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Sazetak vii

Sazetak

Ve¢ se desetlje¢ima razvija tehnologija mRNA sintetizirane in vitro transkripcijom, te se
proucava njen potencijal u prijenosu geneti¢ke informacije, ekspresiji proteina u organizmu koji
su kodirani upravo mRNA transkribiranoj in vitro, izazivanju imunolo$kih odgovora i
imunoterapiji. Posljedi¢no tome mRNA transkribirana in vitro pronasla je svoju potencijalnu
primjenu u cjepivima protiv zaraznih bolesti, imunoterapiji za oboljele od karcinoma,
terapijama za nadomjestak proteina, terapiji za ublazavanje alergija, reprogramiranju stani¢ne
sudbine, uredivanju genoma sa nuklezama koje su kodirane s mRNA dobivenom in vitro
transkripcijom i mnogim drugim. Trenutna globalna pandemija SARS-CoV-2 koja je zaustavila
svijet, zahtijevala je brzu i promptnu reakciju te su zahvaljujuci tome iskoriStena sva prethodna
istrazivanja i saznanja o mRNA sintetiziranoj in vitro transkripcijom, ¢iji je pun potencijal
iskoriSten u pravo vrijeme. Upravo je cjepivo na bazi mRNA prvo koje je dizajnirano i prvo

koje je primijenjeno na ljudima kao odgovor na pandemiju.
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1. Uvod 1

1 UVvOD

1.1. Cjepiva

Cjepiva su jedan od najznacajnijih izuma danasnjice te izum koji spaSava najvise Zivota u
povijesti medicine. Temeljna ideja cijepljenja je unos oslabljenog ili inaktiviranog patogena u
organizam koji tom prilikom ne podlijeze zarazi niti bolesti, ali pokre¢e imunoloski odgovor.
Pokretanjem imunosnog odgovora stjeCu se memorijske imunosne stanice koje pokrecu
efikasnu obranu organizma ukoliko se on ponovno susretne s istim patogenom.

Od pocetka utemeljenja i koordiniranja nacionalnih programa imunizacije (60-tih godina
proslog stoljeca), cjepiva su potpuno transformirala javno zdravstvo. U drzavama s programima
visoke procijepljenosti, mnoge bolesti koje su prethodno bile odgovorne za vec¢inu smrtnih
slucajeva kod djece, potpuno su iskorijenjene (slika 1).}?* Prema procjenama svjetske
zdravstvene organizacije, dva do tri milijuna Zivota su spaSeni svake godine zahvaljujuci
trenutnim programima imunizacije. Cjepiva takoder pridonose zna¢ajnom smanjenju smrtnosti
djece mlade od 5 godina u svijetu sa 93 smrti na 1 000 rodenih (1990.). na 39 smrti na 1 000
rodene djece u 2018. godini.l® Cjepiva iskori§tavaju izvanrednu sposobnost visoko razvijenog

ljudskog imunosnog sustava da reagira i pamti susrete s antigenima patogena.*

Adriana Lipov¢ié¢ Zavr$ni rad



1. Uvod 2
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Slika 1. Utjecaj cijepljenja na odabrane bolesti u Ujedinjenom Kraljevstvu. Uvodenje
cijepljenja protiv zaraznih bolesti dovelo je do zna¢ajnog smanjenja u njihovoj ucestalosti (a-
). Povecéanje izvjesca o slucajevima H. influenzae tipa B (d) 2001. godine dovelo do kampanje
za cijepljenje, nakon ¢ega se incidencija smanjila. Za hripavac (f), pad procijepljenosti doveo
je do povecanja slucajeva kasnih 1970-ih i 1980-ih, ali se zatim ucestalost bolesti ponovno
smanjila nakon $to se povecala procijepljenost. Ilustracija je preuzeta i prilagodena prema A. J.

Pollard et al., Nature Reviews Immunology, 21 (2021) 83-100.
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1. Uvod 3

1.1.1. Sto je cjepivo

Cjepivo je bioloski preparat koji se koristi za sigurnu indukciju imunosnog odgovora koji pruza
zaStitu protiv zaraze i bolesti nakon sljede¢eg izlaganja organizma patogenu. Da bi se imunosni
odgovor postigao, cjepivo mora sadrzavati antigene koji su izvedeni iz patogena ili sinteticki
proizvedeni kako bi predstavljali komponente patogena. Esencijalna komponenta vecéine
cjepiva je jedan ili viSe proteinskih antigena koji induciraju imunoloske odgovore u svrhu
pruZzanja zaStite organizma. Medutim, polisaharidni antigeni takoder mogu izazvati zaStitne
imunoloske odgovore i osnova su cjepiva koja su razvijena za sprjecavanje bakterijskih
infekcija, poput upale pluéa i meningitisa uzrokovanih bakterijom Streptococcus
pneumoniae.}* Zastita koju cjepivo pruza mjeri se u klinickim ispitivanjima koja povezuju
imunoloske odgovore na antigen cjepiva sa zavr$nim klini¢kim tockama (kao $to je prevencija
infekcije, smanjenje tezine bolesti ili smanjena stopa hospitalizacije). Pronalazenje imunosnog

odgovora koji korelira sa zastitom organizma moze ubrzati razvoj i dostupnost novih cjepiva.l®

1.1.2. Vrste cjepiva

Cjepiva su opcenito klasificirana kao ziva ili neziva (ponekad ih se naziva i inaktivirana) kako
bi se razlikovala ona cjepiva koja sadrze oslabljene replicirajuée sojeve relevantnog patogenog
organizma od onih koja sadrze samo komponente patogena ili usmrcene cijele organizme (slika
2). Oslabljeni (atenuirani) patogeni sojevi se o€ituju u redukciji virulentnosti bilo kroz namjerne
ili prirodne promjene u genima za virulenciju. Uz tradicionalna Ziva i neZiva cjepiva, u
posljednjih nekoliko desetljeca razvijeno je nekoliko drugih platformi, ukljucujuci virusne
vektore, cjepiva na bazi nukleinskih kiselina RNA i DNA i ¢estica nalik virusu sadrzanih u
cjepivu. Cjepiva sa Cesticama nalik virusu sadrze Cestice gradene od proteina virusa koji
strukturno oponasaju izvorni virus, ali im nedostaje virusni genom te zbog nedostatka
genetskog materijala nisu infektivne.

Razlika izmedu Zivih i nezivih cjepiva je vazna. Ziva cjepiva imaju potencijal za
nekontroliranu replikaciju kod imunokompromitiranih osoba (djeca s primarnim
imunodeficijencijama, osobe s HIV infekcijom ili pojedinci koji primaju imunosupresivne
lijekove i terapiju), $to dovodi do nekih ogranienja u njihovoj uporabi.l® Za razliku od Zivih
cjepiva, neziva cjepiva ne predstavljaju rizik za imunokompromitirane osobe, iako mozda nece

pruziti zastitu onima s deficijencijom B-limfocita ili kombiniranom imunodeficijencijom.

Adriana Lipov¢ié¢ Zavr$ni rad



1. Uvod 4

Neziva cjepiva Cesto se kombiniraju s adjuvansima kako bi se poboljsala njihova sposobnost
izazivanja imunoloskog odgovora (imunogenost). Adjuvans je agens odnosno pomoc¢na tvar

kori$tena u cjepivima kako bi poboljsala imunosni odgovor organizma na antigen.*
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Slika 2. Shematski prikaz razlicitih vrsta cjepiva protiv odredenih patogena. Ilustracija je

preuzeta i prilagodena prema A. J. Pollard et al., Nature Reviews Immunology, 21 (2021) 83-
100.
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1. Uvod 5

1.1.3. Nove tehnologije

Zahvaljujuci potrebi za Sirim imunoloskim odgovorom na cjepivo, brzom reakcijom na nove
patogene i epidemijske situacije te potrebe za brzim i masovnijim razvojem cjepiva, razvijene
su nove platforme cjepiva. Tradicionalno je za razvoj cjepiva bilo potrebno i vise od 10 godina,
ali pandemija COVIDA-19 je pokazala nuznost i hitnost za razvojem cjepiva koje je fleksibilno
te omogucuje brzi razvoj, proizvodnju i moguénost unaprjedenja.’

Cjepiva nove generacije obuhvacaju virusna vektorska cjepiva, te cjepiva na bazi
nukleinskih kiselina. Dok klasi¢na cjepiva koja sadrze cijele organizme patogena zahtijevaju
uzgoj patogena, virusna vektorska cjepiva i cjepiva na bazi nukleinskih kiselina mogu biti
konstruirana koriste¢i samo genetsku sekvencu patogena, ¢ime se znacajno povecava brzina
razvoja i proizvodnih procesa cjepiva.l®

Virusna vektorska cjepiva temelje se na rekombinantnom virusu (koji se moze replicirati ili
ne), u kojem je genom izmijenjen kako bi se omogucila ekspresija ciljanog antigena patogena.
Izlaganje antigena patogena u kombinaciji s podrazajima virusnog vektora koji oponaSa
prirodnu infekciju dovodi do indukcije snaznih humoralnih i staniénih imunosnih odgovora bez
potrebe za pomodénim tvarima odnosno adjuvansima. Potencijalno najve¢a manjkavost virusnih
vektorskih cjepiva je prisutnost ve¢ postoje¢ega imuniteta kad se koristi vektor kao §to je ljudski
adenovirus, koji €esto uzrokuje infekcije kod ljudi. Na srecu, taj problem se moze prevladati
koristenjem vektora kao $to je adenovirus visih primata odnosno majmuna, protiv kojeg gotovo
da i ne postoji stedeni imunitet kod ljudi.>°

Cjepiva bazirana na nukleinskim kiselinama sastoje se od DNA ili RNA koje kodiraju ciljani
antigen, $to potencijalno omogucuje indukciju humoralnog 1 stani¢nog imunosnog odgovora
kad primatelj cjepiva eksprimira kodirane antigene nakon unosa nukleinskih kiselina u stanice.
Velika prednost ovakvog tipa cjepiva je u tome §to su vrlo viSenamjenska te imaju sposobnost
brze i jednostavne prilagodbe proizvodnje u slu¢aju nastanka novog patogena. Tim benefitima
svjedo¢imo i u primjeru trenutne pandemije SARS—CoV-2 gdje su mRNA cjepiva podvrgnuta
klini¢kim testiranjima samo 2 mjeseca nakon §to je identificirana geneticka sekvenca virusa te
su prva licencirana cjepiva u borbi protiv pandemije.'%!! Jedan od nedostataka mRNA cjepiva
je to sto mRNA molekule moraju biti dopremljene direktno u stanice, $to zahtjeva posebne
uredaje za injektiranje, elektroporaciju ili molekule nosace, a sa sobom nose rizik niske stope

transfekcije i ograniene imunogenosti.>'? Nadalje, primjena RNA cjepiva bila je ograni¢ena

