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scientifique, médicale et industrielle.

o« Accélérer et promouvoird Dé A g @éaskeshgadogies ARN

s Apporter des compétenceset des moyenspour développer et accélérer
desprojets ODé A A ¢ thékapéutigdes

a Favoriser les partenariats publics-prives pour transformer les innovations en

applicationscliniques et industrielles

Direction scientifique: Chantal Pichon

Chef de projet: Dimitri Symczak



W Compétences et capacités
e
C Intégration de plusieurs plateformes pour soutenir chaque étape du déeveloppement de la technologie de

I'ARNmM : R&D préclinique complete, de la conception aux essamsvivo.
C Processus stratégique de developpement et de fabrication basé sur la Qualité par la conception pour

pour répondre aux performances attendues du produit pharmaceutique final et des processus axeés sur les

donnees.
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NOUVELLES CIBLES THERAPEUTIQUES ET THERAPIES INNOVANT
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* Modéles et prédictions

*Nouvelles formulations
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Evaluation de la
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Développement de
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Innovation
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Stratégies thérapeutiques a ARN

o Modulation du systéeme immunitaire
= Modulation de |'expression génique dans le contexte de différentes pathologies

Thémesde recherche:
* OptimisationavancéeO D! v a
*Transporteurs chimiqueset physiques

A Vaccinmucosal

A Ingénierie des cellules immunes

pour immunothérapie
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Quelques définitions pour commencer

b goGI'ARN messager ou ARNm?

A Unemolecule présente dans toutes les cellulesde notre corps.

A Un composant essentiel de tous les organismes vivants présent dans les

cellules

Transcription

SN

Traduction G

Quel est son réle?

A I'ARNmest un messagequi fait le lien entre le géne et le caractére (Frangois
Jacob)

A Il interagit avecd'autres composantscellulairesqui contribuent & la création de

i ARG Protéine ] ) _ o o L
proteines qui ont des fonctions spécifiquesdans la vie O D h c&lkile.
Comment contribue -t-il a la fabrication d'une protéine ? pe
A Chagque ARNm contient les instructions nécessairesa la fabrication d'une P
protéine spécifique L i —
A L'ARNm transmet ces instructions et des usines cellulaires assemblent la N S
proteine. pesesonte” 4




ARNm:Un e p n admporaeey pour fabriquer une protéine

/A retenir \

.
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la partie de la cellule en dehors du noyau, et
ensuite dégradé

W Il code pour une protéine ( enzyme,facteurs
decroissancé) ¢ EEac Ax GUb
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redessiner vite, puis produire.
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ARNmM, un médicament de choix

L'ARNmapprend a I'organismea fabriquer ses propres Créerla bonne protéine

medicaments. y : o, : .
U Une fois administré I'organisme prend le relais

U On concoit chaqueARNmde maniere ace quil indique - et fabrique la protéine selon les instructions de

I'’ARNmM

aux cellules commenfabriquer une protéine particuliere.

Fabrication d'unmédicamenta based'ARNm L'ARNmMne reste pas tres longtemps dans

i Pour protéger 'ARNmet faciliter son acheminementdans # I'organismeune fois sa tache accomplie
Il ne provoque pas de changements permanents et

ne modifie pas I'ADN.

les cellules,’ARNmMest enveloppédans des

transporteurs qui peuvent étre de nature lipidique.




Quuest ce quuiuon peut falre pour qgquuune
fonction spécifique?

Flux d'information

ARNmMm m==ssm) Protéine

Protéine
ADN

(gene)

Adapté deBarteel, et al., "The production of aprotein” in Principles ofBiology. Disponible sur : https://openoregon.pressbooks.pub/mhccmajorsbio/chapter/production-of-a-protein/,



Strategies therapeutiques basées sur les ARNs

Strategy

RNA Delivery Therapy

©EMBO

Short antisense oligomers

/\WQJ&&C\;\Q, T mRNA
=9

ASO

Therapeutic messenger RNAs

Short guide RNAs directing CRISPR/Cas systems

sgRNA
e 2y—

Sparmanné& Jorg Vogel, EMBO Journal 42: 114760 | 2023




Gene expression
regulation/
protein binding

BNT162b2COVID19
MRNA-1273-COVID19

LU L L UL AAAA

mRNA
Vaccines

mMRNA-
Based Cell
Therapies
‘ex vivo'

Les technologies ARN

Eteplirsen - DMD
Golodirsen - DMD
Viltolarsen - DMD

Casimersen - DMD
Splicing Nusinersen - SMA
modulation (SSO) ( Milasen - NCL

Gene silencing [ Fomivirsen - CMV retinitis
Mipomersen - hypercholesterolemia
Inotersen - hATTR

Volanesorsen - FCS

Jacifusen - ALS

AAAA
3' polyA tail

IncRNA

8a_

| Gene
Silencing

3' polyA tail

AAAA Patisiran - hATTR
Sipolya'al Givosiran - AHP
I Lumasiran - PH1
Inclisiran - hypercholesterolemia

Protein replacement

T
Transcription
activation

'in vivo'

3' polyA tail

Protein

&

Expression

Protein /
Antigen

T-Cell

Immunotherapy

Cancer cell death

mRNA A

W » |® Growth factors

Gene editing

112

Suiwwei8oadau

Modified from Martinez-Pizarro A et al. Mol Genet Metab. 2022 Aug ; 136(4) : 289-295.
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Avantages de | 0ARNmM par rapport O | 04ADN
f APC APC x

PMHC class | |

SsAE EAéeécEg A& 00 ! 4a

A Machinerie de traduction dans le cytosol : pas besoin d'importation B

TLR3/7/8

nucléaire, difficile dans les cellules différenciées.

