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INTRODUZIONE

| vaccini candidati ad oggi in corso di studio clinico e/o preclinico comprendono una vasta gamma di piattaform
vaccinali: a base di proteingsubunita eparticelle simikvirali), a base di virus (vivo attenuato e inattivamhuove
strategie di rilascio genico ad acido nucleico ingegnerizzato (DNA e RNA) e a vettore virale (replicativo e n
replicativo).?

Le strategie convenzionali, come i vaccinalvimattivatie attenuatia A &2y 2 S@2f dziA X 3INI I
biotecnologie e nanotecnologie, verso i vaccini di seconda generazisabuaita proteichee a vettore, fino ai piu
recenti di terza generazione introdotti per la prima volta petJA2 FA £ | 4 a4 A R S{LoHvR(VagchiSatl dcidiy S
nucleici e vaccini a nanomateridiper superarne gli svantaggi.

| vaccini convenzionali virali e a proteine presentano svantagtapeurezzgad es. i virus attenuati possono revertire
alfenotipo infettivo), protezione limitata e immunogeniciad es.liprincipale svantaggio dei vaccini a subunita & che
le proteine o i peptidi isolati sono generalmente immunogeeioli perché non vengono riconosciuti come modelli
molecolari associatiigpatogeni (PAMP) mon attivano le risposte immunitarie innate, necessarie per il pieno sviluppo
dellimmunita acquisitee devono esseraccompagnati da potenti adiuvahtcome gia ampiamente discusso nella
parte dedicata alle piattaforme tradizionali.

| vaccini su base genetig@BV)comprendonosia i vettori virali che i vacciad acidi nucleiciche codificanoi geni
RStfQFyGiAIBSYyS oSNEI I A2

La loro efficacia dipende dalla capacita di espressione di tali sequenze geractigéni peptidici chelevono essere
presentati alle cellule immunitarie per stimolare una risposta immunitaria.

1Pushparajah D, Jimenez S, Wong S, Alattas H, Nafissi N, Slavcev RA.
Advances in genbased vaccine platforms to address the COlpandemic.
Adv Drug Deliv Rev. 2021 Jan 7;170:1438. doi 10.1016/j.addr.2021.01.003
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7789827/

2LiT,Zhang T, Gu Y, Li S, Xia N.

Current Progress and Challenges in the Design and Developmesuaicessful COVID Vaccine

[published online ahead of print, 2021 Jan Z8}ndamental Research. 2021;doi:10.1016/j.fmre.2021.01.011
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC7&509/

Soleimanpour S, Yaghoubi A.

COVIBL9 vaccine: where are we now and where should we go?

Expert Rev Vaccines. 2021 Jan 13. doi: 10.1080/14760584.2021.1875824.
https://www.tandfonline.com/doi/full/10.1080/14760584.2021.1875824

Dong Y, Dai T, Wei Y, Zhang L, Zheng M, Zhou F.

A systematic review of SAR®V2 vaccine candidates.

Signal Transduct Target Ther. 2020 Oct 13;5(1):237. doi: 10.1038/s8269D352y.
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7551521/

Walllis J, Shenton DP, Carlisle RC.

Novel approaches for the design, delivery and administration of vaccine technologies.
Clin Exp Immunol. 2019;196(2):1804. doi:10.1111/cei.13287
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC6468175/

Chakraborty S, Mallajosyula V, Tato CM, Tan GS, Wang TT.

SARE0V/2 vaccines in advanced clinical trials: where do we stand

[published online ahead of print, 2021 Jan 184v Drug Deliv Rev. 2021;S0¥8®X(21)0002%. doi:10.1016/j.addr.2021.01.014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7816567/

Liu MA. A

Comparison of Plasmid DNA and mRNA as Vaccine Technologies.

Vaccines (Basel). 2019;7(2):37. Published 2019 Apr 24. doi:10.3390/vaccines7020037
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC6631684/

3t NNi . a®

Current State of the First COVID Vaccines.

Vaccines (Basel). 2021;9(1):30. Published 2021 Jan 8. doi:10.3390/vaccines9010030
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7826947/
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https://www.tandfonline.com/doi/full/10.1080/14760584.2021.1875824
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6468175/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7816567/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7826947/

Dal punto di vista regolatorioyaccini a vettori virali sono stajia approvattalle autorita sanitariger uso terapeutico

4 mentre iprimi due vaccini mRNA(Comirnaty enRNA1273 controla COVIBL9 sono stati recentementapprovati

dall@DA pefuSb d@mergenzeS RI £ f Q9a! O2y I dzii 258ddnttambi o s6r ma) Btafi Rektdti A 2

ddzf f Qdz2 Y2 02 YS laltico@Ela iyfadattie inkettide® 2 LINE F A

F [ Q9a! vy Sudstionsé@rkl IAds@eysSCoriditional Marketing Authorisation of GOYMaccines in the E
(update 21.01.202) ’ descrive la differenza tra autorizzazione condizionale alla commercializzazione (CMA) e
fQFrdzi2NAT T T A2yS LISNI £ Qdza2 RQSYSNHSyYyI I 69! 1 0o

[ GSYFGAOF SSNNr RAaOdzaal LIAG Ay RSGOFIT A2 y18f f

Un‘autorizzazione condizionale all'immissione in commer¢@MA) segue una procedura controllata e robusta
F2NYAa0S IFNFyT AS OKS S [dzi2aNATTIFT A2y A LISNI f 4dza
In realta, un'autorizzazione all'uso di emergenza non € torfeazazione del vaccino ma un'autorizzazione al
temporaneo del vaccino non autorizzato.

[e=-N

che
2 R
uso

La CMA garantisce che tutta la farmacovigilanza, i controlli di produzione, inclusi i controlli sui lotti per i vactini e al

obblighi postapprovazione, si ggichino in modo legalmente vincolante e siano valutati dai comitati scie
del’lEMA su base continua e che possa essere intrapresa un'azione normativa, se necessario. In particolare:

ntifici

w DINIyYyGAAOS dzy Y2yAlG2NI Jaad rmaddvigilanka delPUE, deélld sioNdezgaSdslR

medicinale in tutta 'UE. Inoltre, potrebbero esserci misure speciali per raccogliere e valutare tutte |

informazioni che emergono rapidamente al fine di soddisfare le esigenze specifiche diglezi@awE pandemica

e di massa.

w DFENJ yiAaOS At Y2 y-auicfizdziahd & énsénte fafrakccolia di GadizgBilntiviato
strutturato. Un piano di gestione del rischio (RMP) & implementato dalla societa come concordet
dell'autorizzazione, che costituisce un elemento esecutivo dell'autorizzazione.

0 X0

4Rauch S, Jasny E, Schmidt KE, Petsch B.

New Vaccine Technologies to Combat Outbreak Situations.

Front Immunol. 2018 Sep 19;9:1963. doi: 10.3389/fimmu.2018.01963.
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7816567/

5Mahase E.

Covid19: UK approves Pfizer and BioNTech vaccine with rollout due to start next week.
BMJ. 2020 Dec 2;371:m4714. dbd.1136/bmj.m4714.
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/33268330/

Oliver SE, Gargano JW, Marin M, et al.

The Advisory Committee on Immunization Practices' Interim Recommendation for BéeesBioNTech COVAID Vaccine United States, December 2020.
MMWR Morb Mortal Wkly Rep. 2020;69(50):19P224. Published 2020 Dec 18. doi:10.15585/mmwr.mm6950e2
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7745957/

0. of the Commissioner

PfizerBioNTech COVAL® Vaccine

FDA(2020)
https://www.fda.gov/emergencypreparednessandresponse/coronaviruslisease2019covid-19/pfizerbiontech-covid-19-vaccine
Accessed 16th Dec 2020

Moderna Announces FDA Authorization of Moderna C&ldIMaccine in the U.S,

Moderna, Inc(2019)
https://investors.modernatx.com/newseleases/newseleasedetails/modernaannouncesda-authorizationrmoderra-covid-19-vaccineus,
Accessed 21st Dec 2020

Oliver SE et al

The Advisory Committee on Immunization Practices' Interim Recommendation for Use of Modernal@®¢tidine United States, December 2020.
MMWR Morb Mortal Wkly Rep. 2021 Jan 1;69(5155318656. doi: 10.15585/mmwr.mm695152el. PMID: 33382675.
https://www.cdc.gov/immwr/volumes/69/wr/mm695152el.htm?s_cid=mm695152el_w

8 Abbasi J.

COVIBL9 and mRNA VacasaFirst Large Test for a New Approach.
JAMA. 2020 Sep 22;324(12):11PB7. doi: 10.1001/jama.2020.16866.
https://jamanetwork.com/journals/jama/fullarticle/2770485

7 https://ec.europa.eu/commission/presscorner/detail/en/qanda_20_2390
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Unt dz 2 NRAT T T A2y S [(EUA) dasede I'isQ ivpSraid@dSdy dnlmedicinale in condizioni specifiche,
purché si applichino circostanze di emergenza. Il medégituttavia, rimane senza licenza e non puo essere immesso

sul mercato, contrariamentedaun‘autorizzazione all'immissione in commercio (condizionale).
Sebbene le autorizzazioni per l'uso di emergenza siano consentite dalla legislazione farmacéUtica'ded di un

vaccino per il quale uno Stato membro ha rilasciato tale autorizzazione € limitato allo Stato membro che lo autoriz
solo sotto la sua responsabilitdnche #&uni paesi terzi stanno utilizzando procedure simili per consentire l'uso

temporaneo di emergenza dei vaccini COWYprima dell'autorizzazione.

I'Unione Europea h@rogrammato la produzione e la commercializzazion@,di miliardi di dosi, sulla base degli
accordi con sei diverse societa:
wBioNTecHPfizer(Comiranty fino a 600 milioni di dosi;
wAstraZenecdCOVIBL9 Vaccine AstraZenectino a 400 milioni di dosi;

wSanofiGSKino a 300 milioni di dosi;

wJohnson and Johnsdimo a 400 milioni di dosi;

wCureVadino a 405 milioni di dosi;

wModerna(COVIBLY9 Vaccine Moderndino a 160 milioni di dosi.

Inoltre, la Commissione ha concluso gliaxdcconNovavax per un massimo di 200 milioni di dosi, e &@ineva per
un massimo di 60 ndni di dosi.

| vaccini prodotti da tre di queste aziende sono stati approvati dalla Commissione per essere immessi sul mercato c

autorizzazione condizional@ioNTech/Pfize21 dicembre 2020)Moderna (6 gennaio 2021) éstraZenecd29
gennaio) a seguito della valutazione positiva del'EMA sulla sua sicurezza ed efficacia.

Nessun altro produttore di vaccini ha formalmente richiesto un'autorizzazione all'immissione in comaiEEdA

Per accelerare il processo, 'lEMA ha avviato una revisione continua del vaccino prodotto da Johnson and Johnson.

Aggiornamento
https://www.who.int/publications/m/item/draft-landscapeof-covid-19-candidatevaccines

Per garantire la disponibilita delle informazioni piu recenti, H@®/aggiorna la tabella due volte a settimana (martedi

e venerdi, 17:00 CET) mediante la ricerca, la raccolta e il controllo incrociato dei dati da piu fonti come lo strumento

mappatura del vaccino Cochrane, Pubmed, ClinicalTrials. gov, WHO ICTRR eatla dinricercatori e industria per
nuovi vaccini candidati e screening di studi registrati per informazioni cliniche.

Il progressivadnteresse per lo sviluppo di GBV é attribuito ad alcuni vantaggi significativi rispetto alle piattaforme di

vaccini convenzionalguali unamaggiore sicurezza e stabilitdna potente immunita cellulemediata,una maggiore
specificita, facilita di manipolazione, bassi costi di produzione e sviluppo pit semplice e’rapido.

8Lim M, Badruddoza AZM, Firdous J, et al.

Engineered Nanodelive§ystems to Improve DNA Vaccine Technologies.

Pharmaceutics. 2020;12(1):30. Published 2020 Jan 1. doi:10.3390/pharmaceutics12010030
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7022884/

Johansson DX, Ljungberg K, Kakoulidou M, Liljestrom P.
Intradermalelectroporation of naked replicon RNA elicits strong immune responses.
PL0S One. 2012;7(1):e29732. doi:10.1371/journal.pone.0029732
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3251598/

RodriguezGascon A, del PofRodriguez A, Solinis MA.

Development of nucleic acid vaccines: use ofagliplifying RNA in lipid nanoparticles.
Int J Nanomedicine. 2014;9:183843. Published 2014 Apr 10. doi:10.2147/1IN.S39810
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC3986288/
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https://www.ema.europa.eu/en/news/ema-receives-application-conditional-marketing-authorisation-covid-19-mrna-vaccine-bnt162b2
https://ec.europa.eu/commission/presscorner/detail/en/ip_21_3
https://www.ema.europa.eu/en/news/ema-recommends-covid-19-vaccine-astrazeneca-authorisation-eu
https://www.who.int/publications/m/item/draft-landscape-of-covid-19-candidate-vaccines
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3251598/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3986288/
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Nei seguenti capitoli sliscuteranngin sezioni distinte, i vari tipi di GBV, il I0fcsS OO Yy A & Y Al m&ddo di A 2 y
preparazione e le criticita relative alla qualita, efficacia, sicurezlgastabilita allo stoccaggio.
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Gene based vaccines candidates for SARS-CoV-2

Non Replicating

Geall AJ, Mandl CW, Ulmer JB.

RNA: the new revolution in nucleic acid vaccines.

Semin Immunol. 2013 Apr;25(2):392doi: 10.1016/j.smim.2013.05.001. Ep2@®13 Jun 2. PMID: 23735226.
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/23735226/
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VACCINI AD ACIDI NUCLEICI

Vaccini anRNA

omRNA-1273 /Moderna + National Institute of Allergy and Infectious Diseases (NIAID)

oComirnaty BNT162 (3 LNPRNAs ) BioNTech + Fosun Pharma; Jiangsu Provincial Center for Disease Preventic
and Control + Pfizer

o0CVnCoV VaccinegdureVac AG

0ARCT021/ Arcturus Therapeutics

oLNPnCoVsaRNAImperial College London

0SAR&0V2 mRNA vaccine $hulan (Hangzhou) Hospital + Center for Disease Control and Prevention of Guang
Zhuang Autonomous Region

0ChulaCov19 mRNA vaccin€Hulalongkorn University

Glossario’

3'-UTR mRNAregione codificante non proteica importante per I'espressione della proteina e la stabilitd del'mRNA.

5-UTR mRNAregione codificante non proteica importante per il riconoscimetéb complessaibosomamRNA e linizio della
traduzione, l'espressione della proteina e la stabilita del'mRNA.

Cellule presentanti I'antigene (APQyonoi principali attori nel mediare la risposta immunitaria adattativaquantoelaborano e
presentano gli antigeni ai linfociti T. Esempi di AR® $o cellule dendritiche (DC), i macrofagi e le cellule B.

RNA a doppio filamento (dsRNAjueste molecole sono riconosciute come PAMEBglifferenti PRR nel citoplasma di cellule di
mammifero. Le molecole di dsRNA sono normalmente il risultato di un‘infezione virale, sebbene alcuni dsSRNA endogeni posse
essere trovati principalmente nel nucleo cellulare.

miRNA molecole di RNA di 32 nucleotidi di lunghezza. Possono agire come regolatori-frastrizionali, inibendo la traduzione
degli RNA.

mRNA trascritto in vitro (IVTmRNAJmetodo per produrre mRNA utilizzanddNA come stampo. E prodotto da una reazione
enzimatica in cui il DNA&ontiene il promotore per una RMNgolimerasi DNAlipendente e tutte le sequenze ad hoc.
Successivamente, la reazione viene trattata con DNAsi che degradano lo stampo di DNA, e purificata perf of®Nér@uro.

Open reading frame (ORF3orrisponde all sequenza che codifica I'antigene, inizia con un codone di inizio (AUG) e termina con
un codone di stop. Per un inizio di traduzione ottimale, I'ORF dovrebbe contenergegnanza dkozakottimale (GCE(A/G)-
CCAUGG) che circonda il codone AUG di inizio.

Pattern molecolari associati ai patogeni (PAMP)olecole che si trovano in diversi agenti patogeni e non si trovano naturalmente
nell'ospite. Esempi sono il dSRNARRNA 5trifosfato e senza cappuccibl.8S e la flagellina.

Recettori di riconoscimento del pattern (PRRjarte del sistema immunitario innato cellulare. Questi recettori sono invariabili e
codificati nella linea germinale. | PRR si trovano nel citosol (recettorkkig)@cettore Nodike) o nella membrana extracellulare

e nelle vescicole intracellulari (TLR, recettori della lectina di tipo C). La loro funzione & riconoscere e rilevaspePAWiare

la risposta immunitaria.

Coda PohA (poly (A)) conferiscestabilita allmRNA e la sua lunghezza é stata correlata allaumento positivo dell'emivita
del'mRNA.

9 LinaresFernandez S, Lacroix C, Exposito JY, Verrier B.

Tailoring MRNA Vaccine to Balance Innate/Adaptive Immune Response.

Trends Mol Med. 2020 Mar;26(3):3BR3. doi: 10.1016/j.molmed.2019.10.002. Epub 2019 Nov 5.
https://www.cell.com/trends/molecularmedicine/fulltext/S14714914(19)30248
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RNA a filamento singolo (ssRNA3 rappresentato nella cellula dal'mRNA, rRNA, RNéolointerferente (si), RNA lungo non
O2RATFTAOIYGS S Gwb! @ [ Qaawb! Llzs F2NXI NB adNY¥ziddzNBE a®dd2y R
che innescano i PRR.

Interferoni di tipo | (IFN) insiemedi citochine cheaggruppano i pitl importanti interferoni IPNX L bY|l |4 RBKS L C
1Y 3I3Ad {2y2 LINPR2GGA O2YS NrRaLRadl FYydABANI S S az2y2 NBal
fornendo uno stato cellulare antivile delle cellule stesse (autocrino) e circostanti (paracrino), che iadlublocco della
traduzione del'mRNA e la sua degradazione.

APPROFONDIMENTO

LE BASI DELLA GENETICA UMANA
Metabolismo del DNA
Pracessamento degli RNA messaggeri
[ QYwb! 95 L[ /h5L/9 D9b9¢L/ h

TIPI DI VACCINI ARNA

L'mRNA ¢ il passaggio intermedio tra la traduzione del DNA che codifiegopeteine e la produzione di proteine da
parte dei ribosomi nel citoplasma.
Sono attualmente studiati come vaccidile principali tipi dcostrutti aRNA:

- f MRNA non repliaate

- RNA auteamplificante di derivazione virale.
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(UTR), mentre gli RNA autoamplificanti codificano non solo I'antigene ma anche @nisena di replicazione virale
che consentedi prolungarela breve emivita del'mRNAaumentarel'amplificazione dellRNA intracellulare d@
conseguenza portare ath'abbondante espressione proteica.

Il sistema autoreplicante (saRNf) uso di elementi di alfavirus, che sono virus a RNA a filamento positivo, non
segmentati.

Il genoma alfavirale & diviso in due ORF: il primo codifica le protein€d#polimerasi RNAlipendente (replicasi)

e il secondo codificger le proteine struturali. Nei costrutti dévaccin a saRNA, I'ORF che codifica per le proteine
strutturali virali viene sostituito con qualsiasi antigene di scelta, mentre la replicasi virale rimane parte integrante de
vaccino e guida I'amplificazione intracellulare ®NA dopo l'immunizzazion®.

10| jungberg K, ligstrom P.

Selfreplicating alphavirus RNA vaccines.

Expert Rev Vaccines. 2015 Feb;14(2):aZ.7doi: 10.1586/14760584.2015.965690. Epub 2014 Oct 1.
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/25269775/
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Vaccino a mRNA non amplificante e autoamplificante

(A) Struttura schematica del vaccino a mRNA non amplificante convenzionale.

(B)Struttura schematica del vaccinar#RNA autoamplificante (replicone), che contiene gli antigeni codificanti la sequenza e le proteine non strutturaliemefacili
il capping e la replicazione del'RNA.

(C)Un'illustrazione del vaccino mRNA o del replicone incapsulatarioparticelle per migliorare le prestazioni in vivo.
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Rappresentazione schematica dei vaccini a mRNA e meccanismo di espressione dell'antigene

L'mRNAconvenzionale trasporta la sequenza codificante dell'antigene di interesse (GOI) affiancata da UTR 5'e 3', una striittale%&cap e una coda 3' poliA.
Una volta trasportato nella cellula e rilasciato dall'endosoma nel citoplasma, 'mRNA vientotiatnediatamente. L'mRNA autoamplificante € spesso derivato
dal genoma di virus a RNA a filamento singolo con senso positivo, come gli alfavirus. Codifica sia I'antigene di itéegaseathevirali non strutturali (nsPs)
necessarie per I'ampidazione del'RNA intracellulare e per alti livelli di espressione dell'antigene. L'mRNA autoamplificante puo dirigenetteesuplificazione
per generare intermedi di RNA e molte copie di mMRNA subgenomico codificanti per I'antigene, producenddlialelliantigene codificato. Sia i vaccini mMRNA
convenzionali che quelli autoamplificanti richiedono un sistema di rilascio per I'assorbimento cellulare, solitamenteopép&ndhe & seguito dal rilascio del
carico di mRNA dall'endosoma nel citosive si verificano la traduzione e I'elaborazione delle protperea presentazione dell'lMHC. Una volta trasferito nella
cellula, 'mRNA viene quasi immediatamente rilevato dai recettori di riconoscimento del pattern (PRR) nell'endosomamasehaitl PRR come i recettori Toll
like TLR3, TLR7 e TLR8 sono localizzati nelllendosoma e i sensori citosolici eoiORES PKR e OAS riconoscono anche gli RNA a doppio filamento e singolo
filamento nel citoplasma. GOI, gene di interesse; MHC, contpfaaggiore di istocompatibilita; nsPs, proteimen strutturali.
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| vaccini a mRNAontenenti la spike del SAR®v2 commercializzati dalla Pfizer e Modersano di tipo non
amplificane e contengono la struttura di base del'mRNA, con un frame di lettura aperto (ORF) che cpélifica
f afMigere desiderab.

| vantaggprincipali dei vaccini con mRNA non replicante includono

(1) la dimensione relativamente piccola del'mRNA rispettmavaccino autoamplificantd)@¢3 kb controD10
kb);

(2) l'assenza di proteinaggiuntive (rispetto al sisteawirale), riducendo al minimo la possibilita di suscitare
interazioni immunogeniche indesiderate con l'ospitd cid si aggiunge una ridottaenqmanenza nel
citoplasma che rende trascurabile la possibilita che si formi DNA retrotrascritto.

(3) sonorelativamente facilda espandere e produrre, consentendo un rapiditizzoin caso di focolaio;

(4) una facile ingegnerizzazione delle sequenzerpigliorare le prestazioni del vaccino e ridurre al minimo gli
effetti indesiderati.

Lt LIAG 3INI YRS dizatdinCod mRNAIE fa he@dssitdldvéicalazionantracellulare.
Le modifiche chimiche e l'ingegrnezazionedelle sequenze hano migliorato sia la traduzione che la durata di

conservazione dei vaccini a mRNA sintéficoY Sy G NB  f | neR8IA O &N 1GA 2 2 S (B tdifiddi | G
(liposomi)o materiali a base di polimett.

1Kowalski PS, Rudra A, Miao L, Anderson DG.

Delivering the Messenger: Advances in Technologies for Therapeutic mRNA Delivery.
Mol Ther. 2019;27(4):71928. doi:10.1016/j.ymthe.2019.02.012
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6453548/
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SVILUPPO TECNOLOGICO

Dal punto di vista tecnologiceapme gia dettoj vaccini a mRNAono stati sviluppati per superare i limiti dei vaccini
tradizionali, rispetto ai quahanno dimostratadi possederemolti vantaggi specifici.

Prima di tutto, 'mRNAUO teoricamente soddisfare tutti i requisiti per codificérgormazione genetica ed esprimere
tutti i tipi di proteine.

L'efficienzgper losviluppo del vaccino puo essere ottimizzata modificando la sequenza del'mRNA, che € un modo p
conveniente spetto ad altri tipi di modificer la produzione di un nuovo antigene vaccin&e

Inoltre, i processi di produzione e purificazioneuwh vaccinoad mRNAsono abbastanza sinijinonostante i diversi
antigeni codificati, quindi & possibile chengano mantenut o addirittura standardizzaper sviluppare altri vaccini
simili a mRNAL

Modificando la sequenza dellmRNA e il sistema di rilascio, l'attivita di espressione e |'anvivitalel'mRNA possono
essere efficacemente regolat¥.

L'utilizzo della trascrizionim vitrofacilita la produzione & vaccini a mRNAon risparmio diempo e coste pud anche
evitare la contaminazione da proteimeda virugprovenienti dalle colture cellulari

In secondo luogo, 'mRNA ha proprieta aaftiuvanti che attivano risposte immunitarie adative forti e durature
attraversola secrezioe dd fattore di necrosi tumoralé 6-¢ b £ f U Ah (i SINF (BIN@EAShine da parte
delle cellule immunitarié®, mentre i vaccini a base di polipeptidi e proteimecessitano di adiuvanti aggiuntivi per
raggiungere un obiettivo similé®

In terzo luogo, rispetto ai vaccini a D& ad acido nucleico che a vettgreyaccini a mRNA possono esprimere le
proteine bersaglio in modo piu efficiente a causa della loro espressione nel citoplasma senza entrare nel nucleo. Inolt
la costituzione chimica della sequenza dellmRpNeéY, la mancanzai isole CpGriduce il rischio dintegrazionenel
genoma del DNA d&kpite e di reazione immunitaria

12Schlake T, Thess A, Fettiteczek M, Kallen KJ.
Developing mRN#&accine technologies.

RNA Bi0l2012;9(11):13194.330. doi:10.4161/rna.22269
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3597572/

Tombacz |, Weissman D, Pardi N.

Vaccination with Messenger RNA: A Promising Alternative to DNA Vaccination.
Methods Mol Biol. 2021;2197:131. doi: 10.1007/9784-071608722_2. P
https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/32827130/

Pardi N Hogan MJ, Porter FW, Weissman D.

mRNA vaccinesa new era in vaccinology.

Nat Rev Drug Discov. 2018;17(4):268. doi:10.1038/nrd.2017.243
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/article2MC5906799/

13l inaresFernandez S, Lacroix C, Exposito JY, Verrier B.

Tailoring MRNA Vaccine to Balance Innate/Adaptive Immune Response.

Trends Mol Med. 2020 Mar;26(3):3BR3. doi: 10.1016/j.molmed.2019.10.002. Epub 2019 Nov 5.
https://www.cell.com/action/showPdf?pii=S1474914%2819%2930243!

“Verbeke, Rein, I. Lentacker, S. D. Smedt and Heleen Dewitte.

6¢KNBES RSOFRSa 27F YSAISYABMNS wb! JF O0AyS RS@St
Nano Today8 (2019): 100766.

https://biblio.ugent.be/publication/8628303/file/8628317.pdf

15Van Lint S, Renmans D, Broos K, Dewitte H, Lentacker |, HeirBrackpot K, Thielemans K.

The ReNAissanCe of mRbised cancer therapy.

Expert Rev Vaccines. 2015 Feb;14(2)2B5doi: 10.1586/14760584.2015.957685. Epub 2014 Sep 29.
https://pubmed.ncbi.nim.ni.gov/25263094/

18Javarone C, O'hagan DT, Yu D, Delahaye NF, Ulmer JB.

Mechanism of action of mRN#ased vaccines.

Expert Rev Vaccines. 2017 Sep;16(9)}&F1L doi: 10.1080/14760584.2017.1355245. Epub 2017 Jul 28.
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/28701102/
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Infine, 'mRNArimane attivo solo in maniera transitoria e viene completanente decomposo attraverso vie
metaboliche fisiologichée”’

Strategie di progettazione per i vaccini a mRNA contro il SARS/2

Laprogettazone dei vaccini a mRNA potrebbe sembrare abbastdyazale a causa ddbro ssmplicemeccanismo

R QI T deizvg@niin seguito allsomministrazionalS fmRNA vaccale che codifica per un antigene bersaglio, le
cellule assorbno I'mRNAIlo traducono in proteinein sity, in modo chel sistema immunitario dell'individusia in
grado diindurre una robusta risposta immunitaria adattativa contro la proteina bersaglitiaVia, I'attuale processo

di progettazione dei vaccini a mRNA richiede importanti considerazioni sulle modifiche dellmRNA per ridurre
reattogenicita e ottimizzare I'espressione delle proteirseilla corretta selezione dell'antigene bersagliosella
formulazione ottimaleper consentire una veicolaziomdficiente 18

Modifiche al'mRNA

Il primo aspetto da considerare nello sviluppo di vaccini a mRNA é che lo stesso mMRNA non modificato non é l'ide
per l'uso.

Infatti, 'mRNA é sia estremamente labile che rapidamente degradatomizionisfavorevoli. Inoltre, é altamente
immunogenico e in grado di attivare una varieta di sensori di pattern molecolari associati a patogeni

Nel tentativo di migliorare I'emivita, ladaducibilita e la sicurezza, Kariké et alnhatestato varie modifiche naturali

ai nucleosidi nelle molecole di mRNA, tralapiseudouridinala5-metilcitidina,laN6-metiladenosinala5-metiluridina

e la 2-tiouridina®®.

Di queste varianti, hanno sperto che lincorporazione $I iNi-r@etil-LJ& S dzR2 dZNA RA Yl 6YmMA O |
portava ad uraumento di 10 volte della traduzione rispetto al'lmRNA non modificato. Inoltre, sono stati in grado di
dimostrare che le molecole di mRNA che possiedono questdifica norattivavano imeccanismi di rilevamento del
pattern molecolare associati ai patogeoome i recettori toHlike (TLR) o il gene | inducibile dall'acido retinoico-(RIG
). Questo € fondamentale per evitare un'inflammazione eccessiva, chehbetrprovocare effetti collaterali
indesiderati del vaccino.

Per questi motivi, molti candidati, inclusi i due vacamRNA recentemente autorizzati mRINA73 e BNT162b2,
hanno adottatola modificadel'mRNAconf YoM A la pfo§dittazione deloro vaccino?

17Sahin U, Kariké K, Tireci O.

mRNAbased therapeuticsdeveloping a new class of drugs.

Nat Rev Drug Discov. 2014 Oct;13(10):889doi: 10.1038/nrd4278&pub 2014 Sep 19.
https://www.nature.com/articles/nrd4278

18Bettini E, Locci M.

SARE0V2 mRNA Vaccines: Immunological Mechanism and Beyond.
Vaccines (Basel). 2021 Feb 12;9(2):147. doi: 10.3390/vaccines9020147.
https://www.mdpi.com/2076393X/9/2/147/pdf

PardiN, Hogan MJ, Porter FW, Weissman D.

mRNA vaccinesa new era in vaccinology.

Nat Rev Drug Discov. 2018 Apr;17(4):269. doi: 10.1038/nrd.2017.243. Epub 2018 Jan 12.
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC5906799/

9Karik6 K, Muramatsu H, Welsh FA, Ludwig J, Kato H, Akira S, Weissman D.

Incorporation of pseudouridinento MRNA yields superior nonimmunogenic vector with increased translational capacity and biological stability.
Mol Ther. 2008 Nov;16(11):183®. doi: 10.1038/mt.2008.200. Epub 2008 Sep 16.

https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC2775451/

20Jackson LAt al

mRNA1273 Study Group. An mRNA Vaccine against-8AR3- Preliminary Report.

N Engl J Med. 2020 Nov 12;383(20201931. doi: 10.1056/NEJM0a2022483. Epub 2020 Jul 14.
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7377258/

Corbett KSet al

Evaluation of the mRNA273 Vaccine against SABR&V2 in Nonhuman Primates.

N Engl J Med. 2020 Oct 15;383(16):13885. doi: 10.1056/NEJM0a2024671. Epub 2020 Jul 28.
https://www.ncbi.nIm.nih.gov/pmc/articles/PMC7449230/

Corbett KSet al
SARE 02 mRNA vaccine design enabled by prototype pathogen preparedness.
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Selezione dell'antigene

Nella selezione dell'antigene per un vaccino a mRNA, € essenziale scegliere un bersaglio che sia immarioegenico
grado di suscitare una risposta immunitaria protettiva.

Degli gitopi multiplidel SARE0V2, laglicoproteina spike (S) € il bersaglio comunemente selezionato per lo sviluppo
del vaccino COVIDO 2, in quanto é la principale proteina di superficidel SARE0V2 e media l'ingresso virale
legandosi al recettore dell'enzima di conversiaiedi'angiotensina 2 (ACE2) nelle cellule a<pit

Nature. 2020 Oct;586(7830):56&71. doi: 10.1038/s4158620-26220. Epub 2020 Aug 5.
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7581537/

Anderson E&t almRNA1273 Study Group.

Safety and Immunogenicity of SAB8V2 mRNA1273 Vaccine in Older Adults.

N Engl J Med. 2020 Dec 17;383(25):22238. doi:10.1056/NEJM0a2028436. Epub 2020 Sep 29.
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC7556339/

Baden LRet al COVE Study Group.

Efficacy and Safety of the mRNA73 SARS0V2 Vaccie.

N Engl J Med. 2021 Feb 4;384(5):408. doi: 10.1056/NEJM0a2035389. Epub 2020 Dec 30.
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7787219/

Widge ATet al

mRNA1273 Study Group. Durability of Responses after S2R& mRNAL273 Vaccination.
N Engl J Med. 2021 Jan 7;384(1)820doi: 10.1056/NEJMc2032195. Epub 2020 Dec 3.
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7727324/

Annette BVogel,et al

A prefusion SARSo\,2 spike RNA vaccine is highly immunogenic and prevents lung infection-fruntan primaes
bioRxiv2020.09.08.280818]oi: https://doi.org/10.1101/2020.09.08.280818
https://www.biorxiv.org/content/10.1101/2020.09.08.280818v1.full.pdf

Sahin Uet al

COVIB19vaccine BNT162b1 elicits human antibody and TH1 T cell responses.

Nature. 2020 Oct;586(7830):5%99. doi: 10.1038/s4158620-28147. Epub 2020 Sep 3Brratum in: Nature. 2021 Feb;590(7844):E17.
https://www.nature.com/articles/s4158820-2814-7

Mulligan MJet al

Phasd/ll study of COVH29 RNA vaccine BNT162b1 in adults.

Nature. 2020 Oct;586(7830):58®3. doi: 10.1038/s4158620-2639-4. Epub 2020 Aug 1Erratum in: Nature. 2021 Feb;590(7844):E26.
https://www.nature.com/articles/s4158620-26394

Walsh EE,

Safety and Immunogenicity of Two RBAsed Covid9 Vaccie Candidates.

N Engl J Med. 2020 Dec 17;383(25):22390. doi: 10.1056/NEJM0a2027906. Epub 2020 Oct 14.
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7583697/

Polack FRet alC4591001 Clinical Trial Group.

Safety and Efficacy of the BNT162b2 mRNA &®/Maccine.

N Engl J Med. 2020 Dec 31;383(27):28635. doi: 10.1056/NEJM0a2034577. Epub 2020 Dec 10.
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7745181/

2lKrammer, F.

SARE0V/2 vaccines in development.

Nature586,516¢527 (2020)https://doi.org/10.1038/s41586020-2798 3
https://doi.org/10.1038/s41586020-2798-3

22\Wrapp D, Wang N, Corbett KS, Goldsmith JA, Hsieh CL, 8ji@raham BS, McLellan JS.
CryoEM structure of the 201:@CoV spike in the prefusion conformation.

Science. 2020 Mar 13;367(6483):12B863. doi: 10.1126/science.abb2507. Epub 2020 Feb 19.
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7164637/

Walls AC, Park YJ, Tortorici MA, Wall A, McGuire AT, Veesler D.

Structure, Function, and Antigenicity of the SARS2 Spike Glycoprotein.

Cell. 2020 Apr 16;181(2):2&B2.e6. doi: 10.10164el1.2020.02.058. Epub 2020 Mar 9. Erratum in: Cell. 2020 Dec 10;183(6):1735.
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC7102599/

Letko M, Marzi A, Munster V.

Functional assessment of cell entry and receptor usage for-8AR3 and other lineage B betacoronaviruses.
Nat Microbiol. 2020 Apr;5(4):56269. doi: 10.1038/s4156@20-0688y. Epub 2020 Feb 24.
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7095430/
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La spiked una glicoproteina di fusione virale di classe I, costituita da una subunita di legame del recettore (S1) e u
subunita di fusione (S2) unite da un sito di scissione della furimeo per qesto coronavirug®,

La spikes scisa a livelloposttraduzionalein questo sitofurinico. Tuttavia, le subunita S1 e S2 rimangono associate
fino a quandda spikeé legataal recettore ACE2 tramite il dominio di legame del recettore {RBD

a
SARS-CoV-2 genome (bp)
1 1 L 1 1
1 I I ] ]
5000 10,000 15000 20,000 25,000
3ab 67 8 9 10
ez 1]
1] [v]
i { EM
b
i 51 S2
— NTD H RBD —— FP [ HR1 (HHR2| ™M [ T |-
13-aa 3085 319 541 ; 788 806 912 084 1163 1213 1237 1273-aa
685 / 686

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7923282/

La glicoproteina S contiene due subund@®él'N-terminale S1 e il-@&rminale S2. La lunghezza della glicoproteina S2R& S € di 1273 aminoacidi (aa), disposti
in sequenza con un peptide segndiel3-aa situato all'estremita N seguita dalla subunita S1 (residi85) e dalla subunita S2 (sidui 68&,1273). All'interno
della subunita S1, c'e un dominietéfminale (residui 14305) e un dominio di legame del recettore (RBD; residuis39, mentre il peptide di fusione (FP; residui
788-806),la sequenza di ripetizioneSi fefita@eptide 1 e 2HR1; residui 91984 e HR2; residui 1168213),il dominio transmembrana (TMD; residui 121:237)

e il dominio citoplasmatico (residui 1287273) formano la subunita $2.

23Kirchdoerfer RN, Cottrell CA, Wang N, Pallesen J, Yassine HM, Turner HL, Corbett KS, Graham BS, McLellan JS, Ward AB.
Prefusion structure of a human coronavirus spike protein.

Nature.2016 Mar 3;531(7592):1131. doi: 10.1038/nature17200.

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4860016/

Juraszek J, Rutten L, Blokland S, et al.

Stabilizing the closeBARSC0V2 spike trimer.

Nat Commun. 2021;12(1):244. Published 2021 Jan 11. doi:10.1038/s820@D321x
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC7801441/

Xia X.

Domains andrunctions of Spike Protein in S&sv2 in the Context of Vaccine Design.
Viruses. 2021;13(1):109. Published 2021 Jan 14. doi:10.3390/v13010109
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/article/PMC7829931/

Ng KT, Mohdsmail NK, Tan YJ.

Spike S2 Subunit: The Dark Horse in the Race for Prophylactic and Therapeutic Interventions aga@e¢3ARS
Vaccines (Basel). 2021;9(2):178. Published 2021 Feb 20. doi:10.3390/vaccines9020178
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7923282/

24Huang Y, Yang C, Xu XF, Xu W, Liu SW.

Structural and functional properties of SAR8\V2 spike protein: potential antivirus drug development for CO18D
Acta Pharmacol Sin. 2020 Sep;41(9):11249. doi: 10.1038/s4146020-04854. Epub 2020 Aug 3.
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articlesPMC7396720/
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a d
SARS-CoV-2 ﬁmﬁﬁyff
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. Fusion core
Prefusion (postfusion)
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Binding-induced
Binding of SARS-CoV-2 conformational change Bridging of membranes Fusion of the SARS-CoV-2
to host ACE2 receptor ¢ and bridging of into propinquity for viral fusion membrane and host cel membrane

membrane
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7923282/
Rappresentazione schematica(d) legamedella spikedi prefusioneR SRBDIRI SARSC0V2 (S) per ospitare il recettore ACH2) scissione della proteina S nella
subunita S1 e nella subunita S2 da parte della furina, risultando nel peptide di fusione (FP ) di S2 esposto e impiamembeina della cellula bersagl{o)
formazione del fascio a 6 eliche (6HB) che collega lmbm&nein prossimitaper la fusione virale, &) tre HR1 e HR2 che si combinano per formare il nucleo di
fusione (postfusione) per fondere la membrana viradspite.
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https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC7396720/
Struttura della proteina SARS0\V2 S.a) rappresentazione schematica della spike del SB&&. b) ¢ ¢) Stato di chiusura e apertura della proteina S RBDa
proteina S si lega ad ACE2 con RBD aperto nella subunéplLalstruttura a sei eliche formata da HR1 e HR2 della subunita S2.

Dr.ssa Loretta Bolgai8.03.22021 14



Le informazioni raccolte da precedenti lavori con glicoproteilnefusione simili hanno dimostrato quanto sia
importante utilizzare proteinestabilizzate in prdusione che preservino epitopi sensibili alla neutralizzazione per lo
sviluppo di vaccini efficai.

Per stabilizzare la proteina S, sono state adotthtersestrategie. L'approccio utilizzato nei vaccini autorizzati mRNA
1273 e BNT162b2f¢ Q A y (i NP #hdzhuta2ioh&in drilgli amminoacidi 986 e 987 sono sostituiti con prokae)(S
che stabilizzano la glicoproteina S nella conformazione difpséone ma consemno comungue la scissione delle
subunita S1 e S2

+SA02fF ImRBAYS RSt Q

Sbbene 'mRNA nudo possa essere iniettato direttamente per I'immunizzazione, questo metodo di strannme

e piuttosto inefficiente. Ifatti, le molecole di mMRNA devono essere in grado di penetiiraversola membrana
lipidica di una cellula per raggiungegk apparatinecessari per tradurre i trascritti in proteine.

Pertanto, i metodi diveicolazone che facilitano la localizzazione citosolica dei vaccini a mRNA sono importanti per
ottenere una traduzione efficientm proteine.

L'avvento dell'incapsulamentio nanopatrticelle lipidiche (LNP) e stato un punto di svolta nello sviluppo dei vaccini a
mRNAjn quantosono in grado di fornire efficacemente mRNA/ivo?.

Quando iniettati per via intramuscolare, gli mMRNXP possono essefagocitatie tradotti rapidamentenelle cellule
presentanti I'antigene sia nel sito di iniezione che ligionodi drenanti, promuovendo cosi l'inizio di risposte
immunitarie adattative’”. Inoltre,le LNP possono proteggere 'mRNA dalla degradazione da parte delle nucleasi.

Sebbene la composizione precisdlel& NP utilizzat da molti sviluppatori di vaccini sia un'informazione riservata, e
noto chele LNP contengono una combinazione di lipidi cationici ionizzabili, colesterolo, fosfolipidi e PEG che si aut
assemblano in nanoparticelle da ~ 100 nm che incapsulano I'nfRNA.

% Pallesen J, et al

Immunogenicity and structures of a rationally designed prefusion MEd®RSspike antigen.

Proc Natl Acad Sci U S A. 2017 Aug 29;114(35):E735 . doi: 10.1073/pnas.1707304114. Epub 2017 Aug 14.
https://www.ncbi.nlm.nih.g@v/pmc/articles/PMC5584442/

Graham BS, Gilman MSA, McLellan JS.

StructureBased Vaccine Antigen Design.

Annu Rev Med. 2019 Jan 27;70834. doi: 10.1146/annuremed-121217094234.
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6936610/

% pPardi N, Tuyishime S, Muramatsu H, Kariko K, Mui BL, Tam YK, Madden TD, Hope MJ, Weissman D.
Expression kinetics of nucleosideodified mRNA delivered in lipid nanoparticles to mice by vanioutes.

J Control Release. 2015 Nov 10;217:845doi: 10.1016/j.jconrel.2015.08.007. Epub 2015 Aug 8.
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC4624045/

Pardi Net al

Nucleosidemodified mRNA vaccines induce potent T follicular helper and germinal center B cell responses.
J Exp Med. 2018 Jun 4;215(6):18EB8. doi: 10.1084/jem.20171450. Epub 2018 May 8.
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5987916/

27 Liang F, Lindgren G, Lin A, Thompson EA, Ols S, Rohss J, John S, Hassett K, Yuzhakov O, Bahl K, Brito LA, Salté; Ho@isamell
Efficient Targeting and Activation of AntigBnesenting ks InVivo after Modified mMRNA Vaccine Administration in Rhesus Macaques.
Mol Ther. 2017 Dec 6;25(12):263647. doi: 10.1016/j.ymthe.2017.08.006. Epub 2017 Aug 12.
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC5768558/

28 Maier MA,et al

Biodegradable lipids enabling rapidly eliminated lipid nanoparticles for systemic delivery of RNAI therapeutics.
Mol Ther. 2013 Aug;21(8):158) doi: 10.1038/mt.2013.124. Epub 2013 Jun 25.
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3734658/

Kauffman KJ, Webber MJ, Anderson DG.

Materials for nonviral intracellular delivery of messenger RNA therapeutics.

J Control Release. 2016 Oct 28;240:224. doi: 10.1016/j.jconrel.2015.12.032pub 2015 Dec 21.
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/26718856/

Cullis PR, Hope MJ.

Lipid Nanoparticle Systems for Enabling Gene Therapies.

Mol Ther 2017 Jul 5;25(7):146I7475. doi: 10.1016/j.ymthe.2017.03.013. Epub 2017 Apr 13.
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5498813/
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Tra i vaccini candidati negli studi clinie,LNP sono il metodo standard utilizzato peiicolarei vaccini a mRNA ai
partecipanti.

2U00AYRTTFTA2yS RSt f

L'mRNA sintetico funzionale puo essere ottenuto mediante trascrizionéro di uno stampo di cDNA, tipicamente
DNA plasmidico (pDNA), utilizzando una RNA polimerasi del batteridtago.

Quindi, la preparazione del pDNA & il primo passo nella produd®risRIA.

I pPDNA grezzo contiene tracce di DNA genomico batterico e tre forme di pDNA (superavvolto, circolare rilassatc
lineare) in proporzioni variabili, quindi la preparazione di pDNA puro e standardizzato, come richiesto per un vaccir
e impegnaiva.

| residui di DNA batterico e I'eterogeneita del pDNA non rappresentano pero un problema se il pPDNA linearizzato vie
trascritto utilizzando I'RNA polimerasi del batteriofagigerché tutto il DNA residuale viene rimosso durante le fasi
produttive successive (vedi sotto).

Ad oggi, la tecnologia di trascrizione in vitro del'mRN#aéa ottimizzatae il metodo piu diffuso utilizza per la sintesi
del'mRNAI®RNA polimerasi T3, T7 o SP6 e il DNA lineare (DNA plasmidico linearizzatsiot®tidA preparato
mediante PCR).

Ci sono alcuni elementi strutturali di base che sono necessari per mantenere I'mRNA funzionaleyrireapyuccio

A Y (5'kdp,cioe un residuo di-fnetil-3 dzZl y2aAy |l dzyAdG2 € pdSadimsSadEgionepon G N
tradotta A Y (5'fJUDR)unaregione con frame di lettura aperto (OREparegioneA y nom fadtta 6 éJTR) aina
codaa base dpoli(A).*

2 Schlake T, Thess A, Fetiteczek M, Kallen KJ.
Developing mRN#&accine technologies.

RNA Biol. 2012;9(11):1311930. doi:10.4161/rna.22269
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3597572/

30Krieg PA, Melton DA.

Functional messenger RNAs are produced by SP6 in vitro transcription of cloned cDNAs
Nucleic Acids Re$984;12(18):7057070. doi:10.1093/nar/12.18.7057
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC320142/pdf/nar00388.41.pdf

3t Pascolo S.

Vaccination with messeng&NA.

Methods Mol Med. 2006;127:230. doi: 10.1385/459745168-1:23. PMID: 16988444.
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/16988444/

32Banerjee AK.

5'-terminal cap structure in eucaryotinessenger ribonucleic acids.

Microbiol Rev. 1980;44(2):17805.
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC373176/pdf/microrev0006805. pdf

Pardi N., Muramatsu H., Weissman D., Kariké K.

In Vitro Transcription of Long RNA Containing Modified Nucleosides. In: Rabinovich P.M.,

editor. Synthetic Messenger RNA and Cell Metabolism Modulation: Methods and Protdaoisna Press; Totowa, NJ, USA: 2012. ppt29
https://www.researchgate.net/publication/234086698_In_Vitro_Transcription_of _Long_RNA_Containing_Modified_Nucleosides

Wengy, Li C, Yang T, Hu B, Zhang M, Guo S, Xiao H, Liang XJ, Huang Y.

The challenge and prospect of mMRNA therapeutics landscape.

Biotechnol Adv. 2020 Majun;40:107534. doi: 10.1016/j.biotechadv.2020.107534. Epub 2020 Feb 21.
https://www.researchgate.net/publication/339409095_The_challenge_and_prospect_of mRNA_therapeutics_landscape

Bardwell VJ, Zarkower D, Edmonds M, Wickens M.

The enzyme that adds poly(A) to mRNAs is a classical poly(A) polymerase.

Mol Cell Biol. 1990 Feb;10(2):886doi: 10.1128/mcb.10.2.846.
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC360888/pdf/molcellb0008822. pdf
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6443240/

Di conseguenza, uno stampo a pDNA per la trascrizioviro deve contenerealmeno un promotore del batteriofago,
un ORF, eventualmente una coglali(d (A/T)) trascritta in poli(A) e un unico sito di restrizione per la linearizzazione
del plasmide per garantire la terminazione definita della trascrizione.

5'Cap 5'UTR ORF 3'UTR Poly-A

Biological relevance

Cap 5'UTR ORF 3'UTR Poly A
-Eukaryotic modification |-Recognition by -Sequence encoding -Important for translation |-Important for mMRNA
-Important for translation| translation machinery. |the gene of interest initiation and mRNA stability.
initiation, MRNA stability, | -Recognized and (GOlI), in mRNA vaccine |[stability. -Recognition by Poly-A
nuclear export. scanned by ribosomes. |encodes the antigen. binding proteins (PABP)
-When suboptimal, -Important for mMRNA and recruitment of
recognized as PAMPs | translation and stability. translation factors.
by the innate immunity. |-RNA Closed-Loop. -Important for translation
-RNA Closed-Loop. initiation

(RNA Closed-Loop).

Region optimization

-Natural Cap-1 to avoid | -Inclusion of Kozak -Codon optimization -Optimal sequences -Poly-A sequences of 120

PRR recognition and sequence. increases translation. derived from highly units.

enhance translation. -No strong secondary -Low optimal codons may|stable mRNA (B-Globin). |-Adding a poly-U

-Enzymatic capping for structures. be important for -2x copies in tandem sequence, providing a

higher capping efficiency.| -No other start codon. |adequate folding. -RNA Closed-Loop dsRNA in the poly-A,
-Polysome profiling to increases adjuvant effect.

count the ribosome
loading in sequences
in-silico.

Whole molecule optimization

-Avoiding binding sites of miRNAs present in the target cells.

-Uridine depletion to avoid recognition by innate immunity. =

-Production at high temperature (50°C) using a thermostable polymerase and/or low Mg concentration, to decrease dsRNA levels.
-mRNA purification using HPLC to decrease dsRNA amount.

-Avoidance of highly stable and long secondary structures that could activate PRRs.

Trends in Molecular Medicine
https://www.cell.com/trends/molecularmedicine/fulltext/S14714914(19)302448

t NEISGGrIT A2yS RStEfQYwb! S REfEF adzad 2NHFYATT T A2yS RSt R2YAYA2 |t &dz
Nella parte superiore della figura & presentata una rappresentazione schetat RSt S NBIA 2y A LINAYOALI fA p Ot L=
6hwCuZ o ¢ w  SA) tigualsiabi REBNAASDto fuestagtfitiudasadd irdicate le principali funzioni di queste regioni, la loro potenzdtmiater

con i recettori di riconoscimento dei pattern (PRR) e le possibili ottimizzazioni. Abbreviazione: PAMP, pattern moksociktiiagipatogeni.
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Il modello di pDNA linearizzato viene trascritto in mRNA in una miscela contenentpdiArasi ricomimante (T7,
T3 o0 SP6) e trifosfati nucleosidici.
t SN 2008y SNB dzy Ywb! OKAdzAa2:T yStftl NBIFIT A2y S LldmppSaa
O0p 0OD OOKALFYF(d2 blylf®32 RSt OF LIJzO00A2 NBI2f I NBEbhO @
Se l'analogo del capin eccesso rispetto al GTP, la trascrizione inizia con l'analogo del cappuccio invece che con il G
producendo un mRNA chiuso.
In alternativa, il cappuccio puo essere aggiunto per via enzimatica dopo la trascrizione.

(A) & - )

mRNACap 3'UTR 5 UTR

Optimal IVT mRNA
p Im? uy - _uowwuney = €9
ORF Poly-A  Translation
Recruitment of PABP, factor
ribosomes,and
translation factors @ : 2 &
Degrading PABP Ribosome
enzyme

Modello circolare chiuso deRNA.
(A)L'mRNA ottimale trascritto in vitro (IMIRNA)
puo reclutare fattori di traduzione che si legar
(B) RNA Closed-Loop FEtr NB3IA2YS p  OF L)
consentendo l'ingresso e la traduzione n
. e ribosomi e anche il reclutamento di protein
Protection from Facilitation of leganti poliA (PABP) nel polh.
enzymatic degradation  ribosome re-entry ~ (B) Nel modelio circolare chiuso, una fort
interazione tra i fattori di traduzione da entramk
i lati del'mRNA induce la formazione di un cic
stabile che protegge i trascritti dagli enzimi
RSANI RIFIT A2y S RSt f Howdeil
ribosomi, migliorando cosi la traduzione
Abbreviazione: ORF, open reading frame.

Trends in Molecular Medicine
https://www.cell.com/trends/molecularmedicine/fulltext/S14714914(19)302448

Una coda di poli(A) pud anche essere aggiunta dopo la trascrizione se non ¢ fallbistaimpo di pDNA®
Dopo la trascrizione, lo stampo di pDNA e il DNA batterico contaminante vengono digeriti dalla DNasi.

[ F LAY 3 RSEfQYwb!

Il cappuccio 5' degli mMRNA é caratteristico del'mRNA eucariotico e consiste nell'aggimaguianosina metilata in
N7 al primo nucleotide di queste molecoté.

34 Konarska MM, Padgett RA, Sharp PA.

Recognition of cap structure in splicing in vitro of mMRNA precursors.
Cell. 1984 Oct;38(3):74. doi: 10.1016/009:B674(84)9026&.
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/6567484/

Jang SK, Pa&k.

Capdependent translation is mediated by 'RNA looping' rather than 'ribosome scanning'.
RNA Biol. 2016;13(1}4. doi: 10.1080/15476286.2015.1107700.
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4829323/

35Munroe D, Jacobson A.

mRNA poly(A) taig 3' enhancer of translational initiation.

Mol Cell Biol. 1990 Jul;10(7):348%. doi: 10.1128/mcb.10.7.3441.
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC360780/

6Ramanathan A, Robb GB, Chan SH.

mRNA capping: biological functions aapplications.
Nucleic Acids Res. 2016;44(16):755P6. doi:10.1093/nar/gkw551
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Oltre alle sue funzioni nello splicing del prRNA, nella poliadenilazioneell'esportazione nucleare e nella protezione
contro le esonucleasi, altri aspetti chiave del cappuccio 5' sono importanti ai fini della produzione del costrutt
vaccinale.

In primo luogo, gli MRNA del vaccino dovrebbero essere riconosciuti come maalietsklf.

Il cappuccio 5' pud essere presente in diverse conformazioni negli mMRNA ed e richiesta una struttura naturale di ti
CAPL.

Infatti, gli mMRNA con capping anormale (AR 2 &Sy T I OF LILJHzOOA 2 6p LI3Ldonze p
RIG| e IFIT, che innescano la produzione di IFN di tipo | e la loro distruzione.

4 o -
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https://www.ncbi.nim.nih.ga/pmc/articles/PMC7114304/

La struttura del cappuccio del’lRNA: il cappuccio & costituito daon& A £ Idzk y2a Ayl ONXIljdzZt RN o6fdzo O2ff S3Fal ¢
FGGNI gSNE 2 dzy ¢pJ2y G 8 NF §NHZF phélEetilitiRdallp gudnosind neld Blidzposiziore N s OA ND2y RIE (2 Ay @GQ8RSIT
primo e del secondo residuo nucleotidico che formano le strutturelcepcap?2, rispettivamente, € circondato in arancione chiaro.

Nella via conven2iy I £ S @A SYS F33Adzyil dzyl & NiifosfadaNg unal seri® Hi LILJ
reazioni.

LE-GRF2aFl 2 GASYS LINAifosfatdsiRRIPasii T T G2 Rl dzyl wb! p

Una guaniltransferasi (GTaschiamata anche "enzima di cappaggio", aggiunge la struttura del cappuccio sotto forma
RA dzyl 3JRYy2FREFI@m2 O2¢gp 2NARSY (I YSyda2 p

Il cappuccio viene quindi metilato nella posizion& Mella sua guanina da un Ri&p guanina N-metiltransferasi

(N-7 MTasi).

Questogenerailcap YA YA Y2 O0YTDLILILIbX0E OKS &air GNROSIF ySA YSGl |

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5027499/

Ferron F, Decroly E, SeligkoCanard B.

The viral RNA capping machinery as a target for antiviral drugs.
Antiviral Res. 2012;96(1):Al. doi:10.1016/j.antiviral.2012.07.007
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC7114304/

37Hornung V, Ellegast J, Kim S, Brzézka K, Jung A, Kato H, Poeck H, Akira S, ConzelmanMKEn@&elsl& Hartmann G.
5'-Triphosphate RNA is the ligand for RIG

Science. 2006 Nov 10;314(5801):9R4loi: 10.1126/science.1132505. Epub 2006 Oct 12.
https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/1703880/

Kumar P, Sweeney TR, Skabkin MA, Skabkina OV, Hellen CU, Pestova TV.

Inhibition of translation by IFIT family members is determined by their ability to interact selectively withtdreniilal regions of capQcapt and 5'ppp
MRNASs.

Nucleic AcidRes. 2014 Mar;42(5):32285. doi: 10.1093/nar/gkt1321. Epub 2013 Dec 25.
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3950709/
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38Ghosh A, Lima CD.

Enzymology of RNA capnthesis.

Wiley Interdiscip Rev RNA. 2010;1(1):152. doi:10.1002/wrna.19
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC3962952/
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Strutture e sintesi di RNA caps. | tappi Cap 0 o m7G @NMPRati in blu) sono formati in fasi sequenziali da tre attivita enzimatiche che agiscono sull'estremita 5
‘trifosfato (colorata in rosso) dei trascritti nascenti. Il trasferimento di un gruppo metile (colorato in verde)-dakam&silmetionina (AdoMeompleta la sintesi

del cappuccio 0. Il trasferimento di due gruppi metilici (colorato in magenta) dalieiSosilmetionina (AdoMet) & necessario per formare il cappuccio TMG. Le
strutture dei cappucci 1 e 2 richiedono la metilazione (magenta coloréd) d O LILIdzO O A B det priind e délBedoddd hgleoside, rispettivamente. La
struttura del cappuccio 4 & generata da sei cicli di metilazione (color magenta). | primi tre cicli di metilazione (cef@ansagerificano in due posizioni sulla
base e ribosio del primo nucleoside del trascritto primario. | successivi tre cicli di metilazione (color magenta) i gerifigadzt f S LJ2 & AQ deiprgsaimiR S €

i NB ydzOt S 2 & ArRekilfdsfato & fordatd daldas@rimento'diungrg YSGAE S 602t 2 NI ( 2 -fdsfhto deltrasSrigidipkindarioR | | R
A causa del suo accoppiamento alla trascrizione dell'RNA, il ca@ppirigcipalmente un processo nucleare, sebbene

si sospetti che alcuni eventi di-oapping del’RNA si verifichino nel citoplasihia

| virus generalmente si replicano nel citoplasma, determinando una finestra temporale durante la quale gli RNA vir:
vengono sintetizzati ma non ancora addizionati del cappuccio.

La coevoluzione di virus e cellule ha generato una serie di vie cellulari e proteine coinvolte nel rilevamento del
presenza di RNA virali.

L'assenza di RNZap e la presenza di RNA a dopjlanfiento sono segnali forti di un'infezione virale. