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Introduction

Le succés des vaccins a ARNm (acide ribonucléique messager) contre la COVID-19 a mis en
lumiére I'’émergence d'une nouvelle génération de vaccins. Cette technologie innovante a
permis de répondre efficacement et rapidement a cette crise sanitaire mondiale sans

précédent.

Ces avancées ont suscité un intérét croissant pour les applications thérapeutiques de I’ARNm,
dépassant largement le cadre des maladies virales. L'un des principaux atouts des thérapies a
base d’ARNm réside dans leur flexibilité, permettant des traitements personnalisés et adaptés
a diverses maladies. Les vaccins ARNm offrent alors une dimension thérapeutique en plus de
sa dimension prophylactique initiale. Cependant, malgré les promesses et les succes initiaux,
plusieurs défis demeurent. La stabilité de ’ARNm, sa sécurité a long terme, ainsi que son
impact immunitaire sont autant de questions qui nécessitent une analyse approfondie.

L'objectif principal de cette these est de faire ressortir les avantages et les limites des thérapies
a base d'ARNm. Ceci, afin d’évaluer I'ARNm comme une perspective thérapeutique
prometteuse, tout en exposant les défis qui se posent. La méthodologie repose sur une revue
de la littérature, une analyse détaillée des données existantes, et une comparaison de ces

études.

Dans une premiére partie, des généralités sur les ARNm et leur maniére de stimuler le systeme
immunitaire seront décrites. Cette partie permettra de comprendre pourquoi et comment des
techniques de vectorisation et de modification des éléments structurels sont nécessaires pour

la bonne traduction des ARNm en protéines.

Puis dans une seconde partie, les résultats des études récentes et les perspectives pour la
prévention et le traitement des maladies infectieuses seront étudiés. De plus, le domaine de
I'oncologie qui bénéficie aussi de nombreux essais cliniques dans I'utilisation des thérapies
ARNm sera traité.
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Chapitre 1 : Principales limites des ARNm qui nécessitent des

stratégies de ciblage adaptées.

1. Généralités sur ’ARNm(1 2)

L'acide ribonucléique messager (ARNm) est une molécule mise en avant lors de la pandémie
de Covid19. Cependant c’est une molécule qui a été découverte il y a plusieurs décennies et
présentée dés 1961 par Jacob et Monod. Cette molécule est le résultat de |'expression de
I'information contenue dans I’ADN. Elle permet de transmettre I'information contenu dans le

génome et code pour des protéines spécifiques.

La vaccination ARNm a été largement étudiée en raison de la capacité des acides nucléiques a
coder une large gamme d'antigénes. L'ARNm est constitué de bases azotées classées en bases
puriques (I'adénine et la guanine) et en bases pyrimidiques (la cytosine et l'uracile). Ces bases
sont liées a un pentose que I'on appelle ribose. Enfin trois phosphates se lient au ribose via
une liaison ester pour former le nucléotide. L'assemblage de ces éléments forme alors les

acides ribonucléiques.

La premiére étape de la synthese d’ARNm dans I'organisme s'appelle la transcription. Lors de
cette étape, un segment d’ADN est copié par I'’ARN polymérase pour former un transcrit pré-
messager. Puis ce transcrit subit une étape d’'épissage. Cette étape de maturation permet a
I’ARNm de rejoindre le cytoplasme. L'ARNm mature est doté d'un chapeau (cap) a son

extrémité 5’ et d'une queue poly-A a son extrémité 3’

Au sein du cytoplasme I’ARNm est traduit en protéine par le ribosome. Ce dernier associe
chaque codon a un acide aminé afin de former une protéine spécifique. C'est le codon initiateur
qui détermine le cadre de lecture tandis que la séquence se termine par le codon stop (Figure
1).

Chaque enchainement de bases est donc important pour la formation future de la protéine
souhaitée. En effet chaque base conditionne I'acide aminé formé. L'ajout ou la suppression
d’'une base peut modifier le cadre de lecture et conduire a la production d'une protéine

totalement différente de celle souhaitée initialement.
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Au vu de la structure de la molécule d’ARNm, il est aisé de comprendre que celle-ci peut se
dégrader facilement. En effet les liaisons phosphodiesters sont sujettes a I'hydrolyse médiée
par les nucléases ubiquitaires du corps. C'est pourquoi il est important de développer des
structures de défense lors de la formulation des vaccins. Sans moyen de protection, '’ARNm
sera dégradé avant d‘atteindre la cellule cible. Ainsi, le moyen idéal de délivrer '’ARNm serait
d’utiliser un matériau qui le protége de la dégradation et facilite une absorption cellulaire

efficace aprés une simple injection.

La production d'ARNm « thérapeutiques » de haute qualité, hautement traduisibles et
n'induisant pas d'inflammation grave, constituait jusqu'a tres récemment des limites majeures
dans ce domaine. Récemment, des réponses ont été apportées par un certain nombre
d'innovations, notamment I'incorporation de nucléotides modifiés, I'optimisation des séquences
codantes et la purification de I'ARNm par chromatographie liquide haute performance (HPLC)

pour éliminer les contaminants a base d'ARN double brin (ARNdb)®),

RNA polymerase

Transcription

Messenger RNA processing (MRNA) /
Processed messenger RNA (mRNA) Cell nucle/ Cell cytoplasm
4 > /

N C Messenger RNA (mRNA)
&\ / AT
o N

Nuclear pore

Outside cell

Figure 1: De I'ADN a I'ARN®™
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2. Comment obtient-on une réponse immunitaire a partir
d’ARNm ?
L’ARN sert de matrice dans la formation des protéines. C'est donc a partir de ces protéines que

le corps est capable d'initier une immunité.

2.1. Comment '’ARNm stimule I'immunité humorale et cellulaire( ) ?

L'’ARNm doit pénétrer dans le cytosol. A l'intérieur de la cellule les ARNm sont reconnus par
des récepteurs ce qui entraine la traduction en protéines. Ces protéines nouvellement formées,
sont reconnues comme des antigénes et sont responsables de I'activation de notre systeme

immunitaire.

C'est donc I'immunité adaptative qui entre en jeu. Limmunité adaptative est médiée par les
lymphocytes. Elle permet d’apporter une réponse spécifique pour un antigéne présenté. Les
lymphocytes sont divisés en deux grands groupes : les lymphocytes T (LT) responsables de
I'immunité a médiation cellulaire et les lymphocytes B (LB) sécréteurs d'anticorps responsables
de I'immunité humorale (Figure 2). Les cellules cibles de la réponse vaccinale sont les CPA :
cellules présentatrices d'antigeénes. Ces derniéres sont capables de reconnaitre les agents
pathogénes et d‘activer notre immunité. Il peut s’agir de monocytes, de macrophages,
de lymphocytes B ou de cellules dendritiques. Dans la stratégie vaccinale, ce sont les cellules
dendritiques qui seront ciblées majoritairement car elles sont considérées comme « les
sentinelles du corps » et sont capables de migrer vers les ganglions pour activer les

lymphocytes T.

A la surface de chaque CPA se trouvent les molécules du CMH. Ces derniéres assurent la

présentation des antigenes aux lymphocytes T afin de les activer.

Lorsque les lymphocytes T reconnaissent les peptides nouvellement formés via leur récepteur
« TCA », une réponse ciblée est enclenchée. Dans un deuxiéme temps, des molécules de co-
stimulation sont sécrétées afin d’amplifier la réponse des lymphocytes T tel que ; des
médiateurs de la réponse inflammatoire (par exemple I'IL-1, les interférons de type I), des
molécules de co-stimulation (par exemple CD40, CD80, CD86), et des cytokines (par
exemple IL-4, IL-12). La combinaison de tous ces signaux entraine [|'activation et la

différenciation des cellules T. Enfin, les lymphocytes se divisent en deux classes : les
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lymphocytes T auxiliaires appelés TCD4 et les lymphocytes TCD8. Les lymphocytes auxiliaires
sont chargés de recruter les autres cellules de I'immunité tandis que les TCD8 participent

directement a la lyse de la cellule infectée.

L'immunité humorale, quant a elle, fait intervenir les lymphocytes B sécréteurs d‘anticorps.
Ces derniers vont alors se lier spécifiquement a I'antigeéne qui a stimulé leur production. La
liaison permet aux anticorps de bloquer la capacité aux antigeénes de se lier avec la cellule
hote. De plus la liaison anticorps-antigéne marque les agents pathogenes afin qu'ils puissent
étre reconnus et détruits par les cellules phagocytaires ; c'est ce que l'on appelle
« |'opsonisation ». Ces lymphocytes peuvent emprunter deux voies : les lymphocytes B

mémoire ou les lymphocytes B sécréteurs d’anticorps. (Figure 2)

@ L) virus

J/ virus-infected

l ; host cell

innate immune virus
responses
antibody cell-mediated
response response
B cell A T cell
‘@)
’.)_, \" . \‘\\ - "“!
\\ -Y’,‘; ‘\.
iy [ & $
\ . \"\ —
\ o
1\ . ° ~ -
| O /' { ’l.‘ '
1 ~ ey
antibody ~— 1™

dead virus-infected cell

Figure 2: Voies activées dans la réponse adaptative®)
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Les antigenes nouvellement formés a partir d’ARNm empruntent alors différentes voies pour

activer les LT et les LB (Figure 3). La premiere possibilité est la dégradation de I'antigene par
le complexe du protéasome. Les fragments sont alors reconnus par les protéines du CMH I. Le

complexe CMH I présente alors les fragments aux cellules T cytotoxiques (TCD8).

La deuxieme possibilité est que les antigénes sécrétés peuvent étre absorbés par les cellules
et étre dégradés par les endosomes. Cette deuxieme voie fait intervenir les protéines du CMH
IT qui activent les lymphocytes T auxiliaires capables d’activer a leur tour les lymphocytes B.

Enfin la derniére voie est la capacité des antigénes a stimuler directement Iimmunité

humorale. La présentation des antigénes a la surface des CPA sera reconnue par les récepteurs

BCR des lymphocytes B. Les lymphocytes vont s'activer en lymphocytes B actifs sécréteurs

d'anticorps ou en lymphocytes B mémoire(®: 7: 8),
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Figure 3: Activation de I'immunité par I'ARNm(®)
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2.2. Préparation in vitro des ARNm

Les ARNm préparés in vitro doivent permettre la production de I'antigéne choisi. La molécule
doit comporter une structure similaire aux ARNm endogenes. Pour cela le transcrit sous forme
de molécule simple brin, doit comporter une section de 5’ vers 3’, un cadre de lecture ouvert
(ORF), une coiffe 5" composé de 7 méthyl-guanosine, une extrémité 3’, une queue de polyA et

des régions non traduites UTR.

Certains transcrits pour la formulation d’ARNm auto-amplifié contiennent des séquences qui
codent pour I’ARNm polymérase. Le role de cette polymérase est d’amplifier le nombre de
transcrits d’ARNm. Cette méthode permet de produire de grandes quantités de transcrits sans

augmenter la dose de vaccin.
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Figure 4: Les étapes de production in vitro des transcrits d’ARNm(
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La premiere étape de préparation est donc d‘identifier I'agent pathogéne puis de réaliser le
séquencage de son génome. Une fois cette étape réalisée, la séquence de |'antigéne cible est
insérée dans une construction d’ADN plasmidique. Ce dernier est transcrit en ARNm par les

ARN polymérases bactériologiques. Le transcrit subit des étapes de purification par HPLC

(Figure 4).

L'’ARNm est ensuite associé a un vecteur, ce qui forme des nanoparticules. La solution est
filtrée afin d’éliminer les solvants et les ARNm non encapsulés. La solution de vaccin est

conservée dans des flacons stériles(7: 10),

3. Quelles sont les raisons de la mauvaise biodisponibilité
des ARNm ?

Ceci s’explique par les caractéristiques physico-chimiques des acides nucléiques. En effet, les
ARNm présentent des caractéristiques défavorables a leur utilisation comme agent
thérapeutique. Leur taille, leur absorption cellulaire limitée et leur sensibilité a la dégradation

enzymatique sont les paramétres majeurs qui limitent leur utilisation(12),

Ce sont les avancées concernant la formulation qui ont rendu I'utilisation des ARNm possible.

3.1. Dégradation rapide par les RNAse ubiquitaires

Dans son parcours au sein de |'organisme I'ARNm doit faire face a un premier obstacle : les
nucléases. Ces derniéres sont présentes de maniére ubiquitaire au sein de I'organisme et sont
responsables de la dégradation des ARNm. Plusieurs méthodes de suivi (électrophorése, FISH,
PCR...), ont effectivement montré I'instabilité des ARNm nus dans les liquides extracellulaires.
C'est pour cela que les premiéres études basées sur I'injection d’ARNm nus n‘ont pas démontré

d’efficacité sur la stimulation de notre systéme immunitaire(13: 14),

Des méthodes de suivi par fluorescence ont permis d'estimer la demi-vie des ARNm nus a
quelgues minutes dans les échantillons biologiques. Cette demi-vie est largement augmentée
lorsque les ARNm sont encapsulés dans des vecteurs. Nous verrons par la suite que le choix
d’'un bon vecteur est déterminant dans la formulation des vaccins a base d'acides

nucléiques(13),
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3.2. La membrane cellulaire

Le deuxieme point critique dans le parcours de I'ARNm est le passage des membranes
cellulaires. La membrane cellulaire est une barriere dynamique chargée négativement sur le
versant extracellulaire. Diverses pompes et canaux ioniques contribuent au maintien d'un
potentiel négatif (-40 a -80 mV).

Or, les molécules d’ARNm sont elles aussi chargées négativement. C'est pourquoi les ARNm,
aux abords des membranes, agissent comme deux aimants dont les pdles de méme nature se
repoussent. Les ARNm nus ne peuvent donc pas traverser efficacement les membranes

cellulaires et ont impérativement besoin d'un véhicule qui permettra leur endocytose(13),

3.3. L’environnement intracellulaire et la machinerie cellulaire

Une fois le passage de la membrane cellulaire effectuée, I’'ARNm doit étre traduit en protéine.
La séquence d’ARNm doit étre construite de maniere optimale afin d’obtenir la bonne protéine
en quantité suffisante. De plus I'ARNm ne doit pas étre détruit trop précocement par les
organites intracellulaires et les endonucléases). C'est pourquoi les vecteurs doivent fournir

des propriétés d'échappement endosomale afin d’améliorer la biodisponibilité(12),

4. Technique de vectorisation : défi technique et role
majeur dans la réalisation d’'un médicament

Au vu des caractéristiques des ARNm nus et de leur sensibilité a la dégradation par les

nucléases, il est impératif d'utiliser des vecteurs pour accroitre leur biodisponibilité.

Les nanotechnologies permettent de créer des complexes adaptés pour la délivrance d'acides
nucléiques. Le processus de vectorisation nécessite alors une liaison correcte entre les
nanomatériaux et les molécules d’ARNm. De plus, les vecteurs doivent permettre la bonne
absorption par les cellules et un échappement endosomal suffisant pour que les molécules

d’ARNm soient traduites en protéines en quantité suffisante(17. 18),

Le choix d’un vecteur se définit par sa stabilité, son innocuité vis-a-vis de I'organisme ainsi

que la bonne reproductibilité pour la production future des vaccins a grande échelle.
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4.1. Structures lipidiques

Les vecteurs a base de molécules lipidiques sont ceux qui ont été utilisés dans la formulation

des vaccins contre la Covid19 et figurent parmi les plus étudiés(),

4.1.1. Formulation d’'un composé lipidique

Les LNP (lipid nanoparticules) sont généralement composées d’un amino-lipide, d'un

phospholipide, de cholestérol et d'un polyéthyléne glycol (PEG).

L'amino-lipide est semblable aux lipides présents dans I'organisme, c’est le composé qui est

considéré comme responsable de I'absorption cellulaire et de la bonne tolérance.

Le phospholipide, quant a Iui, soutient la structure de la bicouche lipidique et augmente la
fusion entre le LNP et la cellule. Il contribue a I'’échappement endosomal, ce qui améliore la
biodisponibilité de I'ARNm. Puis, la molécule de cholestérol permet d’améliorer la stabilité de

la structure et facilite la libération des nucléotides(20: 21),

Enfin, il est possible d'ajouter des PEG (polyéthylene glycol). Ces derniers agissent comme des
agents stabilisateurs. Ils contribuent a I'augmentation de la demi-vie des nanoparticules en
réduisant la liaison avec les protéines plasmatiques. Leur degré de saturation ainsi que la

longueur de leur chaine alkyle influencent le poids et la taille des nanoparticules.

4.1.2. La synthese

La méthode de synthése des particules lipidiques est un point critique dans I'efficacité des
vaccins. En effet, elle affecte a la fois la taille des nanoparticules et l'efficacité de
I'encapsulation. Actuellement, le process majoritairement utilisé est de mélanger directement

une phase lipide-éthanol avec une solution aqueuse d’ARN.

L'éthanol est utilisé comme agent de stabilisation. Des résultats soulignent cependant
I'importance de son élimination rapide dans le systéeme, car a terme I'éthanol déstabilise les

nanoparticules lipidiques(16: 22),

4.1.3. Lipides cationiques et ionisables
Cette classe de lipide se différencie par le port d'une charge positive a leur surface (Figure 5).
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Figure 5: Différentes structures de lipides cationiques et ionisables utilisées dans la formulation de vaccin (23
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4.1.4. Lipides cationiques(24 25)
Les lipides cationiques portent des ammoniums quaternaires alkylés et conservent leur charge
positive indépendamment du pH du milieu dans lequel ils se trouvent. Les structures
majoritairement utilisées sont : le 1,2-diocta-décényl-3-triméthyammonium-propan (DOTMA),
le (1,2-dioléoyl-3-triméthylammo niumpropane) (DOTAP), le diméthyldioctadécylammonium
(DDAB) et le 3 3B- [N- (N, N’- diméthylaminoéthane) carboyl]cholestérol(DC-cholestérol). Les
tétes chargées positivement peuvent alors former des complexes par adsorption
électrostatique avec les ARN chargés négativement(2* 25), Les complexes formés sont délivrés
dans le cytosol en fusionnant avec la membrane cellulaire endosomale. C'est-a-dire que la

libération des acides nucléiques se fait une fois la nanoparticule intériorisée.

Cependant bien que les lipides cationiques présentent une efficacité d'administration
satisfaisante, la charge positive permanente, entraine une toxicité importante in vivo et peut
potentiellement engendrer des effets indésirables. De plus avec la présence d'une charge
positive permanente, les nanoparticules risquent d’étre adsorbées a la surface des protéines

plasmatiques, ce qui peut réduire I'efficacité d’administration(24),
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4.1.5. Lipides ionisables(24 26)
Le lipide ionisable, quant a lui, est une structure amphiphile contenant une ou plusieurs amines
ionisables. Il acquiert alors une charge positive par protonation des amines, lorsque le pH du
milieu diminue. Désormais, les recherches portent plutot sur ces lipides dépendant du pH, en

raison d’une toxicité abaissée par rapport aux lipides cationiques.

En effet, ces lipides sont des matériaux neutres en milieu physiologique. Dans la circulation
systémique, le pH se trouve autour de 7,4. Le pH est donc inférieur au pKa du groupement
amine des lipides et empéche leur protonation. Cela permet de baisser la toxicité du vecteur

et de permettre une meilleure internalisation au sein de la cellule.

Une fois parvenu dans le cytosol, le vecteur fusionne avec la membrane endosomale. Cette
fois-ci le pH endosomal est inférieur au pKa des groupements amine, ce qui induit une
protonation des amines. La charge positive, ainsi formée, favorise alors la fusion des
nanoparticules lipidiques avec la membrane endosomale entrainant la libération de I'ARNm.

Dans l'idéal les lipides ionisables auront un pKa compris entre 6 et 7.

4.1.6. Lipides zwitterioniques

Enfin il est possible d’introduire des lipides auxiliaires dans la structure. Par exemple, les lipides
zwitterioniques DOPE (1,2-dioléoyl-sn-glycéro-3 -phosphoéthanolamine), 1,2-distearoyl-sn-
glycero-3-phosphocholine (DSPC) et 1,2-Dioleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine (DOPC) sont
largement utilisés pour améliorer I'efficacité des nanoparticules(2427), Leur particularité est de

posséder en méme temps une charge positive et une charge négative. (Figure 6)

Ces lipides zwitterioniques pourraient jouer un role d'assistance lors de I'assemblage des
nanoparticules lipidiques en stabilisant les interactions électrostatiques entre les lipides
cationiques ionisables, I'ARN et les molécules d'eau. De plus, ils améliorent I'efficacité de la
transfection en favorisant la fusion membranaire tout en stabilisant les LNP en générant
diverses géométries avec des chaines acyles. De plus ils déstabilisent la membrane

endosomale ce qui favorise la fuite endosomale des nanoparticules(28: 29),
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Figure 6: Exemple de structures zwitterioniques(3?

4.1.7. Influence de la chaine des phospholipides(3!/32)
Au-dela de l'influence du groupement cationique ou ionisable, la structure propre de chaque

lipide peut améliorer la délivrance. Il est donc important de prendre en compte la longueur de

la chaine ainsi que le nombre d‘insaturations présentes.

