martinez et al., 2022). Cette propriété est avantageuse pour l’échappement 

des nanoparticules, selon la théorie de l’éponge à proton (voir section 1.7). 

 
 
 
 
 
 
 

 

 
 
 
 
 
 
 

 
Figure 6. Représentation schématique des modifications apportées au chitosane ainsi 
que de la formulation de nanoparticules CH-DIPEA-PEG/ARNm 

 
Adaptée et modifiée de (Martinez Junior et al., 2022). 

 
Image créée par BioRender.com 
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1.6 Cytotoxicité 

A l’heure actuelle, les nanoparticules sont de plus en plus utilisées dans divers domaines, 

notamment en biomédecine pour la délivrance de gènes, le traitement du cancer, et 

d’autres applications (Aghebati‐Maleki et al., 2020 ; Chen et al., 2016). Cette croissance 

rapide a suscité un vif intérêt pour évaluer leur toxicité. Lors de cette évaluation, plusieurs 

facteurs sont pris en compte, tels que les caractéristiques physico- chimiques des 

nanoparticules (taille, charge, composition chimique, degré de désacétylation et poids 

moléculaire), la méthode de préparation de la suspension de nanoparticules, la dose 

administrée, le type de cellule utilisé pour les tests, ainsi que la méthode d’analyse pour 

interpréter les résultats (Kong et al., 2011). 

 
Des études ont montré que le poids moléculaire et le pourcentage de désacétylation du 

chitosane peuvent influencer la cytotoxicité (Lavertu et al., 2006). Un chitosane avec un 

faible poids moléculaire et un faible degré de désacétylation est moins susceptible d’être 

cytotoxique car il est plus susceptible d’être dégradé par les enzymes. Par exemple, une 

étude a montré qu’un chitosane avec un degré de désacétylation inférieur à 70% est plus 

susceptible d’être dégradé qu’un chitosane avec un degré de désacétylation supérieur à 

70% (Huang et al., 2004). De même, un faible poids moléculaire de 10 kDa est considéré 

comme non cytotoxique (Fernandes et al., 2012 ; Lee et al., 2001). La préparation de la 

suspension de nanoparticules peut également affecter les résultats de cytotoxicité. Les 

nanoparticules peuvent s’agglomérer en fonction de leur taille et de leur charge de 

surface, et la présence d’impuretés dans la suspension peut altérer l’effet réel des 

nanoparticules sur la toxicité (Lewinski et al., 2008). 

 
Le choix de la dose administrée aux cellules est également important. En général, des 

concentrations variantes entre 30 et 500 µg/ml sont considérées comme non 

cytotoxiques, en fonction du type de cellules utilisées et des modifications apportées aux 

nanoparticules de chitosane (Loutfy et al., 2016). Aussi, le type de cellules utilisées 
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est généralement choisi en fonction de la route d’administration souhaitée 

(intraveineuse, sous-cutanée, orale, etc.). Pour les considérations éthiques et la facilité de 

mise en œuvre, les essais in vitro sont préférés (Kong et al., 2011). 

 
Enfin, le choix de l’essai de cytotoxicité est essentiel pour éviter d’obtenir des résultats 

faussement positifs ou faussement négatifs. Les essais in vitro les plus couramment 

utilisés pour évaluer la viabilité cellulaire sont le test 3(4,5-diméthylthiazol-2-yl) -5(3- 

carboxyméthoxyphényl) -2(4-sulfophényl) -2H-tétrazolium) (MTS), le test 3-(4,5- 

diméthylthiazolyl-2)-2,5-diphényltétrazolium (MTT), le test au bleu d’alamar et le dosage 

de la lactate déshydrogénase (LDH) pour évaluer la mort cellulaire (Wörle-Knirsch et al., 

2006). Pour les essais in vivo, les mesures de différence de poids corporel et les 

évaluations histologiques avant et après administration sont souvent utilisées 

(Kanipandian et al., 2014). Le choix du test est important car l’interaction entre les 

nanoparticules et le colorant utilisé dans l’essai peut entrainer des interférences dans la 

lecture des résultats. Par exemple l’utilisation de nanoparticules d’aluminium a montré 

une interaction avec le colorant du test MTT, entrainant une interprétation erronée des 

données (Monteiro‐Riviere et al., 2010). 

 
En général, l’évaluation de la cytotoxicité de nanoparticules dépend de plusieurs 

paramètres, et les paramètres mentionnées ci-dessus sont importants et doivent être pris 

en considération avant le début de chaque étape de l’expérience. 
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1.7 Internalisation et échappement endosomal 

Dans cette section, nous examinerons les différents mécanismes d’internalisation et 

d’échappement endosomal des nanoparticules. Comprendre ces mécanismes est crucial 

car des études ont établi un lien entre les voies d’internalisation et le sort de l’acide 

nucléique. La littérature propose plusieurs mécanismes, et nous nous concentrerons ici 

sur les plus pertinents. 

 

 

1.7.1 Pression osmotique (hypothèse de l’éponge à proton) 

 
Dans ce mécanisme, les polymères cationiques jouent un rôle essentiel en raison de leur 

capacité tampon, qui leur permet d’accepter les ions H+ pour maintenir le pH constant 

(Selby et al., 2017). Lorsque les nanoparticules sont internalisées par endocytose et 

parviennent à l’endosome/lysosome mature, celui-ci commence à pomper des protons 

H+ accompagnés d’ions chlore (Cl¯) (Vermeulen et al., 2018). Cette accumulation d’ions 

entraine une augmentation de l’osmolarité dans l’endosome, ce qui provoque l’entrée 

d’eau par osmose. L’augmentation de la pression osmotique à l’intérieur de 

l’endosome/lysosome entraine son éclatement, permettant ainsi l’échappement du 

contenu des endosomes (Hu et al., 2007). Cette hypothèse a été principalement émise 

pour les polymères cationiques tels que les dendrimères de poly(amidoamine) (PAMAM) 

et le PEI (Boussif et al., 1995 ; Behr et al.,1997 ; Patil et al., 2009). Une étude a montré que 

les endosomes contenant du PEI, caractérisé par une forte capacité tampon, étaient plus 

volumineux que ceux contenant de la polylysine (PLL), qui ne possède pas de capaciter 

tampon (Richard et al., 2013). Cependant, cette hypothèse ne s’applique pas à tous les 

polymères, comme le poly(N,N-diméthylacrylamide) (pDAMA). Bien que ce dernier 

présente une capacité tampon, plusieurs études ont démontré que cette capacité tampon 

seule n’est pas suffisant pour provoquer la libération du contenu des endosomes (Funhoff 

et al., 2004).  

En complément de l’hypothèse de l’éponge à proton, une étude a mis en évidence le 
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rôle du phospholipide anionique, appelé lysobisphosphatidique (LBPA), présent à 

l’intérieur de la membrane endosomale (Degors et al., 2019). Ce phospholipide facilite 

l’interaction électrostatique avec le polymère une fois protoné, ce qui entraine la 

déstabilisation de la membrane. Parallèlement à l’augmentation de la pression 

osmotique, cela crée une fuite dans la membrane endosomale, permettant ainsi 

l’expulsion du contenu de l’endosome (Durymanov et Reineke, 2018). 

 
Un autre mécanisme proposé par Massignani et al. (2010) postule que la baisse du pH 

dans l’endosome entraine le désassemblage du polymère en monomères (Massignani et 

al., 2010). Ceci induit une augmentation de la pression osmotique, ce qui provoque 

finalement l’échappement du contenu endosomal (Smith et al., 2018). 

 

 

1.7.2 Fusion membranaire 

 
Ce mécanisme est souvent observé dans les nanoparticules lipidiques ou les polymères 

hybrides, qui combinent à la fois les propriétés d’un polymère et les caractéristiques d’un 

lipide (Rayamajhi et al., 2020). Dans ce processus, l’insertion de fusogènes tels que des 

peptides ou des protéines est essentielle. Ces fusogènes interagissent avec des récepteurs 

spécifiques présents sur la membrane de l’endosome, ce qui permet la fusion de la 

membrane de l’endosome avec celle de la cellule (Varkouhi et al., 2011). Cette fusion 

résulte en la libération du contenu de l’endosome dans le cytosol cellulaire. Des exemples 

de peptides fusogènes couramment utilisés incluent KALA et Sweet Arrow Peptide (SAP) 

(Pujals et al., 2006 ; Varkouhi et al., 2011). De plus, les lipides tels que le DOPE ont 

également montré leur capacité à fusionner avec la membrane endosomale (Wasungu et 

Hoekstra, 2006). Une étude menée par Safinya et al. (2001) a révélé que le DOPE subit un 

changement de conformation structurelle dans les lipoplexes d’ADN, ce qui lui permet 

d’Interagir plus efficacement avec la membrane anionique, entraînant ainsi la fusion 

membranaire et la libération de l’ADN (Ewert et al., 2004 ; Safinya et al., 2001). 
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1.7.3 Utilisation des agents photosensibles 

 
Ce mécanisme est mis en œuvre à l’aide de divers types de nanoparticules, notamment 

les polymères, les lipides et autres vecteurs de livraison. Il repose sur l’utilisation d’agents 

photosensibles qui sont également internalisés par endocytose avec les nanoparticules 

(Cabral et al., 2009 ; Fretz et al., 2007). Une fois à l’intérieur de l’endosome, ces agents 

photosensibles sont activés par une longueur d’onde spécifique, ce qui génère des dérivés 

réactifs de l’oxygène (ROS) (Berg et al., 1999). Ces dérivés ont la capacité de rompre la 

membrane endosomale, permettant ainsi la libération du contenu des endosomes (Lou 

et al., 2006). Certains exemples d’agents photosensibles utilisés incluent le dendrimère 

phtalocyanine (DPc), la tétraporphine tétrasulfonatée (TPPS4), la phtalocyanine 

d’aluminium disulfonée (AlPcS2a), et d’autres encore (Prasmickaite et al., 2001). 

 
Une approche prometteuse consiste à combiner l’utilisation de nanoparticules polymères 

de poly(acide lactique-co-acide glycolique-co-acide hydroxyméthyl glycolique) 

(PLGHMGA) pour la délivrance sélective de la saporine qui est une protéine cytotoxique 

et est utilisée comme agent anticancéreux, dans le cytosol des cellules cancéreuses HER2 

avec la technique de photochimiothérapie (PCI). Cette approche utilise le PS méso-

tétraphényl porphyrine disulfonate (TPPS 2a) comme agent photosensibilisateur. Les 

résultats ont montré une forte inhibition de la prolifération cellulaire et une diminution 

de la viabilité cellulaire grâce à l’induction de l’apoptose (Martínez-Jothar et al., 2019). 
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CHAPITRE 2 Objectif et hypothèses 

 
2.1 Problématique et sujet d’étude 

 
L’utilisation thérapeutique de l’ARNm présente un défi majeur. Lorsqu’il pénètre dans le 

corps, il peut échouer à produire les effets souhaités en raison de sa susceptibilité à la 

dégradation par les nucléases ainsi que sa courte durée de vie (Jianghua Li et al., 2018). 

Plusieurs études ont proposé des méthodes pour surmonter ces problèmes, notamment 

le développement de nanomatériaux en tant que systèmes de livraison. Ces derniers 

encapsulent l’ARNm en le protégeant de la dégradation par les nucléases. De plus, de tels 

systèmes devraient être capables de s’échapper de l’endosome. Néanmoins, les 

recherches sur la livraison de l’ARNm demeurent limitées en grande partie en raison de 

leur instabilité et des défis associés à leur conservation (Bose et al., 2019). 

Question de recherche à étudier est la suivante : Le nanovecteur CH-DIPEA₅₃-PEG₁.₁₅ 

(Figure 6) peut-il assurer une transfection efficace et une stabilité maximale de l’ARNm in 

vitro en utilisant un système de livraison comprenant CH-DIPEA₅₃-PEG₁.₁₅/ARNm ? 

 

 

2.2 Hypothèses de recherche 

 
Pour répondre à cette question, nous formulons l’hypothèse que les nanoparticules à 

base de CH-DIPEA₅₃-PEG₁.₁₅/ARNm conduisent à : 

- Présentent une meilleure protection de l’ARNm contre la dégradation par les 

RNases pour une durée déterminée. 

- Engendrent une faible toxicité cellulaire. 

