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1. Uvod

Zaraze su oduvijek bile problem u ljudskoj zajednici te su tijekom povijesti uz glad bile glavna
pojava koja je povecavala mortalitet i sprjeCavala drasti¢an porast stanovnistva (Kunitz 1984). Znanost
je svojim otkri¢ima uspjela smanjiti snagu tih razarajucih sila. Glad je smanjila poljoprivredna revolucija
koju se dogodila razvojem umjetnih gnojiva, omoguéenim industrijalizacijom kemijske sinteze
amonijaka iz dusika i vodika 1911. godine, te je porast poljoprivredne proizvodnje pridonio smanjenju
cijene i povecanju dostupnosti hrane za Siroku masu (Humphreys i sur. 2021). Razvoj u borbi protiv
infektivnih bolest bio je manje revolucionaran; kroz dugi niz godina istrazivanja u mikrobiologiji,
patologiji, imunologiji i epidemiologiji znanstvenici su dosli do zaklju¢aka koji su omogucili da su
zaraze manje smrtonosne i koji su omogucili olakSavanje simptoma zarazenih pojedinaca te usporavanje
Sirenja zaraze (Opal 2009). Dodatan problem je kompleksnost i raznolikost bioloskih sustava zbog koje
se ne mogu u potpunosti primijeniti ve¢ postojeci, ve¢ se stalno moraju doradivati stari ili razvijati novi
postupci suzbijanja zaraza sukladno novim saznanjima (Han 2015).

Taj dugi razvojni niz proteze se jo$ od drevnih civilizacija u kojima su se, iako su ¢esto bili
riziéni, primjenjivali razli€iti postupci koji su se empirijski pokazali djelotvornima. U svjetlu price o
cjepivima, jedan od najranijih postupaka postizanja aktivhe umjetno ste¢ene imunosti je variolizacija.
Variolizacija je podrazumijevala uzimanje krasti ili gnojnih plikova osoba zarazenih velikim boginjama
kojima su se inokulirali zdravi ljudi, koji bi razvili mnogo slabije simptome, ali bi razvili otpornost na
velike boginje. Procedura se razlikovala u razli¢itim dijelovima svijeta. U Kini se od krasti pravio prah
koji se uSmrkavao u nos. Vjeruje se da je Kina bila jedna od prvih civilizacija koja je koristila
variolizaciju, ali je uSmrkavanje praha izazivalo jake glavobolje te se nije odrzalo u zapadnom svijetu.
U Europi se inokulacija provodila nano$enjem infektivnog materijala, krasti ili gnojnih plikova, na rane
zdravih pojedinaca pri ¢emu se smrtnost smanjila 15 puta, ali je i dalje na sto varioliziranih ljudi, od
postupka umrlo dvoje (Boylston 2012). Danas tako velika smrtnost od postupka imunizacije ne bi bila
prihvatljiva, ali misao vodilja ostala je ista: bolje sprijeéiti nego lije€iti.

Patogeni, koji uzrokuju infektivne bolesti, napadaju druge organizme, ali su i sami organizmi
pa je, zbog zajednickih svojstava koje dijele svi organizmi, lijeCenje otezano i postupci eliminacije
patogena nerijetko nastecuju zaraZenom organizmu (Manns i sur. 2006). To je o€ito kod zaraza virusima,
obligatnim unutarstani¢énim parazitima, kod kojih je nuzno unistiti permisivne stanice u koje je usao
virus da bi se suzbila bolest jer iz svake zarazene stanice moze od jednog virusa nastati i do 10 000 novih
virusnih Cestica (Stray i Air 2001). Najmanju Stetu u borbi protiv patogena, u vecini slu¢ajeva, ¢ini sam
zarazeni organizam, 0dnosno njegov imunosni sustav (Baxter 2007), stoga je razvijanje imunosti rano
u povijesti medicine prepoznato kao bolji nacin obrane od zaraznih bolesti jer se sprjecavaju ili
visestruko umanjuju simptomi bolesti, poput plikova i oziljaka u velikih boginja (Timonius 1713), i

izbjegavaju moguée nuspojave uzrokovane lijeCenjem.



Uspjesnost organizma u obrani od napada patogena zove se imunost, koja moze biti urodena za
Siri spektar patogena ili steGena za pojedinu usku skupinu patogena. SteCena imunost moze se steéi
aktivno ili pasivno, na prirodan ili umjetan nadin. Aktivna imunizacija podrazumijeva aktivaciju
limfocita T i B §to se postiZe prirodnim susretom organizma sa zivim patogenom zbog prisutnosti zaraze
u populaciji ili susretom s oslabljenim patogenom ili njegovim dijelovima kao dijelom protokola za
umjetan razvoj imunosti. Aktivna imunizacija, osim §to aktivira ste¢eni odgovor imunosnog sustava na
patogen, omogucuje razvoj stanica imunosne memorije zbog koje je sljedeci doticaj s patogenom brzi u
njegovu suzbijanju. Pasivna imunizacija podrazumijeva unosenje molekula, najéesce antitijela, koje nije
proizveo vlastiti imunosni sustav (Abbas i sur. 2018; Baxter 2007). Dakako, najvise prednosti U Stjecanju
imunosti ima aktivna umjetna imunizacija. Aktivna prirodna imunizacija moze biti kobna za zarazeni
organizam, a pasivna imunizacija, bilo prirodna, bilo umjetna, ne poti¢e imunosnu memoriju, stoga ne
pruza dugotrajnu zastitu.

Uz aktivhu umjetnu imunizaciju vezu se procesi upoznavanja i prepoznavanja patogena,
odnosno prvi i svi naredni susreti imunosnog sustava s patogenom. Upoznavanje i prepoznavanje su
mehanisticki sli¢ni procesi jer oba procesa podrazumijevaju interakciju izmedu molekula koja
predstavljaju prisutnost patogena, poput molekula koje patogen izlu¢uje, molekula koje patogen sadrzi
na povrsini ili molekula koje se oslobadaju prilikom infekcije patogenom (Abbas i sur. 2018; Baxter
2007). Razlika je $to upoznavanje dovodi do primarnog imunosnog odgovora, a prepoznavanje do
sekundarnog koji se razlikuju u ja¢ini, brzini, trajanju te molekulama, stanicama i dijelovima tijela koji
su ukljuceni u imunosni odgovor (Abbas i sur. 2018). Budu¢i da do kontakta patogena i organizma
dolazi na molekularnoj razini, nije potreban intaktni virulentni patogen za indukciju imunosnog
odgovora, ve¢ samo karakteristi¢cne molekule koje mogu pokrenuti imunosni odgovor — antigeni. To
omogucuje umjetnu aktivnu imunizaciju. Antigeni imaju epitope — strukturno i kemijski definirane
dijelove koje antigen-prezentirajuce stanice mogu pokazati na svojoj povrsini i koje moZe prepoznati
pojedinacno antitijelo stvoreno iz jedne klonske linije plazmastanica. Epitopi su, stoga, vazni za
pokretanje imunosnog odgovora prilikom upoznavanja i prepoznavanja antigena, ali su takoder mjesta
vezanja i djelovanja antitijela ¢ime se antigen neutralizira, opsonizira ili razara sustavom komplementa
(Abbas i sur. 2018; Baxter 2007). Strani antigeni se nalaze na intaktnim patogenima, oslabljenim,
inaktiviranim patogenima ili samo njihovim dijelovima §to je omogucilo razvoj prevencijske medicine
kroz povijest iako nisu bili poznati molekularni mehanizmi postizanja imunosti. Ve¢ spomenuta
variolizacija, zatim vakcinacija, oslabljivanje patogena pasaziranje kroz druge organizme, inaktivacija
patogena temperaturom ili kemikalijama — sve su to postupci kojima se kroz povijest dobivala smjesa
za razvijanje imunosnog odgovora (Baxter 2007; Boylston 2012). Neki od tih postupaka vise ne
koristimo jer su prerizi¢ni ili nedovoljno efikasni, ali neke i dalje koristimo za dobivanje takve smjese
za razvijanje imunosnog odgovora koja se danas naziva cjepivo (Baxter 2007).