A Pas de génes provenant de bactéries.

Antigen presentation Adjuvant function

A Incapable de s'intégrer dans le génome de I'hote : PLUS SUR.  [ronBesid i Lo Sodtomes MR L

Protein production Antigen receptors
. .- . < . By
A Expression transitoire : au plus quelques jours & moins % ?
mAbs/ '

d'une semaine. mAb derivatives y

CAR

Y
Co-stimulatory ~Chemokine

ligands receptors ;
" TLRs | NKG2D CAR

Par rapport aux Protéines 20 |
‘Cytokines/ : j

Chemokines  Various i Lymphocyte

A Production in situ de la protéine avec des modifications post

traductionnelles appropriées, sans nécessiter de purification.

A Production in situ d'antigénes : tous les épitopes sont correctement

présentés par les cellules du systéme immunitaire
Antigenes, enzymes (Cas9),anticorps ...

sE L ey 2 s . . - 7 ck JD et al. mMRNA therapeutics in cancer immunotherapy. Mol Cancer. 2021 Apr 15;20(1):6¢
Défis : instabilité, réaction immunitaire defavorable. nes against COVIELY: Priority to mRNABased Formulations. Cells. 2021 Oct 11;10(10):2716.




Etapes clés du développement des technologies de 'ARNmM

A 1956

A 1961

A 1984

A 1990

A 2000 :

A 2005 :

. vers la déecouverte de 'ARNmM

:déecouverte de 'TARNmM

. transcriptionin vitro de I'ARNmM

. distribution in vivo d'/ARNmM

I'’ARNM de I'lVT est inflammatoire, immunogene

impact de la modification des nucléosides sur I'immunogénicité de I'ARNm

_IVT transcription in vitro
2Rt Wl Kk 3F GUI qlla
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576 NATURE May 13, 1961 v 190

AN UNSTABLE INTERMEDIATE CARRYING INFORMATION FROM
GENES TO RIBOSOMES FOR PROTEIN SYNTHESIS

By Dr. S. BRENNER

Medical Research Council Unit for Molecular Biology, Cavendish Laboratory,
University of Cambridge

DR F. JACCB

Institut Pasteur, Paris
AND

Dr. M. MESELSON

Gates and Crellin Laboratories of Chemistry, California Institute of Technology,
Pasadena, California

UNSTABLE RIBONUCLEIC ACID REVEALED BY PULSE LABELLING
OF ESCHERICHIA coLl

By Drs. FRANCOIS GROS and H. HIATT
The Institut Pasteur, Paris

Dr. WALTER GILBERT
Departments of Physics, Harvard University
AND

Dr, CFG. KURLAND, R. W. RISEBROUGH and Dr. J. D. WATSCN

The Biological Laboratories, Harvard University

Brenner, S et al. An unstable intermediate carrying information from genes to ribosomes for protein
synthesis. Nature, 1961.190(4776), 57681.

Gros, Fet al. Unstableribonucleicacidrevealedby pulse labelling of Escherichia chlliature 1961.190(4776), 58185.

Francois Jacob, André Lwoff et Jacques Monod : prix Nobel de physiologie 1965
Principes de la régulation génétique : systeme d'opérons



Un progres issu des avancees et interactions de plusieurs champs de recherche

F. Jacob et F. Gros

1992
Direct injection

1978 1989

1961

1998 @ ARNmM (Mol Biol/immunologie)

1963 Development of Development of of vasopressin
Discovery Interferone induction | liposomes-mediated \ationic lipid-mediated | MRNA into the brain of self-amplifying
of mMRNA by mRNA delivery of mRNA elivery of mRNA for protein replacement mRNA as vaccine ‘ Livraison (N anomédeCine)
1961 1975 1990 1993 ‘ Applications
RNA delivery Discovery of zati First description mRNA induces

with protamine

5'-Cap modification

vitro transcription | of translation
of mMRNA

cellular immunity

of mMRNA of naked IVT
MRNA in vivo

2009

First clinical trial of

cancer immunotherapy
against melanoma

by direct protamine-protected
MRNA injection

4 )
RevAD
2001 telne TRpden people®
First clinical trial ' 2000 :Hoerr, Pascolo
Jung, von deMuelbe,

2007

First report on
cellular uptake of
mRNA after
dermal delivery

2004

ssRNA induces
TLR7 and TLRS8
interferone response

with mRNA ex
vivo transfected DCs

‘ Rammensee
2010 2008 2001 1995 .
iPSC generation and Nucleoside Nucleoside Interferone induction by | First vaccination SSICON ] O
directed differentiaion modifications modifications dsRNA-activated TLR3 | with mRNA encoding
with mRNA improves RNA

reduce immunogenicity
of MRNA

cancer antigens

2008 :Sahin &Tureci

stability and translation

2012
Preclinical studies 2016
for vaccination First clinical study for
with mRNAs aganist mRNA-based therapy
Influenza A virus with VEGF-A mRNA

2010

First preclinical

study with intranodally
injected mRNA to

2020

Phase | clinical
trial of MRNA-1723
and BNT162b2

2019
Clinical trials of
RNA vaccines

vaccine against .
target DCs and RSV AZD8601 for infection and cancer covno-1g mog_e_r_r_]_q
messenger therapeutics
> 2010 :S. Bancel

2011 2013 2017

Preclinical study for - In vivo study of VEGF-A mRNA | - Clinical study of CFTR mRNA-LNP MRNA-1273

protein replacement using to treat myocardial infarction MRTS5005 therapy of cystic fibrosis b

nucleoside-modified - iIPSC generation with by nebulization BNT162b2

mRNA encoding self-replicating mRNA - protein replacement with factor IX

surfactant protein B MRNA-LNPs in mouse haemophilia model

Adapté par le Pr Pichon, d'aprés : Sahin, et al. mMRNAbased
therapeuticsy developinga new class ofdrugs. Nat RevDrugDiscov 13,
7591780 (2014). https://doi.org/10.1038/nrd4278.