- Montrent une efficacité de transfection in vitro équivalente à celle des 

nanovecteurs lipidiques. 
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2.3 Objectifs 

 
Ce projet a pour but de proposer une nouvelle plateforme vaccinale basée sur des 

nanoparticules non cytotoxiques, composées de CH-DIPEA₅₃-PEG₁.₁₅/ARNm, afin 

d’optimiser la protection, le transport et l’expression génique in vitro. Notre équipe de 

recherche a synthétisé un chitosane modifié avec DIPEA, variant entre 5 et 55%, ainsi qu’une 

pégylation, variant entre 1 et 3%. Seules les variantes de chitosane avec les modifications DIPEA 5, 

15, 34 et 55%, associés à une pégylation entre 1.3 et 2.6%, ont été testées. Pour les premières 

expériences, nous avons formé des polyplexes en combinant le chitosane modifié avec le siRNA-

TNFα . Les résultats de la caractérisation physico-chimique ont révélé une formation efficace de 

nanoparticules, une charge de surface positive, une stabilité colloïdale satisfaisante et une non 

cytotoxicité sur les fibroblastes et les RAW 264.7. Dans le cadre de ce projet nous avons 

délibérément opté pour l’utilisation de DIPEA₅₃ et PEG₁.₅ pour complexer avec l’ARNm, car selon les 

résultats obtenus, les degrés élevés de greffage de DIPEA semblent être les plus prometteurs pour 

maintenir la stabilité des nanoparticules dans un milieu biologique(Martinez Junior et al., 2022). 

Les objectifs spécifiques sont les suivants : 

- Examiner la complexation et les caractéristiques physico-chimiques des 

nanoparticules CH-DIPEA₅₃-PEG₁.₁₅/ARNm. 

 
- Étudier l’effet des RNases sur les nanoparticules CH-DIPEA₅₃-PEG₁.₁₅/ARNm. 

 

 
- Évaluer la toxicité des nanoparticules CH-DIPEA₅₃-PEG₁.₁₅/ARNm ainsi que du 

polymère non complexé sur différentes lignées cellulaires. 

 
- Évaluer la transfection in vitro des nanoparticules CH-DIPEA₅₃-PEG₁.₁₅/ARNm dans 

diverses lignées cellulaires.  
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CHAPITRE 3 MATERIELS ET MÉTHODES 

 
3.1 Préparation des nanoparticules 

 
CH-DIPEA₅₃-PEG₁.₁₅ a été dissout pendant une nuit dans une solution d’HCl 0.1 M, puis 

chauffé à 50°C pendant 30 min. Il a ensuite été dilué avec une solution de tampon 

phosphate saline (PBS) (1X, pH 7.4) jusqu’à une concentration finale de 1 mg/ml 

(solution mère) et enfin filtré avec un filtre à membrane en polyéther sulfone à 0.45 

µm. Pour préparer les nanoparticules CH- DIPEA₅₃-PEG₁.₁₅/ARNm-EGFP, des quantités 

variées de CH- DIPEA₅₃-PEG₁.₁₅ ont été ajoutées à une solution d’ARNm-EGFP de 

concentration fixe 1[µg/µl] pour obtenir des ratios N/P (ratio entre les groupes amine 

du polymère chargé positivement et le groupes phosphate d’acide nucléique chargés 

négativement) allant de (2:1, 3:1, 4:1, 10:1, 15:1). La solution finale a été vortexée et 

conservée à température ambiante. 

 

3.2 Électrophorèse sur gel agarose 

 
La formation des nanoparticules a été confirmée par un test de migration sur gel 

d’agarose à 2%. 15 µl du complexe contenant 1[µg] d’ARNm-EGFP ont été chargés dans 

les puits. L’électrophorèse a été réalisée à 100 V dans un tampon Tris borate- EDTA 

(TBE) à 1X pendant 45 min. Le gel a ensuite été placé dans une solution de bromure 

d’éthidium (BET) pendant 5 min pour la coloration. Après incubation, le gel a été rincé 

à l’eau froide du robinet, puis visualisé avec un trans-illuminateur UV (800 ms). Cette 

expérience a été effectuée en triplicata. 
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3.3 Détermination de la taille, du potentiel-ζ et de l’indice de 

polydispersité (PDI) 

 
Le Zetasizer Nano ZS90 (Malvern Instruments Ltd., Malvern, UK) a été utilisé pour 

mesurer la taille, l’indice de polydispersité (PDI) et le potentiel-ζ des nanoparticules CH- 

DIPEA₅₃-PEG₁.₁₅/ANRm-EGFP. 

Pour déterminer la taille, une solution de nanoparticules contenant 3 µg/ml d’ARNm- 

EGFP a été préparée, versée dans une cuvette (D-51588, Sarstedt, Nümbrecht, 

Allemagne) et mesurée en suivant le principe de diffusion dynamique de la lumière 

(DLS). Celui-ci permet d’évaluer le mouvement brownien des nanoparticules en 

solution résultant du bombardement par un faisceau monochromatique en rapportant 

ce mouvement à la taille des nanoparticules (Stetefeld, J.,2016). Ensuite, la même 

solution a été placée dans une cellule capillaire (DTS1061, Malvern Instruments, 

Worcestershire, UK) pour mesurer le potentiel-ζ qui est une estimation de la répulsion 

ou l’attraction électrostatique entre les particules dans la solution (Clogston et Patri, 

2011). Chaque mesure a été effectuée en triplicata. 

 

3.4 Efficacité d’encapsulation 

 
L’efficacité d’encapsulation de l’ARNm-EGFP a été estimée à l’aide du réactif Quant-iT 

Ribogreen (Life Technologies, Burlington, ON, Canada). Après complexation du vecteur 

avec l’ARNm-EGFP, une quantité de 100 µl de solution Ribogreen diluée a été mélangée 

avec les nanoparticules puis incubée pendant 5 min à température ambiante. Le signal 

de fluorescence a été mesuré (λex/em : 492/540 nm) à l'aide d'un lecteur de 

microplaques TECAN M200. Le pourcentage d'efficacité d'encapsulation (EE%) a été 

calculé avec la formule suivante, ou l’ARNm libre est pris comme contrôle négatif (sans 

l’ajout du chitosane) et l’ARNm non complexé désigne l’ARNm qui n’a pas été associé 

au polymère :  

𝐸𝐸 % = 
𝐹𝑙𝑢𝑜𝑟𝑒𝑠𝑐𝑒𝑛𝑐𝑒 𝐴𝑅𝑁𝑚 𝑙𝑖𝑏𝑟𝑒 − 𝐹𝑙𝑢𝑜𝑟𝑒𝑠𝑐𝑒𝑛𝑐𝑒 𝐴𝑅𝑁𝑚 𝑛𝑜𝑛 𝑐𝑜𝑚𝑝𝑙𝑒𝑥é 

 
 

𝐹𝑙𝑢𝑜𝑟𝑒𝑠𝑐𝑒𝑛𝑐𝑒 𝐴𝑅𝑁𝑚 𝑙𝑖𝑏𝑟𝑒 
𝑋 100 
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3.5 Libération de l’ARNm des nanoparticules CH-DIPEA₅₃- 

PEG/ARNm 

 
Afin de libérer l’ARNm-EGFP une fois complexé avec le CH- DIPEA₅₃-PEG₁.₁₅, plusieurs 

solutions ont été testées pour pouvoir libérer l’ARNm-EGFP du polymère, notamment, 

la chitosanase [5mU/µl], l’héparine 1 mg/ml et une solution à 3 et 10% de déodécyl 

sulfate de sodium (SDS). Les nanoparticules ont été préparées comme décrit 

précédemment à un volume final de 12 µl. Pour chaque solution testée, un volume de 

3 µl a été ajouté aux 12 µl de nanoparticules. Les échantillons ont ensuite été chauffés 

à 50ºC pendant 20 min puis incubé une heure à température ambiante. L’ARNm-EGFP 

décomplexé a été analysé par électrophorèse sur gel d’agarose à 2% à 100V pendant 

45 min. Ce test a été effectué en préalable à l’évaluation de l’intégrité de l’ARNm- EGFP 

suite à son incubation avec la RNase. 

 

3.6 Quantification et analyse de l’intégrité de l’ARNm contre la 

digestion des RNases A en fonction du temps 

 
Cette partie du projet vise à évaluer la quantité d’ARNm préservé de la dégradation 

enzymatique après son encapsulation avec le nanovecteur. Pour cela, nous avons opté 

pour une transcription in vitro à partir d’un plasmide pLac+thiM-ON-tetA::gfpuv, lequel 

exprime le gène gfpuv qui est un variant du gène GFP (Green Fluorescent Protein). 
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3.6.1 Amplification de l’ADN 

 
Le thermocycleur ‘C1000 touch-thermal cycler Bio-Rad’ a été utilisé pour amplifier 

l’ADN TetA-gfpuv du plasmide pLac+thiM-ON-tetA::gfpuv (Figure 7). Pour cela, l’ADN 

TetA-gfpuv, une séquence du promoteur T7 ‘TAATACGACTCACTATAG’ a été rajoutée à 

l’amorce sens (tableau 1). La réaction PCR a été réalisée dans un volume final de     100 

µl contenant : le tampon de la polymérase 1X, 200 µM de dNTPs, les amorces sens (F 

TetA-gfpuv) et anti-sens (R TetA-gfpuv) à 1 µM, 1 µl d’ADN matrice, 1 U de la taq ADN 

polymérase. Le volume est complété par l’eau milliQ stérile. La PCR a été réalisée en 

suivant les étapes suivantes, pour 35 cycles, les étapes 2 à 4 sont répétées. 

 
1- Dénaturation à 95ºC pendant 5 min 

 
2- Dénaturation à 95ºC pendant 30 secondes 

 
3- Hybridation à 53ºC Pendant 30 secondes 

 
4- Première Élongation à 68ºC Pendant 2 min 

 
5- Élongation finale à 68ºC pendant 5 min 

 

 
Tableau 2. Séquences des amorces pour amplifier l'ADN 

 

Nom Type Séquence 

F TetA-gfpuv Amorce sens TAATACGACTCACTATAGagagggtgaaggtgatgcaa 

R TetA-gfpuv Amorce anti-sens Tgtgtaatcccagcagcagt 
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Figure 7. Plasmide pLacthiMONtetA-gfpuv 

 
3.6.2 Électrophorèse sur gel agarose 

 
La vérification de la taille des produits PCR a été effectuée sur gel agarose à 2%. Pour 

ce faire, 5 µl des produits PCR ont été mélangés avec un 1 µl de tampon de chargement 

contenant du bleu de migration natif 6 X (40% de sucrose, 0.05% de bleu de 

bromophénol et 0.05% de bleu de xylène cyanol). La migration a été effectuée dans un 

tampon Tris Acétate EDTA (TAE) 1X pendant 45 min à 100 V. Enfin, l’appareil GelDoc a 

été utilisé pour visualiser les résultats. 

 

3.6.3 Transcription in vitro 

 
Une réaction de transcription a été effectuée dans un volume de 100 µl comprenant 20 

µl de tampon de transcription 5X, des ribonucléotides 2 mM (ATP, UTP, CTP, GTP), 40 

µl d’ADN (produit de PCR), 1 µl de pyrophosphatase 50X, 1 U/µl d’ARN polymérase, 0.5 

µl [α-32P] ATP, 1U/µl d’inhibiteur de RNase et du H₂O milliQ stérilisé. La réaction a été 

incubée pendant 3 heures à 37ºC, puis 1 µl de DNase a été ajoutée et l’incubation 
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a continué pendant 30 min supplémentaires à 37ºC. L’ARNm-gfpuv marqué a été 

précipité avec l’ajout de 20 µl d’acétate de sodium 3 M pH 5.2 et 500 µl d’éthanol 95%, 

puis conservé à -80°C toute la nuit. 

 

 

3.6.4 Électrophorèse sur gel polyacrylamide 

 
Pour purifier l’ARNm-gfpuv, une migration sur gel polyacrylamide a été effectuée. 