Adriana Lipov¢ié¢ Zavr$ni rad



1. Uvod 6

nedostatkom stabilnosti molekule RNA i potrebe za lancem hladenja, medutim napori da se ova

ograni¢enja prevladaju su se u posljednje vrijeme isplatili.}t314

1.2. Ribonukleinska kiselina

Ribonukleinska kiselina (RNA) je iznimno vazna bioloska makromolekula, nosioc brojnih
funkcija u osnovnim i evolucijski o¢uvanim stani¢énim procesima. Polimer je ribonukleotida —
podjedinica sastavljenih od Secera riboze, 1' vezane duSi¢ne baze (adenin, gvanin, citozin i
uracil) te fosfatnih skupina koji povezuju ribonukleotide na 3' i 5' poloZajima riboze i ¢ine
fosfodiestersku okosnicu. Zbog slobodne 2' OH skupine i ¢esto neuredene strukture RNA je
relativno nestabilna i podlozna hidrolizi in vivo jer za razliku od DNA nije sputana prijenosom
geneticke informacije na sljedecu generaciju te posljedicno tome ima svestrane uloge u stanici.
Svakako najvaznija uloga joj je prijenos geneticke informacije s genetskog zapisa u obliku
DNA u jezgri do ribosoma odnosno mjesta translacije, to jest biosinteze proteina u citoplazmi.
RNA se sintetizira u stani¢noj jezgri enzimom RNA-polimerazom u procesu zvanom
transkripcija gdje se koristi jedan lanac DNA kao kalup za transkripciju te nastaje njemu
komplementarna RNA molekula. Novonastala RNA molekula se nakon transkripcije doraduje
i enzimatski modificira te joj se naj¢esc¢e dodaje poliadenilni rep na 3' kraju i metilgvanozinska
kapa na 5' kraju (eukarioti). Glasnicka RNA (mRNA) sluzi kao posrednik izmedu DNA 1
proteina, kodirana je tako da svaka njena 3 uzastopna nukleotida odgovaraju jednoj
aminokiselini buduceg proteina. MRNA se prevodi u protein u procesu zvanom translacija, a
svaki njen kodon prepoznaje prijenosna RNA (tRNA) koja zatim donosi ispravnu
aminokiselinu na mjesto sinteze proteina u ribosomu. Ribosom je pretezito graden od rRNA te
se u njemu ocituje 1 kataliticka uloga RNA molekula — rRNA izmedu ostalog katalizira 1

stvaranje peptidne veze novonastalog proteina.

Adriana Lipov¢ié¢ Zavr$ni rad



2. Prikaz odabrane teme 7

2. PRIKAZ ODABRANE TEME

2.1. Odgovor organizma na antigen

Adaptivni imunitet se uspostavlja kontaktom s antigenom patogena koji izaziva zarazu ili
cijepljenjem te tijelo proizvodi antitijela, a odgovor organizma u obliku antitijela se naziva
humoralni imunitet. Adaptivni imunosni odgovor posredovan je humoralnim imunitetom koji
se ponajvise oCituje u B-limfocitima koji proizvode antitijela za odredeni antigen te staniénim
imunitetom koji je posredovan citotoksicnim T-limfocitima. Dosadasnja istrazivanja ukazuju
na to da antitijela poduprta T-limfocitima pomagac¢ima (CD4+) imaju glavnu ulogu u prevenciji
infekcije, dok su citotoksi¢ni T-limfociti (CD8+) nuzni za kontrolu i uklanjanje potvrdene

reakcije.!

Cjepivo

O———Antigen iz cjepiva

o
v o Ao A Adjuvant (sadrzi
° signale opasnosti)

Proliferacija memorijskih
Dendriticka B limfocita
stanica

PRR
NP
“ MHC tipa II o Sazrijevanje odgovora
N 14 . . Topljivi antitijela
\ Peptid antigena antigen -
CD4* T limfocit B /
Aktivacija i
transport u Pomo¢ T limfocita Proliferacija
limfni évor Diferencijacija plazma stanica
i proizvodnja antitijela
J B limfocit

Pomo¢ T
limfocita

CD8"T

efektorski
. I limfocit
ipal CD8" T
CD8" T limfocit L. memorijski

limfocit

E Dugozivuce
: plazma stanice

Slika 3. Imunosni odgovor nakon imunizacije sa konvencionalnim proteinskim antigenom.
Tlustracija je preuzeta i prilagodena prema A. J. Pollard, et al, Nature Reviews Immunology,
21 (2021) 83-100.
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2. Prikaz odabrane teme 8

Cjepivo se injektira u misi¢ (Slika 3), a proteinski antigen preuzimaju dendritiCne stanice
(antigen-prezentirajuce stanice), koje se aktiviraju putem receptora za prepoznavanje uzoraka
(PRR—pattern recognition receptors) signalima opasnosti u adjuvansu, a zatim se transportiraju
u limfni ¢vor. Glavni kompleks histokompatibilnosti (MHC-Major histocompatibility
complex) izlaze peptide antigena iz cjepiva na povrSini dendriti¢ne stanice $to aktivira T-
limfocite kroz njihov receptor (TCR-T cell receptor). T-limfociti poti¢u razvoj B-limfocita u
limfnom ¢voru u kombinaciji sa signalizacijom (od strane topljivog antigena) kroz receptor B-
limfocita (BCR-B cell receptor). Razvoj B-limfocita ovisan o T-limfocitima rezultira
sazrijevanjem odgovora antitijela kako bi se povecao afinitet antitijela i inducirali razli¢iti
izotipovi antitijela. Stvaranje kratkozivuéih plazma-stanica, koje aktivno Iuce antitijela
specifi¢na za protein iz cjepiva, dovodi do brzog porasta razine antitijela u krvnom serumu u
sljedeca 2 tjedna. Takoder se proizvode memorijski B-limfociti koji su posrednici imunosnog
pamcenja. Dugozivuée plazma stanice koje mogu nastaviti stvarati antitijela desetlje¢ima,
putuju u niSe kostane srzi. CD8+ memorijski T-limfociti mogu se brzo umnozavati kada naidu

na patogen, a CD8+ efektorski T-limfociti uklanjaju zaraZene stanice.!

2.2. Farmakologija mRNA
Temeljni koncept koristenja MRNA transkribirane in vitro (IVT—in vitro transcribed) kao vrste
terapeutika je u prijenosu definirane geneticke informacije u stanice pacijenta bilo u svrhu
prevencije ili promjene stanja odredene bolesti.*®

Proucavana su dva nacina primjene IVT mRNA. Prvi je prijenos mRNA u stanice pacijenta
ex vivo, nakon ¢ega pacijent natrag usvaja transfektirane stanice te se ova metoda koristi kod
inzenjeringa genoma, genetskog reprogramiranja, imunoterapija za tretiranje karcinoma i
zaraznih bolesti (baziranih na T leukocitima i dendriti¢koj stanici) i nekim od postupaka
proteinske nadoknade. Drugi princip, direktno injektiranje IVT mRNA u pacijenta te doprema
do stanica, koristi se za prevenciju infektivnih bolesti, u onkologiji 1 u tolerizacijskim reZimima
za lijecenje alergija.®®

Transfektirane stanice koriste se za in vivo translaciju odredene geneticke poruke u
odgovarajuci protein, koji je farmakoloski aktivan produkt. IVT mRNA dizajnirana je tako da
bude nalik potpuno procesiranim zrelim molekulama mRNA koje prirodno nastaju u citoplazmi
eukariotskih stanica.!* IVT mRNA je jednolan¢ana, posjeduje 5' kapu i 3' poliadenilni rep.
Otvoreni okvir za ¢itanje (ORF—-open reading frame) koji kodira protein od interesa definiran
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je i omeden start i stop kodonom, a uz njega su sa svake strane netranslatirajuce regije (UTR-
untranslated regions).*®

MRNA se sintetizira iz DNA kalupa kao §to je linearni plazmid ili PCR (polymerase chain
reaction) produkt u sustavu za koji nije potrebna cijela stanica. Transkripciju provodi RNA-
polimeraza iz faga T7, T3 ili Sp6 u prisutstvu nukleotida, nakon ¢ega se 5' kapa dodaje
enzimatski jer DNA kalup kodira sve strukturne elemente funkcionalne IVT mRNA osim 5'
kape. Zavrsno sa sintezom mRNA, DNA kalup razgraduju enzimi za razgradnju DNA (DNaze)
te se mRNA pro¢iséava metodama za izoliranje nukleinskih kiselina.'41516

Citoplazma stanice je primarni stani¢ni odjeljak odgovoran za farmakodinamicku aktivnost
MRNA. Za razliku od mRNA koja prirodno nastaje u stanici i u citoplazmu mora uéi iz jezgre,
IVT mRNA se unosi u stanicu iz ekstracelularnog prostora. Dva su klju¢na ¢imbenika koji
utjecu na citoplazmatsku bioraspolozivost IVT mRNA, neovisno o tome je li IVT mRNA
stanicama dopremljena u organizmu in vivo ili ex vivo transfekcijom izvan organizma. Prvi je
razgradnja vrlo aktivnim sveprisutnim RNazama (enzimi za razgradnju RNA) kojih ima u
izobilju u ekstracelularnom prostoru te ogoljena mRNA vrlo brzo podlijeze njihovoj razgradnji.
Drugi je stani¢na membrana koja onemoguéuje pasivnu difuziju velike negativno nabijene
molekule mRNA u citoplazmu. U nacelu, eukariotske stanice sposobne su aktivno zahvatiti
golu mRNA, ali u veéini stanica razlicite vrste brzina apsorpcije i citoplazmatski prijenos su
minimalni (manje od 1 na 10 000 molekula pocetnog unosa mRNA). Formulacijom IVT mRNA
s kompleksnim agensima koji Stite mRNA od razgradnje RNazama u ekstracelularnom prostoru
te olakSavaju njen unos u stanicu, moze se poboljSati transfekcija stanica kao i stani¢na
apsorpcija. U ex vivo dopremi mRNA u stanice za efikasnost procesa moze se Koristiti
elektroporacija u puferu u odsutnosti RNaza.™ Elektroporacija je mikrobiologka tehnika u kojoj
se na stanice primjenjuje elektri¢no polje kako bi se povecala propusnost staniéne membrane
za tvari iz ekstracelularnog prostora. Jednom kad je IVT mRNA prevladala stani¢nu barijeru 1
usla u citoplazmu, za nju vrijede ista bioloska i biokemijska pravila posredovana istim
kompleksnim stani¢nim mehanizmima koji reguliraju stabilnost i translaciju, kao 1 za prirodnu
mRNA sintetiziranu u stani¢noj jezgri.'**°