Recherches sur les ARNmM menées en parallele avec les recherches
sur les systemes de delivrance

Vasopressine
Dans cerveau de
rat diabétique

ARNmM

Traduction
Découverte In Vvitro
O ub!yah Injection
musculaire
ARNM nu

Nucléosides
modifiés

Essai clinique

Vaccin ARNm CEA
anti-cancer IM

Cellules
dendritiques
vaccins

Essai clinique
Protamine:ARN
m anti cancer
(Curevag

Essai Vaccin
personalisé
anti-cancer
(BioNtech)

1961 | 1965 | 1969 | 1978 | 1989 | 1990 | 1992 | 1993 | 1995 | 1996 | 2000 | 2001 | 2005 | 2009 | 2012 | 2014 | 2015 2017 2020
moaerng-

Liposomes | | LNP/ARNmM

/ARNmM

1961 | 1965 | 1969 | 1978 | 1989 | 1990 | 1992 | 1993 | 1995 | 1996 | 2000 | 2001 | 2005 | 2009 | 2012

Développement
des liposomes

Vaccin ARNm

Virus de la grippe

LNP doxorubicine
Amphotericine B

LNP/mRNA

messenger therapeutics

immunotherapies

LNP Vincristine

LNP daunorubicine

LNP/mMRNA

Vaccin

contre la
rippe

LNP Cytarabine

MRNA1273
BNT162b
Edition génique

2017 | 2018 | 2020

LNP/ siRNA TTR
Amylose
héréditaire




ARNmM : une structureen 4bri ques i mpliquSes dans s

1 Cap %ty . OO‘ ".. - ®
® 8 3
5" UTR ORF » 3" UTR 4
3 3 —
Traduction

La Coliffe, essentielle pour permettre la lecture par les ribosomes qui traduisent la séquence en
protéine. Protection de la dégradation.

La séquence codante, Edaéé¢A [ ¢ OAAgx Oh abpAx ODéAg@EUgI
Les régions non traduites (UTR) @ a8 E EgQAAgxG &6 hE 0€&€Exaaéei Al egoU 0A |

La queue poly-(A) : cruciale pour la traduction des protéines et la stabilité de I'ARNm.

Les briques 1, 2 et 4 doivent étre optimisées une fois pour toute pour une application donnée.
Il suffit de changer la brique 3 si on veut changer le type de protéine a faire exprimer : flexibilité ! )




Pourquoi parle -t-o n

Pgrticules
RQ! wbl]Y
POSme T = 5 IFM-

dOARNM modi f

THE NOBEL PRIZE

~ . or single-stranded RMNAS  gndior O In vitro
: ﬁ“‘- ecepiors - IFM B receptor O 300 — transcribed
O ‘41 o ‘\ RNA
Y Cytoplasm \ O E coli
p A ¥ total RNA
TLRs " JAK-STAT
— — signalling
dsRNA "/~ Endosome = 200 -
TUTVUT™ 7 gepna N T SENAS m \ E
~ N\ ey ann _jl mq.n \ \ 4 Mitochondrial
/’ \ S Sy | = (O total RNA
\ [E] @- e / e
2 s Z
PKR — Bl / Z
100 —
elF2-a E coli tRNA
Mammalian CI’\)/Iammaliah
t
infiamm otal RNA © {RNA
atory , -r Type | IFNs
eytokines — ! IRFT {IFM-o and IFN-) 0 7 O
-TNF-a | T —""{/J - : ! | | | |
L8 I \\ J \ O% 0 1 2 3 20 25
“IL-12 | . .
\ W Nucleoside modification (%)

Mucieus

AzxG ''va AAGghEx0G ADéAOhéGxAjg
A Inflammation inflammation.
A Dégradation des ARNm AZD! vaa ¢ Oh e GLAgc

A Blocage de la production des protéines

KarikéK, et al. Immunity. 2005 Aug;23(2):16575. ;KarikdK, et al. Mol Ther. 2008 Nov;16(11):183240. ;Karik6K,etal . Curr Opin DrugDiscov Devel. 2007 Sep;10(5):523-32.



Lipofectin-complexed

100 différents types de modifications naturelles des ARN
Positions conservées dans toutes les especes

Fonctions importantes dans la biologie de la cellulelont la protection contre les senseurs
moléculaires des agressions externes

TNF b 80 muDCs
None 1 § 60 capRen 0
Poly (I:C) H {9: “[@J\NH
o )
§ - I
- > 401 Tl
Unmodified H g
= wOH
=t mSC | g 201 )Ob
: m5Chy || o N ok
g meA :H E 0+ SLELELEL g
S v s (57 22%¢ : i
E 3 pra EEEE Uridine Pseudouridine (¥)
£ s2U ] Ei
0 I 150 I 22}0 I 350 mANA modification

pg/ml Kariké K et al. Mol Ther 2012 May;20(5):94853.

Les proprietés immunostimulantes de I'ARNm sont bénéfiques pour la vaccination.
Un bon équilibre entre traduction et induction d'une réponse immunitaire est crucial.
La structure des systemes de delivrance peut affecter cette immunogénicite.