Après incubation à -80ºC pendant la nuit, le mélange a été centrifugé puis le culot a été 

séché pendant 10 min. L’ARNm-gfpuv a été resuspendu dans 10 µl de H₂O et 10 µl de 

bleu formamide. L’échantillon a été migré sur gel polyacrylamide dénaturant 6% : 

12 ml d’acrylamide 20% (le rapport appliqué était de 19 :1 acrylamide : bisacrylamide, 

Tris Borate EDTA 1X [TBE] [89 mM Tris pH 7,6, 89 mM acide borique, 2 mM EDTA] et 

urée 8M) et dilué dans 28 ml d’une solution urée 8 M, TBE 1X. Pour polymériser le gel, 

16 µl de Tetra Méthyl Ethylène Diamine (TEMED) et 320 µl d’ammonium PerSulfate 

(APS) 10% ont été ajoutés. Le gel a été migré pendant 1h à 

16 W. Suite à la migration une plaque phosphore (storage phosphor screen, Molecular 

Dynamics) a été exposée sur le gel pendant 5 min, puis scannée par le Typhoon FLA 

9500 (GE healthcare Life Sciences). Ceci permet le positionnement de la bande 

correspondant à la taille de l’ARNm-gfpuv. L’ARNm-gfpuv a été élué une nuit à 4°C puis 

précipité avec 1 ml d’éthanol 70% et 50 µl d’acétate de sodium. 

 

 

3.6.5 Cinétique de dégradation de l’ARN dans les nanoparticules 

en présences d’RNase A 

Pour évaluer la capacité de protection de l’ARNm-gfpuv en présence d’ARNase A, les 

nanoparticules ont été préparées en ajoutant de l’ARNm-gfpuv précédemment marqué 

avec [α-32P] ATP à une concentration de 1 [µg/µl]. Une fois les nanoparticules formées, 

une concentration de 0.01 [µg/µl] d’ARNase a été ajouté. Après des temps d’incubation 

de 2 h, 6 h et 24 h, 3 µl de SDS à 10% ont été ajoutés pour libérer 
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l’ARNm-gfpuv du polymère. Les aliquotes ont ensuite été incubés 20 min à 50°C et mis 

dans 20 µl de bleu formamide. Pour désactiver la RNase A, 1µl de RiboLock [40U/µl] a 

été ajouté à chaque échantillon. 

Les produits des réactions ont été migrés sur gel polyacrylamide 8% pendant 2 heures 

à 60 W. Une plaque phosphore a été exposée au gel pendant une nuit et scannée le 

lendemain à l’aide du typhoon. 

Cette expérience a également été répétée en préparant des nanoparticules avec un 

ARNm-EGFP (CleanCap® Enhaced Green Fluorescent Protein mRNA, Trilink 

Biotechnologies, San Diego, CA, USA) non marqué pour des périodes d’incubation de 

2h, 24h et 48h. Les aliquotes ont été migrés sur gel agarose à 2% à 100 V pendant 45 

min. 

 

3.7 Tests in vitro 

 
3.7.1 Culture cellulaire 

 
Les cellules de macrophages murins RAW 264.7, les kératinocytes épidermiques primaires 

(HEKa) et les cellules d’adénocarcinome colorectal humain (Caco-2) ont été achetées de 

‘American Type Culture Collection’ (ATCC) (Manassa, VA, Étas-Unis). Elles ont été cultivées 

dans du milieu Eagle modifié de Dulbecco (DMEM :Dulbecco Modified Eagle Medium) 

(WISENT Bioproduct Inc, Montréal, Qc, Canada), milieu de croissance des kératinocytes 

(CELL application Inc, San Diego, CA, USA) et milieu essentiel minimum d’Eagle (EMEM : 

Eagle’s Minimum Essential Medium) (WISENT Bioproduct Inc, Montréal, Qc, Canada), 

respectivement. Pour les cellules RAW 264.7 et les Caco-2 le milieu a été complété avec 

10% de sérum fœtal de bovin inactivé (FBS : fetal bovine serum) et 1% de penicillin-

streptomycin (P/S) (WISENT Bioproduct Inc, Montréal, Qc, Canada). 
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3.7.2 Décongélation et passage cellulaire 

 
Les cryovials contenant les cellules ont été rapidement immergés dans un bain marie à 

37ºC tout en étant agités. Une fois dégelé, le contenu du cryovial a été transféré dans un 

tube de 50 ml préalablement rempli avec 10 ml de milieu de culture. Ensuite, les cellules 

ont été centrifugées à 1200 rpm pendant 10 min (sauf pour les kératinocytes). Après la 

centrifugation, le surnageant est jeté en raison de la présence de DMSO, un solvant 

toxique pour les cellules. Le culot est resuspendu avec 10 ml de milieu complet. La 

suspension cellulaire a été versée dans une flasque de 175 cm² contenant 40 ml de milieu 

de culture et munie d’un bouchon filtrant, puis mise dans un incubateur à 37ºC, avec un 

taux de CO₂ de 5% et une humidité de 95%. 

Les cellules utilisées sont de type adhérent, capables de se fixer dans le fond de la flasque. 

Lorsque les cellules recouvrent 80% de la surface de la flasque, il est important de 

procéder au passage cellulaire afin d’éviter une diminution de la croissance et/ou de la 

viabilité. Pour cela, le milieu de culture est vidé dans un bécher destiné aux déchets 

liquides. Ensuite, pour décoller les cellules du fond de la flasque, 10 ml de solution 

trypsine/EDTA (0.025%), phenol-red (WISENT Bioproduct Inc, Montréal, Qc, Canada) et 

trypsine/EDTA (1X) (Life Technologies, Grand Island, USA) ont été ajouté aux Caco-2 et 

HEKa, respectivement. Les cellules RAW macrophages 264.7 murins, quant à elles, sont 

détachées à l’aide d’un grattoir. Après un temps d’incubation de 5 min à température 

ambiante, les cellules se détachent de la surface et la trypsine est neutralisée en ajoutant 

10 ml du milieu complet ou une solution neutralisante de trypsine. Ensuite, le contenu de 

la flasque est récupéré et centrifugé à 1200 rpm pendant 10 min. Le surnageant est 

ensuite éliminé et le culot est resuspendu dans un volume spécifique de milieu de culture 

pour permettre le dénombrement des cellules. 

Les RAW 264.7, Caco-2 et HEKa ont été utilisées à leur cinquième, deuxième et deuxième 

passage respectivement. 
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Chaque expérience décrite ci-dessous utilise des échantillons définis en fonction du 

nombre de cellules, qui a été mesuré à l’aide de la méthode de coloration au bleu de 

Trypan 0.4% (Sigma Aldrich ®) et d’un hemocytomètre pour le comptage cellulaire. 

 

3.7.3 Viabilité et toxicité cellulaire 

 
Deux test colorimétriques distincts ont été utilisés pour mesurer l’effet du polymère CH- 

DIPEA₅₃-PEG₁.₁₅ et des nanoparticules CH- DIPEA₅₃-PEG₁.₁₅/ARNm-EGFP sur la viabilité 

cellulaire : Le test MTS (3-(4,5-diméthylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxyméthoxyphényl)-2-(4- 

sulfophényl)- 2H-tétrazolium) 2H-tétrazolium, G5421, Promega, Madison, WI, USA) qui 

est basé sur la réduction du composé MTS par des cellules viables et le test LDH 

(11644793001, Roche, Laval, QC, Canada) qui évalue la libération de l’enzyme lactate 

déshydrogénase après détérioration de la membrane plasmique. Ces deux tests ont été 

réalisés sur des cellules RAW 264.7, Caco-2 et HEKa. 

 

 
3.7.3.1 Test MTS 

 
Les cellules viables sont capables de réduire le réactif tétrazolium (MTS) en présence de 

méthosulfates de phénazine (PMS) pour former un produit coloré soluble appelé 

formazan. Cette réaction est médiée par des enzymes dépendantes de NAD(P)H- 

déhydrogénase. La quantité de formazan produite est directement liée à la quantité de 

cellules viables qui est mesurée par lecture de l’absorbance à une longueur d’onde de 

490-500 nm (Kuete, V, 2017). 

Les cellules ont été ensemencées dans une plaque 96 puits, avec une densité de 35 000 

cellules/puit pour les RAW macrophages 264.7 murins et les cellules HEKa et de 15 000 

cellules/puit pour les Caco-2. Les cellules RAW macrophages 264.7 murins et Caco-2 ont 

été incubées dans un milieu sans rouge phénol contenant 10% de FBS avec 1% P/S et les 

cellules HEKa dans un milieu de croissance des kératinocytes, pendant 24 h. Ensuite, le 

milieu a été remplacé par 150 µl d’un nouveau milieu contenant 1% de FBS pour les 
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cellules RAW 264.7, Caco-2 et un nouveau milieu de croissance des kératinocytes pour les 

HEKa, avec un volume de 50 µl d’échantillon, et incubé à 37ºC pendant 48 h. Le milieu de 

culture a ensuite été transféré dans une nouvelle plaque à 96 puits pour effectuer le test 

LDH (Lactate déshydrogénase). Une solution de 1 :20 (PMS : MTS) a été préparé et 120 µl 

de ce mélange a été ajouté à chaque puit de la plaque dédiée au test MTS. Environ 1h 

après l’incubation de la plaque à 37ºC et 5% de CO2, la densité optique a été mesurée à 

490 nm à l’aide d’un lecteur microplaque ELISA Universal Microplate Reader EL800IU (Bio-

Tek Instruments, USA) et du logiciel KC Junior (version 1.6). 

 

 
3.7.3.2 Test LDH 

 
Lorsque la membrane plasmique des cellules est endommagée, l’enzyme lactate 

déshydrogénase (LDH) est libérée dans le milieu de culture cellulaire. Pour quantifier 

l’activité de la LDH, le NADH produit lors de la conversion du lactate en pyruvate est utilisé 

pour réagir avec le sel tétrazolium (INT) formant ainsi un produit de couleur rouge et 

soluble dans le milieu de culture, qui peut être mesuré à une longueur d’onde de 490- 500 

nm. La quantité du produit formée est directement proportionnelle à la quantité de la 

LDH présente dans le milieu de culture (Kumar, P.2018). 

Brièvement, 100 µl d’un mélange réactionnel composé d’un catalyseur 

(Diaphorase/NAD+), d’une solution de chlorure d’iodotétrazolium (INT) et lactate de 

sodium a été ajouté à 100 µl de milieu de culture précédemment transféré à une nouvelle 

plaque de 96 puits pendant le test MTS. L’incubation a eu lieu à température ambiante 

pendant 30 minutes. La densité optique a été mesurée à 490 nm à l’aide d’un lecteur 

microplaque ELISA Universal Microplate Reader EL800IU (Bio-Tek Instruments, USA) et du 

logiciel KC Junior (version 1.6). 

Pour les deux tests de cytotoxicité effectués, le PBS a été utilisé comme contrôle négatif. 

Le péroxyde d’hydrogène H₂O₂ (à des concentrations de 250 µM, 750 µM, 1 mM, 2 mM 
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et 4 mM) et le triton X-100 (1% v/v) ont été utilisés comme contrôles positifs pour les 

tests MTS et LDH, respectivement. Les contrôles d'interférence de particules sans cellules 

ont été traités dans les mêmes conditions expérimentales. 

La viabilité cellulaire et l’activité de LDH libérée ont été calculées à l'aide des équations 

suivantes : 

 

𝑽𝒊𝒂𝒃𝒊𝒍𝒊𝒕é 𝒄𝒆𝒍𝒍𝒖𝒍𝒂𝒊𝒓𝒆 (%) = 
𝑨𝒃𝒔𝒐𝒓𝒃𝒂𝒏𝒄𝒆 é𝒄𝒉𝒂𝒏𝒕𝒊𝒍𝒍𝒐𝒏 

 
 

𝑨𝒃𝒔𝒐𝒓𝒃𝒂𝒏𝒄𝒆 𝒄𝒐𝒏𝒕𝒓𝒐𝒍𝒆 

 
𝑿 𝟏𝟎𝟎 

 

 

𝑳𝑫𝑯 𝒍𝒊𝒃é𝒓é𝒆 (%) = 
𝑨𝒃𝒔𝒐𝒓𝒃𝒂𝒏𝒄𝒆 é𝒄𝒉𝒂𝒏𝒕𝒊𝒍𝒍𝒐𝒏 − 𝑨𝒃𝒔𝒐𝒓𝒃𝒂𝒏𝒄𝒆 𝒄𝒐𝒏𝒕𝒓𝒐𝒍𝒆 

𝑨𝒃𝒔𝒐𝒓𝒃𝒂𝒏𝒄𝒆 𝒕𝒓𝒊𝒕𝒐𝒏 − 𝑨𝒃𝒔𝒐𝒓𝒃𝒂𝒏𝒄𝒆 𝒄𝒐𝒏𝒕𝒓𝒐𝒍𝒆 
𝑿 𝟏𝟎𝟎 

 

 
3.8 Internalisation des nanoparticules CH-DIPEA₅₃- PEG₁.₁₅/ARNm-EGFP-Cy5 

 
Les lames à huit chambres Lab-TeK (Thermo Fisher Scientific Inc) ont été utilisées pour 

ensemencer les cellules à une densité de 35 000 cellules/puit pour les HEKa et RAW 

macrophages 264.7 murins et de 50 000 cellules/puit pour les Caco-2. Les cellules ont été 

incubées pendant 24 h à 37ºC. Le jour suivant, les nanoparticules ont été préparées 

comme décrit précédemment contenant 1µg d’ARNm-EGFP, puis ajoutées à des milieux 

de transfection spécifiques, notamment DMEM avec et sans 10% de FBS, Hank’s Balanced 

Salt Solution (HBSS) avec et sans 10% de FBS (pour les RAW macrophages 264.7 murins). 