La présence des chaines insaturées est donc indispensable, car elle permet de moduler
plusieurs parameétres physico-chimiques, notamment le pKa. Cela représente alors une
opportunité d'améliorer le taux d’encapsulation, d'absorption cellulaire, ainsi que le taux
d’échappement endosomal. L'optimisation de la structure des phospholipides est donc un

élément a prendre en compte pour assurer la bonne délivrance des ARNm.
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4.1.8. Limites des nanoparticules lipidiques
Les nanoparticules lipidiques apparaissent comme des vecteurs prometteurs, cependant
plusieurs points restent a améliorer. Premierement, leur longue demi-vie tissulaire pourrait
contribuer a des effets secondaires défavorables. En outre, comme les vecteurs peuvent
induire une activation du systeme immunitaire, cela peut entrainer une réaction allergique voir
un choc anaphylactique. Il est donc important de continuer d'alimenter les banques de données
sur les différentes structures lipidiques. En fonction de I'objectif thérapeutique, cela permettrait
de choisir plus facilement les catégories de lipides qui offrent une stabilité chimique

convenable, une clairance tissulaire optimale et une efficacité de diffusion de I'ARNm (2% 33),

Deuxiémement, la teneur et la nature des PEG sont aussi a prendre en compte. L'addition de
PEG peut réduire l'activation du complément et ces derniers peuvent également avoir un effet
négatif sur I'absorption cellulaire et pourraient entrainer une hypersensibilité aprés des

injections répétées(1>),

Enfin, la taille des particules a aussi son importance. Les études tendent a montrer que les
particules de petites tailles ont un volume de distribution plus important que les particules de
plus grande taille®®4), La majorité des particules de diamétre supérieur a 150nm sont retenues
au site d'injection. Cette propriété présente un avantage lorsque le vaccin doit agir au niveau
d’un site spécifique ; par exemple dans le cadre de thérapies anticancéreuses. Cependant cet
avantage devient une contrainte si le vaccin doit étre administré de maniere systémique. Les
particules de diametre trop important ont plus de risque d’'étre reconnues et éliminées par le
systéme du complément parce qu'elles présentent un plus grand nombre de sites de

reconnaissance sur leur surface(16),

Une étude a mesuré I'immunogénicité des nanoparticules en fonction de leur taille sans
modification de la composition lipidique. Les LNP de petit diamétre se sont montrés moins
immunogénes chez les souris, cependant toutes les tailles de particules testées ont produit
une réponse immunitaire robuste chez les primates non humains. La taille idéale de la particule
est donc définie par I'objectif thérapeutique souhaité4). La distribution et la pharmacocinétique
(PK) des LNP, sont en outre influencées par la taille des particules et la voie d'injection. Tous

ces parametres sont a définir en fonction de I'objectif thérapeutique>),
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4.2. Les polymeéres/ les polyplexes

Le deuxieme type de vecteur le plus utilisé et le plus étudié sont les polymeres. Ce sont des
macromolécules formées par I'enchainement de monomeres. En comparaison aux lipides, les
polyméres font face a des défis supplémentaires liés a leurs caractéristiques physico-

chimiques(36),

4.2.1. Structures des polymeéres
Les polymeres sont des molécules bien connues, et sont employés dans diverses industries
pour leur capacité de synthese illimitée, leur polyvalence de structure ainsi que pour leur
stabilité(?%), La formation de polyméres résulte d’une association de plusieurs monomeéres par
polymeérisation qui est le plus souvent catalysée par une enzyme. Deux types de polymeres
sont principalement utilisés dans la formation de nanoparticules. On distingue les polymeéres

« branchés » et les polymeres « linéaires ».

4.2.2. Les polyplexes
Les polyplexes sont une forme simple de transporteur d‘acides nucléiques. Ils sont
généralement de forme sphérique et engagent des liaisons avec les ARNm via des interactions

électrostatiques.

a) Les PEI: poly(éthyleneimine)

La poly(éthyleneimine) (PEI), est une polyamine cationique largement utilisée pour la
délivrance d’ARNm. Ses fortes propriétés cationiques contribuent a une rupture et un
échappement endosomale efficace. De plus, les PEI possedent des effets immunostimulants,
tels que I'activation et le recrutement des cellules dendritiques et I'induction de la production

de cytokines(37: 38),

Cependant cette classe s'accompagne d'une biocompatibilité médiocre, en raison de la charge
cationique importante et d'un poids moléculaire élevé (environ 25kDa). De plus ces structures
présentent un manque de liaisons biodégradables. La densité de charge élevée due a la
présence d'ions ammoniums serait aussi a l'origine de I'apparition des réactions toxiques et

inflammatoires in vivo, ce qui limite d'autant plus les applications cliniques(37),
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Des modeéles de toxicité in vitro sont essentiels pour anticiper la sécurité des polyplexes in
vivo. Le réglage de la dose et du poids moléculaire, l'introduction de liaisons disulfures
biodégradables et |'amélioration de la surface des PEI sont importants pour abaisser la toxicité.
Des recherches quant a I'addition d'autres composés pour réduire la toxicité sont donc en cours

de développement.

b) Poly acides-aminés

Les poly acides-aminés sont utilisés en raison de la diversité de structures des acides aminés.
Ainsi, une large gamme de poly acides-aminés ou polypeptides peut étre facilement
synthétisée. L'avantage de cette large gamme est de permettre la construction de structures
plus ou moins ramifiées afin de faire varier la charge et le poids moléculaire pour optimiser la
délivrance des ARNm(39), De surcroit, la présence de fragments d'acides aminés dans la
structure semble bénéfique pour la solubilité, la biocompatibilité et la biodégradabilité des

polymeres.

Les polymeéres a base de lysine sont souvent utilisés. Récemment, des études ont mis en
évidence que la polylysine associée a des résidus d'histidine peut améliorer I'absorption
cellulaire du polymére, en modifiant la taille et la charge des polyméres(40), Les lysines ne sont
pas les seuls acides aminés utilisés. Il est possible de trouver des acides aminés tels que :

I'aspartate, la L-ornithine... qui participent a la réduction de la toxicité du polyester(38),

c) Polyesters

Le poly(acide lactique-co-glycolique) (PLGA) a été utilisé dans de nombreuses formulations de
médicaments a action prolongée. Ce dernier, est un polyester approuvé par la Food and Drug
Administration (FDA) des Etats-Unis®®. Les PLGA sont des copolyméres linéaires, préparés au

moyen de deux constituants : I'acide lactique (LA) et I'acide glycolique (GA).
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Leur utilisation pour la délivrance d’ARNm semble étre intéressante, en raison de leur bonne
biodégradabilité. En effet, les monomeres qui constituent les PLGA sont reliés par des liaisons

ester qui sont facilement dégradables par hydrolyse (Figure 7).

Dans cette méme catégorie, les PBAE (poly(B-amino ester)) sont aussi en cours de test. Les
propriétés chimiques telles que le poids moléculaire, I'nydrophobicité, la dégradabilité et la
structure linéaire ou ramifiée des PBAE peuvent étre exploitées pour améliorer les systémes
de délivrance(“?, De plus, la préparation des PBAE s'effectue via des réactions chimiques peu
colteuses comme la réaction d'addition de Michael ou des réactions de polymérisation par
ouverture du cycle. Cela permettrait a I'avenir une production a grande échelle. Des
bibliothéques formées a partir de tests a haut débit peuvent aussi étre utilisées pour identifier
les polyméres qui présentent une efficacité élevée et une faible toxicité pour la délivrance
d'acides nucléiques(#?). La force de liaison entre le PBAE et I'acide nucléique peut également
étre ajustée en utilisant différentes coiffes d'extrémité sur la structure du PBAE(43), La présence

d’amines secondaires semble améliorer la délivrance des acides nucléiques, de plus la nature
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du groupement terminal conditionne largement la taille de la nanoparticule. Enfin, la présence
d'amines tertiaires améliore la capacité tampon a faible pH et facilite I'échappement

endosomal(*4),

d) La protamine

La protamine est un polymere capable de condenser I’ARN a travers des domaines d’ancrage
riches en arginine(*¥, En raison de sa nature cationique, la protamine s'associe spontanément
et de maniere non spécifique aux molécules d’ARNm. De plus I'association est favorisée par le
changement de structure de la protamine en présence d’ARNm. Leur conformation en forme
de bobine se transforme en structure hélicoidale(“6), La protamine permet alors la formation de

particules allant de 50 a 1000nm, selon les besoins.

Malgré tout, la protamine reste une molécule hydrophile, ce qui limite la traversée des
membranes cellulaires. De plus, les caractéristiques physico-chimiques de la protamine ne
permettent pas un échappement endosomal suffisant. C'est pourquoi la protamine est toujours
associée a d'autres molécules, comme les dérivés de poly-(acide acrylique). Ces molécules
possedent des structures chimiques qui agissent comment des agents déstabilisateurs
d’endosomes. L'ajout de ces dérivés améliore l'efficacité de transfection du complexe

protamine-ARNm.
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Figure 8: Influence sur I'efficacité et la toxicité de trois poly(acide acrylique) (o

Cette figure montre qu’en fonction des poly(acide acrylique) choisit, I'efficacité et la toxicité
pour les cellules varient. Ici, trois structures ont été comparées ; le poly(acide 2-éthyl
acrylique) (PEA), le poly(acide 2-propyl acrylique) (P2PA) et le polyméthacrylate de méthyle-
co-acide méthacrylique (PMMA). Il semble que le P2PA soit le plus efficace dans I'amélioration
de la transfection cellulaire, de plus il n‘a pas présenté de toxicité cellulaire. A ce jour, la
protamine est en cours d'étude dans la formulation de nombreux vaccins contre le cancer

(mélanomes, cancer de la prostate, cancer des poumons non a petites cellules...)(#6),

Plusieurs points restent encore a améliorer, car |'utilisation de la protamine est associée a un
certain nombre d'effets secondaires. Ceci a cause de I'activation : du complément, de la

libération d'histamine, de I'inhibition de la carboxypeptidase, de la production de thromboxane,
d'oxyde nitrique et d'anticorps”).
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e) Polymeéres sous forme d'hydrogel

Les hydrogels sont composés en réseau tridimensionnel. L'intérét des hydrogels est de pouvoir
encapsuler des adjuvants ainsi que des cytokines pro-inflammatoires, ce qui permet de
renforcer I'immunogénicité et de recruter des cellules dendritiques et des cellules T au site
d'injection. L'intérét de la forme hydrogel est de limiter le passage systémique de I'ARNm, ce

qui peut étre une proposition retenue pour le développement de vaccin actif en intratumoral(48),

En effet, cette stratégie pourrait permettre le recrutement des lymphocytes au niveau des
tumeurs, et donc de pouvoir soutenir de maniére plus efficace un traitement de chimiothérapie.
Les hydrogels sont formés a partir de polymeéres réticulés par des réactions chimiques ou
physiques ou par méthode des rayonnements ionisants. Ensuite les hydrogels sont répartis en

plusieurs classes :

Les homopolymeéres, qui sont formés a partir d’'un seul type de monomere. Les réseaux co-
polymériques formés a partir de deux ou plusieurs monomeres, dans ce cas la présence d'au
moins un monomere hydrophile est nécessaire pour obtenir la capacité de gonflements des
hydrogels. Enfin, les réseaux multi polymériques, sont formés a partir de deux polymeres

réticulés indépendants. (Figure 9)

W 0“"”5 " \M
- - ) '-“' g >
R ad
re—— L ted
R eantad R e

A) Homo-polymeric network B) Co-polymeric network

C) Multi-polymeric network

Figure 9: présentation des différents types d'hydrogels(4®)
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Les polymeres utilisés peuvent étre des polymeres naturels, car ils ont l'avantage de la
biocompatibilité de la biodégradabilité. Leur utilisation est parfois limitée a cause de leur forte
variation d'un lot a l'autre. Les polymeres naturels principalement utilisés sont : le chitosan,

I'acide hyaluronique, I'acide alginique, le collagene, carraghénane.

Les polymeres synthétiques majoritairement utilisés sont ceux vu précédemment : poly
éthylene glycol (PEG), poly acide lactique (PLA), I'acide co-glycolique polylactique (PLGA),
alcool polyvinylique (PVA), polycaprolactone (PCL). Enfin des polyméres hémisynthétiques

dérivés de celluloses peuvent étre utilisés“),

4.2.3. Structures particuliéres : les dendrimeéres

Les dendriméres sont des macromolécules qui se distinguent par leur structure
tridimensionnelle. Contrairement aux polyméres linéaires, les dendriméres possédent un
nombre de branches terminales. Le pilier trés ramifié confére aux dendrimeres une forme

sphérique qui leur permet d'encapsuler d'autres substances(®),

La forme, les cavités centrales et les groupes fonctionnels de surface sont a la base de la
différenciation des dendrimeres. La taille et la masse moléculaire des dendrimeéres peuvent
étre modulées lors de leur synthése. Ces polyméres peuvent étre associés a d’autres structures
afin d’améliorer leur profil pharmacocinétique. Par exemple la surface des dendrimeres peut

étre améliorée par I'ajout de PEG (polyéthylene glycol) afin d’améliorer leur stabilité.

Comme, les polymeres cationiques, les dendriméres possédent une charge cationique qui leur
permet de former des interactions électrostatiques avec I'ARNm. Parmi les dendriméres
synthétisés a ce jour, les principales classes que l'on peut citer sont : la polyamidoamine

(PAMAM), la poly-L-lysine (PLL), et polypropyleneimine (PPI). (Figure 10)
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Figure 10: Exemple de dendrimére : PAMAM-PEG-Mannose®®?,
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Récemment, des systémes de délivrance a base de dendrimeéres ionisables ont été utilisés dans
la production des vaccins contre le coronavirus(®2)., Ces derniers sont composés d'un grand
nombre de groupes chargés positivement. Ils sont capables de se lier et de condenser
efficacement les acides nucléiques en des formes plus compactes. Ces polymeres peuvent étre
ameéliorés grace a I'ajout de ligand. Par exemple, I'ajout de mannose s'avére intéressant pour
améliorer I'absorption par les cellules dendritiques. L'ajout de nanoparticules magnétiques est
aussi possible lors de formulation de thérapies anticancéreuses. L'utilisation de composites
magnétiques modifiés par un dendrimére permet, dans certains cas, l'inhibition de la
croissance des cellules tumorales(®9), L'ajout de nanoparticules d’or ou d'acide folique modifié
est aussi possible, il permet de pénétrer efficacement les cellules via les récepteurs

correspondants.

Cependant les dendrimeéres présentent eux-aussi une toxicité. Celle-ci s’explique en raison de
leur charge cationique élevée et de la présence de groupes amines, qui peuvent endommager
la membrane cellulaire, y compris celles des érythrocytes. Les dendrimeres anioniques
contenant des groupes R-COOH (acide carboxylique) et R-OH (hydroxyle) sont moins toxiques
que les cationiques. Une étude des dendrimeres PAMAM, avec des groupes amines terminaux,
sur des animaux de laboratoire a montré que leur toxicité augmentait avec le nombre de
générations d'amines, la charge cationique et dépendait également de la dose de dendrimere

administrée(53),

Afin d’améliorer la sécurité des dendriméres, des modifications de surface sont possibles. Par
exemple avec I'ajout de molécules biomimétiques telles que le PEG (polyéthyléne glycol) ou
des bio macromolécules (peptides, anticorps, protéines, etc.). Ces molécules sont impliquées
a la fois dans le masquage de la toxicité du complexe et dans le ciblage du dendrimere vers la

cible appropriée®3),
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4.2.4. Les polymeéres : quelques applications en cours d'études :
Deux études récentes ont montré que le polymere cationique PEI pouvait étre condensé avec
I'ARNm codant pour le gag ou la gp120 (antigene du VIH-1) afin de produire des anticorps
spécifiques. Ces études ont été menées via deux voies différentes : I'une par injections sous-
cutanée et |'autre par voie intranasale. L'application clinique des complexes ARNm a base de

PEI est cependant limitée par des problemes de sécurité et de toxicité(20: 54 55),

Par ailleurs des thérapeutiques a base de polyméres biodégradables sont aussi en cours
d'étude. Récemment, des PBAEs hyperbranchés ont été utilisés pour stabiliser les nano
formulations congues pour permettre la délivrance d'ARNm a ['épithélium pulmonaire par
inhalation(®6), Ces vecteurs ont pu transfecter 25% de I'endothélium pulmonaire lorsqu'ils ont
été nébulisés et inhalés chez des souris, sans toxicité évidente et avec des niveaux

d'expression 10 fois supérieurs a ceux du PEI branché(37),

4.2.5. Les améliorations et contraintes

La toxicité éventuelle des polymeéres ainsi que leur stabilité variable sont aussi des
problématiques a résoudre pour étendre leur utilisation. L'utilisation de nouveaux polymeéres
est alors a prévoir dans le futur. De nouvelles organisations des polymeres sont aussi a |'étude.
Par exemple, des polymeres sous forme de micelles sont étudiés pour améliorer la sécurité
des vaccins ARNm. On peut citer également la formation de micelles polymériques auto-
assemblées. Ces micelles fabriquées a partir de copolymére de polyéthyleneimine et de
succinate de vitamine E (PVES) modifiée ont permis de réduire la cytotoxicité par rapport aux
PEI(%8),

L'apparition de nouveaux vecteurs, tels que les nano-hydrogels sont aussi en cours de
développement pour une application in vivo future. L'intérét sera de permettre la livraison a

libération prolongée d'ARNm aux cellules(39),

La synthése de polymeéres complexés avec d'autres polymeres peut aussi modifier la relation
structure-activité et par conséquent améliorer ou non I'efficacité de I'encapsulation d’ARNm.

Dans ce cas il faut tenir compte de la densité cationique et du poids moléculaire de chaque

polymeére (Figure 11).
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Figure 11: Récapitulatif des différents agencements des polyméres(®)
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4.3. Les lipopolyplexes

Les lipopolyplexes sont des complexes formés a partir des deux grandes classes précédemment
étudiées : les lipides et les polyesters(69), Cette association permet de privilégier les avantages

de chaque classe (Figure 12).

Lipid shell

Polyplex/mRNA

Lipopolyplex mRNA

Figure 12: Structure schématisée d'un lipopolyplex ()

Les lipides et les polymeres peuvent exercer des effets synergiques qui favorisent I'absorption
cellulaire et donc facilitent I'échappement endosomale de la charge utile. Plusieurs polymeéres

et lipides ont été étudiés pour la formulation de lipopolyplexes stables.

Plusieurs polymeéres biodégradables, tels que la polycaprolactone, le PLGA et I'acide
polylactique, les PEI, poly-L-lysine (PLL), sont utilisés dans la complexation avec I'ARNm. En
ce qui concerne les lipides, DSPE, DOTAP, lécithine, 1,2-distéaroyl-sn-glycéro-3-
phosphocholine, et le 1,2-dilauroyl-sn-glycéro-3-phosphocholine sont les lipides les plus

couramment utilisés(62),

4.3.1. La structure
Les lipopolyplexes sont des complexes ternaires liés par des liaisons non covalentes. Cela

comprend : les lipides cationiques, les poly-cations (polymeéres ou peptides cationiques), et les

acides cationiques(®3),
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Les lipopolyplexes multi compartimentaux permettent I'incorporation d'antigénes de natures
chimiques diverses. Des molécules hydrophobes peuvent étre placées dans la bicouche
lipidique lors de la formation des liposomes, et des molécules hydrophiles peuvent étre piégées
dans le compartiment liposome aqueux. Les LPP peuvent alors transporter des plasmides
codant pour des adjuvants, tels que des cytokines immunostimulantes, des facteurs

chimiotactiques ou d'autres antigenes protéiques(64:63),

Le polymeére le plus étudié dans la formulation de lipopolyplexes est le PEI. Bien que |'utilisation
clinique du PEI soit entravée a cause de sa cytotoxicité, ce dernier reste trés intéressant pour
la délivrance d’ARNm. A cet égard, de nombreuses approches ont été développées pour réduire
la toxicité cellulaire du PEI. Ainsi, le LPP contenant du PEI chimiquement modifié semble
exploiter a la fois les propriétés avantageuses des adduits chimiques du PEI et les effets

synergiques des liposomes (Figure 13).
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Figure 13: Exemple de structure des Lipopolyplexes a base de PEI(64)
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La premiere étape de formation est la synthese du polyplexe PEI/ARNm. Il est possible de
trouver des PEI linéaires (IPEI) ou branchés (bPEI). Dans un second temps ces polymeres sont
associés aux liposomes. Ici, plusieurs structures de LPP sont présentées(®4), Les entités
polymeres des LPP classiques, condensant I'acide nucléique, sont principalement situées au

ceeur des LPP tandis que les LPP inverses ont leur composant polymeére a leur surface.

