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Historique de la recherche sur les ARNm

Single-stranded RNA Cytosolic

Discovery of immune = -
checkpoint molecules  defined as TLR7/8 ligand RNA-sensors Cl!tnrlcglsgfc:ts
(PD-1&CTLA4) producing type I IFN  (RIG-|, MDAS) [~ —— " A&
: : ; RNA vaccines
Honjo 1992 & Allison 1996 Heil & Lund 2004 Yoneyama 2004 with injection for infections
of naked MRNA | | Phase I/l trials & cancer*
Dendritic cell - 5 or with RNactive® || Trends towards
identified as | Infectious non-self Discovery of = Double-stranded  Modified nucleotides | protamine-mRNA | | in melanoma & || e LNP-based
specialized APC & Danger model TLRs RNAidentified as = suppress type | IFN | cancer vaccines | [ NSCLC patients||  delivery
Steinman & Cohn | Janeway 1989 | Hoffman 1996~ TLR3ligand  signalling by mRNA |46 2008, 2009 Kiibler 2015, « Combi with
1973 Matzinger 1994 Beutler 1998 Alexopoulou 2001 Kariké 2005 & Rittig 2011 & Sebastian 2019 checkpoints
| 4 |4
| 1961 - 1989 1990 1995 2000 2005 2010 2015 2019
k .
Discovery|| Cationic lipid- mRNA induces ||First-in-human trials|| VT mRNA with Intranodal delivery Debate on Personalized
mRNA mediated cellular- and humoral|| with ex vivo DCs ||modified nucleotides of mMRNA type | IFNs in neo-epitope
delivery of mRNA immunity loaded with mRNA improves transfects DCs || efficacy & safety || mRNA vaccine
to cells in vitro Martinon 1993 & for cancer RNA stability & and elicits of mRNA vaccine ||tested in patients
Malone 1989 Conry 1995 Vieweg 2002-2003 translation antitumor immunity|| Pollard 2013, Kranz || With melanoma
Kariké 2007 Kreiter 2010 & Broos 2016 Sahin 2017

First description il First report on cellular
of IVT mRNA || self-amplifying RNA s a strong uptake of MRNA
translation in vivo Zhgﬁ’;’& & danger stimulus after skin delivery
Wolff 1990 Johanning 1995 Scheel 2004 Probst 2007

Introduction of

Protamine-stabilized

Anti-tumor immunity
by i.v. delivery of mRNA LNPs
with type | IFN as driving force
Kranz 2016
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Verbeke R et al, Nano Today, 2019
doi : 10.1016/j.nantod.2019.100766




Historique de la recherche sur les ARNm
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Personalized RNA neoantigen vaccines
stimulate T cells in pancreatic cancer

L1 1

RFS from landmark time (%)
[S)]
=)
1

o

Median RFS: not reached

Median RFS: 11.0 months

o

At risk

Responders 8
Non-responders 7

6 12 18 24
Months

7 5 2 0

5 1 0 0
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Caracteristiques des vaccins ARNm

Type de vaccin Utilisation Induction d’'une Besoin adjuvant Facilité de
chez I'ID réponse T CD8 production
Vaccin Vivant atténué Non Oui Non Non
Vaccin inactivé Oui Non Oui Non
Vaccins protéiques Oui Non Oui Non
Vecteurs viraux Oui Oui Non Non

Vaccins ARNm Qui Oui Non QOui
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Etat de la recherche avant la pandemie de COVID19

Table 1
Clinical trials of mRNA vaccines with published (interim or complete) results.

Les virus contre lesquels ces vaccins ont
été utilisés dans le passé sont Ebola,
Encéphalite a tiques, HIV, HSYV,
Influenza, Para influenza, Zika

Avant le SARS-CoV2
résultats pour
patients/volontaires
essais de phases 1 /2

on dispose de
environ 600
inclus dans des

Cependant la plupart des essais sont des
essais de vaccination anti tumorale

Verbeke R et al, Nano Today, 2019
doi : 10.1016/j.nantod.2019.100766
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Clinical trial

Curevac's clinical trial results of mRNA vaccine platforms

Admi

ration

Safety

Efficacy

Naked, unmodified mRNA

(+GM-CSF)

Protamine-stabilized
MRNA (+GM-CSF/KLH)

RNactive formulation

sequence-engineered
NA + protamine RNA

Melanoma [205]

(15 patients, phase I)
NCT00204516

Renal cell carcinoma
[206,207] (30 patients,
phase /1)

Melanoma [208] (21
patients, phase I/1l)

NCT00204607
Prostate cancer [209] (44
patients, phase I/1l)

NCT02140138

NCT00831467
NCT01817738

Non small cell lung
carcinoma [187,210]
(46 patients, phase I/11)

NCT00923312
(26 patients, phase Ib in
combination with local
radiotherapy)
NCT01915524

Rabies [17]

(101 subjects, phase I)

NCT02241135

Autologous tumor antigen

6 different tumor antigens

6 different tumor antigens

4 prostate antigens

Different Tumor antigens

rabies virus glycoprotein

Intradermal 200 g (10x)

Intradermal 300 g (5-11x)
Intradermal 640 g (12x)

Intradermal 256-1280 g
(2-5x)

Intradermal 400-1600 g
(5%)

Intradermal or
intramuscular

(needle syringe vs
needle-free devices)
80-640 g (3x)

Grade I/ii: skin reactions 90%, pain 49%,
fatigue 37%, fever 12%

Grade I]II: skin reactions, fever,
headache

-No evidence of clinical effectiveness

- Induction of T cells

- Long-term survival correlates with
immune responses

- Induction of T cell response in subset
of patients

- reduced regulatory T cells
1 CR of lung metastases after

Grade I/l skin reactions 50% grade II,
and 40% grade I, fatigue 86%,pain 50%,
headache 50%, fever 40%

- Grade I/Il: erythema 61%,
site reaction 48%, fatigue 18%, fever
16%, chills 13% and influenza-like
illness 11%

- Grade IIl 11%; urinary retention,
anemia, hematuria

- Grade I/Il: in most patients
- Grade 11l 3%, mostly not drug-related

- Serious AE 15% but not considered
drug-related

- Positive levels of diagnostic
auto-immune markers 20%

- Injection site reactions (grade I/1l)

- Systemic adverse events, including
grade Ill events.

- Acase of transient, moderate Bell's
palsy

continuous treatment

-T cell responses in 76% of evaluable
patients

—1 patient with PSA response

- T cell responses in <30% of patients
- Antigen-specific humoral responses:
a7%

-Increase in IgD* CD38" B cells, not
related to antigen-specific responses
- No objective tumor responses

- Protective antibody titers in 71% (i.d.)
and 46% (im.) of vaccinated persons,
after 3 injections via needle-free device

Clinical trial
Curevac's cli

Antigen
ical trial results of MRNA vaccine platforms

Administration

Safety

Efficacy

Naked, unmodified mRNA

BioNTech clinical trial results of mRNA vaccine platforms
15] pitope:

Melanoma [
(5 patients, phase I)

NCT02035956

-epito]

Intranodal 500 or 1000 g
(8x)

No serious AEs (no further details)

- Induction of T cells

(against 60% of the predicted
neo-cpitopes)

—1 CR in combination with anti-PD-1
treatment

LNPs with unmodified Melanoma [92] 4different tumor antigens Intraveneous 7.2-29 g No safety data reported - IFN-0 and antigen-specific T cell
A (5-6%) responses
(data of 3 patients, phase )
NCT02410733
;. i platk
LNPs with Influenza [16,18] HA antigen (H10N8) Intramuscular 25-400 g - Grade I/I: local and systemic Immunogenicity after two i.m.
nucleoside-modified (1-2x) injection of 100 1 mRNA dose:
mRNA
(153 subjects, phase I) ~3 reports (13%) of severe local AE - HA titers > 40 in 100% of subjects
after second dose in 100-jug group (four times more than baseline)
NCT03076385 Intradermal 25-50 pg - High rates of solicited AEs associated -MN > 20in87%
(1-2x) with i.d. vaccination
Influenza [18] (120 HA antigen Intramuscular - Grade I/I: local and systemic - HA titers > 40 after 2x mRNA doses
subjects, phase I) 0f 10,25 or 50 g in respectively
36.0%, 96.3%, and 89.7% of participants
NCT03345043 (H7N9) 10,25 and 50 pg (1-2x) - Severe injection site pain after the - M titers > 20 (after 2x) in 100 in

Naked unmodified mRNA
+TriMix RNA

€TheRNA clinical trial results of mRNA vaccine platforms

HIV-1[89](21 patients,

phase )
NCT02413645

HTI sequence (critical
HIV-1 epitopes)

Intranodal 100-1200 pg
(3x)

second vaccination in 10% of
participants in the 50-jug dose group

31 grade /1l and 1 grade Ill AE, mostly
not considered as drug-related

the 10- and 25-p.g groups and 96.6% in
50-pg group

~moderate HIV-specific T cell
responses at highest dose
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Vaccin mRNA et COVID19 - Premiers résultats
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Polack FP et al,
NEJM, 2020
doi : 10.1056/NEJM0a2034577

Symptomatic Covid-19

Severe Covid-19

Days after Dose 1

BNT162b2 Vaccine
8
N=18198
1
N=21669

0 7 14 21 28 35 42 49 56 63 70 77 84 91 98 105112

Placebo

A Per-Protocol Analysis

Vaccine Efficacy  Incidence Rate
35 (95% C1) (953 CI)
% per 1000 person-yr
3.0+ Placebo 56.5 (48.7-65.3)
mRNA-1273 | 941(89.3-968) 33 (17-60)
& 25
2
&
£ 209
s
&
©
2 15
k]
3
£
3 10
05
i i mRNA-1273
i
0 10 20 30 “ 50 70 20 % 1000 10 120
Days since Randomization
No. at Risk
Placsbo 14073 14,073 14073 14072 13416 12992 12361 11147 9474 6563 3971 172 0
mMRNA-1Z73 14134 14,134 14134 14133 13483 13,073 12508 11315 9684 6721 4094 1209 O

162 Baden LR et al,
N=18325 NEJM, 2020

9 doi :10.1056/NEJM0a2035389

N=21686

Vaccine efficacy of 95% (95% credible interval, 90.3-97.6%)
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B Modified Intention-to-Treat Analysis
Vaccine Efficacy  Incidence Rate

354 (95% CI) (95%CI) Placebo
% per 1000 person-yr
30 Placebo 79.8 (70.5-89.9)
- mMRNA-1273 930 (88.9-95.6) 5.6 (3.4-8.8)
§ 254
&
£ 209
g
&
-g 15
3 10
031 } ) mRNA-1273
00- T T T T 1
o 10 20 30 40 50 60 70 80 % 100 110 120
Days since Randomization
No. at Risk
Placebo 14598 14,590 14,567 14,515 13,806 12352 12,694 11450 9736 6729 4067 1200 o
mMRNA-1273 14,550 14,543 14,532 14,504 13825 13,398 12791 11573 9911 6871 4179 1238 o
Placebo mRNA-1273
Covid-19 Onset (N=14,58) (N=14,550)
Randomization to 14 days after dose 1 1 5
14 Days after dose 1 to dose 2 35 2
Dose 2to 14 days after dose 2 19 o
Starting 14 days after dose 2 204 12
Total (any time after randomization) 269 19




in MRNA et COVID19 - Actualités

World Health J R&DBIueprmt
Organization T3 povsos vt

dC

O

vent epidemics

idate vaccine development worldwide jeudi 30 mars 2023

DISCLAIMER: These landscape documents have been prepared by the World Health Organization (WHO) for information purposes only concerning the 2019-2020 pandemic of the novel coronavirus. Inclusion of any particular product or entity in any of these landscape documents
does not constitute, and shall not be deemed or construed as, any approval or endorsement by WHO of such product or entity (or any of its businesses or activities). While WHO takes reasonable steps to verify the accuracy of the information presented in these landscape documents,
WHO does not make any (and hereby disclaims all) representations and warranties regarding the accuracy, completeness, fitness for a particular purpose (including any of the aforementioned purposes), quality, safety, efficacy, merchantability and/or non-infringement of any
information provided in these landscape documents and/or of any of the products referenced therein. WHO also disclaims any and all liability or responsibility whatsoever for any death, disability, injury, suffering, loss, damage or other prejudice of any kind that may arise from or in
connection with the procurement, distribution or use of any product included in any of these landscape documents.

- Number of vaccines in clinical development J 183 - T
- Number of vaccines in pre-clinical development \ 199
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450
W Vaccines in pre-clinical development W Vaccines in clinical develop ment
3.- Candidates in clinical phase o% sx 10% 5% o 2% 30% 35
Filter All Select phase of development (default is all) . |
Vi
Platform Candidate vaccines (no. and % DNA
S o 2 - v_
Wnr Viral Vector (non-replicating) 25 14%
DNA DNA 17 9% [rea |
v Inactivated Virus 22 12% vvr
RNA_ RN I . I
Vvr Viral Vector (replicating) 4 2% VVr+APC |
vLP Virus Like Particle 7 4%
VVr + APC VVr + Antigen Presenting Cell 2 1% Lav
LAV Live Attenuated Virus 2 1% Vvnr + APC i
VVnr + APC VVnr + Antigen Presenting Cell 1 1% BacAg-SpV l
;U N | BacAg-SpV Bacterial antigen-spore expression vector il 1%
183
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Les vaccins ARNm apres les vaccins COVID19

Elargissement des cibles potentielles
Vaccin ARNm et VIH

Vaccin ARNm et Flavivirus
Vaccin ARNm et VRS

Vaccin ARNm et Grippe

DN NI NN

Amélioration des vaccins

Les modifications du type d’ARN

Les modifications de la structure des protéines produites
Les modifications de la vectorisation

Les modifications de la voie d’administration

DN NI NN
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Comment choisir les cibles?

Cadre pour évaluer la valeur de la
technologie de 'ARNm :

1.ldentifier les agents pathogenes d'intérét

2. ldentifier les indicateurs clés
a) Charge de morbidité - a I'échelle
mondiale et régionale
b) Faisabilité du vaccin - biologique et
clinique
c) Caractéristiques du vaccin
(efficacité, durabilité, portée et
régime)
d) Impact d'un vaccin

3. Positionner les vaccins ARNm dans les
eécosystémes de R&D et de santé mondiale
existants

R

,b

XY, World Health
2 Organization

24es JNI, GRENOBLE

One or more immunogens have N ( One or more immunogens can be 4 ) No immunogens have been h
@ been identified or can be @) identified. — identified.
o) identified. o) Animal models can inform —J There are no animal models.
o — Amm:l-ll modgls are ay§|lable, ) « = preclinical testing. . L_) Clinical testing s difficult.
(/) enabling rapid pre-clinical testing. (Vp) Some clinical data support the .
(O clinical data support the efficacy 2 development of a vaccine (in L
@) of avaccine. © animal models, for example). '5
L Target populations have been o Target populations have been
identified. identified.
Clinical testing can be conducted Clinical testing is feasible although L
using existing infrastructure. could be limited by the nature or
localization of the disease.
J

Optimal

Highly efficacious against
existing pathogen strains and
emerging variants

A multivalent vaccine is
required.

A vaccine could be rolled out
broadly as part of an existing
immunization agenda.

Acceptable V

J
~

Moderately efficacious
against existing pathogen
strains or emerging variants

A heterologous prime-boost
vaccine regimen may be
required.

/
WNot suitable

Limited efficacy against
pathogen strains or emerging
variants

A complex immunization
regimen or repeated
immunizations and boosters
are required.

Limited prevention and
treatment are available.

.= No vaccine available.
I Limited vaccine R&D.

Medium

Prevention and treatment are

available, but not always n

implementable and/or
accessible.

Few effective vaccines available.

Complex or limited

manufacturing, costly vaccine.
Active vaccine R&D.

Low

.

Effective prevention and
treatment are available.

Other interventions exist that
can be deployed rapidly and
when needed to control the
epidemic.
Transmission/acquisition
dynamics are not well described.

Effective vaccines available.

10



Les pathogenes cibles

Archetype

Disease

Pathogen | GAVI WHO

CEPI

PAVM

mRNA app

difficulty

Legacy

Measles

 Tuberculosis

Whooping Cough

Tetanus

Diphtheria

Hepatitis B

Yellow Fever

Typhoid

Cholera

Expanding

Rotavirus

Pnemococcal

Papilloma Virus

HIV/AIDS

Malaria

SARS-Cov-2

Outbreak

Chikungunya

Lassa Fever

Rift Valley Fever

Ebola

Next Horizon

Varicella

Hepatitis A

Influenza

Syphilis

Genital herpes

Otitis

Gonorrhea

x4

Chlamydia

Other

“UNI

2023

£
Grenob!

RSV

Strep A

Group B Strep

Rabies

N

Khan A,
WHO/MPP mRNA Technology Transfer
Programme, CapeTown, 2023

24es JNI, GRENOBLE

Dengue

HIV

HPV

Hep B
Influenza
Lassa fever
Leishmaniasis
Nipah virus
Rabies

Rift valley fever
Rota

RSV

QT8

O TBE

U West nile virus
4 Yellow fever
Q Zika virus

ocoodoo0oo0opooo

SARS-CoV-2

Spike
glycoprotein
Nucleocapsid

Envelope

Influenza virus

pike protein, spike proteil
receptor-binding domain
Emerging variants?*?

Multivariant booster®,
pancoronavirus vaccine??

Haemagglutinin

Neuraminidase

Matrix protein
lon channel

Envelope dimer

f P ey
nucleoprotein, ion channel
New strains™*, annual vaccine
modification

Universal vaccine*?, mosaic
vaccine targeting multiple
conserved regions’

prM-E
ring

Capsid protein

Surface, gp120
Transmembrane,
gpal

Integrase
Protease
Reverse
transcriptase
Nucleocapsid
Matrix

Capsid, p24

Vi, Vpr,
Vpu, Nef

Chaudhary M et al,
Nat Rev Drug Discov, 2021,
doi: 10.1038/s41573-021-00283-5

ions dul
pregnancy®®, antibody-
dependent enhancement™®

Maternal vaccination®, vaccine
encoding monoclonal antibody™’

env -
} Conserved regions of

surface glycoproteins

| proteoglycan shielding
critical epitopes?’

Rapid mutations™®,
pol

antibodies'®

Broadly neutralizing
}gag

Vaccin ARNm et VIH

"1:

Matrix protein

Glycoprotein

Fusion protein

Large polymerase |VAED, o approved vaccine,

protein

Phosphoprotein
Fusion protein
Nucleoprotein
Small hydrophobic

protein

Glycoprotein
Matrix VP40

Nucleoprotein

multiple late-stage clinical trial
failures™

Target prefusion F conformation
for neutralizing antibodies'”*

Glycoprotein

Current FDA-approved vaccine
requires—80 °C storage™,

no mRNA vaccine in clinical

development
Polymerase
Thermostable vaccine
s virus
=
S y
—Glycoprotei Near 100% fatality after
YEOPIOTEIN i fection, setbacks in clinical
y —— Matrix trials!®
Optimization of delivery vehicles

Plasmodium gametocyte

(malaria parasite)

Vacuole
Erythrocyte
membrane
Nucleus

PMIF, PIGARP
Lack of surface antigens,
complex life-cycle of parasite®*

Target infected cells'®, prevent
immune evasion’®?

| [ Targets [ Challenges [ Strategies

Vaccin ARNm et Flavivirus
Vaccin ARNm et VRS
Vaccin ARNm et Grippe 11



Vaccins VIH - Etat du pipeline

<
S
3 —  Female Placebo: 42 (3.4,5.0) . Incidence Rate per 100 Person Years (35% CI)
€ BEGHrd S .y 5 — Placebo: 432(332,5.52) CD4BS Yes
- oo Male Vaceine: 12 (0.6, 1.9) oo Z o [J == Voccine: 361(269,475)
4 £ V2 glycan Yes
I -
5 006 1 o V3 glycan Yes
8 Io 7 ;
e 5 Fusion peptide No
g0 g oo MPER regi N
2 region lo
< 5 o 7%
2 H V2 glycan
3 3
O 000 E 0.2 o

0 3 9 2 15 18 21 2 o
Time Since Enroliment (Months) -

No. at Risk 00l

Fomalo Placebo 1886 1797 1618 1482 1313 1089 79 2 16

Ve Picano 503 e il G 7 o i) ) i 0 21

e 3% 8 i & 5 A i@ fe = V3 glycan
Cumulative Events ore e o i i = o B
umulative Eve k k

27 S A R S T S S S : s 5w F : % s

Nalo  Placabo 0 2 g 5 i g b 2 s ° o8 " z B bl s CD4bs

Maio Vacene 0 2 H 6 H ? i 2 i

A :
Fusion peptide/
gp120-gp41 interface

Prasabiy o V- Irfecton ()

o 3 & o 12 s T8 21 24 27 20
Time Since Enroliment (Manths)

1204 1494 1492 1460 1444 1181 677 200 82 8

A 2

B 1524 1624 1534 1484 1456 1184 ee2 288 7/ B
Cumulative number of HIV-1 infections.

A as a9 a7 a8 as a9

B o ° o H 23 38 a8 52 Sa 5a 58

Echec récent des essais de phase 2b/3 Piste la plus prometteuse

HVTN 702/Uhambo-(ALVAC + bivalent subtype C gp120/ MF59 boost) Induction de bNab

HVTN 705/Imbokodo (4 Mosaic Ad26 Constructs + gp140 Clade C Boost)

N} HVTN 706/Mosaico (4 Mosaic Ad26 Constructs + bivalent gp140 Clade C + Mosaic) REWES (E) Git L, M ROV IAVTelele], el
2023 doi: 10.1038/s41577-022-00753-w
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Vaccins ARNm et VIH — Experimental Medicine

B cell lineage immunogen design

Germline targeting

Traditional Phase I Trial

Experimental Medicine Trial

Computational inference
of bnAb unmutated
common ancestor (UCA)
antibody

Structure-based immunogen design

Env trimer

Target antibody

Antibody + Env trimer
structure determination

Modelling related
target antibody

Env modifications

Epitope
ifications to

! Individual
_EE v infected with
(.
W e

Computational reconstruction
of the maturation history of
the bnAb clone

Mutation-guided immunogen design l

an'ry —

Experimental
determination of

HIV-1

\ 4

( )
Q
Designof

C ional

of antibody mutations

improve binding
to related target
antibody

that contribute to
broad neutralization
activity

improbable
antibody mutations

immunogens that
can specifically
select for B cells
bearing functional
improbable
antibody mutations

Laboratory monitoring of volunteers

Mostly regular immunogenicity

Mostly special assays

Preclinical (animal) evaluation

Extensive (up to protection)

Designof high-  Design of Development of Boosting
E@R‘Eﬁ;,ﬁ'; o bindiog, E;SZE:EHE g?:f':r';fﬂfa';fy‘,:fn‘d 5 ) g""’"“‘""ge" Purpose of the trial Product development Scientific information
immunogen bnAb precursors e e Boosting % > 3 - -
ot lemunogen X Next step Phase II (tentatively) Improve vaccine design/Phase I
Priming f ) ientifi :
immunogen ) ’ i Isolation of Number of volunteers ~20-100 Defined by scientific question
8 H v abnAb clone
_.W r t * \ ; 4%*@ Use of controls/placebo Yes Potentially no
( : v g Duration (months) ~12-18 Usually < 12
Similar bnAb —_— o %ﬁ‘
precursors v 3 Safety Safet’y
¥ — ¥

Limited / generic for platform (safety)

Vaccine manufacturing

Scalable product
(reproducibility/MCB, etc.)

Pilot/small-scale lot

Product characterization

Suitable for Phase 3 trials;
long-term stability

Description of product (qualified assays):

purity, potency, stability

Safety/toxicity Extensive Limited
Regulatory IND/IMPD IND/IMPD
. IRB approval; IRB approval;
Ethics . -, . RN
involves large communities involves individuals
Industrial partner Highly desirable Desirable, but not essential

Haynes B et al, Nature Reviews Immunology, 2023
doi: 10.1038/s41577-022-00753-w

“UNI

2023
Sl 24°s NI, GRENOBLE

Prudden H et al, Vaccines, 2023
doi: 10.3390/vaccines1105097

3 essais de phase 1 en cours

*+ HVTN302, CTG : NCT05217641
+ IAVI G002, CTG: NCT05001373
+ IAVI G003, CTG: NCT05414786
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Vaccins VRS - Role de la glycoprotéine F

Live Formalin-inactivated
RSV
# O Echec des Postfusion F in 6-helix Functional form of RSV F in pre- Candidate RSV vaccine is
- - bundle conformation triggered conformation stabilized native F trimer
V anciens candidats ,
\ vaccins “] %’ 1 e
* 4 i & B
& . g 2 o2°
- —_— Echec d'un candidat vaccin Pl . RS £ 4
membrane inactivé dans les années 60 g ik S5y T g "
- 3 55 :
AT FRRXR KRR KRR KRN Wiy, avec déces de deux enfants J ] ® }
Cytoplasm RIG-] sl — onsasl—r—
: MDA-5 i idemi st Vacine Clincal Trial RSV Postfusion F Structure VOP— re £ Vaccine Cinial T
/\ dsBNA O /’\ (’}gg,g’ HW. et al. Am. J. Epldem/ol, (Hu‘:v\\/atcv&In\m::\alu:\l‘léw) A ('nvx zc:z? RS(Ssxer‘\ceAp:\SZOHD (s:-t:u- NovemSﬂ zgou) P(S::nceAugcust 20"9)I
' i — ’ -
"’ Rsv i No RSV V. doi:10.1093/oxfordjournals.aje.a12
replication | replication 0955.) I
ﬁzﬁ E b O Elucidation du mécanisme
{ i ) immunologique en 2009
RSV ; . . . s .
"_ssRNA ! Endosome La glycoprotéine F du VRS existe dans une conformation de préfusion (pré-
i : o (Delgado MF et al, Nat Med, F) avant un réarrangement important qui se produit spontanément ou dans le
Tanscription” | Limited 2009, doi: 10.1038/nm.1894.) cadre du processus de fusion membranaire qui permet l'entrée de la
factor ! transcription nucléocapside virale dans la cellule cible.
activation ! factor activation
- - Les sites les plus sensibles a la neutralisation, reconnus par les anticorps

affinity maturation neutralisants les plus puissants, ne sont présents que sur pré-F.
Varga, S, Nat Med, 2009
doi: 10.1038/nm0109-21

affinity maturation

La stabilisation de cette forme a permis la mise au point de nouveaux
24es JNI, GRENOBLE vaccins 14




Vaccins ARNm VRS - Combinaison de vaccins

°
H “HA 1. N Engl J Med 2023; 388:595-608
/i‘ ’ ﬂﬁ Type Sponsor Efflcacrte doi: 10.1056/NEJM0oa2209604
Paediatric Maternal Older adults . 1 o 2 N Eng[ J Med 2023, .
Ry o S ) MRy Protéine GSK 82.6% (57.9 - 94.1) 10.1056/NEJMoa2213836

5;2 Ad26 RsV.PreF @ .. . . 0 3..https://s29.q4cdn.com/43587851

P — Protéine Pfizer 66.7% (28.8 t0 85.8) i e

L 0/ - Investigational-Respiratory-

Phase2 g e ® © 857 /0, (320 to 987) Syncytial-Virus-RSV-Vaccine-Has-
k0 kit ‘ BARSL3 . Met-Primary-Efficacy-Endpoints-in-
£ omo@® Protéine Moderna? 83,7 % (66,1 -92,2) Phase-3-IP7L2.pdf

ANS24131311314L
‘ BARS13 @)
Phase 1 Wﬁ D COVID vaccine Flu vaccine RSV vaccine Adult pan-respiratory vaccine
{BCCN . MRNA-1273 MRNA-1010 MRNA-1345 MRNA-1230
%% sif/?ngv:qua V306 VLP @ * vx-121 @
DS-Cavl
s @) @ =m0 8 EEG )
%‘;% 61zo/F1/GzlANs1$ D
-MinL4. -MinL4.0
mis © B s
LIDAM2-2 1030s
%ﬁ RsMo1 @ %}ggf?
& mRNA-1345 @
%« mAb ‘;i;z Vector %% Live-attenuated vaccine j;% Chimeric f Nucleic acid mOderOg

‘ Subunit * Partie (@) Route of administration

e Résultats assez similaires entre les candidats vaccins
L]NI Mazur Ml et al, Lancet Infect Dis, 2022

B . L crenosLe doi: 10,1016/ S1473.3099(22)00291.2 Possibilité de combiner les vaccins comme avantage potentiel
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Vaccins grippe — Temporaliteé/Composition

Current influenza vaccine productions

APRIL JUNE

T

Too late to
grow virus,

[

TN —,@ :

=8
M: u"

‘._"“‘;'i', analyse by

F Shipping Vaccination
classical egg- based vaoclne strain virus of viruses and filling 50,000
virus reassortment
s
i vaccine 0,000
4 ; strain Yy W Y @
@) & %% = vnrus }Q : ? * é
& ‘/ + 1! 2 2 ) g
Clee [— & 30000
. Ly o &
VE’CC"‘S_HS"a'"S Reverse genetics Cell of M if [ i Shipping Vaccination s
surveillance virus reassortment vaccine strain virus of viruses and filling 3
and selection 2
E 20000
z

Bacmid DNA ”

rHA-based
vaccine

-~

; o'iﬁ’“m;{j;@ T < » Wy
@@

4

HA expression vector Mass- Purification Formulation Vaccination
and baculovirus production and filling
preparation of rHA by
sf9 cells

Chen JR et al,
Journal of Biomedical Science, 2020
doi :10.1186/s12929-020-0626-6

24es JNI, GRENOBLE 2.

10,000

Flunet Northern Hemisphere lab confirmed influenza

VCM 4 weeks later would allow more

vem g viruses to be analyses in most years

Influenza subtype

determined)

Influenz:

e

May 2019 Jul 2019 Sep 2019

Subbarao K,
WHO/MPP mRNA Technology Transfer

Programme, CapeTown, 2023

Deux problemes importants
impactent la production
des vaccins anti grippaux:
1. Délai de production

Limitation du nombre de souches

Souches B

Souches A
A/HIN1 et A/H3N2 B/Brisbane et B/Phuket

50009

Brisbane Phuket
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Vaccins ARNm grippe — Outil pour la diversite?

—%A:Hongkong/%%zzoog (H9)
3¢ AMallard/Sweden/24/2002 (H8)
')"Z”*Aémuardnmsnm,AlaskanMpm 67/2007 (H12)

* A/Shoveler/Netherlands/18/1999 (H11)

,:x\_A/Sl’[earwa(eleesLAus(va\ial257sl|979 (H15)

N AV 1=
xy;_,:AfShanghailz/zoia (H7)

W A liamed
ﬂ AlJiangxi/09037/2014 (H10)

J

=lizgg, ABlack-Headed_Gull/Sweden/5/99 (H16) —e H3 R LMallard/Guriev/263/1982 (H14)
s Ha — [ T  ADuckCzoc1956 ()
3= 2=® A/Shorebird/Delaware/68/2004 (H13) H7 LY
——%  Bat/Peru/o; 18 Hio
:%é: AR RS Barao60r2010 (H17)  —e— Hi14
H1 —— Hi5 S
N
H2 o - - - - .
s ¥ ATaiwan/2/2013 (H6) 0.0 0.2 0.4 0.6 0.8
. Divergence
= o ¢ AlMichigan/as/2015 (H1)
HE 4 ANVietnam/1203/2004 (H5
Ho (L2 AVietnam 03/2004 (H5)
—— H11
H12 R Alapan/305/1957 (H2)
—— H13
H16
—— H17

H18 ?ﬁ
00 02 0.4 06 08
Divergence

Arevalo CP et al
Science, 2022
doi : 10.1126/science.abm0271

f';* " B/Colorado/6/2017 (Vic)

T

—e— Yamagata lineage

—e— Victoria ';9—2, B/Phuket/3073/2013 (Yam)

0.00

“UNI

2023
Gl  24°s JNI, GRENOBLE

003 006 009 012 015

Divergence

R A/Singapore/Infimh-16-0019/2016 (H3)

Vaccin  ARNm codant pour des Ag
d'hémagglutinine provenant des 20 sous-types

connus du virus de la grippe A et des lignées du
virus de la grippe B.

Le vaccin ARNmM-LNP 20-HA induit des
anticorps réagissant a des HA distincts plutét
gu'a des anticorps purement croisés.

Le vaccin ARNmM-LNP 20-HA permet Ia
protection contre linfection par les souches
contenues dans le vaccin mais également une

protection partielle contre des souches
distinctes (80% homologie)

3 essais de phase 3 en cours
« mRNA-1010, CTG : NCT05566639
« mRNA-1010, CTG: NCT05415462

*+ mRNA-1010, CTG: NCT05827978 17



Vaccins Flavivirus — Probleme de ’'ADE

DENV »

» " . .
5 —[ © | prM I E | Non-structural genes ]— 3 Heterotypic antibody binds
Heterotypic antibody Y Y virus but does not neutralize

5’—[ C | prM | E | Non-structural genes ]—3’ from previous infection
5’—{ C | prM | E | Non-structural genes }—3‘ j
5’—[ C | prM | E | Non-structural genes ]—3’

Antibody-antigen complex
binds to FcyR

}

.
Dengvaxia ® (Sanofi ) : back bone Fiévre Jaune FoyR Q\ lll \Q\ Q\ -
Personnes vivant dans des zones endémiques avec une ™ o "
immunité préexistante documentée, agées de 6 a 45 ans Monocvte i » “
(EMA) ou de 9 & 16 ans (USA). 4 ’ ’ . " "
.
.
5’—[ C | prM | E | Non-structural genes }—3’ ﬁ ﬁ ﬁ ::rlc;;?;‘i:r?;gcec:ltso
Note: DENV replicat v in FevR-beari Isi leads to increased
ote: replicates poorly In FCyR-bDearing cells in . .
5‘_[ C | prM | = | Non-structural genes ]—3’ absenceifheter';typiZamibyody ° virus load and disease
s—{c|pM | E | Nonstuctralgenes |—3 L’ADE associée a la réplicaton du virus se produit lorsque des anticorps
hétérotypiques non neutralisants présents chez I'héte a la suite d'une précédente
s—{Cc|lem| E | Nonstwouaigenes }—3' jnection par le DENV se lient au virus lors d'une infection hétérotypique ultérieure, mais
Qdenga ® (Takeda) : back bone Dengue type 2 ne parviennent pas a neutraliser le virus.
Personnes agées de 24 ans (EMA) ou de 4 a 60 ans
(Bresil, Indonésie), indépendamment d'une infection La différence d’activité entre Dengvaxia® et Qdenga® pourrait s’expliquer par la réponse lymphocytaire T
antérieure par le virus de la dengue™. croisée contre les autres protéines de la Dengue exprimées dans le vaccin Qdenga (NS3, NS5) ou la

présence d’anticorps contre d’autres protéines comme NS1

2"JI\” Wilken L & Rimmelzwaan G,
2023 Pathogens, 2020 Murphy BR & Whitehead SS , Annu Rev Immuno , 2011
CEEEEN  24es JNI, GRENOBLE doi:10.3390/pathogens9060470 doi:10.1146/annurev-immunol-031210-101315 1 8




Vaccins ARNm Flavivirus — Modifications fines des

immunogenes

a b c
Modified prM-E EDIII ‘Locked’ E protein dimers
d e f
C and NS proteins T-cell poly-epitope

L’addition ou la modification de plusieurs protéines peuvent
améliorer les vaccins contre les Flavivirus

L'introduction de mutations a l'intérieur ou a proximité de
la FL (boucle de fusion, surlignée en orange en a) est
susceptible de réduire l'induction d'anticorps spécifiques de la
protéine prM et de I'épitope de la boucle de fusion (FLE) ayant
de possibles effets délétéres

Wilken L & Rimmelzwaan G, Pathogens, 2020
uJNI doi:10.3390/pathogens9060470

2023
CELl 24°s JNI, GRENOBLE

Lipid Nanoparticle DENV—2 ADE (1 0 U.I)
ZIKV prM-E 100 | "
N\ e ZIKV prM'-QENA Fusion loop mutant ———/\/\/ -_—
encoded m encoded mMRNA g 80+
S 60+
X / :
=
o 401
5
a 204
Dengue virus 0 T T
antibody-dependent
enhancement ¢ = F

Days after infection

Wr}ﬂr Zika virus dlsease/> Wﬁr - PBS (n = 4)
- IgE_ -prM-E (10 pl) (n =5)

sig
Zika virus a [QEsig'prM—E FL(10 pl) (n = 5)
sterilizing
immunity

Souris vaccinées avec un vaccin ARNm codant pour la prM-E du virus Zika avec une
mutation dans la boucle de fusion sont protégées contre I'infection par le virus Zika

Par ailleurs on observe un phénoméne d’ADE aprés transfert passif d’Ac des souris
vaccinées chez les souris infectées par le virus de la Dengue de type 2 uniquement
chez les souris ayant re¢u une vaccination avec le vaccin ARNm non muté

Richner JM et al, Cell, 2017
doi: 10.1016/j.cell.2017.02.017 1 9




Essais cliniques vaccins ARNm (hors COVID19)

Pathogénes Phase 1 Phase 2 Phase 3
BK 2 0 0
Chikungunya virus
Cmv

EBV

HIV

HSV

Métapneumovirus
Nipah virus
Paludisme

Rage

VRS

Zika

WS 24es JNI, GRENOBLE 23

1
2
1
3
1
Influenza 9
1
1
1
2
1
2

- O O O O O W o o o »hMp o

0
1
0
0
0
2
0
0
0
0
2
0
5
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Les differents types de vaccins ARNm

Vaccin ARNm conventionnel BoomK et al
Gene Therapy, 2021
doi: 10.1038/541434-020-00204-y

Vaccine Immunogen in Titu tg
translation
MAAM —_—>
g ' Antigen or
AR il immunotherapy

Vaccin ARNm auto amplifiant

PR off off

Alphavirus nsP1-4 Vaccine Immunogen in situ M in situ
@ﬂfvv\)\—/—\wm‘w translation translation
e M A
5' CSE 3'CSE RdRP Amplification Antigen or

complex of RNA immunotherapy

Vaccin ARNm trans amplifiant

Alphavirus nsP1-4 I\ 3 )

AAARADS

M in situ Q M in situ ﬁ
translation & translation

ZU Nl Yacaine Immunogen RdRP Amplification Antigen or
AAAARPS complex of RNA immunotherapy

2023
| 24 J 5 CSE 3'CSE 21



Vaccins ARNm auto-amplifiant

AVANTAGES
Nom Pathogéne Phase Espéce CTG
* Plus faible quantité de vaccin nécessaire
ARCT-021 SARS CoV2 I VEEV NCT04668339 (de l'ordre du ng dans les modeéles souris) car
auto amplification
ARCT-154 SARS CoV2 Il VEEV NCT05012943 * Réponse immunitaire a priori plus forte
LNP-nCoVsaRNA SARS CoV2 I VEEV NCT04934111 .
INCONVENIENTS
CORAL SARS CoV2 | VEEV NCT04776317
BNT162¢2 SARS CoV2 1 VEEV NCT04380701 » Formation inévitable d"’ARN double brin - co-
délivrance de transcrits modulateurs de
CoV2 SAM SARS CoV2 | VEEV-SINV NCT04758962 l'immunité
* Inclusion de la séquence réplicative nsP1-4
GSK4108771A HsV2 | VEEV-SINV NCT04762511 dans les ARNmaa les rend beaucoup plus
RG SAM Rage | VEEV-SINV NCT04062669 longs ce qui peut poser des problémes pour

la formulation

PF-07852352,... Grippe | VEEV NCT05227001 * Peu d'informations disponibles sur les effets
d'une amplification et d'une expression
soutenues et de haut niveau des ARNmaa.

VEEV : Virus de I'encéphalite équine Vénézuélienne — SINV : Virus de Sindbis *+ Peu d'informations disponibles concernant
l'immunogeénicité du complexe RARP.
. Aliahmad P et al , » Données cliniques limitées a ce jour
“JN' Cancer Gene Therapy, 2022
2023 doi: 10.1038/541417-022-00435-8
QR 24 UNI, GRENOBLE 22




Vaccins ARNm exprimant des VLP

MRNA encoding spike-EABR elicits higher antibody titers than spike mRNA vaccine

LNP delivering B-Cell Activation
SmRNA P
Host cell ’
S

T- CeII Activation
Cell surface )
N\ mMRNA expressmn/

e release Translation YY N
T——
v — & — MHC-peptide

presentation

MHC-peptide

resentation
/",\Jj S T T p :

mRNA  Translation

Pl release Cell surfac T- Cell Activation
expression
S0l eVLP budding
nd release
LNP delivering
S-EABR mRNA / K )
B-Cell Activation / l

EABR Technology

i

EPM prevents endocytosis
EABR recruits ESCRT proteins

COMBINAISON DE DEUX STRATEGIES
» Vaccin mRNA
» VLP dont on connait la meilleure capacité a induire une réponse
immunitaire que les protéines isolées

TECHNIQUE

» Utilisation du complexe de tri endosomal requis pour le
transport (ESCRT) ensemble de protéines qui commandent le
bourgeonnement de la membrane dans les processus cellulaires
processus cellulaires tels que la formation de corps
multivésiculaires

» Ajout d'une courte séquence (EABR) dans la queue
cytoplasmique de la spike du SARS-CoV-2 S qui facilite les
interactions avec TSG101 et et ALIX deux protéines impliquées
dans le recrutement de la machinerie ESCRT aux sites de
bourgeonnement.

I - |- (=]
RESULTATS

» Supériorité des vaccins mRNA codant pour EABR vs les vaccins
mMRNA classique ou les VLP en terme d’induction d’'une réponse
anticorps neutralisante y compris VOC et d’'une réponse T

Hoffmann M et al, Cell, 2023
doi: 10.1016/j.cell.2023.04.024 23




Vectorisation des ARNm

Plateformes Avantages Inconvénients

N, o Nanoparticules lipidiques
; ﬁw &4 Contiennent 1) un lipide ionisable Préparation simple approuvée par  Stabilité limitée ,clairance rapide,
C%:} ¢ %" 2)cholestérol, 3) un phospholipide la FDA, bonne biocompatibilité et réponses inflammatoires

)

(a%%?@ auxiliaire 4) un lipide PEGylé. efficacité de transfection élevée inappropriées
NN diversité chimique, faible dégradabilité et toxicité
Polvmeéres fonctionnalisation facile, évolutivitt  limitée a dose pour certains
y synthétique, bonne biocompatibilité polyméres cationiques, et densité
et efficacité de transfection élevée de charge élevée
;‘%{é’% }«;ﬁ ,\A_% Dendriméres amphiphiles

Han X et al, )
Matter, 2020 n Core-shell Janus Dendron-tail

doi: 10.1016/j.matt.2020.09.020

Les vecteurs dendriméres amphiphiles sont des  hybrides
lipides/dendrimeéres et sont donc capables d'imiter les vecteurs lipidiques
et d'exploiter la délivrance par fusion membranaire, tout en conservant les
propriétés multivalentes des polyméres qui permettent une endocytose.

Chen J etal,
Acc Mater Res, 2022 :
doi: 10.1021/accountsmr.1c00272 e

Stables pendant plus de 135 joursa5° C
24¢ JNI, GRENOBLE 24




Administration muqueuse des vaccins ARNm

P ROBLEMES Parenteral Vaccination Mucosal Vaccination
» actions dégénératives des RNAses au niveau des muqueuses et par la barriére
épithéliale qui entrave I'absorption de 'ARNm — | £y
» défis considérables posés par le systéme gastro-intestinal. \ f §

ETUDES DISPONIBLES W - 8 <% :3.:

» Type : Uniquement pré cliniques 5 '

» Voies: intranasale et voie intravaginale

> Vectorisations : ARNm nu ou en avec différentes moyens de vectorisation e T
(cyclodextrine, couplé a un polyéthyleneimine (PEIl) de faible poids moléculaire, L S
modification du sucre des LNP mannose (LNP-man), l'utilisation de molécules ‘
muco adhésives telles que le chitosan et I'amidon,...)

» Modeles : SARS CoV2, VIH, Tuberculose, Grippe

RESULTATS
> Nécessité délivrance parfaite du vaccin
» Comparaison versus voie systémique en général plus favorable a la voie ‘ :
systémique P w3 e

REFERENCES S
Tissue-resident | . ) URT/LRT

» Hameed SA et al, npj Vaccines , 2022, doi: 10.1038/s41541-022-00485-x memeryTools | .
» Jansen EM et al, Exp Opin on Drug Deliv, 2022 : e ; . I—
doi:10.1080/17425247.2022.2131767 .\‘:

A

Tissue-resident LRT
memory B cells

» Zeng C et al, Curr Top Microbiol Immunol, 2022, doi:10.1007/82_2020_217. -

Ayunwwyj jesoonpy

2023

24 ; i
JNI Pilapitiya D et al, eBioMedicine, 2023 Mucosal lg6 A\ URT/LRT Y URT/LRT
CEY™S 24 JNI, GRENOBLE doi: 10.1016/j.ebiom.2023.104585 ; 3




Autres utilisations therapeutiques des ARN

RNA Interference

7T
Anti-sense RNA

double stranded RNA

‘ ’ Dicer

small interfering RNA

siRNA and mRNA

complex Spliced mRNA
! Modulation
‘i i
1 5 A )
mRNA degradation
Protein Synthesis

Messenger RNA (MRNA)
Transfer RNA (tRNA)

Ribosomal RNA (rRNA)

Anti-sense RNA

Anti-sense RNA complexed
with pre-mRNA or

Jorisc mature mRNA
~

RNA Aptamers
S

e ?

RNA aptamer

mRNA Vaccines
or Therapy

CRISPR-based
Genome Editing

€ e ARA
Cas) Mature mRNA

4

) Introduced into cell
L Undergoes translation

NHES .,,,ni/ \:m repai ‘

DsB s

4

Degradation of

l e

Protein function
is blocked

Post-transcriptional
modification/DNA repair
Small nuclear RNA (snRNA)
Small nucleolar RNA (snoRNA)
Guide RNA (gRNA)
Ribonulease P (Rnase p)
Y RNA
Telomerase RNA component (TERC)
Spliced leader RNA (SL RNA)

Khan A,

WHO/MPP mRNA Technology
Transfer Programme,
CapeTown, 2023

24es JNI, GRENOBLE

) Functional enzyme
Knock-in or antigen is
produced

Regulatory

Antisense RNA (asRNA)
CRISPR RNA (crRNA)

Long noncoding RNA (IncRNA)
Micro RNA (miRNA)
Piwi-interacting RNA (piRNA)
Small interfering RNA (siRNA)
Short hairpin RNA (shRNA)

Pathogenes ciblés: VIH, grippe, VRS, Chikungunya, Rage, Shigella

Y
Single transcript Furin-T2A

VH se [ w
IRES

SP
ST
M

Full-length

RiboBIFE
w Vi H v )
mem

VHH/VNA -
RiboMAB

§® G H oo HO H W Pes

Bispecific scFv

Utilisation des ARNm pour produire in vivo des AcMc

(toxine) Botulisme (toxine)
Compétition avec autres plateformes : AAV, ADN

Deal CE, Vaccines, 2021

doi : 10.3390/vaccines9020108
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Take away messages

Les vaccins ARNm ont révolutionné le champ de la vaccination

La mise au point d’'un vaccin est toutefois d’abord un probleme de définition des immunogénes que de
choix d’une plateforme et les vaccins ARNm ne peut répondre répondre seuls a tous les défis vaccinaux
actuels

Cependant compte tenu de leur rapidité de développement et de leur plasticité les vaccins ARNm
permettent de répondre a plusieurs problématiques actuelles comme

* nécessité d’itération rapide des essais avec de nombreux immunogeénes (VIH),

* modification rapide de la séquence d’un immunogéne (SARS CoV2, Flavivirus)

« expression de protéines sous la forme de VLP (SARS CoV2, VIH)

« combinaison de plusieurs vaccins (Grippe, VRS, SARS CoV2)

Les études en cours et a venir permettront par ailleurs de répondre a

« La place demain des vaccins ARNm auto amplifiants

« La possibilité/pertinence de [I'utilisation des vaccins ARNm pour une vaccination par voie
muqueuse

B  24es NI, GRENOBLE
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Structure et réplication in vivo des ARNm

IVT mRNA & modifications
nucleoside-modified mMRNA sequence-engineered mMRNA
e.g.. $.m1¥, 5meC e.g., GC motifs,
structural UTR elements
c:; a::gAgs 5'Cap open reading frame
B-S/ARCA AAAAA
5'UTR 3'UTR
self-amplifying mRNA
+ ‘:H:’ end structures
nonstructural subgenomic o8 Folyadenyiaion
(replicase)  promotor

Verbeke R et al,
Nano Today, 2019
doi : 10.1016/j.nantod.2019.100766

Stz
Xé@%&% ix&i?‘ﬁﬁ

odb} ..-wl; oo %M
I ) N

24es JNI, GRENOBLE

a Unmodified, unpurified mRNA 1 b Nucleoside-modified, purified mRNA

Carrier
sensing?

Endosomes
Endosomal-
RNA sensing
«TLR3
«TLR7
«TLRS

Typel IFNs

Cytosolic-
RNA sensing
«PK

Native Ag
expression

* Others?

Peptide-MHC

DC maturation -
resentation
- CD80 e

D86
* MHC class I and Il

Pardi N et al,
Nature Rev Drugs Discov, 2018,
doi:10.1038/nrd.2017.243

Buschmann MD et al,
Vaccines, 2021
doi : 10.3390/vaccines9010065

Les &' et 3' UTR flanquant la région codante régulent la
traduction de 'ARNm, la demi-vie et la localisation subcellulaire

La longueur de la queue poly(A) régule indirectement la
traduction de 'ARNm et sa demi-vie

L'ARNm non modifié est reconnu par les récepteurs TLR3,
TLR7 et TLRS8, et le récepteur du géne | inductible a I'acide
rétinoique (RIGI).

La modification des nucléosides, notamment Ile
remplacement des uridines par la pseudouridine et ses dérivés,
a été largement utilisée pour éviter la reconnaissance par les
récepteurs immunitaires innés, stratégie visant a éviter la
reconnaissance par les récepteurs de limmunité innée
réduisant ainsi l'activation immunitaire non désirée.

L'ARNm étant volumineux et chargé négativement, il ne peut
traverser les lipides anioniques De plus, a l'intérieur du corps, il
est dégradé par les nucléases.

I faut donc le vectoriser. On utilise habituellement des
nanoparticules a base de lipides comportant un lipide
ionisable, le cholestérol, un phospholipide auxiliaire et un lipide

PEGylé.
29



Production des vaccins ARNm

@ Sequence design @ In vitro transcription

=" E

@ mRNA vaccine @
)

Filtration

@ Nanoprecipitation

Purification mRNA

T.i—»o—ﬂﬂﬂ—-—ﬂ%ﬂ—mmm

Chaudhary M et al, Nat
Rev Drug Discov, 2021,
doi: 10.1038/
s41573-021-00283-5

Polyadenylation (if poly(A) tail is not
encoded in plasmid) ,o1a) polymerase

s

v "

‘/‘/—46/

24es JNI, GRENOBLE

Capping reaction (alternative to cap analog)

methyl donor
o 2
’ capping
Y enzyme

"/,/_—/o/

R

1) Séquencage du génome du pathogene insertion
de la séquence de I'antigéne cible une construction
d'ADN plasmidique.

2) Transcription de 'ADN plasmidique en ARNm
par des polymérases de bactériophages in vitro

3) Purification des transcrits d'ARNm en HPLC pour
éliminer les contaminants et les réactifs.

4) Mélange a des lipides dans un mélangeur
microfluidique pour former des nanoparticules
lipidiques.

5) Dialyse ou filtration pour éliminer les solvants non
aqueux et tout ARNm non encapsulé

6) Stockage du vaccin ARNm filtré dans des flacons
stérilisés

Matarrazo L et al, Frontiers Immunol, 2023
doi :10.3389/fimmu.2023.1172691

30



Vaccins ARNm et tuberculose
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