EMEM avec et sans 10% de FBS, HBSS avec et sans 10% de FBS (pour les Caco-2). Le milieu 

de croissance des kératinocytes, HBSS sans FBS (pour les HEKa). Les cellules ont été 

incubées dans un incubateur à 37ºC, avec un taux de CO2 de 5% et une humidité de 95% 

pour une période de 48 h. 
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Le réactif JetMessanger (Polyplus Transfection®, Radnor, PA, USA) complexé avec 

l’ARNm-EGFP-Cy5 (RNA technologies & therapeutics, Inc, Montréal, Qc, Canada) selon les 

instructions du fabricant a été choisi comme contrôle positif. 

Le PBS (Phosphate-buffered saline) a été utilisé comme substitut des nanoparticules pour 

les cellules non transfectées, servant ainsi de contrôle négatif. 

 

 

3.9 Analyse par microscopie confocale 

 
Après la transfection, les cellules ont subi trois lavages avec une solution de PBS 1X afin 

d’éliminer les nanoparticules non internalisées. Ensuite, elles ont été fixées avec du 

paraformaldéhyde à 4% pendant 15 minutes à température ambiante. Après plusieurs 

lavages supplémentaires avec du PBS 1X, les cellules ont été perméabilisées en utilisant 

une solution de triton X-100 à 0.1% pendant 15 minutes à température ambiante. La 

phalloidine Alexa Fluor™ 555 (0.5 unité) a été utilisée pour colorer l’actine pendant 30 

minutes. Après un nouveau cycle de lavage, le noyau a été coloré avec Hoechst (33342) 

qui est contenu dans le milieu de montage Prolong Glass Antifade (Thermo Fisher 

Scientific Inc). Les lames ont été séchées à température ambiante pendant 24 h. 

Pour colorer les endosomes, les cellules ont été incubées avec une solution de blocage 

(PBS 1X, 5% BSA, 0.1% de triton-X-100) pendant 60 minutes après la perméabilisation à 

température ambiante. Ensuite, les cellules ont été incubées avec l’anticorps primaire 

LAMP1 (LAMP 1 : protéine membranaire associée aux lysosomes 1) (Cell signaling 

Technology, Inc.) pour une dilution de 1 :200 dans une solution tamponnée au phosphate 

contenant 1% de BSA et 0.1% de triton-X-100 pendant 24 h à 4 °C. Le lendemain, les 

cellules ont été lavées trois fois avec du PBS 1X avant d'être incubées avec l’anticorps 

secondaire Donkey anti-Rabbit IgG (H+L) conjugué avec Alexa Fluor® 555 pour une dilution 

de 1 :500 dans une solution tamponnée au phosphate contenant 0.1% de BSA et 0.1% 

triton-X-100 pendant 1h à température ambiante. Le noyau a été coloré avec Hoecht. Les 

lames ont été préparées avec le ProLong et séchées à température ambiante pendant 24 

h. Enfin, les cellules ont été analysées au microcope confocal 
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(Zeiss LSM-780) en utilisant Zen 3.5 blue edition (Carl Zeiss, Allemagne) avec un objectif 

de 60x pour déterminer l’internalisation des nanoparticules dans les cellules et les 

compartiments endolysosomaux. Le logiciel Fiji ImageJ (ImagJ, Wayne Rasband, National 

Institutes of Health) et le plugin JACoP ont été utilisés pour l’analyse de colocalisation des 

nanoparticules avec l’actine et le calcul du coefficient de Pearson. 

3.10 Analyse statistique 

 
Les données ont été analysées avec le logiciel GraphPad Prism version 4. Les figures 

montrent l’erreur standard de la moyenne ± SEM. La significativité statistique (*p<0.05, 

p**<0.01) a été évaluée par une ANOVA à un facteur (test post hoc de Dunnett). Toutes 

les expériences proviennent d’au moins trois expériences indépendantes. 
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CHAPITRE 4 RÉSULTATS 
 

 
4.1 Caractérisation physicochimique des nanoparticules CH- 

DIPEA₅₃-PEG₁.₁₅ /ARNm-EGFP 

 
Les nanoparticules précédemment formées par l’addition d’ARNm-EGFP au chitosane 

doivent être correctement liées, ce qui signifie que les deux composants, à savoir le 

chitosane et l’ARNm-EGFP, doivent être bien associés. C’est pourquoi l’une des étapes 

fondamentales du protocole consiste à réaliser une électrophorèse. Cette technique 

permettra de déterminer le rapport N/P optimal, c’est-à-dire le nombre de groupes 

amines présents dans le vecteur CH- DIPEA₅₃-PEG₁.₁₅ et le nombre de groupes phosphates 

dans l’ARNm-EGFP. Nous avons choisi les rapports N/P de 3 :1 et 4 :1, car il n'y avait 

aucune libération d'ARNm-EGFP lors de la migration sur le gel agarose, indiquant une 

bonne complexation (Figure 8A). Les nanoparticules formées pour différents rapports N/P 

(2:1, 3:1, 4:1, 10:1, 15:1) ont présenté une efficacité d'encapsulation de 95 ± 1.3% (Figure 

8B), confirmant les résultats sur gel agarose. 

Les nanoparticules ont été mesurées par DLS, donnant un diamètre hydrodynamique de 

103,8 ± 21,23 nm et 140 ± 26,8 nm pour les rapports N/P de 3 :1 et 4 :1, respectivement, 

avec un indice de polydispersité de 0,34 ± 0,035 et 0,37 ± 0,04 (Figure 8C et 8D). Les 

mesures du potentiel ζ pour les ratios N/P de 3 et 4 étaient respectivement de 10 ± 0,96 

mV et 9,3 ± 0,2 mV (Figure 8E). 
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(A) (B) 
 

 

 
(C) (D) (E) 

 

 

 

 
Figure 8. Caractérisation des nanoparticules CH-DIPEA-PEG/ARNm-EGFP. (A) 

Électrophorèse sur gel agarose des nanoparticules avec 1 µg ARNm-EGFP/puit. Ligne 

1: Ladder (1kb); ligne 2: ARNm-EGFP libre; lignes 3-8 montrent la formation des 

nanoparticules aux ratios N/P 2,3,4,5,10 et 15 respectivement. (B) Efficacité 

d’encapsulation de l’ARNm-EGFP aux ratios 2 :1, 3 :1 ,4 :1, 5 :1, 10 :1 et 15 :1 (C), (D), 

(E) Taille, le PDI et le potentiel ζ pour les nanoparticules formées à une concentration 

de 3 µg/ml aux ratios 3 :1 et 4 :1. Toutes les valeurs sont exprimées comme la moyenne 

± SEM de trois expériences indépendantes. 
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4.2  Libération de l’ARNm-EGFP des nanoparticules CH-DIPEA₅₃- 

PEG₁.₁₅/ARNm-EGFP et analyse de la stabilité contre la 

dégradation enzymatique 

Nous devons assurer que les nanoparticules formées soient stables et capables 

d’encapsuler complétement l’ARNm-EGFP, tout en permettant une libération réversible 

de celui-ci. Pour cela, nous avons opté pour l’utilisation de nanoparticules avec un rapport 

N/P de 3 :1 pour nos expériences prochaines. 

Afin d’évaluer la résistance de l’encapsulation de l’ARNm-EGFP, nous avons effectué un 

test de déplacement en utilisant des polyanions tels que l’héparine et le SDS, ainsi que 

l’enzyme chitosanase. Les résultats obtenus à partir de la migration sur gel agarose ont 

révélé une libération totale de l’ARNm-EGFP lorsqu’une concentration de 3 et 10% de SDS 

a été utilisée avec chauffage à 50ºC (Figure 9A). Cependant, nous n’avons observé aucune 

libération lorsque l’héparine ou l’enzyme chitosanase ont été utilisés, car les 

nanoparticules sont restées piégées dans les puits du gel agarose (Figure 9B). 
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(A) 1     2     3    4    5     6      7                                                   (B) 1     2     3    4     5       6                                                                                   

 

 Figure 9. Libération de l'ARNm-EGFP des nanoparticules CH-DIPEA-PEG. (A) libération    

d’ARNm-EGFP à partir du vecteur CH-DIPEA-PEG sur gel agarose après incubation à 

différentes températures. Les lignes 3 et 4 montrent les nanoparticules formées à un ratio 

N/P de 3 :1 en présence de 3 et 10% SDS respectivement, chauffées à 50ºC pendant 20 

min. les lignes 5 et 6 montrent les mêmes nanoparticules formées à un ratio N/P 3 :1 en 

présence de 3 et 10% de SDS incubées à température ambiante pendant 20 min. La ligne 

7 montre les mêmes nanoparticules sans SDS. (B) Libération de l’ARNm-EGFP du vecteur 

CH- DIPEA₅₃-PEG₁.₁₅ à l'aide de l’enzyme chitosanase, solutions SDS et héparine. La ligne 3 

montre les nanoparticules formées à un rapport N/P de 3:1. Les lignes 4, 5 et 6 montrent 

les mêmes nanoparticules incubées avec de l'héparine 1 mg/ml, chitosanase 5[mU/µl] et 

3% SDS respectivement. 

 

La protection de l’ARNm-EGFP et l’ARNm-gfpuv contre la dégradation par la RNase A a été 

évaluée sur gel agarose et gel polyacrylamide (Figure 10A et 10B) respectivement. Le 

pourcentage de l’ARNm-gfpuv intact libéré des nanoparticules et quantifié à l’aide du 

Typhoon était de 92.93±1.8%, 88.43±0.69 %, 86.67±1.18 % et 81.07±1.6 % pour les temps 

d’incubation t=0, 2h, 6h et 24h respectivement. En revanche, et tel qu’attendu l’ARNm-

EGFP et l’ARNm-gfpuv libres ont été rapidement dégradés et n’étaient plus observés après 

une incubation de 2h avec la RNase A (Figure 10A, ligne 2) et (Figure 10B, ligne 2). Ces 

résultats confirment qu’un pourcentage élevé d’ARNm-EGFP et ARNm-gfpuv était 

complexé et encapsulé avec le CH-DIPEA₅₃-PEG₁.₁₅, et que ces nanoparticules fournissaient 

une excellente protection contre la dégradation enzymatique. 
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Figure 10. Évaluation de la résistance des nanoparticules contre la dégradation enzymatique. 

