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En 2006, le Prix Nobel de Physiologie et de Médecine a été décerné à Andrew Fire et Craig 

Mello, pour leur mise en évidence du mécanisme d’ARN interférence. Depuis 1998, cette 

découverte a suscité un véritable engouement au sein de la communauté scientifique.  

 

Grâce à l’introduction d’ARN double brin dans les cellules, il est possible d’inhiber 

sélectivement l’expression des gènes, à un niveau post-transcriptionnel. Ce mécanisme met 

notamment en jeu de petits ARN double brin, dénommés siRNA, qui vont s’associer à un 

complexe enzymatique afin de dégrader l’ARN messager de séquence complémentaire. Ce 

mécanisme, ancien mais très conservé chez les eucaryotes, serait un système de défense et de 

maintien de l’intégrité du génome, permettant de lutter contre les infections virales ou les 

transposons. 

 

L’ARN interférence représente une méthode de premier ordre pour étudier la fonction des 

gènes, valider de potentielles cibles thérapeutiques et même développer de nouvelles 

thérapeutiques, par exemple dans les domaines de l’oncologie ou de la virologie.  

Compte tenu du caractère naturel de ce mécanisme, il s’avère très efficace pour inhiber 

l’expression des gènes, bien plus efficace que les outils précédemment développés, tels que 

les stratégies antigène ou antisens. Afin de mettre en œuvre le processus d’ARN interférence 

dans les cellules, il est possible de recourir, soit à des vecteurs plasmidiques exprimant des 

ARN double brin, soit directement à des ARN interférents. Dans le premier cas, on retrouve 

les inconvénients de la thérapie génique, à savoir vectorisation de l’ADN jusque dans le 

noyau. La seconde option est souvent privilégiée puisque les siRNA ne nécessitent une 

délivrance que jusqu’au niveau du cytosol, leur lieu d’action. 

 

Malgré tout, ce problème de délivrance reste un obstacle majeur à l’utilisation courante de 

l’ARNi. Pour des applications thérapeutiques chez l’Homme, on rencontre des problèmes de 

stabilité, de biodistribution, de ciblage, de pénétration cellulaire des siRNA, ou d’induction 

d’éventuels effets secondaires, notamment d’ordre immunologique. Tout cela implique le 

recours à des systèmes de transfection pour favoriser principalement la pénétration cellulaire 

des acides nucléiques. 

L’intérêt suscité par le mécanisme d’ARN interférence et les efforts de recherche des 

scientifiques ont d’ores et déjà permis de développer des thérapeutiques aujourd’hui évaluées 

sur l’Homme dans des essais cliniques.  
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Dans le premier chapitre de ce manuscrit, nous reviendrons sur les circonstances de la 

découverte du phénomène d’ARN interférence, un mécanisme naturellement présent dans les 

cellules eucaryotes, et qui a complètement révolutionné le domaine de l’inhibition spécifique 

de l’expression des gènes.  

 

Le mécanisme cellulaire de l’ARN interférence et les différents éléments impliqués, bien que 

l’on n’en connaisse pas encore tous les tenants et aboutissants, seront détaillés dans le 

deuxième chapitre. 

 

Le troisième chapitre, quant à lui, sera consacré aux différentes applications possibles du 

mécanisme de l’ARN interférence. On retrouve ainsi son utilisation soit en tant qu’outil 

biologique pour la recherche fondamentale, soit en tant que technologie permettant le 

développement de thérapeutiques. 

 

Dans le quatrième chapitre, nous développerons les aspects pratiques de la mise en œuvre de 

l’ARN interférence au niveau cellulaire. En effet, plusieurs paramètres rentrent en ligne de 

compte, que ce soit au niveau du choix de l’élément déclencheur de l’inhibition de 

l’expression des gènes, ou au niveau des conditions idéales à utiliser afin de contourner les 

différents obstacles existants et obtenir le résultat escompté. 

 

Le principal problème dans le domaine de l’ARN interférence est de parvenir à mettre au 

point des systèmes de transfection efficaces pour améliorer la stabilité, la biodistribution et la 

pénétration cellulaire des acides nucléiques. Nous détaillerons ainsi, dans le cinquième 

chapitre, les différentes méthodes de transfection à disposition, qu’il s’agisse de méthodes 

physiques, virales ou non virales. 

 

Le sixième et dernier chapitre de ce manuscrit récapitulera les principaux essais cliniques en 

cours dans le domaine de l’inhibition spécifique de l’expression des gènes basée sur l’ARN 

interférence. Les thérapeutiques les plus avancées dans les phases d’essai clinique concernent 

le traitement de pathologies oculaires comme la dégénérescence maculaire liée à l’âge ou 

l’oedème maculaire. Les autres thérapeutiques en cours d’évaluation chez l’Homme sont 

utilisées pour le traitement de différentes infections virales, qu’il s’agisse d’infections 

respiratoires ou hépatiques, pour lesquelles l’organe cible est facilement accessible. 

 



 

  

CHAPITRE 1 

Découverte de l’ARN interférence 
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Parvenir à inhiber l’expression d’un gène impliqué dans un processus pathologique 

représenterait une avancée majeure dans le domaine thérapeutique. De nombreuses techniques 

d’inhibition ont été développées, telles que les stratégies anti-gènes ou antisens [228], mais 

elles s’avèrent difficiles à mettre en œuvre et encore trop faiblement efficaces. 

La découverte fortuite, en 1998, d’un processus naturel d’extinction, appelé ARN interférence 

(ARNi), a débloqué la situation. En effet, ce mécanisme permet une inhibition séquence-

spécifique de l’expression d’un gène, de façon aisée et robuste.  

Ce phénomène a été identifié dans de nombreux organismes eucaryotes, allant des plantes 

jusqu’aux mammifères [212], suggérant la conservation de ce processus parmi les espèces 

invertébrées et vertébrées. Cette extinction de gène, spécifique de séquence, pourrait être un 

système ancestral de surveillance immunitaire [213], permettant l’inhibition de l’expression 

des acides nucléiques de parasites endogènes ou de pathogènes exogènes, ainsi que la 

régulation de l’expression des gènes. 

 

I. STRATEGIES D’EXTINCTION DE L’EXPRESSION DES 
GENES. 

L’information génétique est décodée au niveau du noyau pour aboutir à la production de 

protéines au niveau du cytoplasme (figure 1). Afin d’inhiber l’expression des gènes, il est 

possible d’intervenir à différents niveaux de ce processus multi étapes. 

 

 

 

 

 

 

Figure 1 : Etapes de la synthèse d’une 
protéine dans les cellules eucaryotes. 
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A) Ciblage de lʼADN. 
L’objectif du ciblage de l’ADN double brin du noyau est de bloquer la transcription de l’ADN 

en ARN messager (ARNm). Le principe est d’entraver l’action de l’enzyme impliquée, 

l’ARN polymérase. Il est possible d’agir à deux niveaux, soit en empêchant l’assemblage de 

la polymérase avec les facteurs de transcritpion (au niveau du site d’initiation), soit en 

empêchant sa progression le long de l’ADN. Ces stratégies, que l’on appelle stratégies 

antigènes, laissent espérer une grande efficacité d’inhibition, puisque l’on ne cible qu’une 

entité (l’ADN double brin), et non pas de multiples molécules (cas des ARNm). On trouve 

deux méthodes principales : la formation de triples hélices et l’invasion de brin. 

  

1-Triples hélices. 
L’idée est d’utiliser des oligonucléotides capables de former des triples hélices (figure 2) pour 

bloquer le site d’initiation de la transcription du double brin d’ADN, les triplex n’étant pas 

assez stables pour bloquer l’élongation de la transcription une fois celle-ci amorcée [187]. 

L’oligonucléotide 3ème brin se lie dans le grand sillon de la double hélice d’ADN par des 

liaisons hydrogènes de type Hoogsten ou Hoogsten inverse. Ce type de liaison ne dénature pas 

les liaisons de Watson-Crick, mais elles ne peuvent se produire qu’au niveau des séquences 

homopuriques. 

 
Figure 2 : Représentation de la formation d’une triple hélice entre l’ADN et un oligonucléotide. 

 

 

2-Invasion de brin. 
La stratégie d’invasion de brin consiste à utiliser un oligonucléotide capable de déplacer l’un 

des brins de l’ADN pour venir s’apparier à sa séquence complémentaire (figure 3), par des 

liaisons de type Watson-Crick [114]. L’invasion de brin, contrairement aux triples hélices, 

peut à priori être utilisée pour cibler n’importe quelle séquence (bases puriques et 

pyrimidiques). De plus, il est possible de cibler le site d’initiation de la transcription puisque 

l’assemblage de l’ARN polymérase et de ses cofacteurs induit la formation d’une structure qui 

contient plusieurs bases ouvertes. 
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Figure 3 : Représentation de l’invasion de brin de l’ADN par un oligonucléotide. 

 

B) Ciblage de lʼARN messager. 
Il existe plusieurs stratégies d’inhibition de l’expression des gènes de façon post-

transcriptionnelle, par intervention au niveau de l’intermédiaire ARNm (figure 4). 

 

 
Figure 4 : Stratégies d’extinction post-transcriptionnelle. 

 
1-Stratégie ribozyme. 

Les ribozymes sont des ARN de 40 à 160 bases qui ont une structure secondaire particulière 

leur conférant une activité catalytique de nature RNase [299]. Ceci passe par un alignement 

du site actif du ribozyme sur l’ARN cible, grâce aux séquences situées de part et d’autre qui 

assurent la spécificité et la liaison du ribozyme [103]. L’intérêt de l’hybridation 

ARN-ribozyme réside dans la survenue, au niveau du noyau catalytique de cette molécule, 

d’une coupure séquence-spécifique de l’ARNm.  

 

2-Stratégie ARN antisens. 
Des tentatives d’extinction d’expression de gènes, au niveau post-transcriptionnel, ont été 

réalisées à l’aide d’ARN antisens de séquence complémentaire à celle de l’ARN messager à 
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bloquer [112]. Dans ce système, l’ARN simple brin, une fois introduit au niveau 

intracellulaire, s’hybride et forme un duplex ARN-ARN, ce qui bloque l’accès du messager au 

système de traduction, et entraîne secondairement la dégradation de l’ARNm par des 

nucléases cellulaires. 

 

3-Stratégie ADN antisens. 
L’objectif de cette stratégie est d’utiliser des oligonucléotides capables de s’associer 

spécifiquement à une séquence cible de l’ARN messager par des liaisons de Watson-Crick. 

L’hétéroduplex formé entre l’oligonucléotide antisens et l’ARNm perturbera la traduction de 

ce dernier en protéine [210]. En effet, les duplex ADN-ARN activent une ribonucléase, la 

RNase H, qui clive alors le brin ARN [280]. 

 

II. DECOUVERTE DE L’ARN INTERFERENCE. 
En 1998, Andrew Fire et Craig Mello découvrent que l’introduction d’ARN double brin dans 

les cellules d’un nématode, le ver Caenorhabditis elegans, permet de réduire spécifiquement 

l’expression de protéines en se liant à leur ARN messager [73]. Ce phénomène avait toutefois 

été observé précédemment, mais n’avait pas été identifié en tant que tel ; il a fallu de 

nombreuses études pour réussir à définir partiellement le mécanisme impliqué, qui n’est pas 

totalement élucidé à l’heure actuelle [178]. 

 

La première manifestation du phénomène d’ARN interférence a été observée en 1990 par 

Jorgensen et son équipe [190]. Ces biologistes en physiologie végétale voulaient intensifier la 

couleur des pétales de pétunias. Par transgenèse, ils ont introduit dans les plantes des copies 

supplémentaires du gène de la chalcone synthétase. Ils eurent la surprise de constater qu’au 

lieu d’obtenir la couleur pourpre attendue, certaines plantes (plus de 40%) exprimaient des 

fleurs blanches : non seulement le transgène ne s’était pas exprimé, mais il y avait inhibition 

de l’expression du gène endogène [271]. Ils observèrent également que ce phénomène était 

réversible puisque les fleurs retrouvaient leur pigmentation lors de la perte du transgène. A 

cette époque, ce phénomène fut qualifié de co-suppression. 

Le même résultat a été observé chez la tomate, lorsqu’un gène de polygalacturonase, 

responsable du mûrissement, y a été introduit [240]. Le phénomène de co-suppression n’était 

donc pas spécifique au pétunia. Puis, sur des plants de tabac dans lesquels on avait introduit 
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un gène de β-1,3-glucanase, il a été mis en évidence que la co-suppression était corrélée à une 

diminution du taux d’ARNm correspondant dans les cellules [52]. 

 

D’autres études sur Neurospora crassa aboutirent également à ce type de résultats 

paradoxaux. L’ajout de séquences géniques supplémentaires du gène albino-1, impliqué dans 

la biosynthèse du carotène, aboutit à l’extinction de leur expression, puisque 30% des colonies 

sont albinos au lieu d’orange [223]. Les observations furent les mêmes que précédemment, à 

savoir que le phénomène était transitoire, les colonies se recolorant avec la perte du transgène 

lors de leur croissance [45], et qu’il était lié à une diminution de l’ARNm correspondant. Mais 

les scientifiques n’ont pas fait de lien direct avec les résultats obtenus sur les plantes, et ont 

défini ce qu’ils ont observé dans le règne fongique comme étant un phénomène de 

« quelling ». 

 

Afin d’inhiber la fonction d’un gène chez le nématode C. elegans, Guo et Kemphues 

utilisèrent un ARN antisens [87]. Ils eurent la surprise de constater que des molécules de 

polarité positive étaient aussi efficaces pour inhiber l’expression du gène cible que les ARN 

antisens. L’explication de cette singularité fut apportée par Fire et Mello, qui mirent en 

évidence que c’était la formation d’ARN double brin qui en était responsable, suite à une 

faible quantité d’ARN antisens contaminant la préparation d’ARN sens [73]. De fait, une 

préparation purifiée d’ARN sens s’avérait être incapable de déclencher l’inhibition du gène 

correspondant. D’autre part, ils démontrèrent que cette inhibition était spécifique de l’ARNm 

homologue, et que l’introduction d’ARN double brin était inefficace lorsque l’on ciblait les 

introns de l’ARNm. Ils déduisirent donc logiquement qu’ils se trouvaient face à un 

phénomène d’extinction post-transcriptionnelle, qu’ils appelèrent ARN interférence. 

 

On ne tarda pas à montrer l’implication d’ARN double brin dans la co-suppression des plantes 

et le quelling des champignons [33]. Puis on observa ce même mécanisme d’ARNi chez la 

mouche drosophile [124] et dans de nombreux autres organismes tels que Trypanosoma 

brucei [193], Planaria [226] ou encore Arabidopsis thaliana [283], ce qui donnait 

l’impression que ce phénomène était universel. Mais jusqu’en 2001, toutes les tentatives 

entreprises pour montrer l’existence de ce mécanisme dans les cellules mammifères se sont 

avérées infructueuses. En effet, chez les mammifères, l’introduction d’un long ARN double 

brin conduit à la production d’interféron [246], bloquant toute synthèse protéique, mais de 

façon indépendante de la séquence de l’ARN introduit. Tout a changé le jour où l’équipe de 
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Tuschl a montré que l’introduction de petits ARN double brin, complémentaires de l’ARNm, 

conduisait à la dégradation de celui-ci sans déclencher la production d’interféron [67]. 

 

En parallèle, de nombreuses équipes à travers le monde se sont penchées sur l’identification 

des éléments impliqués dans ce mécanisme. En 1999, Hamilton démontre la présence de petits 

ARN double brin, tous de même longueur et de séquence complémentaire au transgène éteint 

[94], qui vont être dénommés siRNA, pour small-interfering RNA. En 2001, on découvre les 

intermédiaires enzymatiques qui interviennent dans le processus d’extinction, le Dicer et le 

RISC. L’ARN interférence est toutefois un mécanisme très complexe. De nouvelles 

découvertes sont faites régulièrement, comme l’existence de nombreux autres petits ARN non 

codants [173, 248] ou de protéines. A l’heure actuelle, on ne connaît pas tous les tenants et 

aboutissants de ce phénomène, ce qui promet encore de nombreuses heures de travail pour les 

scientifiques, mais également de belles découvertes. 

 

III. ROLE DE L’ARN INTERFERENCE. 
La présence d’un mécanisme d’extinction déclenché par de l’ARN double brin pose la 

question de l’origine et du rôle biologique de l’ARN interférence. La conservation d’un 

mécanisme aussi sophistiqué chez des organismes très divers n’est certainement pas une 

coïncidence : il pourrait s’agir d’un très ancien moyen de défense contre les virus ou les 

transposons [252], des parasites moléculaires qui accumulent les séquences répétées dans le 

génome. En effet, on ne retrouve de l’ARN double brin dans les cellules que lors des phases 

de réplication d’un virus ou de transposons.  

 

Certains virus utilisent un intermédiaire d’ARN double brin lorsqu’ils infectent les cellules, et 

peuvent donc déclencher le mécanisme d’extinction. Ceci a été démontré dans les plantes : 

des transgènes de Potato Virus X et de Tobacco Etch Virus y ont été introduits afin de les 

rendre résistantes à ces virus. Mais cette manipulation a déclenché ce que l’on avait alors 

appelé VIGS (Virus-Induced Gene Silencing), une extinction qui touchait les propres 

éléments du virus [225]. 

En ce qui concerne les transposons, dans les régions du génome qui en sont riches, les deux 

brins sont transcrits, formant un ARN double brin qui va initier le processus d’extinction. La 

preuve d’une intervention de l’ARNi dans ce cas a été apportée par l’observation de 
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C. elegans mutants pour les éléments de l’ARNi, dans lesquels l’activité des transposons 

endogènes est considérablement augmentée [125]. 

 

L’ARN interférence serait donc un système immunitaire génomique qui permet de protéger le 

génome contre les virus [284] et les transposons [259], ceux-ci ayant un potentiel mutagène 

non négligeable, compte tenu du fait qu’ils peuvent s’intégrer aléatoirement dans le génome 

(figure 5). Cette dernière fonction est d’autant plus importante qu’environ 50% de notre 

génome est composé de séquences non codantes dérivant de transposons et d’éléments viraux 

qui l’ont envahi au cours de l’évolution [257]. 

 

 

Figure 5 : Schéma d’intégration aléatoire 
d’un transposon dans le génome. 

 

 
Les plus récentes découvertes tendent à montrer que le mécanisme d’interférence pourrait 

aussi être utilisé par la cellule pour le contrôle de l’expression de certains gènes. Ceci se 

produirait notamment au cours de l’embryogenèse et du développement [2]. 
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L’ARN double brin peut induire chez les eucaryotes différents processus conduisant à 

l’extinction de l’expression de gènes, notamment par la dégradation de l’ARN messager 

complémentaire. Ce phénomène d’ARN interférence passe par l’intermédiaire de petits ARN 

interférents, mais les composants de la machinerie d’ARNi jouent aussi un rôle dans la 

répression de la traduction par l’intermédiaire de microARN, dans la formation 

d’hétérochromatine, ou dans la méthylation de l’ADN.  

L’ARN interférence contrôle ainsi l’expression génétique à deux niveaux :  

 post-transcriptionnel (Post-Transcriptional Gene Silencing ; PTGS) 

 transcriptionnel (Transcriptional Gene Silencing ; TGS). 

 

I. EXTINCTION POST-TRANSCRIPTIONNELLE. 
L’extinction post-transcriptionnelle de l’expression des gènes constitue le mécanisme 

principal du phénomène d’ARN interférence, et se déroule en deux étapes (figure 6) qui ont 

lieu au niveau du cytoplasme cellulaire [123, 301].  

 

 
Figure 6 : Mécanisme général de l’extinction post-transcriptionnelle lors de l’ARN interférence. 

 

En premier lieu, il y a reconnaissance d’un ARN double brin qui est alors dégradé en petits 

ARN double brin, et dans un second temps, ces derniers vont s’associer à un complexe 

protéique afin d’exercer leur action au niveau de l’ARN messager. On trouve deux types de 

petits ARN double brin selon la nature de leur précurseur : les siRNA, qui vont entraîner la 

dégradation de l’ARN messager, et les miRNA, qui vont inhiber la traduction. Dans certains 
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cas, on a observé une étape supplémentaire d’amplification de ces effets, que l’on a désignée 

sous le nom d’ARN interférence transitive, et également parfois une propagation de 

l’extinction à l’ensemble de l’organisme. 

 

A) Cas des siRNA. 
Lorsqu’un ARN double brin est présent dans le cytoplasme des cellules eucaryotes, il est pris 

en charge par une enzyme à activité RNase III, qui le clive en petits ARN double brin, longs 

de 21 nucléotides, et présentant à chaque extrémité 3’ deux nucléotides non appariés, tandis 

qu’ils sont phosphorylés en 5’ [68, 295] (figure 7). 

 

 
 Figure 7 : Mécanisme d’action des siRNA. (d’après Dykxhoorn, 2003) 

 
Cette enzyme, majoritairement cytoplasmique et appelée Dicer, a été identifiée en 2001 par 

Hammond chez Drosophila melanogaster [27]. Il s’agit d’une ribonucléase reconnaissant 

spécifiquement tout ARN double brin, indépendamment de sa séquence, afin de produire de 

petits ARN de manière ATP dépendante [198]. De telles endonucléases ont été identifiées 

dans tous les organismes compétents pour l’ARN interférence [2]. Cette protéine est 

constituée d’un domaine ARN hélicase dans sa région N-terminale, d’un domaine PAZ 

(Piwi/Argonaute/Zwille), de deux domaines RNase III et d’un motif de liaison de l’ARN 

double brin dans sa région C-terminale [168]. 
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Des études structurales sur des RNases III bactériennes ont permis d’élaborer un modèle de 

fonctionnement en dimère antiparallèle pour cette enzyme [30]. Classiquement, ces enzymes 

possèdent quatre sites actifs. Mais dans le Dicer, un site sur deux seulement est actif, ce qui 

permet d’obtenir des ARN double brin de 22 nucléotides de long au lieu des petits ARN de 11 

nucléotides produits habituellement par les RNases bactériennes [296]. 

 

Une fois formés, les siRNA s’associent à un complexe protéique effecteur, le RNA-Induced 

Silencing Complex (RISC). Il semblerait qu’il existe une protéine, R2D2, qui lie entre eux le 

Dicer et le complexe RISC, faisant ainsi le lien entre les deux étapes et accélérant le processus 

[158]. 

Le complexe RISC a une composition protéique variable selon les espèces [81], mais il est 

toujours doté d’une activité hélicase ATP-dépendante et d’une activité RNase.  