Production des ARNmM

@ Sequence design ® In vitro transcription @ Purification

! Transfection . Cultivation ! Filtration Lysis Purification ! Linearization§

2XCOCC

- -

A

Fournir des réactifs

Antigen-coding sequence

L A, ADN plasmidique (modele)
Polymérase T7/SP6
Inhibiteurs des ribonucléases U Cpien | MOOMOC Cicion | 0 iton
Linearized plasmid template PerphOSphatase ........................................ LR

Cofacteurde la polymérase(Mg2+)
Cap analogue (capl cleancap
NTP, ycompris NTPmodifié

NOo O bk whE

Modifié d'apresChaudharyet al, Nat Rev Drug Discov2021.
Ouranidis A, et al. MRNATherapeuticModalities Design, Formulation andManufacturing under Pharma 4.0 PrinciplesBiomedicines. 2021Dec 27;10(1):50.



https://doi.org/10.1038/

Innovation de rupture: Produire dans la levure comme cellule usine

A Platforme de bioproduction O TRINn: accumulationet purification

European **
*

ST
: 5 Innovation * x
A StructureO D! v aveéctoutes les structures Yscript 5

Council * ok *

In vitro transcription system

A Modifications naturelles

— Multistep purification Cap
1. DNA plasmid template ~ Li€, Centrifugation, dia y &_
2. Polymerase filtration, ultrafitration,
3. Nuclease inhibitors \ chromatography
4. Co-factors y -
5. Cap analogs In vitro enzymatic . - I Capped , polyA and chemically
6. Modified nucleosides | reactions Sag O ‘ g modified mRNA
Chaperone X High cost [ Time-consuming | £ Expensive
Blo_mRMNAX J
Anti-chaperone @ Sustainable @
antibody
g : J . q
Bio_mRMNAX 1. DNA plasmid Integrated extraction-
2. Engineered yeast cell purification process
EGFP mRNA Clarification Cap
INT mRMAX O @ Novel mobile phase additives 5,@_&,@,
O Novel ligands/chromatographic :
% > supports L >
Growth ' - Capped
. , polyA and naturally
Cells+ Zombie + AbX-APC | & induction w ”, ﬂ modified mRNA
Cells + Zombie & Rapid growth | El Low cost media | & GRAS
T T T T
0 10 20 30 40 50

% cellules PX+ Pigeon et al., WO 2018/171946 Al

Development of yeast strains for bioproduction of mRNA

| o 2025 il ‘
Pascal Viguié Thierry Ziegler |@: Cra’ ’ | TRUS-6 2027 ‘ S
X, MBA, [B)lopharme;ceutlcal =Hl= ‘ [
ev exper Y N . . -
Entrepreneur U/ Development ﬁi Pilot scale ,:?\ Largep:;:l:‘:;::stlﬁ
- Yscript | 222 .

De-risquer la technologie: moveter
Maximizerla production

Transition
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Comment dSI i vr er cet ARNM dans

Une métaphore unique pour tout comprendre

ARNm{ Aégeél xcolidw Z.astqQhox 1 Agx(0éxE

AN COLIS iﬂl ATELIER

NOTICE
ARNmM » g ITNP | » . _Celllule B
Y instruction temporaire Y protege & livre abrique la proteine

A ARNmM= notice temporaire
A LNP= Nanoparticules lipidiques

Hormone anticorps enzyme



La livraison : particules lipidiques appelés LNP

Z xcolge épiotége 0 D! venlaD AdeQrer dans les cellules

A R Nanoparticule Transport vers
Pourquoi | B @@cal ? Lipidique la Cellule

~

Wz AAG 8EEgxi gécAU 0D!vaa xGg EAEE&OKs

W La LNPfavorisela penetration dans la cellule. :

WZDDg A& x rdstéla lbeatidghge D! vdana la cellule.

WZA AAghEx OxG 0eéeeéedxG xGg A h
de la réactogeénicite).

Ve

| E RbFatior@ARNM] A

Production de Protéine

Homogénéité
& reproductibilité

Deja utilisé pour le traitement Amylose héréditaire a ARN
transthyrétine chez des adultes atteints de
polyneuropathie: petit ARNinhibiteur

Laminar Flow
Mixing

D "
2018 :Patisiran @

https://www.precisionnanosystems.com/



Vaccin ARN contre la COVID -19

Structure schématisée du SARS-CoV-2

Glycoprotéine de surface
(S, spike)

P i 7
L Hémagglutinine estérase (KE)

Membrane
fusion

® Protéine de membrane (M)

Protéine d'enveloppe (E)

*., Phospholipides A|rway CE"

Protéine de nucléocapside (N)

Receptor s
TMPRSS2 Infection

f@{) ARN genomique (monocatenair Activation of S protein by proteolytic cleavage

(A. Goutheret-Dejean 2020) de polarité positive)

C Blyth

Figure 1 : Structure du SARS-CoV-2

Coronavirus T s, Cells in Human Body

CONEXU

SCIENCE COMMUNICATION

27
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Optimisation rapide de 'ARNmM :

ooy e

|

Speech recognition

Word lattice (DFA)

like this meal

ke e v
allke H
a|i@ ﬁ"%

—

this
|

Language Lattice
grammar parsing

like _this meal
— —— — ———

Optimal sentence and
syntactic structure

/\

-» Ser-Pro-Val-Tyr-Arg Pro-Gly-Phe-Leu ...

Protein-to-DFA conversion

mRNA DFA
C
C G .~ G C C

%

:

RNA folding grammar | Lattice "
for stability (objective 1) parsing

Codon usage
(objective 2)

Optimal mRNA sequence
and secondary structure

Algorithme issu du traitement du langage

»egign)i B K |

A ERé g gAaLimar

Al EECeG 00§ AUGeCO@®g O@ zheBnga
et al. ont détourné des algorithmes issus du traitement du
langage via un algorithme appeléLinearDesign.