(A) Libération de l'ARNm-EGFP et l’ARNm-gfpuv du vecteur CH-DIPEA₅₃-PEG₁.₁₅. Analyse de 

l'état de conservation de l'ARNm-EGFP par électrophorèse sur gel agarose après incubation 

de CH-DIPEA₅₃-PEG₁.₁₅/ARNm-EGFP avec de la RNase A. Ligne 1: Ladder (1kb); Ligne 2: ARNm-

EGFP libre; Ligne 3: ARNm-EGFP avec RNase; Ligne 4: nanoparticules sans RNase et sans SDS; 

Ligne 5-8: ARNm libéré des nanoparticules à l'aide de SDS à 3% après incubation avec la 

RNase A pendant 0 min, 2h, 24h et 48h. (B) Analyse de l’état de conservation de l’ARNm-

gfpuv marqué à [α-32P] ATP après incubation de CH-DIPEA₅₃-PEG₁.₁₅/ARNm-gfpuv avec la 

RNase A. Ligne 1 : ARNm-gfpuv libre; Ligne2 : ARNm-gfpuv avec RNase; Ligne 3 : ARNm-gfpuv 

libéré des nanoparticules à l’aide de SDS à 10%. Ligne 4, 5 et 6 : ARNm-gfpuv libéré des 

nanoparticules à l’aide de SDS à 10% après incubation avec la RNase A pendant 2h, 6h et 24h. 
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4.3 Viabilité cellulaire et toxicité 

 
L’effet des nanoparticules CH-DIPEA₅₃-PEG₁.₁₅/ARNm-EGFP et du CH-DIPEA₅₃-PEG₁.₁₅ libre 

a été évalué sur trois types de cellules différents (Caco-2, RAW 264.7 et HEKa) en utilisant 

deux méthodes d’analyses distinctes : le test MTS a permis d’évaluer la viabilité cellulaire, 

tandis que le test LDH a permis de mesurer le niveau de LDH libéré, qui est un indicateur 

de la mort cellulaire. La concentration de CH-DIPEA₅₃-PEG₁.₁₅ choisie pour les deux tests 

était proportionnelle à la quantité d’ARNm-EGFP encapsulé. En d’autres termes, plus la 

quantité d’ARNm-EGFP augmentait, plus la quantité de vecteur CH-DIPEA₅₃-PEG₁.₁₅ 

augmentait, variant de 3.7 µg/ml pour 0.5 µg d’ARNm-EGFP à 29.75 µg/ml pour 4 µg 

d’ARNm-EGFP. Les concentrations de H₂O₂ choisies comme témoins positifs pour les RAW 

264.7, Caco-2 et HEKa étaient respectivement de 2 mM, 4 mM et 500 µM. Après une 

exposition de 48 h, on a observé une diminution de plus de 50% de la viabilité cellulaire 

causée par H₂O₂. Dans le test LDH, 0.1% triton X-100 a servi comme témoin positif pour 

les trois types de cellules, montrant que 100% des cellules avaient libéré l’enzyme lactate 

déshydrogénase après 48h d’exposition. 

Les cellules Caco-2 ont montré une meilleure viabilité cellulaire et un taux de LDH plus 

faible que les cellules RAW 264.7 et HEKa après incubation avec les nanoparticules CH-

DIPEA₅₃-PEG₁.₁₅ /ARNm-EGFP et CH-DIPEA₅₃-PEG₁.₁₅ libre. À la concentration la plus faible 

de 3.7 µg/ml de nanoparticules, la viabilité était de 98.58 ± 8.1% (p<0.01) et le taux de 

LDH libéré était de 5.5 ± 0.43% (p<0.01) (Figure 11A et 11B). Ces valeurs sont restées 

relativement constantes même aux concentrations les plus élevées testées, atteignant 

une viabilité de 95.13 ± 8.5% (p<0.01) et un taux de LDH de 3.03 ± 1.36% (p<0.01) à une 

concentration de 29.75 µg/ml. Pour les mêmes concentrations, le CH- DIPEA₅₃-PEG₁.₁₅ 

libre a présenté un taux de viabilité de 98.46 ± 5.2% (p<0.01) à 3.7 µg/ml et 92.6 ± 5% 

(p<0.01) à 29.75 µg/ml ainsi qu’un taux de LDH de 3.43 ± 1.43% (p<0.01) à 

3.7 µg/ml et 6.21 ± 1.63% (p<0.01) à 29.75 µg/ml. 
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Pour les RAW 264.7, la viabilité cellulaire est restée relativement élevée et constante pour 

toutes les concentrations de nanoparticules testées, variant de 91.52 ± 4.25% à 91.32 ± 

4.38% pour 3.7 µg/ml et 29.75 µg/ml (Figure 11C). Bien que les résultats de MTS aient 

indiqué une viabilité élevée, les résultats de LDH ont également révélé des taux élevés de 

libération de LDH avec un taux de 88.57 ± 0.94% à 3.7 µg/ml et 88.22 ± 3.3% à 29.75 µg/ml 

(Figure 11D). 

Les cellules HEKa ont montré une relation dose-dépendante avec les nanoparticules. En 

augmentant la concentration de nanoparticules, la viabilité cellulaire diminue de 97.65 ± 

4.3% (p<0.01) à 35.8 ± 3% (p<0.01) (Figure 11E). Parallèlement, le taux de LDH augmente 

avec la concentration, passant de 8.6 ± 3% (p<0.01) à 30.85 ± 1.99% (p<0.01) pour les 

concentrations de 3.7 µg/ml et 29.75 µg/ml, respectivement. Pour le CH-DIPEA₅₃-PEG₁.₁₅ 

libre, la viabilité cellulaire diminue de 77.23 ± 4.38% (p<0.01) à 11.05 ± 2.7% (p<0.01) et 

le taux de LDH augmente de 26.64 ± 5.65% (p<0.01) à 56.9 ± 1.23% (p<0.01) pour les 

concentrations de 3.7 µg/ml et 29.75 µg/ml, respectivement (Figure 11F). En résumé, les 

résultats de ce test ont révélé que les concentrations de CH-DIPEA₅₃- PEG₁.₁₅/ARNm-EGFP 

et CH-DIPEA₅₃-PEG₁.₁₅ allant de 3.7 µg/ml à 29.75 µg/ml induisent une altération 

significative de la viabilité cellulaire après une période d’exposition de 48h selon les types 

cellulaires examinés. Néanmoins, nos nanoparticules respectent le seuil de viabilité pour 

ce test qui est > 70%, selon la norme ISO 19007 :2018. En conséquence, dans le cadre de 

nos prochaines expériences, nous avons opté pour une concentration de 7.45 µg/ml de 

CH-DIPEA₅₃-PEG₁.₁₅, laquelle est utilisée pour encapsuler 1 µg/µl d’ARNm-EGFP. Cette 

même concentration a également été employée lors de nos précédentes expériences, 

notamment pour la caractérisation et l’analyse de la stabilité. Dans le cadre de ce test 

spécifique, cette concentration a démontré une viabilité cellulaire de 99.58 ± 8.18% 

(p<0.01), 92.66 ± 4.57% (p<0.01) et 97.29 ± 1.03% (p<0.01) pour les Caco-2, RAW 

macrophages 264.7 murins et les HEKa, respectivement. 
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Figure 11. Viabilité cellulaire et toxicité des nanoparticules CH-DIPEA-PEG/ARNm-EGFP. 

L’effet cytotoxique des nanoparticules et du chitosane libre à différentes concentrations 

(µg/ml) a été évalué à l’aide du test MTS et LDH dans les cellules Caco-2 (A et B), RAW 

264.7 (C et D) et HEKa (E et F). Les cellules ont été incubées avec les échantillons pendant 

48h à 37ºC. Le PBS a été utilisé comme contrôle négatif. 4 mM, 2 mM et 500 µM d’H₂O₂ 

ont été utilisés comme contrôles positifs pour les RAW 264.7, Caco2 et HEKa, 

respectivement. *p<0,05, **p<0,01, sont significativement différents du contrôle négatif. 

Les données sont exprimées comme la moyenne ± SEM de trois expériences 

indépendantes et ont été analysées par ANOVA à une voie (test post hoc de Dunnett). 

 
 

 
4.4 Internalisation des nanoparticules CH- DIPEA₅₃-PEG₁.₁₅ 

/ARNm-EGFP-Cy5 dans les cellules et les compartiments 

endolysosomaux 

 
Après avoir réalisé une évaluation de la viabilité cellulaire ainsi que de la toxicité, la 

prochaine phase du projet implique l’examen de l’internalisation de nos nanoparticules 

dans les cellules Caco-2, RAW 264.7 et les cellules HEKa. En effet, pour que notre thérapie 

soit considérée comme efficace, il est essentiel que les nanoparticules puissent pénétrer 

à l’intérieur des cellules et traverser leur membrane cellulaire, afin d’assurer une 

efficacité maximale de leur action thérapeutique. 

L’internalisation des nanoparticules CH-DIPEA₅₃-PEG₁.₁₅/ARNm-EGFP-Cy5 (à une 

concentration de 7.45 µg/ml pour le CH- DIPEA₅₃-PEG₁.₁₅ et 1 µg d’ARNm-EGFP-Cy5) dans 

les cellules Caco-2, RAW  264.7 et HEKa a été analysée qualitativement par microscopie 

confocale. Le coefficient de corrélation de Pearson’s (PCC) a été utilisé pour évaluer la 

colocalisation des nanoparticules marquées au Cy5 avec l’actine, un composant important 

du cytosquelette de la cellule. Le PCC varie de -1 
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à 1, ou une valeur de 1 indique une colocalisation positive forte, une valeur de -1 indique 

une colocalisation négative forte, et une valeur proche de 0 indique une absence de 

colocalisation. Pour chaque type de cellule et pour leurs milieux spécifiques 

supplémentées ou non avec du FBS, la plupart des nanoparticules étaient regroupées près 

du noyau, avec un coefficient de corrélation variant entre 0.468 et 0.829 pour les milieux 

supplémentés en FBS (Figure 12A-4, 12B-4 et 12C-4) et entre 0.23 et 0.4 pour les milieux 

sans FBS (Figure 12A-3, 12B-3 et 12C-3). Pour les milieux HBSS avec ou sans FBS pour les 

trois types de cellules, la plupart des nanoparticules se trouvaient plutôt sous forme 

d’agrégats distribués dans le cytoplasme avec un coefficient de corrélation variant entre 

0.14 et 0.2 pour les milieux HBSS avec FBS et entre 0.21 et 0.34 pour les milieux HBSS sans 

FBS. Le contrôle positif JetMessenger/ARNm-EGFP-Cy5 a permis d’exprimer la protéine 

EGFP dans tous les types de cellules (Figure 12A-2, 12B-2 et 12C-2) ce qui confirme la 

capacité de l’ARNm-EGFP à induire l’expression de la protéine EGFP lorsqu’il est 

transfecté de manière conventionnelle. Dans toutes les trois lignées cellulaires et pour 

chaque conditions de transfection testée, la protéine EGFP n’a pas été exprimée, ce qui 

était démontré par l’ absence de signal vert. Cette observation était identique à notre 

groupe témoin négatif. 
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Figure 12. Transfection des cellules d'adénocarcinome colorectal humain (Caco-2), RAW 

macrophages 264.7 murins et kératinocytes épidermiques primaires (HEKa) avec les 

nanoparticules CH-DIPEA-PEG/ARNm-EGFP-Cy5. Transfection des cellules Caco-2 (A), cellules 

RAW macrophages 264.7 murins (B) et cellules HEKa (C). Pour tous les types de cellules et chaque 

conditions testées, les cellules ont été ensemencées 24 h avant la transfection. 48 h après la 

transfection, les cellules ont été fixées avec 4% de formaldéhyde. Le cytosquelette a été coloré 

par la phalloïdine (rouge) et le noyau (bleu) par le Hoechst. Les nanoparticules sont visibles en 

blanc et la protéine EGFP en vert. Les images ont été prises par microscope confocal à balayage 

laser. Le groupe témoin négatif a été transfecté en utilisant une quantité de PBS remplaçant 

l’ARNm-EGFP. 