Chez la drosophile, où il fut identifié [95], il est composé d’au moins quatre protéines, dont 

une protéine de la famille Argonaute. Les protéines argonautes sont des protéines très 

basiques, d’une centaine de kDa ; elles possèdent un domaine PAZ, permettant de lier de 

l’ARN simple brin, et un domaine Piwi, très conservé, situé à son extrémité N-terminale [41]. 

La plupart des organismes possèdent plusieurs gènes argonautes et le choix de la protéine 

argonaute contenue dans le complexe semble influencer la fonction du RISC [200]. Ainsi, 

Ago1 n’est trouvée que dans les RISC contenant des siRNA, provoquant donc le clivage de 

l’ARNm cible, alors que Ago2 n’est trouvée que dans les RISC contenant des miRNA, 

bloquant donc la traduction. Le complexe RISC, en plus des protéines argonautes, contient 

une hélicase et une nucléase, mais l’identité de ces dernières n’a pas encore été déterminée 

avec précision.  

Les fonctions du RISC semblent nombreuses mais à ce jour, elles ne sont connues que dans 

les grandes lignes. Tout d’abord, ce complexe enzymatique déroule le petit ARN, de façon 

dépendante de l’ATP, pour dissocier les deux brins. La plus faible stabilité en 5’ de l’antisens 

permettrait le déroulement sélectif et l’incorporation de ce brin dans le RISC [232]. Le 

complexe activé ne conserve que le brin antisens, qui lui sert de guide pour reconnaître 

l’ARNm cible [21].  

 

Le complexe RISC activé s’apparie à l’ARNm par l’intermédiaire des siRNA, qui ont une 

correspondance de séquence parfaite avec leur cible. Cela déclenche alors la dégradation de 

l’ARN messager [171]. Lorsque l’ARN messager est clivé par le complexe RISC, les 

fragments générés, longs d’une vingtaine de nucléotides, sont ultérieurement dégradés par des 
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RNases cellulaires, alors que le complexe endonucléolytique RISC est recyclé pour aller 

cliver d’autres ARNm [109]. 

 

B) Cas des miRNA. 
Les miRNA sont des molécules endogènes de taille identique, que l’on a identifiées, entre 

autres, chez les nématodes, les drosophiles, les souris et les hommes [142, 144]. Ces petits 

ARN sont abondamment retrouvés dans les cellules (de quelques milliers à 40 000 par cellule 

[153]) et ils jouent un rôle important au cours du développement. Ils sont chargés de la 

régulation de l’expression des gènes, et un même miRNA peut réguler jusqu’à cent gènes 

différents [196]. Par exemple, dans les cellules de mammifères, environ 500 miRNA ont été 

identifiés, qui régulent 30% des gènes [257]. 

Les miRNA dérivent du clivage successif de grands ARN en épingle à cheveux, encodés dans 

le génome et exprimés à partir d’un regroupement de gènes ou à partir d’une région unique 

[196].  

 

 
Figure 8 : Formation endogène des miRNA. (d’après Novina, 2004) 

 
En premier lieu, on trouve les miRNA primaires (pri-miRNA), qui ont une complémentarité 

de séquence imparfaite (figure 8). A l’aide d’une enzyme appelée Drosha, ils sont clivés en 

plus petits ARN en épingle à cheveux de 70kb (short-hairpin RNA ; shRNA), que l’on 

désigne sous le nom de précurseurs de miRNA (pre-miRNA). Ces derniers sont exportés dans 

le cytoplasme et pris en charge par le Dicer, la même enzyme que dans le cas des siRNA. Le 

Dicer va couper les pre-miRNA en miRNA matures de 21-22 nucléotides, puis les dissocier 

en simple brin [145]. 

 

Ces miRNA simple brin s’associent en un complexe ribonucleoprotéique appelé miRNP 

(équivalent du RISC), et peuvent déclencher deux effets distincts selon leur complémentarité 

de séquence (figure 9). Les miRNA ayant une complémentarité de séquence partielle se lient à 

la région 3’ non traduite des ARNm, ce qui a pour conséquence l’inhibition de la traduction 
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[99]. De nombreux complexes miRNP peuvent coopérer, par liaisons multiples dans cette 

région de l’ARNm, afin d’exercer une meilleure extinction [196]. Dans quelques cas, les 

miRNA ont une complémentarité de séquence parfaite avec l’ARNm. Le résultat obtenu est 

un clivage de l’ARNm [17], de façon similaire à la voie des siRNA. 

 

 
Figure 9 : Mécanisme d’action des miRNA. (d’après Novina, 2004) 

 

C) Amplification de lʼextinction. 
Le phénomène le plus frappant lors de la découverte de l’ARN interférence fut sa 

remarquable efficacité : une très faible quantité d’ARN double brin suffit à éteindre 

complètement l’expression d’un gène. Ceci pourrait être la preuve de la présence d’une étape 

d’amplification dans le mécanisme d’ARNi. Cette amplification serait prise en charge par des 

enzymes spécifiques, les ARN polymérases ARN-dépendantes (RNA-dependent RNA 

polymérase ; RdRP), découvertes en 1999 par Cogoni et Macino dans Neurospora crassa 

[46]. En effet, chez Arabidopsis [49], Neurospora ou C. elegans [239], les mutants pour les 

RdRP sont déficients pour l’ARN interférence. 

L’introduction de siRNA ciblant de l’ARNm déclencherait la production de siRNA dirigés 

contre d’autres régions de l’ARNm cible, ce que l’on a désigné sous le nom d’ARNi transitive 

[235].  

 

Dans le modèle actuel, qualifié de « PCR dégénérative », les siRNA servent d’amorces pour 

la synthèse secondaire d’autres ARN double brin à partir de l’ARNm cible [154]. Il existe une 

polarité de la RdRP de 5’ vers 3’ sur le brin antisens : le brin antisens du siRNA s’hybride à 
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l’ARNm cible, et amorce la réaction de la RdRP qui synthétise un ARN double brin en 5’ de 

la séquence sens (figure 10). Cet ARN double brin (double-stranded RNA ; dsRNA) 

nouvellement synthétisé est clivé par le Dicer qui génère de nouveaux siRNA. Ce mécanisme 

présente toutefois un inconvénient non négligeable ; l’ARN interférence s’étend en 5’ de la 

cible originale, ce qui peut amener à la dégradation d’ARNm non ciblés initialement [235]. 

 

 
Figure 10 : Synthèse secondaire d’ARN double brin à partir du 

siRNA apparié à l’ARNm, lors de l’ARNi transitive. 

Ce système ne semble pas être obligatoire pour l’extinction de l’expression des gènes dans les 

cellules humaines, puisqu’en bloquant l’extrémité 3’hydroxylée des siRNA, qui permet 

l’élongation par la RdRP chez les plantes et nématodes, on n’observe aucune perte d’activité 

de l’extinction [104]. De plus, on ne connaît pour l’instant aucune RdRP chez les mammifères 

alors que ces organismes sont compétents pour l’ARN interférence [2]. Il n’y a donc 

probablement pas de phénomène d’ARNi transitive chez les mammifères [231]. Une raison 

pouvant expliquer cette différence est l’existence d’une réponse de type interféron chez ceux-

ci, contrairement aux plantes ou aux nématodes. 

 

D) Propagation de lʼextinction. 
Il a également été remarqué que les plantes étaient capables de répandre l’extinction à 

l’ensemble de leur organisme [277]. Il en est de même chez C. elegans qui peut en plus 

transmettre le phénomène à sa progéniture [73]. 

Pour les plantes, il a été démontré que le facteur diffusant de l’extinction post-

transcriptionnelle était l’ARN double brin. Il a la capacité de passer de cellules en cellules par 

l’intermédiaire du plasmodesme, mais aussi d’atteindre des zones plus éloignées via le 

phloème [277]. Cette extinction systémique est probablement un moyen de défense pour 

parvenir à stopper la progression des infections virales par l’intermédiaire des tissus 

vasculaires des plantes [212]. 
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Quant au nématode C. elegans, l’extinction se répand d’un tissu à un autre, mais est aussi 

transmise à la progéniture par l’intermédiaire des cellules gonadiques [73]. 

 

II. EXTINCTION TRANSCRIPTIONNELLE. 
Les ARN peuvent également agir comme régulateurs de l’expression des gènes, à un niveau 

transcriptionnel dans le noyau, à travers un remodelage de la chromatine ou une méthylation 

de l’ADN. Il est possible que pour économiser la cellule une fois l’ARNm dégradé, l’ARN 

interférent soit capable d’aller dans le noyau pour éteindre les gènes [212]. Ce phénomène, 

qui permet de maintenir l’intégrité et la fonctionnalité du génome, n’est pas totalement 

compris au niveau moléculaire mais a été le plus complètement décrit chez les plantes [2]. 

 

Le fait que l’ARNi soit impliquée dans une inhibition transcritpionnelle ne signifie pas 

seulement que cette extinction est plus efficace. Une différence importante entre le PTGS et le 

TGS, que ce soit par formation d’hétérochromatine ou méthylation directe des promoteurs, se 

situe au niveau de l’héritabilité de ce caractère. En effet, la répartition de l’hétérochromatine 

dans le génome et la méthylation de l’ADN sont des caractères transmissibles, ce qui 

provoque alors une inhibition à plus long terme [116]. 

 

A) Formation dʼhétérochromatine. 
On a montré que les siRNA, y compris chez les mammifères, peuvent provoquer la 

condensation de la région du gène cible en hétérochromatine, forme inactive de l’ADN 

chromosomique, et que cette transformation est dépendante de la machinerie de l’ARNi [155].  

 

L’hétérochromatine a été découverte il y a plusieurs décennies et consiste en une structure 

condensée de la chromatine, qui est elle-même une forme compacte d’ADN enroulé sur des 

protéines d’histone. La chromatine contient peu de gènes exprimés et une forte densité de 

transposons et de séquences répétées [101, 102]. Cette forme très particulière d’ADN se 

retrouve principalement au niveau du centromère et des télomères, où elle possède un rôle 

structural, mais entraîne également une répression génique. 

 

Le mécanisme de formation de l’hétérochromatine s’effectue en deux étapes [85] : il y a tout 

d’abord nucléation puis expansion le long du chromosome. La nucléation est provoquée par 
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une modification de l’extrémité N-terminale des histones, comme par exemple la 

désacétylation ou la méthylation des lysines des histones H3 ou H4. 

 

 
Figure 11 : Transcription symétrique de promoteurs opposés. (d’après Novina, 2004) 
Au niveau de la chromatine, il y a de nombreux transposons et séquences répétées, qui 
sont transcrits de façon symétrique à partir de promoteurs opposés, ce qui donne naissance 
à un ARN double brin. 

 
Ce mécanisme de formation d’hétérochromatine est un système de régulation de l’expression 

des gènes, maintenant l’intégrité du génome. En effet, au niveau de la chromatine, on trouve 

de nombreux transposons et séquences répétées, qui sont transcrits de façon symétrique à 

partir de promoteurs opposés (figure 11). Ceci donne naissance à un ARN double brin, pris en 

charge par la machinerie de l’ARNi afin d’être clivé [196]. L’ARN interférent ainsi obtenu 

serait incorporé dans un complexe protéique appelé RITS (RNA-Induced initiation of 

Transcriptional gene Silencing), l’équivalent du RISC, pouvant recruter une méthyltransférase 

qui va modifier les protéines d’histones [274] et ainsi induire la formation 

d’hétérochromatine. Deux modèles de reconnaissance de la zone cible peuvent être présentés : 

soit le siRNA reconnaît directement l’ADN, soit il reconnaît de l’ARN en train d’être 

synthétisé à ce locus [196]. 

 

Comme nous venons donc de le voir, la formation d’hétérochromatine est au départ un 

phénomène endogène de régulation du génome. Mais en 2003, Schramke et Allshire ont 

montré qu’elle pouvait également être déclenchée lors du ciblage expérimental d’un gène 

euchromatinien, forme codante de l’ADN [230]. 
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B) Méthylation de lʼADN. 
L’ARN double brin induit chez les plantes une méthylation des gènes au niveau des régions 

ayant une homologie de séquence, par l’intermédiaire d’une enzyme de méthylation de 

l’ADN, dépendante de l’ARN [282]. La méthylation de l’ADN se produit au niveau des 

résidus cytosines mais on n’obtient pas toujours une extinction : si c’est la séquence codante 

qui est méthylée, il n’y a pas d’effet au niveau transcriptionnel, mais si c’est le promoteur qui 

est méthylé, il y aura inhibition de la transcription [180]. 

La méthylation de l’ADN par de telles enzymes n’a été observée que chez les plantes. 

Cependant, l’ADN de mammifères pourrait être méthylé de cette manière au cours du 

développement. Le reste du temps, l’ADN est méthylé par l’intermédiaire de formes variées 

de méthyltransférases [2].  



 

 

CHAPITRE 3 

Applications de l’ARN 

interférence 
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I. OUTIL BIOLOGIQUE. 
On estime de 20 000 à 30 000 le nombre de gènes compris dans les 23 paires de chromosomes 

humains [196]. Le génome étant dorénavant séquencé, le décryptage de la fonction de ces 

gènes représente une tâche immense à accomplir [96].  

A cet effet, un certain nombre de technologies ont été développées : l’analyse des gènes peut 

être effectuée par étude, au niveau cellulaire, de leur expression dans des conditions données 

(protéomique, puces ADNc, etc), ou par étude du retentissement de l’extinction d’un gène 

donné. Ce mode d’étude de la fonctionnalité d’un gène repose sur plusieurs techniques, dont 

celles du « Knock Out » (KO) de gène, qui consiste à éteindre l’expression d’un gène par 

recombinaison homologue. On utilise aussi fréquemment la technique des mutations dirigées 

spécifiquement sur un gène, permettant d’en comprendre le rôle, mais cela se pratique surtout 

sur les organismes à reproduction rapide. En utilisant le mécanisme d’ARN interférence, on 

pourrait ainsi étudier la fonction des gènes de n’importe quel organisme, de façon plus simple 

et rapide qu’avec les techniques employées jusqu’alors. 

 

Ceci est par exemple très facilement réalisable chez C. elegans, en le nourrissant directement 

avec des bactéries exprimant des ARN double brin [260, 261], en injectant les acides 

nucléiques dans la cavité de leur corps, ou encore en les faisant tremper dans une solution de 

ces mêmes ARN [251]. C’est ainsi que 19 000 gènes de ce ver ont d’ores et déjà été étudiés, 

grâce à un ensemble de 12 000 ARN double brin, notamment pour appréhender les problèmes 

d’obésité et de vieillissement [196]. 

Chez la drosophile, on a étudié le métabolisme du cholestérol, la formation du cœur, le 

développement embryonnaire et d’autres processus cellulaires basiques à l’aide de cette 

technique [140]. 

 

II. OUTIL POUR VALIDER DES CIBLES THERAPEUTIQUES. 
Bien que les approches génomiques permettent d’associer un gène à un phénotype de maladie 

[13, 286], ces seules données ne peuvent définir le rôle de la protéine codée par ce gène, au 

niveau du processus pathologique. Le développement de souris KO est un bon moyen 

d’étudier la relation entre un gène biologique et une maladie, puisque les phénotypes KO 

montrent une bonne corrélation avec l’efficacité des médicaments [294]. Pourtant, le coût et le 

temps que demande le développement de tels modèles indiquent la nécessité de développer 
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des méthodes permettant la validation de cibles in vitro avant de débuter des études in vivo 

[224].  

Face au succès de l’ARNi pour l’étude de la fonction des gènes chez les eucaryotes inférieurs 

tels que C. elegans ou D. melanogaster, il n’est pas surprenant que cette approche ait été 

adoptée pour l’analyse de la fonction des gènes, et particulièrement la validation de cibles 

dans les systèmes mammifères [224]. En effet, l’industrie pharmaceutique se trouve inondée 

de nouveaux gènes dont les fonctions sont peu comprises, et qui constituent des milliers de 

cibles potentielles [269]. 

Le recours au mécanisme d’ARNi est très attractif dans ce contexte, puisqu’il est rapide, 

reproductible, efficace et simple à mettre en œuvre sur des systèmes cellulaires. De plus, cette 

technique peut être adaptée à n’importe quelle cible, sachant qu’à priori, seule l’information 

de séquence de l’ARNm est nécessaire pour concevoir les ARN double brin. Ceux-ci sont 

désormais faciles d’accès, grâce aux progrès de la chimie des oligonucléotides [269].  

 

III. APPLICATIONS EN THERAPEUTIQUE. 
L’intérêt grandissant des chercheurs pour cet outil puissant ne s’arrête pas là ; ils envisagent 

d’utiliser l’ARN interférence dans un but thérapeutique [281], entre autres en cancérologie, 

pour inhiber l’expression d’un oncogène, ou encore en virologie, pour inhiber la 

multiplication virale. 

La spécificité du mécanisme d’ARN interférence permettrait de développer des traitements 

dénués d’effets secondaires. Il a été démontré qu’un seul mésappariement entre les séquences 

du siRNA et de l’ARN messager abolissait l’extinction [11]. 

De plus, ces traitements présentent une facilité de synthèse et de faibles coûts de production 

en comparaison des outils thérapeutiques à base de protéines ou anticorps [147]. 

 

A) Maladies virales. 
Puisque l’ARN interférence semble être un ancien mécanisme de défense anti-virale chez les 

mammifères, l’inhibition de la réplication de virus a été considérée comme un bon point de 

départ pour l’évaluation du potentiel thérapeutique de cette stratégie. 

L’inhibition de la réplication virale par ARN interférence a ainsi été démontrée in vitro pour 

une large variété de virus, incluant des virus à ARN tels que le VIH, le rotavirus, le virus 

respiratoire syncytial, l’influenza virus ou le poliovirus, mais aussi des virus à ADN comme le 
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papillomavirus ou le virus de l’herpes (Herpes Simplex Virus ; HSV) [82]. Le mécanisme 

d’ARNi s’est également révélé efficace pour inhiber les virus des hépatites B et C [216]. 

Bien que la plupart de ces études aient été réalisées in vitro, des résultats prometteurs ont été 

obtenus pour inhiber la multiplication virale chez la souris, notamment en ce qui concerne le 

virus de l’hépatite B [80], l’influenza virus [264] ou d’autres virus respiratoires [29]. 

 

B) VIH. 
Parmi les maladies virales, il en est une assez particulière qui représente un grand défi pour 

les chercheurs, il s’agit de l’infection par le VIH. Si de nombreuses molécules antivirales ont 

déjà été développées, il est couramment observé une augmentation de la résistance des 

souches aux médicaments prescrits [156], c’est pourquoi il est nécessaire de persévérer dans 

la recherche de nouveaux traitements. Le phénomène d’ARN interférence, depuis sa 

découverte, apporte beaucoup d’espoir.  

Tout d’abord, les siRNA peuvent interférer à différentes étapes du cycle intracellulaire de 

réplication du virus [133]. Mais cette stratégie présente aussi ses limites, compte tenu du 

comportement du virus. En effet, il suffit d’une différence d’une paire de bases entre la 

séquence cible et le siRNA pour diminuer drastiquement l’effet, or la transcriptase inverse 

présente un taux d’erreur élevé, estimé à 1/1 000 par cycle de réplication. D’autre part, il 

existe une très grande diversité de séquences entre les personnes infectées ; la conception de 

siRNA efficaces s’avère donc compliquée. 

Une approche plus réaliste semble être de cibler les récepteurs ou co-récepteurs dont le virus 

se sert pour l’infection des cellules [133]. 

 

C) Cancers. 
Les cellules cancéreuses expriment des protéines qui diffèrent qualitativement et 

quantitativement de celles des cellules normales, et dans certains cas, la cellule tumorale peut 

même exprimer une protéine qui n’existe pas à l’état naturel dans la cellule. On voit donc 

l’intérêt de l’inhibition spécifique de protéines cibles en thérapeutique anti-cancéreuse. 

D’autre part, l’absence de miRNA spécifiques a été démontrée dans les cellules carcinomales, 

impliquant que le développement cancéreux pourrait être stoppé par introduction de ces 

miRNA manquants [2]. 

La croissance et la survie des cellules tumorales ont été inhibées en utilisant l’interférence par 

ARN pour cibler plusieurs oncogènes clés ou gènes promoteurs de tumeurs, incluant des 
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facteurs angiogéniques et de croissance, ou leur récepteur (facteur de croissance endothélial 

vasculaire, récepteur du facteur de croissance épidermique), des télomérases humaines, des 

oncogènes viraux ou des oncogènes transloqués [76]. Ce potentiel d’inhibition de la 

croissance tumorale a également été démontré in vivo [63]. 

 

D) Autres maladies. 
La grande spécificité de séquence du mécanisme d’ARN interférence révèle une approche très 

prometteuse pour inhiber l’expression de gènes responsables de maladies neurodégénératives, 

telles que la maladie d’Alzheimer, la maladie de Huntington ou l’ataxie spinocérébelleuse, 

pour lesquelles on ne dispose pas encore de traitement [234]. 

Une autre grande application de l’extinction par ARNi est le traitement de la dégénérescence 

maculaire liée à l’âge (DMLA). En effet, l’œil est un des tissus les plus accessibles et 

favorables à l’administration locale de siRNA [269]. La cible moléculaire dans le traitement 

de cette maladie est cliniquement validée depuis longtemps, il s’agit du facteur de croissance 

endothélial vasculaire (Vascular Endothelial Growth Factor ; VEGF) [53]. 
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I. CHOIX DU DECLENCHEUR. 
Il est assez aisé d’initier le mécanisme d’ARN interférence dans les cellules eucaryotes, grâce 

à la présence de petits ARN double brin dans le cytoplasme. Ceux-ci peuvent être introduits 

dans les cellules par l’intermédiaire de vecteurs d’expression d’ARN interférents, de longs 

ARN double brin ou encore, directement sous forme de petits ARN double brin. Chaque 

système présente des avantages et des inconvénients [64], et le choix de la méthode à 

employer dépend de l’utilisation que l’on veut faire de l’extinction par ARNi. 

 

A) Expression endogène de siRNA ou shRNA.  
Contrairement aux champignons, aux plantes et aux vers qui sont capables de multiplier leurs 

siRNA, il n’y a aucun signe de ce mécanisme chez les mammifères [247]. Afin de permettre 

une expression prolongée de siRNA dans les cellules, plusieurs groupes ont développé des 

vecteurs ADN qui produisent des substrats pouvant être transformés in vivo en siRNA 

[256, 293]. 

 

 
Figure 12 : Méthodes d’expression endogène d’ARN interférents. (d’après Dykxhoorn, 2003) 

 

En premier lieu, on trouve des systèmes d’expression médiés par l’ARN polymérase II 

(figure 12a). Dans les organismes et types cellulaires où la réponse interféron est nulle ou très 

faible, des constructions exprimant de longs ARN en épingle à cheveux ont été utilisées. Ces 

constructions utilisent les promoteurs de l’ARN pol II pour diriger l’expression des ARN en 
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épingle à cheveux qui pourront être clivés en siRNA par le Dicer [124]. Ces systèmes 

d’expression ont permis une extinction spécifique dans plusieurs organismes, tels que les 

oocytes de souris, C. elegans et les drosophiles [64]. Bien que ces systèmes se soient révélés 

très efficaces, leur utilisation est limitée car l’expression de longs ARN en épingle à cheveux 

induit une réponse interféron dans de nombreuses cellules de mammifères. 