A8A hgeaoéeGAAg I xg AGacEégcax
la séquence de la protéineSpikeprend environ
11 minutes.

«Le choix de 'ARNm optimal parmi le vaste espace de
candidats est analogue a la recherche de la phrase la plus
probable parmi de nombreuses alternatives a la consonance
similaire ».

Zhang, H.et al. Algorithm for optimized mRNA design improves stability and immunogenicity. Nature 621, 38603 (2023).



Conception de la région codante de 'ARNm Spike pour la stabilité
et l'optimisation des codons

a SARS-CoV-2 spike protein: 1,273 amino acids; mRNA length: 3,822 nt

Amino acid Met Phe Val Phe Leu Val Leu Tyr Thr STOP

uuC / -\ uucC cuG GUG CUG UAC ACC UGA _ Optimally stable mRNA

\ GUC M\ cuc _» GUC —> -_____,, - ‘ACA —> 'UAA ~ Wild.t ANA
Codon Guu— 'EUE._-» GUU Cuu ACU UAG ic-lypem
GUA uuG GUA \ uuG ACG
UUA UUA \
1
CUA CUA \ No. of mRNA candidates
No. of choices 1 x 2 X 4 x 2 X 6 X 4 X 6 X o X 2 “ X 4 x 3 ~2.4 x 10%2
\
b Y
Wild type o Optimally stable mRNA o
-967.8 kcal mol (63.4% paired) :,..7‘§ 11 min of . -2,487.3 kcal mol™ (83.6% paired) ot !
(high free energy) ol % optimization by ey (lowest free energy) L A&
. + > ¢9‘ oot LinearDesign e e I S A
A S e
2" . Ftrn - L
as B0 s, qg_“:' + ‘? o Versus enumeration: 1111 Helix < 4k "‘,
e}u %;?)é X i H . S‘é X ~108' billion years e e [ .
ﬂ-g‘ : s Loop &R e,
.u Ko ) oy P ;:’.:., ».“.
[ . o

2.6x free energy reduction

Mostly single-stranded loops Mostly double-stranded helices

Y

A Dégénérescence du code génétique : 2,4 x 182 combinaison possible
A Optimisation a l'aide deLinearDesignprend environ 11 minutes

Zhang, H.et al. Algorithm for optimized mRNA design improves stability and immunogenicity. Nature 621, 38803 (2023).



Différentes étapes clés du développement du vaccin contre la Covid

-19

Dec 31, 2019 Feb 07

China notifies First clinical

WHO of the batch of

COVID-19 MRNA-1273

outbreak (Moderna)

0 o
Jan 11, 2020 Mar 16
SARS-CoV-2 Phase 1
genetic sequence study of
released MRNA-1273
begins

May 12
FDA Fast Track

designation for
MRNA-1273

Apr 23
BioNTech
starts with
Phase 1/2
trials of

4 # vaccines

May 29
Phase 2
study of

mMRNA-1273
begins

Jul 13

FDA Fast Track
designation for
BNT162b2
(BioNTech)

Jun 17

Phase 1

study of

CVvnCoV
begins

(CureVac)

Jul 27

Phase 2/3
study of
BNT162b2
begins

Jul 27

Phase 3
study of
mMRNA-1273
begins

Sep 29

Phase 2a
study of
CvnCoV
begins

Dec 11 & 21, 2020

Nov 18 FDA & EMA authorization
BNT162bh2 of BNT162b2
showed 95% Dec 18, 2020 &
vaccine efficacy Jan 6, 2021

FDA & EMA authorization
of mMRNA-1273

o o-0
Nov 16 Dec 14
MRNA-1273 Phase 2b/3
showed 94.5% study of
vaccine efficacy CvnCoV
begins

Verbekeet al. burnal of Controlled Release333 (2021) 51120.




Une avancée meédicale et scientifique, ainsi gu'une réalisation industrielle

Le vaccin traditionnel nécessite 12 a 15 ans de développement, de la phase préclinique a l'autorisation de mise

sur le marché.

Traditional development

\

- W:'i f},—-:‘\-@»«i Clinical trials
Q"ﬁ"““‘\“‘" = =% (5-7 years total)
Design and Process development INP | I :Lﬁt d Regulatory
exploratory preclinical, submitted - - submitted — review by FDA,
preclinical studies toxicology studies w W EMA etc.
(years) (2—4 years) (1-2 years) (2 years) (2-3 years) (1-2 years)
SARS-CoV-2 vaccine development
e Clinical trials
(months)
\
TR - BTN
Design and Process development IND m BLA Regulatory
exploratory preclinical, submitted submitted review by FDA,
preclinical studies toxicology studies — > EEEBE EMA etc.
(months) months > D000 1-2 th
( ) (1-2 months) 10 months to
Pre-existing from Partially pre-existing Overlapping Production Review on 1.5 years total
SARS-CoV and parallel clinical (at risk) arolling
and MERS-CoV development phases basis?

. | |

Large-scale
production
and distribution

15 years
or longer

KrammerF Nature 2020.