MRNA je u citoplazmi podvrgnuta stani¢noj translacijskoj masineriji te se proizvodi protein
koji prolazi kroz post-translacijske modifikacije, $to rezultira pravilno smotanim, potpuno
funkcionalnim, bioaktivnim proteinom. Vrijeme poluzivota IVT mRNA kalupa i proteinskog

produkta klju¢ne su odrednice za farmakokinetiku lijekova na bazi mMRNA. Nakon generiranja
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kodiranog proteina, njegovo daljnje odrediste odreduju signalni peptidi koji mogu biti
svojstveni prirodnoj proteinskoj sekvenci ili dizajnirani za usmjeravanje proteina u Zeljeni
stani¢ni odjeljak unutar stanice domacina. Protein se takoder moze izluciti kako bi djelovao na
susjedne stanice, a ako se izlu¢i u krvotok moze djelovati na udaljene organe. mMRNA
transkribirana in vitro, se u konacnici razgraduje u fizioloskim procesima, smanjujuci rizik
metabolicke toksi¢nosti.**

Za imunoterapijske pristupe, procesi obrade kodiranog proteina kljucni su za odredivanje
njegove farmakodinamike. Proteini kodirani IVT mRNA, kao i endogeno generirani proteini,
razgraduju se u proteasomima i prezentiraju na molekulama glavnog kompleksa
histokompatibilnosti (MHC—Major histocompatibility complex) klase I do citotoksi¢nih CD8+
T-limfocita. U pravilu unutarstanic¢ni proteini ne dosezu put obrade MHC klase I u svrhu
induciranja CD4+ T-limfocita pomagaca. Medutim, uvodenjem sekrecijskog signala u
sekvencu koja kodira antigen, moze se posti¢i odgovor T-limfocita pomagaca, jer signal za

sekreciju preusmjerava proteinski antigen u izvanstrani¢ni prostor.t®

2.3. Optimizacija stabilnosti i translacije mMRNA

Koli¢ina IVT mRNA potrebne za terapijski u€inak i trajanje lijeCenja ovisi o mnogo faktora,
ukljucujuéi predvidenu biolosku funkciju kodiranog proteina, njegov nacin djelovanja, kao i
jacinu te vrijeme poluzivota, koji ¢e se razlikovati za nekoliko redova veli¢ine za razlicite
primjene mMRNA terapeutika. Za u¢inkovitu indukciju imunosnog odgovora kod ljudi dovoljan
je nanogram do mikrogram visoko antigenih proteina. Nasuprot tome, za dopremu sistemski
aktivnih faktora rasta, hormona ili monoklonskih antitijela potreban je miligram ili ¢ak gram
proteina. Iterativnom optimizacijom translacijske mo¢i i unutarstani¢ne stabilnosti [IVT mRNA,
koli¢ine proteina koje se mogu generirati po jedinici mRNA znatno su povecane. Kako bi se
sustavno poboljSala unutarstanicna stabilnost i u¢inkovitost translacije, uloZeni su znatni napori
za modificiranje strukturnih elemenata IVT mRNA osobito 5' kape, 5' i 3' UTR-a, kodirajuce
regije 1 poliadenilnog repa (slika 4). PoboljSanja uzrokovana modifikacijama dovela su do
proizvodnje znacajnih razina kodiranog proteina u duljem vremenskom periodu, u rasponu od

nekoliko minuta do dulje od jednog tjedna.'>+7:18:19
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Poliadenilni rep
Kodirajuca sekvenca -Zamaskirani/nemaskirani
Modifikacije 5° kape -optimizirana upotreba kodona za poliadenilni rep koji utjeée na
-Bez kape, funkcionalna u bolju i uéinkovitiju translaciju translaciju
kombinaciji s IRES -optimizirana upotreba baza radi -Duljina poliadenilnog repa utjece na
-Analozi kape koji posreduju smanjenja razgradnje stabilnost
vezanje za elF4E endonukleazama ‘Modificirani nukleotidi inhibiraju
-Analozi kape koji onemoguéuju | 5pg Poliadenilnirep —{ deadenilaciju
uklanjanje 5” kape
s @ —»-2a  [FUIR
S'UTR 5 UTR ORF 3 UTR “Elementi sekveence koji posreduju
-Elementi regulatorne sekvence vezanje proteina ukljuenih u
koji se vezu za molekule ukljucene translaciju mRNA
u translaciju mRNA CijelaIVT mRNA -Sekvenca suzbija deadenilaciju
‘Sekvence koje inhibiraju 5°- -koristenje modificiranih nukleozida za mRNA
egzonuklfl:aznu razgradnju moduliranje urodenog imunosnog
‘IRES-ovi odgovora

‘Inzenjering povoljnih sekundarnih
struktura optimizacijom sekvenci

Slika 4. Klju¢ni elementi (IVT) mRNA transkribirane in vitro i strategije za njihovu

modifikaciju. [lustracija je preuzeta i prilagodena prema U. Sahin, et al, Nature reviews Drug
discovery, 13, (2014) 759-780.

2.3.1. 5'Kapa

Robusna translacija mRNA zahtjeva funkcionalnu strukturu 5' kape te je ona nuzna za efikasnu
sintezu proteina iz mMRNA. mRNA Kkoja prirodno nastaje u stanici posjeduje 7—
metilgvanozinsku kapu (m’G) povezanu pomocu 5'-5'-trifosfatnog mosta (ppp) (struktura
m’GpppN) s mRNA tijekom procesa transkripcije. Vezanje 5'-kape na eukariotski faktor
inicijacije translacije 4E (EIF4E) klju¢no je za ucinkovitost translacije, dok njeno vezanje na
enzime za dekapiranje (enzimi za uklanjanje kape sa mMRNA) mRNA DCP1, DCP2 ili DCPS
regulira raspad mMRNA.1>? Razligite verzije 5'-kape mogu se dodati tijekom ili nakon
transkripcije pomocu ,,Vaccinia virus Capping Enzyme®, inkorporirajuci sinteticku kapu ili
anti-reverznim analozima kape s obzirom na okvir &itanja.** Prvi pristup dodavanja kape na
IVT mRNA je izvodenje drugog koraka nakon inicijalne sinteze, s rekombinantnim ,,Vaccinia
virus Capping Enzyme*.'>?! Dobivena struktura kape identi¢na eukariotskoj strukturi kape koja
se najces¢e pojavljuje u prirodi. Drugi pristup koji se ¢eSc¢e koristi je dodavanje sintetickog
analoga kape u in vitro reakciji transkripcije te izvodenje dodavanja kape i in vitro transkripcije
u jednom koraku. Medutim, glavno ogranicenje ovog pristupa je to Sto se analog kape i GTP
nukleotid potrebni za in vitro transkripciju natjecu, Sto rezultira time da nekolicina mRNA

ostane bez kape i translacijski neaktivna. 1
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Rana istrazivanja mMRNA provedena su s IVT mRNA generiranom s m’GpppG analogom
kape, a veéina klini¢kih ispitivanja koja su u tijeku jo§ uvijek koriste ovu vrstu mRNA 52223
Medutim, znacajan dio analoga m’GpppG inkorporiran je u reverznoj orijentaciji u mRNA te
je stoga neprepoznat u translaciji, $to rezultira nizom translacijskom aktivno$¢u. Sukladno tome
uvedeni su takozvani anti-reverzni analozi kape (ARCAs; m,”* ~ °GpppG). mRNA s ARCA
kapom pokazale su superiornu translacijsku uéinkovitost u razli¢itim tipovima stanica,>242526
Naknadno je razvijena analogna kapa ARCA koji sadrzi fosforotioat te ona omogucuje
otpornost na dekapiranje mMRNA pomoc¢u DCP2, ¢ime se dodatno produljuje vrijeme poluZzivota
MRNA.1%2728 Pokysi na misevima pokazali su da IVT mRNA koja sadrzi kapu modificiranu
fosforotioatima inducira snazne imunoloske odgovore na kodirani protein, a odgovori su bili
jaci od onih induciranih mRNA s kontrolnom kapom.!®,?® Utjecaj analoga kape na translaciju i

stabilnost IVT mRNA ovisi 0 vrsti stanice i stanju stani¢ne diferencijacije.’>?’

2.3.2. Poliadenilni rep
Poliadenilni rep takoder igra vaznu regulatornu ulogu u translaciji i stabilnosti mRNA; te se na
mMRNA mora dodati optimalna duljina poliadenilnog repa bilo izravno iz kodiraju¢eg DNA-
kalupa ili pomo¢u poliadenilat-polimeraze.** Poliadenilni rep regulira stabilnost i translacijsku
u¢inkovitost mRNA u sinergiji s 5' kapom, unutarnjim ribosomskim mjestom ulaza i raznim
drugim odrednicama.>3 Na IVT mRNA rep se dodaje kodiranjem poliadenilnog dijela u
kalupu vektora iz kojeg se transkribira ili reakcijom u dva koraka u kojoj se IVT mRNA
produljuje enzimatski koriste¢i rekombinantnu poliadenilat-polimerazu. Rekombinantna
poliadenilat-polimeraza omogucuje ugradnju modificiranih nukleotida u poliadenilni rep kako
bi se sprije¢ila deadenilacija nukleazama specifiénim za poliadenilni rep.!>3! Takoder,
istrazivan je pristup i s razli¢itim analozima adenozina kao $to je kordicepin (3'-
deoksiadenozin), medutim on nije povecao vrijeme poluzivota mRNA. Razlog u neucinkovitost
kordicepina kao analoga vjerojatno lezi u tome $to je on terminator lanca i stoga se ugraduje
samo na krajnjoj 3' poziciji.*>3233