Les sections A représentent les « lipopolyplexes inversés ». La section A’ représente le
complexe avec un PEI lié¢ de maniere covalente a un ancrage hydrophobe. La section A"
représente un lipopolyplexe inversé composé de lipides anioniques qui permettent 'amarrage
de PEI chargé positivement. La section B représente un lipopolyplexe « classique » composé
de lipides cationiques. Dans le cas A et B la surface des complexes est toujours chargée
positivement afin de favoriser I'interaction avec la membrane cellulaire chargée négativement.
Les LPP inverses ont montré un temps de circulation plus long et une meilleure libération
endosomale en raison de la capacité d'éponge a protons du PEI. Certaines des ancres
(acétonide de triamcinolone) se sont montrées bifonctionnelles, ce qui ancrait non seulement
le PEI dans la bicouche liposomale, mais facilitait également le transport nucléaire du matériel
génétique. Enfin, I'ajout de PEI permet |'utilisation de liposomes anioniques qui ont une stabilité
in vivo plus élevée et une cytotoxicité moindre que les liposomes cationiques. Pour étre
effectifs, ces complexes ont besoin d'étre stabilisés par des poly électrolytes et étre formulés
dans des conditions de PH adéquat. Tandis que les lipopolyplexes classiques ont été étudiés
de maniere plus approfondie, les lipopolyplexes inversés sont relativement nouveaux et
nécessitent davantage de recherche pour comprendre pleinement leurs mécanismes et
optimiser leur composition. La stabilité a long terme, la spécificité du ciblage, et la libération

contrélée du matériel génétique restent des défis pour les deux types de systémes(©3),

Enfin la section C représente des LPP avec des ligands de ciblage : anticorps, transferrine,
aptameres... Ces ligands sont amarrés aux lipides via des PEG et permettent de cibler
spécifiquement certains antigenes a la surface des cellules sans interférer avec la structure
des polyplexes. Le ciblage actif permet de réduire la cytotoxicité pour les cellules « normales »,
tout en améliorant la cinétique d’internalisation. L'utilisation de cette forme présente un intérét

dans le ciblage de cellules cancéreuses d’un phénotype donné(®4),
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4.3.2. Etudes en cours
Le développement de vaccins a base de lipopolyplexes est au cceur de nombreuses recherches.
Leur utilisation contre la covid19 a permis d‘induire une immunogénicité robuste chez les
souris. Ce vaccin a permis de montrer que la structure « noyau-coquille » des Lipopolyplexes

permet une meilleure absorption du vaccin et améliore la stabilité(©®),

Par ailleurs cette structure des LPP est majoritairement employée dans le domaine de
I'oncologie. Récemment un vecteur lipopolyplexe (multi-LP), incorporant I'adjuvant
immunitaire a-galactosylcéramide (a-GalCer) et un lipide cationique multivalent, a été proposé
pour l'administration in vivo d'ARNm dans des cellules présentatrices d'antigene. Ces
nanoparticules multi-LP chargées d'un ARNm ont conduit a une expression élevée de la
protéine d'intérét in vivo et in vitro. De plus elles ont présenté une sélectivité intrinséque pour

les cellules dendritiques(®7),

Récemment un systéme similaire composé d'un complexe protamine-ARNm encapsulé dans
des liposomes cationiques DOTAP/Chol/DSPE-PEG a vu le jour. Le systeme liposome ARNm-
protamine-cationique a favorisé |'absorption du vaccin par les cellules dendritiques. Cette
formulation a également montré des capacités plus fortes a stimuler des cellules dendritiques
et a favoriser la sécrétion de cytokines, conduisant a une puissante réponse immunitaire
antitumorale. Des études in vivo ont montré que I'administration intranasale du systeme
liposome ARNm-protamine-cationique est capable de provoquer une forte réponse immunitaire
cellulaire et de ralentir la croissance tumorale dans un modele agressif de carcinome

pulmonaire de Lewis(®8),

Des vaccins développés a partir de lipopolyplexes histidylés ont aussi fait I'objet d'étude. Ces
derniers sont constitués de liposomes cationiques histidylés et de polymeéres riches en histidine
PEGylés pour I'administration de vaccins a ARNm contre le mélanome. L'injection intraveineuse
de cet ARNm codant pour les lipopolyplexes histidylés MART1 a conduit a une protection
spécifique et significative contre la progression tumorale du mélanome B16F10 et a une

réduction de la formation de métastases pulmonaires chez la souris(68),
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4.4. Adjuvants et nanoparticules

Comme pour la formulation des vaccins classiques, l'introduction d’adjuvants reste possible
afin d’augmenter la réponse immunitaire et favoriser l'inflammation. Ces adjuvants doivent
produire une réaction inflammatoire limitée dans le temps et dans I'espace afin de réduire les
effets indésirables potentiels. Ils peuvent étre associés ou non a la structure du vecteur. Parfois
méme le vecteur peut jouer le role d’adjuvant ; par exemple les lipoplexes qui possédent une

activité adjuvante intrinséque: 69,

4.5. Systémes de « ciblage actif »(7%

Afin d’exploiter tout le potentiel des médicaments a base d’ARN est de délivrer I'ARN de
maniere ciblée dans des organes et les tissus spécifiques, il est possible d'avoir a un systeme
de « ciblage actif ». Dans cette stratégie, un ligand qui se lie a une biomolécule spécifique est

ajouté au systeme de délivrance.

Les nano-vecteurs de nouvelle génération peuvent inclurent des motifs de ciblage spécifiques
pour l'orientation et I'absorption par des cellules professionnelles présentant des antigénes,
telles que les cellules dendritiques (CD). Des ligands spécifiques des récepteurs des cellules
dendritiques pourraient étre intégrés a la surface des vecteurs afin de cibler ces cellules et de
promouvoir la présentation d'antigénes au systéeme immunitaire. C'est ce que I'on appelle le
ciblage actif (Figure 14)79, La surface d'un vecteur peut étre décorée avec des séquences de
ciblage spécifiques qui facilitent la localisation et I'absorption ultérieure. Les LNP peuvent
méme étre formulés simultanément avec plusieurs antigénes, facteurs de signalisation et

adjuvants pour des applications sur mesure.

Par exemple des « nanoparticules de ciblage sélectif d'organes » appelés : « SORT » sont en
cours d'étude. Les particules SORT impliquent I'adsorption de protéines distinctes a la surface
des LNP pour former des couronnes de protéines uniques afin de cibler les organes d'intérét(71),

Par ailleurs, elles influencent la bio distribution et le pKa de la structure.
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Figure 14: Exemple de couronne a la surface des LNP(72)

4.5.1. Ciblage hépatique
L'apolipoprotéine E (ApoE), entre autres protéines, adsorbée a la surface du LNP permet un
ciblage spécifique des hépatocytes(’1), Par interaction avec le récepteur des lipoprotéines de
basse densité (LDLR) situé dans ces cellules. Ensuite, le ligand N-acétylgalactosamine (GalNAc)
attaché de maniére covalente au LNP pouvait également cibler les hépatocytes via le récepteur

de I'asialoglycoprotéine.

Des médicaments ont déja été approuvés par I'EMA. Ces derniers étaient formulés a partir de
GalNAc est un ligand trivalent dérivé des glucides qui se lie au récepteur de
I'asialoglycoprotéine (ASGPR). L'ASGPR est un récepteur idéal pour le ciblage actif : il est

fortement exprimé sur les cellules cibles (dans ce cas les hépatocytes).

4.5.2. Ciblage non hépatique(73)
Le choix des LNP dans la composition vaccinale permettra d'orienter I'’ARN vers les organes
cible. Par exemple : I'inclusion de lipides neutres dans le LNP a entrainé un tropisme hépatique
aprés une injection intraveineuse, tandis que I'ajout de lipides cationiques au LNP neutre a
entrainé un déplacement vers l'absorption pulmonaire et I'ajout de lipides chargés

négativement au LNP neutre net a entrainé une absorption splénique.

Afin d'améliorer I'efficacité des vaccins et de réduire les potentiels effets indésirables, il faut
améliorer la distribution des LNP vers les ganglions lymphatiques et les cellules présentatrices
d'antigenes. Il a d'ailleurs été identifié que les LNP de petites tailles chargées négativement

présentent une meilleure distribution vers les cellules dendritiques.
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Le ciblage actif permet de mieux cibler les organes cibles. Des études sur l'incorporation de
mannose conjugué aux molécules de cholestérol des LNP a permis de montrer un meilleur
ciblage des cellules présentatrices d’antigenes en ciblant leurs récepteurs aux mannoses. Cela
entraine une augmentation de I'absorption des cellules primaires dendritiques in vitro et une
réponse immunitaire plus rapide in vivo. Des LNP conjugués au mannose ont été utilisés pour

immuniser des souris contre le HIN1(74),

Des anticorps anti-CD4 conjugués a la surface des LNP ont aussi été évalués pour améliorer
I'absorption par les lymphocytes T. Le revétement d'anticorps a la surface du LNP incorporant
un lipide de liaison au Fc a permis le ciblage in vivo de diverses cellules immunitaires,
notamment les macrophages, les Treg, les T helper, les CTL, les cellules B et les monocytes.
Les revétements ont été évalués avec les anticorps anti-CD45, -CD25, - Anticorps CD4, -CD8,
-CD19 et -CD11b.

Pour le ciblage des tissus pulmonaires, la voie d’administration permet de mieux cibler les
voies aériennes (aérosol, nébulisation...). Le ciblage actif joue aussi un role important. La
conjugaison d'anticorps de la molécule d'adhésion des cellules endothéliales plaquettaires-1

(PECAM-1) a la surface du LNP a améliorer le ciblage vers le systeme pulmonaire.

En oncologie, le ciblage actif permet un meilleur ciblage du site cancéreux. En effet, apres
I'étude des antigenes majoritairement exprimés par la tumeur, des ligands peuvent étre

sélectionnés afin de diriger le vaccin vers le site cancéreux.

4.5.3. Les difficultés
Bien qu'il ait été démontré que l'inclusion de ligands de ciblage améliore I'administration et
I'efficacité thérapeutique des ARNm-LNP, il convient de noter que la fixation de fragments de
ciblage peut ajouter de la complexité, des colits et des difficultés réglementaires au processus

de fabrication des systemes de délivrance ARNm.

De plus, la spécificité de ciblage de certains ligands peut disparaitre lorsque les nanoparticules
sont exposées aux fluides biologiques. Une interaction entre les protéines endogénes et les
ligands peut se produire et former un amas de protéines autour du vecteur, le rendant
inefficace. Un compromis entre les avantages cliniques possibles, la complexité et le colt de

la fabrication « ciblée » doit étre pris en considération(’?),
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5. Exemple de vecteurs utilisés pour transporter les ARNm

Table 2. Nonviral DNA vaccine delivery systems.

Formulation

Lipid-based platforms

GAP-DMRIE:DPyPE and GAP-DLRIE:DOPE cationic liposomes [Vaxfectin™)

DOTMA/cholesterol cationic mannosylated liposomes

DOTIM/cholesteral cationic liposomes

DODAC/DOPE cationic liposomes

Maon-ionic surfactant based vesicles (niosomes)
Polymeric microparticle-based platforms

Paoly(lactide-co-glycolide) (PLGA)

PLCA {amalimogene(ZYC101a)
PLGA wcetyltrimethylammonium bromide (CTAB)

FLGCA microspheres wPEl nanoparticles
PLCA wPEl coating

PLGA wPEAE

Poly(ortho ester) microspheres (POE)

Paoly(t-caprolactone) microspheres wjgelatin nanoparticles

Polymeric nanopartide-based platforms
Chitosan

Paly-1-lysine (PLL)
PLL-coated polystyrene
Paoly(f-amino esters) (PBAE)
Linear-dendritic PAMAM

Paoly(ethylenimine}-mannose (PEl-man) (DermaVir patch)

Poly(methylmethacryate) (PMMA)(PEG
Poloxamer-based (CRL1005)

Other platforms
DMA tattooing
IM electroporation (EF)
Gene-gun delivery of gold particles
Intraoral jet-injections

Clinical indication

Tuberculosis, Anthrax
Melanoma

Lung tumaor
Influenza virus

HEWY

HIV

Solid tumars
HPV cervical neoplasia
Measles virus
FMDW

HCY

Model antigens
B-cell ymphoma
Tumaor antigen
Tumaor antigen
Reporter system

Reporter system

Allergy, RSV, tuberculosis

HIV

Maodel| tumor antigen
Reporter system, HIV
Reporter system

HIV

HIV

My

Influenza virus

HIv

HPYV, tumor antigens
HIv

Admin.

IM, IN[a]
IR, IV
IV, 1M, 1D
IN, 1M
Topical, Oral

IM
IM
IM
IM
1D, 1M, 1IN
IM
Oral, IM
1D, 1M
[n]
[n]
Oral

Oral

IM, aral, pulm.

[[a]
[[a]

IM
Transdermal
IM
IM

[n]

IM

[n]
Oral

Status

Vical, pre-clinical
Pre-clinical
Pre-clinical
Pre-clinical
Pre-clinical

Maovartis, phase |
Pre-clinical

MG pharma, phase 11711
Pre-clinical
Veterinary use
Pre-clinical
Pre-clinical
Pre-clinical
Pre-clinical
Pre-clinical
Pre-clinical

Weterinary

Pre-clinical

Pre-clinical

Pre-clinical

Pre-clinical

Pre-clinical

Genetic immunity, phase 111
Pre-clinical

Wical, phase |

Pre-clinical
Pre-clinical
Pre-clinical
Pre-clinical

Figure 15: Exemple de vecteurs en cours d’études et leurs indications®!)

6. Conclusion : les vecteurs(68)

Le développement de vaccins a base d'ARNm utilisant des systémes de nano administration se

heurte a de nombreux obstacles, tels que le poids moléculaire élevé de I'ARNm, la charge

négative de I’ARN, et I'instabilité intrinséque. Aujourd’hui les vecteurs ont largement démontré

leur intérét dans la formulation des vaccins ARNm. De nombreux vecteurs sont en cours

d'étude dans l'optique d’améliorer I'efficacité et surtout I'innocuité in vivo. Enfin il n'y aura

jamais de vecteur « idéal » disponible sur le marché. Chacun possede des propriétés plus ou

moins avantageuses en fonction de I'objectif thérapeutique recherché.
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7. Assurer la bonne traduction en protéine :

La formulation des systemes de protection et d’administration n’est pas le seul parameétre pour
la création de vaccins efficaces. L'optimisation de la structure d’ARNm est aussi un point a ne

pas négliger(18),

Une fois que le vecteur a atteint la cellule cible, il faut que le transcrit d'intérét soit traduit
correctement et en quantité suffisante. Afin d'améliorer et de rendre possible la traduction, il

est important de s'intéresser a la structure des différentes régions de I’ARNm.

7.1. Eléments structurels des ARNm(8 76)

Les ARNm qui composent les vaccins doivent contenir des éléments de structures
indispensables a la bonne traduction en protéines. Ils sont munis d’une coiffe 5’ (5’ cap) qui
permet de stabiliser ’ARNm. Vient ensuite une région 5'UTR non codante qui permet l'initiation
de la traduction et charge les ribosomes sur I’'ARNm. Cette région est suivie d'une succession
de codons optimisés afin de permettre une élongation efficace. Un codon stop, placé de
maniére optimale, annonce la terminaison de la traduction. Pour terminer, une région 3'UTR

et une queue de poly-A servent d'agents stabilisateurs.

En modifiant des éléments tels que la structure de la coiffe, les régions non traduites (UTR) et
les queues polyadénylées (poly(A)), il est possible de controler et d’optimiser efficacement la

durée d’expression et le profil cinétique de la future protéine (Figure 16).

mRNA Structural Elements

UTR’s
regulatory elements modulate the translation
efficiency with their length and structure

/ Ny

5'cap 5-UTR open reading frame 3-UTR  poly(A) tail
AAAA
5' cap ORF _ ‘poly(A) ta|l‘
capping efficiency, cap structure Codon optimization, sequence modifications tail elongation (length) impacts the
innate sensing, protein synthesis increased protein expression stability and translational efficiency
STABILITY 4 PROTEIN EXPRESSION 4 STABILITY 4

Figure 16: Eléments de structure des ARNm produit in vitro”)
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7.2. La coiffe 5’ (78)

La coiffe 5’ se connecte au premier nucléotide via un pont triphosphate lors de la transcription
in vitro de I’'ARNm. Son réle est de servir d'agent stabilisateur de séquence. De plus, il permet
au ribosome de reconnaitre ’'ARNm en se liant au facteur d’initiation de la traduction eucaryote
4E (EIf4E). 1l existe deux approches dans I'ajout d’une coiffe 5'. La premiere est le coiffage co-
transcriptionnel ou un analogue de cap est présent dans la réaction de transcription. Dans ce
cas un groupement 7-méthylguanosine (m7G) est suivi d'une connexion triphosphate au
premier nucléotide ce qui donne une coiffe m7GpppN. La deuxieme approche est le coiffage

post-transcriptionnel, ou I’ARNm transcrit est coiffé a I'aide d’enzymes.

L'ajout d’un analogue de coiffe pose un défi technique, car parfois cet analogue peut se lier de
maniere inverse a la séquence d’ARNm. Dans ce cas, des isoméres d’ARNm se forment et
conduisent a une faible efficacité de la traduction. C'est pourquoi des analogues de coiffe anti-
inverse (ARCA) ont été développés. Ces groupements ARCA ont été modifiés en C2 ou en C3
afin que les groupements méthyles réagissent avec les groupes hydroxyles au bon site pendant
la transcription in vitro. Les ARNm coiffés par ARCA montrent une efficacité de traduction pres
de deux fois supérieur par rapport aux ARNm coiffés par des analogues conventionnels. De
plus les ARNm coiffés par ARCA ont une demi-vie plus longue dans les cellules cultivées in
vitro.”” Enfin des améliorations des coiffes ARCA sont toujours a I'étude, dans le but d’améliorer

I"affinité pour le facteur d'initiation de la traduction et d'améliorer la stabilité.

Par exemple des travaux sur I'ajour d’'un composé phosphorothioate améliorerait I'efficacité de
la traduction en augmentant I'affinité pour le facteur elF4E. D'autres analogues de coiffe
composés d'une modification 1,2-dithiodiphosphate, ARCA et d’une chaine polyphosphate
appelée analogue « 2S » ont eux aussi montré une efficacité accrue. Un autre analogue du
cap, appelé « CleanCap », a été développé en 2018. Il consiste en un tri nucléotide. Ici la
premiére base de '’ARNm est méthylé en position 2’, le cap est appelé Cap1(72: 80),

Les ARNm produits in vitro les plus fonctionnels semblent ceux produits par coiffage Co-
transcriptionnel a I'aide du Clean Cap méthylé. Il présente le double avantage d'étre un cap

« anti-inverse » et de ne pas concurrencer le GTP pour initier la transcription (Figure 17)®Y),
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Figure 17: Structure de coiffe ARCA et de coiffe "Clean Cap"("®

7.3. Régions 5’'UTR et 3'UTR : stabilisateurs de séquence(?7: 78 82)

Les UTR sont des régions non codantes des ARNm. Elles sont tres importantes, car elles
comprennent des régions régulatrices liées a la stabilité de 'ARNm, a la reconnaissance des
ribosomes, a l'interaction avec les composants de la machinerie de traduction et aux structures
secondaires de I'ARNm. Les UTR peuvent également influencer le taux de dégradation de I’ARN

et l'efficacité de la traduction.
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La région non traduite 5 UTR est la section en amont de la région codante. C'est une région
critique, car elle sert de site de liaison aux ribosomes. Certaines séquences particulieres
peuvent étre ajoutées a 5'UTR afin d’améliorer la stabilité de '’ARNm et la précision de la
traduction. Par exemple la « séquence kozac » : GCC-(A/G)-CCAUGG dans cette région,
conduisant a un démarrage plus précis du processus de traduction. De plus au cours des
nombreuses recherches, il a été montré que les régions 5'UTR courtes sont plus propices au

processus de traduction.

La région 3'UTR permet de stabiliser la séquence d’ARNm et permet de faciliter la liaison avec
la queue poly(A). La région 3’ doit étre formée avec des séquences trés structurées pour
améliorer ses performances ; par exemple les séquences enrichies en adénosine et uracile ou
les séquences enrichies en guanine et uracile. De plus, les performances de I'UTR peuvent
varier selon les différents types de cellules. Il convient donc d'envisager de décider de la

population cellulaire et d'optimiser le 3 'UTR pour les types de cellules cibles(®3).

Aujourd’hui, la plupart des thérapies a base d’ARNm tirent leurs UTR de génes humains
hautement exprimés tels que I'a- et la B-globine. Des analyses a haut débit sont donc en cours,
ceci afin de produire des banques de données suffisantes pour développer des modeles

prédictifs et concevoir des séquences de novo qui optimisent I'expression des protéines(®4),

7.4. Cadre de lecture ouvert (ORF)(77)

En tant que région codante de I’ARNm, le taux de traduction de la région ORF est crucial. Par
conséquent, le choix des codons appropriés dans cette région peut optimiser efficacement la
traduction de I'ARNm. La modification des nucléotides influence alors la structure secondaire

de '’ARNm, I'efficacité de la traduction, I'abondance de I'’ARNm et le repliement des protéines.

La séquence ORF peut étre optimisée en remplacant les codons rares par des codons plus
fréquents pour le méme acide aminé. En effet, il existe jusqu’a six codons pouvant coder pour
un méme acide aminé. L'utilisation de codons synonymes peut étre considérée comme un code
secondaire qui influence 'efficacité et la fidélité de la traduction. Les codons considérés comme
« optimaux » correspondent aux espéces d’ARN de transfert les plus abondants. En effet, le
role des ARN de transfert est d'apparier les codons des ARN avec leur acide aminé

correspondant. Plus ces derniers sont exprimés plus la traduction sera rapide.
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Les analyses du transcriptome montrent que les genes fortement exprimés présentent tous
des codons « optimaux ». Dans le contexte de la conception de vaccins, augmenter le niveau
d’optimalité conduit a une production plus élevée de protéines par molécule d’ARNm et a la
possibilité de réduire la dose requise. Cependant, un taux de traduction élevé de 'ARNm n’est
pas toujours bénéfique, car certaines protéines nécessitent un faible taux de traduction pour
se replier correctement, de maniére stable et efficace ; dans ce cas, |'utilisation de codons a
faible fréquence dans I'ORF peut donner des produits protéiques de meilleure qualité(?8: 8> 86,
87).