 

 
Afin d’identifier la localisation endosomale des nanoparticules CH- DIPEA₅₃-PEG₁.₁₅ 

/ARNm-EGFP-Cy5, un test de colocalisation avec l’anticorps anti-LAMP-1 a été effectué 

sur les cellules Caco-2 et HEKa. Le milieu EMEM supplémenté avec 10% de FBS et le milieu 

de croissance des kératinocytes ont été choisis comme milieu de transfection pour les 

Caco-2 et HEKa, respectivement. Les nanoparticules étaient bien dispersées et localisées 

près du noyau, indiquant clairement que ces nanoparticules sont situées à l’intérieur des 

cellules, comme confirmé précédemment. L’analyse en mode Z-stack des images a 

clairement indiqué que certaines nanoparticules semblent échapper aux endolysosomes 

tandis que d’autres restent piégées dans ces compartiments. Les figures (13B et 13E) 

montrent que le signal Cy5 (en blanc) représentant les nanoparticules est à l’extérieur du 

contour lysosomal (en rouge), tandis que les figures (13C et 13F) montrent que le signal 

Cy5 est situé à l’intérieur du contour lysosomal (en rouge). 
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Figure 13. Localisation intracellulaire des nanoparticules CH-DIPEA-PEG/ARNm-EGFP- 

Cy5. Les nanoparticules ont été incubées avec les cellules Caco-2 et HEKa pendant 

48h. Blanc : nanoparticules, rouge : membranes endolysosomales, bleu : noyau. Une 

vue latérale a été obtenue par microscopie confocale. (A) et (D) : Contrôle négatif 

(PBS) pour les cellules Caco-2 et HEKa respectivement. (B) et (E) Échappement des 

nanoparticules des compartiments endolysosomaux pour les cellules Caco-2 et HEKa 

respectivement. (C) et (F) Emprisonnement des nanoparticules dans les 

compartiments endolysosomaux. 
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CHAPITRE 5 DISCUSSION 

Ces dernières années, la thérapie génique a suscité un vif intérêt en tant qu’approche 

thérapeutique pour traiter diverses maladies. L’utilisation de l’ARNm comme molécule 

thérapeutique a souvent été encouragée en raison de sa capacité à contourner les 

réglementations strictes de la thérapie génique qui s’appliquent à l’ADN, car il ne s’intègre 

pas dans le génome de l’hôte (Wadhwa, et al., 2020). Cependant, il peut y avoir des 

débats sur la classification de la thérapie avec l’ARNm en tant que thérapie génique. Par 

exemple, en Europe, toute substance pharmaceutique active contenant ou composée 

d’un acide nucléique et administré aux êtres humains est soumise aux réglementations 

de la thérapie génique, tandis que cela ne s’applique pas aux États-Unis (Iglesias-Lopez et 

al., 2019) 

L’utilisation de l’ARNm est confrontée à divers obstacles tels que la répulsion 

électrostatique avec la barrière cellulaire polyanionique et sa dégradation enzymatique, 

ce qui limite sa capacité à atteindre le cytoplasme pour une traduction efficace (Nitika 

Wei et Hui A, 2022). Pour surmonter ceci, plusieurs systèmes de livraison viraux et non 

viraux ont été développés. 

Dans le contexte de la thérapie génique non virale, le chitosane est le vecteur le plus 

couramment utilisé en raison de sa facilité de synthèse, sa biocompatibilité et sa 

biodégradabilité (Peniche H et Peniche C, 2011). 

Pour cette étude, le CH-DIPEA₅₃-PEG₁.₁₅ a été choisi comme vecteur pour transporter 

l’ARNm-EGFP dans trois lignées cellulaires différentes, à savoir Caco-2, HEKa et RAW 

264.7. En plus de faciliter le transport, ce vecteur a été choisi pour protéger l’ARNm-EGFP 

contre la dégradation par les nucléases, dans le but d’induire l’expression de la protéine 

EGFP. 
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Les modifications chimiques apportées au chitosane sont essentielles, car malgré son 

utilisation répandue en tant que vecteur de transfection, il se heurte à des limitations 

liées à sa solubilité réduite et à son faible degré d’ionisation à pH neutre (Martinez Junior 

et al., 2022). Pour cette raison, l’hypothèse formulée est que le greffage du chitosane avec 

des groupes amines additionnels permet d’augmenter son degré d’ionisation à pH 

physiologique, ce qui favorise une meilleure interaction avec l’ARN et améliore son 

efficacité de transfection (Oliveira et al., 2013 ; de Souza et al., 2018). Dans ce contexte, 

l’idée de greffer le chitosane avec des groupes DIPEA s’est révélée intéressante, comme 

l’ont démontré les résultats d’une étude publiée par Giacomelli F., et al, ou l’utilisation de 

polycations synthétiques comportant des unités de méthacrylate de 2-

(diisopropylamino)éthyle (DPA) dans leur structure a montré une grande sensibilité au pH 

dans le cadre d’application de livraison ciblée de médicaments pour le traitement des 

tumeurs (Giacomelli et al., 2011 ; Zhou et al., 2016). La structure de ces polycations 

synthétiques est similaire aux groupements DIPEA. De plus, les groupes DIPEA sont 

présents dans différents médicaments commercialisés tels que la disopyramide et la 

propanthéline, ce qui laisse également supposer que leur combinaison avec le chitosane 

serait non toxique (Martinez Junior et al., 2022). 

 
En plus des modifications apportées avec les groupes DIPEA, l’incorporation de chaines 

de PEG présente également des avantages en améliorant la durée de circulation du 

vecteur en évitant ses interactions avec différentes protéines (Blanco et al.,2015). 

Cependant, il convient de noter que le PEG, étant un polymère non biodégradable, 

nécessite une greffe de fraction réduite avec une masse moléculaire comprise entre 1.5 

et 5 kDa. Ceci va permettre une élimination rapide par filtration glomérulaire (Du, B et al., 

2019). Cependant, il est important de noter que les longues chaines de PEG peuvent 

bloquer la liaison des nanovecteurs avec les récepteurs correspondants à la surface des 

cellules (Fang, Y. et al., 2017). 
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Notre équipe de recherche a synthétisé une série de chitosanes modifiés avec des 

groupes DIPEA₅-₅₅ et PEG. Parmi ces nanovecteurs, nous avons sélectionné CH-DIPEA₅₃- 

PEG₁.₁₅ qui contient 53% de DIPEA et 1.15% de PEG (2kDa) pour mener nos recherches. 

Pour cette étude trois lignées cellulaires ont été choisies comme modèles in vitro. Les 

HEKa ont été sélectionnés en raison de leur rôle essentiel lors du développement de 

nouvelles stratégies de vaccination par voie cutanée, étant le premier point de contact 

avec de nombreux antigènes (Gröne A, 2002). Des études ont démontré que les HEKa 

sont capables de présenter les antigènes aux lymphocytes T, entrainant une réponse 

immunitaire (Black et al., 2007). Par ailleurs, les Caco-2 ont été fréquemment utilisées 

comme modèle de l’épithélium intestinal lors de l’administration de vaccins par voie 

orale (Kono et al., 2016). Elles ont été choisies pour représenter les entérocytes 

rencontrés par les nanoparticules lors de l’administration des vaccins par voie orale 

(Kono et al., 2016 ; Cao et al., 2020). Enfin, la lignée cellulaire RAW macrophages 264.7 a 

été utilisée comme modèle de cellules présentatrices d’antigènes (APC), jouant un rôle 

dans la présentation des antigènes aux lymphocytes T et la stimulation de la réponse 

immunitaire (Layek et al., 2015) 

 
En utilisant le nanovecteur CH-DIPEA₅₃-PEG₁.₁₅, nous avons pu obtenir des nanoparticules 

en le complexant avec l’ARNm-EGFP. Par la suite, nous avons procédé à la caractérisation 

et évalué leur stabilité afin de prédire leur interaction avec les cellules à l’intérieur d’un 

organisme vivant. Ensuite, nous avons mené des études in vitro pour examiner la toxicité 

et la capacité de transfection des nanoparticules. 



84 

 

 

5.1 Caractérisation physico-chimiques des nanoparticules CH- 

DIPEA₅₃-PEG₁.₁₅-ARNm-EGFP 

 
Dans la première phase de notre étude, nous avons cherché à démontrer la formation de 

complexes entre le nanovecteur CH-DIPEA₅₃-PEG₁.₁₅ et l’ARNm-EGFP, donnant ainsi 

naissance aux nanoparticules CH-DIPEA₅₃-PEG₁.₁₅/ARNm-EGFP. Pour visualiser cette 

formation, nous avons examiné les nanoparticules préparées à différents ratios N/P 

(2 :1, 3 :1, 4 :1, 5 :1, 10 :1, 15 :1) sur gel agarose. En effet, si les nanoparticules se forment, 

le nanovecteur empêche la libération de l’ARNm-EGFP sur le gel d’agarose et reste piégé 

dans le puits du gel ce qui illustre la combinaison complète de l’ARNm-EGFP avec le 

nanovecteur CH-DIPEA₅₃-PEG₁.₁₅ (Figure 8A). La figure 8A montre aussi que la 

complexation de l’ARNm-EGFP avec le nanovecteur CH-DIPEA₅₃-PEG₁.₁₅ est dépendante 

du ratio N/P. Seules les nanoparticules avec un ratio N/P supérieur à 2 :1 peuvent 

complétement complexé l’ARNm-EGFP. 

La formation des nanoparticules a également été confirmée par un test d’encapsulation 

en utilisant le réactif RiboGreen, qui se lie à l’ARNm-EGFP libre mais pas lorsque l’ARNm- 

EGFP est encapsulé avec le nanovecteur (Yang et al. 2014). En effet, l’efficacité 

d’encapsulation est un paramètre important qui doit être évalué lors de la sélection des 

nanovecteurs conçu pour transporter et délivrer les biomolécules d’intérêts. Un 

nanovecteur devrait être capable de transporter et protéger la plus grande quantité 

possible de biomolécule à la cellule cible (Valente et al., 2021). Nos résultats montrent 

qu’à partir du ratio N/P 2 :1 nos nanoparticules ont une efficacité d’encapsulation de 95 

± 1.3%. Cette efficacité est due à la présence de nombreux groupes amine libres dans le 

nanovecteur, en plus des modifications apportées en rajoutant les groupes DIPEA, ce qui 

permet de condenser efficacement l’ARNm-EGFP (Babu et Ramesh, 2017). 

Le nanovecteur a pour rôle de protéger l’ARNm-EGFP dans le milieu extracellulaire et de 

le livrer à l’intérieur des cellules pour obtenir un effet biologique. Par conséquent, il est 

important d’avoir une certaine balance entre la complexation et le désassemblage des 
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nanoparticules CH-DIPEA₅₃-PEG₁.₁₅/ARNm-EGFP. Pour cette raison nous avons choisis le 

ratio N/P 3 :1 pour nos expériences ultérieures. 

Après leur administration, les nanoparticules présentes dans la circulation sanguine 

peuvent interagir avec les protéines sanguines, les composants du système immunitaire 

et les différents types de cellules à travers la membrane plasmique (Woolf Thomas et 

Benoît Roux, 1996). Cette interaction est principalement déterminée par leur 

caractéristiques physico-chimiques, telles que la taille et le potentiel ζ (Oh N et Park 

,2014). La taille de nos nanoparticules, mesurée par DLS, était de 103,8 ± 21,23 nm pour 

N/P 3 :1. Ces résultats sont cohérents avec la taille rapportée par Martinez et al. (Martinez 

Junior et al., 2022), où il a démontré que le diamètre hydrodynamique des nanoparticules 

CH-DIPEA₁₁-₃₂-PEG₂.₆-₃.₃/siRNA était inférieur à 200 nm pour un ratio N/P 5 :1. D’autre 

part, nos résultats semblent différer de la taille des nanoparticules CH- acide 

hyaloronique/ARNm obtenus par Lallana et al. (Lallana, E et al., 2017), qui variait entre 

200 et 300 nm. Cela s’explique par le fait que la taille des nanoparticules est influencée 

par la taille moléculaire des acides nucléiques complexés (Bloomfield, 1997). 

En général, la taille des nanoparticules joue un rôle important dans les voies 

d’internalisation des cellules. L’internalisation des nanoparticules se produit 

principalement par endocytose, ou la membrane cellulaire s’invagine pour former des 

vésicules intracellulaires (Zhao et Stenzel, 2018). Les cellules eucaryotes utilisent quatre 

voies principales d’internalisation des nanoparticules : l’endocytose médiée par la 

clathrine/cavéole, la phagocytose, la macropinocytose et la pinocytose (de Almeida et al., 

2021). La phagocytose dépend principalement de l’opsonisation des protéines et peut 

engloutir des nanoparticules de différentes tailles (Behzadi et al., 2017). En revanche, 

l’endocytose médiée par la clathrine/cavéole semble dépendre de la taille des 

nanoparticules. Les nanoparticules de taille comprise entre 20 et 40 nm sont internalisés 

par la voie cavéole, tandis que celles de taille comprise entre 100 et 150 nm empruntent 

la voie clathrine (Dos Santos et al., 2011). Les nanoparticules que nous utilisons ont un 

diamètre qui correspond à cette fourchette de taille. Une étude réalisée par Win, K.Y. et 

Feng, S. S. en 2005 a montré que l’internalisation de nanoparticules en polystyrène (PS) 
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dans une lignée cellulaire d’adénocarcinome du côlon humain était plus efficace avec 

des nanoparticules de 100 nm par rapport à celles de tailles de 50, 200, 500 et 1000 nm. 