Ogranicenje enzimske poliadenilacije je u tome da se svaka priprava RNA sastoji od smjese
specija RNA koje variraju u duljini poliadenilnog repa. Nasuprot tome, in vitro transkripcija iz
DNA-kalupa rezultira molekulama RNA definirane duljine poliadenilnog repa, pa je stoga

pozeljnija ukoliko je IVT mRNA namijenjena za klinicku upotrebu. Analize dendriti¢nih
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stanica pokazale su da 3' kraj poliadenilnog repa ne smije biti maskiran dodatnim bazama te da

je optimalna duljina poliadenilnog repa izmedu 120 i 150 nukleotida.t>72®

2.3.3. 5'i 3" netranslatirane regije (UTR-ovi)
5'1 3' netranslatirane regije sadrze regulatorne elemente za koje je identificirano da moduliraju
translaciju i stabilnost endogene mRNA, stoga je strategija za optimizaciju translacije i
stabilnosti IVT mRNA u stanicama takoder i inkorporiranje 5'- i 3'-UTR-a. Mnoge IVT mRNA
sadrze 3'-UTR-ove a- i B-globina mRNA koje sadrze nekoliko elemenata sekvence koji
povecavaju stabilnost i translaciju mRNA.1>183% Stabilizacijski u¢inak humanih 3'-UTR
sekvenci B-globina dodatno se pojacava koriStenjem dva humana 3'-UTR-a B-globina
rasporedena u smjeru od glave do repa.’>!’ Nadalje, razli¢ite regije stani¢nih i virusnih 5'- i 3'-
UTR-a povecavaju stabilnost i translacijsku ucinkovitost mRNA. 3'-UTR iz mRNA
eukariotskog elongacijskog faktora 1o (EEF1A1) i 5'-UTR element prisutan u mnogim mRNA
ortopoks-virusa, inhibiraju dekapiranje mRNA i 3' — 5' egzonukleoliticku degradaciju.t>%%
Ponekad je pozeljna i destabilizacija mRNA kako bi se ogranicilo trajanje proizvodnje proteina
u stanici, te se ona moze postici uklju¢ivanjem elemenata bogatih adeninom i uracilom u 3'-
UTR-u, ¢ime se osigurava brza razgradnja mRNA i kratko trajanje ekspresije proteina.t>%’

5" i 3' netranslatirane regije prate¢i kodiraju¢u sekvencu znacajno utjeCu na stabilnost i
translaciju mRNA , §to je kljuéno za izradu i mogucnost primjene cjepiva. Te regularne
sekvence se mogu dobiti od virusnih ili eukariotskih gena te znacajno povecavaju vrijeme

poluzivota i ekspresiju terapeutskih mRNA.14

2.3.4. Kodirajuca sekvenca
Sastav kodiraju¢e sekvence znacajno utjeCe na ucinkovitost translacije. Zamjena rijetkih
kodona s ¢esto koristenim sinonimnim kodonima, uz obilje tRNA koje ih prepoznaju u citosolu,
poboljsava translacijski prinos jer ponovna upotreba iste tRNA ubrzava translaciju zahvaljujuéi
amino-acilaciji tRNA u blizini ribosoma.*>383° Okolina kodona, susjedni kodoni i nukleotidi
takoder utje¢u na brzinu translacijske elongacije i translacijsku u¢inkovitost. IVT mRNA s
optimiziranim kodonima uspjesno su koristene u studijama cjepiva protiv virusnih infekcija i
za ekspresiju nevirusnih proteina.*>4°

Obogacivanje gvanin:citozin parovima predstavlja jos jedan oblik optimizacije sekvenci za

koji se pokazalo da povecava razinu mRNA u stabilnom stanju in vitro i ekspresiju proteina in
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vivo.1*4142 Tako se ekspresija proteina moZe pozitivno modulirati promjenom sastava kodona
ili uvodenjem modificiranih nukleozida, takoder je moguce da bi ovi oblici manipulacija
sekvenci mogli utjecati na sekundarnu strukturu mRNA, kinetiku, toc¢nost translacije i
istodobno smatanje proteina te ekspresiju kripticnih epitopa T stanica prisutnih u alternativnim
okvirima ¢itanja.}*4344%° Svi ovi ¢imbenici mogu potencijalno utjecati na veli¢inu ili
specifi¢nost imunoloskog odgovora .24

Postoje valjani razlozi za suzdrzavanje od uporabe optimiziranih kodona. Neki proteini
zahtijevaju sporiju translaciju kako bi se stigli pravilno smotati te je sporija translacija osigurana
rijetkim kodonima u mRNA sekvenci.’®* Takoder zadrzavanje izvornog otvorenog okvira
Citanja moze biti korisno za neka IVT mRNA cjepiva. Kad je IVT mRNA translatirana u
razli¢itim okvirima ¢itanja zbog ribosomskog pomicanja okvira ¢itanja ili kada se translacija
zapoéinje interno ili sa CUG start kodonom.*®,**8 Optimizacija kodona bi trebala eliminirati

ove vazne izvore antigenskih peptida.
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Slika 5. Nacela farmakologije mRNA koja kodira antigen. Ilustracija je preuzeta i prilagodena

prema U. Sahin, et al, Nature reviews Drug discovery, 13, (2014) 759-780.
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2.4. Imunostimulatorna aktivnost IVT mRNA i moduliranje
imunogenosti

Egzogena mRNA, u svojoj je osnovi imunostimulirajuca, jer ju prepoznaju razli¢iti urodeni
imunoloski receptori na povrsini stanica, endosomni i citosolni receptori (slika 6), $to ovisno o
terapijskoj primjeni mRNA moze biti korisno ili §tetno.1**° U primjenama mRNA kao terapije
za nadoknadu proteina, aktivacija urodenog imunosnog sustava je veliki nedostatak. Za
cijepljenje snazan imuno-stimulacijski u¢inak i unutarnja pomoc¢na aktivnost IVT mRNA su
prednosti jer pruzaju poticanje sazrijevanja dendritickih stanica §to dovodi do snaznih stani¢nih
i humoralnih imunosnih odgovora specifiénih za antigen.'*® Vrsta imunosnog odgovora ovisi
o nizu C¢imbenika ukljuujuéi karakteristike vrste i veli¢inu cestica u koje je mRNA

1530 VT mRNA inducira imunolosku stimulaciju aktiviranjem receptora za

ugradena.
prepoznavanje uzoraka (PRR) ¢ija je prirodna uloga identificirati i reagirati na virusne RNA
induciranjem razli¢itih posljedi¢nih u¢inaka.™

U imunoloskim stanicama Toll-nalik receptori (TLR-Toll-like receptors) TLR3, TLR7 i
TLR8, koji se nalaze u endosomskom odjeljku stanica, aktiviraju se endocitoziranom IVT
mRNA i induciraju lucenje interferona. TLR3 prepoznaje dvolancanu RNA (dsRNA), dok
TLR7 i TLR8 detektiraju jednolanéanu RNA (ssRNA).*31%2 polijuridilat (poly(U)) je
najmoéniji induktor interferona i djeluje putem TLR7.1%52

Medutim, urodeni imunoloski osjet mRNA takoder je povezan s inhibicijom ekspresije
antigena i moZe negativno utjecati na imunoloski odgovor,14°354

RNA citoplazmatski senzori posreduju u imunoloskoj stimulaciji i utje¢u na uéinkovitost
translacije mRNA, §to u konacnici dovodi do zaustavljanja translacije, razgradnje RNA i
izravne antivirusne aktivnosti. Ovi u¢inci djelomi¢no su posredovani protein-kinazom koju
aktivira RNA (PKR; takoder poznatom kao EIF2AK2), koja fosforilira eukariotski faktor
inicijacije translacije 2a (eIF20) i u konacnici inhibira translaciju mRNA.**>°

Studije su tijekom proteklih nekoliko desetljeca pokazale da se imunostimulatorni profil
mRNA mozZe modelirati pro¢iS¢avanjem IVT mRNA, uvodenjem modificiranih nukleozida te
kompleksiranjem mRNA s razli¢itim molekulama nosa¢ima.'*%*%* Enzimski sintetizirani
pripravei mRNA sadrze oneciS¢enja u obliku dvolancane mRNA (dsRNA) kao aberantne
produkte in vitro reakcije. Dvolan¢ana RNA je imitacija virusnih genoma i intermedijera
replikacije te je stoga mocan molekularni motiv povezan s patogenom (PAMP- pathogen-

associated molecular pattern) koji je detektiran receptorima za prepoznavanje motiva u
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mnogim stani¢nim odjeljcima. PAMP je ocuvana molekularna struktura koju proizvode
mikroorganizmi te je prepoznata kao signal upalne opasnosti od strane raznih urodenih
imunosnih receptora. Prepoznavanje IVT mRNA kontaminirane sa dsRNA rezultira robusnom
proizvodnjom interferona tipa I, koji pojacava ekspresiju i aktivaciju PKR i 2'-5'-oligoadenilat
sintetaze (OAS), §to dovodi do inhibicije translacije i razgradnje stanicne mRNA, odnosno
ribosomske RNA. Onecis¢enja dsRNA mogu se ucinkovito ukloniti iz IVT mRNA
kromatografskim metodama kao $to su brza proteinska tekuc¢inska kromatografija s obrnutom
fazom (FPLC-fast protein liquid chromatography) ili teku¢inskom kromatografijom visoke
djelotvornosti (HPLC-high-performance liquid chromatography). Odgovarajuce procis¢avanje
IVT mRNA je ¢ini se kljuéno za maksimiziranje proizvodnje proteina u dendritickim Stanicama
1 za izbjegavanje nezeljenog urodenog imunosnog odgovora, s obzirom na to da se pokazalo da
pro¢igéavanje pomoéu FPLC poveéava sintezu proteina iz IVT mRNA za do 1000 puta.l4>*
Kad se jednolan¢ane RNA dopremaju u stanice egzogeno, osim onecis¢enja dSRNA, one su
I same po sebi PAMP, s obzirom na to da ih prepoznaju TLR7 i TLRS8 $§to rezultira
proizvodnjom interferona tipa 1.}** Deimunizirana IVT mRNA mozZe biti proizvedena
ugradnjom modificranih nukleozida koji se javljaju u prirodi, kao §to su pseudouridin, 2-
tiouridin, 5-metiluridin, 5-metilcitidin ili N6-metiladenozin.®® Ugradnja modificiranih
nukleozida u IVT mRNA se pokazala kao parcijalni supresor prepoznavanja dsRNA, supresor
intrinzi¢éne adjuvantske aktivnost IVT mRNA kao i supresor inhibicijskih ucinaka na
translaciju'® te je pokazano da je mMRNA modificiranih nukleotida efikasnije translatirana od
nemodificirane MRNA in vitro i in vivo u primarnim dendrit¢kim stanicama i misu453%¢, VT
mMRNA s modificiranim nukleotidima izbjegavaju aktivaciju TLR7 i TLRS, a pokazalo se da
neke od njih, ukljucujuéi pseudouridin i 2-tiouridin, ¢ine IVT mRNA nedetektiranom pomocu
PKR. !° Znagajno je da su opaZene najveée razine proizvodnje proteina u dendriti¢kim
stanicama kad je mRNA bila kromatografski procis¢ena FPLC-om i kad je posjedovala
modificirane nukleotide.'* Takoder, kad su dsRNA one¢iséenja kromatografski eliminirana, a
s njima i svaka preostala TLR3 aktivacija, modificirana mRNA viSe nije inducirala nikakav
imunostimulacijski uc¢inak. lzvanredna translacija mRNA modificirane pseudouridinom