Une autre stratégie est I'utilisation optimisée de dicodons, ou, en d'autres termes, I'utilisation
de paires de codons qui, ensemble, assurent une traduction optimale. Il a été démontré que
la réduction du nombre de dinucléotides UU et UA dans I'ORF protége I'ARNm produit in vitro
des enzymes de décapsulage. La troisieme stratégie consiste a utiliser une séquence ORF avec
les mémes ratios de codons que ceux trouvés dans les genes humains naturels hautement
exprimés. Par conséquent, en fonction de I'antigéne cible, différentes stratégies peuvent étre
adoptées pour trouver le bon équilibre entre rapidité de traduction et qualité de traduction(®?),
En plus de l'optimisation des codons, I'incorporation de nucléotides modifiés est aussi une
stratégie possible. Par exemple, il a été largement décrit que la teneur en guanine et en
cytosine, joue un role central dans le controle de la stabilité. Bien qu'une teneur élevée en GC
puisse poser des problémes pour la structure secondaire de I'ARNm, la séquence GC supérieure
se traduit 100 fois plus qu'une séquence GC faible. Par ailleurs, les structures riches en uridines
sont reconnues par les récepteurs de reconnaissance de formes (PPR), activant une réponse
immunitaire innée indésirable (mimant celle déclenchée par un agent pathogene). Le but du
vaccin nétant pas de produire une réaction immunitaire trop forte et potentiellement nocive

pour le patient il est donc préférable d'éviter les structures trop riches en uridines(®?),

D'autres modifications sont décrites, par exemple ; remplacer la cytidine par la 5-
méthylcytidine (m5C), I'uridine par la 5-méthyluridine (m5U), ainsi que I'adénosine par la N1-
méthyladénosine (m1A) et la N6-méthyladénosine (m6A), la 2-thiouridine (s2U), la 5-
méthoxyuridine (5moU), la pseudouridine (y) et la N1-méthylpseudouridine (m1y). Parmi
eux, m5C et g sont préférables dans les modifications de paires de bases parce qu'ils réduisent
simultanément l'immunogénicité et améliorent I'efficacité de la traduction. De plus, il a été

constaté que la substitution nucléotidique par N1-méthyl-pseudouridine (1mW¥) augmente la
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stabilité des paires de bases, ce qui entraine une structure secondaire complexe et une

traduction améliorée de I'ARNm(85),

Actuellement les deux vaccins autorisés par la FDA contiennent des nucléosides modifiés. Dans
le cas des vaccins COVID-19 de Moderna et BioNTech/Pfizer, il a été montré que l'incorporation
d’uridines modifiées, telle que I'utilisation de 1-méthyl-pseudouridine a la place de I'uridine,
induit des changements globaux dans la structure secondaire de I'ARNm qui sont corrélés a
une expression élevée de la protéine. Il est important de noter que l'introduction de ces
uridines modifiées a l'intérieur de la construction de I'ARNm est actuellement le moyen le plus
efficace de minimiser la reconnaissance cellulaire de I'ARNm par les protéines de liaison. Cela
renforce la stabilité biologique et la capacité de traduction, tout en réduisant le risque de
réaction immunitaire non désirable des vaccins ARNm(8), Un autre vaccin en cours d'études
contre le cytomégalovirus a montré que I'utilisation de nucléotides modifiés dans la formation
de la glycoprotéine B a provoqué une réponse en anticorps plus durable et plus étendue par

rapport a une séquence non modifiée(89),

7.5. Maodification de la queue poly(A)

La plupart des ARNm des cellules eucaryotes possédent des « queues poly(A) » composée
d'une dizaine a une centaine de base a I'extrémité 3'. Les différentes longueurs de queues
poly(A) 3' aident a réguler la stabilité, le transport et la traduction de I'ARNm mature. La queue
poly(A) fait une longueur typique de 60 a 150 nucléotides, essentielle a la reconnaissance de

I’ARNm par la protéine de liaison poly-A (PABP) qui interagit ensuite avec le complexe eiF4G.

Dans la formulation des vaccins, le poly(A), composé d'une succession d'adénosine, est
essentielle a la fois pour la traduction et la stabilité de I'ARNm. La premiére est une approche
de polyadénylation enzymatique utilisant une poly-A polymérase (PAP) recombinante.
L'enzyme ajoute une queue poly-A a I'extrémité 3' de I'ARNm apres la synthese des ARNm. Ce
procédé conduit alors a des produits de longueurs différentes, ce qui rend difficile la réponse
aux exigences réglementaires, car le controle des lots devient plus complexe. Une autre
méthode est la co-transcription de la queue poly-A lors de la synthese de I'ARNm générant des
produits homologues. Dans les deux cas, les queues poly-A peuvent étre segmentées par des
agents espaceurs. Les poly-A segmentées ont montré des performances élevées en termes de

demi-vie et d'efficacité de traduction par rapport aux poly-A homologues simples(%0: 91),
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7.6. Utilisation d’ARNm auto-amplifiés (SAM)

Les SAM (« self-amplifying messenger ») sont des ARNm capables de s’auto amplifier in vivo.
Ils ne codent pas seulement I'antigéne cible, mais aussi des facteurs "auto-amplifiants" codants
pour une ARN polymérase. Ils sont généralement constitués de deux fois plus de nucléotides
que les ARNm non réplicatifs. Ces vaccins sont en cours d’études dans le but de développer un
vaccin efficace avec des doses inférieures par rapport aux vaccins ARN « classiques ». Ainsi,
la réplicase peut amplifier le SAM et transcrire I’ARN sous-génomique. L'antigene est ensuite
traduit a partir de I'ARN sous-génomique. Ainsi, des réponses immunitaires similaires peuvent

étre obtenues en utilisant moins d’ARN(2),

Le SAM contient les séquences codantes d'un complexe de réplicase virale, un promoteur
génomique et un promoteur subgénomique (SG). La plupart des SAM sont basés sur le génome
d'alphavirus tels que le virus Sindbis (SINV), le virus Semliki Forest (SFV) et le virus de
I'encéphalite équine vénézuélienne (VEEV). Les alphavirus sont un groupe de petits virus a
ARN enveloppés a brin positif produisant des quantités considérables d'ARN subgénomique
codant pour des protéines structurales virales. Les SAM bénéficient de la capacité d'auto-
réplication de ces alphavirus en conservant leurs protéines non structurales (nsP1-4), car les
protéines structurales virales sont remplacées par les genes d'intéréts. Cela rend I'ARNm
incapable de produire des particules virales infectieuses. Par rapport aux vaccins a ARNm
conventionnels, l'ajout du gene de la réplicase de l'alphavirus de 7 a 8 kb augmente

considérablement la longueur de I’ARN (au total 9 a 12 kb).

Aprés avoir été délivré dans le cytosol d'une cellule, I'ARNm libéré est compétent en traduction
et s'engage avec le ribosome de la cellule hote pour produire les quatre composants
fonctionnels de I'ARN polymérase ARN-dépendante (RDRP) ou appareil de réplication du
génome viral : nsP1, nsP2, nsP3 et nsP4. Le complexe réplicase et un ensemble
multifonctionnel ou chaque protéine possede sa propre fonction. nsP1 est une enzyme
nécessaire au coiffage en 5 'de I'ARN viral et sert d'ancre pour attacher le complexe réplicase
a la membrane plasmique. nsP2 a une activité hélicase pour dérouler le duplex d'ARN pendant
la réplication, mais a également une activité protéase importante clivant la polyprotéine en
nsP individuelles. La fonction de nsP3 n’est pas encore complétement comprise, mais il s'agit
certainement d’'un composé essentiel du complexe réplicase. nsP4 est une ARN polymérase

ARN-dépendante et structure le complexe réplicase. (Figure 18)

SANDADI Marine | 41



Des études chez les primates et le porc ont montré une rémanence de I'ARNm auto-amplifier
largement supérieure a ’ARNm non amplifié. Par exemple chez le porc I'expression de ’ARNm
auto-amplifié a persisté deux fois plus longtemps qu‘avec I'ARNm non amplifié. De plus, dans
un contexte de vaccination il a été montré que les SAM peuvent étre délivrés a des
concentrations plus faibles que les ARNm conventionnels non modifiés tout en obtenant une

protection équivalente contre les virus de la grippe®4).
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Figure 18: Structure et mode d'action des ARNm auto-amplifiés(®>)
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Il est important de noter que I'utilisation des ARNm auto-amplifié reste plus compliquée que
les ARNm conventionnels, cela en grande partie a cause de leur taille. De plus, les SAM codent
non seulement pour les protéines d‘intéréts, mais aussi pour les nSp virales qui pourraient étre

immunogénes et limiteraient I'utilisation répétée d’ARNm auto-amplifié.

Des améliorations comme I'utilisation d’ARN trans-amplificateurs sont donc a I'étude. Dans ce
cas, le SAM est divisé en deux transcrits, I'un contient les genes d'intéréts tandis que le
deuxieme code pour les nSp virales. L'étude d'utilisation d’hémagglutinines de la grippe a l'aide
d'utilisation d’ARNm trans-amplificateur, a montré avec succeés une réponse immunitaire

protectrice chez la souris lors d'une injection intradermique. (Figure 19)
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Figure 19: Comparaison des différentes structures d'ARNm ),

Tout comme les ARNm conventionnels, les SAM nus sont rapidement détruits et doivent
bénéficier d'un vecteur approprié pour une efficacité optimale. A cause de leur taille et de leurs
modifications de séquence, ils nécessitent de nouvelles formulations pour étre administrés.
Dans une comparaison des formulations d'ARN auto-amplifiés avec des liposomes, des
nanoparticules lipidiques, des nanoparticules polymeéres et des émulsions, I'induction la plus
puissante de réponses immunitaires s'est produite avec des nanoparticules polymeéres. Des
LNP SAM optimisés ont également été développés®®. Des études précliniques comparatives
démontrant les avantages du saRNA (« self-amplifying) par rapport a I’'ARNm classique sont

menées sur des modeéles murins. A I'instar des vaccins & ARN, les SAM pourraient ne pas se
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limiter aux maladies infectieuses, et étre utilisés en thérapie génique, pour lutter contre le

cancer ou des pathologies rares.

8. Choix du mode d’administrationé 97

Des propriétés telles que la composition, la charge et la taille des vecteurs affectent
directement les caractéristiques pharmacocinétiques et la puissance des ARNm. La voie
d'administration influence aussi |'efficacité de la vaccination.

Un intérét est aussi porté a la « livraison ciblée », ou I'administration vise en une injection

directe dans le tissu ou I'organe ciblé (Figure 20, Tableau I).

/‘)

: : > - V.
Epidermis —T S ——
Dermis 9y — |Intradermal

Adipose Tissue — ' —Subcutaneous

Figure 20: Voies d'administrations des vaccins ARNm (%)
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Tableau I : Synthése non exhaustive des spécifiques des voies d'administrations des vaccins a ARNm

Inconvénients

Intra-musculaire
(IM)(QG, 97)

Sous-cutanée (SC) et
intra-dermique(®®)

Intra-veineuse
(Iv)(ls, 96)

Intra-nodales(96)

Description

Posséde un vaste réseau de

vaisseaux sanguins qui
recrutent et font circuler
diverses cellules
immunitaires

Voie utilisée pour le vaccin

contre le virus SARS-CoV-2

Milieu riche en cellules
immunitaires

Cellules dendritiques
Cellules de Langerhans
Délivré en systémique

Ganglions lymphatiques
abritent une grande
quantité de cellule
présentatrices d'antigéne

Avantages
Les nanoparticules inférieures a
150 nm sont facilement
transportées vers les organes
lymphatiques

e Les nanoparticules particules plus

importantes sont facilement
phagocytées par les cellules

immunitaires pour étre a leur tour

transportées vers les ganglions

e Volume d'injection important

o Pression abaissé et douleur au
point d'injection réduite

e Réponse immunitaire rapide

o Rapide passage de I’ARN vers les
cellules immunitaires et les
organes lymphoides

o Quantité d'antigenes produits
élevée

o Intérét pour les thérapies dans le
cancer

Douleur au point
d’injection

Besoin de personnel
formé

Risque de liaison aux
protéines plasmatiques
Exposition prolongée aux
nucléases

Forces mécaniques
importantes

Risque important d'effet
secondaire grave
Risque de production
massive de cytokines
(peut conduire jusqu’au
choc anaphylactique)

Efficacité démontrée pour
les vaccins ADN, en
revanche son efficacité
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Orale(%8)

Aérienne(%9 100)

Voie délaissée dans
I'administration de vaccin

Présence de cellules
dendritiques pulmonaires

Intérét dans le traitement des
maladies inflammatoires
chroniques intestinales (MICI)

Intérét dans les pathologies des
voies aériennes

Etude de phase I en cours (vaccin
contre SARS-Cov-2 par
nébulisation)

pour les vaccins ARNm
reste encore a explorer
Réalisées par un
personnel de santé
qualifié, avec un matériel
spécifique car
I'administration nécessite
un guidage par
échographie

Difficulté a mettre en
place a grande échelle
pH acide de |'estomac,
Enzymes digestives,
Barriere intestinale

Barriéres physiques et
biologiques (volume du
poumon important,
mouvement
respiratoire...)
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En conclusion, le choix de la bonne voie d'administration est aussi important que le choix du
vecteur approprié, car la voie d'administration influence a la fois la quantité totale de protéines
produites ainsi que la durée d'expression. Lors du développement d'un vaccin, des études sur
ces deux parametres sont indispensables a mettre en place pour choisir la voie la plus

appropriée(®),

9. Quels controles qualité ?

Pour permettre la mise en place d'études cliniques et, a terme, une mise sur le marché, des
techniques d'étude de la stabilité de I’'ARNm sont développées pour le contrdle de la qualité.

Ces tests sont d’abord réalisés sur les ARNm nus.

9.1. Déterminer la pureté et la stabilité de I'ARNm avant l'inoculation

Lors du développement de vaccins a grande échelle, il est essentiel de disposer d’'une méthode
standardisée capable de surveiller la pureté et I'intégrité de I’ARNm.

L'électrophorése est une technique fréquemment utilisée car elle fournit des informations sur
la taille et sur la stabilité de I’'ARNm. Lorsque I’ARNm se dégrade et que des ruptures de brins
s’‘opérent, l'intensité de la bande a la longueur attendue de I’ARNm diminue, tandis que de
nouvelles bandes correspondantes aux produits de dégradation apparaissent. Des méthodes
micro fluidiques a haut débits son aussi a I'étude, afin de détecter efficacement les
contaminants présents dans les échantillons d’ARNm. L'important est de quantifier et
d'identifier les fragments d’ARN double brins indésirables. Pour se faire, les échantillons sont
préparés puis une matrice gel est préparée. Les ARNm qui se sont fragmentés vont se diriger
préférentiellement vers un type de fluophore (SYTO 61®) contrairement aux ARNm integres
qui répondent mieux a un autre type de fluophore (RiboRed®). Cette méthode peut également
étre utilisée pour détecter des molécules d'acide nucléique partiellement double brin et
repliées.10! D'autres groupes ont analysé des échantillons d’ARNm dans des puces micro
fluidiques. L'électrophorese capillaire sur micropuce permet de déterminer la pureté et
I'intégrité de I'ARNm avant et aprés encapsulation dans les nanoparticules lipidiques. Cette
méthode permet une analyse d'échantillons a haut débit en raison du temps d'exécution court
d'environ 70 s par échantillon et peut analyser une plaque de 96 puits en environ 2,5 h(102),
Enfin des techniques de chromatographie haute définition peuvent étre employées a des fins
de purification ou pour mesurer le taux d’ARNm libre et 'ARNm encapsulé dans les

lipoprotéines(18),
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9.2. Securité : Vaccins ARNm vs vaccins « conventionnels »

Des effets indésirables sont a prévoir avec les vaccins a ARNm. Pour les vaccins contre la
Covid19 des effets tels qu'un gonflement, une douleur, une rougeur au point d’injection, des
maux de téte et de la fievre ont été décrits. Ces effets secondaires sont également retrouvés
avec les vaccins « conventionnels »(1%4), Une étude de pharmacovigilance a comparé le vaccin
a ARNm contre la COVID-19 et le vaccin contre la grippe. Cette étude s’étend sur un an (janvier
2020 a janvier 2021)(104), Ces données provisoires de surveillance de I'innocuité ont révélé que
les profils d'innocuité des nouveaux vaccins a ARNm peuvent différer de ceux des vaccins
contre la grippe ; le schéma général suggére que les réactions systématiques telles que le
frisson, la myalgie et la fatigue étaient plus visibles avec le vaccin a ARNm contre la COVID-
19, tandis que les événements de réactions cutanées au site d'injection étaient plus fréquents

avec le vaccin contre la grippe.

Il est a noter que les vaccins a ARNm ont démontré un risque significativement plus élevé de
complications cardiovasculaires, telles que la crise hypertensive et la tachycardie
supraventriculaire (SVT), par rapport aux vaccins contre la grippe. Le risque de complications
neurologiques (dyskinésie, trouble de la marche) semblait, quant a lui, moins important. Cette
étude n’a pas pu démontrer de risques significatifs concernant la vaccination par ARNm dans
des contextes réels. De plus cette étude compare deux vaccins et ne nous permet pas de
conclure a une généralité sur les vaccins ARNm. Il faut désormais comprendre si les effets

indésirables sont liés a ’ARNm en lui-méme ou encore a la structure du vecteur.

Les effets indésirables potentiels des vaccins ARNm sont encore mal connus. Des hypotheses
quant a la survenue d'événements indésirables spécifiquement liés a la technologie ARNm sont
en cours d'étude. Ensuite, la composition et la taille des vecteurs sont aussi a prendre en
compte afin de limiter les éventuels effets indésirables. Actuellement, il n'y a pas de généralité
quant aux effets indésirables. Chaque vaccin code pour un antigéne spécifique et est a risque
de provoquer des réactions non désirables. Comme pour chaque médicament, les études
cliniques et post commercialisation permettront de mieux appréhender ce risque d'effets

indésirables a I'avenir.
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Chapitre 2 : Apports et limites des ARNm dans la prise en

charge de nombreuses pathologies.

1. Exemple de la COVID19 : Premier vaccin ARNm
disponible sur le marché et espoir pour d'autres
pathologies.

En 2020, la pandémie de COVID-19 a promu le développement de vaccins ARNm. Dans
I'ensemble, I'efficacité des vaccins ARNm contre le SRAS-CoV-2 ; le BNT162b2 développé par
Pfizer et ’ARNm-1273 développé par Moderna ont été efficaces pour prévenir l'infection par
les nombreux variants de la Covid, réduisant ainsi les hospitalisations et la mortalité(19%), Ces
résultats encourageants ont propulsé les recherches pour le traitement d'autres pathologies.
En effet, des études sont déja en cours afin de tester I'efficacité des ARNm dans le traitement

de maladies infectieuses, ou encore en oncologie.

Dans la suite de ce mémoire, nous aborderons les différents domaines dans lesquels les
thérapies ARNm sont en cours d'études ou en essai clinique pour le développement de

nouveaux médicaments candidats (Figure 21).
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Figure 21: Synthése non exhaustive des domaines des recherches sur les
ARNm(106)
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2. Lutte contre les pathologies infectieuses

L'épidémie de Covid ainsi que les derniéres épidémies d'Ebola et de Zika ont démontré a quelle
vitesse les maladies infectieuses émergentes ou ré émergentes peuvent se propager. Ces
données, soulignent la nécessité cruciale de disposer d'une plateforme technologique de
vaccination rapide. Les vaccins a ARNm semblent alors étre de bons candidats pour un
développement ciblé, rapide et a grande échelle contre ces maladies(1%”), Les vaccins ARNm
sont donc un espoir dans la prise en charge des maladies virales, mais sont aussi a I'étude

contre les parasites et les bactéries.

2.1. Vaccins a ARNm ciblant le virus de la grippe(107. 108, 109)

La grippe est un pathogéne ayant un impact mondial qui provoque une morbidité et une
mortalité importante chez I'Homme par le biais d'épidémies annuelles et de pandémies
sporadiques. On estime que chaque année, l'infection grippale saisonniere entraine entre 291
000 et 650 000 décées dans le monde. Dans ce cadre, les vaccins a ARNm contre le virus de la
grippe sont parmi les plus étudiés, en partie parce qu'ils représentent une part de marché
importante. Bien qu'il existe déja des vaccins anti-grippaux sur le marché, leur efficacité est

soumise a la grande diversité et variabilité du virus de la grippe chaque année.

Le virus de la grippe appartient a un groupe de virus hétérogene a ARN simple brin négatif. A
ce jour, quatre espéces de virus grippaux A, B, C et D sont reconnues par le comité
international de taxonomie des virus. Les virus de type A infectent I'étre humain et de
nombreuses especes animales. Les espéces aviaires (oiseaux aquatiques sauvages, volailles),
et mammiféres (le porc, par ex.) constituent alors un réservoir. Les virus de la catégorie A
sont responsable des pandémies de grippe (par exemple la pandémie de grippe A HIN1 en
2009). IIs sont classés en sous-types notés HxNy, sur la base de leurs protéines de surface,
I'némagglutinine (H) et la neuraminidase (Na). C'est un groupe qui présente beaucoup de
variabilité, liée a la fois a un déplacement antigénique et a une dérive antigénique. Les virus
de type B infectent quasi-exclusivement |'étre humain. Enfin, les virus de type Cet D

provoquent une maladie généralement bénigne.

Pour stimuler notre systéme immunitaire, les recherches portent principalement sur les

antigenes HA (hémagglutinines), et les NA (neuraminidases). Ces deux protéines sont situées
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a la surface du virus ; I'HA est responsable de la fixation de la particule virale a un récepteur

situé sur la cellule cible, tandis que la NA permet aux virions de se détacher de la cellule hote

(figure 22).

Nucleoprotein(NP) Hemagglutinin(HA)

Polymerase complex
(PA, PB1,PB2)

Neuraminidase(NA)
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Nuclear export
protein

Matrix(M1)

Figure 22: structure des virus de la grippe(1%®)

Aujourd’hui, les vaccins disponibles sur le marché induisent des réponses immunitaires grace
a la protéine HA. C'est une protéine hautement immunogéne, mais qui subit une dérive
génétique, ce qui nécessite une réévaluation constante de la formulation des vaccins. C'est
pourquoi la fabrication et la distribution des vaccins nécessitent une sélection des souches
vaccinales de plus de six mois en avance. Ce temps de préparation crée ainsi une fenétre
pendant laquelle un nouveau variant peut émerger ou devenir dominant de maniere
inattendue. C'est pourquoi les vaccins ARNm ont un role a jouer parmi le panel de vaccins

contre la grippe.

2.1.1. Points forts de ARNm
Premierement, les vaccins a ARNm peuvent étre produits plus rapidement que les vaccins
actuels, ce qui pourrait réduire le temps écoulé entre la sélection de la souche et
I'administration pour répondre plus rapidement aux futures pandémies. La production évolutive
de vaccins a ARNm facilite également la mise a jour des souches vaccinales et apporte, ici, une

réponse a la dérive antigénique(110),
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Deuxiemement, avec les ARNm il y a la possibilité de créer des vaccins « multivalent ». Les
tests de multivalence ont été étendus davantage pour produire des formulations
quadrivalentes, qui ont ensuite été administrées a des primates non humains a des fins
d'immunisation. Plusieurs transcrits d'ARNm peuvent étre alors conditionnés et délivrés sous
la forme d'une combinaison de deux ou quatre antigénes sans différence dans I'ampleur des
réponses immunitaires humorales par rapport a I'antigéne délivré sous forme monovalente(111),
En outre, la flexibilité qu'apportent les vaccins ARNm permettra de formuler des vaccins

combinant les cibles de la Grippe et de la Covid.

Enfin, la plateforme ARNm-LNP offre une grande flexibilité pour I'encapsulation de plusieurs
antigénes. Dans le cas de la grippe des LNP d'ARNm bivalents et quadrivalent co-encapsulés
ont été comparés aux ARNm monovalents. En termes d'efficacité, les résultats de cette étude
n‘ont pas montré de différence significative entre les ARNm co-encapsulés et les ARNm
encapsulés individuellement. Les deux méthodes ont généré des titres d'anticorps

équivalent(111),

2.1.2. Etudes menées
Actuellement, il existe une douzaine de vaccins contre la grippe a ARN messager et a ARN

auto-amplificateur en cours d’essais cliniques ou précliniques. Un vaccin a ARNm codant pour
les antigenes de I'hémagglutinine de 20 sous-types connus du virus grippal A et lignées du
virus B, a montré une protection sur les souris et les furets. Chez la souris, le vaccin a ARNm
auto-amplifié (HA) a induit de puissants anticorps neutralisants fonctionnels et des réponses
immunitaires cellulaires, caractérisées par des lymphocytes T CD4 T helper 1 et CDS8
cytotoxiques spécifiques a HA. Chez les furets la vaccination a induit une séroconversion

consolidée aprés une deuxiéme dose de vaccin a 1 mois(112),

Dans la continuité des travaux établis lors de la I'épidémie de coronavirus, Pfizer et BioNTech
ont collaboré en 2022 afin de mener des essais cliniques de phase III'13), Pfizer dispose de
deux vaccins monovalents codant pour I'némagglutinine du HIN1 et de I'antigéne AIV (« avian

influenza virus ») de la lignée B/Yamagata, combinés en un seul vaccin bivalent.
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Le candidat de Moderna, I'ARNm-1010, est un vaccin quadrivalent, codant pour
I'némagglutinine de la grippe A et B, sélectionnées sur la base des recommandations de I'OMS:
lignées A/HIN1, A/H3N2, B/Yamagata et B/Victoria. Autrement dit, la possibilité d'utiliser des
vaccins a ARNm fait déja |'objet d'études actives et plusieurs prototypes sont testés chez
I'homme. Il convient de noter que la commercialisation des vaccins a ARNm contre le virus de
la grippe pourrait étre plus difficile a diffuser auprés du public que celle contre la COVID-19,

car il existe des options sans ARNm disponibles(108),

Les vaccins a ARNm ont largement leur place dans les cas de pandémies. Néanmoins, des
essais cliniques supplémentaires sont nécessaires pour affirmer I'innocuité et I'efficacité des

vaccins contre la grippe @ ARNm chez 'homme.

2.2. L'ARNm, un espoir pour les patients atteints de VIH(114) ?

Selon I'OMS, pres de 40 millions de personnes vivaient avec le VIH en 2022. La thérapie
antirétrovirale (TAR) s'avére tres efficace pour prévenir de la transmission du VIH-1 et ralentir
la progression clinique. Malgré ce succes, le colt des traitements reste toujours élevé et rend
leur accessibilité difficile, notamment dans les pays en développement. De plus, la bonne
observance est indispensable au bon fonctionnement de ces traitements qui ne sont pas
dénués d'effets indésirables. Enfin, I'efficacité des TAR reste menacée par les résistances et
les mutations des virus. Des efforts importants ont été déployés au cours des trente derniéres
années pour trouver un vaccin efficace. Le but serait d'induire la rémission du virus, la
suppression de la virémie et le maintien du contrdle viral en l'absence de traitement
antirétroviral.

Comme pour le virus de la grippe, il est indispensable de connaitre la structure du virus afin
de produire un ARNm compétent. Tout d'abord, le VIH est un virus a ARNm monocaténaire
positif enveloppé. Il appartient a la famille des rétrovirus c’est-a-dire que leur génome présent
sous forme d’ARN doit étre transcrit en ADN par une transcriptase inverse. L'ADN synthétisé
s'insére dans I'’ADN cellulaire via ses extrémités LTR (long terminal repeat, séquences
terminales redondantes) grace a l'intégrase. Les virus détournent alors la machinerie cellulaire

de I'hOte pour produire leurs propres protéines virales(114),
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Les antigénes connus sont présentés sur le schéma Figure 23 et les protéines produites dans
le Tableau II. Ils sont divisés en trois groupes ; Le premier est appelé « Gag » (group
antigen) ; Il s'agit d’'un géne qui code pour la matrice de protéines structurelles (MA), la
capside (CA) et la nucléocapside (NC) formant le noyau viral. Ensuite vient le géne « Pol »
(polymérase) qui code pour les genes de régulation ayant un réle essentiel dans le pouvoir
pathogene tel que les enzymes virales protéase (PR), la transcriptase inverse (RT) et
I'intégrase (IN). Le gene Pol est suivi des deux genes régulateurs rev et tat et de trois genes
accessoires vif, vpr et vpu. Puis, dans le troisiéme groupe on trouve le géne « Env »
(enveloppe) qui code pour les glycoprotéines de I'enveloppe virale : I'unité de surface (SU)

gp120 et I'unité transmembranaire (TU) gp41. Env est suivi d'un autre gene accessoire nef.

HIV-1 genome

HIV-1 mature virion [ Ew

SU (surface, gp120)
TM (transmembrane, gp41)

membrane —
| Pol k e %

()
PR (protease, p12) —————— €@ ' & ~———— MA (matrix, p17)
RT (reverse transcriptase, f' 4 : CA (capsid, p24)
p66, p51) — NC (nucleocapsid, p7)

IN (integrase, p32) BP (budding protein, p6)

RNA
Vpr i'?’/ \'ﬁi g

Figure 23: structure du virus du VIH-1(114)
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Tableau II: Protéines codées par le géne du VIH-1 et leurs fonctions(>)

Gag | Code les protéines centrales p24, p7 et p6 et la protéine matricielle p17

Pol Code pour la transcriptase inverse, l'intégrase et la protéase.

Env | Code pour gp120 et gp41, les glycoprotéines de I'enveloppe virale qui ciblent les

récepteurs de la surface cellulaire

Tat Augmente |'expression des genes du VIH

Vif Favorise le pouvoir infectieux des particules virales

Vpu | Participe a I'arrét du cycle cellulaire

Rev | Régule I'exportation nucléaire de I'ARNm

Nef Module la signalisation cellulaire

Le VIH pose un défi technique, car malgré la connaissance d'antigenes cibles, il n'y a toujours
pas de vaccins disponibles sur le marché. Le cycle du virus explique en partie ces difficultés.
En effet, le virus établit rapidement une infection chronique en s'intégrant dans le génome de
I'note en tant que provirus, lui permettant d'échapper a la détection immunitaire. De plus,
lorsque le virus a pénétré dans la cellule, il mute facilement, car la transcriptase inverse a
tendance a commettre des erreurs de transcription. Ces mutations rendent le VIH plus difficile
a contrbler, car les nombreuses mutations augmentent la probabilité de produire un VIH
résistant aux attaques du systeme immunitaire et aux médicaments antirétroviraux. Ce
pouvoir mutagene explique aussi la grande diversité de structure de la glycoprotéine

d’enveloppe (Env.) qui limite la capacité a produire des anticorps efficaces.

Un autre défi réside dans le fait que le récepteur cellulaire du VIH est le CD4. Ce qui veut dire
que les lymphocytes T CD4 auxiliaires sont la cible directe du virus. Ces derniers utilisent
préférentiellement les corécepteurs CCR5 et CXCR4 qui se trouvent en grand nombre a la
surface des lymphocytes T CD4+ présents dans les muqueuses du corps humain. Alors, les
cellules T auxiliaires s'enflamment non seulement dans l'infection contre le VIH, mais ils sont
aussi le site de réplication du virus. Ainsi, la vaccination peut susciter des réponses qui
exacerbent les infections en stimulant la production de lymphocytes. Ce phénomeéne est appelé
ADE (antibody-dependant enhancement) c'est-a-dire la facilitation de l'infection par des

anticorps(116 117),
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Dans le domaine des vaccins ARNm beaucoup d'études précliniques et cliniques sont a I'étude.
En 2012 un premier vaccin LNP a ARNm auto-amplifié codant pour la protéine d'enveloppe
gp140 a été testé chez la souris. Des réponses immunitaires spécifiques a I'Env ont été
détectées selon plusieurs voies d'administration (IM, ID et sous-cutanée), les injections IM
permettant d’obtenir des réponses supérieures des lymphocytes T CD8+(118), Un autre vaccin
a ARNm-LNP auto-amplifiant multivalent a été évalué chez les macaques rhésus et a montré
une expansion des lymphocytes T. Une seule immunisation avec une faible dose de vaccin
ARNmM-LNP produisait de fortes réponses des cellules T CD4+, et des réponses IgG anti-gp120.
Plus tard, une étude randomisée en double aveugle et contrdlée par placebo a été menée. Les
ARNm codaient pour CD40L et Gag, Vpr, Rev et Nef. Au total, 35 participants ont terminé le
traitement et 4 semaines apres la derniére vaccination ont interrompu le TAR (ATI) pendant
12 semaines. Il existe une forte expansion des lymphocytes T chez les patients ayant recu le
vaccin, mais ce dernier n‘a eu aucun impact sur le controle de la virémie puisque la charge

virale a rebondi chez I'ensemble des participants(19),

Par ailleurs un vaccin ARNm injecté par voie intra nodale a été testé chez 'homme et a atteint
les essais cliniques de phase 1. Les patients séropositifs ont recu trois doses intra nodales
d'ARNm codant pour des séquences immunogenes du VIH. Ce vaccin a été bien toléré par les
patients et a induit une réponse modérée des lymphocytes T spécifiques au VIH soutenant les

essais cliniques de phase 2(120),

Une formulation polymeére a base de PEI a aussi été utilisée pour administrer un vaccin codant
pour six régions des protéines gag. et pol. chez la souris. Ce vaccin a induit des lymphocytes
T plurifonctionnels CD4+ et CD8+ a des niveaux relativement élevés qui ont persisté jusqu'a
22 semaines aprés I'administration.!1® Des ARNm couplés a des adjuvants ont aussi été testés
afin d’améliorer les propriétés immuno-stimulatrices de I'ARNm. L'adjuvant « TriMix® » est
une combinaison d’ARNm codant pour trois protéines d'activation du systeme immunitaire :
CD70, le ligand CD40 (CD40L) et la protéine TLR4 il sert d'adjuvant. Cet adjuvant a été couplé
a un ARNm qui code pour 16 fragments de protéines structurelles du VIH (Gag, Pol, Vif et Nef).
Lors d'une injection intra nodale chez la souris, de puissantes réponses de lymphocytes T ont
été détectées. Sur la base des essais cliniques de phase I et II, ce vaccin s'est avéré sir et

montre des résultats prometteurs(21, 122),
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Au travers de nombreux essais, il est désormais établi qu'un vaccin a lui seul ne suffirait pas
a guérir le VIH. Alors, I'attention s'est portée sur la combinaison des vaccins avec d'autres
traitements, attaquant le virus sur plusieurs cibles. Une stratégie qui a retenu I'attention ces
derniéres années est la combinaison de vaccins thérapeutiques avec des agents d‘inversion de
latence (LRA) et des anticorps bloquants. Les LRA sont des substances qui réactivent le virus,
le rendant visible pour l'attaque du systeme immunitaire. Des anticorps bloquants dirigés
contre le virus ou les récepteurs utilisés par le virus pour pénétrer dans les cellules sont utilisés
pour limiter la propagation du virus une fois la latence inversée. C'est sur cette base que des

stratégies vaccinales basées sur I’ARNm pourront certainement voir le jour a I'avenir(123),

Des essais avec une combinaison de plusieurs thérapeutiques ont déja commencé. Par
exemple, le projet HIVACAR étudie une stratégie combinée sur des patients infectés par le
VIH-1 dans un essai clinique de phase I et II. L'approche thérapeutique consiste en un vaccin
personnalisé a ARNm, un anticorps bloquant contre CD4 et un agent inverseur de latence. Le
vaccin étudié comprendra une sélection des meilleurs épitopes de chaque participant, en
fonction du réservoir VIH-1 et des alléles HLA-I de chaque patient(123), Ces résultats sont trés
prometteurs, mais soulignent également la nécessité de stratégies supplémentaires pour
promouvoir la durabilité des anticorps dans la prophylaxie ou le traitement a long terme de

I'infection chronique par le VIH-1.

2.3. Vaccins ARNm : qu’en est-il des autres pathologies infectieuses?

La grippe et le VIH sont tres étudiés en raison de leur part potentielle de marché important,

mais la recherche sur les ARNm s’applique a bien d'autres pathologies infectieuses.

2.3.1. D’autres virus ; les flavivirus
Le genre Flavivirus comprend plus de 70 membres, dont plusieurs sont considérés comme des
agents pathogenes humains importants. Ils présentent un large spectre de maladies, dont des
maladies systémiques impliquant des hémorragies (virus de la dengue et de la fiévre jaune)
et des complications neurologiques (virus du Nil occidental et du virus Zika). Ces virus sont
transmis par des arthropodes et peuvent étre transmis horizontalement entre les arthropodes,

permettant une persistance a long terme et la possibilité d’une ré émergence(124 125),
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Les vaccins a ARNm sont donc aussi étudiés dans la prise en charge de ces infections a
flavivirus, tels que le virus Zika, la dengue ou encore |I'encéphalite japonaise. La majeure partie
de ces vaccins est congue en utilisant les antigenes de protéines de structure membranaire

(prM) et protéines d’enveloppe (ENV).

A [clem] ew | nst [ns2a]RSSSIRNSSIRSSRIRSEENT WSS OENY Genome
L ~

mRNA

Lipid Nanoparticle

Figure 24: construction d'un vaccin ARNm-LNP codant les protéines prM et ENV(125),

a) Virus Zika

L'infection par le virus Zika est répandue en Asie et en Afrique et continue de prendre du
terrain. Ainsi, elle émerge aussi en Amérique centrale et en Amérique du Sud. Cette infection
peut étre fatale pour I'Homme et étre a l'origine de malformations chez le foetus

(microcéphalie). Il n’existe ni vaccin, ni médicaments spécifiques a cette maladie.

Un vaccin a ARNm modifié encapsulé par LNP codant pour les protéines prM/ENV du ZIKA a
été testé chez la souris. Celui-ci a montré une protection complete chez les souris
immunocompétentes et immunodéprimées d'une provocation mortelle. De plus,
comparativement aux vaccins inactivés contre le ZIKA, la réponse des lymphocytes T CD8+ et
CD4+ s’est montrée plus importante(126: 127), Enfin, chez I'homme, les données d’un essai
clinique de phase I/II ont montré que le vaccin ZIKA a ARNm-1893 codant pour les protéines
structurelles prME induisait plus de 90 % de séroconversion lors d’une vaccination de rappel
avec des doses de 10 ug. Ce dernier a été bien toléré et a induit de fortes réponses sériques

spécifiques au virus Zika aprés deux doses, quel que soit le statut sérologique initial du patient.
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Il faut préciser que ce vaccin ARN auto-amplifié a obtenu une immunité protectrice uniquement
lorsque I’ARN était formulé avec un support lipidique ou un dendrimére et injecté en intra
musculaire. Ce qui souligne I'importance de la formulation et du site d'injection pour I'efficacité

du vaccin(128),

b) Virus de la dengue

Des recherches sur le virus de la dengue ont aussi été menées, car il n’existe pas non plus de
traitement spécifique a cette infection. Avec le virus de la dengue, on retrouve aussi le
phénomeéne d’ADE, que I'on a pu voir avec le VIH. De cette maniére, les anticorps produits en
réponse a une infection ou a une vaccination sont capables de contribuer a I'aggravation de la
maladie lors d'infections ultérieures. C'est donc un phénoméne a prendre en compte dans la
création d’'un vaccin, car il ne faut pas que ce dernier exacerbe l'infection. Dans cet essai
I’ARNm a été modifié et une construction distincte contenant des substitutions d’acides aminés

a permis de réduire ce risque d’ADE(129),

Ce vaccin ARNm-LNP codant pour les protéines PrM et E a été testé chez la souris, selon un
calendrier de vaccination en trois injections avec 10 ug d'ARNm par dose. Ce dernier a
provoqué des réponses en anticorps neutralisants aprés une dose unique, la dose secondaire
a permis d’augmenter les titres, tandis que la troisieme dose n‘a pas amélioré de maniere
significative les titres d'anticorps. Un calendrier de vaccination a deux doses et un rappel
pourrait alors étre utilisé dans les études cliniques futures. Cette étude ouvre la voie au
développement futur de vaccins a ARNm contre les sérotypes restants du virus de la dengue,
dont le but sera de développer un vaccin tétravalent qui suscitera une réponse immunitaire
équilibrée et protectrice contre les quatre sérotypes du virus (DENV-1, DENV-2, DENV-3 et
DENV-4).

En conclusion, aujourd’hui, les principaux efforts de vaccination reposent sur des virus vivants
atténués, mais ces vaccins ne parviennent pas a induire une réponse immunitaire suffisante ni
a éviter I’ADE. C'est pourquoi les vaccins a ARNm tendent a étre étudiés de plus en plus, car

ils permettent la modification des séquences d’ARNm pour limiter ce phénoméne(125),
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Figure 25: Protéines couramment utilisées par les vaccins a ARNm pour cibler les virus

2.3.2. Développement de vaccins contre les parasites

S'agissant des infections parasitaires, des options de traitement spécifiques telles que les

médicaments antihelminthiques, antitrypanosomiens et autres médicaments antiparasitaires

sont disponibles sur le marché. Cependant, comme pour les autres infections, ces médicaments

possedent des effets indésirables, ont un colit important dans les régions endémiques et font

face a des résistances. C'est pourquoi, il y a un besoin urgent de nouvelles thérapies, sous la

forme de vaccins contre les infections parasitaires a haute prévalence, telles que le paludisme,

la leishmaniose, la maladie de Chagas, |'ankylostomiase et la schistosomiase.
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2.3.3. Application contre le paludisme
Le paludisme est une maladie infectieuse qui illustre bien le défi technologique que représente
la réalisation d'un vaccin contre les parasites. C'est une maladie potentiellement mortelle et
transmise par les moustiques du genre Anophéle. La stratégie technique mondiale de lutte
contre le paludisme (2016-2030) a pour objectif de réduire de 90 % les incidents de paludisme

et les taux de mortalité dans le monde(130),

a) Les traitements actuels

Plusieurs molécules antipaludiques sont utilisées en prophylaxie ou en thérapeutique associées
a la lutte anti vectorielle. Il existe de nombreux traitements sur le marché. On trouve des
thérapies combinées a base d'artémisinine (Artemisinin-based combination therapy) ACT qui

sont utilisés dans les thérapies des paludismes simples. (Figure 26, Figure 27)

o Arthemeter et luméfantrine,
e artesunate et amodiaquine,

o artesunate et mefloquine,

o artesunate sulfadoxine-pyriméthamine,
o dihydroarthemisinine et piperaquine

Le traitement de l'infection a Plasmodium falciparum sévere reste |'artésunate. Des traitements
chimiprophylactiques sont aussi disponibles tels que : malarone® (atovaquone+proguanil),

lariam®(mefloquine), doxycycline, Nivaquine® (chloroquine)®31),

Treating uncomplicated P. falciparum malaria

Treatment of uncomplicated P. falciparum malaria

Treat children and adults with uncomplicated P falciparum malaria (except pregnant

women in their first trimester) with one of the following recommended ACTs:
« artemether + lumefantrine
« artesunate + amodiaquine
» artesunate + mefloquine
» dihydroartemisinin + piperaquine
 artesunate + sulfadoxine-pyrimethamine (SP).
Strong recommendation, high-quality evidence

Figure 26: Recommandation de la prise en charge de l'infection a Plasmodium falciparum non compliqué d'aprés

I'OMS (organisation mondiale de la santé)(132)
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Treating uncomplicated P. falciparum malaria in special risk groups

First trimester of pregnancy

Treat pregnant women with uncomplicated P, falciparum malaria during the
first trimester with 7 days of quinine + clindamycin.
Strong recommendation, very low- quality evidence

Infants less than 5kg body weight

Treat infants weighing < 5 kg with uncomplicated P.falciparum malaria with an
ACT at the same mg/kg bw target dose as for children weighing 5 kg.
Strong recommendation, very low- quality evidence

Patients co-infected with HIV

In people who have HIV/AIDS and uncomplicated P. falciparum malaria, avoid
artesunate + SP if they are also receiving co-trimoxazole, and avoid artesunate
+ amodiaquine if they are also receiving efavirenz or zidovudine.

Good practice statement

Non-immune travellers

Treat travellers with uncomplicated P falciparum malaria returning to non-
endemic settings with an ACT.
Strong recommendation, high-quality evidence

Uncomplicated hyperparasitaemia

People with P. falciparum hyperparasitaemia are at increased risk of treatment
failure, severe malaria and death so should be closely monitored, in addition
to receiving an ACT.

Good practice statement

Figure 27: Recommandation de la prise en charge dans l'infection a plasmodium des groupes a risque d'aprés

I'OMS (organisation mondiale de la santé)(32)
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Enfin, il existe sur le marché un vaccin RTS, S/AS01 (Mosquirix®) contre le Plasmodium
falciparum. C'est un vaccin recombinant qui comprend des régions de la protéine de surface
du sporozoite de Plasmodium falciparum appelé circumsporozoite (CSP) (le sporozoite est la
forme infestante du parasite inoculé a I'homme par I'anophéle). Le deuxiéme antigéne est la
protéine de surface HBs du virus de I'hépatite B(133), L'agence européenne du médicament
(EMA) a émis un avis favorable pour |'utilisation chez les enfants agés de 6 semaines a 17 mois
qui vivent en zone d'endémie pour les protéger contre le paludisme a Plasmodium falciparum,
mais aussi contre I'hépatite B. Tandis que I'OMS recommande un schéma de 4 doses de
RTS,S/AS01 pour la prévention du paludisme a Plasmodium falciparum chez les enfants a partir
de 5 mois vivants dans des régions a transmission modérée a élever du paludisme, avec un

schéma facultatif de 5 doses pour les zones a forte transmission saisonniére(133),

Le vaccin Mosquirix® a montré un succes significatif dans la réduction des cas de paludisme
graves et dans la réduction de la mortalité infantile, et actuellement, plus d'un million d'enfants
vivant dans des zones a transmission du paludisme ont recu le vaccin, marquant ainsi son
utilisation généralisée. Cependant, Mosquirix® a rencontré certaines limites, notamment une
efficacité moindre dans des groupes d'age spécifiques autres que les enfants, un manque de
réponses immunitaires durables et la nécessité de trois a quatre doses de rappel pour obtenir
une efficacité raisonnable. Par conséquent, la recherche d'un vaccin antipaludique plus robuste

et plus efficace se poursuit(34),

b) Pourquoi la réalisation d'un vaccin antiparasitaire semble si difficile ?

La réalisation de vaccins contre les parasites n'est, en effet, pas si aisée ; d'une part, parce
que les parasites sont dotés de génomes vastes et complexes qui remettent en question les
succes des programmes de vaccination. En outre, ces programmes sont plus souvent dédiés
au développement de vaccins contre les infections bactériennes et virales a « petit génome ».
D'autre part, de nombreux parasites présentent des cycles de vie complexes et développent
des stratégies d'échappement au systeme immunitaire de |'h6te. Ces mécanismes
d'échappement souvent mal connus et la coévolution entre les parasites et leurs hotes les ont
rendus capables d'établir des infections chroniques. Ainsi, les plateformes vaccinales
traditionnelles ne sont pas adaptées, en raison de la complexité des cycles et de leur capacité

a échapper au systéme immunitaire humain(139),
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Enfin, les infections parasitaires touchent principalement des régions a faible pouvoir
économique, ce qui n‘incite pas les laboratoires a investir dans de nouvelles technologies. De
plus, les populations vivant dans ces régions ne bénéficient pas de conditions d’hygiene et de

traitement d’eau suffisant.

c) Cibles en cours de recherche pour le développement d'un vaccin a ARNm

En premier lieu, il est important de détailler le cycle du parasite. Chez I'hote, les parasites
Plasmodium sont présents sous différentes formes, a commencer par la forme sporozoite
inoculée lors d'un repas de sang d'un moustique anophéle femelle infecté dans la peau de
I'note humain. Par la suite, les sporozoites envahissent les hépatocytes du foie, ou ils
mdrissent, se répliquent et libérent des formes de mérozoites, qui finissent par envahir les
globules rouges, ou ils se transforment du stade des anneaux et des trophozoites au stade des
schizontes. Les schizontes rompus liberent des mérozoites qui peuvent infecter de nouveau
des cellules sanguines.!34 Dans le cycle de vie du parasite les mérozoites infectent les globules
rouges or ces derniers n'expriment pas les molécules du CMH de classe I a leur surface,
échappant ainsi a la reconnaissance par les lymphocytes T CD8+. De plus, au cours de ce
stade, il y a la production de protéines d’adhésion, entrainant une séquestration des
érythrocytes infectés dans I'endothélium vasculaire. Cela ralentit ainsi leur clairance et les
séquestre dans la micro-vascularisation de divers organes. Par ailleurs, plusieurs génes codent
pour ces protéines d’adhésion, mais une seule apparait a la fois a la surface du globule rouge.
Ces protéines sont alors présentées tour a tour rendant le systeme de reconnaissance de I'hote
inefficace. Enfin, I'expression de protéines antigéniques différentes en fonction du stade de

développement du parasit, aident a les camoufler du systéeme immunitaire de I'hote(139),

Tirant parti des récentes réalisations en matiere de développement et de la connaissance du
cycle de vie du parasite, la technologie de I'ARN auto-amplifié devient de plus en plus étudiée.
Par exemple, cette technologie a été utilisée pour le développement d'un vaccin ciblant le
facteur inhibiteur de la migration des macrophages (PMIF) de Plasmodium, qui est sécrété
par le parasite et sert a supprimer la réponse inflammatoire de I'hote a l'infection, en particulier
en ciblant la réponse des lymphocytes T. Chez la souris, il a été observé qu'apres les
vaccinations, les cellules CD4+ spécifiques du PMIF étaient augmentées. Le titre d'IgG anti-

PMIF était multiplié par quatre et bloquait I'action pro-inflammatoire du PMIF sans altérer la
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fonctionnalité du MIF de I'hote. De plus, cette étude a montré que la vaccination avec I'ARNm
du PMIF améliorait le controle des parasites en fournissant une défense contre les infections
au stade hépatique et sanguin et empéchait la réinfection. Au vu de ces résultats, il est possible
qu’a l'avenir, des essais sur le 'Homme soient menés(1343), Une deuxiéme étude portant aussi
sur un vaccin ARNm auto-amplificateur codant pour le PMIF a été réalisée. Ce dernier était
vectorisé dans une nano émulsion cationique a base de squaléne. Deux doses de vaccin de
15ug ont amélioré le développement des lymphocytes T auxiliaires et ont provoqué des

anticorps IgG anti-Plasmodium et des réponses des lymphocytes T mémoire(ld),

Trés récemment, un vaccin a ARNm auto-amplificateur internalisé dans des liposomes
cationiques a été développé, ciblant I'homologue de liaison aux réticulocytes de Plasmodium
falciparum 5 (PfRH5). Les souris immunisées avec le vaccin ont produit des anticorps qui ont
reconnu la protéine native exprimée dans les extraits de schizontes de Plasmodium falciparum

et ont inhibé la croissance du parasite in vitro(134),

Une autre étude de l'infection paludéenne a identifié une protéine : la protéine riche en acide
glutamique de Plasmodium falciparum (PfGARP) comme cible potentielle du vaccin ARNm.
Cette protéine a été découverte, car elle s'avere étre la cible des anticorps des enfants
résistants au Plasmodium falciparum. Le PfGARP est exprimé a la surface des globules rouges
infectés. Cette découverte a incité au développement d'un vaccin a ARNm modifié par un
nucléoside encapsulé dans un LNP. Trois doses de 50 ug ont permis de réduire la parasitémie

chez les singes Aotus aprés une provocation par Plasmodium falciparum(1),

D'autres vaccins contre le Plasmodium falciparum ont été testés en utilisant le Pfs25 et PfCSP
comme cible conditionnée dans des LNP. Le PfCSP est la protéine circumsporozoite de
Plasmodium falciparum (PfCSP). La PfCSP est une protéine exprimée sur le sporozoite
infectieux, elle contribue a la motilité du parasite et a I'invasion des hépatocytes. La Pfs25,
quant a elle, est une protéine riche en cystéine. Elle est exprimée a la surface des ookinéetes
qui se développeront en oocystes dans I'intestin moyen du moustique. Les oocystes conduisent

au stade sporozoite infectieux responsable de la transmission du paludisme a I'n6te(139),
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L'efficacité et la sécurité d’un vaccin combinant ces deux antigenes ont donc été testées. Les
vaccins ont réussi a induire des réponses immunitaires. Les IgG purifiées provenant de souris
immunisées contre I'ARNm-LNP Pfs25 se sont montrées efficaces pour réduire la transmission
du paludisme aux moustiques. De plus, les souris apres trois et quatre immunisations avec
I’ARNm-LNP PfCSP ont montré une protection contre la provocation par les sporozoites. Cette
approche combinée, utilisant des vaccins qui ciblent a la fois le stade infectieux et les stades
sexuels/intestinaux du paludisme, devrait jouer un role crucial dans la perturbation de la
transmission du paludisme(134/136) ]| est a noter que BioNTech, a annoncé le début des essais
cliniques de vaccins a ARNm ciblant le paludisme. Plus précisément, la société BioNTech a déja
développé le vaccin BNT165b1, une nanoparticule d'acide ribonucléique (ARN)-lipidique (LNP)
codant pour une partie du PfCSP et I'essai clinique de phase I visant a évaluer sa sécurité, la
tolérance et son immunogénicité a déja été programmée(13%), Le développement doit se
poursuivre dans le but de générer un vaccin contre le paludisme présentant une efficacité et
une durée de protection élevée. A cet égard, I'engagement des ressources nécessaires telles
que |'approbation réglementaire, la mise en ceuvre et le financement devient de plus en plus

important pour éliminer le paludisme(134),

2.4. Role dans la lutte a I'antibiorésistance(137),

La résistance aux antibiotiques représente |'une des plus grandes menaces pour la santé
humaine. Des cas de résistance aux antibiotiques sont constamment signalés et le temps
nécessaire aux bactéries pour devenir résistantes aux antibiotiques nouvellement introduits
est de plus en plus court. Une multitude de mécanismes concourent a I'’émergence de micro-
organismes résistants. D’'une part, il y a la résistance naturelle du pathogene, c'est la capacité
bactérienne a bloquer la fonction antibiotique en raison de caractéristiques structurelles ou
fonctionnelles inhérentes. Par exemple la vancomycine qui n'est généralement pas efficace
contre les bactéries Gram négatives en raison de son incapacité a traverser la membrane
externe. Puis, il existe des résistances acquises qui reposent sur l'acquisition de nouvelles
fonctions. Plusieurs mécanismes sont décrits, comme ; linactivation du médicament par
hydrolyse, réduction de la perméabilité membranaire ou la surexpression des pompes a efflux.
Par exemple la production de B-lactamases qui inhibent I'effet des B-lactamines tels que les

pénicillines ou les céphalosporines.
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Dans ce contexte ou la résistance aux antibiotiques constitue une préoccupation majeure en
matiére de santé publique, des vaccins ARNm font I'objet de recherche afin de limiter
I'utilisation des antibiotiques. Aussi, comme indiqué sur la figure 28, le nombre de déces causés
par les bactéries RAM (résistantes aux antimicrobiens) représentait déja 700 000 déces dans
le monde en 2019. Ces agents apparaissent et réapparaissent rapidement et de maniere
imprévisible. C'est dans ce sens que les vaccins ARNm pourraient apporter une réponse en

codant plusieurs antigenes dans une seule construction.

DOTY === mmm = o = e > 2050

Cancer -
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\
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(1,400,000)

Figure 28: Nombre de déces et principales causes (a gauche) en 2019 et projection du nombre de déces dus

aux infections par RAM (bactéries résistantes aux antimicrobiens) en 2050 (en rouge a droite) (37

2.4.1. Application a Staphylococcus aureus
Le staphylocoque doré est |'une des bactéries les plus étudiées pour le développement d’un
vaccin ARNm. Staphylococcus aureus (SA) est une bactérie a Gram positif, en forme de Cocci.
SA s’adapte trés bien a différents milieux, puisqu’il est estimé entre 25 et 30% le nombreux
d'individus en bonne santé hébergeant la bactérie. Toutefois, cette bactérie est responsable
de dizaines de milliers d'infections chaque année (pneumonies, infections nosocomiales,
infections articulaires...). L'utilisation impulsive d'antibiotiques a conduit a I'émergence et a

I'expansion de bactéries résistantes aux antibiotiques. Par exemple, SA résistant a la méticilline
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(SARM) et SA résistant a la vancomycine (VRSA) ont tous deux été découverts peu de temps
aprés l'application clinique de ces antibiotiques(138), C'est en ce sens que plusieurs études
essaient de montrer l'intérét des vaccins a ARNm comme solution alternative aux antibiotiques.
Des études in silico ont d'abord été menées dans le but d’identifier « les génes de virulence »
de SA. Le séquencage de ces genes a ensuite été utilisé pour construire une structure protéique
chimérique qui a servi de base au modele pour la création d’'un vaccin ARNm. Ce vaccin a
ensuite été validé par diverses simulations in silico, et ses propriétés immunologiques ont été
analysées a l'aide de techniques d'immuno-informatiques. Les résultats de cette étude
montrent que ce vaccin pourrait provoquer une réponse immunitaire robuste contre le
staphylocoque. Mais, d'autres études, notamment des essais in vivo et in vitro, sont

nécessaires pour évaluer pleinement I'efficacité de ce modéle(139: 140),

2.4.2. Application aux Streptocoques
Le staphylocoque n’est pas la seule bactérie pour laquelle des études ont montrée des résultats
probants. En effet, un vaccin SAM (ARNm auto-réplicatif) a été testé in vivo contre les
streptocoques du groupe A et du groupe B. Les streptocoques A (Streptococcus pyogenes)
responsable d'infections fréquentes bénignes telles que I'angine et I'impétigo, mais également
responsable d'infection plus grave comme des bactériémies, des infections cutanées, des
méningites... Les streptocoques du groupe B (Streptococcus agalactiae) responsable
d'infections néo-natales précoces ou tardives. Les B-lactamines sont a I'heure actuelle le
traitement de référence des infections a streptocoque pour lesquelles on trouve une
augmentation des résistances bactériennes. A ce jour aucun vaccin n'est disponible sur marché

pour prévenir de ces infections.

Les vaccins ARNm semblent avoir leur place, car il existe une bonne connaissance du génome
des streptocoques. De plus, plusieurs antigénes ont déja été étudiés. Il existe des antigenes
« solubles » tels que la streptolysine O qui lyse la membrane des cellules sanguines et suscite
la formation d'anticorps « antistreptolysines O » (ASLO). Puis, il existe d'autres protéines
immunogénes tels que les pili ancrés a la surface des streptocoques. C'est sur cette base qu’un
vaccin SAM codant pour la streptolysine-O et la protéine du squelette de I'ilot pilus 2a (BP-a)
du streptocoque du groupe A et du groupe B s'est révélé immunogéne chez la souris, induisant

une réponse humorale et cellulaire(37),
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Ay

A ce jour aucun vaccin n’est approuvé chez I'homme. Les outils immuns informatiques
continuent d'étre explorés et de nombreux travaux sur la formulation des ARNm restent a
envisager avant de trouver la structure qui permettra une réponse immunitaire suffisante et
durable. Bien que cela soit plus complexe et actuellement moins développé que les vaccins
viraux, la recherche dans ce domaine pourrait ouvrir de nouvelles voies pour prévenir les

infections des bactéries résistantes aux médicaments(141),
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3. Oncologie : Nouvelle thérapeutique ou traitement
adjuvant dans la prise en charge des cancers ?

Le domaine des thérapies a base d’ARNm suscite beaucoup d'intérét en oncologie. Les
traitements a base d’ARNm visent a stimuler le systeme immunitaire pour reconnaitre et
attaquer les cellules et les tissus cancéreux. L'avantage serait de mettre au point des vaccins
personnalisés en fonction du cancer a traiter, du sous-type, et des antigenes majoritaires
retrouvés chez le patient. Ainsi le systéme immunitaire du patient pourrait reconnaitre et

détruire les cellules cancéreuses.

Avec cette thérapeutique, les effets secondaires a prévoir sont peu importants, de plus les
ARNm peuvent étre utilisés en association avec d'autres antinéoplasiques et peuvent alors
réduire le risque de rechute. Cependant, pour une application in vivo des ARNm contre le
cancer, il faut s'assurer que la réponse immunitaire soit suffisamment forte, mais aussi
suffisamment contrdlée pour éviter des effets secondaires graves. De plus la personnalisation
des thérapeutiques pourrait rendre les vaccins ARNm plus couteux et leur temps de fabrication

plus chronophage(142),

3.1. Présentation de la cellule cancéreuse et de son micro-
environnement

Le développement des vaccins a ARNm en oncologie reste tres complexe, car il est nécessaire
de prendre en compte le micro-environnement créé par la tumeur. Ce micro-environnement
comprend toutes les cellules hotes non cancéreuses de la tumeur, notamment les fibroblastes,
les cellules endothéliales, les cellules immunitaires adaptatives et innées, ainsi que ses
composants non cellulaires, notamment la matrice extracellulaire (MEC) et les produits
solubles ; les chimiokines, les cytokines, les facteurs de croissance et les vésicules
extracellulaires. Le micro-environnement est alors capable de s'adapter afin d’améliorer la
survie de la tumeur, par conséquent le micro-environnement tumoral peut créer un milieu
immunosuppressif, ce qui réduit I'efficacité des vaccins ARNm(43), Des cellules comme les
macrophages associés aux tumeurs, ou des cellules T régulatrices peuvent aussi inhiber I'action

du systéeme immunitaire.
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Figure 29: Micro-environnement tumoral ; différentes populations cellulaires(144

Sur la figure 29, on peut voir les différents roles des populations cellulaires induites par le

micro-environnement tumoral dans la progression du cancer.

Certaines cellules vont alors inhiber I'action et l'infiltration des lymphocytes T CD8+, telles que
les fibroblastes associés aux cancers (CAF), les cellules suppressives d'origine myéloide
(MDSC : myeloid-derived suppressor cells). D’autres, comme les lymphocytes T CD4+
peuvent jouer des rdles immun activateurs ou immunosuppresseurs grace a la différenciation
en lymphocytes T auxiliaires de type 1 (Th1) et en lymphocytes T régulateurs (Treg). Th1 est
capable d'induire les lymphocytes T CD8+, tandis que les lymphocytes T régulateurs ont une
activité immunosuppressive. D’autres cellules bloquent I'action des lymphocytes T en
participant a I'angiogenése grace a la sécrétion du facteur de croissance endothélial vasculaire
(VEGF). On trouve les TAM (tumor associated macrophage/macrophages associés aux

tumeurs), les mastocytes (Mast cell), et les neutrophiles. Cet environnement
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immunosuppressif créer alors des barrieres physiques qui limitent la pénétration des
traitements anti cancéreux, mais aussi la pénétration des cellules immunitaires ou des vaccins

ARNm injectés en intra-tumoral(143),

Plus précisément, les TAM jouent un réle essentiel dans l'initiation et le maintien de
I'inflammation chronique, associée a la progression tumorale. En effet, les TAM sont capables
de secréter des cytokines, comme I'IL-1B, I'IL-6, I'IL-23, qui favorisent la croissance et la
progression dans différents types de cancer tel que le cancer colorectal(!4%), Leur role dans la
progression des tumeurs ne s'arréte pas a la sécrétion de cytokines, ils sécretent aussi des
facteurs pro-angiogéniques (VEGF), expriment des niveaux élevés de ligands de point de
controle immunitaire (tel que PD-L1, PD-L2.) et sécrétent le facteur de nécrose tumorale (TNF-
a). Les points de controle aussi appelé « chekpoint » permettent a la tumeur de se protéger
des attaques du systeme immunitaire. L'interaction entre le ligand PD-1 et son récepteur PD-
L-1 permet aux cellules cancéreuses d'inhiber I'action des lymphocytes T. Enfin, les TAM

peuvent recruter des lymphocytes T régulateurs (T-reg).

Enfin au niveau génétique, les tumeurs présentent une hétérogénéité c'est-a-dire que les
caractéristiques génétiques et comportementales au sein d'une méme tumeur peuvent varier
considérablement. Cette instabilité génétique leur permet de muter rapidement et donc
d'échapper aux traitements conventionnels. S'agissant des vaccins ARNm, ces mutations
induisent des modifications d'antigénes rendant le développement de vaccin plus complexe.
Cette hétérogénéité conduit a des réponses variables aux thérapies parmi les individus atteints
de cancers du méme sous-type de tumeur et est considérée comme |'une des principales
causes de progression de la maladie et d'échec du traitement. De plus, en régle générale, seule
une petite fraction d’'un échantillon est retenue pour la conception d’un vaccin contre le cancer
a ARNm, ce qui est peu susceptible de fournir des informations complétes sur le profil génétique
de la tumeur. Cela contribue a accroitre les incertitudes quant a I'efficacité clinique du vaccin
contre le cancer a ARNm. Ainsi, I'nétérogénéité des tumeurs limite largement I'efficacité du
vaccin ARNm contre le cancer. Afin de surmonter cette hétérogénéité, il faudrait échantillonner
plusieurs points des tissus tumoraux. Cependant, ces stratégies augmentent non seulement la
complexité de la conception et de I'administration des vaccins, mais augmentent également
les colits et la durée du traitement pour les patients. Une autre méthode prometteuse est

I'utilisation d'algorithmes d'intelligence artificielle tels que la prédiction de liaison au CMH, la
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quantification de I'expression du transcrit muté et la clonalité de la mutation pour prédire les
néo antigénes sur la base des données génomiques de la tumeur, puis utilisées pour
hiérarchiser ces mutations en tant que candidats vaccins en fonction de leur probabilité. Mais
les applications de I'IA dans la conception de vaccins restent encore limitées, a I'avenir elle

mériterait des investigations plus approfondies(146),

Enfin, pour que les vaccins soient efficaces et non déléteres pour les cellules saines, ils doivent
cibler les antigénes spécifiques des cellules cancéreuses. Trouver ces antigénes fait alors parti
des défis majeurs dans la formulation des vaccins. De plus, méme si un vaccin induit une
réponse immunitaire, il faut que la réponse soit suffisamment forte pour éliminer la tumeur,
ce qui est presque impossible a la vue du micro-environnement immunosuppressif. C'est
pourquoi la plupart des études menées sur les vaccins ARNm sont associées a un autre
traitement qui modifie ce micro-environnement, permettant aux cellules T déclenchées par le

vaccin de pénétrer dans le tissu tumoral(47),

3.2. Cibles : exemple d’antigene associé aux tumeurs (TAAs) et
antigenes spécifiques de la tumeur (TSA)

Un candidat vaccin doit étre spécifique aux cellules tumorales. Pour cela la sélection

d'antigenes doit étre étudiée. Les cibles immunogenes actuelles comprennent les antigenes

associés aux tumeurs (TAAs) et les antigenes spécifiques de la tumeur (TSA).

3.2.1. Les TAAs
Les TAAs sont les antigenes les plus couramment ciblés, généralement exprimés sur les cellules
normales, mais de maniére trés importante sur les cellules tumorales. Cela souligne leur
potentiel en tant que cibles thérapeutiques universelles. A noter qu'ils peuvent aussi étre des
auto-antigénes et peuvent donc étre immunologiquement tolérés et affaiblir la puissance
vaccinale. Les TAAs comprennent les néo-antigenes et les antigénes du cancer des testicules
(CTA). Les néo-antigenes résultent d'altérations spécifiques a la tumeur, telles qu'une
mutation génomique, un épissage anormal de I'ARN, une dérégulation de la modification post-
traductionnelle et I'intégration de cadres de lecture ouverts viraux. Les mutations comprennent
des variations de nucléotides uniques, des insertions, des délétions et des fusions de genes.
Les néo antigenes spécifiques d'une tumeur sont reconnus comme non-soi et peuvent

provoquer une réponse immunitaire.
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Les CTA, similaires aux néo antigenes, sont des TAAs qui jouent un role essentiel dans divers
processus vitaux, notamment |'angiogenese, la progression du cancer, l'anti-apoptose, la
transition épithéliale vers mésenchymateuse, le métabolisme et la résistance aux médicaments
anticancéreux. Les CTA ont été considérés comme des marqueurs tumoraux pronostiques
potentiels et des cibles pour l'immunothérapie des tumeurs malignes(148), Les antigénes
associés aux tumeurs sont constamment identifiés grace aux efforts massifs de séquencage
du génome du cancer et aux progrés technologiques dans la prédiction des mutations
tumorales immunogenes. Le vaccin a base d’ARNm a la flexibilité d'inclure plusieurs néo
antigénes au sein de la méme construction, et le choix du peptide antigene peut étre
personnalisé en fonction du spectre de mutation unique de chaque patient, rendant ainsi

possible une médecine de précision(14?), (Figure 30, Figure 31)

TAAs Function Location Refs
SPAGY Angiogenesis Cytosol, Perinuclear region (18]
PAGE4 Antiapoptosis Cytosol, Nucleus, Mitochondria [19]
CT45A1 Promotes EMT Nucleus, Cytosol [20]

SsX1 Promotes EMT and cancer stem cell-like properties Nucleus, Cytosol, Extracellular [21]

SSX2 Promotes EMT Nucleus, Cytosol, Extracellular [22]
MAGEC2 Angiogenesis, EMT Nucleus, Cytosol, Extracellular, Mitochondria  [23]
MAGEA3 Cancer metastasis Nucleus, Cytosol, Extracellular, ER [23]
MAGEA9 Cancer stemness Nucleus, Cytosol, Extracellular, Mitochondria  [27]
PLAC1 Promotes tumar invasion and inhibit antitumor immunity Ex“ace"u'a&izﬁsssgriR' Nucleus, (28]
CAGE Promotes anticancer drug resistance Nucleus, Cytosol, Extracellular, Mitochondria  [29]

Nucleus, Plasma membrane, Extracellular,
PRAME Promotes resistance to TRAIL ' i o ! [30]
Mitochondria

SEMG1 and SEMG2 Promotes glycolysis and respiration Nucleus, Extracellular [32]

Figure 30: Exemple de TAAs ainsi que leur fonction et leur localisation au sein de I'organisme(148)
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Cancer Type Study Phase Formulation Route Other Therapy
THEC NCT02316457 Phase | LNP i.V. NA
Melanoma NCT02035956  Phasel Naked mRNA i.n. RBLOO1/RBLOOZ
NSCLC NCT03164772 Phase I/l LNP id. Durvalumab, Tremelumumab
Solid tumors NCT03289962 Phase | MNaked mRNA iV Atezolizumab
Solid tumors NCT03313778 Phase | LNP I.d. FPembrolizumab
Solid tumors NCT03480152 Phase I/ll  Maked mRNA i.m. MNA
Solid tumors, lymphoma NCT03468244 NN MNaked mRMNA 5.C. NA
Metastatic melanoma NCT03815058 Phasell LNP iV Pembrolizumab
High-risk of recurrence melanoma NCT03897881 Phase |l NN NN Pembrolizumab
Esophageal cancer, NSCLC NCTO3908671 MM LNP 5.C. MNA
Pancreas cancer NCT04161755 Phase | NN NN Atezolizumab, chemotherapy
NSCLC NCT04267237 Phase | LNP L.V, Atezolizumab
KRAS-mutant pancreas, colon and lung cancer NCT03948673  Phase | NN i.m. Pembrolizumab

Figure 31: Essais cliniques en cours utilisant les TAAs associés ou non a d’autres thérapeutiques(>?
Abréviations : id, intradermique ; i.m., intramusculaire ; i.n., intranodal ; i.v., intraveineuse ; LNP, nanoparticule
lipidique ; NA, sans objet ; NN, fréquence indéterminée, NSCL, cancer du poumon non a petites cellules ; s.c.,

sous-cutanée ; TAA, antigéne associé a la tumeur ; TNBC, cancer du sein triple négatif.

3.2.2. Les TSA
Les TSA, quant a eux, représentent des antigenes spécifiques aux cellules tumorales
présentant une forte immunogénicité et un degré élevé d'individualité et de diversité
d'épitopes. Ils constituent donc des cibles idéales pour des vaccins personnalisés. Cependant,
en raison du caractére unique des antigenes pour chaque patient et type de tumeur, une
optimisation plus poussée doit étre menée dans le but de réduire le colt et la complexité du
vaccin TSA(1), | a stratégie de développement de vaccins personnalisés a ARNm a été décrite

contre le cancer du pancréas et sert de modéle pour d’autres vaccins.

Dans un premier temps, la conception d'un vaccin personnalisé a ARNm contre le cancer du
pancréas commence par l'identification de mutations non synonymes spécifiques a une tumeur
en comparant les données de séquencage. Des prédictions informatiques des néo antigénes
sont ensuite appliquées pour vérifier I'expression et prédire I'affinité de liaison des peptides
générés sur les alleles du CMH. Actuellement, le criblage des genes surexprimés et mutés est

prometteur pour le bon développement de vaccins.
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La prédiction des antigénes tumoraux évolue rapidement grace aux progres récents de la bio-
informatique. En conséquence, une approche précise et sensible pour identifier des candidats
puissants dans le cancer du pancréas individuel sera éventuellement établie pour développer

ses vaccins personnalisés a ARNm(151),

3.2.3. Les autres cibles en cours d’étude

D'autres cibles sont aussi envisagées dans le développement des vaccins ARNm, ce sont les
facteurs immuno-régulateurs. Ils sont capables de stimuler ou de supprimer des fonctions
spécifiques des cellules immunitaires, telles que les cytokines, les ligands ou les récepteurs.
Les vaccins a ARNm peuvent alors coder plusieurs facteurs et ainsi renforcer la réponse du
systéme immunitaire en stimulant diverses voies. Dans des études récentes, les cytokines les
plus couramment utilisées comprennent I'IL-2, I'IL-12 et I'OX40L. Il a été démontré que ces
cytokines stimulent la prolifération des lymphocytes T et renforcent la réponse immunitaire
antitumorale. De plus, le vaccin @ ARNm codant pour les facteurs de stimulation immunitaire

peut servir d'adjuvant au vaccin a ARNm codant pour les TAAs ou les TSA(146),

3.3. Réduire I'impact de I'environnement immunosuppressif produit
par la tumeur, indispensable pour garantir I'efficacité d'un
vaccin

Une fois les antigenes d'intérét identifiés en fonction du type et du sous-type de cancer, il faut

trouver un moyen de limiter I'impact du micro-environnement créé par la tumeur. Ce dernier

représentant un risque important d'échec pour la vaccination. Une des approches stratégiques
pour garantir I'efficacité des vaccins est la combinaison avec d’autres traitements standards
que ce soit la chimiothérapie conventionnelle, la radiothérapie ou I'immunothérapie. L'intérét
de ces combinaisons est d'avoir une synergie d’action afin d’améliorer l'efficacité des

traitements et de limiter le risque de récidives(152 153, 154),

3.3.1. Combinaison avec des thérapies « conventionnelles »
La radiothérapie induit une mort cellulaire mais améliore aussi le recrutement des cellules T ce
qui fournit une justification pour la combinaison avec un vaccin ARNm. Aujourd’hui les données
précliniques fournissent des preuves d'une synergie entre la radiothérapie et I'immunothérapie
active. Quant a La chimiothérapie, elle peut étre utilisée pour surmonter I'environnement

tumoral pour améliorer les chances de succeés des vaccins ARNm(152, 153, 154),
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Dans ce sens, des essais avec une combinaison ARNm et chimiothérapie classique ont aussi
été réalisés. Par exemple le protocole OLIVIA est un premier essai clinique de phase 1 pour le
traitement du cancer épithélial de I'ovaire. Le cancer épithélial de I'ovaire (COE) a un stade
avancé est la principale cause de déces par tumeurs malignes gynécologiques avec une survie
a 5 ans ne dépassant pas 40%. Actuellement, le traitement comprend de la chimiothérapie et
de la chirurgie, mais la plupart des patients souffrent d'une rechute résistante a la
chimiothérapie. Cet essai est composé d'un vaccin ARNm formulé dans des liposomes et ciblant
trois TAAs (BNT115). Ce vaccin est étudié en combinaison avec un chimiothérapie adjuvante :
carboplatine/paclitaxel. Les deux premiéres vaccinations de cet essai sont programmées avant
le début de la chimiothérapie puis, les six rappels sont programmés environ 2 semaines apres
chaque cycle de chimiothérapie afin de limiter les effets immunosuppresseurs(!34), Dans cette
étude il a été démontré que cette stratégie provoque efficacement des réponses des
lymphocytes T CD8+ et T CD4+ spécifiques a |'antigéne contrairement au vaccin utilisé en
monothérapie. De plus la tolérance du vaccin s'est avérée bonne. Les effets indésirables
majeurs retrouvés sont ceux connus comme un syndrome pseudo grippal, fatigue, nausée...
Ces évenements ont été gérés par |'administration d'antipyrétiques et d'analgésiques sans
utilisation de corticostéroides. La non-utilisation de corticostéroides comme la dexaméthasone
(tres utilisée en oncologie) est un point important, car il a été montré chez la souris que la
dexaméthasone qui soutient une activité immunosuppressive réduit I'efficacité d'une
immunothérapie tel que I'utilisation des vaccins ARNm(*>#), En conclusion, le BNT115 est
destiné a étre développé comme un vaccin thérapeutique contre le cancer pour le traitement
du cancer de l'ovaire épithélial et pourrait étre prometteur. L'inclusion de nouveaux patients

est en cours(154),

Un autre exemple est celui du CV9202 combinant une radiothérapie locale sur des métastases
de patients atteints de CBNPC, de stade IV aprés une premiére ligne de traitement antitumoral
(chimiothérapie ou inhibiteurs de tyrosine kinase anti-REGF). Le CV9202 code pour six
antigénes. Elle a consisté en deux injections initiales de vaccin CV9202 réalisées avant la
radiothérapie locale sur le site métastatique. Puis cette vaccination a été poursuivie apres la
fin de la radiothérapie. La tolérance fut bonne et une immunité spécifique a été rapportée chez
84% des patients évalués (vingt et un patients sur les vingt-cing évaluables). En termes
d'efficacité clinique, une réponse partielle a été rapportée chez un patient et douze patients

ont eu une maladie stabilisée, ce qui confere des résultats trés encourageants pour poursuivre
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ce type d'approche thérapeutique. Concernant la toxicité, quatre patients (15,4%) ont
présenté des effets indésirables de grade 3. Ces preuves soutiennent une enquéte plus

approfondie sur le CvV9202 en association avec la radiothérapie(15> 136),

3.3.2. Les inhibiteurs de point de controle
D'autres pistes ont aussi été explorées, par exemple la combinaison des vaccins ARNm avec
des inhibiteurs de « checkpoints » immunitaires (point de contréle) ou des modulateurs du
micro-environnement. L'inhibition des points de controle immunitaires est désormais une
stratégie thérapeutique bien établie dans le traitement du cancer. Les points de contrdle
immunitaires sont de nombreuses voies d'inhibition dans le systeme immunitaire. Ils sont
essentiels au maintien de la tolérance immunitaire et de I'amplitude des réponses immunitaires
physiologiques. Les tumeurs régulent certaines voies de points de controle immunitaires en
tant que mécanisme majeur de résistance. Etant donné que les points de contrdle sont initiés
par des interactions ligand-récepteur, le blocage par les anticorps constitue une approche
thérapeutique. Les inhibiteurs de point de contrble sont principalement des anticorps
monoclonaux ; contre les protéines PD-1, PD-L1, CTLA-4. IlIs bloquent les signaux inhibiteurs

du systéme immunitaire et renforcent ainsi la réponse immunitaire contre la tumeur(>7),

Les anti-CTLA-4 et les anti-PD-1 sont tous deux testés en clinique en tant qu'agents uniques
et en immunothérapie combinée. L'objectif de I'immunothérapie anti-CTLA-4 est de bloquer la
signalisation négative et de restaurer (ou de renforcer) la fonction du systeme immunitaire
pour détruire les cellules cancéreuses. Le point de contrdle immunologique PD-1 est un
récepteur exprimé sur les cellules T activées a la fois dans les ganglions lymphatiques (stade
précoce) et dans les tumeurs (stade avancé) du micro-environnement tumoral. Le PD-L1 et
PD-L2 sont les ligands de PD-1. Comme pour l'immunothérapie anti-CTLA-4, I'objectif est de
bloquer le récepteur PD-1 ou ses ligands afin de réguler la signalisation négative et restaurer

la fonction du systéme immunitaire(38), (Figure 32)
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Lymph Node

Anti-CTLA-4 inhibits step 3 (lymph node) of the cancer-immunity cycle
as shown in Figure 1

Tumor
Microenvironment

Lymph Node

Anti-PD-1 inhibits step 3 (lymph node) and step 6 (tumor microenvironment) of the
cancer-immunity cycle as shown in Figure 1.

Figure 32: Exemple d'inhibiteurs de points de control et leurs mécanismes(1%8)
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Les laboratoires Moderna et Merck ont présenté récemment les premiers résultats tres
encourageants de leur combinaison de vaccins ARNm-4157 (34 néo-antigénes élaborés a partir
de la signature mutationnelle de I'ADN tumoral du patient) en association avec le
pembrolizumab (anti-PD-1) chez des patients atteints de mélanome métastatique. La
combinaison de I’'ARNm-4157 et du pembrolizumab versus pembrolizumab en monothérapie
(essai de phase 2b) a permis de réduire de maniere significative la survenue de métastases a
distance ou de déces chez 65% des patients atteints de mélanome de stade III/IV inclus dans
cet essai. Les laboratoires Moderna et Merck ont décidé de lancer une étude de phase 3
comparant I’ARNm-4157/pembrolizumab au pembrolizumab en monothérapie chez des
patients atteints de mélanome malin a haut risque et aussi d'étudier cette combinaison
d'immunothérapie pour d'autres types de cancers, comme le CBNPC. Les résultats sont en
cours{13), Quant a BioNTech, deux études de phase II ont été menées afin d'évaluer l'efficacité,
la tolérance, et l'innocuité des vaccins anticancéreux a base d’ARNm. La premiére étude
concernait des patients atteints d'un mélanome de stade III ou IV réfractaire aux anti-PD-1/en
rechute. Le BNT111 en association avec Libtayo ® (cémiplimab ; anti PD-1). Le BNT111 est
un vaccin @ ARNm-LNP qui partage des combinaisons fixes FixVac (antigéne du cancer) pour
incorporer un TAA partagé. BNT111 code pour au moins un des quatre antigénes associés aux
Un essai de phase I avec augmentation de dose (NCT02410733) a évalué son efficacité et son
innocuité et a suggéré que 39 des 50 patients (75%) ont présenté une réponse immunitaire a
un ou plusieurs AAT, au cours de laquelle le BNT111 a pu induire des T CD4+ et T CD8+. Les
résultats cliniques sont toujours en attente. Ces résultats encourageants ont donc poussé le
laboratoire a réaliser une deuxieme étude avec des vaccins a ARNm personnalisé spécifique
aux néo antigénes (iNeST), appelée BNT122. Ce vaccin concernait les patients atteints d'un
cancer colorectal ayant subi une intervention chirurgicale et une chimiothérapie. L'approche
iNeST implique I'utilisation de vaccins complexes ARNm-lipides adaptés pour coder les
mutations tumorales individuelles spécifiques. Ce vaccin a été testé dans le cadre d'essais
cliniques de phase I sur divers types de cancer, dont le cancer colorectal, soit en monothérapie,
soit en association avec |'atezolizumab (anti PD-L1). Le premier régime était bien toléré et
induisait une libération de cytokines pro-inflammatoires et une réponse des lymphocytes T
chez la plupart des patients. C'est pourquoi BioNTech continue a I'heure actuelle de recruter

des patients en vue d'un essai de phase II. Il faut tout de méme garder en téte que pour tout
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traitement individuel, ce dernier entraine des couts plus importants et engendre plus

d'inquiétudes en termes de sécurité(160. 161),

Aux vues des premiers résultats, cette combinaison s'avere prometteuse. Cependant, il faut
indiquer que cette combinaison est réservée aux patients atteints de cancer a un stade avancg,
car le co(t d'un vaccin spécifique a chaque cancer est augmenté. De plus, le colt des
inhibiteurs de point de controle reste non négligeable et s'éleve généralement a plusieurs
milliers d’euros. De plus, la question de la sécurité reste encore a étre évaluée, car il faudra
faire attention au risque de réactions auto-immunes et aux effets secondaires.1®® Enfin, la
combinaison de vaccins a ARNm et d'inhibiteurs de points de contrdle peut nécessiter une
gestion complexe des traitements, incluant des séquences d’administrations précise pour

maximiser |'efficacité et minimiser les effets secondaires(160),

3.3.3. Les « modulateurs du micro-environnement » (161, 162)
L'utilisation de « modulateur du micro-environnement tumoral » fait aussi partie des
stratégies d'amélioration de I'efficacité des vaccins ARNm. Cela est possible grace a I'utilisation
de thérapies ciblées tel que les agents qui modifient les voies de signalisations comme les anti-
VEGF (exemple : Sunitinib, inhibiteur de tyrosine kinase). En effet, I'angiogenése associée aux
tumeurs s'est avérée active dans de nombreux cancers solides tels que le cancer du sein et le
carcinome hépatocellulaire, les rendant hautement perfusés avec une densité microvasculaire
accrue se traduisant par un mauvais pronostic, un faible taux de guérison et des taux de

récidive élevés apres résection chirurgicale.

Des stratégies majeures ont été développées en ciblant la voie du VEGF, notamment en
utilisant des anticorps contre le VEGF et leurs récepteurs, a savoir les VEGFR, ou en inhibant
la signalisation intracellulaire de la tyrosine kinase. En effet, la biologie du VEGF sont
d’excellentes stratégies déja utilisées dans le cadre des cancers ainsi que dans les troubles
vasculaires intra oculaires. Ces thérapies anti-VEGF améliorent considérablement le taux de
survie globale en apportant une réponse a I'angiogenese pathologique médiée par VEGF.

Cependant, la résistance tumorale et la toxicité associées aux médicaments anti angiogéniques
actuellement disponibles ont stimulé la nécessité d'une nouvelle stratégie de traitement. Ces
inhibiteurs réduisent les effets immunosuppresseurs des vaisseaux tumoraux nouvellement
formés. On suppose que, la combinaison entre un vaccin ARNm et un anti-VEGF pourrait

ameéliorer « l'infiltration des cellules T » en régulant la formation de néo vaisseaux et en
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facilitant I'acces des cellules immunitaires auprés de la tumeur. Les inhibiteurs du VEGF
rendent alors les tumeurs plus vulnérables aux attaques immunitaires déclenchées par les

vaccins @ ARNm(162),

En pratique toutes les études sont encore en cours et les résultats ne sont pas encore publiés.
Les vaccins étudiés sont les mémes que ceux utilisés en association avec les inhibiteurs de
points de contrdle. Soit 'ARNm-4157 développé par Moderna, le BNT-122 développé par
BioNTech et le CvV9202 développé par CureVac. Pour le moment les premiers résultats de ces

essais montrent une tolérance acceptable et des signes d'efficacité antitumorale.

3.3.4. Autres stratégies d’inhibition(161/162)
D'autres stratégies d'inhibition sont aussi en cours de développement mais ne bénéficient pas
encore d'essais cliniques. On peut citer les stratégies visant les cellules immunosuppressives
comme les macrophages associés aux tumeurs (TAMs) et les cellules suppressives myéloides
(MDSC). Les thérapies ciblant les facteurs immunosuppressifs produits par les cellules
tumorales semblent étre aussi des cibles potentielles. Par exemple en ciblant la voie TGF-f
(Galunisertib (antagoniste du récepteur TGF-B)) ou encore |'utilisation d‘inhibiteurs de la voie
IDO (Indoleamine 2,3-dioxygénase) tel que I'epacadostat. L'IDO est une enzyme qui contribue
a l'immunosuppression. En inhibant cette enzyme, |'activité des lymphocytes T peut étre

restaurée.

Moderna a d‘ailleurs récemment élargi son programme de développement de vaccins avec un
nouveau vaccin, I'’'ARNm-4359. Ce vaccin a ARNm agit sur la voie IDO, associé ou non au
pembrolizumab et sera administré aux patients atteints de CPNPC et de mélanome cutané

avancé ou métastatique. Les résultats sont toujours en cours.

3.3.5. Administration de cytokines pro-inflammatoires(163)
Un autre point envisageable est I'administration des interleukines. Ces derniéres peuvent
stimuler I'activation et la prolifération des cellules immunitaires, qui attaquent directement les
cellules tumorales. Certaines interleukines possedent leurs propres actions comme I'est IL-12
qui possédent des effets anti-angiogéniques(i63), Par conséquent, |'administration
d'interleukines pourrait augmenter la réponse immunitaire induite par les vaccins a ARNm.
Cette voie doit étre utilisée avec précaution, car les interleukines peuvent entrainer des effets

secondaires importants (fievre, fatigue, syndrome grippal). De plus I'administration
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concomitante d’ARNm et d’interleukine augmente le risque de réaction inflammatoire sévére
(systéeme immunitaire qui s'emballe) et d'effets indésirables auto-immuns non négligeables.
Cette stratégie nécessite d'étre étudiée de facon plus approfondie afin de déterminer les doses
et les interleukines appropriées pour maximiser les bénéfices tout en minimisant les risques.

En conclusion, la combinaison des vaccins ARNm en combinaison avec des inhibiteurs du micro-
environnement tumoral, représente une avancée prometteuse. Les résultats des essais
cliniques qui portent principalement sur |'association avec de la chimiothérapie et/ou de la
radiothérapie ainsi que celles avec des inhibiteurs de points de controle et des inhibiteurs de
I'angiogenése, pourraient ouvrir la voie a de nouvelles options thérapeutiques pour les patients

atteints de cancer avancé.

3.4. Quels biomarqueurs pour évaluer la réponse aux
traitements6 ?

L'introduction nouvelle de vaccin ARNm dans le cancer souligne également la nécessité de
nouvelles normes d'évaluation de I'efficacité. Les traitements anticancéreux traditionnels, tels
que la chimiothérapie, la thérapie ciblée et la radiothérapie, ciblent directement les cellules
tumorales. L'évaluation de la réussite du traitement repose alors sur le rétrécissement de la
tumeur, évaluée par imagerie. Or, les vaccins @ ARNm stimulent le systéme immunitaire pour
produire une réponse antitumorale. Pour identifier de maniére significative quels vaccins contre
le cancer a ARNm devraient progresser au-dela des essais de phase précoce et dans des essais
cliniques de phase III plus vastes, il faut établir de nouveaux biomarqueurs capables de
surveiller avec précision la réponse thérapeutique a ces vaccins. Plusieurs études évaluent
I'efficacité des thérapies a base d’ARNm en mesurant la réponse immunitaire, telles que les
cytokines, les chimiokines ou les cellules immunitaires présentes dans le sang. Le nombre et
I'activité des lymphocytes T CD8+ et T CD4+ dans le sang et les tissus tumoraux sont des
indicateurs cruciaux par exemple. Des tests sont alors en développement pour évaluer la
réponse immunitaire, comme les tests ELISPOT (enzyme-linked immunospot) qui mesurent la
libération de cytokines. D’autres tests comme la cytométrie en flux et la coloration des
cytokines intracellulaire peuvent étre utilisés. Malgré des recherches poussées pour évaluer la
réponse au traitement, les tests développés présentent de forte variabilité inter-laboratoire.
Des procédures standardisées et harmonisées, depuis la banque d'échantillons jusqu'a la
validation des tests et la communication des résultats, sont donc nécessaires pour un

développement clinique réussi.
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3.5. Etudes en cours : promesse d’une amélioration de la prise en
charge des cancers.

En association avec d'autres traitements, les vaccins ARNm ont un rdle a jouer dans la prise

en charge des cancers. Notamment, pour les cancers a un stade avancé. Les études cliniques

en cours s'intéressent a divers types de cancer : mélanomes cutanés a haut risque, au cancer

colorectal, du pancréas, cancer du poumon non a petites cellules... La plupart des vaccins

étudiés sont des vaccins encapsulés, seuls quelques vaccins a ARNm nus ont fait I'objet d’essais

cliniques.

3.5.1. Vaccins ARNm « non formulés » (164,165)
Dans un essai clinique de phase 1 des vaccins @ ARNm non formulés ont été administrés par
voie intra nodale a 13 patients atteints d'un mélanome de stade III ou IV. Ce vaccin codait dix
néo épitopes sélectionnés pour chaque patient. Tous les patients ont développé une réponse
des lymphocytes T contre de nombreux néo épitopes codés par le vaccin. Des réponses
cliniques liées au vaccin ont été observées chez deux des cing patients atteints d'un mélanome
de stade IV. A I'heure actuelle aucun essai clinique enregistré sur CLinicalTrials.gov ne recrute

de patient pour un traitement vaccinal contre le cancer a ARNm non formulé.

3.5.2. Vaccins ARNm formulés avec des protamines
Ensuite viennent les ARNm formulés avec des protamines. Sept patients atteints d'un CPNPC
(cancer du poumon non a petites cellules) de stade IIIb et 39 patients atteints d'un CPNPC de
stade IV ont regu cing injections intradermiques de vaccins ARNm a nucléotides modifiés
(codant pour cing antigenes associés aux tumeurs du CPNPC). Les vaccins ont été bien tolérés
et des réponses des lymphocytes T contre au moins un antigéne associé a la tumeur ont été
détectées chez 19 des 30 patients évaluables, mais le traitement n'a pas amélioré la survie

globale par rapport aux témoins.

L'essai clinique 1b a évalué un traitement en association avec une irradiation locale chez des
patients atteints d'un CPNPC de stade IV. Dans cet essai, I'ARNm codait pour six antigenes
associés a la tumeur et le vaccin a été administré aux patients par voie intradermique. Ce
vaccin a été bien toléré et des réponses immunitaires spécifiques a plusieurs antigénes ont été
détectées. Des essais supplémentaires sont donc en cours, notamment pour tester ce vaccin

en association avec des anti PD-L1, mais les résultats ne sont pas encore publiés. Comme pour
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les ARNm nus, a I'heure actuelle il n'y a pas de recrutement de patient pour un traitement

vaccinal contre le cancer a ARNm formulé avec des protamines(164/163),

3.5.3. Vaccins ARNm formulés a base de particules lipidiques
Les vaccins ARNm formulés a base de particules lipidiques sont les plus étudiés, car c’est cette
forme qui a fait I'objet de nombreuses recherches, notamment durant la période de la Covid.
De plus cette forme a permis d’obtenir les meilleurs résultats. (Tableau III). S'agissant des
lipoplexes, un essai de phase I a évalué l'innocuité et I'efficacité d'un vaccin lipoplexe a ARNm
(BNT111) codant pour quatre antigenes chez des patients atteints d'un mélanome avancé. Ce
dernier a été formulé avec une combinaison fixe d‘antigénes associés a la tumeur ; FixVac. Sur
les 50 patients pres de 75% ont exprimé des lymphocytes T CD8+ et T CD4 contre un ou
plusieurs antigenes associés a la tumeur. Puis le vaccin a été évalué en association avec un
anti-PD-1 comparé a la monothérapie. Le vaccin injecté en association s’est montré trois fois
plus efficace que le vaccin en monothérapie. Le FixVac a aussi été étudié dans le traitement
du cancer de l'ovaire ; le FixVac BNT115 code pour trois antigénes associés au tumeurs
spécifiques de l'ovaire. D'autres études sont menées dans le cadre du cancer de la prostate
métastatique résistant a la castration, carcinomes épidermoides de la téte et du cou, CPNPC

avancé ou métastasique...

Des ARNm individualisés encapsulés dans des lipoplexes ont aussi fait I'objet d'études. Par
exemple I’ARNm individualisé spécifique aux néoantigénes (iNeST) ou BNT122. Ce vaccin code
pour des mutations tumorales individuelles. Il est également évalué en association avec un
autre ARNm formulé par lipoplexes codant pour des TAA (BNT114) et un ARN codant pour p53
chez des patientes atteintes d'un cancer du sein triple négatif. Ce cancer présente un
phénotype clinique agressif dépourvu d'expression des cibles médicamenteuses
conventionnelles. Au terme de cette étude, tous les patients analysés présentaient des
réponses des lymphocytes T CD4+ et/ou CD8+ induites par le vaccin contre 1 a 10 des
néoépitopes vaccinaux. Ces données préliminaires suggerent que I'iNeST est tres efficace pour
induire de fortes réponses de lymphocytes T chez les patients atteints de cancer du sein triple

négatif dans le cadre d'un traitement post-(néo) adjuvant(15% 166),

Dans le traitement de I'adénocarcinome canalaire pancréatique (PDAC) un essai de phase I a
été réalisé avec un vaccin ARNm néo-antigene individualisé appelé cévumeéran et encapsulé

dans des lipoplexes. La synthese des vaccins néo-antigenes a ARNm a été faite en temps réel
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a partir des tumeurs PDAC réséquées chirurgicalement. Apres l'intervention chirurgicale, une
administration séquentiellement de I'atezolizumab (une immunothérapie anti-PD-L1), de
cévuméran autogéne (un maximum de 20 néoantigénes par patient) et une version modifiée
d'un schéma de chimiothérapie a quatre médicaments (mFOLFIRINOX, comprenant de l'acide
folinique, du fluorouracile, de l'irinotécan et oxaliplatine) a été réalisé. Ainsi, I'adjuvant
atezolizumab, le cévuméran autogeéne et le mFOLFIRINOX induisent une activité importante

des lymphocytes T qui peut étre corrélée a une récidive retardée de la PDAC(167),

En conclusion, la plupart des vaccins anticancéreux a base d'’ARNm sont thérapeutiques
plutot que prophylactiques et nécessitent des administrations multiples et une puissance
vaccinale suffisante pour induire une réponse tumorale. Les vaccins a base d'’ARNm en
monothérapie pourraient constituer un traitement efficace pour les patients diagnostiqués
avec un cancer a un stade précoce ou dans un contexte adjuvant, mais il semble peu
probable que ces vaccins réussissent en tant que traitement en monothérapie pour les
cancers avancés en raison des défis liés au micro-environnement tumoral hautement
immunosuppresseur. L'amélioration du séquencage, les découvertes sur les cancers et
I'identification des néo-antigenes propulsent aussi leur développement. En outre, les défis
liés a I'immunogénicité et a I'efficacité des vaccins a ARNm restent a évaluer. De plus, les
obstacles technologiques et réglementaires qui découleront de la nécessité d'une production
rapide et a grande échelle de bonnes pratiques de fabrication des vaccins individualisés a

ARNm constituent de futurs obstacles a surmonter. (Tableau III)
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Tableau III : Résumé non exhaustif de résultats publiés des essais de vaccins contre le cancer a ARNm par type de formulation(!64),

Formulation Cible antigene Type de Patient(s) Combinaison
cancer
Néo-épitopes Mélanome 13 Aucune Un patient (8%) a eu une réponse
individualisés de Stadelll et IV compléte et un autre patient (8%)
chaque patients a eu une réponse partielle.
3 CD40L, CD70, Mélanome 20 Aucune Réponses immunitaires induites
E caTLR4; réséqué (stades par le vaccin chez quatre (40%)
"E Antigenes associés a  Ilc, III et IV) des dix patients (faible dose) et
= la tumeur : trois (33%) des neuf patients
tyrosinase, gp100, (dose élevée)
MAGE-A3, MAGE-C2,
and PRAME
PSA, PSMA, PSCA, Cancer de la 197 Non Aucune différence significative
STEAP1, PAP, and prostate dans la survie.
MUC1 métastatique
résistant a la
o castration
S
2
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Lipoplex

MAGE-C1, MAGE-C2,

NY-ESO-1, survivin,
and 5T4

MAGE-C1, MAGE-C2,
NY-ESO-1, survivin,
5T4, and MUC-1

NY-ESO-1,
tyrosinase,
A3, and TPTE

MAGE-

Cancer du
poumon non a
petites cellules
(stades IIIb et

IV)

Cancer du
poumon non a
petites cellules

(stade 1IV)

Mélanome

46

26

25
(monothérapie) ;
17

(combinaison)

Non

Avec irradiation
locale (avec ou
sans pémétrexed
et avec ou sans
inhibiteur de la
tyrosine-kinase
de I'EGFR)

Avec ou sans
thérapie PD-1

standard

Aucune réponse objective ; survie
sans progression et survie globale

non améliorées

Un patient (4%) a présenté une
réponse partielle en association
traitement de
(46%)

patients ont présenté une maladie

avec un

chimiothérapie, et 12

stable.

Vaccin @ ARNm avec traitement
anti-PD-1 : six (35%) patients ont
eu une réponse partielle et deux
(12%)
stable ; Monothérapie par vaccin a
ARNm : trois (12%) patients ont

avaient une maladie

eu une réponse partielle et sept

(28%) ont eu une maladie stable
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Néoantigenes Cancer gastro- 4 Non Absence de réponse clinique

spécifiques intestinale objective

Vaccin personnalis€ = Tumeurs solides 13 Avec Monothérapie : 12 patients
fg contre le cancer (monothérapie) ;  Pembrolizumab  n'avaient plus de cancer sous le
% codant pour 19 traitement a I'étude avec un suivi
E plusieurs néo (combinaison) médian de 8 mois ;
g antigénes Traitement combiné : un patient a
g eu une réponse compléte avant la
é vaccination, deux patients ont eu

une réponse partielle, cing
patients ont eu une maladie
stable, cing ont eu une
progression de la maladie et deux
ont eu une progression de la

maladie non confirmée.

CAR : Récepteur d'antigénes chimériques.
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Conclusion

Ces derniéres années ont donné lieu a des avancées cruciales dans le monde des vaccins, avec
le développement rapide des premiers vaccins a ARNm contre le SRAS-CoV-2. Les plateformes
vaccinales traditionnelles sont présentées comme ayant des limites en termes d’évolutivité, de
rapidité de développement et d’adaptabilité aux agents pathogénes émergents. En revanche,
les vaccins a ARNm offrent une plateforme polyvalente et rapide pour le développement de
vaccins ciblés. Leur nature modulable permet une adaptation facile a différents agents
pathogenes, et leurs capacités de production rapide offrent une flexibilité pour répondre a de
nombreuses maladies infectieuses émergentes ou ré-émergentes. Cependant, la délivrance
efficace des molécules d’ARNm reste un défi, surmonté grace a 'utilisation de nanoparticules,
principalement des LNP et d'autres supports comme les polymeéres et la protamine. Ces
derniers assurent la protection, I'absorption cellulaire efficace et la libération contrdlée de
I'ARNm. Sans ces vecteurs, de grandes doses d’ARNm seraient nécessaires, avec une faible

pénétration cellulaire.

Au-dela de I'utilisation d'un vecteur approprié, la modification structurelle des ARNm est un
élément indispensable. L'optimisation des caractéristiques structurelles de I'ARNm, telles que
la coiffe 5', les UTRs 5' et 3', la région codante et la queue poly(A), améliore la stabilité et
I'efficacité de I’ARNm. Les modifications de structures bénéficieront des travaux pour améliorer
le séquencage et des algorithmes développés par l'intelligence artificielle. Ce travail souligne
I'importance d’optimiser les vaccins @ ARNm pour les appliquer a d’autres pathologies. Des
avancées supplémentaires en matiére de puissance et de ciblage tissulaire, grace a des
matériaux d'administration améliorés et l'inclusion d'éléments de ciblage supplémentaires,

continueront a ouvrir des portes a de nouvelles applications thérapeutiques.

Les essais cliniques portent surtout sur les pathologies infectieuses et notamment virales. Une
conception plus rapide d'un vaccin est envisagée pour le virus de la grippe qui représente une
part de marché importante dans nos pays occidentaux. L'ARNm permet de s'affranchir des six
mois d'attente pour sélectionner la bonne souche et promet des délais de production
raccourcis, offrant ainsi une meilleure rentabilité. Dans le traitement du VIH, les vaccins ARNm
font aussi I'objet d’études. Cependant, la production se heurte a des défis de taille, a cause

des caractéristiques liées a la famille des rétrovirus et a cause du phénoméne d’ADE. Un vaccin
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en monothérapie semble alors inefficace pour traiter les patients atteints du VIH. En revanche
une association avec des agents d'inversion de latence donne des résultats prometteurs.

En plus de travaux conséquents sur les virus, les parasites et les bactéries font également
I'objet d’études. En parasitologie, les recherches sont limitées en raison de leur vaste génome
et de leur cycle de vie complexe. Seuls des essais sur le paludisme ont été réalisés. En

bactériologie les ARNm pourraient donner des clés dans la lutte a I'antibiorésistance.

Par ailleurs, les applications futures des vaccins @ ARNm vont au-dela de la prévention des
maladies infectieuses. Ils présentent un potentiel considérable dans le traitement des cancers.
Bien que, les vaccins contre le cancer n'ont pas fait leurs preuves en monothérapie, des
résultats encourageants suggerent que la combinaison avec d'autres traitements pourrait
améliorer la prise en charge des cancers de stade avancés. Ici, I'apport des vaccins ARNm
réside dans les nouvelles technologies de fabrication ou des vaccins individualisés peuvent étre
congus a partir de la tumeur des patients. C'est pourquoi les nombreux travaux s'interrogeant
sur la sécurité de ces vaccins doivent étre poursuivis. A l'avenir, les recherches vont se
concentrer sur I'amélioration de la conception des systemes d'administration et des processus
de fabrication des vaccins. Comprendre la sécurité et la durabilité a long terme des réponses
immunitaires générées par les vaccins a ARNm est crucial. De plus, I'exploration de la
combinaison des vaccins a ARNm avec d'autres thérapeutiques pourrait améliorer encore leur
efficacité. La poursuite de la recherche et de la collaboration dans le domaine des vaccins a
ARNm ouvrira la voie a des solutions innovantes pour la prévention et le traitement des

pathologies existantes et émergentes.
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ARNm : Nouveau candidat médicament pour la prise en charge de diverses

pathologies.

Le développement rapide des vaccins a ARNm contre la COVID-19 a marqué un tournant dans la
recherche biomédicale, prouvant I'efficacité de cette technologie contre les maladies infectieuses et
ouvrant la voie a de nouvelles applications thérapeutiques.

Ce travail examine les possibilités offertes par I'ARN messager (ARNm) en tant que traitement innovant
au-dela des vaccins. La méthodologie comprend trois axes : une recherche bibliographique pour établir
I'état des connaissances actuelles, une analyse des études récentes pour évaluer les progres
scientifiques, et une comparaison critique des approches existantes pour identifier les forces et les
limites des thérapies a base d'ARNm.

Les résultats montrent que I'optimisation des structures d'ARNm et le choix de vecteurs appropriés
permettent son utilisation dans divers domaines thérapeutiques. Les essais cliniques démontrent un
potentiel prometteur pour traiter des pathologies infectieuses et, en oncologie, des résultats
encourageants indiquent que I'ARNm, combiné a d'autres traitements, pourrait améliorer la prise en
charge des cancers au stade avancé.

En conclusion, bien que les thérapies a base d'ARNm offrent des perspectives prometteuses, il reste
des défis a relever, notamment en matiére de conception des systemes d'administration et de sécurité
a long terme. Les avancées dans ces domaines détermineront si I'ARNm pourra s'imposer comme un
nouvel axe de traitement médical personnalisé.

Mots-clés : ARNm, vaccin, traitements personnalisés, systéme immunitaire, essais cliniques

mRNA: A new drug candidate for the treatment of various diseases.

The rapid development of mRNA vaccines against COVID-19 marked a turning point in
biomedical research, proving the efficacy of this technology against infectious diseases and
opening the way to new therapeutic applications.

This work examines the potential of messenger RNA (mRNA) as an innovative treatment
beyond vaccines. The methodology is threefold: a literature search to establish the current
state of knowledge, an analysis of recent studies to assess scientific advances, and a critical
comparison of existing approaches to identify the strengths and limitations of mMRNA-based
therapies.

The results show that the optimisation of mRNA structures and the choice of appropriate
vectors enable it to be used in a variety of therapeutic areas. Clinical trials show promising
potential for treating infectious diseases and, in oncology, encouraging results indicate that
mRNA, combined with other treatments, could improve the management of advanced cancers.

In conclusion, although mRNA-based therapies offer promising prospects, challenges remain,
particularly in terms of the design of delivery systems and long-term safety. Progress in these
areas will determine whether mRNA can establish itself as a new area of personalised medical
treatment.

Keywords : mRNA, vaccine, personnalized medecine, immune system, clinicals trials. | IAI FACULTE
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