 
Des systèmes d’expression plasmidiques, basés sur l’utilisation de promoteurs de l’ARN 

polymérase III, ont également été développés par différents groupes (figure 12b, c). Ils 

permettent de produire des petits ARN, sans déclencher de réponse interféron. Deux 

promoteurs de pol III ont principalement été utilisés [64] : le promoteur U6 et le promoteur 

H1, tous deux faisant partie de la classe III des promoteurs de pol III. Deux approches ont été 

utilisées pour l’expression de siRNA à partir de ce type de constructions :  

 expression des deux brins à partir de deux promoteurs différents [143, 183]  

 expression d’un petit ARN en épingle à cheveux, qui sera clivé en siRNA par le Dicer 

[38, 176, 207]. 

 

La principale différence entre l’expression de siRNA à partir de brins séparés ou à partir d’un 

ARN en épingle à cheveux est la dépendance des shRNA vis-à-vis de la prise en charge par le 

Dicer. Il est difficile de dire laquelle de ces technologies est plus efficace comme outil 

d’inhibition de l’expression des gènes. Hutvagner et Zamore ont montré que l’introduction de 

100 nM de shRNA dans des cellules aboutit à environ 5 nM de miRNA, qui sont capables de 

cibler l’ARNm aussi efficacement que 100 nM de siRNA [109]. Cela peut signifier que les 

ARN produits par le Dicer débutent plus efficacement l’étape effectrice que les ARN 

directement introduits sous forme de siRNA.  

 

Ces stratégies présentent deux avantages principaux. La durée de l’extinction est prolongée, 

ce qui permet de cibler des protéines qui ont une demi-vie très longue. Il est également 

possible d’établir des lignées stables pour l’extinction d’une protéine, par incorporation de la 

nouvelle information génétique au niveau d’un chromosome.  

Bien que les vecteurs plasmidiques se soient montrés efficaces, ils souffrent de certaines 

limitations. On se heurte aux problèmes rencontrés lors de la transfection de gènes, à savoir 

que l’on doit atteindre le noyau, où le transgène doit être transcrit avant de pouvoir aller 

exercer son action au niveau du cytoplasme.  
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B) Expression exogène dʼARN interférents. 
Pour contourner les problèmes rencontrés avec les systèmes plasmidiques, il est possible 

d’utiliser directement des ARN interférents pour initier le mécanisme d’extinction. 

 

 
Figure 13 : Méthodes d’expression exogène d’ARN interférents. (d’après Dykxhoorn, 2003) 

 

L’introduction de longs ARN double brin (figure 13b) a été utilisée comme méthode 

d’investigation de la fonction des gènes dans de nombreux organismes tels que les plantes, 

Planaria, Hydras, les trypanosomes, les drosophiles, les moustiques et les oocytes de souris 

[64]. Les longs ARN double brin permettent une extinction efficace de l’expression génique 

[39, 286] par présentation de séquences variées de siRNA correspondant à la cible ARNm.  

 

 

 
Figure 14 : Réponse cellulaire induite par l'interféron. 
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L’utilisation de cette approche est limitée chez les mammifères parce qu’en présence d’un 

ARN double brin ayant une taille supérieure à 30 paires de bases, un processus d’inhibition de 

la traduction est déclenché (figure 14) [66]. Deux mécanismes distincts interviennent dans la 

réponse induite par l’interféron [246] :  

 induction de la 2’-5’ adénylate synthétase qui a pour effet d’activer une RNase L 

hydrolysant le dsRNA 

 activation de la protéine kinase PKR qui, par phosphorylation du facteur de 

transcription eIF2α, inhibe le processus de traduction. 

 

Pour tester dans quelle mesure les siRNA (figure 13a) peuvent déclencher une extinction 

efficace sans induire de réponse interféron, Tuschl et son équipe ont introduit dans des 

cellules mammifères des siRNA synthétisés chimiquement [66, 69]. Ils ont montré que les 

siRNA étaient fonctionnels in vivo, et que cela conduisait à une extinction comparable à celle 

obtenue avec un long ARN double brin. De plus, ils ont montré que l’extinction observée était 

spécifique de la séquence ciblée et n’induisait aucun effet non spécifique. 

L’utilisation directe de siRNA est plus efficace et plus rapide que le recours à des systèmes 

plasmidiques, qui nécessitent la transcription de l’ADN et dans certains cas, le clivage par le 

Dicer [64].  

 

De la même manière, on peut introduire dans les cellules des précurseurs de siRNA ou 

miRNA (figure 13c, d), sous la forme d’ARN en épingle à cheveux [207]. Comme pour 

l’expression endogène d’ARN interférents, les shRNA paraissent plus efficaces car leur prise 

en charge par l’enzyme qui les clive en siRNA ou miRNA favorise leur incorporation 

consécutive dans la ribonucléoprotéine effectrice de l’extinction. 

 

Contrairement aux plasmides, dont la production en grande quantité en culture bactérienne est 

bien maîtrisée et optimisée depuis longtemps, les siRNA doivent être synthétisés de façon 

chimique ou enzymatique [2, 55, 64]. Récemment, plusieurs groupes ont utilisé de la 

RNase III de Escherichia coli ou du Dicer humain recombinant afin de cliver in vitro de longs 

ARN double brin en siRNA qui pourront être transfectés dans des cellules mammifères [189, 

290]. Cette méthode permet la formation de siRNA ayant des spécificités multiples pour une 

seule cible, sans induire de réponse interféron. Cependant, la nature transitoire de l’inhibition 

induite par les siRNA limite le ciblage de protéines qui ont une demi-vie très longue [64]. 
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II. CONCEPTION DES SIRNA. 
Tous les siRNA potentiels d’une cible ARNm donnée n’ont pas la même efficacité [104], et 

plusieurs équipes se sont donc penchées sur les conditions permettant d’obtenir un siRNA le 

plus efficace possible, et dénué d’effets non spécifiques. 

 

Les siRNA doivent être conçus pour s’hybrider à des sites accessibles de l’ARNm (dépendant 

de sa structure secondaire) [31, 58, 136], et éviter l’apparition d’effets non spécifiques. Afin 

d’optimiser les séquences de siRNA, plusieurs groupes ont utilisé la méthode d’activation de 

la RNase H par un oligodésoxyribonucléotide synthétique. Cette technique permet de 

déterminer les sites de l’ARNm qui sont dans une conformation compatible avec l’activité des 

siRNA [276]. Ces études ont montré qu’il existe une corrélation significative entre les sites 

sensibles à la RNase H et ceux qui permettent une extinction efficace par ARNi. 

 

Pour réaliser une extinction efficace en utilisant un siRNA qui cible un site unique de 

l’ARNm, il est indispensable de prêter attention à la séquence. Toutes les séquences 

complémentaires d’un ARNm donné ne sont pas efficaces, et des analyses expérimentales 

empiriques associées à des analyses mathématiques ont été utilisées pour définir les siRNA 

efficaces [220, 291].  

 

 
Figure 15 : Conditions de conception d’un siRNA efficace. (d’après Leung, 2005) 
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La plupart des études in vivo rapportent l’utilisation de duplex de 21 nucléotides, contenant un 

domaine central double brin de 19 bases avec 2 bases non appariées à l’extrémité 3’ de 

chaque brin [68] ; ces molécules imitent les produits naturellement formés in vivo par le Dicer 

(figure 15).  

La stabilité intrinsèque des duplex joue un rôle essentiel dans le mécanisme d’ARN 

interférence. En effet, pour empêcher l’incorporation du brin sens dans le complexe RISC, et 

éviter un effet non ciblé, il est nécessaire que la stabilité soit plus faible en 5’ de l’antisens et 

plus forte en 3’ de l’antisens [141]. D’autre part, une faible stabilité autour de la région 

centrale permet de faciliter le clivage de l’ARNm [60] par le complexe RISC activé. Les 

paires de nucléotides G/C confèrent typiquement une plus haute stabilité thermique aux acides 

nucléiques que les A/U. 

 

En plus de ces considérations de stabilité, pour assurer une efficacité optimale des siRNA et 

éviter les effets indésirables, il existe certaines règles à respecter quant à la composition 

nucléotidique [220]. Une base adénosine en position 3 du brin sens semble être requise pour 

obtenir une grande efficacité d’extinction. Il est également nécessaire d’éviter les séquences 

palindromiques afin de prévenir tout repliement intra-moléculaire et diminuer la probabilité 

d’effets non spécifiques. De tels effets peuvent également survenir s’il y a une homologie 

partielle de séquence avec d’autres ARNm que celui ciblé ou par l’intermédiaire d’une 

stimulation du système immunitaire inné. Des duplex comportant des séquences riches en GU 

peuvent ainsi induire l’IFN-α, l’IL-6 ou le TNF-α par interaction avec les récepteurs TLR 

(Toll-Like Receptor). Pour finir, le contenu global en G/C ne doit pas excéder 40 à 60% [69], 

et les répétitions en tandem ou de plus de 7-8 nucléotides GC sont à proscrire. Il est 

intéressant de noter que l’introduction de modifications chimiques sur les riboses du brin 

antisens, à condition de bien les choisir, peut réduire les effets non spécifiques sans affecter 

l’extinction de l’ARNm cible [71, 113]. 

 

D’autres structures peuvent être utilisées, comme par exemple des duplex asymétriques de 27 

nucléotides qui sont des substrats pour le Dicer. Ils ont une efficacité supérieure aux duplex 

de 21 paires de bases in vitro [126], et probablement in vivo. 

 

Avant de mettre en œuvre des études in vivo, il est préférable de valider la séquence des 

duplex de siRNA in vitro ; il est en général nécessaire de tester uniquement un petit nombre 

de duplex avant de trouver le meilleur candidat. Il est préférable de disposer de plus d’un 
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siRNA efficace pour chaque cible afin de pouvoir contrôler les effets non spécifiques. Pour 

les applications thérapeutiques, il est bien sûr nécessaire de procéder à plus d’optimisation 

[22]. 

 

III. OBSTACLES A LA TRANSFECTION DE SIRNA. 
Aucune méthode appropriée n’a été trouvée pour administrer les ARN à l’Homme, bien que 

certaines données montrent que les siRNA ont des propriétés pharmacocinétiques favorables 

leur permettant d’être délivrés à une large variété d’organes [35]. Des études indiquent 

également la possibilité d’une administration systémique chez la souris [174]. 

Pourtant, il reste des défis à relever pour un développement clinique de l’ARN interférence : il 

existe des problèmes de stabilité, de distribution, de ciblage et de pénétration cellulaire des 

acides nucléiques [269]. La technique de l’ARN interférence est, par essence, une thérapie 

génique et elle peut donc être confrontée aux mêmes problèmes, à savoir faible efficacité et 

survenue d’effets secondaires immunologiques. 

 

A) Stabilité. 
Il a tout d’abord été pensé que les siRNA nus étaient suffisamment stables dans le sang et le 

sérum [8]. Des études ont néanmoins mis en évidence la nécessité d’augmenter leur stabilité 

dans les milieux biologiques [81]. Bien que les duplex siRNA soient plus résistants que des 

ADN simple brin, ils sont rapidement dégradés par des endo- ou exonucléases quand ils sont 

administrés en intraveineuse (IV) chez les mammifères [8]. 

Une manière d’augmenter la stabilité des siRNA sans altérer leur efficacité est de les modifier 

chimiquement au niveau de leur structure. Une autre alternative consiste à les formuler avec 

un système de délivrance qui permet non seulement d’augmenter leur stabilité biologique, 

mais également d’améliorer leur vectorisation intracellulaire. Ces points seront développés 

plus loin, dans le chapitre 5.  

Alors qu’il peut être raisonnable d’utiliser des duplex classiques pour des recherches de base 

in vivo, un effet plus soutenu et un éventuel bénéfice thérapeutique peuvent être obtenus en 

utilisant des duplex modifiés chimiquement et/ou transfectés à l’aide de vecteurs [22]. 
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B) Pharmacocinétique et biodistribution. 
Il est important que les siRNA administrés de façon exogène s’accumulent dans leurs organes 

ou tissus cibles afin d’exercer leur activité biologique à ce niveau, en limitant les effets sur les 

tissus non ciblés. 

Les macromolécules injectées en IV rencontrent différents obstacles, qu’il leur faut éviter ou 

surmonter avant d’atteindre leurs organes cibles (figure 16). Le premier obstacle est constitué 

des capillaires pulmonaires, dont la taille joue un rôle de filtre (involontaire) pour toutes les 

particules un peu grosses. Dans l’organisme, il existe d’autres « organes filtres », qui sont le 

foie, la rate et les reins. Lorsque les macromolécules ont une taille inférieure à la limite de 

filtration glomérulaire (50 kDa, soit environ 6 nm), elles sont excrétées au niveau rénal. 

Autrement, elles ont tendance à être captées et éliminées par le système réticulo-endothélial, 

au niveau du foie ou de la rate (surtout si la taille est supérieure à 200 nm). 

 

 

Figure 16 : Représentation schématique de la biodistribution générale, et des obstacles 
rencontrés lors d’une administration intraveineuse. (d’après Kawakami, 2007) 

 

Les acides nucléiques nus administrés de façon systémique s’accumulent généralement dans 

les organes du système réticulo-endothélial ou très irrigués, comme le foie, les poumons, la 

rate, les reins [5]. Il semblerait que les siRNA aient le même comportement [272]. 

Braasch a montré le premier qu’après une administration systémique chez la souris, les 

siRNA s’accumulent dans le foie et les reins, et qu’après à peine 5 minutes, ils sont retrouvés 
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dans les urines [35]. Cela suggère que les siRNA (13 000 Da) se comportent typiquement 

comme les molécules de moins de 50 kDa, qui sont filtrées au niveau glomérulaire dans les 

reins et excrétées dans les urines [122]. 

 

La formulation des siRNA en des systèmes particulaires d’une taille supérieure à 6 nm, 

permettrait d’éviter leur filtration glomérulaire, et de prolonger leur temps de circulation dans 

l’organisme [122]. De même, il pourrait être possible de cibler des tissus ou cellules 

spécifiques grâce à l’utilisation de ligands, ou de méthodes de transfection ayant un tropisme 

cellulaire ou tissulaire particulier.  

 

C) Internalisation cellulaire. 
La captation cellulaire des siRNA nus est généralement inefficace. Les acides nucléiques sont 

des molécules polyanioniques et ne peuvent donc ni traverser spontanément une membrane 

lipidique intacte, ni se lier à la surface cellulaire, qui est chargée négativement [23]. 

Toutefois, même si aucune étude sur le mécanisme de pénétration des siRNA nus n’a été 

réellement menée, il semble qu’une très faible quantité de duplex d’ARN puisse être 

internalisée, puisque des effets ont été observés in vivo avec des siRNA nus. Ceci se 

produirait de la même façon que pour les oligonucléotides antisens ou les ribozymes, c’est-à-

dire par certaines formes d’endocytose, telles que la pinocytose [6]. Mais les acides 

nucléiques, ainsi entrés dans les cellules, se retrouvent emprisonnés dans des vésicules 

endosomales ou lysosomales [118], subissant alors une dégradation par les nucléases. Il est 

donc nécessaire de recourir à un système de délivrance pour améliorer la captation cellulaire 

des siRNA ainsi que leur devenir intracellulaire (voir chapitre 5).  

 

D) Effets indésirables. 
Comme nous l’avons vu précédemment, les siRNA peuvent induire des effets secondaires liés 

à leur séquence, mais il peut également y avoir des effets indésirables indépendants de la 

composition nucléotidique des duplex [170]. 

Les effecteurs de l’ARN interférence peuvent saturer la machinerie cellulaire, qui ne serait 

alors plus disponible pour les molécules endogènes, telles que les miRNA, interrompant ainsi 

leur activité de régulation [86]. Pour éviter ce phénomène, il est préférable d’utiliser des 

concentrations d’ARN interférents les plus faibles possibles. 
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Bien que les siRNA paraissaient être incapables de stimuler une réponse immunitaire comme 

celle observée avec les longs ARN double brin [66], il a depuis été montré qu’ils pouvaient 

induire la production d’interféron, de manière indépendante de leur séquence mais dépendante 

de leur concentration [238]. Cette stimulation immunitaire dépend du type cellulaire et de la 

longueur des duplex [221], et pourrait être médiée par la voie PKR décrite plus haut (figure 

14), ou par les TLR, principalement les TLR3 [120]. De la même façon que précédemment, 

l’utilisation de faibles doses de siRNA permettrait de contrôler la stimulation de réponses de 

type interféron. Il existe également des modifications chimiques permettant de prévenir 

l’activation de la voie PKR [214].  

Toutefois, dans le cadre du traitement de certaines pathologies, notamment virales, un certain 

degré de réponse interféron pourrait être bénéfique, dans le sens où cela aiderait le système 

immunitaire à combattre l’infection. 

 

IV. MODES D’ADMINISTRATION IN VIVO. 
La voie d’administration des siRNA joue un rôle sur la quantité nécessaire, la distribution 

tissulaire, les éventuels effets secondaires et la nécessité de recourir à des modifications 

chimiques ou à un agent de transfection [22]. La première étape est de regarder si la cible se 

prête plutôt à une administration locale (tumeurs solides accessibles, tumeurs superficielles, 

lésions de la peau ou muqueuses, …) ou à une administration systémique [8].  

 

Evidemment, le mieux serait de pouvoir développer des stratégies pour l’administration orale 

de siRNA, mais l’environnement à l’intérieur du tractus gastro-intestinal est défavorable aux 

thérapeutiques basées sur l’utilisation de protéines ou d’oligonucléotides. Le tractus gastro-

intestinal peut être considéré comme une surface du corps exposée, qui interagit avec un 

environnement extérieur par l’intermédiaire de la nourriture. Les enzymes digestives, les 

valeurs de pH extrêmes, la couche protectrice de mucus, aussi bien que la flore microbienne 

font de cet organe une cible difficile pour les thérapeutiques biologiques [194]. Toutefois, 

certaines équipes travaillent sur l’administration d’ARN interférents par voie orale, à l’aide de 

bactéries inactivées mais exprimant ces acides nucléiques [115, 227]. 

Un avantage très sérieux de l’administration systémique par IV est qu’elle est plus largement 

utilisée en clinique, où plus de maladies nécessitent des traitements en intraveineuse [8]. 

L’administration IV est attractive de par sa relative simplicité d’utilisation, et la distribution 
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tissulaire large qui peut être obtenue. Toutefois, comme nous l’avons souligné auparavant, la 

taille des particules est déterminante pour une telle administration. Une petite taille est 

essentielle pour franchir les barrières physiologiques connues : les particules doivent pouvoir 

sortir du système réticulo-endothélial, s’extravaser à travers l’endothélium vasculaire, diffuser 

à l’intérieur d’un tissu et jusqu’aux cellules cibles [36, 50, 297]. Les particules de moins de 

6 nm sont excrétées au niveau urinaire, et celles de plus de 200 nm peuvent d’obstruer les 

vaisseaux sanguins [122] ou être captées par le système réticulo-endothélial.  

Compte tenu de la biodistribution classiquement observée à la suite d’une injection IV, 

l’administration des siRNA par cette voie permet principalement le ciblage des poumons, du 

foie, de la rate ou encore des reins. Elle a été utilisée chez la souris pour les protéger d’une 

hépatite fulminante induite expérimentalement. Song a administré des siRNA anti-Fas par IV, 

sur une période de 24h. Les résultats montrent que ces siRNA diminuent l’expression des 

récepteurs Fas sur 10 jours, et protègent les souris de fibrose du foie [242]. 

Pour une administration systémique, il est également important de considérer les autres voies 

d’injection possibles, telles que l’injection intrapéritonéale ou l’injection sous-cutanée [22].  

 

L’administration locale peut être utilisée pour obtenir de fortes concentrations au niveau du 

site cible, tout en utilisant une dose totale faible, afin de minimiser les risques d’effets 

secondaires systémiques [22]. L’administration locale permet d’éviter que les siRNA ne 

soient rapidement éliminés par le foie ou les reins. Ils ne nécessitent qu’une formulation 

simple et peuvent donc être produits et administrés facilement. Ils peuvent également être 

délivrés jusqu’à leur site d’action, permettant l’utilisation de doses plus faibles, et permettant 

de limiter les effets non spécifiques. C’est la stratégie probablement la plus efficace pour la 

transfection de siRNA in vivo [40]. 

L’administration locale peut être réalisée par injection directe (dans une tumeur, une 

articulation ou de façon intraoculaire) ou par application topique sur une surface (absorption 

transépithéliale par l’intermédiaire des muqueuses orales, rectales ou encore vaginales). 

L’administration directe dans le système nerveux central peut être obtenue par injection 

intrathécale ou intraventriculaire, permettant de s’affranchir des problèmes de passage de la 

barrière hémato-encéphalique. L’administration intratrachéale, intranasale ou par inhalation 

permet de cibler les poumons. 

 

 
 



 

  

CHAPITRE 5 

Méthodes de transfection 
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Compte tenu des nombreux obstacles à l’utilisation thérapeutique répandue de l’ARNi, la 

sélection et la formulation des siRNA avec un système de transfection compatible s’avère 

nécessaire pour i) une stabilité accrue, ii) une bonne pharmacocinétique, iii) le ciblage et la 

pénétration cellulaire, ces éléments favorisant une grande efficacité d’extinction avec de 

faibles concentrations de siRNA. 

La plupart des études mécanistiques et de développement de systèmes de transfection ont été 

réalisées in vitro, mais elles permettent de tirer certains enseignements pour la transfection in 

vivo des siRNA [8]. Elles indiquent que les conditions de transfection doivent être optimisées 

pour chaque modèle cellulaire et que l’efficacité de captation ou d’extinction dépend : 

 des caractéristiques du duplex siRNA (chimie, longueur, charge) 

 du vecteur de transfection (masse moléculaire, taille physique, chimie, charge, 

structure) 

 du système de culture cellulaire (type cellulaire, conditions de croissance, incluant la 

présence de sérum) 

 de la nature du gène cible ou de la protéine ciblée (quantité et demi-vie). Pour 

atteindre plus de 90% d’extinction, le siRNA doit rester efficace plus de trois fois le 

temps de la demi-vie de la protéine ciblée. Ceci peut nécessiter plusieurs 

administrations, notamment dans les cellules qui se multiplient rapidement [20].  