pripisuje se poveéanoj stabilnosti i smanjenom vezanju za PKR 155758
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a) Nemodificirana, neproc¢iS¢ena mRNA b) Prodis¢ena mRNA, modificiranih nukleotida
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Slika 6. Prepoznavanje mRNA cjepiva od strane urodenog imunosnog sustava. Urodeno
imunosno prepoznavanje dvije vrste mRNA cjepiva od strane dendriti¢kih stanica (DC).
MRNA senzori — zuto, antigen — crveno, DC faktori sazrijevanja -zeleno, peptid sa MHC-om
— plavo s crvenim. Navedeni su glavni poznati RNA senzori, isprekidana strelica predstavlja
reduciranu ekspresiju antigena (lijevo). Ilustracija je preuzeta i prilagodena prema N. Pardi, et
al, Nature reviews Drug discovery 17, (2018) 261-279.

Nasuprot tome, imunostimuliraju¢a svojstva mRNA mogu se povecéati dodavanjem pomocéne
tvari — adjuvansa, kako bi se povecala ucinkovitost nekog mRNA cjepiva. To ukljucuje
tradicionalne adjuvanse, kao i nove tehnologije koje iskoristavaju intrinzicnu imunogenost
mRNA 1ili njezinu sposobnost kodiranja imunomodulirajuéih proteina. Samorepliciraju¢a RNA
cjepiva pokazala su povecanu imunogenost i ucinkovitost nakon formuliranja RNA u
kationskoj nanoemulziji na temelju licenciranog adjuvansa MF59 (Novartis).}**° Drugi princip
je kombinacija mRNA koje kodiraju tri proteina imunoaktivatora: CD70, ligand CD40
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(CD40L) i konstitutivno aktivan TLR4 (TriMix). TriMix mRNA je poveéala imunogenost
ogoljene, nemodificirane, neprocis¢ene mRNA u viSe studija o cjepivima za tretiranje
karcinoma, a posebno je povezana s povec¢anim sazrijevanjem dendriti¢kih stanica i imunosnim
odgovorima citotoksi¢nih T-limfocita (CTL).}4%° Na citokinski profil induciran mRNA
dopremom takoder utje¢u vrsta mRNA nosaca i veli¢ina kompleksa mRNA s nosacem, Stovise
platforma cjepiva RNActive (CureVac AG)!*®1%2 ovisi 0 svom nosacu kako bi osigurala
adjuvantnu aktivnost. U ovom slu¢aju, antigen se eksprimira iz ogoljene, nemodificirane,
MRNA optimizirane sekvence, dok adjuvantnu aktivnost osigurava zajednic¢ki dopremljena
RNA kompleksirana s protaminom (polikationski peptid), koji djeluje putem signalizacije
TLR7.148263 Qvaj format cjepiva izazvao je povoljne imunoloske odgovore u vise pretklini¢kih
studija na Zivotinjama za cijepljenje protiv zaraznih bolesti i tretiranje karcinoma.46465
Nedavna studija dala je mehanisticke podatke o adjuvantnosti RNAaktivnih cjepiva kod
miseva in vivo i ljudskih stanica in vitro. Pokazana je snazna aktivacija TLR7 (mi$ i Covjek) i
TLR8 (Covjek) proizvodnja interferona tipa I, proupalnih citokina i kemokina nakon
intradermalne imunizacije. Slicno adjuvantno djelovanje takoder je pokazano u kontekstu
cjepiva koja nisu na bazi mRNA, a koriste RNAdjuvant (CureVac AG), nemodificiranu,

jednolananu RNA stabiliziranu kationskim peptidnim nosacem.4636

2.5. Doprema mRNA cjepiva u stanicu

Uc¢inkovita doprema IVT mRNA u stanice in vivo je od krucijalne vaznosti za postizanje
terapijskih uc¢inaka. Egzogena mRNA mora prodrijeti kroz lipidnu stani¢nu barijeru kako bi
usla u citoplazmu u kojoj se dogada proces translacije mRNA u funkcionalni protein.
Mehanizmi unosa mMRNA u stanicu ovise 0 vrsti stanica, a fizikalno-kemijska svojstva mRNA
kompleksa znacajno utje¢u na dopremu u stanice te raspodjelu po organima. Dva su glavna
pristupa dopreme mRNA u stanice — prvi je unos mRNA u dendriti¢ke stanice ex vivo, nakon
¢ega slijedi ponovna infuzija transfektiranih stanica u pacijenta, a drugi je izravna parenteralna
injekcija mRNA sa ili bez molekula nosaca u pacijenta (Tablica 1). Ex vivo unos u dendriticke
stanice omogucuje preciznu kontrolu stani¢éne mete, ucinkovitu transfekciju, ali je vrlo skup
kao oblik stani¢ne terapije te radno- intenzivan i zahtjevan pristup cijepljenju.t*®” Izravno
injektiranje mMRNA je iznimno brzo, financijski isplativo i jednostavno, ali je manje precizan

naéin dopreme i manje u¢inkovito za dopremu u specifi¢ne vrste stanica.'*
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Aktivni unos mRNA je u vecini stanica neucinkovit i zasi¢enje je prisutno pri vrlo malim
dozama mRNA. Iznimka su nezrele dendriticke stanice, koje su specijalizirane za konstantno
upijanje ekstracelularne tekucine tijekom uzorkovanja svoje okoline, jer unose mRNA
makropinocitozom i na taj na¢in je akumuliraju s visokom u¢inkovito§¢u na linearni nezasi¢en
nac¢in u koncentracijskim rasponima iznad nekoliko redova veli¢ina. Kao posljedica toga, za
dopremu mRNA u vecinu ostalih stani¢nih vrsta potrebne su odgovarajuc¢e formulacije za
zastitu IVT mRNA od izvanstani¢ne razgradnje posredovane RNazama i olakSavanje njezinog

ulaska u stanice (slika 7). Dva su glavna cilja povezana s dopremom IVT mRNA: jedan je

posti¢i dovoljno visoku neto razinu kodiranog proteina, a drugi je unos u velik broj stanica.

15,68

VRSTA
VRSTA SUSTAVA RUTA
DOPREME DOPREME MODELNOG META
ORGANIZMA
KOMERCIALNI intranazalno mi ovalbumin-eksprimirajuc¢i modeli
TRANSFEKCIISKI REAGENS karcinoma (OVA)
i ... virus gripe, melanom, karcinom pluéa ne-
PROTAMIN intradermalno " t\'/or, S\.lmja ! malih stanica, rak prostate, virus
ljudski . , . .
bjesnoce, OVA, Lewisov rak pluca
PROTAMIN LIPOSOM intravenozno mis rak pluéa
POLISAHARIDNA CESTICA potkozno mis i zec Virus gripe
virus gripe, respiratorni sincicijski virus
KATIONSKA . mis, zec, tvor i (RSV), HIV-1, humani citomegalovirus
intramuskularno . -
NANOEMULZIJA rezus makaki (HCMV), Streptococcus spp, hepatitis C
virus (HCV) i virus bjesnoce
KATIONSKI POLIMER _potkozno mig virus gripe i HIV-1
intranazalno
KATIONSKI POLIMERNI . oy . . a
LIPOSOM intravenozno mis melanom i rak guserace
intradermalno
KAZEI,\\;;IZV':;;%?NA intaven?zno mis HIV-1i OVA
potkozno
KATIONSKI LIPID, intravenozno virus gripe, melanom, virus misje
KOLESTEROL potkozno mis leukemije, OVA, humani papilomavirus
NANOCESTICA intrasplenicno (HPV) i rak crijeva
KATIONSKI LIPID, intradermalni mis, pamucni . . . . .
KOLESTEROL, POLIETILEN | intramuskularno §takopr ireus 2K Virus, virus gripe, RSV, HCMV, virus
GLIKOL NANOCESTICA potkozno makaki bjesnoce i melanom
NANOCESTICA intramuskularno mig virus gripe, virus ebole, Toxoplasma
DENDRIMERA gondii i zika virus

Tablica 1. Strategije kompleksiranja mRNA za in vivo dopremu. Podaci su preuzeti i

prilagodena prema N. Pardi, et al, Nature reviews Drug discovery 17, (2018) 261-279.
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2.5.1. Exvivo transfekcija dendritickih stanica

Dendriticke stanice su najmo¢nije antigen-predstavljajuce stanice imunoloskog sustava. One
iniciraju adaptivni imunoloski odgovor internalizirajuci i proteoliticki obradujuéi antigene te
prezentirajuc¢i ih CD8+ i CD4+ T-limfocitima na glavnim kompleksima histokompatibilnosti
(MHC), odnosno na MHC tipa | i Il. MHC tipa I je polimorfni set proteina izrazen na svim
stanicama sa jezgrom, koji prezentira antigen citotoksi¢énim CD8+ T-limfocitima pomagac¢ima
u obliku proteoliticki obradenih peptida, duzine oko 8 — 11 aminokiselina. MHC 11 je polimorfni
set proteina izrazen na antigen-predstavljaju¢im stanicama i odredenim drugim vrstama stanica,
koji prezentira antigen CD4+ T-limfocitima pomagacima u obliku proteoliti¢ki obradenih
peptida, duzine oko 11 — 30 aminokiselina. Dendriticke stanice takoder mogu predstaviti
antigen i B-limfocitima te tako inducirati odgovor antitijela (Slika 3 i 5).24%° S obzirom na to
da su dendriticke stanice vrlo podlozne transfekciji, predstavljaju atraktivhu metu za
transfekciju mMRNA cjepivom in vivo i ex vivo. lako se pokazalo da dendriticke stanice