 
Une autre étude menée par Ma, Z. et Lim, L.Y. en 2003 a montré que les nanoparticules 

fluorescentes de chitosane d’une taille de 400 nm étaient internalisées par la voie 

clathrine dans les cellules Caco-2. Pour une application des nanoparticules contenant des 

agents immunosuppresseurs dans le traitement de psoriasis, il a été constaté que les 

nanogels en chitine de petite taille était mieux internalisés par les cellules kératinocytes 

épidermiques humaines (Gomes et al., 2022). En plus de l’internalisation dans les cellules 

non phagocytaires, il a été constaté que l’internalisation des nanoparticules lipidiques 

dans les macrophages dépendait de leur taille (Oh et Park, 2014). En effet, les 

nanoparticules lipidiques d’une taille comprise entre 20 et 100 nm sont internalisées par 

les macrophages par la phagocytose médiée par les récepteurs du complément 

(Vonarbourg, A. et al., 2006). En revanche, les nanoparticules lipidiques de taille 

supérieure à 100 nm ont montré une meilleure efficacité d’internalisation (Chono et al., 

2007). Il est important d’étudier l’internalisation des nanoparticules dans les cellules 

phagocytaires afin d’élaborer des nanoparticules capables d’éviter la réponse 

immunitaire (Oh et Park, 2014). 

Les nanoparticules de CH-DIPEA₅₃-PEG₁.₁₅/ARNm-EGFP présentaient un potentiel ζ de 10 

± 0.96 mV à un rapport N/P 3 :1. Une valeur positive du potentiel ζ peut indiquer que 

l’ARNm-EGFP a été totalement enveloppé par le nanovecteur à ratio N/P 3 : 1. La valeur 

du potentiel ζ détermine d’une part la stabilité de la suspension et d’autre part 

l’interaction des nanoparticules avec différentes biomolécules présentes dans les milieux 

biologiques et la membrane cellulaire (Lu et Gao, 2010). En effet, les suspensions à fort 

potentiel ζ (négatif ou positif) permettent aux forces de répulsion d’excéder les forces 

d’attraction, ce qui confère une plus grande stabilité à la suspension par rapport à celles 

ayant un faible potentiel ζ qui ont tendance à se floculer (Gumustas et al., 2017). 
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Dans une étude menée par He, Chunbai et al. sur l’impact du potentiel ζ sur 

l’internalisation cellulaire, il a été démontré que les nanoparticules en chitosane modifiée 

avec de l’hydrochlorure ont montré une internalisation plus élevée que les nanoparticules 

à charge négative dans les cellules phagocytaires telles que les macrophages (He et al., 

2010). Plusieurs études ont émis l’hypothèse que les nanoparticules à charge positive 

peuvent être internalisées plus rapidement que les nanoparticules à charge neutre ou 

négative, en raison de la charge négative de la membrane cellulaire (Bernfield et al., 

1999). Ceci a été confirmée pour différentes nanoparticules, telles que les oxydes de fer 

superparamagnétiques, les nanoparticules de silice, les nanosphères et les nanoparticules 

polymériques, dans différents types de cellules (Zhao et al., 2018). 

De plus, la modification de la surface des nanoparticules par l’ajout de poly(éthylène) 

glycol (PEG), peut prolonger leur temps de circulation dans le sang. Cependant, il est 

important de noter que malgré leur efficacité d’internalisation, les nanoparticules 

chargées positivement présentent généralement une cytotoxicité en raison de leur 

perturbation de la membrane cellulaire (Singha et al., 2011) 

La capacité d’un nanovecteur à protéger son cargo contre la dégradation par les nucléases 

demeure une caractéristique essentielle pour assurer une délivrance génique efficace 

(Abdul Ghafoor Raja et al., 2015 ; Fihurka et al., 2018). En effet, l’ARNm doit être protégé 

de la digestion par les nucléases pour avoir une activité optimale dans les cellules. Dans 

notre étude, nous avons soumis nos nanovecteur CH-DIPEA₅₃- PEG₁.₁₅/ARNm-EGFP et CH-

DIPEA₅₃-PEG₁.₁₅/ARNm-gfpuv à l’enzyme RNase A pendant une durée de 48h afin 

d’évaluer leur capacité de protection vis-à-vis de l’ARNm commercial (ARNm-EGFP) et de 

l’ARNm synthétisé in vitro (ARNm-gfpuv). Avant de réaliser ce test, nous avons cherché à 

libérer l’ARNm-EGFP et l’ARNm-gfpuv du nanovecteur en utilisant différentes solutions 

notamment l’héparine, SDS et l’enzyme chitosanase. Ces solutions ont été choisies 

d’après la littérature en raison de leur propriété connue de libération de l’ARN. Le SDS, en 

tant qu’agent anionique, est capable de concurrencer avec les interactions 

électrostatiques entre l’ARNm et le chitosane 
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(Yang, Z et al., 2015). L’héparine est un polysaccharide riche en groupes sulfates, est 

capable de se lier à des molécules chargées positivement, comme le chitosane (Strand et 

al., 2010 ; Pilipenko et al., 2019 ; Heidari et al., 2021). La chitosanase a été utilisée en 

raison de sa capacité à dégrader spécifiquement le chitosane, elle agit en clivant les 

liaisons de chitosane ce qui entraine sa dégradation et la libération de l’ARNm (Alameh et 

al., 2010). Cependant, nos résultats ont montré que seule la solution SDS a conduit à une 

libération totale de l’ARNm-EGFP et l’ARNm-gfpuv du nanovecteur. En ce qui concerne 

l’héparine et la chitosanase, cela peut s’expliquer par une interaction insuffisante entre 

l’héparine et le chitosane empêchant une libération complète de l’ARNm, ainsi que par 

une possible altération de la spécificité de la chitosanase en présence de modifications 

chimiques sur le polymère (Kohrs et al., 2019). Le nanovecteur CH-DIPEA₅₃-PEG₁.₁₅ a 

démontré une capacité de protection contre la dégradation par l’ARNase A. Selon les 

résultats des figures 4A et 4B, l’ARNm-EGFP et l’ARNm-gfpuv non complexés ont été 

entièrement dégradés après 2 heures d’incubation avec l’ARNase A. En revanche, ces 

deux derniers sont restés intacts pendant 48 heures pour l’ARNm-EGFP et 24 heures pour 

l’ARNm-gfpuv. 

Selon la littérature, la protection contre la dégradation enzymatique dépend du type de 

vecteurs utilisés pour complexer l’acide nucléique. Par exemple, les nanoparticules de 

chitosane-poly(L)arginine/siRNA avec un ratio CS/PLA/siRNA de 5 :0.5 :1 ont démontré 

une capacité de protection allant jusqu’à 6 heures en présence d’RNase (Plianwong et al., 

2013). Pour une application dans l’immunothérapie du cancer, les nanoparticules de 

chitosane-Sélénium/ ARNm, ciblées par le folate, ont démontré une protection contre la 

dégradation enzymatique pendant une période allant jusqu’à 2 heures, tandis que 

l’ARNm-Folate seul a été dégradé en 2 heures (Maiyo et Singh., 2019). 
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5.2 Toxicité des nanoformulations : la toxicité des nanoparticules 

CH-DIPEA₅₃-PEG₁.₁₅ est type cellulaire dépendante 

 
Nous avons employé deux méthodes pour évaluer la cytotoxicité, à savoir le test MTS et 

LDH. Le test MTS mesure le métabolisme mitochondrial, qui est lié à la survie cellulaire, 

tandis que le test LDH évalue l’intégrité membranaire, associée à la toxicité. Ces 

évaluations ont été réalisées sur trois types de cellules : les cellules Caco-2, les RAW 264.7 

et les cellules HEKa. Les concentrations de nanoparticules utilisées dans les essais de 

cytotoxicité sont généralement exprimées en masse par unité de volume (µg/ml) (Kong 

et al., 2011). Les concentrations du nanovecteur CH-DIPEA₅₃-PEG₁.₁₅ utilisées ( de 3.7 

µg/ml à 29.75 µg/ml) correspondent à la quantité d’ARNm-EGFP (de 0.5 µg à 4 µg) 

complexé pour former les nanoparticules CH-DIPEA₅₃-PEG₁.₁₅/ ARNm-EGFP. Ces 

concentrations ont été choisies pour déterminer la concentration optimale permettant la 

transfection tout en minimisant la cytotoxicité. 

Les résultats obtenus pour les cellules Caco-2 ont révélé une viabilité cellulaire élevée, 

avec un faible taux de libération de LDH, ce qui est en accord avec le test MTS. Ainsi, 

l’exposition aux nanoparticules CH-DIPEA₅₃-PEG₁.₁₅/ ARNm-EGFP n’a pas altéré la viabilité 

cellulaire. Ces résultats sont cohérents avec plusieurs études de cytotoxicité utilisant des 

nanoparticules de chitosane synthétisées avec du tripolyphosphate (TPP) en contact avec 

les cellules Caco-2, qui ont une viabilité cellulaire supérieure à 80% pour des 

nanoparticules de chitosane d’une taille de 126 à 1000 nm (Frigaard et al., 2022). L’étude 

menée par Loh et al. (2012) a également démontré que les cellules Caco-2 sont capables 

de se regénérer après une période d’incubation de 48 heures avec des nanoparticules à 

base de chitosane. Les résultats ont révélé une augmentation de la viabilité cellulaire de 

30% à 80% dans le cas des cellules Caco-2 (Loh et al., 2012). Certaines études ont indiqué 

que la cytotoxicité des nanoparticules de chitosane en contact avec les cellules Caco-2 

dépend principalement de leur taille plutôt que de leur potentiel ζ (Loh et al.,2012 ; 

Frigaard et al., 2022). Les nanoparticules de taille inférieure à 200 nm peuvent 
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présenter un effet cytotoxique en raison de leur facilité d’internalisation dans les cellules 

Caco-2 (Rejman et al., 2004), ce qui pourrait expliquer le faible taux de LDH observé 

(Figure 5). 

Les RAW 267.4 ont montré une viabilité élevée avec un taux de LDH élevé pour toutes les 

concentrations testées, que ce soit pour les nanoparticules ou pour le nanovecteur CH-

DIPEA₅₃-PEG₁.₁₅ libre. La viabilité élevée peut s’expliquer par un profil de faible toxicité de 

nos nanoparticules. Ces résultats concordent avec l’étude de Martinez et al. (2018), qui a 

démontré des viabilités supérieures à 80% pour des concentrations de 0.02 à 0.5 g/L de 

polymères CH-DIPEA₁₆-PEG₃.₃ et CH-DIPEA₃₂-PEG₁.₃- 

₂.₆, ainsi que pour leurs nanoparticules conjuguées avec du siRNA, évaluées chez les 

macrophages RAW 264.7 murins. Cependant, le taux élevé de LDH contredit les résultats 

du test MTS. Cela peut s’expliquer par des dommages cellulaires réversibles, c’est-à-dire 

que l’interaction entre les nanoparticules et la membrane cellulaire entraine la libération 

de l’enzyme LDH, mais cela ne signifie pas nécessairement un processus irréversible de 

mort cellulaire. Les cellules peuvent présenter temporairement des altérations dans sa 

membrane sans induire la mort cellulaire (Chen et al., 2009; Fröhlich 2012 ; Contini et al., 

2018). Une autre explication peut être attribuée à la nature des deux tests effectués. Bien 

que les tests MTS et LDH soient complémentaires, le test MTS mesure spécifiquement 

l’activité mitochondriale. Cela signifie que même si on observe une libération de LDH due 

à des altérations de la membrane causées par les nanoparticules, les mitochondries 

restent fonctionnelles et permettent toujours la conversion du substrat MTS en produit 

Formazan, qui peut ensuite être détecté par spectroscopie (Chen, 2013). 

Les résultats de cytotoxicité trouvés dans la littérature concernant l’utilisation de 

polymères en chitosane modifié ciblant les macrophages RAW 264.7 murins pour la 

délivrance d’oligonucléotides et d’acides nucléiques concordent avec nos résultats. Par 

exemple, l’utilisation de nanoparticules de chitosane mannosylé pour la délivrance 

d’ARNm ciblant les macrophages a montré une viabilité supérieure à 75% à une 

concentration de plus de 10 µg/ml (Shilakari Asthana et al., 2014). De même, l’utilisation 
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de nanoparticules modifiées avec du carboxylmethyl dextran et du polyéthylèneimine 

pour la délivrance d’anti-HIV siRNA a donné une viabilité cellulaire de 93% pour les 

macrophages RAW 264.7 murins à une concentration de 30 µg/ml (Mobarakeh et al., 

2019). 