Les mêmes optimisations doivent être réalisées pour la transfection de siRNA in vivo et des 

modèles expérimentaux doivent être développés [7, 81]. 

 

I. MODIFICATIONS CHIMIQUES. 
Si les siRNA apparaissent plus résistants à la dégradation par les nucléases que les acides 

nucléiques simple brin [28], les enzymes présentes dans le sérum peuvent tout de même les 

dégrader [35, 209]. Plusieurs groupes se sont penchés sur l’utilisation de modifications 

chimiques qui améliorent la stabilité et protègent les siRNA contre la dégradation dans des 

environnements riches en nucléases [42, 169]. 

 

Une grande variété de modifications chimiques qui confèrent une résistance vis-à-vis des 

nucléases a été utilisée avec succès pour les oligonucléotides antisens et les ribozymes. 

Nombre d’entre-elles peuvent être directement transposées aux siRNA et fournir les mêmes 

effets bénéfiques [22]. Plusieurs modifications chimiques du squelette ou des sucres ont ainsi 
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été utilisées pour les siRNA. De cette manière, leur dégradation dans le sérum ou les cellules 

peut être repoussée de quelques minutes à quelques heures [34]. Des modifications chimiques 

judicieusement choisies sur le brin antisens ont apporté des améliorations de l’activité dans le 

sens où elles permettent de réduire les effets non spécifiques [55] et de modifier la stabilité à 

l’intérieur des séquences du siRNA [34].  

Cependant, les duplex siRNA sont sensibles à la structure [11] donc les modifications 

chimiques doivent être étudiées pour ne pas perdre d’efficacité ou entraîner une cytotoxicité 

(les modifications phosphorothioates sont connues pour être toxiques dans des cas précis [1]). 

 

 
Figure 17 : Modifications chimiques des siRNA. (d’après De Paula, 2007) 

(A) modifications du lien phosphate ; (B) modifications de la position 2’ 
 

La première catégorie de modifications chimiques des siRNA concerne le lien 

inter-nucléosidique phosphodiester, qui peut être transformé en phosphorothioate ou 

boranophosphate (figure 17A).  

Les modifications phosphorothioates peuvent être facilement introduites dans le duplex ARN, 

à la position désirée, et permettent de renforcer la résistance aux nucléases quand le duplex est 

exposé à du sérum ou à d’autres sources de nucléases [22]. De telles modifications chimiques 

ont remporté un franc succès pour l’application des antisens in vivo, mais des études ont 

montré qu’une toxicité et une perte d’activité peuvent être un problème avec des siRNA [55]. 

En effet, des modifications limitées conservent l’efficacité du siRNA alors que des 

modifications extensives entraînent une baisse d’efficacité et/ou une augmentation de toxicité 
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[11]. Des modifications phosphorothioates extensives peuvent également mener à des 

« artefacts » à cause de liaisons non spécifiques aux protéines [137]. Il est ainsi préférable de 

limiter le nombre de ces modifications aux positions terminales, où l’augmentation de la 

résistance aux nucléases est probablement plus importante.  

Les ARN modifiés par des boranophosphates ont une importante résistance aux nucléases, 

mais ils sont difficiles à produire selon les méthodes standards de synthèse chimique [93]. Il 

est nécessaire d’incorporer de façon enzymatique les bases modifiées, à l’aide d’une 

transcription in vitro. Cette particularité implique malheureusement un emplacement aléatoire 

des modifications sur les acides nucléiques. Les siRNA boranophosphates, agissant bien par 

le biais de la voie ARNi standard, sont dix fois plus résistants aux nucléases que les siRNA 

non modifiés, mais sont aussi plus efficaces que des phosphorothioates [93].  

 

Un second type fréquent de modifications chimiques concerne la position 2’ du ribose 

(figure 17B). Ceci permet d’augmenter la stabilité interne des siRNA ou de leur apporter 

différents degrés de résistance aux nucléases, sans diminuer l’extinction induite in vivo. 

Contrairement aux modifications décrites précédemment, des modifications en 2’ peuvent être 

incorporées sur la totalité du duplex [9]. 

Les nucléotides 2’-O-méthyl, naturellement présents dans les ARN ribosomaux de 

mammifères [22], permettent de maintenir l’efficacité des siRNA tout en leur conférant une 

grande stabilité dans le sérum [11, 42, 47]. Le profil d’incorporation est important car des 

ARN entièrement substitués avec des 2’-O-méthyl sont inefficaces pour déclencher l’ARNi. Il 

est préférable d’alterner nucléotides modifiés et nucléotides classiques, pour augmenter la 

stabilité tout en conservant l’activité [47].  

Des modifications 2’-fluoro ont également été utilisées avec de bons résultats [34]. Cette 

modification est généralement incorporée sélectivement au niveau des bases pyrimidines. 

Leur utilisation, seules ou en association avec des modifications 2’-O-méthyl des purines, 

stabilise les duplex et leur confère une plus grande efficacité.  

Des siRNA ont aussi été modifiés par incorporation de quelques résidus locked nucleic acid 

(LNA), qui permettent d’augmenter la demi-vie plasmatique et de stabiliser la structure du 

duplex sans affecter l’activité biologique [70]. Les LNA sont des modifications 2’ d’une 

catégorie différente ; un pont méthylène relie le 2’-O au 4’-C du ribose, ce qui bloque le 

ribose dans la conformation 3’-endo. Les LNA peuvent être incorporés dans les siRNA, mais 

le positionnement idéal pour obtenir les meilleurs effets est plus restrictif que dans le cas des 

2’-O-méthyl ou 2’-fluoro.  
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II. METHODES PHYSIQUES. 
Beaucoup de lignées cellulaires sont réfractaires à la transfection, notamment les cellules 

primaires, ce qui nécessite le recours à des méthodes physiques. Celles-ci permettent l’entrée 

cellulaire des acides nucléiques par perturbation des membranes à l’aide de chocs électriques, 

osmotiques, thermiques ou mécaniques [24].  

 

A) Electroporation. 
Le principe de l’électroporation, appelée aussi électroperméabilisation, est de soumettre les 

cellules à un courant rapide de haut voltage (de l’ordre du kV/cm), ce qui crée des pores 

temporaires dans les membranes, permettant l’entrée des acides nucléiques [23] (figure 18). 

  

 

Figure 18 : Principe de l’électroporation. 

 

Cette méthode a été utilisée pour la première fois en 1982 afin d’introduire de l’ADN dans 

des cellules de mammifères [191]. Toutefois, même si cette technique ne présente pas de 

limitation de taille ou de type cellulaire [79], son application est difficile à optimiser, compte 

tenu de la faible efficacité de transfection et de la mort cellulaire induite. De plus, cette 

méthode est invasive puisqu’elle nécessite l’implantation d’électrodes dans la région cible 

[131]. 
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Appliquée aux siRNA, cette méthode permet une haute captation cellulaire (plus de 90%), 

malheureusement accompagnée d’une faible viabilité cellulaire, inférieure à 60% [175]. 

L’électroporation a été utilisée pour délivrer des siRNA dans les reins [253], le cerveau [4], 

les yeux [172], les muscles [83, 132], la peau [303] et les articulations [111] de rongeurs. 

 

B) Injection hydrodynamique. 
Décrite au départ pour la délivrance d’ADN plasmidique dans des organes variés [157, 302], 

l’injection hydrodynamique de siRNA a été utilisée pour éteindre l’expression génique dans 

différents tissus [174]. 

 

Il s’agit d’une injection rapide (3-5s) de grands volumes de solutions physiologiques (environ 

50 ml/kg), à l’origine au niveau de la veine de la queue des souris [149]. Les tissus 

préférentiellement atteints par cette méthode de délivrance sont le foie, les reins, la rate, les 

poumons et le pancréas. Le mécanisme par lequel les siRNA sont délivrés aux cellules reste 

imprécis : la forte pression créée entraînerait des perturbations au niveau des membranes, 

facilitant ainsi la captation des siRNA [233].  

L’injection hydrodynamique de siRNA permet la meilleure délivrance possible in vivo, bien 

que cela reste limité aux tissus très vascularisés. Cette technique a été la première utilisée 

pour démontrer le potentiel de l’ARN interférence chez les mammifères [148, 174]. Une 

extinction efficace dans le foie de souris a ainsi été obtenue avec cette méthode de 

transfection, que ce soit avec des siRNA non modifiés ou modifiés [80]. 

 

L’injection hydrodynamique a principalement été vue comme un outil de recherche 

puisqu’elle n’est pas directement transposable à un usage clinique, à cause des grandes 

quantités à injecter et de la toxicité cellulaire induite par la forte pression générée [8]. 

Toutefois, Hagstrom et son équipe ont adapté cette méthode pour délivrer des siRNA, et 

d’autres acides nucléiques, dans les muscles squelettiques de rats, de chiens et de macaques 

rhésus [91]. Dans cette variante, la technique consiste à isoler fonctionnellement un muscle à 

l’aide d’une sorte de garrot, et à administrer de façon IV de larges solutions d’acides 

nucléiques. La délivrance thérapeutique de plasmides ou de siRNA à l’Homme grâce à cette 

stratégie a été proposée ; si des précautions sont prises, on peut ne provoquer que des 

dommages tissulaires modérés et réversibles [265]. 
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C) Ultrasons. 
Cette technique repose sur la capacité des ultrasons à augmenter de façon temporaire la 

perméabilité membranaire. Ce phénomène pourrait être le résultat de la formation de 

microbulles finissant par se rompre et engendrant ainsi des cavitations [89]. Une autre théorie 

avance le fait qu’un jet de haute vitesse est produit (plus de 600 km/h), provoquant 

l’augmentation de perméabilité membranaire [128]. L’efficacité de transfection augmente 

avec l’index mécanique, la fréquence et le temps d’exposition. Ces paramètres doivent être 

optimisés pour limiter les dommages causés aux cellules. 

Les ultrasons peuvent ainsi être utilisés pour délivrer des siRNA, comme le démontre le 

travail préliminaire réalisé in vitro par Kinoshita [131]. 

 

D) Bombardement de particules. 
Cette technique consiste à projeter à grande vitesse, par force électrostatique ou pression, de 

très petites particules de métal (tungstène ou or) recouvertes d’acides nucléiques [23]. Ceci est 

rapide, simple, sûr et applicable à une grande variété de cellules, sans limite de taille ou de 

quantité de matériel [79]. 

L’administration intradermique à l’aide d’un « pistolet » a été utilisée in vivo pour transfecter 

des siRNA afin d’améliorer l’efficacité de vaccins contre le cancer [129]. 

 

E) Microinjection. 
Il s’agit de la méthode la plus simple pour introduire des acides nucléiques dans des cellules, 

avec une efficacité de 100%. Elle consiste à introduire directement une macromolécule dans 

le cytoplasme ou le noyau des cellules à l’aide d’un capillaire en verre ultrafin (figure 19).  

 

Cette technique nécessite beaucoup de temps et du matériel spécifique, et c’est aussi la plus 

difficile à appliquer [79]. Toutefois, elle permet de contourner les problèmes de captation 

cellulaire dans les cellules particulièrement difficiles à transfecter, telles que les cellules 

primaires ou les neurones, et a donc déjà été appliquée in vitro aux siRNA [270]. 
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Figure 19 : Principe de la microinjection. 

 

III. METHODES VIRALES. 
Utilisés depuis plus de 20 ans dans le cadre de la thérapie génique, les vecteurs viraux ont 

récemment été appliqués à l’ARN interférence afin de délivrer aux cellules des vecteurs 

d’expression endogène d’ARN interférents.  

Le recours à des virus pour transporter des acides nucléiques repose sur le constat d’efficacité 

de ceux-ci à transférer leur propre matériel génétique dans les cellules humaines [48]. Pour 

produire des vecteurs viraux, on utilise des virus modifiés génétiquement, dits sécurisés. Le 

principe consiste à éliminer les séquences du virus qui codent les protéines, notamment celles 

associées à un éventuel comportement pathogène du virus, et à ne conserver que celles qui 

sont utilisées pour construire la particule virale, et assurer le cycle d’infection. Le génome du 

virus est alors modifié pour porter les séquences exprimant les ARN interférents. 

Les vecteurs viraux sont des systèmes de transfection très efficaces, mais leur application 

clinique est freinée par les inconvénients qu’ils présentent [258]. Ils peuvent induire des 
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réponses immunitaires et/ou s’intégrer de façon aléatoire dans le génome hôte. De plus, leur 

production s’avère relativement complexe et coûteuse. 

Néanmoins, un certain nombre d’approches virales ont été étudiées, chez les primates et les 

humains, qui concernent principalement cinq types de vecteurs viraux construits pour 

exprimer notamment des ARN en épingle à cheveux. Cela permet en effet d’initier une 

inhibition à long terme de l’expression de gènes cibles, caractéristique importante pour le 

traitement d’infections chroniques. 

 

A) Rétrovirus. 
Les rétrovirus ont été parmi les premiers vecteurs utilisés pour transfecter des cellules avec 

des ARN en épingle à cheveux. Ce sont des virus à ARN, et lors de l’infection, il y a une 

étape de rétrotranscription du génome en un fragment d’ADN qui pourra être intégré aux 

chromosomes. L’information génétique désirée se trouve alors insérée dans le génome de la 

cellule cible, le nouveau gène se transmettant de cellules mères en cellules filles. 

 

Une étude de Brummelkamp [37], utilisant des rétrovirus, a démontré la grande spécificité du 

concept d’ARNi et son intérêt dans des applications thérapeutiques, notamment en 

cancérologie. 

 

Alors que les rétrovirus sont très efficaces in vitro, ils souffrent de plusieurs inconvénients 

pour être appliqués in vivo, et plus spécialement en clinique chez l’Homme [12].  

En effet, compte tenu du mode d’intégration dans le génome hôte, leur sécurité d’emploi n’est 

pas totale : il existe un risque d’insertion mutagène, et potentiellement carcinogène. Trois 

patients d’un essai clinique de thérapie génique (transfert d’ADN), utilisant ces rétrovirus 

pour traiter le syndrome d’immunodéficience sévère lié à l’X, ont développé des leucémies 

[90]. Ceci explique la faible utilisation des vecteurs rétroviraux in vivo et pourquoi les autres 

types de vecteurs sont plutôt favorisés dans les expérimentations d’ARN interférence. 

Une limitation supplémentaire à l’utilisation des rétrovirus vient du fait qu’ils sont efficaces 

seulement sur les cellules en division. La plupart des cellules mammifères ne se divisent pas 

et les rétrovirus ne peuvent donc pas les atteindre. 
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B) Lentivirus. 
Les lentivirus font partie d’une sous-classe des rétrovirus, et se sont révélés très attrayants en 

tant que vecteur de transfection, pour des applications in vivo. Bien qu’il existe également des 

problèmes de sécurité d’emploi, ce type de virus est dénué de la plupart des inconvénients des 

rétrovirus [150]. En effet, il n’y a que peu de risque d’insertion mutagène et les lentivirus sont 

capables de transfecter efficacement des cellules primaires ou des cellules quiescentes. De 

plus, les lentivirus sont capables d’incorporer de grandes quantités de matériel génétique et ne 

sont que faiblement immunogènes. 

 

Les lentivirus ont principalement été utilisés pour des applications locales, et leur capacité à 

transfecter des cellules quiescentes, telles que les neurones, font de ces virus un des systèmes 

de choix pour les applications au niveau du système nerveux. 

Ils ont ainsi été utilisés avec succès pour réguler des gènes cibles dans le cerveau après 

injection locale [18, 59]. L’équipe de Singer a utilisé des vecteurs lentiviraux sur un modèle 

murin de maladie d’Alzheimer. Ils ont ciblé un gène impliqué dans le clivage de précurseurs 

d’amyloïde, et ont obtenu une réduction de la formation des plaques typiques de la maladie 

[237]. 

D’autre part, suite à une injection intramusculaire, le lentivirus EAIV, virus de l’anémie 

infectieuse équine, est capable d’infecter les motoneurones spinaux. Il a été utilisé sur un 

modèle murin de sclérose latérale amyotrophique (SLA), et a permis de retarder l’apparition 

des symptômes de la maladie, tout en augmentant la survie des animaux [150]. 

 

Une voie de recherche prometteuse pour augmenter l’application des lentivirus dans le cadre 

de l’ARN interférence concerne le développement de virus qui auraient un certain tropisme 

tissulaire. Pour ce faire, il s’agit d’inclure du matériel d’enveloppe d’autres virus ayant une 

spécificité pour certaines cellules [165]. 

 

C) Adénovirus. 
Il s’agit d’un virus à ADN qui présente la caractéristique de faire pénétrer son matériel 

génétique sans attendre la mitose cellulaire, et sans insérer la nouvelle information génétique 

dans le génome de la cellule cible. L’information génétique est extrachromosomale, mais ceci 

implique qu’elle est conservée de façon moins stable dans les cellules et peut être perdue 

durant les divisions cellulaires successives. Les adénovirus représentent les vecteurs adéquats 
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pour toutes les applications où un effet transitoire est suffisant (par exemple, en thérapie 

génique anti-tumorale). 

 

Les vecteurs adénoviraux sont très utilisés pour les essais cliniques de thérapie génique en 

transfert d’ADN, puisqu’on les retrouve actuellement dans environ 25% d’entre-eux [218]. 

Dans la littérature, on retrouve également de nombreux articles décrivant l’utilisation de ce 

type de vecteurs pour l’application thérapeutique de l’ARN interférence in vivo. 

La première étude d’ARNi ayant utilisé un vecteur adénoviral in vivo a été publiée en 2002 et 

concerne des applications dans le système nerveux central [288]. Chez une souris 

transgénique exprimant la GFP, Xia et son équipe ont obtenu une extinction de cette protéine 

dans le cerveau, suite à une injection locale. Même si cet essai concerne une protéine exogène 

et n’implique aucun résultat thérapeutique, cela prouve le potentiel d’applications médicales 

de l’ARNi au niveau du cerveau, que ce soit pour étudier sa fonction, ou pour le traitement de 

maladies dégénératives. 

Afin d’utiliser l’ARNi en thérapeutique anti-cancéreuse, de nombreux groupes ont utilisé des 

vecteurs adénoviraux, exprimant des ARN en épingle à cheveux. Ils ont eu recours à des 

injections locales au niveau de tumeurs sous-cutanées dans le but de stopper leur croissance. 

Une grande variété d’oncogènes a été ciblée dans différents types de tumeurs, et une réduction 

de la croissance tumorale a très souvent été obtenue dans ces études [88, 151, 205, 304].  

Il n’existe qu’un nombre limité d’études rapportant l’utilisation systémique des vecteurs 

adénoviraux pour l’ARNi in vivo. Une de ces études a été réalisée par injection intraveineuse 

d’un adénovirus contenant une construction ciblant la β-glucuronidase murine, et son 

expression au niveau du foie s’en est trouvée diminuée [288].  

 

L’hépatotoxicité des adénovirus, limitant leur dose d’utilisation en IV, et leur manque de 

spécificité cellulaire, impliquent la nécessité de développer de nouvelles stratégies afin 

d’améliorer le tropisme cellulaire ou tissulaire de ces vecteurs viraux. Une nouvelle 

génération de vecteurs adénoviraux pour la thérapie génique in vivo a vu le jour, ce qui offre 

des perspectives prometteuses pour l’application ciblée de l’ARNi [195]. 
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D) Virus associé à lʼadénovirus (AAV). 
Ce type de vecteur viral semble être très prometteur pour délivrer des siRNA, puisqu’il 

présente de nombreux avantages. En effet, on ne lui connaît aucune pathogénicité, et il peut 

être appliqué à un large spectre de cellules cibles, incluant les cellules quiescentes. 

De nombreuses publications rapportent le succès de son utilisation in vitro [184, 263] mais il 

existe peu d’études réalisées in vivo. En effet, ces vecteurs viraux ont seulement été utilisés 

par injection locale au niveau du cerveau [16, 289]. 

La place du virus associé à l’adénovirus en tant que méthode de transfection d’ARNi in vivo 

demande donc à être étudiée attentivement.  

 

E) Baculovirus. 
Le baculovirus, virus d’insecte qui présente plusieurs avantages, est actuellement dans ses 

premières phases d’essai en tant que vecteur potentiel d’ARNi in vivo [150]. Son premier 

intérêt est qu’il peut contenir de grandes quantités d’information génétique. Il peut donc être 

utilisé à la fois comme vecteur en thérapie génique, et comme vecteur d’inhibition de 

l’expression de gènes. Le second avantage de ce virus concerne sa sécurité d’utilisation 

potentielle, étant donné qu’il est incapable de se répliquer et d’exprimer des protéines virales 

dans les cellules mammifères. 

Dans une étude sur un modèle animal, Ong [203] et son équipe sont parvenus à diminuer 

l’expression du gène de la luciférase dans le cerveau de rats, après co-injection d’un 

baculovirus comportant un plasmide codant pour la luciférase et un vecteur de shRNA ciblant 

cette même protéine. 

 

IV. METHODES NON VIRALES. 
Même lorsque l’on utilise des modifications chimiques pour stabiliser les duplex face à la 

dégradation, leur clairance plasmatique peut être rapide. L’utilisation d’un agent de 

transfection peut améliorer la pharmacocinétique et la délivrance des siRNA. Le recours à des 

méthodes chimiques de transfection est plus sûr que l’utilisation de vecteurs biologiques [23]. 
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A) Conjugaison. 
La conjugaison à des groupements lipophiles ou des aptamères (figure 20) peut augmenter la 

pharmacocinétique, la biodistribution tissulaire et la captation cellulaire des oligonucléotides, 

tels que les siRNA. 

 
Figure 20 : Stratégies de transfection des siRNA par conjugaison. (d’après De Fougerolles, 2007) 

 
Cette technique de conjugaison est particulièrement attractive puisque dans les siRNA, 

seulement un des deux brins est actif (le brin antisens). Il est possible d’attacher les 

groupements souhaités au niveau du brin sens sans entraver l’activité d’inhibition du second 

brin. Les conjugués peuvent au choix être placés à l’extrémité 3’ ou 5’ du brin sens, et 

quelquefois en 3’ de l’antisens [97].  

 

1-Groupements lipophiles. 
L’objectif de la conjugaison des siRNA à des groupements lipophiles est d’améliorer leurs 

propriétés pharmacocinétiques et leur biodistribution. Après administration systémique, les 

siRNA conjugués à des groupements lipophiles sont détectés au niveau du foie, du cœur, des 

reins, des tissus adipeux et pulmonaires [244]. Ces propriétés pharmacocinétiques 

correspondent aux observations précédemment réalisées avec les prodrogues lipophiles [201]. 

Il se trouve en effet que celles-ci sont distribuées dans l’organisme selon leur interaction avec 

des protéines sériques. 