1470 y&inkovitost ex Vvivo

internaliziraju ogoljenu mRNA kroz razli¢ite endocitne puteve,
transfekcije obi¢no se povecava elektroporacijom: molekule mMRNA prolaze kroz membranske
pore nastale visokonaponskim impulsom i izravno ulaze u citoplazmu.*"* Elektroporacija je
vrlo favorizirana u ex vivo dopremi zbog svoje visoke ucinkovitosti transfekcije bez potrebe za
kompleksiranjem mRNA i molekulom nosacem. Trensfektirane dendriticke stanice zatim se
ponovno vraéaju u autologno cjepivo primatelja za pokretanje imunosnog odgovora. Vecina
opisanih ex vivo cjepiva izaziva pretezno stani¢no posredovani imunoSni stoga Su se

prvenstveno Koristili za lijecenje karcinoma.'*®’

2.5.2. Injektiranje ogoljene mRNA in vivo

Ogoljena mRNA uspjesno se koristi za imunizacije in vivo, 0sobito u formatima koji preferirano
ciljaju na antigen-predstavljajuce stanice, kao u intradermalnim i intranodalnim injekcijama.
Nedavno je izvjesteno da su ponavljane intranodalne imunizacije ogoljenom, nemodificiranom
MRNA koja kodira neoantigene povezane s tumorom, generirale robusne odgovore T-limfocita
i povedale prezivljavanje bez progresije.1*’%’2 Ovakav na¢in dopreme MRNA nalazi primjenu
u individualiziranim neoepitopskim mRNA cjepivima gdje se visokoproto¢no sekvenciranje
koristi za identifikaciju svake jedinstvene somatske mutacije uzorka tumora pojedinog
pacijenta. Time se omogucava racionalni dizajn neoepitopa tumorskog cjepiva na nacin

specifi¢an za svakog pacijenta.*"3
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2.5.3. Kompleksiranje s protaminom

Kationski peptidni protamin se pokazao kao dobra zastita od razgradnje mRNA serumskim
RNAazama.'*’* Nazalost, zbog jadine interakcija izmedu protamina i mRNA, mRNA
kompleksirana s protaminom pokazala je ograni¢enu ekspresiju proteina i djelotvornost u
modelu cjepiva za tretiranje karcinoma.*™ S obzirom na to RNA kompleksirana s protaminom
se ne koristi samostalno kao cjepivo na bazi nukleinske kiseline i ekspresijski vektor, nego je

svoju primjenu nasla kao imunoloski aktivator i pomoéna tvar u drugim cjepivima.462

2.5.4. Doprema na bazi kationskih lipida i polimera

Vrlo ucinkoviti reagensi za transfekciju mRNA na bazi kationskih lipida ili polimera, poput
TransIT-mRNA (Mirus Bio LLC) i Lipofectamine (Invitrogen), komercijalno su dostupni i
dobro djeluju u mnogim primarnim stani¢nim kulturama i stani¢nim linijama karcinoma, ali
&esto pokazuju ograni¢enu djelotvornost in vivo ili visoku razinu toksiénosti.}#%3% Posljedi¢no
tome, postignut je velik napredak u razvoju i dizajnu slicnih kompleksiraju¢ih reagensa za
sigurnu i ué¢inkovitu upotrebu in vivo. U posljednjih nekoliko godina, kationski lipidi i polimeri,
ukljuCuju¢i i dendrimere (visoko uredene, razgranate polimerne molekule), postali su
rasprostranjeno koristeni mediji za primjenu mRNA. Podru¢je mRNA terapeutika je poprilicno
profitiralo od prethodnih znacajnih ulaganja u in vivo dopremu male interferirajuée RNA
(siRNA), gdje se lipidne nanocestice za dopremu koriste vise od desetljeca. Lipidne nanocestice
(LNP — lipid nanoparticles) postale su jedan od najprivlacnijih i naj¢esc¢e koristenih alata za
dopremu mRNA. Lipidne nanocestice se najceSce sastoje od Cetiri komponentne: nabijenog
kationskog lipida, polietilen-glikola vezanog za lipide (PEG — polyethylene glycol), kolesterola
i fosfolipida. Nabijeni kationski lipid promice spontano sklapanje u ¢esticu veli¢ine virusa (~
100 nm) i omogucuje endosomsko oslobadanje mRNA u citoplazmu. Polietilen-glikol
povecava vrijeme poluzivota formulacije, kolesterol sluzi kao stabilizacijsko sredstvo, a
fosfolipidi koji se prirodno nalaze u Eestici, podupiru strukturu lipidnog dvosloja. lako su brojna
istrazivanja prikazala u¢inkovitu in vivo dopremu siRNA sa LNP,'*7® tek nedavno je pokazano
da su lipidne nanocestice moc¢ni alati za in vivo dopremu samoreplicirajuée RNA i
konvencionalne nereplicirajuée = mRNA. Meta sistematski dopremljenih mRNA-LNP
kompleksa je uglavnom jetra zbog vezanja apolipoproteina E i kasnijeg unosa u hepatocite
posredovanog receptorom,**’” a pokazano je da intradermalna, intramuskularna i potkozna

primjena proizvode produzenu ekspresiju proteina na mjestu injekcije.!*’8’® Mehanizmi
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oslobadanja MRNA iz liposomskih nanocestica u citoplazmu nisu u potpunosti razjasnjeni, ne
samo za umjetne liposome nego i za egzosome Kkoji se javljaju u prirodi.14

Veli¢ina i trajanje proizvodnje proteina iz mMRNA-LNP cjepiva moze se in vivo djelomi¢no
kontrolirati promjenom nacina primjene. Intramuskularna i intradermalna primjena mRNA-
LNP-a rezultira dugotrajnijom ekspresijom proteina od sistemskih ruta dopreme (krvozilni
sustav). Eksperimentom dokazano, vrijeme poluzivota luciferaze krijesnica kodirane pomocu
MRNA bilo je viSe od tri puta duze nakon intradermalne injekcije nego nakon intravenozne
dopreme. 14

Kinetika ekspresije mMRNA - LNP moze biti povoljna za induciranje imunoloskih odgovora.
Postojana dostupnost antigena tijekom cijepljenja pokreta¢ visokog titra antitijela i odgovora
B-limfocita i folikularnih pomagackih T-limfocita (Trn) u germinalnom centru (GC).**8! Ovaj
proces potencijalno pridonosi faktoru djelovanja mRNA-LNP cjepiva modificiranih nukleotida
koja se isporucuju intramuskularnim i intradermalnim putem.*82 Tey-limfociti imaju kljuénu
ulogu u zastitnom imunitetu pomazuéi B-limfocitima da proizvedu antitijela protiv stranih
patogena, identificirane su kao iznimno vazna populacija imunoloskih stanica koje cjepiva
moraju aktivirati kako bi generirale snazne 1 dugotrajne neutralizirajuce reakcije protutijela,

osobito protiv virusa koji izbjegavaju humoralni imunitet. 1483
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Slika 7. Glavne metode dopreme mRNA u cjepivima. ). Ilustracija je preuzeta i prilagodena

prema N. Pardi, et al, Nature reviews Drug discovery 17, (2018) 261-279.

2.6.

MRNA kao cjepivo za infektivne bolesti

Pretklinicke studije stvorile su nadu da ¢e mRNA cjepiva ispuniti mnoge kriterije idealnog
klini¢kog cjepiva: pokazala su povoljan sigurnosni profil kod zivotinja, prilagodljiva su i brzo
se mogu dizajnirati za nove zarazne bolesti te su podlozna skalabilnoj proizvodnji dobre
proizvodacke prakse (GMP — good manufacturing practice). GMP je zbirka smjernica i
postupaka osmiSljenih kako bi jam¢ili dosljednu proizvodnju visokokvalitetnih i sigurnih
farmaceutskih proizvoda te se GMP materijali moraju koristiti za klinicka ispitivanja na

ljudima. Za razliku od imunizacije proteinima, nekoliko formata mRNA cjepiva inducira
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snazne reakcije citotoksicnih CD8+ T-limfocita, zbog ucinkovite prezentacije endogeno
proizvedenih antigena na molekulama MHC tipa I, uz snazne odgovore CD4+ T-limfocita
pomagaéa.l*®8 7a razliku od imunizacije pomoéu DNA, mRNA cjepiva pokazala su
sposobnost stvaranja snaznih neutraliziraju¢ih odgovora antitijela u Zivotinjama sa samo
jednom ili dvije imunizacije niske doze. Kao rezultat, mRNA cjepiva izazvala su zastitni
imunitet protiv raznih uzro¢nika zaraze u zivotinjskim modelima.!47986

Dva glavna tipa RNA cjepiva koriStena su protiv zaraznih patogena: samorepliciraju¢a RNA
cjepiva (SAM - self-amplifying mRNA vaccines) i nereplicirajuta mRNA cjepiva.
Nerepliciraju¢a MRNA cjepiva mogu se dalje razlikovati po nac¢inu dopreme: ex vivo unosenje

transfektiranih dendriti¢kih stanica ili izravno in vivo injektiranje u razlic¢ita anatomska mjesta.