Cjepivo sadrzi antigen stran organizmu zbog kojeg se aktivira imunosni odgovor. Medutim, ne

izazivaju svi antigeni imunosni odgovor na isti naéin pa se zbog razlike u putu imunosnog odgovora
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razlikuje i jacina imunosnog odgovora i razvitak imunosne memorije. Usporedbom proteinskih i
ugljikohidratnih antigena jasno se uocava razlika u imunosnom odgovoru. Strane proteine fagocitiraju
dendriticke stanice i djelomi¢no razgraduju na dijelove koji se vezu na glavni kompleks
histokomplatibilnosti tipa 2 (eng. major histocompatibility complex type I, MHCII). Tako aktivirane
dendriticke stanice putuju u limfnim Zilama do limfnih ¢vorova gdje aktivirane dendriti¢ke stanice
aktiviraju nezrele pomoc¢nicke limfocite tipa 2 (eng. helper limphocyte T type 2, Tn2) i citotoksi¢ne
limfocite T te ih poti¢u na umnazanje i djelovanje. Aktivirani limfociti Tw2 aktiviraju limfocite B na
proizvodnju antitijela specifi¢nih za antigen, prvenstveno IgM, a zatim promjenom izotipa antitijela i
IgG (Abbas i sur. 2018; Baxter 2007; Chaudhary i sur. 2021). Za ugljikohidrate se dugo smatralo da
izazivaju imunosni odgovor neovisan o limfocitima T jer je slabiji od imunoshog odgovora izazvanog
proteinskim antigenom. Danas znamo da slaba imunogenost proizlazi iz slabe interakcije ugljikohidrata
i MHCII, a ne iz slabe interakcije s limfocitima T (Avci i sur.2013; Baxter 2007). Zbog toga manje
limfocita B ostaje dio imunosne memorije i dolazi do rjede promjene izotipa antitijela $to uzorkuje visok
titar antitijela IgM, a nizak antitijela 1gG te se od tri glavne funkcije antitijela (neutralizacija,
opsonizacija, pokretanje sustava komplementa) efektivno provodi samo pokretanje sustava
komplementa (Abbas i sur. 2018; Baxter 2007).

Glavne karakteristike koje cjepivo mora imati su dugotrajan imunosni odgovor, ublazavanje ili
potpuno uklanjanje simptoma u sluCaju zaraze, §to manje nezeljenih nuspojava i brza i jeftina
proizvodnja u kojoj se mogu mijenjati karakteristike cjepiva kako se patogen mijenja u populaciji
(Chaudhary i sur. 2021). Iako postoje mnogi problem vezani uz razvoj cjepiva na nacin da se sve glavne
karakteristike cjepiva postignu, korisnicima cjepiva, koji ¢esto nemaju potpunu sliku vezanu za razvoj
cjepiva, najbitniji je segment sigurnost jer su nuspojave dio razvojnog puta odredenog cjepiva koji mogu
izravno osjetiti na sebi. Sigurnost cjepiva ovisi o cjepivu samom, ali ovisi i 0 imunosnom sustavu. Bilo
u cjepivima s inaktiviranim i oslabljenim patogenima, bilo u cjepivima samo s dijelovima patogena,
proteini su glavni antigeni koji poti¢u imunosni odgovor. Ipak, postoje situacije kad je odgovor
imunosnog sustava prejak za krivi antigen, koji ne mora biti proteinskog porijekla. Alergije i autoimune
bolesti su najpoznatiji primjeri pogresivosti imunosnog sustava. Alergije su preosjetljivosti na nestetne
antigene iz peludi, hrane, prasine, kemikalija i sli¢no, dok su autoimune bolesti preosjetljivosti na
vlastite antigene te se razorna snaga imunosnog sustava od obrane organizma pretvori u napad na vlastiti
organizam (Abbas i sur. 2018). Velik problem predstavlja i preburna sekundarna imunosna reakcija,
tzv. pojaCanje ovisno o antitijelima (eng. antibody-dependent enhancement, ADE). Taj fenomen
onemogucava izradu sigurnog cjepiva zato $to cijepljenje, umjesto da dovede do smanjenja simptoma
ili potpunog odsustva patoloskog stanja, dovede do jo$ jace imunosne reakcije koja traje predugo. ADE
se ne javlja kod infekcija bilo kojim patogenom, stoga je vjerojatno vezan za zarazu pojedinim
patogenom (Arvin i sur. 2020). Zbog kompleksnosti i razornosti imunosnog sustava, bitno je razumijeti

imunosni sustav i kako cjepivo djeluje na njega zato $to zbog procesa proizvodnje, osim Zeljenog



antigena, cjepiva sadrze mnoge dodatne tvari — adjuvante, stabilizatore, vektore, tvari zaostale iz
proizvodnog procesa, soli — koje mogu izazvati nezeljenu imunosnu reakciju (Baxter 2007).

Do danas je razvijen veliki broj razli€itih cjepiva koja mogu sadrzavati toksoide, inaktivirane ili
ubijene patogene, oslabljene patogene ili dijelove patogena (Baxter 2007). mMRNA cjepiva su posebna
po tome §to sadrze nukleinsku kiselinu koja nije direktan antigen i nema svrhu izravnog uzrokovanja
imunosnog odgovora. Svrha mRNA molekule je prijenos informacije koja je pohranjena u linearnom
nizu nukleotida kako bi u procesu translacije nastao protein koji ¢e stanica izluciti, prikazati na
stani¢cnom membrani ili razgraditi na manje dijelove i prikazati na proteinima MCHII, ovisno o dizajnu
cjepiva i vrsti stanica koja primi mRNA (Chaudhary i sur. 2021).

Svaki novostvoreni proizvod koji ulazi u organizam ima mane zbog kojih mora pro¢i rigorozne
provjere (Han 2015). Budu¢i da su cjepiva stvorena u svrhu zaustavljanja velikih pandemija, prevencije
Siroko rasprostranjenih bolesti ili ¢ak eradikacija odredenog patogena, ofekuje se Siroka distribucija i
Cesta primjena cjepiva zbog Cega ON0 mora biti uéinkovito, ali i vrlo sigurno. Najbolji primjer je
pandemija bolesti COVID-19 izazvana virusom SARS-CoV-2 koja jo$ uvijek traje zbog otpora javnosti
prema stvorenim cjepivima pod izlikom navodno smrtonosnih nuspojava i nuspojava poput gubitka
fertilnost, komplikacija u trudno¢i i razvoja neuropsihi¢kih bolesti poput autizma, skepti¢nosti prema
brzini promjene, izrade i provjere cjepiva, opasnosti od ugradnje mRNA u genom i osjecaja
ograni¢avanja ljudske slobode. Iako navedene negativne konotacije nisu znanstveno potvrdene (De Rose
i sur. 2022; Lifshitz i sur. 2022; Brondino i sur. 2021, Doerfler 2021), procjepljivanje ljudske populacije
i stvaranje imunosti krda je usporeno i otezano jer cijepljenje nije obavezno, a velik se dio ljudi i dalje
aktivno protivi ili samo pasivno izbjegava cijepljenje.

Cilj ovog rada je na jednostavan na¢in objasniti temeljne dijelove mRNA cjepiva, kako oni
utjeCu na nase tijelo, koje je optimizacije trebalo poduzeti kako bi cjepivo bilo efikasno i sigurno te kako

se sintetizira mRNA cjepivo §to objasnjava zasto ga se tako brzo proizvelo.



2.1. Koncept mRNA cjepiva

Sredisnja molekula mRNA cjepiva je jednolancana glasnic¢ka ribonukleinska kiselina (eng.
messenger ribonucleic acid, mMRNA). Buduéi da je molekula mRNA sklona hidrolizi, jako negativno
nabijena te je organizam kao slobodnu molekulu moze prepoznati i brzo razgraditi, mRNA se ne unosi
u organizam kao samostalna molekula, ve¢ se nalazi u nanocesticama koje joj sluze kao vektori
(Chaudhary i sur. 2021). Takav je koncept cjepiva zahvalan iz vise razloga, ali najvazniji su jednostavna
sinteza molekule MRNA i mala koli¢ina razli¢itih komponenti koje se jednostavno sklope u nanocesticu
koja obuhvac¢a molekulu mRNA (Shepherd i sur. 2021). lako sama molekula mRNA moze izazvati
imunosnu reakciju, ta je reakcija urodena, Cesto se javlja kao odgovor na virusne infekcije i nije
specifi¢na jer do nje dolazi u prisustvu bilo koje molekule RNA s nemaodificiranim nukleotidima (Mu i
Hur 2021). Kao $to je spomenuto u uvodu, molekula mRNA nema ulogu antigena u mRNA cjepivu, veé
sluzi za sintezu antigena na koji ¢e tijelo reagirati aktiviranjem imunosnog odgovora. To¢nije,
imunogenost molekule mRNA je negativna strana cjepiva i pokusava se smanjiti §to je vise moguce jer
se cjepivom pokusava aktivirati specifican imunosni odgovor pa svaka dodatna pozadinska reakcija
predstavlja troSenje resursa imunosnog sustava, a prejaka i dugotrajna aktivnost imunosnog sustava
moze dovesti do oste¢enja tkiva i nezeljenih simptoma (Mu i Hur 2021). Pravi antigen je protein koji je
sintetiziran prema uputi molekule MRNA. Odabir proteina ovisi od patogena do patogena, a za isti
patogen mogu se uzeti razli¢iti proteini, razliciti dijelovi istog proteina ili protein s modifikacijama na
nacin da odgovora razli¢itim konformacijama proteina u razli¢itim fazama invazije patogena (Walls i
sur. 2020; Wrapp i sur. 2020). S obzirom na to da cjepivo indirektno sadrzi Zeljeni antigen, jasno je da,
od ulaska u tijelo, molekule iz cjepiva prolaze kroz razli¢ite procese kao §to je prikazano na Slici 1.
(Chaudhary i sur. 2021). To predstavlja problem jer, iako su temeljni procesi centralne dogme biologije
i anatomije i fiziologije organizma i stanice poznati, znanstvenici su limitirani saznanjima o op¢im
procesima koji stoje na putu izmedu cjepiva unesenog u tijelo i aktiviranog specifi¢nog imunosnog
odgovora. S druge strane, svaki medukorak na tom putu nudi moguénost u optimizaciji cjepiva. Glavni
procesi koje mMRNA i nanocestice prolaze su ulazak u organizam sa §to manjom imunosnom reakcijom,
ulazak u stanice endocitozom, stapanje nanocestice s endosomom i ulazak mRNA u citoplazmu
(endosomalni bijeg), translacija mMRNA, sklapanje proteina, izlu¢ivanje proteina ili prikazivanje proteina
na povrsini stanice i razgradnja mRNA. Modifikacije napravljene na komponentama mRNA cjepiva i
na procesima uklju¢enim u proizvodnju doprinijeli su stabilnosti, efikasnosti i reguliranoj imunogenosti
(Chaudhary i sur. 2021). Glavna istrazivanja su provedena prije pandemije COVID-19 (Dolgin 2021),
ali mRNA cjepiva za virus SARS-CoV-2, koji je uzrokovao pandemiju COVID-19, pokazala su mRNA

cjepiva uspjesnima i brzima za proizvodnju (Chaudhary i sur. 2021).
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Slika 1. Glavni procesi koje mRNA i nanocestice prolaze u organizmu: (1) NanocCestice s mRNA ulaze
endocitozom u endosom, a zatim endosomalnim bijegom u citoplazmu. (2) Antigenski protein stvara se
translacijom mRNA na ribosomu. (3) Proteasomalnom razgradnjom protein se cijepa na manje fragmente koji
se adsorbiraju na protein MCHI i prikazuju na povrsini stanice ¢ime se aktiviraju citotoksi¢ni limfociti T.
(4) Aktivni citotoksi¢ni limfociti T izlu¢uju perforine i granzime koji ubijaju zarazenu stanicu inducirajuéi
apoptozu. (5) Fragmenti antigenskog proteina adsorbiraju se na MCHII i aktiviraju pomo¢nicke limfocite T.
Intaktni antigenski protein izlaze se na povrSini stanice ili izluCuje te dolazi u kontakt s limfocitima B koji se
aktiviraju kontaktom s pomo¢ni¢kim limfocitima T. (6) Pomo¢ni¢ki limfociti T izlu€uju upalni citokine koji
reguliraju rad ostalih stanica imunosnog sustava, a limfociti B izlu¢uju antitijela koja neutraliziraju patogen i

pomazu makrofagima fagocitozu patogena (opsonizacija). (Preuzeto i prilagodeno iz: Chaudhary i sur. 2021)



2.2. Dijelovi mRNA cjepiva — mRNA

Molekula mRNA sastoji se od slijeda nukleotida koji mozemo podijeliti na Se¢erno-fosfatnu
okosnicu i slijed dusi¢ni baza koje nose informaciju za sintezu antigenskog proteina. U organizmima
nastaje u procesima transkripcije i posttranskripcijske dorade (Voet 2010). Molekula mRNA koja se
nalazi u mRNA cjepivima je umjetno sintetizirana, bez uporabe stanicne kulture, pa se njezina sinteza
mora prilagoditi na nacin da dobiveni produkt prezivi u stanici i da ima Zeljenu svrhu. Stanica, sli¢no
kao i imunosni sustav u organizmu, ima vlastite molekularne mehanizme za percepciju i obranu od
stranih materijala, stoga sintetska molekula mRNA mora imati sve potrebne dijelove kao i prirodna
mMRNA u stanici (Mu i Hur 2021; Wadhwa 2020). Sto se ti¢e arhitekture mRNA, postoje dvije glavne
razlike u zivom svijetu, prokariotska i eukariotska molekula mRNA, c¢ija razliCitost proizlazi iz
kompartimentizacije dijelova stanice u eukariotskim stanicama zbog ¢ega transkripcija i translacija
postaju prostorno i vremenski odvojeni procesi. Buduci da se cjepiva stvaraju pretezito za potrebe
humane medicine, cjepiva prate arhitekturu zrele eukariotske mRNA. Zrela eukariotska mRNA nuzno
sadrzi samo jedan otvoreni okvir ¢itanja (eng. open reading frame, ORF), okolne netranslatirajuce regije
(eng. untranslating region, UTR) te 5'i 3' krajnje strukture. ORF predstavlja slijed nukleotida koji nosi
informaciju o primarnoj strukturi proteina, a okolne strukture su regulatorne strukture koje zasti¢uju
ORF od egzonukleaza s 5' i 3' kraja, omogucavaju zapocinjanje translacije, stabiliziraju mRNA i tako
produzuju trajanje procesa translacije i povecavaju koli¢inu nastalog proteina iz pojedine mRNA. Ipak,
te iste regulatorne regije mogu sadrzavati sekvencije koje prepoznaju mikro RNA molekule (eng. micro
RNA, miRNA) koje navode proteinske kompleske s endonukelazama koje mogu privremeno zaustaviti
translaciju ili potaknuti hidrolizu Seé¢erno-fosfatne okosnice i prekinuti translaciju te mRNA. Isto tako,
uklanjanje krajnjih struktura poti¢e razgradnja mRNA i zaustavljanje translacije (\Voet 2010). Prilikom
dizajniranja mRNA pokusavaju se izbjeéi ti regulacijski mehanizmi na nacina da sintetska mRNA
opstane $to duze u stanici i da se po pojedinoj molekuli mRNA proizvede §to vise genskog produkta
(Chaudhary i sur. 2021). Duza prisutnost strane mRNA u stanici u nekih je znanstvenika digla uzbunu
jer bi zbog prisustva integriraju¢ih proteina aktivnih retrotranspozona takva mRNA mogla biti ugradena

u genom (Domazet-Loso 2022), ali niti jedan eksperiment nije tu moguénost dokazao (Doerfler 2021).

2.2.1. Seé¢erno-fosfatna okosnica

Molekula mMRNA je gradom RNA molekula, odnosno polimer ribonukleotida kojima su 3'i 5'
ugljikovi atomi na kojima se inace nalaze hidroksilne skupine, povezani fosfodiesterskom vezom (Voet
2010). Molekula mRNA je funkcijom prijenosnik geneti¢ke informacije za sintezu proteina, ali 0sim
informacije koja izravno sluzi za sintezu proteina, sadrzi i druge dijelove prikazane na Slici 2.
(Chaudhary i sur. 2021). Slobodna fosforna kiselina ima Cetiri kisikova atoma koja se mogu protonirati,

ali u nukleinskim kiselinama dva se kisika nalaze u fosfoesterskoj vezi dok su slobodna samo dva
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Slika 2. Temeljni dijelovi eukariotske molekule mRNA: otvoreni okvir Citanja (eng. open reading frame,
ORF), okolne netranslatorne regije (eng. untranslating region, UTR) te 5" kapu i 3' poli-A rep. Krajnje
strukutre omogucavaju translaciju i Stite od egzonukleaza i protuvirusnog odgovora. UTR reguliraju stabilnost

i trajanje translacije mMRNA. (Preuzeto i prilagodeno iz: Chuadhary i sur. 2021)

kisikova atoma. Buduci da je fosfor fosfatne kiseline peterovalentan, jedan od kisikovih atoma trebao
bi s atomom fosfora biti povezan dvostrukom vezom, a drugi jednostrukom vezom i imati dodatni
elektron koji daje skupini negativan naboj (—1). Takav lokalizirani naboj lako moze napasti hidronijev
ion i prenijeti proton pri ¢emu bi se naboj fosfatne skupine neutralizirao i molekula RNA bi precipitirala.
Ipak, to se ne dogada jer se elektron, pa s njime i naboj fosfatne skupine, delokalizira izmedu dva
slobodna atoma kisika §to ¢ini deprotoniranu fosfatnu skupinu slabijim protonakceptorom, odnosno
slabijom bazom, analogno karboksilnim kiselinama (DeRuiter 2005). U kontekstu fizioloskih uvjeta,
nukleinske kiseline su u pH uvjetima stanice deprotonirane i negativno nabijene $to sprjecava njihovu
precipitaciju i omogucuje nespecificnu interakciju s proteinima bogatim pozitivnim nabojem zbog
bazi¢nih aminokiselina (Voet 2010). Takoder, to omogucuje nespecificnu interakciju molekule mRNA
i molekula nanocestice i koristenje istih nanocestica za cio niz razli¢itth mRNA (Chaudhary i sur. 2021).

Molekula mRNA, kao i svaka molekula RNA, smatra se intrinzic¢ki nestabilnom molekulom Sto
je prva razina regulacije trajanja translacije u stanici. Hidroksilna skupina na 2' ugljikovom atomu riboze
moze autokatalizirati proces alkalne hidrolize Secerno-fosfatne okosnice i degradirati RNA Cime se

jednosmjerno prekida translacija (Voet 2010). Do degradacije ne mora do¢i samo tijekom translacije,

8



ve¢ moze do¢i u bilo kojoj fazi mRNA cjepiva, od sinteze mRNA do translacije. Zbog toga su mRNA
cjepiva dugo smatrana projektom koji nece uspjeti, ali uspjesno djelovanje cjepiva potvrdilo je dovoljnu
stabilnost molekule mMRNA (Dolgin 2021; Sahin i sur. 2014). Poznato je da fleksibilna Seé¢erno-fosfatna
okosnica molekulama RNA omogucuje ravnoteznu promjenu konformacija i da postoji
tzv. A konformacija u kojoj ne dolazi do alkalne hidrolize zbog ¢ega je umanjen utjecaj alkalne hidrolize
molekule RNA u smjesi molekula RNA. Takva je stabilizacija prisutnija u dvolan¢anih RNA molekula
(Zhang i sur.2021), ali zbog slaganja baza moze biti prisutna i u jednolan¢anih molekula (\VVoet 2010).
Osim toga, jednolancane RNA molekule mogu se stabilizirati postizu¢i razlicite sekundarne i tercijarne
strukture iako takve strukture predstavljaju problem prilikom interakcije s inicijacijskim faktorima za
translaciju i ribosomom pa ih se pokuSava umanjiti prilikom dizajniranja mMRNA (Leppek i sur. 2018).
Uz potrebnu stabilizaciju nanocesticama i dodatnim modifikacijama molekule mRNA, mRNA cjepiva
su se pokazala uspjesnima u klini¢kim ispitivanjima. Treba imati na umu da su istrazivanja uvijek
bazirana na eksperimentima te mnoga saznanja koja trenuta¢no imamo imaju samo empirijsku potporu
i da mehanizmi nisu u potpunosti jasni u teoriji. Primjerice, ne zna se tocno zasto je RNA molekula
toliko postojana u cjepivu, ali buduéi da uspijeva dati zadovoljavajuce rezultate, razlog je vjerojatno
kombinacija dovoljne koli¢ine mRNA, koju je lako posti¢i zbog brze sinteze, i navedenih teorijskih

objasnjenja poput povoljne konformacije, dizajna mRNA i stabilizacije nano¢esticama.

2.2.2. ORF

OREF sadrzi informaciju za samu sintezu proteinskog produkta pa su promjene i optimizacije u
tom dijelu mRNA ograni¢ene, ali ipak moguce. Informacija se prevodi iz nukleotidnog zapisa u slijed
aminokiselina tako da kombinacija triju nukleotida kodira za jednu dvadeset aminokiselina. Ta tri
nukleotida tvore jedan kodon. Vise razli¢itih kodona kodira jednu aminokiselinu zbog ¢ega je geneticki
kod degeneriran. Prilikom procesa translacije kodon na mRNA se nalazi u akceptoskom mjestu u
ribosomu na koje dolazi prijenosna molekula RNA (eng. transfer RNA, tRNA) kovalentno vezana za
karboksilnu skupinu odgovaraju¢e aminokiseline. Budu¢i da viSe kodona kodira za razlicitu
aminokiselinu, mora postojati vise razli¢itih molekula tRNA koje nose istu aminokiselinu. Takve se
tRNA nazivaju izoakceptorskim tRNA. Molekula tRNA se komplementarno veze za kodon dijelom koji
se zove antikodon i sastoji se takoder od tri nukelotida. Prvi nukleotid antikodona je tzv. kolebljiva baza
koja se moze povezati s vise od jedne baze jer je to povezivanje manje kontrolirano ribosomskim
molekulama RNA (eng. ribosomal RNA, rRNA) u akceptorskom mjestu $to objasnjava degeneriranost
genetickog koda. Ipak, u organizmu postoji preferencija prema odredenim kodonima zbog razlicite
koli¢ine pojedine vrste izoakceptorske tRNA. Cesti kodoni komplementiraju s ¢estim aminoaciliranim
tRNA 1 ubrzavaju translaciju §to povecava prinos pojedine mRNA u proizvodnji proteina s obzirom na
njenu ogranic¢enu stabilnost (Voet 2010). To isprva zvuci dobro, ali rijetki kodoni takoder imaju svrhu

u jednom od glavnih procesa koji prethode specificnom imunosnom odgovoru — smatanje proteina.
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Rijetki kodoni se ¢esto nalaze na granicama domena proteina gdje usporavaju proces translacije ¢ime se
omogucava pravilno smatanje proteina i postizanje njegove pravilne konformacije. lako ORF jasno
kodira za primarnu strukturu proteina, vidljivo je da utjece i na sekundarnu i tercijarnu strukturu proteina
(Spencer i sur. 2012).

Odabir pojedinih kodona za istu aminokiselinu nije jedini na¢in optimizacije ORF. Prije ovakve
fine optimizacije bitno je odabrati $to ¢e se to¢no sintetizirati, koji ¢e biti temeljni nukleotidni slijed koji
¢e se kasnije poboljsavati. Hoce li se sintetizirati topljivi oblik proteina koji ¢e stanice izlucivati u
medustani¢ni prostor ili transmembranski pa ¢e ga stanice prikazivati na svojoj povrsini, hoée 1i se
sintetizirati potpuni protein ili samo neki njegovi dijelovi, hoce li se sintetizirati modificirani protein
koji je zakoCen u jednoj konformaciji koju postize u jednoj od faza, u kojoj fazi i koja konformacija ¢e
to biti — sve te odluke utje¢u na uspjesnost cjepiva (Walls i sur. 2020; Wrapp i sur. 2020). Potpuni
proteini mogu sadrzavati epitope koji ¢e potaknuti proizvodnju antitijela koja nece biti relevantna u
borbi protiv patogena, a troSe resurse imunosnog sustava, ili mogu sadrzavati epitope koji mogu
djelovati supresorski na imunoloski sustav kao posljedica evolucije patogena na imunosni sustav
domacina. Zato se dijelovi proteina ili proteini usidreni u membranu i izlozeni okolini samo odredenim
epitopima mogu pokazati boljima od solubilnih cjelovitih proteina (Baxter 2007). Imunogenost
razli¢itog odabira proteina moZe se pokazati dvama cjepivima protiv infekcije virusom SARS-CoV-2
proizvodaca Pfizer i BioNTech, BNT162b1 i BNT162b2 . Oba su cjepiva potakla aktivnost limfocita T
i B te proizvodnju antitijela, ali je cjepivo BNT162b2 pokazalo manje sustavne simptome i manja
lokalna ostecenja tkiva. BNT162b1 sadrzi trimerizirani, topljivi oblik domene virusnog proteina Siljka
koji se veZe za receptor, a BNT162b2 sadrzi cjeloviti glikoprotein s modifikacijom koja ga je blokirala
u konformaciji kakvu postize neposredno prije stapanja s membranom stanice (Chaudhary i sur. 2021,
Walls i sur. 2020; Wrapp i sur. 2020).

| dalje velik problem ostaje odredivanje antigena koji ¢e kodirati mRNA, pogotovo u patogena
koji se brzo mijenjaju, poput virusa gripe tipa A (Scholtissek 1994), ali i kod mRNA terapeutika protiv
raka jer i stanice raka imaju visoku stopu proliferacije i mutagenosti zbog koje se potomci nakon

nekoliko generacija stanica raka mogu znatno razlikovati od pocetne stanice (Mroz i Rocco 2017).