Dans un deuxième temps, il s’agit d’augmenter la captation cellulaire des siRNA, que ce soit 

par l’intermédiaire de récepteurs spécifiques, ou en facilitant leur passage transmembranaire. 

 

Pour améliorer la délivrance de siRNA dans le foie humain sans utiliser d’agent de 

transfection, Lorenz et son équipe ont synthétisé des siRNA conjugués à des dérivés de 

cholestérol, d’acide litocholique ou d’acide laurique [160]. La partie lipidique a été attachée 

de façon covalente à l’extrémité 5’ des siRNA, sur le brin sens, le brin antisens, ou sur les 
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deux brins, grâce à la chimie des phosphoramidites. Ces siRNA se sont révélés capables 

d’inhiber l’expression des protéines ciblées (la β-galactosidase et une protéine du VHC), 

d’autant plus efficacement lorsque la partie hydrophobe se trouve sur le brin sens.  

 

De même, par conjugaison de cholestérol en 3’ du brin sens du siRNA au moyen d’un lien 

pyrrolidine, Soutschek a montré qu’il améliorait les propriétés pharmacocinétiques des 

siRNA. Chez le rat, des duplex modifiés non conjugués ont une demi-vie d’élimination de 

0,1h alors que des siRNA conjugués à du cholestérol ont une demi-vie de 1,5h [244]. En plus 

d’augmenter la résistance contre les nucléases, la conjugaison au cholestérol stabilise les 

siRNA dans le sang, par augmentation de la liaison à l’albumine sérique humaine. Elle 

favorise également la captation et l’internalisation des siRNA par le foie, par l’intermédiaire 

des récepteurs du cholestérol.  

Chez la souris, l’administration d’un siRNA spécifique de l’ApoB résulte en une extinction de 

60% de l’ARNm correspondant dans le foie, et de 75% dans le jéjunum [244]. De plus, aucun 

effet non spécifique ni aucune stimulation immunitaire n’ont été observés malgré la forte dose 

nécessaire à l’activité (50 mg/kg). Pourtant, l’importante liaison cellulaire des conjugués 

oligonucléotidiques lipophiles interfère de façon non spécifique avec les processus cellulaires 

naturels, comme le transport des dipeptides [185]. Il est donc nécessaire d’évaluer de façon 

détaillée la sécurité d’emploi de cette stratégie, potentiellement applicable en clinique. 

 

2-Aptamères. 
Les aptamères sont des acides nucléiques particuliers qui se lient spécifiquement et avec une 

grande affinité à des antigènes cellulaires définis. Ils ont d’ailleurs souvent été vus comme des 

alternatives non protéiques aux anticorps, possédant en plus une meilleure diffusion tissulaire 

puisqu’ils sont de plus petite taille (moins de 15 kDa contre 150 kDa).  

De petits aptamères (25-35 bases) qui se lient à une grande variété de cibles avec une affinité 

importante ont déjà été décrits [192]. Il peut également être possible de concevoir des 

conjugués siRNA-aptamères avec de plus longs brins (45-55 bases), tant que cela reste dans 

les capacités techniques de synthèse. Avec cette approche, les conjugués thérapeutiques ne 

sont constitués que d’ARN, ce qui présente l’avantage de limiter les effets secondaires, 

potentiellement rencontrés avec les agents de transfection. 

 

La conjugaison à des aptamères peut permettre de délivrer des siRNA à des cellules 

spécifiques. La preuve de ce concept a été apportée in vitro et in vivo, à l’aide d’aptamères 
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ciblant des antigènes membranaires spécifiques de la prostate (prostate-specific membrane 

antigen, PSMA). Ces PSMA sont des récepteurs de surface surexprimés par les cellules 

cancéreuses prostatiques et l’endothélium vasculaire des tumeurs.  

Des aptamères PSMA, conjugués directement à des siRNA [177], ou par l’intermédiaire d’un 

pont streptavidine [43], ont permis une captation cellulaire spécifique in vitro et une inhibition 

de l’expression de protéines cibles.  

In vivo, des siRNA dirigés contre des gènes de survie et conjugués à des aptamères PSMA, 

sont internalisés par les cellules après administration locale, et mènent à une inhibition de 

l’expression de l’ARNm correspondant, ainsi qu’à une mort cellulaire. Ils ont ainsi permis une 

régression de la tumeur dans un modèle de cancer de la prostate [177]. 

 

Alors que ces conjugués sont utilisables in vivo par administration locale, ils présentent 

encore une demi-vie courte et une clairance plasmatique assez rapide, limitant les possibilités 

d’une administration systémique.  

 

B) Vecteurs cationiques. 
Ces systèmes présentent plusieurs avantages, notamment en comparaison aux vecteurs 

viraux [77, 162] :  

 production à grande échelle et à faibles coûts 

 sécurité d’utilisation 

 ciblage cellulaire possible 

 faible immunogénicité.  

Plusieurs types de vecteurs non viraux ont été évalués pour les applications d’extinction par 

ARNi. On retrouve notamment les lipides cationiques, les polymères cationiques et les 

peptides de pénétration cellulaire. 

 

1-Généralités. 
a) Caractéristiques principales. 

Le point commun de tous ces vecteurs est leur charge positive, qui facilite à la fois la 

formation de complexes avec les acides nucléiques polyanioniques, et l’interaction avec les 

membranes cellulaires, chargées négativement.  

Ces vecteurs cationiques peuvent former des particules dans lesquelles l’acide nucléique est 

emprisonné à l’intérieur du corps de la particule, et pas simplement adsorbé à la surface par 
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interactions électrostatiques. Les complexes sont plus spécifiquement appelés lipoplexes ou 

polyplexes, selon que le vecteur utilisé est un lipide ou un polymère.  

Bien que les mécanismes exacts de délivrance soient variés, ces complexes et particules 

peuvent, à des degrés divers : 

 protéger les siRNA dans le sang 

 éviter l’accumulation dans le système réticulo-endothélial 

 atteindre les cellules cibles. 

Ils permettent d’altérer les propriétés pharmacocinétiques des siRNA, prolongeant ainsi leur 

demi-vie in vivo. Ils permettent notamment de former des structures de taille supérieure à la 

limite d’excrétion rénale (6 nm, ou 50 kDa).  

 

Il est toutefois à noter que les systèmes de transfection cationiques (notamment les lipides) 

peuvent augmenter les effets non spécifiques, mais également la stimulation immunitaire des 

siRNA [117, 164]. La sélection inappropriée d’un vecteur de transfection peut ainsi diminuer 

l’activité biologique d’extinction, tout en provoquant des effets secondaires indésirables. Leur 

succès peut également être limité in vivo à cause d’une agrégation avec les facteurs circulants 

du sang ou d’une fixation à la matrice extracellulaire. 

 

b) Internalisation cellulaire. 

Pour pénétrer dans les cellules, les particules doivent posséder une charge de surface 

cationique, afin d’interagir avec les syndécanes, des héparanes sulfates protéoglycanes 

(HSPG) anioniques responsables de leur internalisation [134]. 

Les syndécanes sont des protéines transmembranaires présentes sur toutes les cellules 

adhérentes. Leur fonction cellulaire primaire est d’agir comme des molécules d’adhésion. En 

effet, elles lient les protéines de la matrice extracellulaire et contribuent à coordonner les 

processus cellulaires de migration, d’adhésion et d’organisation du cytosquelette. La liaison à 

ces récepteurs semble également être un moyen général de macropinocytose, utilisé pour 

capter diverses entités telles que les chylomicrons, des pathogènes et/ou les particules formées 

par les vecteurs cationiques. 

 

L’internalisation des complexes cationiques par l’intermédiaire des syndécanes se déroule en 

trois étapes (figure 21). Dans un premier temps, les particules cationiques se lient aux 

syndécanes de façon électrostatique. Ceci déclenche le regroupement des HSPG au niveau de 

radeaux lipidiques, riches en cholestérol. Il en résulte une activation de la protéine kinase C, 
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qui permet la liaison de filaments d’actine au domaine intracellulaire des syndécanes, par 

l’intermédiaire de protéines adaptatrices. Ces filaments permettent ensuite l’invagination de la 

membrane cellulaire puis l’englobement des particules cationiques dans une vacuole 

intracytoplasmique. 

 

 
Figure 21 : Mécanisme de pénétration cellulaire des complexes cationiques. (d’après Kopatz, 2004) 

 

Les particules cationiques se retrouvent séquestrées dans des endosomes, et doivent réussir à 

s’en échapper pour que les acides nucléiques exercent leur effet biologique. Cette sortie des 

vésicules d’endocytose peut être facilitée par l’ajout de molécules déstabilisant les 

membranes, ou grâce à une propriété intrinsèque de pouvoir tampon des vecteurs cationiques. 

Ces points seront développés dans les paragraphes suivants. 

 

c) Ligands dʼaide à la transfection. 

Des modifications des particules peuvent être envisagées afin d’améliorer leurs propriétés de 

transfection (figure 22).  

Il est par exemple possible d’ajouter : 

 du polyethylène glycol (PEG) pour stabiliser les particules et prolonger leur demi-vie 

plasmatique  

 un ligand de ciblage, tel qu’un anticorps spécifique d’un récepteur ou d’un antigène de 

surface, pour permettre une atteinte tissulaire ou cellulaire particulière  

 des molécules facilitant le relargage cytoplasmique depuis les endosomes. 

 



Chapitre 5 : Méthodes de transfection 

-69-  

 
Figure 22 : Description schématique des composants structuraux de transfection. (d’après Akhtar, 2007) 

 

c1.Amélioration des propriétés pharmacocinétiques. 
Les particules obtenues avec des vecteurs cationiques, compte tenu de leur charge de surface 

positive, peuvent interagir de façon électrostatique avec les protéines plasmatiques 

circulantes, formant des agrégats qui vont être captés puis éliminés par le système réticulo-

endothélial. Pour éviter toute interaction non spécifique et une clairance trop rapide, il est 

possible de diminuer la formation d’agrégats et les problèmes consécutifs en masquant la 

charge de surface de ces particules par l’utilisation de polymères hydrophiles [206]. A cet 

effet, plusieurs types de molécules sont disponibles (notamment des polysaccharides), mais 

l’approche la plus courante est l’utilisation de PEG (figure 23). 

 

 
Figure 23 : Formule du PEG. 

 
c2.Ciblage cellulaire. 

Il existe des récepteurs de surface, spécifiques d’un tissu ou d’une pathologie, qui peuvent 

être utilisés pour un ciblage sélectif.  

Des peptides RGD (Arg-Gly-Asp) ont été utilisés comme motif de ciblage des intégrines αvβ3 

ou α5β1, exprimées par les tissus vasculaires tumoraux [229]. Les intégrines sont des 

molécules qui lient le cytosquelette à la matrice extracellulaire, et qui peuvent capter diverses 

entités par une endocytose médiée par la clathrine. On les retrouve essentiellement au niveau 

des cellules endothéliales, ce qui explique qu’on les retrouve en grande quantité au niveau des 

tumeurs, où la néoangiogenèse est importante. 
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La transferrine conjuguée à des polycations est connue depuis 15 ans pour faciliter la 

transfection de l’ADN [279]. Le récepteur spécifique de cette molécule est présent à la surface 

de toutes les cellules de l’organisme et permet le passage transmembranaire du fer lié à la 

transferrine. Le nombre de récepteurs situés sur chaque cellule est directement proportionnel 

aux besoins en fer, et ce sont les cellules de la moelle osseuse qui en expriment le plus, 

environ 70 à 80% de la totalité. Les cellules tumorales peuvent également en exprimer de 

grandes quantités, permettant alors un ciblage spécifique de complexes cationiques conjugués 

à de la transferrine, ainsi que leur entrée cellulaire médiée par ces récepteurs. 

Le ciblage cellulaire de particules de transfection est également proposé par l’intermédiaire 

des récepteurs de l’acide folique, via un ligand folate [110]. Ceux-ci son surexprimés au 

niveau des cellules cancéreuses, puisque l’acide folique est essentiel pour le développement et 

la croissance cellulaires. 

D’autres ligands de ciblage ont été développés pour permettre de délivrer des siRNA à des 

tissus ou cellules spécifiques [179], mais nous ne les détaillerons pas ici. On trouve par 

exemple des anticorps ou des sucres, tels que le galactose ou le mannose. 

 

c3.Sortie des endosomes. 
Une fois à l’intérieur des cellules, les siRNA doivent s’échapper des compartiments 

cellulaires dans lesquels ils sont enfermés, tels que les endosomes ou les lysosomes, afin 

qu’ils puissent exercer leur activité biologique dans le cytoplasme. 

On peut recourir à des lipides fusogéniques comme la DOPE (L-α dioleoyl phosphatidyl 

éthanolamine) [98]. Cette molécule facilite le relargage cytoplasmique [300] par 

l’intermédiaire de la fusion et/ou de la rupture de la membrane endosomale, par formation de 

structures lipidiques hexagonales (capacité de transition de monocouche de phase Lα en phase 

inversée HII ; phénomène dépendant des conditions de concentration, pH et température). 

Cette molécule est un lipide helper puisqu’elle est inactive par elle-même en tant qu’agent de 

transfection, probablement à cause de son incapacité à interagir spontanément avec l’ADN 

[72]. 

On peut également utiliser des peptides sensibles au pH [278] tels que la poly-histidine-lysine 

qui permet de déstabiliser la membrane des endosomes. Cette approche a notamment été 

exploitée pour transfecter des siRNA in vitro [161]. 
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2-Systèmes lipidiques. 
Les liposomes et les lipidiques cationiques sont les systèmes de délivrance les plus utilisés 

pour obtenir un effet biologique sur culture cellulaire. Grâce à leur charge positive, ces 

systèmes ont une bonne affinité pour la membrane plasmique chargée négativement, et 

permettent une entrée cellulaire par endocytose. 

Il est nécessaire d’optimiser les conditions d’utilisation de ces systèmes, notamment au niveau 

du rapport de charge entre le lipide cationique et l’acide nucléique anionique. L’efficacité de 

transfection dépend également du type et de la nature du lipide cationique, du type cellulaire, 

de la chimie des oligonucléotides, et même de la formation des lipoplexes [245]. 

 

a) Liposomes. 

Les liposomes sont composés d’un compartiment aqueux entouré d’une bicouche lipidique, 

constitué de différents types de lipides (figure 24). Ils sont largement utilisés comme système 

de délivrance des acides nucléiques puisqu’ils permettent la protection et la captation 

cellulaire de ces molécules. De nombreuses équipes ont travaillé sur les formulations 

liposomales, et depuis la fin des années 1990, elles ont été approuvées par la Food and Drug 

Administration (FDA) pour la délivrance de petites molécules médicamenteuses [181]. 

Les liposomes peuvent être modifiés avec des ligands tels que des folates ou des petits 

peptides qui aident à la délivrance et au ciblage tissulaire ou cellulaire [62]. Par 

l’intermédiaire de l’utilisation de substituants neutres tels que du PEG, les liposomes peuvent 

être stabilisés et rendus plus furtifs, pour diminuer leur clairance et améliorer leur 

pharmacocinétique [206]. Il est intéressant de noter que des liposomes PEGylés ont été 

cliniquement approuvés comme système de délivrance de la doxorubicine, et représentent 

donc une possibilité sérieuse de transfection des siRNA chez l’Homme. 

 

 

 

 

Figure 24 : Formulation liposomale 
pour la transfection des siRNA. 
(d’après De Fougerolles, 2007) 
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Bien que les liposomes neutres aient été utilisés avec succès pour transfecter des siRNA in 

vivo [92], les liposomes cationiques sont plus couramment utilisés. 

Des liposomes cationiques, formés de lipides cationiques, de lipides fusogènes et modifiés par 

du PEG, ont ainsi été utilisés. Après administration systémique chez des souris et des primates 

non humains, les siRNA contenus dans ces systèmes se sont révélés capables d’éteindre le 

gène de l’ApoB au niveau du foie [306]. Le même type de liposomes a été utilisé avec succès 

par Morrissey et son équipe pour inhiber le virus de l’hépatite B chez des souris [186].  

 

b) Lipides cationiques. 

Les lipides cationiques sont constitués d’une tête chargée positivement, reliée à une ou 

plusieurs queues hydrophobes. Les lipides de première génération possèdent une tête 

monocationique tandis que ceux de deuxième génération, les lipopolyamines, ont une tête 

polycationique. Ils permettent de transfecter in vitro des types cellulaires variés avec une 

grande efficacité, une faible toxicité, tout cela de façon simple et reproductible [79]. Les 

particules formées avec ces lipides diffèrent des liposomes. Il s’agit de structures 

multilamellaires [217] ne comportant pas de compartiment central aqueux.  

 

Les lipides cationiques sont les agents de délivrance les plus couramment utilisés pour la 

transfection des siRNA sur culture tissulaire [81], ils représentent même la méthode de choix 

dans ce cas. Pourtant, leur utilisation en clinique peut être limitée à cause notamment de 

considérations toxicologiques. La toxicité varie avec la composition chimique précise des 

lipides employés, de la dose, et de différents autres facteurs [22].  

La plupart des effets toxiques des lipides cationiques in vivo provient d’interactions 

électrostatiques. Ils peuvent interagir avec les protéines sériques circulantes, les lipoprotéines, 

ou encore les glycosaminoglycanes de la matrice extracellulaire, ce qui mène à une 

agrégation. Les conséquences de ce phénomène peuvent être une obstruction des capillaires 

sanguins, mais également une clairance plasmatique rapide et une accumulation dans le 

système réticulo-endothélial. Lorsque les lipides interagissent avec les protéines du 

complément, ils déclenchent la libération de nombreuses cytokines menant à une réponse 

inflammatoire. A très haute dose, les lipides peuvent entraîner une lymphopénie, une 

thrombocytopénie et une nécrose hépatique [266]. 

De plus, il a été montré in vitro que certaines formulations cationiques augmentent la réponse 

immunitaire des siRNA [164] et/ou sont responsables de modifications de l’expression 

génique globale [202]. 
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Malgré ces inconvénients, les molécules lipidiques sont largement évaluées, et il y a un 

nombre croissant d’études in vivo rapportant la délivrance efficace de siRNA avec ces 

systèmes. Bien que la voie IV ait été utilisée pour l’administration systémique des lipides 

[15], elle favorise leur toxicité et c’est donc l’injection IP qui est souvent privilégiée [75, 243,  

275]. A côté de cela, on retrouve aussi des études de transfection de siRNA par administration 

locale, soit par injection directe dans le système nerveux central [98, 163], soit en application 

topique [166, 208]. 

 

3-Polymères cationiques. 
Les polymères cationiques, linéaires ou branchés, lient et condensent facilement l’ADN. Ils 

sont très largement utilisés pour la transfection de gènes ou d’oligonucléotides.  

 
Figure 25 : Mécanisme de l’éponge à protons. (d’après Behr, 1997) 
L’entrée de H+ et de Cl- dans l’endosome s’accompagne d’une entrée d’eau pour stabiliser 
la pression osmotique, ce qui aboutit au gonflement puis à la rupture de l’endosome. 

 

A quelques exceptions près (notamment la polylysine), la grande densité de charge des 

polymères leur permet de tamponner le pH endosomal. Cela a pour conséquence d’augmenter 

l’entrée de protons et d’eau dans les endosomes, dans lesquels les polyplexes sont séquestrés. 

Ce phénomène aboutit à la rupture de la vésicule et à la libération des acides nucléiques dans 

le cytoplasme [25]. C’est ce que l’on appelle l’effet d’éponge à protons (figure 25). 

 

a) PEI. 

Parmi les polymères cationiques disponibles, on trouve la polyéthylènimine (PEI), utilisée 

depuis de nombreuses années pour faciliter la délivrance des acides nucléiques [84]. Ce 

composé a été identifié il y a plus de 60 ans, et son innocuité a largement été démontrée au 
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travers de ces utilisations variées, par exemple dans les shampooings, les procédés de 

purification d’eau ou encore d’extraction de minerais [219]. Ce polymère existe sous forme 

linéaire ou branchée, et à différents poids moléculaires, allant de 1kDa à plus de 1000kDa. En 

général, les PEI de faible poids moléculaire (≤ 25kDa) sont de meilleurs agents de 

transfection que ceux de plus haut poids moléculaire, car ces derniers ont tendance à être 

toxiques [74]. 

 

La structure de cette molécule (répétition du motif éthylène imine -CH2-CH2-NH-) explique 

son intérêt en tant que vecteur synthétique : tous les trois atomes du squelette se trouve un 

atome d’azote qui peut être protoné. La PEI possède ainsi une forte densité de charges 

cationiques, responsable de ses propriétés fonctionnelles. D’une part, elle est capable de 

condenser les acides nucléiques, par l’intermédiaire des fortes interactions ioniques entre les 

charges positives des amines primaires, et les groupes phosphates anioniques des nucléotides. 

D’autre part, cette molécule est capable de tamponner très efficacement l’acidité des 

endosomes [298]. La protonation globale de la PEI passe de 20 à 45% des amines lorsque le 

pH varie entre des valeurs de 7 et 5 [249].  

 

La PEI est le polymère cationique possédant la plus grande densité de charges cationiques, et 

elle a régulièrement été utilisée avec succès pour le transfert d’ADN in vitro et in vivo [13, 

32]. Cette molécule fait partie des vecteurs les plus efficaces in vivo, et des essais cliniques de 

thérapie génique utilisant la PEI pour le transfert d’ADN sont en cours, notamment dans le 

traitement de cancers de la vessie [199]. De ce fait, la PEI semble être un système de 

transfection prometteur pour une utilisation in vivo des siRNA.  

 

La PEI a ainsi été utilisée en 2004, pour délivrer des siRNA dans un modèle murin d’infection 

par l’influenza virus [78]. Suite à une administration IV, les siRNA contenus dans les 

polyplexes ont permis de contrôler l’expression du virus au niveau pulmonaire.  

Dans un modèle murin de tumeur sous-cutanée, l’administration intrapéritonéale de siRNA, 

complexés avec de la PEI linéaire, mène à leur délivrance au niveau des tumeurs, résultant en 

une diminution de croissance tumorale [268]. 

 

Les études ci-dessus rapportent l’efficacité de la PEI pour délivrer des siRNA in vivo, mais il 

existe également des études dans lesquelles ce polymère se révèle inefficace [98]. A cause de 

ces performances variables, l’utilisation de la PEI n’a pas été généralisée à la transfection des 



Chapitre 5 : Méthodes de transfection 

-75-  

siRNA [22]. Toutefois, différentes études in vivo indiquent un effet bénéfique de la PEI dans 

des formulations plus complexes. 