Composition des vaccins a ARNm BNT162b2 (Corminaty) et mMRNA1273 (Spikevax)

a mMRNA design mRNA lipid nanoparticles
. K986P
Full-length S protein y987P %F’Ah\

H Wiy, /W

1 [ss|np[[RED TM] 1273 Mixing step ol *‘Q’i\
s1/s2 - with lipids <. N % YU\

5'Cap . (diluted in ethanol) W\t = g“* :{
= by 39

5" UTR 3'UTR o SCELHY

Uvs 1m¥ < %

b Uridine C lonizable cationic lipids

2 ALC-0315
NH
HO E“N\/K HO\/\/\N/\/\/\/O\m/\/
P o °YCC/\/\/

HO® OH (]
L BNT162b2
N1-methylpseudouridine
0 SM-102
<~ A
N NH HO\/\N/\/\/\/\B/O\/\/W\
HOL#O \/\/\kgo
mRNA-1273

BIONT=CH &

BNT162b2 Vaccine Placebo
Symptomatic Covid-19 8 162
N-13198 N-18325
Severe Covid-19 1 9
N-21669 N-21686
Vaccine efficacy of 95% (95% credible interval, 90.3-97.6%)

modernga

mRNA-1273 Vaccine Placebo

N=14,550 N=14,598
Symptomatic Covid-19 | 185
Severe Covid-19 0 30

Verbekeet al. burnal of Controlled Release333 (2021) 511520.

Vaccine efficacy of 94.1% (95% Cl, 89.3-96.8%; P<0.001)




Pourquoi les thérapies ARNmM sont en pleine progression a uj o u r2d

’

Trois verrousleves i | ¢

/ o)l ééAé@}

W ModificationsO D! :ymains

()]

W Optimisation des briques qui
composentd D! v a a

Q1
D
X

»9/ 0 2) Livraison

O DA 0 inried meilleure traduction

. /

S

MD: I
o Q-
> Q
O P

Q dM
o

O
a A

= O
GrdT

cCwmw
K- (D:

E &
i A

W particules lipidiques (LNP) :
protection + entrée cellulaire

w Meilleurelibération dans la cellule:

ARNmtraduit en protéine ++++

. /

| @0
O

L at¢ 1o+
I'1TéeA

TXAEégC Y ~

~

W Maitrise de la fabrication et
contrble qualite, stabilité

ﬁiliii

3) Production

\




Vd

Les LNPUARNmM sont validés et | eur pSrimrirtre cl i ni

o Kostaive
) . Autorisé dans UEen février 2025.
/ APPROUVES \ | RSV (MRE_SVlA_) o Premiervaccin a ARNmauto-amplifiant.
~ _ Premier succes commercial clairement établi
w Comirnaty en dehors de la COVID
W Spikevax US indication couvre des\ormeus les adu!te§ MCOMBRIAX
de 60 anset plus, de 18 a 59 ans exposésa _ _
WMRESVIA un risque accru ODA g g xésA goies Avis favorable du CHMP en février 2026 pour les
R _ respiratoiresinférieuresdue au VRS adultes de 50 ans et plus. o
\ w Kostalve / Etape importante : établit la vaccination des
N J linfections respiratoires combinées comme une
véritable catégorie réglementaire.

W Edition génique in vivo W Vaccins anticancepersonnalises
W personnalisée ("baby KJ") (mélanome poumons reins, glioblastome)
WY preuve de puissance W Maladiesrares

N / N .




7z

De | i ndustrialisation diodurgence O une ¢
et controle
. . Analyses en e
Matrice ADN + Purification & . haly Fill-finish
: Mélange ligne / au i
Production control de microfluidique moment de la /lyophilisa
ARNmpar IVT ipeacUale . . tion
’ production
Mélange a i D UT plB iiobugte Virage analytique, ARNmet formulation Stabilité : ingénierie de formulation
. : - Accent sur: ) o o ]
Des systemesmicrofluidiques de en A intéarité de 0 D A Congelation & lalyophilisation/séchage
plus sophistiques L inegriedeu L va o 5 criblage cryo-/lyoprotectants et produits
A étatODx Al A é,G haA g éCA p|us thermostables
A identité des lipides,
g— — A homogénéité et la reproductibilité U Crucial pour destherapiesrepeteeset des|
onamerpa | mon Oy miefide e b 6D fokateform chainesODAe e ECIJé GEC AAXE
o J”’“’W — Prateforme décentralisées
RN R R ] nu.;.:a:p

Hwang 2025 ; Skerritt 2024 ; Wu 2024



De la séquence au lot clinique :
Unechainede valeurC A h 4 @ F échithiqueY pharmaceutiques

4 N

4,
1. Design 2. Synthese 3. Production Purification . 6. Libération
(séquence, UTR) »matrice Ob! 4 in vitro & Controle » ForTK:‘;tlon & distribution
qualité

Pourquoi I D @é&ydutionnaire ?
wW>Uax ChGéAxcU e&EeéOh é gliiqudguicangabttasegdnogcodar la inaiéduled x 0 A

w Compatible avec une logigue de personnalisation (petites séries).
\ W Mais : contréle qualité, stabilité et chaine du froid restent des défis. J

Produirevite est possible,mais la qualité pharmaceutiqueest nonnégociable




De la ségquence au patient : le parcours d U unmeédicament ARNmM

Cible : Preclinique Essais AMM.&
Formulation A . suivi
quelle . sécuritd cliniques :
i o quel colis ? . . pharmacovi
protéine “ activité phases 123 :
gilance

A Design cible Y séquencd Y synthéseY formulation (LNP)Y controle qualité
A EtudesprécliniquesY essaiscliniques (phases 23) Y autorisationY suivi (pharmacovigilance)

Message: changer la séquence peut étre rapide, mais la preuve clinique et la qualité prennent du temps.



Apport de | U tlaAs la mise au point des ARNmM et des lipides (LNP)

u Accéleref |

4SSt SOOUA2Y RS OAaAo6fSasz €S RSaA3dy RS Q' whyYX
sous réserve de validation expérimentale

-

o

Design ARNm N

W Optimisation codons/UTR/cap/poly(AY expression & stabilité
W Prédiction de structures secondaires / motifs influencant la traduction
w! 6hGgxaxAg Ox 0DéaahAé¢ Ggéséqlﬂemdb@éj A

D
T
T
Q
X

/ Lipides & LNP \

W Design des lipides

expérimentale

Kencapsulation)

W ModelespKa/efficacité + pour lipides ionisables

W Criblage virtuel de bibliothéques lipidiques + validation

W Optimisation formulation & CQAs (ratios, taille, PDI,

Q1

o

-

W

W QbD : matiére + processY CQAs (robustesse, controle qualité)

Procédé & développement

Optimisation microfluidique et parameétres de mélange

W Aide au développement (stratification essais, signaux

/

.

sécurité/efficacité

~

/

Wang et al., Nat Comm 2024 Dorsey et al., 2024 J Pharm Sciences 11§sue 1P3413-3433 38

t



Verrous identifies pour une exploitation thérapeutique plus étendue

Efficacité de délivrance Seule une petite fraction du cargo internalise atteint le cytosol.
ZDx hépadidueEx Gg x GE h¢dIkAFE ICOEG G x

Doses répétées & tolérance Reéactogénicité, sensing inné, complement, reponses afREG / antivecteur restent des
contraintes

Hétérogénéité & analytique Des particules nominalement similaires peuvent différer (charge, couronne, performance
Comparabilité difficile.

Translation inter -espéces L€ tropisme murin peut tromper.
Les protéines plasmatiques humaines et couronnes dépendantes du contexte peuvent
réécrire le comportement.

Les meilleursLNPs ne seront probablement pas celles au plus fort signal rapporteur en souris saine.
Cesont les LNPs aveaine efficacité acceptable a doses cliniquement réalistes, fabrication robuste, profils
stables, et comportement qui survit au contact de fluides biologiques humains.

Wu et al. Nat Rev DrugDiscov 2024 ; Voke et al. Nat Commun. 2025. 3



Au-dela des vaccins : 4 familles de thérapies ARNmM

Méme plateforme, objectifs biologiques differents

1) Vaccins prophylactiques 2) Vaccins thérapeutiques (cancer)

Cible : prévenir une infection (antigéneY anticorps + T). Cible: induire et entrainer e systeme
Immunitaire contre la tumeur (néoantigenes).

Ex: COVIBLY, RSV. Ex : vaccins personnalisés en essais cliniques.

3) Remplacement de protéines Al gHGeéeUug OJauvuaeod |l ecul
Cible : produire une enzyme/protéine ARNmM pour exprimer un anticorps, une cytokine,
manquante directement in vivo. ou une nuclease (edition).

Ex : programmes en maladies rares Ex : ARNm de CRISPR/Ca&RNmOU AAg él ¢ E

(développement clinique). (R et D).



L'oncologie , un domaine d'avenir

Tumor + .
. Neoantigen
normal Y :
: selection
sequencing

ARNmM bien adapté a I'oncologie

w aAl Eél AgécA EAe¢e
w xAil ¢OAax ahageéeeq
néoepitopes

wW [ ¢aéAgel enega AA

séguencage et le classement
algorithmique

W AOaeAeGgEAgéecA E

contraintes liées aux vecteurs viraux

J

APC
Personalized % presentation
MRNALNP + T-cell
priming

( )

Pourquoi le choix de l'adjuvant est -
il important ?

Cancer résiduel minimal se caractérise
par une charge tumorale plus faible,
une immunosuppression moindre et un
critere d'évaluation plus précis que la
maladie réfractaire étendue

v

g\

C Xy xws UM M J u n 9o

¥

Valeur clinique devrait provenir :
EAGgEhiIi gecAG OD!

i

u
u
u

Checkpoint MRD control /
blockade Y recurrence
synergy delay
N
Précaution

Associations thérapeutiques,
Sélection des patients
Aspects logistiques

Weber et al. Lancet. 2024;403(10427):6324; Merck/Moderna 2024 and 2026; Moderna pipeline 2026
https://www.merck.com/news/merck -and-moderna—initiate-phase—3-study—evaluating—v940—mrna—4157—in-combination-With-keytruda-41

pembrolizumab-for-adjuvant-treatment-of-patients-with-resected-high-riskstage-iib-iv-melanom/



DSvel oppement diun

se multiplient de maniére incontrélée au détriment de
G§DEE&aAAEéGaxI

~ pe N ~ ~

AzZA ahgAgéec¢A Ox [ xEgAéeAG a

ReprésentationO D hc&lkile cancéreuseparmi O D A haglElesG Normal
Crédit Image: Getty Images Cell
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®ee®

Les tumeurs résultent de I'accumulationde mutations sur des genes
suppresseurset promoteurs de tumeurs, et dans le bon contexte,
cesmutations peuvent conduire a des cancers

CIOICICIC)

Apparition de molécules « modifiées » a la surface des cellules tumorales:

antigenes tumoraux ou neoantigenes

A Les cancers se développent a partir de cellules anormales qui

cancer

PAxG xGg A

First
Mutation

Second

\ Mutation
Third
\ Mutation

Fourth or
Later Mutation

()



Principes de | 1 mmu n ot dor8re ke panoer

A Le systéme immunitaire reconnait et réagit contre les cancers.

A La réponse immunitaire contre les tumeurs est souvent dominée par la régulation ou la tolérance.
A Evasion de I'immunité de I'héteest l'une des caractéristiques du cancer.
A Certaines réponses immunitaires favorisent la croissance du cancer.

A Comprendre la réponse immunitaire contre les cancers a permis de développer de nouvelles stratég
thérapeutiques.