2.2.3. Krajnje 5'i 3' strukture

Strukture na samim 5' i 3' krajevima molekule su bitne jer sprjeCavaju razgradnju mRNA
egzonukleazama, interakcijom s inicijacijskim faktorima zapocinju translaciju te sprjecavaju aktivaciju
protuvirusnog odgovora u stanici (Wadhwa i sur. 2020). Inicijacijski faktori stupaju i medusobno u
interakciju pa je kompleks mRNA s proteinima za translaciju kruzan. Takva je struktura preduvjet za
uspjesan pocetak translacije, ali i buduci da 5' i 3' krajevi nisu slobodni, egzonukleaze nemaju supstrat
za koji bi se vezale i mRNA je tokom translacije zaStiCena od razgradnje. Na 5' kraju molekule mRNA

eukariota nalazi se 7-metilgvanozinska kapa povezana s prvim nukleotidom na 5' kraju 5'-5' trifosfatnom
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vezom, a prvi ili prva dva nukleotida su metilirana na 2' hidroksilnoj skupini u molekuli mRNA sisavaca.
Takva O-metilacija kod sisavaca je dodatan biljeg za vlastitu mRNA, stoga mMRNA koje imaju kapu bez
takve metilacije u sisavaca izazivaju reakciju sli¢nu reakciji na prisutnu virusnu RNA (Zhong i sur.
2018). Kapa se moze dodati zajedno s metilacijom prvih dvaju nukleotida kotranskripcijski ili
posttranskripcijski koriste¢i enzime posebno za dodavanje kape i posebno za 2'-O-metilaciju prvih dvaju
nukleotida. Kotranskripkcijska modifikacija mRNA ubrzava proces sinteze zrele mRNA, ali buduéi da
je za sintezu RNA 1 kape potreban gvanozin, zabiljezena je kompeticija za supstrat izmedu transkripcije
i sinteze kape zbog ¢ega nastaje dio mMRNA s kapom, a dio bez i predstavlja gubitak i imunogeno
srediste. S druge strane, modifikacija mRNA u viSe koraka usporava proces proizvodnje, ali je postotak
nemodificiranih mMRNA zanemarivo malen (Ramanathan i sur. 2016).

Na 3' kraju se nalazi dugi niz adenina (poli-A rep) koji ima istu ulogu kao i kapa — stupa u
interakciju s poli-A-vezaju¢im proteinima i posredno s inicijacijskim faktorima za translaciju ¢ime se
postize cirkularni kompleks mRNA i proteina $to zapoc€inje translaciju i cuva krajeve mRNA od
egzonukleaza (Wadhwa i sur. 2020). Neke polimeraze imaju vlastitu poliadenilacijsku aktivnost
neovisnu o kalupu, ali tako nastaju molekule mRNA razli¢ite duljine repa pa razlicite i nekonzistentne
aktivnosti (Eberle i sur. 2020), a razli¢ita duljina mRNA otezava i proci§¢avanje mRNA molekula
teku¢inskom kromatografijom visoke djelotvornosti (eng. high performance liquid chromatography
HPLC) (Weissman i sur. 2013). Zato vecina proizvodaca ukljucuje poliadeninski slijed ve¢ u plazmid

¢ime se moze posti¢i optimalna duljina poliA slijeda od otprilike 100 adenina (Chaudhary i sur. 2021).

2.2.4. Netranslatirajuce regije

Netranslatirajuce regije, UTR, koje okruzuju ORF s 5'i 3' strane imaju vaznu regulatornu ulogu.
Pokusava se definirati tocna uloga UTR u regulaciji translacije i nacin na koji se to moze zakljuciti iz
slijeda nukleotida UTR. Istrazivanja se sve vise vr$e pomocu ra¢unalnih programa koji s obzirom na
danu bazu podataka mogu puno brze od ljudi stvoriti uzorak i nauciti predvidati strukturu i ulogu UTR
iz njene sekvencije (Sample i sur. 2019). Prilikom dizajniranja mMRNA pokusavaju se izbjeéi sljedovi u
5'i 3' UTR koji dovode do stvaranja sekundarnih i tercijarnih struktura jer takve strukture mogu sprijeciti
interakciju s proteinima poput inicijacijskih faktora translacije i pogorsati efikasnost cjepiva (Leppek i
sur. 2018). Kako je to podrucje jos uvijek u zacetku, za trenutana mRNA cjepiva koriste se 5'1 3' UTR
regije mMRNA za sintezu poznatih, jako zastupljenih proteina, poput o i B globina. Ipak, istrazivanja
pokazuju da je za pojedinu mRNA moguce eksperimentalno odrediti 5'i 3' UTR koji najvise odgovaraju
za najvecu sintezu proteina s te mRNA uzimajuci u obzir i razlicitu vrstu stanice. Otkriveno je da isti
UTR moze razli¢ito utjecati na translaciju u ovisnosti o prou¢avanom tipu stanice te se tako koristenjem
odredenog UTR moze ciljano poboljsati translacija u pojedinoj vrsti stanica (Orlandini von Niessen i
sur. 2019). To je sli¢no razli¢itom utjecaju modificiranih baza na translaciju u razli¢itim stanicama.

Osim toga, pocinju se otkrivati i druge uloge UTR osim regulatorne kao $to je stani¢na lokalizacija. Pod
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alternativnu obradu mRNA spada i razliCita interpretacija mjesta za zapocinjanje poliadenilacijskog repa
koja stvara razli€ite varijante mRNA koje se razlikuju samo u 3' UTR regiji. Berkovits i Mayr (2015) su
pokazali kako protein CD47, inace zasluzan sa sprjeCavanje fagocitoze vlastitih stanica, moze biti
lokaliziran u citosolu ili na stani¢noj membrani. Lokalizacija na stani¢noj membrani inace se dogada
kotranslacijskim pozicioniranjem proteina na membrani endoplazmatskog retikuluma te putovanjem
takvog proteina na membrani vezikule koja se fuzionira sa stanicnom membranom i tako dovodi protein
na povrsinu stanice (Alberts 2008). U ovom slucaju dugi 3' UTR sluzi kao mjesto regrutacije proteina
koji ¢e novosintetizirani protein dovesti na povrSinu stanice dok protein sintetiziran s mRNA s kratkim
3' UTR ostaje u citosolu (Berkovits i Mayr 2015). Ovakvo posttranslacijsko pozicioniranje proteina
pomocu UTR nije jo§ iskoriSteno u tehnologiji mRNA cjepiva, ali nudi zanimljivu moguénost za

optimizaciju cjepiva.

2.2.5. Imunogenost MRNA

Ve¢ je spomenuto kako nedostatak nuznih dijelova mRNA moze dovesti do razgradnje mRNA
zbog vlastite nestabilnosti, stani¢nih egzonukleaza, endonukleaza i blokatora translacije koji su dio
stani¢nih obrambenih mehanizama od stranog materijala i dio sustava koji regulira translaciju i stvaranje
pojedinog genskog produkta. Molekula mRNA se sintetizira in vitro, bez uporabe stani¢nih kultura,
koristec¢i plazmid kao kalup s nukleotidnim slijedom odgovaraju¢im Zeljenoj mRNA i promotorom za
odredenu DNA-ovisnu RNA polimerazu, modificirane nukelotide i enzime za sintezu mRNA i doradu
njenih krajeva (Chaudhary i sur. 2021). Cilj tog procesa je nastajanje jednolancane, zrele, eukariotske
MRNA. Takav naéin sinteze ubrzava proizvodnju, ali i omogu¢ava modularnost jer se na jednostavan
nacin, nakon identifikacije novog antigena prilikom izbijanja nove varijante, moze stvoriti novi plazmid
s kojeg ¢e se prepisivati nova mRNA. Nova mRNA i novo cjepivo moraju ponovno proci kroz
sigurnosne provjere (Han 2015), ali proces je mnogo brzi nego kad se cjepivo proizvodili ab ovo.

Glavni problem prilikom sinteze mRNA je nastajanje molekula RNA koje pobuduju obramene
mehanizme u stanici, a nastaju kao nusprodukti sinteze mRNA in vitro, poput dvolan¢anih mRNA i
mRNA bez zaStitnih elemenata na svim mRNA, ili zbog nedovoljno optimiziranog mRNA dizajna

(Chaudhary i sur. 2021; Mu i Hur 2021).