 

Différentes sortes de modifications ont été apportées à la PEI pour lui permettre de transfecter 

efficacement des siRNA in vivo. Par exemple, des nanoparticules à base de PEI PEGylée, 

portant un peptide Arg-Gly-Asp pour cibler les intégrines, ont été utilisées sur un modèle 

murin de tumeur sous-cutanée [229]. Leur administration IV résulte en une captation sélective 

des siRNA (anti-VEGF) au niveau de la tumeur, menant alors à une réduction de 

l’angiogenèse et à une inhibition de la croissance tumorale. 

La conjugaison de transferrine à des complexes cyclodextrine/PEI/adamantine/PEG a 

également été explorée. Cette construction améliore le ciblage de tumeurs et elle a été utilisée 

pour transfecter des siRNA in vivo chez la souris [108].  

 

b) Dendrimères. 

Les dendrimères représentent une autre classe de polymères fréquemment utilisés pour la 

transfection d’acides nucléiques [262, 292].  

Figure 26 : Structure des 
dendrimères. 

 

 
 

Il s’agit de polyamidoamines (PAMAM), des macromolécules tridimensionnelles quasi-

sphériques, de structure branchée, et qui portent un grand nombre de groupes amines 

(figure 26). Ces amines ne sont pas toutes protonées à pH physiologique, d’où un pouvoir 

tampon potentiel [219]. Ces systèmes peuvent être synthétisés de façon à obtenir un poids 

moléculaire, une forme et une taille précis. 
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Ces vecteurs ont été utilisés pour délivrer des siRNA in vivo [19] mais ils ont principalement 

été étudiés in vitro [119, 305]. En effet, ces molécules présente une certaine toxicité non 

spécifique, ralentissant leur utilisation in vivo [105]. 

 

c) Autres polymères. 

c1.Protamine. 
La protamine, polyamine cationique, peut complexer et condenser les acides nucléiques et a 

donc été utilisée pour la transfection d’ADN et d’oligonucléotides [273]. Elle peut être 

conjuguée à différentes molécules qui améliorent ses performances. La protamine a par 

exemple été conjuguée à des fragments Fab d’anticorps pour cibler sélectivement certaines 

cellules (figure 27), et cette approche a été utilisée avec succès pour délivrer des siRNA en IV 

chez la souris [211, 241]. 

 

 

 

Figure 27 : Représentation de la liaison non covalente de 
siRNA avec des protéines de fusion anticorps-protamine. 
(d’après De Fougerolles, 2007) 

 

 
 

c2.Atélocollagène. 
L’atélocollagène est une très grosse protéine de 300 kDa, dérivant de collagène de type I, issu 

de derme de veau. Lorsqu’elle est complexée avec les siRNA, cette polyamine cationique 

améliore de trois fois la demi-vie des siRNA et augmente leur captation cellulaire [182].  

In vivo, ce polymère s’est avéré capable de transfecter efficacement des siRNA ciblant le 

VEGF dans un modèle de cancer de la prostate [254], des métastases osseuses [255] et un 

modèle de cancer des testicules [182]. 

 

c3.Chitosan. 
Le chitosan, polysaccharide cationique constitué de résidus glucosamines, a été régulièrement 

évalué en tant que système de transfection des acides nucléiques, puisqu’il apparaît être un 

vecteur biocompatible, simple à utiliser et peu coûteux [135]. Des particules à base de ce 
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polymère se sont révélées efficaces pour la délivrance de siRNA in vitro et in vivo [54, 106, 

121, 159]. 

 

c4.Cyclodextrine. 
Un polymère cyclodextrine, modifié par un ligand transferrine, a été utilisé pour délivrer par 

IV des siRNA dans un modèle murin de sarcome d’Ewing [107]. Ce type de système de 

transfection a également été utilisé en IV chez des primates non humains, démontrant la très 

bonne tolérance à ce vecteur [100]. 

 

4-Peptides cationiques. 
Certaines séquences peptidiques, naturelles ou synthétiques, ont la capacité d’entrer dans les 

cellules [167]. Ces motifs particuliers, comportant au maximum 30 acides aminés et 

possèdant une charge globale positive, ont été dénommés « peptides de pénétration 

cellulaire » (cell-penetrating peptides ; CPP). Le mécanisme du passage de la membrane 

cellulaire par les CPP est encore imprécis. En effet, il semblait initialement que leur mode 

d’entrée était indépendant des voies d’endocytose [56, 250], mais des études ultérieures 

indiquent maintenant le contraire [61, 222]. 

Ces peptides ont largement été utilisés in vitro ou in vivo pour délivrer différentes molécules 

dans les cellules, dont des acides nucléiques [65]. Ils ont tout naturellement été appliqués à la 

délivrance de siRNA, principalement in vitro, suivant deux stratégies : 

 formation de complexes siRNA/CPP par interactions électrostatiques 

 conjugaison des CPP aux siRNA, de façon covalente. 

 

Il a ainsi été montré que des peptides MPG [236], penetratin [51] ou cholesteryl oligoarginine 

[130] permettaient, par formation de complexes, la délivrance de siRNA in vitro. Le peptide 

cholesteryl oligoargine a également été utilisé in vivo par administration locale à un modèle 

murin, permettant la régression de tumeurs par l’intermédiaire de siRNA ciblant le VEGF 

[130]. 

 

La conjugaison des siRNA à des CPP, tels que la penetratin ou le transportan, représente aussi 

une méthode assez efficace de délivrance des siRNA in vitro [188]. Les deux entités sont 

reliées par l’intermédiare d’une liaison labile, permettant la libération des siRNA une fois à 

l’intérieur des cellules. Bien que moins facile à mettre en œuvre, cette technique de 

conjugaison est intéressante puisqu’elle nécessite l’utilisation de moins de peptides que pour 
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la formation de complexes. De plus,  les conjugués oligonucléotides-CPP offrent l’avantage 

d’être des molécules, et non des particules, ce qui peut faciliter la transfection in vivo. Une 

étude récente a d’ailleurs montré pour la première fois que les conjugués siRNA-peptides 

pouvaient passer la barrière hémato-encéphalique après administration systémique [138]. 

 

V. RECAPITULATIF. 
Avant de choisir une méthode de transfection, il faut prêter attention au contexte cellulaire. La 

technique employée diffèrera selon que les cellules sont accessibles par une administration 

locale ou systémique, cette dernière imposant aux vecteurs de transfection des caractéristiques 

physiques et/ou fonctionnelles plus drastiques. De même, si les cellules cibles sont connues 

pour être réfractaires à la transfection (entre autres les cellules quiescentes ou se divisant peu), 

il faudra utiliser une méthode adaptée. 

Il existe de nombreuses méthodes de transfection (figure 28), d’efficacité et de complexité 

variables, aucune ne couvrant tous les types cellulaires et toutes les conditions 

environnementales [23]. Le choix de la technique la plus appropriée dépend du type 

d’application, mais également des avantages et des inconvénients de ces différents systèmes, 

sachant également que certaines méthodes sont préférentiellement utilisées.  

 

 
Figure 28 : Principales méthodes de transfection applicables à la délivrance des siRNA  in vivo. 



 

  

CHAPITRE 6 
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I. GENERALITES. 
A) Phases dʼessais cliniques. 
Ce n’est qu’après les multiples étapes de développement pré-clinique, et à condition que les 

résultats de l’expérimentation animale aient été jugés prometteurs et non dangereux, que les 

premiers essais thérapeutiques sur l’homme peuvent être réalisés. On parle alors de 

développement clinique [146]. Les essais cliniques sont une étape obligatoire et systématique 

du développement d’un médicament. Ils permettent de préciser l’effet d’un traitement chez 

l’homme, d’en déterminer l’efficacité ainsi que les éventuels effets indésirables. On distingue 

4 phases dans les essais cliniques, chacune étant considérée comme un essai clinique séparé 

pour un même médicament en développement [287]. 

 

Lors de la phase I, les essais sont généralement réalisés sur un petit groupe de volontaires 

sains (20 à 80). Toutefois, dans certains cas, ces études sont menées sur de vrais patients, 

notamment lors d’essais cliniques concernant les anti-cancéreux ou les médicaments contre le 

VIH. Ces essais ont lieu dans des centres spécialisés qui ont reçu un agrément de la part des 

autorités de santé. Ces études ont deux objectifs majeurs : 

 s’assurer que les résultats de toxicité obtenus lors du développement pré-clinique sont 

comparables à ceux obtenus chez l’Homme. Cela permet de déterminer la dose 

maximale de médicament tolérée. 

 mesurer, via des études de pharmacocinétique, le devenir du médicament dans 

l’organisme en fonction de son mode d’administration (absorption, distribution, 

métabolisme, excrétion). 

 

Les essais de phase II ont pour objectif de déterminer la posologie optimale du produit en 

terme d’efficacité et de tolérance sur une population limitée et homogène de patients 

(quelques centaines). Les interactions médicamenteuses ainsi que la pharmacocinétique font 

parfois l’objet d’études dès cette phase. 

 

Les essais de phase III, de plus grande envergure, sont conduits sur plusieurs milliers de 

patients représentatifs de la population de malades à laquelle le traitement est destiné. Ces 

essais visent à démontrer l’intérêt thérapeutique du médicament et à en évaluer le rapport 

bénéfice/risque. 
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Il s’agit d’essais comparatifs au cours desquels le médicament en développement est comparé 

à un traitement efficace déjà commercialisé ou, dans certains cas, à un placebo, c’est-à-dire un 

traitement sans activité pharmacologique. Cette comparaison se fait le plus souvent en double 

aveugle, c’est-à-dire que les traitements sont attribués de manière aléatoire sans que le patient 

et le médecin chargé du suivi ne soient informés de l’attribution dont ils font l’objet. 

C’est à l’issue de la phase III que les résultats peuvent être soumis aux autorités de santé pour 

l’autorisation de commercialisation. En Europe, l’autorisation de mise sur le marché est 

accordée par l’Agence Européenne des Médicaments (European Medicines Agency ou 

EMEA), tandis qu’aux Etats-Unis, c’est la Food and Drug Administration (FDA) qui en est 

chargée. 

 

Les essais de phase IV sont menés une fois que le médicament est commercialisé, donc ils 

concernent un nombre de patients souvent très important (jusqu’à plusieurs dizaines de 

milliers de personnes). Ils permettent d’approfondir la connaissance du médicament dans les 

conditions réelles d’utilisation, et d’évaluer sa tolérance à grande échelle. La 

pharmacovigilance permet ainsi de détecter des effets indésirables très rares qui n’ont pas pu 

être mis en évidence lors des autres phases d’essai. La découverte d’effets secondaires 

nuisibles peut mener à des restrictions d’usage du médicament commercialisé, voire à un arrêt 

de commercialisation.  

 

Les essais cliniques peuvent être publics ou privés, toutefois, 71% des études cliniques sont 

lancées à l’initiative des entreprises du médicament. Il est à noter qu’il s’écoule plusieurs 

années entre le début des essais thérapeutiques et l’autorisation de commercialisation d’un 

nouveau médicament. Il existe plusieurs raisons à cela : 

 pour certaines pathologies, notamment les maladies chroniques, il peut être nécessaire 

d’attendre plusieurs mois avant de pouvoir observer un effet thérapeutique 

 il peut être long d’identifier les patients présentant tous les critères d’inclusion 

indispensables pour participer à un essai clinique défini, tout en respectant les critères 

d’exclusion établis 

 obtenir le consentement des patients que l’on souhaite recruter, ou de leur famille,  

peut nécessiter du temps 

 il peut également être long de réunir un nombre suffisant de patients afin de constituer 

un échantillon statistique représentatif. 
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B) Lʼessor de lʼARN interférence. 
Depuis sa découverte en 1998 et l’identification des différents éléments impliqués, le domaine 

de l’ARNi est en pleine expansion. Compte tenu de la relative jeunesse de l’interférence par 

ARN, il y a déjà un nombre remarquable d’études in vivo publiées pour décrire le 

développement pré-clinique de siRNA thérapeutiques, ou des méthodes basées sur les siRNA 

pour valider des cibles thérapeutiques pour de petites molécules [22, 127].   

Les grandes sociétés pharmaceutiques et le monde académique se sont empressés d’exploiter 

les prouesses de l’ARN interférence pour accélérer la découverte et la validation de nouvelles 

molécules médicamenteuses, tandis que les entreprises de biotechnologies ont préféré placer 

leurs espoirs dans le développement de thérapeutiques innovantes. Cet essor de l’ARN 

interférence a d’ailleurs aboutit à la création de nouvelles « start-up » dans le domaine 

(Alnylam en 2002), mais également à des changements d’orientation de certaines entreprises 

auparavant spécialisées dans la recherche sur les ribozymes  ou la stratégie antisens (Sirna 

Therapeutics en 2003). Par la suite, certaines grandes sociétés pharmaceutiques ont rejoint ces 

entreprises de biotechnologies en établissant des collaborations pour le développement de 

nouvelles thérapeutiques (Novartis, Merck, …). Plus de 30 entreprises pharmaceutiques ou 

biotechnologiques ont déclaré avoir un intérêt ou des programmes de développement en cours 

concernant des thérapeutiques par ARN interférence [22]. 

 

 
Figure 29 : Principaux essais cliniques en cours dans le domaine de l'ARN interférence. 

 

L’évolution dans le développement de nouvelles thérapeutiques a été rapide, puisque la 

technologie d’interférence par ARN est passée, en à peine 6 ans, des essais in vitro sur culture 

cellulaire au stade des essais cliniques sur l’Homme ; le premier essai clinique a été débuté fin 
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2004, chez des patients souffrant de DMLA. Cette progression rapide est sans précédent en 

médecine, et prouve le fabuleux potentiel de l’ARNi en thérapeutique. 

Toutefois, compte tenu des difficultés de développement de méthodes de transfection 

efficaces, les premiers essais (figure 29) ont surtout concerné des pathologies pour lesquelles 

l’administration de siRNA est possible et aisée. Ainsi, on retrouve des traitements pour les 

pathologies oculaires, l’œil étant facilement accessible à des injections locales, des 

pathologies respiratoires, les poumons pouvant être atteints par les voies aériennes 

supérieures. De même, les maladies hépatiques font l’objet d’essais thérapeutiques, puisque le 

foie est un organe naturellement impliqué dans la biodistribution des siRNA. 

 

II. TRAITEMENT DES PATHOLOGIES OCULAIRES. 
Historiquement, les indications ophtalmiques ont toujours été très attrayantes pour les 

thérapeutiques basées sur l’utilisation d’oligonucléotides. Les seuls médicaments de ce type 

approuvés par la FDA concernent d’ailleurs l’œil : le fomivirsen (Vitravene), utilisé pour 

traiter la rétinite liée au cytomégalovirus chez les malades du VIH, et Macugen, utilisé pour le 

traitement de la DMLA [53, 139]. 

Cet attrait provient du fait que l’œil est un des tissus les plus accessibles dans l’organisme, 

permettant une administration locale de siRNA. En effet, l’injection directe dans la cavité 

oculaire permet de cibler efficacement la rétine. Un autre avantage dans le traitement des 

pathologies oculaires par des oligonucléotides est lié au fait que le compartiment oculaire est 

relativement pauvre en nucléases, en comparaison du sérum. 

 

A) Pathologies. 
1-Dégénérescence maculaire liée à lʼâge. 

La DMLA est la principale cause de cécité non corrigeable de la personne âgée dans les pays 

industrialisés. En l’absence d’une étiologie connue, sa définition est clinique et large : il s’agit 

de l’ensemble des lésions de la région maculaire, dégénératives, survenant après l’âge de 50 

ans, dans un œil auparavant normal, et entraînant une altération de la fonction rétinienne 

maculaire, donc de la vision centrale. Cliniquement, on distingue deux formes de DMLA : 

 une forme atrophique, non néovasculaire, ou « sèche » : 80% des cas 

 une forme exsudative, néovasculaire, ou « humide » : 20% des cas.  
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a) Epidémiologie. 

La prévalence globale de la DMLA augmente progressivement avec l’âge. Elle est d’environ 

1 à 2% entre 50 et 65 ans, 10% entre 65 et 75 ans, et 25% entre 75 et 85 ans. Du fait du 

vieillissement de la population, sa prévalence pourrait augmenter de près de 50% d’ici 2020. 

 

Hormis l’âge, les facteurs de risques de présenter une DMLA comprennent le tabagisme, le 

surpoids, ainsi que probablement l’hypertension artérielle, la couleur claire de l’iris, les 

antécédents d’accidents coronariens et l’exposition importante à la lumière. Les facteurs 

génétiques jouent également un rôle dans la survenue de la DMLA puisque sa fréquence 

augmente dans la fratrie d’un patient atteint. 

Cette maladie est plus fréquente chez les patients de couleur blanche. Elle est deux fois plus 

rare chez les patients de couleur noire, avec une probabilité intermédiaire chez les Asiatiques 

et les Hispaniques. L’incidence au Japon est toutefois semblable à celle des pays européens. 

 

b) Physiopathologie. 

Toute DMLA débute par la forme sèche, qui est la moins grave mais la plus fréquente. Les 

malades doivent régulièrement contrôler leur vision centrale car cette forme peut évoluer, 

chez environ une personne sur dix, vers la forme humide, entraînant des complications 

fonctionnelles plus sévères.  

 

Le premier signe d’une DMLA est l’apparition de précurseurs que sont les drüsens, de petits 

dépôts jaunes situés sous la rétine. Ils font partie du processus normal du vieillissement 

oculaire et sont dus à l’accumulation de résidus de la phagocytose des photorécepteurs par les 

cellules de l’épithélium pigmentaire. En temps normal, les cellules sensibles à la lumière, 

situées dans la macula, se renouvellent constamment et les cellules mortes sont alors évacuées 

sous la rétine. Chez les personnes atteintes de DMLA, ces cellules mortes s’accumulent et 

sont peu à peu remplacées par du tissu cicatriciel. Compte tenu de la barrière ainsi formée, les 

vaisseaux sanguins parviennent plus difficilement à irriguer la rétine (figure 30).  

Ce phénomène mène à l'amincissement et à l’assèchement de la macula, ce qui provoque la 

perte de la fonction visuelle, dont le degré est directement relié à l’importance et à la 

localisation de l’atrophie de la rétine.  

La forme sèche de la DMLA évolue inexorablement, mais de façon très progressive, vers une 

extension des lésions qui vont englober la fovéa et entraîner une baisse d’acuité visuelle 

sévère avec scotome central. 
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Figure 30 : Physiopathologie de la dégénéresence maculaire liée à l'âge. 

 

La forme exsudative est en quelque sorte une aggravation de la forme sèche. Elle est liée à 

l’apparition de néovaisseaux choroïdiens, soit sous-épithéliaux (se développant sous 

l’épithélium pigmentaire) et dits « occultes », soit sus-épithéliaux et donc dits « visibles ».  

On ne comprend pas bien ce qui provoque la formation de ces vaisseaux sanguins, mais le 

VEGF en est le stimulus central. L’accumulation de cellules mortes pourrait avoir pour 

conséquence d’interrompre le flux sanguin dans la choroïde et pour compenser, de nouveaux 

vaisseaux se formeraient (figure 30). 

Cette néovascularisation choroïdienne entraîne un décollement exsudatif de la rétine ainsi que 

des hémorragies sous-rétiniennes. En effet, les nouveaux vaisseaux sanguins, fragiles, peuvent 

laisser s’échapper des fluides ou du sang, brouillant ou déformant la vision mais pouvant 

également endommager davantage la macula. Plus ces vaisseaux vont croître ou fuir, plus la 

vision dans le détail va être atteinte.  

La forme humide de la DMLA entraîne une perte de vision plus rapide, parfois en quelques 

jours ou quelques semaines et peut même mener à la perte totale de la vision centrale. 
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c) Clinique. 

D’abord asymptomatique, la maladie, pouvant atteindre un seul ou les deux yeux, évolue 

jusqu’à donner lieu à des symptômes qui varient en fonction de la gravité de la maladie, mais 

qui n’occasionnent pas de douleur.  

Le malade se plaint tout d’abord d’une baisse de la vision, d’un besoin d’accroître l’intensité 

lumineuse pour la lecture ou pour un travail de précision. Sa vision centrale est de plus en 

plus floue ou embrouillée, ce qui se remarque davantage à la lecture. Les autres symptômes 

sont constitués d’une adaptation lente après un éblouissement par une lumière vive ou lorsque 

la luminosité baisse soudainement, mais également d’une perception altérée des couleurs, qui 

paraissent plus ternes et difficiles à distinguer.  

Dans le cas des formes humides, souvent bilatérales, la perte de la vision centrale est rapide et 

s’accompagne d’une distorsion des lignes droites, de près et de loin, ainsi que d’une difficulté 

à reconnaître les visages à distance. Au stade le plus avancé, il apparaît un point flou ou 

aveugle au centre du champ visuel (figure 31). 

 

 

Figure 31 : Vision des patients atteints de DMLA humide. 

 

d) Diagnostic. 

Les circonstances de découverte d’une DMLA reposent sur l’apparition des signes cliniques 

liés à la maladie : baisse de l’acuité visuelle, présence de métamorphopsies (sensation de 

déformation des objets), etc. La confirmation du diagnostic est alors réalisée à l’aide de 

plusieurs examens cliniques.  

Le premier d’entre eux consiste à mesurer l’acuité visuelle de chaque œil séparément, avec 

correction optique si nécessaire, de loin et de près. La présence d’un scotome central ou de 

métamorphopsies est également recherchée, en présentant au patient une grille d’Amsler, 
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constituée d’un quadrillage régulier. Pour finir, un examen du fond d’œil est pratiqué après 

dilatation pupillaire, afin d’observer la présence de drüsen, de zones d’atrophie de 

l’épithélium pigmentaire, d’hémorragies, d’exsudats secs et/ou de décollement de la rétine. 

Une angiographie du fond d’œil peut également y être associée, réalisée à l’aide de l’injection 

intraveineuse d’un colorant fluorescent. 

 

e) Traitement. 

Il n’existe malheureusement pas de traitement qui permette de réparer les dommages causés à 

la rétine, toutefois, il est possible d’empêcher que la maladie ne progresse. 

Dans le cas des formes atrophiques, il n’existe actuellement aucun traitement et l’évolution se 

fait inexorablement vers la constitution d’un scotome central. Lorsque la baisse de l’acuité 

visuelle est sévère, une rééducation basse vision doit être proposée au patient. 

Quant au traitement de la forme exsudative, il a pour but la destruction de la membrane 

néovasculaire choroïdienne et les possibilités thérapeutiques dépendent de la localisation des 

néovaisseaux. On peut ainsi avoir recours à : 

 une photocoagulation au laser,  

 une photothérapie dynamique, qui consiste en l’injection intraveineuse d’un 

photosensibilisant, la vertéporfine, puis en l’application d’un laser permettant la 

destruction de la néovascularisation,  

 une thermothérapie transpupillaire  

 un traitement chirurgical. 

L’utilisation d’anticorps monoclonaux recombinants, ciblés contre le facteur de croissance 

endothéliale, a également été proposée avec une certaine efficacité pour freiner l’évolution de 

la forme exsudative de la maladie. Il s’agit essentiellement du pegabtamib de sodium, du 

ranibizumab et du bevacizumab, mais leur coût et leur mode d’administration limitent leur 

utilisation. 

 

2-Œdème maculaire du diabétique. 
Le diabète sucré est une maladie grave qui entraîne des complications vasculaires, notamment 

au niveau de l’œil, comme la rétinopathie du diabétique. L’œdème maculaire est une 

complication de la rétinopathie et atteint environ 10% des patients. Il représente la principale 

cause de malvoyance des diabétiques. 
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a) Epidémiologie. 

Sa prévalence est essentiellement liée à la durée du diabète : dans le diabète de type 1, elle est 

de 20% après 20 ans de maladie, alors qu’elle est de 28% dans le cas du diabète de type 2. 

L’œdème maculaire est plus fréquent chez les diabétiques traités par insuline (15%) que chez 

les diabétiques traités par hypoglycémiants oraux (4%). 

Les risques d’apparition de complications vasculaires chez le diabétique sont liés à la sévérité 

du diabète, l’équilibration des facteurs métaboliques, l’hypertension artérielle. Trois facteurs 

de risque principaux du développement d’un œdème maculaire ont été identifiés : taux élevé 

d’hémoglobine glyquée, longue durée du diabète et rétinopathie diabétique sévère. 

 

b) Physiopathologie et clinique. 

L’œdème maculaire se définit comme un épaississement de la région maculaire, lié à 

l’accumulation de liquide extracellulaire dans la rétine, secondaire à une diffusion anormale 

de constituants plasmatiques par rupture de la barrière hématorétinienne interne. Le VEGF est 

responsable de l’augmentation de la perméabilité vasculaire. 

Dans les cas plus avancés, les dommages aux vaisseaux sanguins empirent, avec des 

hémorragies importantes, des vaisseaux anormaux, et des zones de blocage dues aux fluides 

s’écoulant dans la rétine. L’occlusion des vaisseaux peut être telle que la rétine stimule la 

production de VEGF, responsable de l’apparition de nouveaux vaisseaux, fragiles et ayant 

tendance à se déchirer et à saigner. 

 

L’œdème maculaire du diabétique atteint un seul ou les deux yeux, et le patient, comme dans 

le cas d’une DMLA, se plaint d’une baisse de la vision centrale, de métamorphopsies ou d’un 

scotome central. Le diagnostic est posé d’après les signes cliniques observés, mais également 

grâce à l’observation directe du fond d’œil ou par angiographie. 

 

c) Traitement. 

Les approches de traitement de l’œdème maculaire du diabétique sont similaires à celles du 

traitement de la dégénérescence maculaire liée à l’âge, puisque l’on retrouve des traitements 

chirurgicaux, ainsi que la photocoagulation au laser.  
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B) Molécules en phase dʼessai. 
Comme précisé précédemment, l’œil, et plus particulièrement la rétine, est aisé à atteindre 

pour des thérapeutiques à base de siRNA. D’autre part, dans le cas de la DMLA ou de 

l’œdème maculaire, la cible moléculaire, constituée par le VEGF, est cliniquement validée : 

des études sur l’animal ont montré que le VEGF était nécessaire et suffisant pour la formation 

des néovaisseaux sanguins [204]. 

 

1-Cand 5 (bevasiranib). 
Le bavasiranib (Cand 5), développé par Opko Health (auparavant Acuity Pharmaceuticals), 

est la première thérapeutique à base de siRNA à être entrée en phase d’essai clinique, dès 

octobre 2004, pour le traitement de la DMLA [204]. C’est également la première molécule à 

avoir atteint la phase III des essais cliniques pour cette indication. Il est à noter que cette 

molécule est également en phase II, depuis début 2006, pour le traitement de l’œdème 

maculaire du diabétique, étant données les similitudes avec la DMLA au niveau de la 

physiopathologie. 

Le bevasiranib est un siRNA nu non modifié ciblant les isoformes du VEGF-A, responsable 

de la stimulation de la synthèse des vaisseaux sanguins. 

 

Les résultats de la phase I ont été annoncés en octobre 2005, au congrès de l’Académie 

Américaine d’Ophtalmologie. L’objectif de cette phase I était d’évaluer la sécurité du Cand 5. 

Quinze patients ont reçu la molécule à 5 doses croissantes (jusqu’à 3 mg par œil), en injection 

intraoculaire directe. Aucun effet secondaire relié au siRNA n’a été observé, toutefois, des 

effets secondaires attendus comme des hémorragies conjonctivales ont été observés (reliées à 

la voie d’administration). De plus, aucune délivrance systémique n’a été observée. 

Cette étude a également mis en évidence les effets bénéfiques du Cand 5. Il s’avère que le 

médicament a permis de réduire la croissance des vaisseaux sanguins sur la rétine et que la 

vue a même été légèrement améliorée. Deux mois après l’injection, 25% des patients ont eu 

une vision plus claire, les autres ont eu leur vision stabilisée. 

 

Les essais de phase II ont démontré que cette molécule, en fonction de la dose, est bénéfique 

notamment au niveau de la vision de près et de la taille des lésions. Les résultats obtenus 

indiquent également que cette molécule pourrait être utilisée en monothérapie ou en 

combinaison avec d’autres médicaments [204]. 
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Les essais de phase III pour le traitement de la DMLA consistent en la comparaison du 

bevasiranib au ranibizumab (Lucentis), un fragment d’anticorps humanisé anti-VEGF-A, 

approuvé par la FDA. Cette étude, dénommée COBALT (Combining Bevasiranib And 

Lucentis Therapy) est menée pour déterminer l’efficacité du bevasiranib administré toutes les 

8 à 12 semaines, versus l’administration de ranibizumab toutes les 4 semaines [44, 204]. 

 

2-Sirna 027. 
Le Sirna 027, également appelé AGN-211745, a été développé par la société Sirna 

Therapeutics, qui appartient aujourd’hui à Merck, dans le but de traiter principalement la 

DMLA, mais également la néovascularisation de la choroïde. Les essais cliniques avec cette 

molécule ont débuté seulement quelques temps après celui du Cand 5, en novembre 2004, et il 

s’agissait du premier essai clinique concernant un siRNA modifié chimiquement [139]. 

Le Sirna 027, qui cible le récepteur 1 du VEGF, est actuellement en essai clinique de phase II 

pour les deux indications pour lesquelles il a été mis au point [44]. 

 

Dans le cadre du traitement de la DMLA par le Sirna 027, les résultats de la phase I ont été 

annoncés en juin 2005 au congrès de la Société Américaine de Thérapie Génique. 

Cette étude a été menée sur des doses uniques croissantes (de 100 à 800 µg),  administrées par 

injection intraoculaire directe. Aucune toxicité significative n’a été observée et durant la brève 

période d’observation, l’acuité visuelle a été stabilisée voire même améliorée de façon dose-

dépendante. 

 

3-RTP801-i-14. 
Le RTP801i-14, également appelé PF-4523655, a été développé par l’entreprise Quark 

Pharmaceuticals [215], en collaboration avec Pfizer Inc avec comme indication principale le 

traitement de l’œdème maculaire du diabétique, et secondairement le traitement de la DMLA. 

Cette molécule est actuellement en essai clinique de phase II pour les deux indications. 

La raison pour laquelle Pfizer a choisi l’œdème maculaire du diabétique comme indication 

principale plutôt que la DMLA peut être reliée au fait que le traitement de la DMLA à l’aide 

de thérapeutiques RNAi est déjà très étudié par Opko Health et Sirna Therapeutics/Merck, qui 

ont des molécules en essai de phase III et II. 

 

Ce siRNA cible le gène RTP801, rapidement induit en réponse à une ischémie, une hypoxie 

et/ou un stress oxydatif. Ce gène RTP801 représente donc une cible unique permettant de 
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réguler les phénomènes pathogéniques reliés à une hypoxie, et ce, de manière indépendante 

des facteurs de croissance comme le VEGF. Il a été montré in vivo chez la souris que 

l’inhibition du gène RTP801 permet l’induction de facteurs anti-angiogéniques, ce qui a pour 

conséquence la réduction du volume de la néovascularisation de la choroïde, de la fuite des 

vaisseaux, et également de l’infiltration de la rétine par des cellules inflammatoires.  

D’autre part, de récentes publications indiquent qu’une inhibition prolongée de la voie de 

signalisation du VEGF pourrait avoir des effets néfastes sur la rétine, d’où l’intérêt 

d’intervenir à un autre niveau du mécanisme pathogénique. Le PF-4523655 paraît ainsi plus 

sûr et efficace que les substances anti-VEGF [139], d’autant qu’il a montré posséder des 

propriétés anti-inflammatoires et anti-apoptotiques. 

 

Les résultats d’une étude de phase I/II menée par Quark ont précédemment montré que la 

molécule est sûre et bien tolérée chez les patients atteints de DMLA. 

L’essai clinique de phase II, débuté avec le PF-4523655 pour le traitement de l’œdème 

maculaire du diabétique, a pour but d’évaluer, sur 160 patients, la sécurité et l’efficacité de la 

molécule en comparaison de la photothérapie au laser. L’étude met en jeu l’injection 

intraoculaire d’une dose de médicament (parmi 3 évaluées) et l’effet thérapeutique sera 

déterminé sur l’acuité visuelle et un examen morphologique de la rétine, sur une période de 

suivi de 36 mois. 

 

III. TRAITEMENT DES INFECTIONS VIRALES. 
A) Virus respiratoire syncytial. 
Il existe plusieurs avantages à la délivrance directe de siRNA dans les poumons. 

L’administration aux poumons par inhalation est non invasive, et cible directement le tissu 

épithélial, ceci augmente les concentrations de médicament au niveau du tissu cible, tout en 

évitant un effet métabolique de premier passage, ce qui permet de diminuer les doses 

administrées et donc les effets secondaires systémiques potentiels. Les cellules épithéliales 

pulmonaires sont capables d’internaliser les siRNA nus et d’initier une extinction par ARN 

interférence. De plus, l’environnement local pulmonaire est relativement pauvre en 

endonucléases, en comparaison du sérum [53].  

 



Chapitre 6 : Essais cliniques 
 

-93-  

La première étude pulmonaire menée avec des siRNA a concerné le traitement des infections 

provoquées par le virus respiratoire syncytial (VRS). Ce virus est responsable de graves 

infections respiratoires néonatales, nécessitant souvent une hospitalisation, mais pouvant être 

également dangereux pour les personnes âgées ou immunodéprimées [287]. 

 
1-Pathologie à VRS. 

Le VRS est un Paramyxovirus, comprenant deux sérotypes A et B. Il s’agit d’un virus à ARN 

monocaténaire, de polarité négative, formé d’une nucléocapside à symétrie hélicoïdale et 

d’une enveloppe phospholipidique comportant des péplomères, des glycoprotéines lui 

permettant de se fixer sur les cellules respiratoires (protéine G), et de fusionner avec les 

membranes cellulaires (protéine F). 

 

a) Epidémiologie. 

Le VRS est un virus hautement contagieux, actif principalement durant la saison froide 

(octobre à mars) et qui provoque des infections de l’arbre respiratoire. C’est l’agent pathogène 

respiratoire le plus fréquent chez les nourrissons et les jeunes enfants ; chaque enfant est 

infecté précocement au moins une fois avant l’âge de 2 ans. Le VRS peut mener à une 

hospitalisation suite à une infection chez les enfants, les personnes âgées ou les personnes 

immunodéprimées. Chez l’adulte, l’infection à VRS est rare et bénigne ; elle se traduit 

essentiellement par une rhinite ou un syndrome pseudo-grippal. 

Le VRS est responsable de 10% des laryngites virales, de 20% des rhinopharyngites, de 50% 

des bronchites et des pneumonies, mais surtout, il est responsable de 90% des bronchiolites du 

nourrisson.  

 

b) Physiopathologie. 

Le VRS atteint tout le système respiratoire, notamment les bronchioles et les alvéoles 

pulmonaires. Le virus pénètre par voie aérienne, en général par voie nasale. Il envahit alors 

l’épithélium bronchiolaire en s’y fixant grâce à ses protéines G puis en fusionnant sa 

membrane avec celle des cellules à l’aide de ses protéines F. Le virus se multiplie alors dans 

les cellules, ce qui entraîne une nécrose cellulaire. S’ensuivent une réaction inflammatoire, 

une infiltration par les lymphocytes, les macrophages et les polynucléaires, mais également 

une hyperproduction des cellules à mucus, avec formation de bouchons muqueux ; la lumière 

bronchique est alors plus étroite, menant à des troubles ventilatoires obstructifs.  



Chapitre 6 : Essais cliniques 
 

-94-  

c) Clinique. 

Différents symptômes et complications sont associés à l’infection par le VRS ; ils 

apparaissent généralement après une période d’incubation de 2 à 6 jours. 

 

Les symptômes d’une infection légère sont semblables à ceux d’un rhume. On observe une 

congestion, une toux, des maux de tête, un écoulement nasal ainsi que des maux de gorge. 

Dans le cas d’une infection grave, le patient présente également une toux, mais accompagnée 

d’une forte fièvre, d’une baisse de la teneur du sang en oxygène, une respiration rapide et 

superficielle, ou sifflante, ou difficile. 

 

A court terme, une infection par le VRS connaît une évolution favorable dans la majorité des 

cas. L’obstruction bronchique persiste durant 8 à 10 jours, la toux durant 15 jours, et après 3 à 

4 semaines, la muqueuse retrouve son intégrité. 

Dans certains cas, notamment chez les nourrissons, les personnes âgées ou immunodéprimées, 

l’infection au VRS peut entraîner une détresse respiratoire, justifiant une hospitalisation.  

 

d) Diagnostic. 

Le diagnostic d’une infection au VRS est réalisé soit de manière directe en recherchant la 

présence du virus dans des prélèvements de cellules ciliées au niveau nasal (par immuno-

fluorescence), soit de manière indirecte en recherchant des anticorps contre le virus. 

 

e) Traitement. 

Disposer d’un traitement efficace contre les infections au VRS reste un véritable besoin 

médical pour les nourrissons, les personnes âgées ou immunodéprimées. Il n’existe aucun 

vaccin contre le VRS, et les médicaments disponibles (Ribavirine® ou Synagis®, un 

anticorps monoclonal) présentent une utilisation limitée, ainsi qu’une trop faible efficacité. 

La seule réelle prise en charge des malades consiste en un traitement symptomatique. 

 

2-Molécule en essai : ALN-RSV01. 
L’ALN-RSV01 est un siRNA nu, non modifié, développé par Alnylam [10] dans le but 

d’inhiber l’ARNm utilisé pour produire la protéine de la nucléocapside, essentielle pour la 

réplication virale. L’administration se fait directement au niveau des poumons pour inhiber le 
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gène cible dans les cellules infectées, et ainsi neutraliser le virus et l’empêcher de se répandre. 

Ce siRNA est actuellement en essai clinique de phase II. 

 

Dès décembre 2005, deux essais de phase I ont été menés sur 100 volontaires sains adultes 

avec l’ALN-RSV01 afin d’en évaluer la sécurité, la tolérance et les caractéristiques 

pharmacocinétiques après administration intranasale [57]. 

La molécule a été administrée à l’aide d’un spray nasal, à des doses uniques ou doses 

journalières multiples. Il s’est révélé sûr et bien toléré, avec un profil d’effets secondaires 

comparable à celui observé dans le cas d’un placebo. De plus, aucune anomalie n’a été 

observée au niveau de l’électrocardiogramme, ni aucun signe d’exposition systémique. 

 La molécule a également été testée en administration par inhalation avec un nébulliseur, à des 

doses uniques ou multiples (de 0,1 à 3 mg/kg et de 0,01 à 0,6 mg/kg), administrées une fois 

par jour pendant 3 jours. Aucun effet secondaire sérieux n’a été observé durant cette étude. 

 

Le premier essai de phase II réalisé avec l’ALN-RSV01 dès juin 2007, a concerné des adultes 

sains, mais infectés par une lignée de VRS sauvage. Cette étude a été menée sur 90 personnes, 

pour déterminer la sécurité, la tolérance et l’activité antivirale de la molécule. Après 

administration intranasale durant 5 jours (2 jours avant l’inoculation du virus et 3 jours après), 

le traitement a présenté une activité antivirale statistiquement significative. 

Le second essai de phase II a été débuté en avril 2008 sur des patients naturellement infectés 

par le VRS. L’objectif de cette étude est d’évaluer la sécurité et la tolérance de la molécule 

après administration intranasale à l’aide d’un nébulliseur (système d’administration pressenti 

pour la commercialisation) mais également son efficacité antivirale. 

 

B) Hépatite C. 
Le virus de l’hépatite C est une cible thérapeutique validée et étant donné qu’il s’agit d’un 

virus à ARN, son génome est une cible idéale pour les siRNA [269]. De plus, d’après les 

études in vivo sur animal, le foie est connu pour être l’organe le plus accessible aux acides 

nucléiques [269]. 

 

1-Description. 
L’hépatite C est une maladie infectieuse provoquée [287] par le virus de l’hépatite C (VHC), 

qui s’attaque au foie. L’infection se caractérise par une inflammation du foie, souvent 
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asymptomatique, mais qui peut évoluer vers une hépatite chronique pouvant mener à une 

cirrhose ou un cancer du foie (10% des cas). 

Le VHC est un Flavivirus, qui existe sous la forme de 6 génotypes différents. Il s’agit d’un 

virus à ARN monocaténaire de polarité positive, constitué d’une capside icosaédrique et d’une 

enveloppe lipidique. 

 

a) Epidémiologie. 

Le VHC est responsable de 20% des hépatites aigues, de 70% des hépatites chroniques, ainsi 

que de 60% des hépatocarcinomes. Sa transmission se fait par voie sanguine, très rarement 

par voie sexuelle, ou encore, par voie périnatale. On estime que 150 à 200 millions de 

personnes sont atteintes dans le monde, essentiellement par la transfusion de sang qui n’a pas 

été soumis à un dépistage et la réutilisation d’aiguilles et de seringues non stériles. 

L’évolution de l’infection dépend de facteurs aggravants tels que l’âge, le sexe (chez les 

hommes, l’évolution de la maladie est plus rapide que chez les femmes), la consommation 

d’alcool, la stéatose hépatique, l’excès de poids, la co-infection par le VIH, et le type de virus 

parmi les 6 génotypes. 

 

b) Clinique. 

Après la contamination et une phase d’incubation de 5 à 12 semaines survient la phase aiguë 

de l’infection, allant du début de l’infection jusqu’aux six premiers mois.  

Dans 60 à 70% des cas, cette phase est asymptomatique, mais chez une minorité de patients, 

on retrouve des symptômes non spécifiques, tels qu’une perte d’appétit, un état de fatigue, des 

douleurs abdominales, un état pseudo-grippal, un prurit ou un ictère. En règle générale, la 

durée de ces symptômes est inférieure à 3 mois. Les formes gravissimes d’hépatite, dites 

fulminantes, sont rarissimes. 

Au cours de cette phase, environ 20 à 30% des personnes infectées éliminent spontanément le 

virus, comme en témoigne la normalisation des tests hépatiques, ainsi que la disparition du 

plasma de l’ARN du virus. A contrario, environ 70 à 80% des personnes infectées évoluent 

vers une hépatite C chronique. 

 

L’hépatite C chronique est définie par une infection persistant plus de six mois. Cliniquement, 

cette maladie est souvent asymptomatique et est généralement de découverte fortuite. 
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Les symptômes évocateurs d’une maladie du foie sont généralement absents jusqu’à la 

cicatrisation des lésions hépatiques (fibrose). Toutefois, l’hépatite C est une maladie 

systémique et les patients peuvent présenter une grande variété de manifestations cliniques 

allant de l’absence totale de symptômes à une maladie avérée, jusqu’au développement d’une 

maladie hépatique avancée. Les signes et les symptômes associés à une hépatite C chronique 

sont une fatigue, une perte de poids importante, un état pseudo-grippal, des douleurs 

musculaires, des douleurs articulaires, une fièvre peu élevée et intermittente, des 

démangeaisons, des troubles du sommeil, des douleurs abdominales, des troubles de l’appétit, 

des nausées, de la diarrhée, des troubles dyspeptiques, des troubles cognitifs, des troubles 

dépressifs et des maux de tête. 

L’hépatite C chronique, davantage que d’autres formes d’hépatite, est souvent diagnostiquée 

en raison de manifestations extra hépatiques associées à la présence du virus. On peut 

rencontrer une thyroïdite avec hyperthyroïdie, une hypothyroïdie, une porphyrie cutanée 

tardive, une cryoglobulinémie et une glomérulonéphrite. 

 

L’évolution sans traitement se fait : 

 dans un tiers des cas vers une hépatite chronique modérément active ou très active qui 

peut aboutir à une cirrhose en 10 à 20 ans. Parmi ces cas, certains développeront un 

carcinome hépatocellulaire. 

 dans un autre tiers vers une hépatite chronique peu active qui peut soit ne pas évoluer, 

soit aboutir à une cirrhose après 30 ans. 

 le reste des patients semble avoir une fibrose qui progresse si lentement qu’ils ont peu 

de chance de développer une cirrhose dans le cours normal de leur vie. 

Lorsque l’hépatite C chronique a atteint le stade de cirrhose, les signes et les symptômes qui 

peuvent apparaître sont généralement provoqués par une altération des fonctions hépatiques 

ou une augmentation de la pression sanguine intra-hépatique (hypertension portale). Ainsi, 

une possible cirrhose du foie se traduit par une ascite, des ecchymoses et une tendance au 

saignement, des douleurs osseuses, des varices oesophagiennes, l’émission de selles 

graisseuses, un ictère et un syndrome de déficience cognitive (encéphalopathie hépatique). 

 

c) Diagnostic. 

Le diagnostic de l’hépatite C est rarement fait au cours de la phase aiguë de la maladie en 

raison de son caractère asymptomatique. Les signes sont par ailleurs souvent non spécifiques. 

L’infection par le VHC peut être suspectée sur la base des antécédents médicaux, de certains 
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symptômes, ou des anomalies des enzymes hépatiques ou de la fonction hépatique au cours 

d’examens sanguins de routine. 

Le diagnostic d’une infection par le virus de l’hépatite C peut être réalisé de manière non 

spécifique, par analyse des taux de transaminases hépatiques, mais également de façon 

spécifique, par recherche des anticorps développés contre le virus, ou par détection du 

génome viral. Le VHC est habituellement détectable dans le sang 1 à 3 semaines après le 

début de l’infection, et les anticorps contre le virus apparaissent généralement en moins de 3 à 

12 semaines. 