U Inhibition de point de contréle immunitaires avec des anticorps
U Exploitation des cellules CAR-T tueuses des cellules cancéreuses

U Vaccination avec des molécules spécifiques des cellules cancéreuses



Lesinhibiteurs de points de contréle immunitaire

Le principe : «lever les freins » du systeme immunitaire

Notre systemeimmunitaire sait reconnaitreet deétruire des
cellules anormales, y compris des cellules cancéreuses
Mais pour éviter E H Prie i D A G GA Bds @ropres

tissus, il possede des freins naturels, appelés points de
contrble immunitaire (immunecheckpoints)

U Les cellules tumorales exploitent ces freins pour se
rendre invisibles auxdéfensesdet Dé EaA AAé Ga x

U Les inhibiteurs de points de contréle immunitaire
sont des médicaments qui désactivent ces freins,
permettant aux cellules immunitaires (notamment les
lymphocytesT) de mieux attaquer la tumeur.

. une nouvelle facon de traiter le cancer

a b

Tumour cell
or Immune
cell

Tumour cell
or Immune
cell

Downregulation
of Tcell «==
activity

Increased

T cell activity

ANTI-PD-1 ﬂ
ANTI-PD-L1 =f

Tumour cell

death
/ PD-1

Malheureusement, ces médicaments ne sont pas suffisamment efficaces utilisés seuls



Les thérapies CAR-T: Quand nos cellules deviennent des médicaments

Dans notre corps, lesymphocytes T sont des cellules chargées
de nous défendre.

Les CART sont des lymphocytes T auxquels on ajoute un
recepteur spécial, appelé CAR, qui leur permet de reconnaitre le
cancer.

Ce récepteur fonctionne comme :
un GPS + une arme ciblée.

Grace a lui, la cellule sait exactement quelle cellule malade a tuer.

A @ Orage immunitaire 0 Troubles neurologiques
A Forte fiévre AConfusion
A Fatigue AVaux de téte

A Inflammation Mifficultés a parler (rarement)

Limites actuelles
A-abrication longue (%6 semaines). Trés colteuse
Anfrastructure lourde ET Accés limité

Make CART
cellsin the lab

CAR T-Cell Therapy

:v.-...u-f" rotein
A
% Ny,
o
= b

YO H240) 3
Insert gen;. 4 @ §
for CAR
CARTcell
,'. g !
. '/.,f,'r cell
A’
>a1c:r/( d

Remove blood from
patient to get T cells

Infuse
CAR T cells
into patient

Grow millions
of CAR T cells

-

1. Leukapr\eVv . /

2. T-Cell isolation
— 3.CAR T-cells
’ reprogramming
Q\ and multiplication

CAR T-cell therapy

po S
6. Cancercl wfs(( é) o Q
jestruction \}J (s

5. CAR binds
to tumor antigen

§ 4.CAR T-Cell
infusion




Le nouveau concept : CAR-T /n vivo

Pourquoi passer au CAR-T in vivo ?

@ Rendre la thérapie plus simple et plus accessible
Principe

Anjection de nanoparticules lipidiques (LNP)
AContenant un ARNm codant le CAR

ACaptées par les lymphocytes T: production temporaire
du récepteur CAR

Le patient devient sa propre « usine » de CAR

v Il est temporaire
Il disparait apres quelques jours.
Pas de modification définitive des cellules.
v Il est programmable
On peut changer facilement les instructions.
Thérapies personnalisees.
v |l est rapide a produire

caax 0DEAg ac¢AgE®@ 0

Production | Treatment | Scalability | Efficacy & | Cost & | Off-target
Method Timeline | to Masses |Persistence| Logistics Effects
Ex vivo Lon
o ¥ -9 High | = =
Ig
J:w d@gﬂiﬂ
(pre-expanded, |(More complex | (Controlled
(Upto 2 weeks)| (Harder) memory T cells) |and costly) via ex vivo QC)
In vivo
e :|Short /J 11\ A
(Same day | (Easier, off the |(dependsonin | (Less complex | (Potential off-

potential)

shelf)

vivo expansion)

and costly)

target risks)

Apports du in vivo

L Traitement rapide
L Co0ts réduits
L Déploiement mondial possible

Vers une immunothérapie « industrialisable »

xLg@ne e} 3. AMpITHer @1K Vormehret al., Nat RevClin Oncol 2020




Medecine personnalisée : de quoi parle -t-on vraiment ?

Trois niveaux

Stratifier Adapter Individualiser
Choisir le bon traitement Ajuster dose, calendrier, Fabriquer un produit basé
parmi plusieurs combinaison, selon GhE (xG OtAA@xG
(biomarqueurs, profils). réponse/risque. (ex : néoantigenes).
8L O Ul @ auodeé T EX : suivi thérapeutique, Ex : vaccins personnalisés
aAET é@ GhEgéhg  ajustements. anticancer.
L 8AGxhK U gxGgc L\ 8AGxAhk o Ghewne MAB8AOxhk U 00U/
CAGXxESEDBgAGgEcAU &1 GxEWAAI xU @eh AR T
AaOdACaéehxaGu

()
()
C ¢



Vaccination anti -cancer: ldentification des neoantigenes tumoraux

Biopsies des tumeurs

Identification de mutations

prédominants dans la
tumeur
A A %’é

405d@maCeaac B @ %W
| AAGLGx &A G g1 —
| AAGLGx &AE 63 |;§;E_£;_a®‘%é‘5éx
Ox aAGGx _1 T
Evaluer la
reconnaissance

par des lymphocytes T

Production ARNm

Ton N. Schumacher, and Robert D. Schreiber Science 2015;348:69-74 Vaccination personalisée



