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> La vaccination utilisant des acides
nucléiques s’est développée au cours
des derniéres décennies. Elle repré-
sente une méthode prometteuse et
particulierement attractive pour préve-
nir ou guérir des maladies infectieuses
ou cancéreuses. Cette approche a sus-
cité un regain d’intérét mondial au
cours de ces dernieres années, suite aux
progrés réalisés dans la compréhen-
sion du systeme immunitaire humain.
Les vaccins a base d’acides nucléiques
reposent essentiellement sur deux
types de molécules, ADN et ARN mes-
sager (ARNm), qui, lorsqu’elles sont
injectées chez un individu, permettent
la synthese de la protéine immunogé-
nique. La principale différence entre
les vaccins a ADN et a ARNm réside
dans le compartiment cellulaire ot
ces molécules doivent parvenir pour
étre actives : le noyau pour "ADN, et le
cytoplasme pour ’ARNm. Les difficultés
communes rencontrées afin de rendre
ces vaccins efficaces sont le franchis-
sement de la barriere cellulaire par
les acides nucléiques pour pénétrer a
I’intérieur de la cellule, et la nécessité
d’augmenter leur immunogénicité.

Les vaccins a ADN

Les vaccins a ADN sont composés d’une
simple molécule d’ADN plasmidique
circulaire fermée, contenant un gene
codant la protéine immunogénique, et
dont I’expression est contrdlée par un
puissant promoteur. Cette technique
d’ADN plasmidique est peu colteuse,
robuste, simple d’utilisation, et pos-
séde un excellent profil d’innocuité lors
des différents essais cliniques. Depuis
les travaux pionniers de Jon Wolff [1],
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ce mode d’administration de I"immu-
nogene in vivo, par I'intermédiaire
d’une molécule d’ADN injectée, a fait
I’objet de nombreuses études précli-
niques contre des cibles variées dans le
domaine des maladies infectieuses et
de I’oncologie. Cependant, les résultats
prometteurs obtenus chez les petits
animaux n’ont pas été reproduits chez
I’lhomme. Dans un premier temps, cela
a été attribué a une expression insuffi-
sante de I'immunogene codé par I’ADN
chez I'individu vacciné, méme si des
doses de plusieurs milligrammes d’ADN
étaient utilisées dans les essais cli-
niques : typiquement de 1 a 5 mg d’ADN
par injection, ce qui correspond a des
doses allant de 0,014 a 0,07 mg d’ADN/
kg pour un adulte de 70 kg et repré-
sente 100 fois moins d’ADN que la dose
efficace chez la souris (1-4 mg d’ADN/
kg). Les travaux de plusieurs groupes
de recherche ont permis d’augmenter
la quantité d’immunogéne produite,
et ainsi d’accroitre progressivement
Pimmunogénicité des vaccins a ADN :
stratégies d’optimisation du sque-
lette de "ADN plasmidique, mais aussi
mise au point de nouvelles méthodes
d’administration de ces vaccins telles
que I'électroporation du tissu d’injec-
tion [2]. Cependant, ces améliora-
tions n'ont pas permis d’atteindre le
niveau d’immunogénicité souhaité chez
I’lhomme, ce qui a motivé la mise au
point de méthodes plus appropriées
pour renforcer la réponse immunitaire
induite par les vaccins a ADN.

Les vaccins a ARNm
Les vaccins @a ARNm utilisent des molé-
cules linéaires comportant une extré-
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mité 5 pourvue d’une coiffe proté-
geant I’ARNm et recrutant le ribosome,
la séquence codant I'immunogéne,
et une extrémité 3’ constituée d’une
séquence de polyadénosine augmen-
tant la stabilité des molécules. Les
molécules d’ARNm sont produites par
transcription enzymatique in vitro a
partir d’ADN plasmidique. Le procédé
de production des vaccins a ARNm
comporte donc une étape supplémen-
taire par rapport a la production de
vaccins a ADN, qui utilisent directe-
ment les molécules d’ADN plasmidique
produites. Les molécules d’ARNm sont
environ 5 fois plus petites que les
molécules d’ADN utilisées pour la vac-
cination.

Néanmoins, le développement de
cette nouvelle génération de vaccins
a ARNm ou a ADN nécessite encore de
nouvelles méthodes pour augmenter
IPexpression et Iimmunogénicité de
la protéine produite. A ce jour, aucun
vaccin a base d’ADN ou d’ARNm n’a
entrafné une protection suffisante
dans des essais cliniques de phase I
chez ’"homme. En revanche, quatre
vaccins a ADN ont regu les autorisa-
tions reglementaires nécessaires a
leur exploitation commerciale pour
protéger les saumons d’élevage contre
la nécrose hématopoiétique infec-
tieuse et contre une maladie du pan-
créas due a un sous-type d’alphavirus,
les poulets contre la grippe aviaire, et
pour traiter des chiens atteints d’un
mélanome buccal.