Pour les cellules HEKa, nous avons observé une réponse dose-dépendante entre la 

cytotoxicité et l’exposition aux nanoparticules. Plus la concentration de nos 

nanoparticules de charge positive augmente, moins la viabilité cellulaire est élevée et plus 

le taux de LDH est élevé. Les nanoparticules de charge positive présentent une affinité 

pour la membrane cellulaire chargée négativement. A des concentrations élevées, elles 

ont une affinité accrue pour la membrane cellulaire, ce qui entraine une perturbation de 

la perméabilité membranaire, une libération importante de l’enzyme LDH et une fuite de 

molécules intracellulaires (Fröhlich, 2012 ; Zhao et al., 2018). De plus, la nature des 

cellules utilisées dans cette expérience peut expliquer cette observation. Les cellules HEKa 

sont des cellules épidermiques primaires et ne sont pas considérées comme une lignée 

cellulaire immortalisée. Les cellules primaires ont des caractéristiques cellulaires plus 

proches des cellules d’origine et sont donc plus susceptibles aux nanoparticules. De plus, 

les cellules primaires se différencient plus lentement que les cellules immortalisées, ce 

qui peut diminuer leur capacité à éliminer les nanoparticules et augmenter leur 

accumulation et leur toxicité (Kaur et Dufour 2012 ; Michael et al., 2021). 

En résumé, il est important de prendre en compte plusieurs paramètres avant de réaliser 

des tests de cytotoxicité, car ils peuvent influencer les résultats. Ces paramètres 

comprennent le type de cellules utilisées, les propriétés physico-chimiques des 

nanoparticules et la méthode utilisée pour évaluer la cytotoxicité. Dans notre étude, les 

nanoparticules CH-DIPEA₅₃-PEG₁.₁₅/ ARNm-EGFP ont montré une faible cytotoxicité vis-à- 

vis des cellules Caco-2, une cytotoxicité variable vis-à-vis des macrophages RAW 264.7 

murins et une cytotoxicité dose-dépendante vis-à-vis des cellules HEKa. Par conséquent, 

pour les trois types cellulaires, la concentration de 7.45 µg/ml a montré un faible profil de 

toxicité pour leur utilisation en tant qu’agents thérapeutiques. 
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5.3 Les nanoparticules CH-DIPEA₅₃-PEG₁.₁₅/ARNm-EGFP 

s’internalisent mais n’induisent pas d’effet biologique 

 
Dans notre étude préliminaire, nous avons voulu évaluer l’effet biologique de nos 

nanoparticules CH-DIPEA₅₃-PEG₁.₁₅/ARNm-EGFP en utilisant des quantités d’ARNm-EGFP 

de 1 µg et 2 µg. Les résultats obtenus ont révélé l’absence de coloration verte, ce qui 

indique l’absence de production de protéines dans les trois lignées cellulaires testées, à 

savoir Caco-2, les RAW 264.7 et les cellules HEKa. Cette observation a été réalisée à l’aide 

de la microscopie à fluorescence (données non présentées). 

Suite à ces résultats, une question s’est posée quant à la possibilité d’internalisation de 

nos nanoparticules. En effet, l’absence d’internalisation ne permettrait pas la libération 

de l’ARNm-EGFP et donc la production de protéines. Pour répondre à cette interrogation, 

nous avons décidé d’utiliser un ARNm-EGFP marqué avec du Cy5 afin de visualiser nos 

nanoparticules. Parallèlement, nous avons testé plusieurs conditions de transfection dans 

des milieux de cultures spécifiques à chaque type de cellules, en présence ou en l’absence 

de FBS, ainsi que dans du HBSS supplémenté ou non avec du FBS. L’exclusion de FBS dans 

le milieu de culture s’inscrit dans le concept de privation de sérum, qui consiste à faire 

croitre les cellules dans un milieu de culture sans sérum ou réduit en sérum (Pirkmajer et 

Chibalin, 2011). En effet, il est souvent recommandé d’effectuer la transfection dans un 

milieu de culture sans sérum ou réduit en sérum, car les protéines présentes dans le 

sérum peuvent entrer en compétition avec les nanoparticules pour les récepteurs 

présents à la surface des cellules, empêchant leur internalisation dans les cellules (Rashid 

et Coombs, 2019). De plus, l’utilisation du HBSS suit la même logique de privation de 

sérum. Il est bien établi que l’incubation des cellules dans du HBSS induit une réponse 

autophagique en raison de la privation de nutriments (Mejlvang et al., 2018). Ainsi, 

l’absence de nutriments dans du HBSS favorise une endocytose plus efficace pour 

l’acquisition de nutriments, ce qui entraine une internalisation plus efficace de nos 

nanoparticules (Song W et al., 2022). En d’autres termes, le choix d’utiliser des 
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milieux de culture supplémentés ou non avec du FBS ainsi que l’utilisation du HBSS 

supplémenté ou non avec du FBS vise à optimiser nos conditions de transfection pour 

obtenir les résultats souhaités. 

Après la transfection, les cellules ont été observées à l’aide du microscope confocal, qui 

permet de générer des images en sections optiques fines en donnant des informations 

tridimensionnelles sur la localisation des nanoparticules à l’intérieure de la cellule (St. 

Croix et al., 2005). Les images obtenues par microscopie confocale révèlent la présence 

de nanoparticules de couleur blanche. En comparant ces images avec notre contrôle 

négatif de transfection contenant uniquement l’ARNm-EGFP-Cy5, nous avons observé 

qu’après 48h de transfection, aucune couleur blanche n’était visible, ce qui suggère une 

probable dégradation enzymatique de l’ARNm-EGFP-Cy5 (données non présentées). Par 

conséquent, nous supposons que la couleur blanche observée dans les autres images de 

microscopie confocale correspond au nanovecteur CH-DIPEA₅₃-PEG₁.₁₅ complexé avec 

l’ARNm-EGFP-Cy5. La microscopie confocale a confirmé que les nanoparticules CH- 

DIPEA₅₃-PEG₁.₁₅/ARNm-EGFP-Cy5 étaient internalisées dans les trois lignées cellulaires 

testées. Cependant, il a été observé que dans les cellules transfectées avec du HBSS, les 

nanoparticules étaient présentes sous forme agrégée et la plupart n’étaient pas 

internalisées. Ceci peut être expliqué par la formation d’un précipité non soluble entre les 

ions calcium présents dans la solution HBSS et les ions phosphate présents la solution 

stock du polyplexe CH-DIPEA₅₃-PEG₁.₁₅/ARNm-EGFP-Cy5. En effet, le polyplexe présente 

des sites de liaison pour les ions calcium présents dans la solution HBSS, ce qui entraine 

la formation d’un réseau d’ions de phosphate de calcium cristallins blancs. 

Après ces observations, une autre question s’est posée quant à la capacité de nos 

nanoparticules à échapper des endolysosomes ce qui pourrait être la raison d’absence de 

l’effet biologique, pour cela un test de colocalisation avec l’anticorps anti-LAMP-1 a été 

effectué sur les cellules Caco-2 et HEKa. Les protéines transmembranaires de type LAMP-

1 se trouvent sur la membrane limitante du lysosome (Wartosch, et al., 2015). Cette 

protéine est présente à la fois dans les lysosomes et les endosomes tardifs (Lee et Ye., 

2018). La fusion du lyososme avec
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l’endosome tardif donne un endolysosome qu’on pourra visualiser à l’aide du test de 

colocalisation avec l’anti-LAMP-1. 

Les résultats des images en Z-stack révèlent à la fois une colocalisation et une non- 

colocalisation entre le signal de la protéine fluorescente LAMP-1 (en rouge) et le signal 

des nanoparticules (en blanc) dans les lignées cellulaires Caco-2 et HEKa. La possible non- 

colocalisation indiquerait un échappement endosomique, grâce au chitosane qui 

provoque la rupture des endolysosomes par un processus appelé l’effet de l’éponge à 

protons (Malatesta et al., 2015). Lorsque les polyplexes pénètrent dans les cellules par 

endocytose, ils résident dans les vésicules endosomales. Une fois ces vésicules arrivées à 

maturation, les pompes à protons V-ATPase liées à la membrane transportent les protons 

H+ à l’intérieur du compartiment endolysosomal. Étant donné que le chitosane a une 

capacité tampon élevée, il accepte les protons et est accompagné par l’entrée d’ions 

chlorure Cl- entrainant ainsi une accumulation de pression osmotique à travers la 

membrane, ce qui fait gonfler le compartiment endolysosomal et provoque sa rupture 

avec la libération du contenu dans le cytosol (Smith et al., 2018, Vermeulen et al., 2018). 

Une étude menée par Plapied, L et al sur l’utilsation de nanoparticules de chitosane 

fongique pour l’administration orale de l’ADN a démontré une efficacité de transfection 

élevée dans les cellules Caco-2, ainsi qu’une capacité de ces nanoparticules à échapper 

aux compartiments endosomals, permettant ainsi à l’ADN d’atteindre le noyau cellulaire 

(Plapied et al., 2010). De plus, il a été démontré que les nanoparticules de chitosane 

conjuguées à l’acide hyaluronique échappent entièrement aux lysosomes dans les lignées 

cellulaires conjonctivales (Aibani et al., 2021). 

Cependant, malgré une bonne protection contre la dégradation enzymatique, une 

internalisation réussie et un échappement endosomique de l’ARNm, il peut arriver 

qu’aucun effet biologique ne soit observé. Une explication possible est une non- 

dissociation entre le nanovecteur CH-DIPEA₅₃-PEG₁.₁₅ et l’ARNm-EGFP-Cy5. Normalement 

après l’échappement endosomique, la plupart de l’ARNm est facilement accessible dans 

le cytosol sans une liaison excessive au vecteur qui empêche sa traduction. Dans notre 
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étude, cette forte liaison est confirmée par nos résultats qui ont montré une efficacité 

d’encapsulation élevée avec une difficulté de relargage en utilisant de 3% à 10% de 

solution SDS, ce qui est très élevé par rapport à ce qui est rapporté dans la littérature. Par 

conséquent, cette non-dissociation peut entrainer la formation d’un complexe trop 

stable, empêchant ainsi l’ARNm-EGFP-Cy5 d’être accessible aux ribosomes pour la 

traduction en protéines. Cette hypothèse a été confirmée par une étude menée par Jiang, 

Y., Lu et al. (2020), ou ils ont incubé des polyplexes dans un système de traduction in vitro 

qui imite l’environnement cytosolique. Les résultats ont montré que les polyplexes 

présentant une forte efficacité d’encapsulation présentaient une traduction très lente, 

voire nulle. En revanche, les polyplexes avec une efficacité d’encapsulation plus faible 

semblaient montrer des taux plus élevés de traduction in vitro (Jiang et al., 2020). 



96 

 

 

                    CHAPITRE 6 Conclusion et Perspective 

 
La recherche dans le domaine de l’amélioration des systèmes de livraison pour la thérapie 

génique non virale connait une croissance constante. Les principaux défis associés à cette 

technologie concernent principalement la stabilité des nanoparticules, la protection de 

l’acide nucléique contre la dégradation enzymatique, ainsi que la capacité à transfecter 

efficacement les cellules cibles tout en induisant l’effet biologique souhaité. Notre projet 

a partiellement confirmé nos hypothèses de recherche initiales tout en parvenant a 

certains objectifs. En effet, nos nanoparticules se sont révélées stables tout en préservant 

l’ARNm contre la dégradation par les nucléases. De plus, elles ont démontré une bonne 

efficacité de transfection avec une faible toxicité, dans la plage de concentration choisie 

pour la transfection. Selon nos résultats, une hypothèse possible pour obtenir une 

expression protéique serait de réduire le pourcentage de DIPEA, ce qui entrainerait une 

diminution des groupes amines. Cette diminution de groupes amines conduirait à une 

réduction d’interaction entre l’acide nucléique et le polymère. Cependant, il est 

nécessaire de réaliser d’autres études de stabilité pour déterminer un équilibre entre la 

capacité de protection du polymère et la force d’interaction entre le polymère et l’ARNm. 

Pour soutenir cette hypothèse, notre équipe de recherche a synthétisé du chitosan avec 

un taux de 3% et 5% de DIPEA, dans le but d’encapsuler du siARN-GAPDH. Ce dernier a 

pour fonction d’inhiber l’expression du gène GAPDH, qui est responsable de la 

dégradation du glucose. Les résultats ont indiqué une forte inhibition de l’expression 

génique. Cependant, en raison de contraintes de temps et du cadre limité d’une maitrise, 

l’échantillon en question n’a pas pu être soumis à des tests et à une optimisation pour 

l’ARNm. 
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