2.2.5.1. Dvolan¢ane molekule RNA

Zasto je nastanak dvolancanih molekula RNA (eng. double-strand RNA, dsRNA) problem i
kako nastaju? U zivotinjskim stanicama RNA u citoplazmi nije dvolancana pa je prisutnost dsSRNA
ekvivalentna prisutnosti stranog genetiCkog materijala u stanici virusnog podrijetla. Zato su se

evolucijski razvili geni ¢iji produkti detektiraju dsRNA, Cine dio signalnog puta i na kraju poti¢u

protuvirusni odgovor stanice koji najéeS¢e ukljucuje stvaranje interferona tipa | (IFN-I) i upalnog
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nuklearnog faktora kapa B (NF-«kB) te zaustavljanje translacije proteina djelovanjem fosforiliranih
inicijacijskih faktora ili degradacijom ukupne RNA u stanici i apoptozu stanice (Mu i Hur 2021). Time
se moze ukljuéiti urodena nespecifiéna imunost koja moze izazvati nezeljene simptome nakon
cijepljenja zbog Cega se to pokusava izbjeci.

U stanici postoji sustav receptora koji ne detektiraju to¢no odredene molekule, ve¢ samo skupinu
molekula, poput dsRNA, stoga se zovu receptori za prepoznavanje uzoraka (eng. pattern recognition
receptors, PPR) jer prepoznaju specificne karakteristike zajednicke svim molekulama te skupine. Dva
glavna kaskadna puta ¢iji receptori za prisutnost dSRNA spadaju u skupinu PRR su citoplazmatski RLR
(eng. RIG-I-like receptors) i endoplazmatski TLR (eng. Toll-like receptors) (Mu i Hur 2021). Obje su
skupine proteina vazne jer su lokalizirane upravo u dijelovima stanice u kojima ¢e se sintetska mRNA
naéi, u citoplazmi i endosomu prilikom endosomalnog bijega. RLR proteini prepoznaju 5'-trifosfate,
5'-disfosfate i Se¢erno-fosfatnu okosnicu dSRNA bez obzira na slijed nukleotida stvarajuéi proteinski
filament oko dsRNA. Takav filament je zatim nukleacijsko srediSte za stvaranje bo¢nog proteinskog
filamenta koji dalje pokrece kaskadni put. RLR imaju ATPaznu aktivnost koja regulira stvaranje i
razaranje filamenta oko dsRNA S§to odreduje minimalnu i optimalnu duljinu dSRNA za stvaranje
filamenta (Wu i sur. 2014). RLR obuhvacaju $irok raspon veli¢ina prepoznatih dsRNA jer postoje
posebni receptorski proteini koji spadaju u RLR, ali se razlikuju u toénom mjestu, mehanizmu i duljini
dsRNA koju vezu. Primjerice, protein RIG-I (eng. retinoic acid-inducible gene 1) i protein MDAS
(eng. melanoma differentiation-associated 5) pripadaju citoplazmatskim RLR s time da RIG-I veze
krace dsRNA, optimalno u rasponu 40 — 150 parova baza, dok MDAS5 veze dsRNA veli¢ine oko 1000
parova baza (Mu i Hur 2021). TLR pokazuju jo$ vecu raznolikost. Lokalizirani Su na unutrasnjoj strani
endosomalne membrane. TLR3, sli¢no proteinima RLR, na nespecifi¢an nacin prepoznaje dsRNA
vezanjem na Secerno-fosfatnu okosnicu, ali ne dolazi do stvaranje proteinskih filamenata, ve¢
dimerizacija TLR3 pokrece signalni put. TLR7 i TLR8 su drugaciji od navedenih receptora jer su
specificni za sljedove nukelotida koji su bogati uracilom pri ¢emu dimeriziraju ili samo vezanje
unaprijed postojec¢eg dimera pokrece signalni put (Blasius i Beutler 2010; Mu i Hur 2021).

Kako bi se rijesili ovi problemi pokusSava se smanjiti udio dsRNA u smjesi sintetske mRNA i
uporabom modificiranih nukleotida smanjiti imunogenost posebnih sljedova nukleotida jer su u zivim
bi¢ima nukleotidi molekula RNA ¢esto modificirani modifikacijama koje ne utjeCu na komplementarno
sparivanje (Moore i sur. 2013).

Dvolan¢ane RNA nastaju prilikom in vitro sinteze mRNA s plazmidnog kalupa zbog
RNA-ovisne sinteze RNA i zbog promotor-neovisne sinteze antisense molekula RNA koje se nakon
proCis¢avanja povezuju za sense molekule mRNA (Mu i Hur 2021). RNA-ovisna sinteza RNA
podrazumijeva da nakon terminacije transkripcije 3' kraj sense mRNA ostaje vezan za RNA polimerazu,
ali se ona odvaja od plazmidnog kalupa. Zatim zbog vrlo fleksibilne okosnice jednolan¢ane RNA dolazi
do okreta za 180° i RNA polimeraza zahvaca uzvodni ve¢ sintetizirani dio mRNA za koju je prihvacena

na 3' kraju i Koristi ju kao kalup za nastavak sinteze RNA (Gholamalipour i sur. 2018). Tako nastaje
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dsRNA s jednolan¢anom omcom. Istrazivanja su pokazala da polimerizacija pri povisenoj temperaturi i
kodiranje poliadenilnog repa u plazmidu smanjuje afinitet DNA-ovisne RNA polimeraze prema RNA
kalupu i pospjeSuje proces terminacije transkripcije, ali ne sprjeGava promotor-neovisnu sintezu
antisense RNA i dimerizaciju sense i antisense RNA nakon pro¢i§¢avanja (Wu i sur. 2020). Promjenom
uvjeta reakcije polimerizacije otkriveno je da povisena koli¢ina Mg?* povecéava koli¢inu antisense RNA,
stoga se pretpostavlja da magnezijevi ioni na neki nacin stabiliziraju konformaciju RNA polimeraze u
fazi elongacije koja se nakon terminacije sense transkripcije moze ponovno vezati za drugi lanac
plazmida, bez promotora, jer je elongacijska konformacija zadrzana (Mu i sur. 2018). Takoder, osim
promjena uvjeta, moguce je promijeniti i enzim. Najcesce je koriStena RNA polimeraza iz virusa T7, ali
kako bi se reakcija mogla provesti pri nizim uvjetima, istrazivala se sinteza RNA koriste¢i RNA
polimerazu psihorfilnog bakteriofaga VSW-3. Rezultati su pokazali smanjen udio dsRNA ¢ak i na

temperaturama nizim od sobne temperature (Xia i sur. 2020).

2.2.5.2. Modificirane baze

Za smanjenje imunogenosti molekula RNA veliku ulogu imaju modificirane dusSi¢ne baze.
Dosad su zabiljeZene prirodno i sintetski modificirane baze poput pseudouridina (y), N6-metiladenozina
(m6A), 5-metilcitidina (m5C), 2-tiouridina (s2U) i N1-metilpseudouridina (m1vy) (Kariko i sur. 2005).
Modifikacije mogu sprijeciti pokretanje upalnog odgovora ili utjecati na proces translacije neovisno o
upalnom odgovoru. Modifikacije dusi¢nih baza umanjuju vezanje TLR7 i TLRS8 i sli¢nih proteina koji
osim okosnice dijelom prepoznaju i specifi¢nosti u slijedu nukleotida i tako ne dolazi do sinteze proteina
upale (Kariko i sur. 2005). Takve modifikacije mogu smanjiti aktivnost RIG-1 i TRL3 proteina (Korman
i sur. 2011), ali ne sprjecavaju proteine koji prepoznaju samo okosnicu dsRNA, poput proteina MDA5
(Wu i sur. 2013), sto znaéi da je uz uporabu modificiranih baza i dalje potrebno §to bolje sprjecavati
nastajanje dSRNA. Modifikacije koje smanjuju imunogenost pokazale su pove¢anu uspje$nost molekula
mRNA u cjepivima u usporedbi s cjepivima koja ne koriste modificirane nukleotide. Primjerice, cjepiva
za virus SARS-CoV-2 proizvodaca Pfizer-BioNTech i Moderna sadrze molekule mRNA kojima su svi
uridini zamijenjeni s m1y, dok cjepiva proizvoda¢a CureVac sadrze molekule mRNA s nemodificiranim
nukleotidima, ali maksimalno smanjenom koli¢inom uridina. Cjepivo proizvodaa CureVac je
termostabilnije, ali pokazuje upola manju efikasnost u zavr$nim fazama klini¢kih ispitivanja (Chaudhary
i sur. 2021). Modifikacije mogu utjecati na proces translacije neovisno o upalnom odgovoru jer razli¢ito
utjecu na translaciju u razli¢itim stanicama dok je RNA-uzrokovan upalni odgovor zajednicki svim
stanicama (Mu i Hur 2021). Osim utjecaja modificiranih nukleotida na mRNA u stanici, zabiljeZeno je
smanjenje dsRNA produkta prilikom in vitro sinteze mRNA koristenjem modificiranih nukleotida (Mu
i sur.2018).
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2.3. Dijelovi mRNA cjepiva — nanocestice

Uz sve probleme vezane za stabilnost i imunogenost molekule mRNA, jasno je da mRNA
cjepiva ne mogu biti samo otopine mRNA, ve¢ ona mora biti zapakirana u vektoru koji ¢e je zastititi od
vanjskih utjecaja. Budu¢i da je taj vektor prvi u dodiru s organizmom, treba zadovoljavati odredene
uvjete: ne smije biti imunogen ni citotoksic¢an, ali mora mo¢i uéi u stanicu (Chaudhary i sur. 2021).
Tehnike unosa nukleinske kiseline poznate su ve¢ od 1960-ih godina jer su se Koristile za in vitro
transfekciju stanica. Do danas postoji mnogo metoda in vitro unosa nukleinska kiselina, problem je
jedino §to su te tehnike vrlo izravne, grube i neprimjenjive za unos nukleinske kiseline in vivo (Hajj i
Whitehead 2017). Kod in vivo unosa, mnogo je manja kontrola nad procesima pronalaska ciljne stanice
i ulaska u stanicu (Nguyen i Szoka 2012) pa razumijevanje i usavrSavanje tih dvaju procesa ¢ini bitan
dio u danas$njim istrazivanjima. Vektori za unos nukleinskih kiselina dijele se na virusne i nevirusne
vektore s time da se virusni vektori sve viSe izbjegavaju jer mogu dovesti do imunosne reakcije te
ugradnjom u genom mogu izazvati mutagenezu i kancerogenezu (Chaudhary i sur. 2021, Nguyen i
Szoka 2012). Zato se sve vi$e koriste nevirusni vektori — nanocestice.

Nanocestice su male Cestice u nanometarskoj i mikrometarskoj skali, vrlo su raznolike u gradi
te se mogu podijeliti na lipidne nanocestice, nano¢estice na bazi polimera, nanocestice na bazi skvalena
i nanocestice s razli¢itim proteinima koji poti¢u penetraciju u stanicu ili antitijela koja ciljaju odredene
stanice. NajkoriStenije, najprosperitetnije i najistraZzenije su lipidne nanocestice jer ostale vrste
nanodestica pokazuju citotoksi¢na svojstva ili imaju kompliciraniju sintezu pa nisu toliko ¢esto koriStene
koliko lipidne nanocestice. Upravo su lipidne nanocestice koristene kao vektori u mRNA cjepivima za
prevenciju zaraze virusom SARS-CoV-2 proizvodaca Pfizer-BioNTech i Moderna (Chaudhary i sur.
2021). Lipidne nanocestice gradene su od cetiri skupine molekula: ionizirajuéi lipidi, kolesterol,

......

daje prostora za optimizaciju nanocestice prema zeljenom ucinku.

2.3.1. Toniziraju¢i lipidi

Glavni dio lipidnih nanocestica su ionizirajuéi lipidi, amfipatske molekule s polarnom glavom
koja je izlozena vodenom mediju i hidrofobnim repovima uklopljenima u lipidni dvosloj nanocestice.
lonizirajuce lipide karakterizira neutralni naboj u pH koji odgovara fiziolo§kim uvjetima u krvi i stanici,
ali pozitivan naboj pri nizim pH vrijednostima. Moguénost posjedovanja pozitivnog naboja klju¢na je
za pakiranje i stabilizaciju mRNA molekule koja je zbog Secerno-fosfatne okosnice polianion (Voet
2010). Takoder, membrane stanice su bogate negativno nabijenim molekulama na necitoplazmatskoj
strani pa pozitivan naboj nanocestice pomaze u fuziji membrana prilikom endosomalnog bijega. Danas

se koriste neutralne nanocestice pa, iako nanocestica u vanstaniénom prostoru nije pozitivno nabijena,
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u eksperimentima s modelnim membranskim sustavima pokazana je uspjeSna fuzija neutralnih
nanodCestica s membranom (Bailey i Cullis 1994).

Do fuzije nanocestica sa stanicom moze do¢i odmah na povrsini stanica, ali ¢eS¢e predlagan
mehanizam je endocitoza cijele nanocestice i zatim endosomalni bijeg. Endosom je endoplazmatski
membranski sustav koji nastaje nakon endocitoze te se sazrijevanjem sve vise zakiseljuje do pH
vrijednosti oko 5 — 6 kada se spaja s lizosomom i sadrzaj se razgraduje lizosomalnim kiselim
hidrolazama (Alberts 2008). Do endosomalnog bijega mora doci prije spajanja endosoma s lizosomom
(Kim i sur. 2021). Prilikom zakiseljavanja endosoma protoniraju se ionizirajuci lipidi nanoCestice i
njihov pozitivan naboj ionskim silama poveze se s negativno nabijenim lipidima unutra$njosti
endosoma. Te ionske sile destabiliziraju lipidni dvosloj nanocestice i endosoma jer se na granici
membrana, koje su u pocetku bile paralelni lipidni dvosloji u tzv. lamelarnoj konformaciji, pozitivno i
negativno nabijeni lipidi pocinju stvarati strukture sliéne micelama, tzv. heksagonalna konformacija.
Nestabilna heksagonalna konformacija se stabilizira fuzijom membrana jer se tada i pozitivno nabijeni
i negativni nabijeni lipidi na istoj strani dvosloja stabiliziraju lateralnim ionskim vezama nabijenih glava
(Nguyen i Szoka 2012).

Ioniziraju¢im lipidima prethodili su nanocestice s kationskim lipidima. Treba uvijek imati na
umu da je organizam naviknut na stanje koje je uobicajeno, a svaka promjena moze izazvati imunosnu
reakciju — na razini lipida i naboja uobicajeno je da su lipidi, glikolipidi i glikoproteini na vanjskoj strani
stani¢ne membrane neutralni ili negativno nabijeni (Voet 2010), stoga pozitivan naboj na nanocestici u
vanstani¢énom prostoru izaziva imunoshu reakciju. To je bio glavni problem s kationskim lipidima —
poticu stvaranje reaktivnih kisikovih vrsta, otpustanje kemokina i citokinina, aktivaciju kaspaza, MAP
kinaza, NF-kB signalnog putem $to sve vodi do upalnog odgovora i apoptoze stanica (Lonez i sur. 2012).
Razvoj ionizirajucih lipida iz kationskih lipida u pocetku je tekao sporo, ali razvojem terapeutika, koji
zahtijevaju prijenos lipidnim nanocéesticama, sve se vise radi na stvaranju raznolikih ionizirajuéi lipida
i istrazivanju za koju su upotrebu pojedini sintetizirani lipidi najpogodniji. Pokazano je da neke vrste
lipida, koje karakterizira ciklicka struktura u glavi ili repovima, mogu sluziti za ciljanu administraciju u
limfocite T (Lokugamage i sur. 2019; Zhao i sur. 2020) ili aktivirati maturaciju dendritickih stanica

imunosnog sustava i antitumorski odgovor (Miao i sur. 2019).

2.3.2. Kolesterol

Kolesterol kao i u bioloskim membranama stabilizira nanocestice sprjeavaju¢i prejaku i
preslabu lateralnu difuziju lipidnih molekula u lipidnom dvosloju nanocestice. Dodatan napredak je
koristenje razlicitih derivata kolesterola. Kolesterol se unosi hranom te hilomikronima dolazi do jetre ili
se sintetizira, pretezito u stanicama jetre. Zatim Se lipoproteinima male gustoce (neg. low-density
lipoprotein, LDL) prenosi iz jetre do svake stanice tijela (Goedeke i Fernandez-Hernando 2012). LDL

se vezu za LDL-receptor i ulaze u stanicu endocitozom. U kasnom endosomu nalazi se par proteina
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Nieman-Pick, tip C1 (NPC1) i tip C2 (NPC2), koji su odgovorni za vezanje i endosomalni bijeg
kolesterola. Medutim, postoji NPC1-ovisha regulacija unosa kolesterola zbog koje se do 70% LDL,
zajedno s kolesterolom, vraca u krvotok, odnosno prilikom unosa nukleinskih kiselina nanoc¢esticama s
prirodnim kolesterolom do 70% nanocestica je vraceno u krvotok $to uvelike smanjuje uspjeSnost unosa
nukleinske kiseline. Koristenje derivata kolesterola povecala je uspje$nost prijenosa, vjerojatno zbog

smanjene interakcije s proteinom NPCL1 (Patel i sur. 2020).

2.3.3. Pomo¢ni lipidi

......

......

koji mogu imati zasic¢ene ili nezasi¢ene repove pri cemu je pokazano da zasi¢eni lanci pogoduju unosu

kratkih, a nezasiceni lanci unosu dugih RNA (Ball i sur. 2018; Kauffman i sur. 2015).

2.3.4. Polietilen-glikolirani lipidi

Zadnja komponenta lipidnih nanocestica je polietilen-glikol (PEG) kovalentno vezan za lipid
koji ga usidruje u lipidni dvosloj nanocestice. Te molekule mogu difundirati iz dvosloja nanocestice u
okolnu otopinu, a njihov poluzivot ovisi o broju ugljikovih atoma u ugljikovodi¢nim repovima
usidrujuceg lipida i molarnoj masi PEG. Veci broj ugljikovih atoma u usidruju¢em lipidu i ve¢a molarna
masa polimera PEG pojacava stabilnost s okolnim lipidnim dvoslojem. To izolira nanocestice od
medusobnog spajanja i tako regulira veliCinu nanocCestica, ali sprjeCava fuziju nanocestica i s
endosomalnom membranom ¢ime se smanjuje unos mMRNA, ali i produzuje prisutnost nanocestica u
krvotoku (Semple i sur. 2001). Stabilizacija nanocCestica, stoga, uzrokuje dvije posljedice koje su
medusobno opreéne te se eksperimentalno treba odrediti optimalna veli¢ina obaju dijelova. Primjerice,
za cjepiva proizvodaca Pfizer-BioNTech i Moderna usidrujuéi lipidi sadrze 13 i 14 ugljikovih atoma u

ugljikovodi¢nim repovima, a molarna masa PEG iznosi 2000 Da (Kim i sur. 2021).
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2.4. Sinteza nanocestica

Lipidne nanocestice imaju jednostavan plan grade i jednostavno se Sintetiziraju, a sa sve ve¢im
obimom istrazivanja, povecava se biblioteka razli¢itih lipida koji se mogu koristiti za razli¢ite svrhe jer
je u pocetku razvoja lipidnih nanocestica nepostojanje velike raznolike uporabljivih ionizirajuci lipida
bilo glavni problem u daljnjem napretku (Chaudhary i sur. 2021). Molekula mRNA sintetizirana in vitro
otopljena je u kiseloj (pH = 4) otopini citrata ili acetata, a lipidne komponente otopljene su u etanolu
(Chaudhary i sur. 2021). Cijevi otopina se spajaju i otopine se mijeSaju u plosnatom prosirenju koje u
srediStu ima stati¢ne izbojke okomite na smjer strujanja tekucina zbog Cega nalikuje na riblje kosti
(eng. staggered herringbone micromixer, SHM) i koji mijesa ubacene tekuéine u roku mikrosekundi
(Shepherd i sur. 2021). Prilikom mije$anja pri niskoj pH vrijednosti ioniziraju¢i lipidi se nabijaju i
privlace negativno nabijenu mRNA, a hidrofobni efekt omogucéava stvaranje nanocestica s lipidnim
dvoslojem na povrsini i mRNA u srediStu. Ipak, zbog potrosivosti SHM u dodiru s etanolom, za
povecanje proizvodnje sve se vise koriste T mijesalice koji se ne troSe, a daju sli¢ne rezultate. Shematski
izgled i karakteristike prikazani su na Slici 3. (Shepherd i sur. 2021). Budu¢i da sinteza ne zahtjeva
kulturu stanica, to smanjuje koli¢inu nezeljenih spojeva koji mogu zaostati nakon procis¢avanja i
omogucava laksu optimizaciju procesa. Nebioloski sustavi su mnogo jednostavniji od zivih, bioloskih
sustava jer je u nebioloSkim sustavima puno jasnija uzro¢no-posljedi¢na veza izmedu promjene
odredenog parametra i dobivenog rezultata. Tako se reguliranjem uvjeta mijeSanja poput brzine
protjecanja svake od smjesa komponenata i brzine ukupne smjese moze odrediti oblik, veli¢ina,

uniformnost veli¢ine i efikasnost punjenja nanocestica (Shepherd i sur. 2021).

Mikrofluidna mijesalica s uzrokom riblje kosti

mRNA kb * male nanocestice (<150 nm)
A W% } o efikasna inkapsulacija (>90%)
e prilagodljiva velicina

I: o o limitirana kompatibilnost

lipidi )
H%p ae

T mijesalica

mRNA

lipidi

lipidne nanocestice

lipidne nanocestice

otapala i materijala mijesalice

o kompatibilnost mijesalice s
otapalima
e moguca masovna proizvodnja

e nije primjeren za mijeSanje
malih volumen poput onih
tijekom istrazivanja

Slika 3. Shematski prikaz i vazne karakteristike mijesalice koriStene u sintezi nanoc¢estica mijeSanjem

otopine mRNA i otopine lipida. (Preuzeto i prilagodeno iz: Shepherd i sur. 2021)




3. Zakljucak

Iako su najkobnije posasti koje su harale u proslosti prosle, to ne znaci da ne dolazi do nastajanja
novih patogena. U ljudskoj je prirodi prilagodavati svoju okolinu sebi i sebi stvarati najugodnije uvjete,
ali zbog toga Cesto se moze zaboraviti kako varijabilnost i prirodna selekcija i dalje postoje. U prirodi
se kroz mnoge generacije i mnoge potomke organizmi mijenjaju, a najvise se mijenjaju mikroorganizmi
jer imaju najkrace generacijsko vrijeme i najviSe potomaka. Novi patogeni se najée$ce razvijaju iz veé
poznatih patogena, ali su dovoljno drugaciji da nadvladaju na$ imunosni sustav i izazovu pandemije.
Prenapucenost Zemlje ljudima jako je povecala opasnost od izbijanja pandemija zato $to se olakSao
prijenos patogena. Brzo Sirenje zaraza je velik problem koji tehnologije prije mRNA cjepiva nisu mogle
pratiti, $to se i pokazalo u pandemiji COVID-19 uzrokovanoj virusom SARS-CoV-2.

Razvoj mRNA cjepiva mozemo dvojako shvatiti. Razvoj mRNA cjepiva od izbijanja pandemije
do klini¢ki odobrenog cjepiva, na primjeru COVID-19, bilo je brzo. Trebalo je vremena da se virus
okarakterizira, da se odabere pravi antigen, da se ispita interakcija virusa i organizma, ali nakon
skupljanja tih klju¢nih informacija cjepivo je brzo sintetizirano i uz poneke optimizacije odmah je
pokazalo dobre rezultate — zato $to je postojala podloga RNA tehnologije ve¢ godinama prije pandemije.

Razvoj mRNA cjepiva moZemo shvatiti i kao proces utemeljivanja RNA tehnologije. Taj proces
nije bio nimalo brz, ali se polako skupljala kriti¢éna masa saznanja koja je omogucila da se od molekule
koja se smatra nestabilnom, RNA, napravi vrlo efikasno cjepivo. Klju¢ uspjeha je jednostavnost ideje —
in vitro sinteza nukleinske kiseline koja je u centralnoj dogmi neposredno prije nastanaka proteina,
mRNA, a stanica sama proizvede protein koji izlucuje ili izlaze na povr$inu, a onda ga imunosni sustav
prepoznaje. Tako su, iako je kljuéna bila ideja, znanja biotehnologije, citobiologije i imunologije
omogucéila ostvarivanje te ideje; mRNA cjepiva ne bi bilo bez poznavanja stani¢nog odgovora na
dvolanane RNA i RNA bogate uridinima, bez modifikacija nukleotida, bez moguénosti brze in vitro
transkripcije i obrade enzimima za postavljanje kape i metilaciju, bez umanjivanja nusprodukata i
uspje$nog procis¢avanja smjese nakon sinteze, bez poznavanja imunosnog odgovora na pozitivho
nabijene nanocestice, bez znanja kako sintetizirati nanocestice koje su na povrsini neutralne, ali u
sredistu pozitivno nabijene §to je nuzno za stabilizaciju ve¢ ionako nestabilne mRNA i bez jo§ mnogo
sitnih optimizacija. Sve znanja skupljena istrazivanjem RNA tehnologije u svrhu RNA-interferencije i
utiSavanja gena omogucila su RNA tehnologiji novu primjenu — mRNA cjepiva i jos uvijek nedovoljno

istrazivane mRNA terapeutike.
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