Signaux de danger

Obtenir une grande quantité d’immu-
nogene a partir de I’ADN ou de "ARNm
injecté ne constitue malheureusement
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Figure 1. Méthode originale non-invasive chez le macaque cynomolgus pour le suivi spatio-temporel d’un nanovecteur transportant des molé-

A

cules d’ARNm marq par une

multidimensionnelle. A. Représentation schématique du marquage des molécules d’ARNm avec une sonde

radioactive/proche infrarouge (64Cu/dylight680) et association au nanovecteur CHOLK. B. Représentation schématique du suivi en imagerie par

tomographie d’émission de positrons corps entier, puis identification des tissus ayant incorporé les molécules d’ARNm avec une caméra porta-

tive proche infrarouge et enfin extraction des tissus pour analyse cellulaire par microscopie et cytométrie en flux. Les images en bas de la figure

illustrent les données collectées a chaque étape, et montrent la dynamique du transport des ARNm avec CHOLK : ces ARNm ont parcouru environ

9 cm par rapport au site d’injection, et ont atteint les ganglions lymphatiques para-aortiques.

qu'une partie de la solution pour amé-
liorer 'immunogénicité des vaccins a
base d’acides nucléiques. De fagon com-
parable @ ce qui se passe au cours d’une
infection bactérienne ou virale, 'activa-
tion de récepteurs de I'immunité innée,
qui déclenche un «signal de danger »,
constituerait une condition préalable
a une forte réponse immunitaire adap-
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tative. Cet « effet inné » est une étape
essentielle pour créer un environnement
local contenant des cytokines et des
interférons pro-inflammatoires, propice
au recrutement et a I’activation adé-
quate des cellules immunitaires contre
un agent pathogéne ou une tumeur.
Un vaccin a acides nucléiques idéal ne
devrait donc pas seulement délivrer

I’acide nucléique codant I’antigene cible
a tout type de cellules susceptibles
de contribuer a I'expression et/ou a la
présentation de I'antigéne au systeme
immunitaire, mais également activer
suffisamment les capteurs de danger
exprimés par ces cellules.

Les « capteurs de danger » pour ’ADN
et PARNm ne sont pas les mémes et
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Figure 2. Les deux types de vaccins a base d’acides nucléiques nécessitent des systémes de vectorisation synthétiques différents en fonction de la

nature de l’acide nucléique codant [’antigéne et de la localisation cellulaire des capteurs biologiques de danger correspondants, afin d’activer au

mieux ces capteurs, et optimiser ainsi la réponse immunitaire.

sont localisés a des endroits diffé-
rents de la cellule [3]. €n situation
physiologique, les molécules d’ADN
constituant le génome sont localisées
dans le noyau des cellules, et les
capteurs en charge de la détection de
molécules d’ADN étrangéres sont donc
localisés en dehors du noyau, majori-
tairement dans le cytoplasme: cGAS-
STING (cyclic GMP-AMP synthase-sti-
mulator of interferon genes), DHX
(DEAH box nucleic acid helicase),
AIM2 (absent in melanoma 2)... Inver-
sement, les molécules d’ARNm mature
assurant la synthése des protéines
sont localisées dans le cytoplasme, et
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les capteurs de danger pour la détec-
tion d’ARNm exogeénes sont situés
majoritairement dans les endosomes
(TLR7/8, Toll-like receptors 7 et 8)
afin d’éviter des réactions inflam-
matoires chroniques. Cette différence
nous a conduits a définir de nouvelles
classes de vecteurs synthétiques
capables de maximiser I"activation
des signaux de danger en fonction
de I'acide nucléique utilisé pour pro-
duire 'antigéne. C’est ainsi que les
molécules d’ADN constituant les vac-
cins devront étre délivrées aux cel-
lules directement dans le cytoplasme,
tandis que les molécules d’ARNm

devront étre ciblés dans les endo-
somes. Bien entendu, les molécules
d’ADN devront ensuite parvenir au
noyau poury étre transcrites en ARNm
et traduites en protéine immunogé-
nique dans le cytoplasme, alors que
les molécules d’ARNm devront sortir
des endosomes pour étre traduites
en protéine immunogénique dans le
cytoplasme. Quelles que soient les
molécules d’acide nucléique utili-
sées, elles devront donc franchir deux
membranes : les membranes plas-
mique et nucléaire pour I’ADN, la
membranes plasmique et celle des
endosomes pour I’ARNm.
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Le transport d’ADN ou d’ARNm par
nanovecteurs

Pour accomplir le transport direct dans
le cytoplasme des molécules d’ADN et
dans les endosomes pour les molécules
d’ARNm, deux systémes de vectorisation
différents ont été inventés.

L’ADN plasmidique est vectorisé avec
un copolymere amphiphile tétra-fonc-
tionnel (en forme d’étoile), constitué
de quatre blocs polymériques hydro-
phobes-hydrophiles centrés sur un cceur
ionisable que nous avons nommé Nano-
taxi®. Dans les modeéles précliniques,
cette formulation a démontré une aug-
mentation de la production de protéines
codées par I’ADN, et s’est avérée suivre
un mécanisme de délivrance intracellu-
laire directe, ce qui optimise I'accés du
vaccin aux capteurs de danger de I’ADN
cytoplasmique. Nous avons démontré
sa capacité a améliorer "immunogé-
nicité des vaccins a ADN dans de nom-
breux modéles comme ceux du carci-
nome hépatocellulaire [4], d’asthme
allergique [5], de cancer colorectal
[6], de I’infection & Mycobacterium
abscessus dans la mucoviscidose [7],
ainsi que contre la protéine dérivée de
la transposase codée par des néogenes
humains [8], et contre le virus Zika [9].
Ce vaccin a base de copolymere amphi-
phile tétra-fonctionnel et d’ADN est
actuellement en phase d’essai clinique
dans le contexte de I’hépatocarcinome
cellulaire, avec le géne codant I'anti-
géne embryonnaire O-feetoprotéine, qui
est surexprimé chez 70 % des individus
atteints de ce cancer. Les résultats de
I’étude réglementaire d’innocuité ont
démontré que le copolymére amphiphile
tétra-fonctionnel seul ou en association
avec ADN est trés bien toléré, n’indui-
sant ni mortalité ni toxicité.

L’ARNm est formulé avec une classe dif-
férente de molécules chimiques, certes
toujours amphiphiles, mais de nature
lipidique et non-polymérique. Dans une
publication récente [10], grdce a une
méthode originale non invasive chez
le macaque par tomographie d’émis-
sion de positrons et imagerie infrarouge
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(Figure 1), nous avons montré que le
nanovecteur lipidique CHOLK (choles-
térol-kanamycine), dérivé d’un sucre
naturel, permet la délivrance d’ARNm
dans les cellules présentatrices d’anti-
génes au niveau du site d’injection et
des ganglions lymphatiques drainant ce
site. Ce nanovecteur lipidique, consti-
tué d’une molécule unique et non pas
d‘un mélange complexe d’adjuvants,
conduit donc, par ses propriétés physi-
cochimiques, a la biodistribution idéale
dans les ganglions lymphatiques et a la
délivrance des molécules d’ARNm aux
cellules clefs du systeme immunitaire,
dans lesquelles a également été démon-
trée I'activation des signaux de danger
spécifiques des ARNm et la synthese de
Ilimmunogéne.

Conclusion

La vaccination a base d’acides
nucléiques repose sur un processus com-
plexe, ou deux éléments doivent étre
pris en compte pour optimiser a la fois
la production de I"immunogéne et la
stimulation de I'immunité innée créant
un environnement propice a l'activa-
tion d’une réponse immune spécifique
de 'immunogéne. Les molécules d’ADN
plasmidique et d’ARNm doivent res-
pectivement transiter directement par
le cytoplasme et par les endosomes
des cellules cibles. Compte tenu de ces
contraintes spatiales et des propriétés
physico-chimiques différentes de I’ADN
et des ARNm, deux systemes synthé-
tiques de délivrance différents ont été
inventés, reposant respectivement sur
des polymeéres amphiphiles en forme
d’étoile et sur des lipides dérivés de
sucres naturels (Figure 2).

Cette activité scientifique multidisci-
plinaire dédiée a la vaccination a base
d’acides nucléiques devra étre validée
chez I’homme par des essais cliniques
pour le futur développement de vaccins
prophylactiques ou thérapeutiques uti-
lisant une séquence informative instrui-
sant le systéeme immunitaire de I’indi-
vidu vacciné. ¢

Nanotaxi® for RNA or DNA vaccines
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