 

d) Traitement. 

Il n’existe aucun vaccin disponible contre l’hépatite C. D’autre part, bien que la prise en 

charge médicale précoce soit utile, les personnes atteintes d’une infection par le VHC ne 

présentent souvent que des symptômes bénins et ne sont pas demandeuses d’un traitement. 

Les symptômes de l’infection peuvent souvent être contrôlés médicalement et, chez une 

certaine proportion des patients, le virus peut être rendu indétectable par l’administration de 

médicaments anti-viraux au long cours.  

 

Le traitement de référence, d’une durée de 24 ou 48 semaines, est une combinaison 

d’interféron alpha pégylé et de ribavirine, un antiviral. Pour les patients non répondeurs, une 

trithérapie peut être mise en place par ajout d’un autre antiviral, l’amantadine. 

Le traitement peut être physiquement éprouvant et les effets secondaires sont nombreux, 

variant suivant les personnes, mais disparaissant à la fin du traitement. Dans la plupart des 

cas, le patient doit cesser toute activité à cause de ces effets. L’injection d’interféron provoque 

un syndrome pseudo-grippal (forte fièvre, courbatures et mal de tête). Les autres symptômes 

sont la fatigue, les insomnies, la perte des cheveux, la sécheresse de la peau. Un trouble du 

caractère et un dérèglement de la glande thyroïde peuvent aussi survenir. Dans le cas de la 

ribavirine, l’effet secondaire principal est l’anémie, provoquant un essoufflement, une 

tachycardie et une fatigue. L’association des deux médicaments intensifie la fréquence des 

différents effets indésirables. 

 

2-Molécules en essai. 
La première thérapeutique étudiée pour traiter l’infection par le VHC est le Sirna 034, un 

siRNA chimiquement modifié, développé par la société Sirna therapeutics et entré en phase I 
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fin 2006. Il s’agit de 2 siRNA, ciblant différentes séquences très conservées du génome viral, 

et délivrés par l’intermédiaire de nanoparticules. 

Il a été précédemment démontré, sur des souris et des primates non humains, que le système 

de formulation utilisé permettait la délivrance aux hépatocytes. De plus, cette thérapeutique 

permet de diminuer de façon importante la charge virale dans l’organisme, et ce pendant 4 

semaines. 

 

Une autre thérapeutique basée sur l’ARN interférence est en cours d’essai clinique pour le 

traitement de l’hépatite C ; il s’agit du BLT-HCV, entré en phase I depuis fin 2006 et 

développé par Benitec [26].  

C’est une combinaison de 3 séquences de siRNA ciblant le génome du VHC, et où chaque 

composant pris individuellement s’est révélé efficace pour inhiber le virus sur culture 

cellulaire mais également sur des rongeurs. 

Benitec souligne l’importance du ciblage multiple afin d’éviter le développement de 

résistances, qui s’avère être un véritable problème avec les traitements existants et les 

molécules en cours de développement. De même, la société n’exclut pas l’utilité d’associer 

son traitement aux autres médicaments disponibles (interféron et/ou ribavirine) afin 

d’éliminer complètement l’infection par le VHC. 

 

C) Hépatite B. 
1-Description. 

L’hépatite B est une maladie infectieuse provoquée par le virus de l’hépatite B (VHB), 

entraînant une inflammation du foie. La gravité potentielle de l’hépatite B est constituée par le 

risque d’évolution vers une hépatite chronique qui peut se compliquer d’une cirrhose du foie 

et d’un cancer du foie [287]. 

Le VHB est un virus à ADN appartenant à la famille des Hepnadaviridae, constitué d’une 

nucléocapside icosaédrique et d’une enveloppe lipidique. Le virus possède également une 

ADN polymérase qui a une activité de transcriptase inverse utilisée dans le cadre de son 

processus de réplication. Le VHB existe sous la forme de 4 sérotypes et de 8 génotypes. 

 

a) Epidémiologie. 

La transmission de la maladie résulte d’une exposition au sang infectieux ou à des liquides 

organiques contenant du sang. Parmi les voies possibles de transmission, on retrouve ainsi la 
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transfusion sanguine, la transmission iatrogène par utilisation de matériel non stérilisé, la 

transmission sexuelle ou la transmission de la mère à l’enfant. 

L’hépatite B est l’une des maladies humaines les plus fréquentes (figure 32). L’Organisation 

Mondiale de la Santé (OMS) estime à 2 milliards le nombre de personnes qui sont ou ont été 

infectées par le VHB, dont 370 à 400 millions sont des porteurs chroniques.  

 

 

Figure 32 : Répartition du risque géographique d'infection par le VHB. 

 

L’hépatite B entraîne le décès d’un à 2 millions d’individus par an. En effet, la contagiosité 

élevée du virus est liée à sa présence dans la majorité des liquides biologiques. 

 

b) Clinique. 

Le VHB interfère d’abord avec les fonctions du foie en se répliquant dans les hépatocytes. Au 

cours de l’infection, la réponse immunitaire hépatocellulaire est responsable à la fois des 

lésions hépatiques et de l’élimination du virus. 

L’infection par le VHB peut soit être aiguë, soit chronique et évoluant alors à long terme. Les 

personnes dont le système immunitaire peut contrôler l’infection guérissent spontanément 

dans un délai d’une semaine à plusieurs mois. 

 

L’hépatite aiguë est peu fréquente, et survient après une période d’incubation de 2 à 3 mois. 

Elle se caractérise par un syndrome pré-ictérique (coloration jaune de la peau et des 

muqueuses) et se présente sous différentes formes. 

Dans environ 70% des cas, la maladie est asymptomatique ou anictérique. 



Chapitre 6 : Essais cliniques 
 

-101-  

On observe une forme symptomatique de la maladie dans 30% des cas. La maladie commence 

par une altération de l’état général, une légère fièvre, des douleurs mal systématisées, le tout 

évoquant un état grippal, ainsi que des troubles digestifs, une perte d’appétit, des nausées, des 

vomissements, l’ictère apparaît plus tard. La maladie dure quelques semaines, mais la plupart 

des personnes touchées présentent une amélioration progressive. 

Dans environ 1 à 2% des cas, on observe une forme fulminante d’hépatite où les patients 

présentent un faible taux de prothrombine et des signes neurologiques d’insuffisance 

hépatique. Cette forme est létale dans 90% des cas. 

 

L’infection chronique est définie par la persistance du virus pendant plus de 6 mois après la 

contamination, et elle est le plus souvent asymptomatique. Le plus courant des symptômes est 

une asthénie, et l’hépatite chronique est caractérisée histologiquement par des lésions 

hépatiques associant nécrose hépatocytaire, infiltrat inflammatoire et fibrose. Dans le cas 

d’une hépatite chronique active, on peut observer certains symptômes tels qu’une petite 

fièvre, une hépatomégalie et/ou splénomégalie, des poussées ictériques associées à un 

syndrome pseudo-grippal (céphalées, douleurs articulaires et musculaires, nausées, diarrhée, 

urines foncées). On peut également observer des manifestations extra-hépatiques dues au 

dépôt de complexes immuns. 

La cirrhose représente environ 20% des évolutions naturelles des hépatites chroniques, et on 

observe chez les patients des signes cliniques d’insuffisance hépatocellulaire et 

d’hypertension portale. 

Le VHB est un puissant carcinogène et le risque de développer un hépatocarcinome est 

multiplié par 100 chez les porteurs du virus. 

 

c) Diagnostic. 

Chez un porteur chronique de l’hépatite B, l’examen clinique est souvent normal et le 

diagnostic repose alors principalement sur la sérologie, afin de détecter l’antigène viral ou les 

anticorps produits par le malade. 

 

d) Traitement. 

L’infection aigüe par le VHB ne nécessite habituellement pas de traitement puisque la plupart 

des adultes guérissent spontanément. 
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Les personnes chroniquement infectées nécessitent un traitement. Bien qu’aucun des 

médicaments disponibles ne soit capable d’éliminer le virus, certaines molécules peuvent 

stopper la réplication du virus, et prévenir les atteintes du foie comme la cirrhose et le cancer 

du foie. Les traitements consistent en l’utilisation d’antiviraux qui sont des analogues 

ncléosidiques et nucléotidiques (lamivudine, adéfovir, entecavir, …) et de modulateurs du 

système immunitaire tels que l’interféron alpha. Toutefois, certaines personnes sont beaucoup 

plus susceptibles de répondre que d’autres, probablement en raison du génotype du virus 

impliqué ou de l’hérédité du patient. 

D’une manière générale, les traitements à base d’analogues nucléosidiques peuvent provoquer 

des nausées, des maux de tête, des vomissements, des diarrhées, des étourdissements, … Lors 

d’un traitement à l’interféron, un syndrome pseudo-grippal, d’intensité variable, peut survenir 

chez certains sujets. 

La transplantation hépatique est indiquée en cas de cirrhose sévère, d’hémorragie digestive ou 

d’encéphalopathie. 

 

Il existe un vaccin permettant d’éviter l’infection par le VHB. Il ne permet pas de guérir les 

porteurs chroniques, mais il est efficace de 90 à 95% pour prévenir l’apparition de cet état. 

 

2-Molécule en essai : NucB-1000. 
NucB-1000 est une thérapeutique basée sur l’ARN interférence, développée par Nucleonics 

Inc [197] afin de traiter les infections au VHB par administration systémique, et pour laquelle 

un essai clinique de phase I a débuté en janvier 2008. La société était supposée initier les 

essais cliniques chez l’homme début 2005, mais a dû les retarder puisque l’optimisation de la 

formulation du traitement pour l’administration IV s’est révélée plus difficile que prévu. 

 

Le traitement développé par Nucleonics consiste en une construction d’ADN plasmidique 

conçue pour exprimer, sous le contrôle du promoteur de l’ARN polymérase III, 4 shRNA 

ciblant différentes séquences du génome du VHB. Cette construction est formulée avec un 

système de délivrance basé sur l’utilisation d’un lipide cationique. 

Pour cet essai clinique de phase I, 15 patients atteints d’une hépatite B douce à modérée, et 

sans signe de cirrhose, ont été enrôlés et répartis en 5 groupes sur lesquels des doses 

différentes de NucB-1000 sont utilisées. L’objectif premier de l’essai est d’évaluer la sécurité 

du traitement, et dans un second temps, de mesurer les indicateurs biologiques de l’efficacité 

antivirale (par exemple la charge virale). 
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IV. TRAITEMENT DE PATHOLOGIES DIVERSES. 
A) Lymphome associé au VIH. 
L’émergence de résistances du virus VIH-1 aux traitements existants et les effets secondaires 

engendrés par les thérapeutiques utilisées impliquent la nécessité de développer de nouvelles 

approches thérapeutiques pour le traitement du SIDA [26]. 

 

Environ 40 millions de personnes dans le monde sont infectées par le VIH, et environ 3 

millions de personnes en meurent chaque année. Le VIH est une infection transmissible par 

voies sanguine et sexuelle, s’attaquant aux lymphocytes T, qui jouent un rôle central au sein 

du système immunitaire en combattant les autres formes d’infection. Le nombre de 

lymphocytes T dans l’organisme diminue au fur et à mesure que le virus se répand, et le 

système immunitaire cesse de fonctionner, menant à un état dans lequel les patients ne 

peuvent plus se battre eux-mêmes contre les infections. La plupart des patients ayant atteint le 

stade du SIDA meurent de pneumonies ou de cancers tels que le lymphome. 

 

Benitec, une société australienne spécialisée dans les thérapeutiques basées sur l’ARN 

interférence, a initié, en collaboration avec le centre de recherche City of Hope basé en 

Californie, un essai clinique de phase I pour prévenir l’immunodéficience résultant de 

l’infection par le VIH [26].  Cet essai combine thérapie génique et ARN interférence, et met 

en jeu la transfection ex vivo des cellules génitrices hématopoïétiques CD34+ à l’aide d’un 

vecteur lentiviral. Ce type de vecteur a été choisi puisque les lentivirus sont capables de 

transfecter les cellules quiescentes, incluant les lymphocytes T primaires et les cellules 

souches hématopoïétiques. 

 

Le principe du traitement est de cibler les gènes du VIH lui permettant de pénétrer dans les 

cellules immunitaires et de se répliquer. La moelle osseuse contient des cellules souches 

capables de donner tous les types de cellules sanguines, incluant les leucocytes, qui forment 

une partie du système immunitaire. En donnant aux patients des cellules souches 

génétiquement modifiées portant des séquences anti-VIH, l’organisme des patients est capable 

de produire de nouveaux leucocytes qui sont résistants à l’attaque par le VIH, permettant ainsi 

aux malades de se défendre contre tout autre type d’infection.  

Les cellules souches du patient sont récoltées à partir du sang périphérique et traitées ex vivo. 

Le vecteur lentiviral utilisé, appelé rHIV7-shl-TAR-CCR5RZ, code pour 3 formes d’ARN 
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anti-VIH agissant à différents niveaux du cycle de réplication du virus [152] et exprimés sous 

le contrôle de promoteurs Pol III. On retrouve un shRNA ciblant un exon du tat/rev du VIH-1, 

associé à un decoy et un ribozyme dirigés contre d’autres cibles du VIH (figure 33). Quand 

ces cellules sont réadministrées aux patients, elles sont capables de produire des cellules 

immunitaires matures qui vont circuler dans l’organisme et le protéger contre le VIH. 

 

 

Figure 33 : Eléments ARN utilisés pour le traitement du VIH. (d’après Li M.J., 2005) 

 

Ce traitement influence toute la progéniture des cellules hématopoïétiques CD34+, incluant 

les lymphocytes T. Les paramètres pré-cliniques de sécurité et d’efficacité se sont révélés 

encourageants, et les cellules pluripotentes se sont avérées capable de se différencier 

normalement après la transfection par le lentivirus [152]. La production des cellules 

immunitaires modifiées persiste plus de 10 mois après le traitement, notamment chez les 

patients atteints de lymphome. 

 

B) Insuffisance rénale. 
En novembre 2007, la société Quark a annoncé une autre innovation en développement dans 

le domaine de l’ARN interférence avec l’administration systémique d’une thérapeutique pour 

le traitement des atteintes rénales aiguës, notamment l’insuffisance rénale aiguë [194].  

 

Dans l’essai clinique de phase I en cours, AKIi-5 est administré en IV en tant que dose unique 

à des patients subissant une chirurgie cardiaque importante afin de prévenir une insuffisance 

rénale aiguë [44]. En effet, l’insuffisance rénale aiguë est une maladie grave qui se développe 

rapidement (en quelques heures ou quelques jours) de façon post-chirurgicale, et dont la 

mortalité s’élève à 65%. De plus, il n’existe aucun traitement efficace pour cette indication. 
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Quark a développé AKIi-5, également appelé QPI-1002 ou I5NP, qui est un siRNA 

chimiquement modifié, ciblant le gène suppresseur de tumeur p53 [215]. 

Le gène p53 joue un rôle important dans l’insuffisance rénale aiguë par induction de 

l’apoptose des cellules tubulaires, en réponse à un dommage de l’ADN, d’une hypoxie, d’un 

stress oxydatif ou d’autres facteurs, et le but du traitement est d’inhiber temporairement p53 

afin de retarder l’apoptose et de cette façon, permettre aux mécanismes de réparation naturels 

de restaurer l’intégrité cellulaire. 

Les études pré-cliniques ont été menées chez le rat et des primates non humains. Les rats 

traités avec AKIi-5 en une injection unique en bolus ont été significativement protégés d’une 

atteinte rénale aiguë induite par ischémie/reperfusion. Les études de pharmacocinétique, de 

distribution et de toxicité chez le rat et le singe ont démontré que AKIi-5 a un profil de 

sécurité favorable et un temps de séjour court dans le rein.  

 

C) Pachyonichie congénitale. 
Transderm Inc a également développé des thérapeutiques siRNA, aujourd’hui transposées en 

clinique. Il s’agit du TD-101, conçu pour inhiber l’expression d’un gène cible au niveau de la 

peau, afin de traiter la pachyonichie congénitale [267]. 

 

Cette maladie est un désordre épithélial autosomique dû à une mutation sur n’importe lequel 

des gènes parmi la douzaine de ceux codant pour la kératine. C’est une maladie rare, touchant 

environ 550 patients dans le monde, et pour laquelle on ne dispose d’aucun traitement. La 

pachyonichie congénitale est caractérisée par une dystrophie hypertrophique des ongles et une 

atteinte des paumes avec apparition de cloques. 

 

Les siRNA ciblant le gène mutant de kératine ont permis d’inverser le phénotype de la 

maladie in vitro et in vivo.  

Dans un essai de phase I débuté en janvier 2008, les siRNA, non modifiés, ont été injectés de 

façon intradermique sur le dessous du pied du seul adulte aux Etats-Unis connu pour présenter 

la mutation particulière ciblée par le traitement. Le rythme d’administration de la molécule est 

de 2 fois par semaine sur 14 semaines. Bien que l’objectif principal de l’essai soit d’évaluer la 

sécurité du TD-101, il a été déterminé dans quelle mesure la molécule est capable d’inhiber le 

gène mutant ciblé. 
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Une méthode d’administration par voie topique est également en cours de développement au 

sein de la société pour TD-101. 
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L’ARN interférence est un processus cellulaire naturel découvert récemment par Andrew Fire 

et Craig Mello. Ce mécanisme, retrouvé dans de nombreux organismes allant des plantes 

jusqu’aux mammifères, serait ainsi un ancien système de défense et de maintien de l’intégrité 

du génome afin de lutter contre les infections virales ou les transposons. 

 

Lorsqu’un ARN double brin se retrouve dans le cytoplasme d’une cellule eucaryote, il est pris 

en charge par une ribonucléoprotéine appelée Dicer qui le clive en plus petits ARN double 

brin. Ces derniers, les ARN interférents, sont incorporés dans un second complexe 

enzymatique qui est guidé par le brin antisens jusqu’à l’ARN messager de séquence 

complémentaire. Selon la nature de l’acide nucléique précurseur de cette cascade 

réactionnelle, on observe deux effets au niveau de l’ARNm : les siRNA, provenant de longs 

ARN double brin, induisent le clivage de l’ARNm alors que les miRNA, issus d’ARN en 

épingles à cheveux, provoquent soit une inhibition de la traduction, soit un clivage de 

l’ARNm en fonction de leur complémentarité de séquence. Le phénomène d’ARN 

interférence est très complexe et semble ne pas se limiter à ces effets au niveau post-

transcriptionnel ; il intervient aussi au niveau transcriptionnel par formation 

d’hétérochromatine ou méthylation de l’ADN. 

 

Compte tenu du caractère naturel de ce mécanisme, l’extinction obtenue est très robuste et 

spécifique, ce qui fait de l’ARN interférence un système révolutionnaire pour étudier la 

fonction des gènes, valider de potentielles cibles thérapeutiques et même développer de 

nouvelles thérapeutiques, par exemple dans les domaines de l’oncologie ou de la virologie.  

De plus, il est assez facile de mettre en oeuvre une telle extinction, que ce soit par 

l’intermédiaire de longs ARN double brin, de systèmes d’expression d’ARN interférents, ou 

directement d’ARN interférents, cette dernière méthode présentant le moins d’inconvénients. 

 

La technique d’ARN interférence ouvre donc des perspectives sans précédent dans le domaine 

de l’inhibition spécifique de l’expression des gènes, exploitable pour développer de nouvelles 

thérapeutiques pour l’Homme.  

Malgré tout, il reste un obstacle majeur à l’utilisation répandue de l’ARNi : disposer d’une 

technique efficace de délivrance des siRNA. En effet, pour des applications thérapeutiques, on 

rencontre des problèmes de stabilité, de biodistribution, de ciblage, de pénétration cellulaire 

des siRNA ou d’induction d’éventuels effets secondaires. 
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Tout cela implique d’avoir recours à des systèmes adaptés, et les efforts de recherche des 

scientifiques ont déjà permis de développer des thérapeutiques basées sur l’ARN interférence 

qui sont actuellement en cours d’évaluation clinique sur l’Homme. Pour les plus avancées 

d’entre-elles, concernant le traitement de la dégénérescence maculaire liée à l’âge, les essais 

cliniques en sont déjà à la phase III. 

 

Aujourd’hui, de nombreuses autres thérapeutiques basées sur l’ARN interférence sont à 

l’étude en phase pré-clinique [22, 194]. Ces études concernent des pathologies très variées, 

telles que les maladies métaboliques, les cancers ou les infections virales, pour lesquelles 

différents types de vecteurs de transfection sont utilisés.  

Cependant, il reste encore de nombreuses interrogations concernant l’utilisation de l’ARN 

interférence pour le traitement des maladies humaines. En effet, les maladies chroniques 

comme l’hépatite C ou le VIH nécessitent des traitements au long cours et il n’y a pas encore 

assez de recul concernant les effets potentiels d’une utilisation répétée ou prolongée de siRNA 

sur le métabolisme cellulaire normal. Il est tout à fait envisageable que de tels effets toxiques 

ne soient pas révélés sur seulement quelques mois voire même quelques années [127]. 

 

La technologie d’ARN interférence, bien que semblant très prometteuse, nécessite donc 

encore de nombreuses études afin de s’assurer de son efficacité dans des applications définies, 

mais aussi de sa totale innocuité sur l’organisme. 
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L’ARN INTERFERENCE,  
L’EMERGENCE D’UNE NOUVELLE STRATEGIE THERAPEUTIQUE 
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Par Gaëlle CREUSAT 
 

RESUME 
 
L’ARN interférence est un processus cellulaire naturel découvert récemment par Andrew Fire et Craig 
Mello. Ils ont mis en évidence un mécanisme très conservé chez les eucaryotes, qui aboutit à 
l’extinction post-transcriptionnelle de l’expression de gènes cibles à la suite de la présence d’ARN 
double brin dans le cytoplasme des cellules. 
Compte tenu du caractère naturel de ce mécanisme, l’extinction obtenue est très robuste et spécifique, 
ce qui fait de l’ARN interférence un système révolutionnaire pour étudier la fonction des gènes, 
valider de potentielles cibles thérapeutiques et même développer de nouvelles thérapeutiques, par 
exemple dans les domaines de l’oncologie ou de la virologie. 
Malgré tout, il reste un obstacle majeur à l’utilisation courante de l’ARNi : disposer d’une technique 
efficace de délivrance des siRNA. En effet, pour des applications thérapeutiques chez l’homme, on 
rencontre des problèmes de stabilité, de biodistribution, de ciblage et de pénétration cellulaire des 
siRNA ; tout cela implique le recours à des systèmes de transfection.  
Grâce aux efforts de recherche mis en oeuvre dans le domaine, des essais cliniques ont déjà pu 
débuter, notamment pour traiter des pathologies oculaires ou des infections virales. 
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