2.6.1. Samoreplicirajuca mRNA cjepiva

Samorepliciraju¢a mRNA cjepiva (SAM) temelje se na genomu alfavirusa, gdje su geni Kkoji
kodiraju mehanizam replikacije RNA netaknuti, a geni koji kodiraju strukturne proteine
zamijenjeni sekvencom za antigen od interesa.**8” Puna duljina RNA je oko 9000pb i mozZe se
lako proizvesti in vitro transkripcijom iz DNA kalupa. Sistem SAM cjepiva omogucava
produkeciju velike koli¢ine antigena iz iznimno malih doza cjepiva, zahvaljujuéi unutarstani¢noj
replikaciji antigen-kodiraju¢e RNA. Imunizacija s 10ug ogoljenog SAM cjepiva koje kodira
RSV fuzijski protein (F) ili hemaglutinin virusa influence (HA), rezultirala je odgovorima
antitijela i djelomi¢nom zastitom od letalnih posljedica virusne infekcije kod miseva.}48
Znacajno poboljSanje ucinkovitosti SAM cjepiva donio je i1 razvoj RNA kompleksiraju¢ih
agensa — samo 100 ng cjepiva koje kodira RSV F protein (Respiratory Syncytial Virus Fusion
Glycoprotein), kompleksirano sa lipidnim nanocesticama (LNP) , razultiralo je snaznim
imunosnim odgovorom T i B-limfocita kod miseva, a 1pg izazvalo je zatitni imunoloski
odgovor protiv infekcije RSV-om u intranazalnom sustavu stakora.'*#° Daljnje studije pokazale
su imunogenost ovog oblika cjepiva protiv razli¢itih virusa u vise vrsta organizama, ukljucujuéi
humani citomegalovirus (CMV), virus hepatitisa C 1 virus bjesno¢e kod miseva, HIV-1 u
ze¢evima, HIV-1 i humani CMV u rezus majmunu.4%984.9 SAM RNA koja kodira antigene
influence, u kompleksu s hitosanom koji sadrzi LNP ili polietilenimin (PEI) izazvala je
imunoloske odgovore T i B-limfocita kod mi$eva nakon potkozne dopreme.*%1:92 Razvijanjem
platforme za dopremu cjepiva koja se sastojala od kemijski modificiranog ioniziranog

dendrimernog kompleksa u LNP, demonstrirano je da intramuskularna dostava RNA-replikona

Adriana Lipov¢ié¢ Zavr$ni rad



2. Prikaz odabrane teme 25

koji kodira virus gripe, virus Ebole ili antigene Toxoplasma gondii, $titi miSeve od smrtonosne
infekcije.149

Takoder je dokazano da je cijepljenje s RNA replikonom koji kodira Zika virus,
formuliranim na isti nacin, izazvalo antigen-specifi¢na antitijela i odgovore CD8+ citotoksi¢nih
T-limfocita kod miseva.'*®® Siroku primjenu platforme SAM cjepiva dodatno potvrduje studija
o imugenosti i umjerenoj zastitnoj ucinkovitosti SAM cjepiva protiv bakterijskih patogena,
streptokoka skupine A i B.14%

Jos jedna od prednosti SAM cjepiva je ta $to stvaraju vlastite pomoc¢ne tvari - adjuvanse u
obliku dsRNA struktura, meduprodukata replikacije i drugih motiva koji mogu pridonijeti
njihovoj visokoj snazi. Medutim svi ti motivi su ujedno i PAMP, odnosno signali za uplanu
opasnost — Sto moZe otezati moduliranje upalnog profila ili reaktogenosti SAM cjepiva.
Dodatno, ograni¢enja na veli¢inu inserta ve¢a su za SAM cjepiva nego za mRNA koja ne
kodiraju gene replikona, a imunogenost replikacijskih proteina teoretski moze ograniciti

ponovnu uporabu.*

2.6.2. mRNA cjepiva u obliku transfektiranih dendritickih stanica

Ex vivo transfekcija dendriti¢kih stanica ¢esto je koriStena metoda u istraZivanjima za Stvaranje
stani¢no posredovanog imuniteta protiv karcinoma. Razvoj cjepiva protiv zaraznih bolesti
koristenjem ovog pristupa uglavnom je bio ograni¢en na terapijsko cjepivo za HIV-1. Pojedinci
zarazeni HIV-1 na visoko aktivnoj antiretrovirusnoj terapiji lije¢eni su autolognim dendritickim
stanicama elektroporiranim s MRNA koje kodiraju razlicite antigene HIV-1, te su procjenjivani
stani¢ni imunoloskim odgovori.'*%* [strazivanje se pokazalo sigurnom i izazvalo je antigen-
specificne odgovore CD4+ i CD8+ T-limfocita, ali nije primije¢ena klini¢ka korist. Druga
studija na ljudima proucavala je cijepljenje dendritiCkim stanicama transfektiranim s CMV
pp65 (cytomegalovirus rekombinantni protein) mRNA kod zdravih ljudskih dobrovoljaca i
primatelja alogenih mati¢nih stanica te je izvijestila 0 indukciji i ekspanziji CMV-specifi¢nih

stani¢nih imunologkih odgovora. 4%

2.6.3. Direktno injektiranje nereplicirajucih mRNA cjepiva
Nereplicirajuéa mRNA cjepiva koja se direktno injektiraju su vrlo pozeljan oblik cjepiva zbog
svoje jednostavne i ekonomicne primjene, osobito u okolnostima gdje su ograniceni resursi.

lako je vrlo rano pokazano da je imunizacija s MRNA, kompleksiranom u liposomima, koja
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kodira nukleoproteine virusa gripe, izazvala imunosne odgovore citotoksi¢nih T-limfocita u
misevima, prva demonstracija zastitnih imunoloskih odgovora mRNA cjepiva protiv zaraznih
patogena objavljena je prije samo nekoliko godina.}*%9° Intradermalna primijenjena
nekompleksirane mRNA koja kodira razli¢ite antigene virusa gripe u kombinaciji s adjuvansom
(RNA kompleksiranom s protaminom) pokazala se imunogenom u vise Zivotinjskih modela i
zastitila je miSeve od smrtonosnog ishoda bolesti. *

Imunizacija s RNAktivnom platformom na bazi protamina, koja kodira glikoprotein virusa
bjesnoce, takoder je izazvala zaStitni imunitet protiv smrtonosnog intracerebralnog virusa kod
miSeva i snazne neutralizirajuée reakcije antitijela kod svinja.!4!% Zatim je provedeno
istrazivanje ovog cjepiva kod 101 zdravog ljudskog dobrovoljca.'*%! Ispitanici su primili 80—
640ug mRNA cjepiva tri puta injekcijom s iglom ili bez igle, intradermalno ili intramuskularno.
Sedam dana nakon cijepljenja, gotovo svi sudionici prijavili su blage do umjerene reakcije na
mjestu ubrizgavanja, a 78% je dozivjelo sustavnu reakciju (groznicu, glavobolju i zimicu).
Postojao je jedan ozbiljniji slucaj koji je vjerojatno bio povezan s cjepivom: prolazan i umjeren
slucaj Bellove paralize. Kod 98% primatelja injekcije s iglom nisu generirale neutraliziraju¢a
antitijela. Nasuprot tome, doprema bez igle izazvala je promjenjive razine neutralizirajucih
antitijela, od kojih je veéina dosegla vrhunac iznad ocekivanog zastitnog praga, ali je potom
uvelike oslabila nakon godinu dana kod ispitanika koji su dugotrajno praceni. Objasnjenje
razli¢ite imunogenosti izmedu Zivotinja 1 ljudi koji su primili ovo cjepivo te izmedu dva nacina
dopreme bit ée informativno za dizajn budugih cjepiva pomoéu ove platforme.'*

Druga cjepiva protiv zaraznih bolesti uspje$no su koristila sustave za dopremu na bazi lipida
ili polimera. Kationski 1,2-dioleoiloksi-3-trimetilamonijpropan (DOTAP) i
dioleoilfosfatidiletanolamin (DOPE) lipidi kompleksirani s mRNA koja kodira HIV-1 gag
protein, generirali su antigen-specifiéne reakcije CD4+ i CD8+ T-limfocita nakon potkozne
dopreme u misevima.'*1%2 Dvije druge studije pokazale su da se mRNA sa kompleksom
polietilenimina (PEI) mogu ucinkovito dopremiti miSevima za induciranje imunolo§kih
odgovora specificnih za HIV-1: potkozno dopremljena mRNA koja kodira HIV-1 gag protein
izazvala je odgovore CD4+ i CD8+ T-limfocita, te intranazalno dopremljena mRNA Kkoja
kodira HIV-1 podjedinicu ovojnice gp120 proteina presla je epitel nosa i generirala imunoloske
odgovore specifiéne za antigen u nosnoj Supljini. Intravenoznom imunizacijom kod miSeva
koriste¢i mRNA s kompleksom lipida koja kodira HA protein virusa gripe aktivirali su se T-

limfociti nakon jedne doze.4103
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MRNA cjepiva modificiranih nukleotida predstavljaju novu i vrlo u¢inkovitu kategoriju
MRNA cjepiva. Prvo objavljeno izvjesce pokazalo je da mRNA koja kodira prM-E protein Zika
virusa, te je modificirana 1-metilpseudouridinom, pro¢iséena FPLC-a i kompleksirana LNP-
om, jednom intradermalnom injekcijom uz upotrebu samo 50ug (0,02 mg kg™*) cjepiva izaziva
imunoloske odgovore kod rezus majmuna.’*8® Naknadna studija druge skupine testirala je
slicno dizajnirano cjepivo protiv Zika virusa na miSevima i dokazala je da jedna
intramuskularna imunizacija izaziva umjerene imunoloske odgovore, a dodatno cijepljenje
rezultiralo snaznim i zastitnim imunoloskim odgovorima.*82 Ovo cjepivo takoder je sadrzavalo
modificirani nukleozid 1-metilpseudouridin, ali koristenje proc¢is¢avanja FPLC-om ili druge
metode uklanjanja onecis¢enja dSRNA nije spomenuto. Nedavna naknadna studija proucavala
je isto cjepivo na modelu cijepljenja majke sa fetalnom infekcijom. Dvije imunizacije smanjile
su infekciju Zika virusom kod fetalnih miseva za nekoliko redova veli¢ine i potpuno omogudéile
prezivljavanje fetusa. 1419

Takoder je ispitivana imunogenost mRNA cjepiva modificiranih nukleotida s LNP
kompleksom, koje nije prethodno pro¢is¢eno FPLC-om, a kodira proteine HA10
neuraminidazu (H10N8) i H7N9 gripe te je testirano na miSevima, tvorovima, primatima
(makakijima) i po prvi put na ljudima.'*" Pojedina¢na intradermalna ili intramuskularna
imunizacija s niskim dozama (0,4-10ug) mRNA koja kodira protein HA virusa influence te je
kompleksirana s LNP-om, izazvala je zastitne imunoloSke odgovore protiv homolognog virusa
influence kod miSeva. Sli¢ni su rezultati postignuti kod tvorova i makaki majmuna nakon
imunizacije s jednom ili dvije doze od 50-400ug cjepiva potvrdujuéi da se snaga mRNA-LNP
cjepiva odnosi takoder i na veée Zivotinje, ukljuéujuéi primate.*

Na temelju ohrabrujucih pretklini¢kih podataka, zatim su zapocela dva klini¢ka ispitivanja
I. faze za procjenu imunogenosti i sigurnosti nukleozidom modificiranin mMRNA -LNP cjepiva
kod ljudi. Sudionici su primili malu koli¢inu (100ug) mRNA cjepiva koje kodira HLON8 HA
intramuskularno, a imunogenost je izmjerena 43 dana nakon cijepljenja. Cjepivo se pokazalo
imunogenim kod svih ispitanika, mjereno inhibicijom hemaglutinacije i testom
mikroneutralizacije antitijela.*"® Titri antitijela bili su iznad oéekivanog zastitnog praga, ali su
bili umjereno niZi nego u zivotinjskim modelima. Ve¢ina cijepljenih ispitanika prijavila je blagu
do umjerenu reaktogenost (bol na mjestu ubrizgavanja, mijalgija, glavobolja, umor i zimica), a

tri su subjekta prijavila ozbiljnije reakcije na mjestu ubrizgavanja ili sistemski odgovor sli¢an
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prehladi. Zakljuceno rezultatima, prijavljena razina reaktogenosti sli¢cna je onoj kod

tradicionalnih oblika cjepiva.*

2.7. Pandemija SARS — CoV -2

Krajem prosinca 2019. godine, prijavljeni su sluc¢ajevi upale plu¢a nepoznate etiologije u gradu
Wuhanu u Kini. Uzro¢nik je bio pozitivni jednolan¢ani RNA koronavirus punog naziva — Teski
akutni respiratorni sindrom koronavirus 2 (SARS-CoV-2 — Severe acute respiratory syndrome
coronavirus 2). SARS-CoV-2 izazvao je znacajnu epidemiju COVID-19 u Kini, a zatim se
ubrzo prosirio po cijelom svijetu te je epidemija dosegla pandemijski razmjer ve¢ u ozujku
2020. Pandemija COVIDA-19 je trenutno i u kolovozu 2021. godine teska globalna kriza s
pogubnim zdravstvenim, socijalnim i ekonomskim utjecajem te je do kolovoza 2021. godine
odnijela vise od &etiri milijuna Zivota diljem svijeta,10>106.107

Globalna pandemija COVIDA-19 zahtijevala je hitnu intervenciju u obliku procjepljivanja
populacije, a razvoj cjepiva je krenuo odmah nakon objavljivanja cijele sekvence genoma
koronavirusa 11. sije¢nja 2020. mRNA cjepiva su u doba ove zdravstvene Kkrize iskoristila svoj
puni potencijal te je ameriCka biotehnoloska tvrtka Moderna stvorila kandidatsko mRNA
cjepivo u svega 42 dana od analize sekvence virusa.'®

SARS-CoV-2 sadrzi cCetiri glavna strukturna proteina, proteine ugradene u virusnu
povrSinsku ovojnicu: protein Siljka (S), membranski protein (M) 1 protein omotnice (E) 1 protein
koji se nalazi u jezgri ribonukleoproteina, a zove nukleokapsid (N). Veéina istrazivanja o
cjepivima protiv COVID-19 ukljucuje generiranje imunosnog odgovora na cijeli ili dio proteina
siljka (engl. spike protein ili protein S) koji je jedinstven za virus SARS-CoV-2.1%

BNT162b2 (BioNTech i Pfizer) je mRNA cjepivo modificiranih nukleotida koje kodira
antigen za vezujuc¢u domenu SARS-CoV-2 (RBD - receptor-binding domain) proteina Siljka.
Cjepivo se isporucuje u lipidnim nanocesticama s ciljem ekspresije proteina Siljka. Injektira se
intramuskularno, u dvjema dozama, u razmaku od tri tjedna. Kod skladistenja i otpreme mora
biti smrznuto (ultrahladno skladi$te) na temperaturi od —70 °C. Jednom odmrznuto, stabilno je
u hladnjaku do 5 dana, a na sobnoj temperaturi 2 sata. Cjepivo je imalo 95% djelotvornosti u
sprjecavanju simptomatske COVID-19 kod druge doze ili sedam dana nakon druge doze
cjepiva. Taj je ucinak procijenjen nakon analize 170 potvrdenih slucajeva COVID-19 (8 u

skupini koja je primila cjepivo i 162 u placebo skupini) medu 36 523 sudionika u dobi od 16
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godina i starijih. Devet od deset teskih slucajeva bolesti koji su se dogodili tijekom studije bili
su u placebo skupini. Lokalni i sistemski $tetni u¢inci ovisili su o dozi i bili su relativno Cesti
nakon druge doze. Vecina ih je bila blage ili umjerene tezine (tj. nije sprijecila svakodnevne
aktivnosti). Medu sudionicima mladim od 55 godina vru€ica se pojavila u 16%, a jak umor 4%,
glavobolja 3% i zimica u 2% slucajeva. Zabiljezeni su rijetki slucajevi Bellove paralize (Cetiri
u skupini koja su primila cjepivo i nijedan u placebo skupini). Sli¢ni su nalazi pojavili su se ve¢
kod cijepljenja s drugim mRNA cjepivima (RNAKtivna platforma na bazi protamina koja kodira
glikoprotein virusa bjesnoce), pa je opravdano kontinuirano pra¢enje moguée povezanosti
Bellove paralize s cjepivom.1%®

MRNA-1273 (Moderna) cjepivo takoder Kkoristi nuklezidno modificiranu mRNA
dopremljenu u lipidnoj nanocestici za ekspresiju proteina Siljka. Daje se intramuskularno, u
dvjema dozama od 100pug, u razmaku od 28 dana. Kod skladiStenja i otpreme mora biti
smrznuto na temperaturi od —25 do —15°C. Jednom odmrznuto, stabilno je u hladnjaku na 2—
8°C do 30 dana, a na sobnoj temperaturi (8—25°C) 12 sati. Djelotvornost cjepiva bila je 94,1%,
a to je procijenjeno u ispitivanju koje je ukljucilo 30 420 dobrovoljaca nasumi¢no rasporedenih
u omjeru 1:1 u placebo i cijepljenoj skupini. Simptomatska bolest COVID-19 potvrdena je kod
185 sudionika u placebo-skupini i kod 11 sudionika u mMRNA-1273 skupini. Teski oblik
COVID-19 dogodio se kod 30 sudionika, uz jedan smrtni slu¢aj, a svih 30 teze oboljelih bilo je
u placebo skupini. Nuspojave u sudionika starijih od 18 godina bile su: bol na mjestu uboda u
92%, umor 70%, glavobolja 64,7%, mijalgija 61,5%, bol u zglobovima 46,4%, jeza 45,4%,
mucnina/povrac¢anje 23%, aksilarna oteklina/osjetljivost 19,8%, poviSena temperatura 15,5%,
oteklina na mjestu ubrizgavanja 14,7%, i eritem na mjestu uboda igle u 10% slucajeva.
Zabiljezeni su rijetki slucajevi Bellove paralize koja se smatrala potencijalno povezanom s
cijepljenjem (tri u mRNA-1273 skupini i jedan u placebo skupini).*%®

Oba mRNA cjepiva induciraju proizvodnju antitijela na protein $iljka virusa pomoc¢u B-
limfocita. Takoder se izaziva imunosni odgovor T-limfocita, osobito CD4+ pomagaca i
citotoksi¢nih CD8+ protiv proteina §iljka SARS-CoV-2. Protutijela se vezu na ciljna mjesta na
povrsini glikoproteina SARS-CoV-2 i neutraliziraju ga ili inaktiviraju virione radi uniStenja i

uklanjanja imunoloskim sustavom (slika 8).1%8
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Slika 8. Shema djelovanja mRNA cjepiva proizvodaca Pfizerov-BioNTech i Moderna. Antigen
predstavljajuca stanica APC — An antigen-presenting cell. Tlustracija je preuzeta i prilagodena
prema E. J. Topol,. Messenger RNA vaccines against SARS-CoV-2. Cell,184 (2021) 1401.

Kao $to je navedeno Pfizerova-BioNTech i Modernina mRNA cjepiva pokazala su se
nevjerojatno ucinkovita u sprjeCavanju COVID-19, ali tre¢i kandidat temeljen na mRNA imao
je porazavajuce rezultate zavrSnoj fazi ispitivanja. CureVac sa sjedisStem u Tiibingenu u
Njemackoj, objavio je 16. lipnja 2021. preliminarne podatke iz ispitivanja na 40 000 osoba, koji
su pokazali da je cjepivo u dvije doze samo 47% ucinkovito u sprjecavanju bolesti. Ocekivalo
se da ¢e CureVac-0vo Cjepivo biti jeftinije i da ¢e se moc¢i duze drzati u hladnjaku od ranijih
MRNA cjepiva, zbog Cega su se mnogi nadali da bi to moglo pomo¢i u pro$irenju
procijepljenosti u siromasnijim zemljama koje nemaju tehnologije za skladiStenje ostalih
cjepiva. Cjepivo je dozirano u rasponu od 2 do 20 mikrograma mRNA po injekciji, $to nije bilo
dovoljno za ucinkovit imunosni odgovor i razina antitijela je bila preniska. Pri vi§Sim dozama

cjepivo je izazvalo previSe nuspojava, a sudionici ispitivanja ¢esto su se zalili na probleme
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poput jakih glavobolja, umora, zimice i boli na mjestu ubrizgavanja. Stoga su iz tvrtke tvrdili
da je problem u doziranju. Ipak, mnogo znanstvenika smatra da odgovor za neefikasnost
CureVac-ovog cjepiva najvjerojatnije leZzi u mRNA sekvenci. Sva tri mRNA cjepiva kodiraju
oblik proteina Siljka koronavirusa u konformacij koja pomaze Cesticama virusa da prodru u
ljudske stanice. Medutim, cjepiva Moderna i Pfizer-BioNTech koriste RNA modificiranih
nukleotida, koja ukljucuje nukleotid mRNA pseudouridin - koji je sli¢an uridinu i njegova je
prirodna modifikacija, ali nalazi se na mjestu samog uridina. Smatra se da se time zaobilaze
upalne reakcije tijela protiv strane mRNA. CureVac -ovo cjepivo Koristi normalni uridin i
oslanja se na promjenu sekvence RNA na nacin koji ne utjece na protein koji kodira, ali pomaze
cjepivu da izbjegne imunolosku detekciju. Postoji nekoliko drugih mogucih objasnjenja za
probleme s podnosljivoséu ispitanika na CureVac-ovo cjepivo. Strukturne razlike u
nekodiraju¢im regijama sekvence CureVac mogle bi biti odgovorne. Alternativno, visa
temperatura skladiStenja mogla je ubrzati razgradnju mRNA u bocicama, proizvode¢i komadice
genetskog koda koji bi mogli uzrokovati imunoloske napade, a ako su tijekom proizvodnog

procesa tvrtke unesene bilo kakve neéistoée, one bi u naéelu, imale isti u¢inak.%®
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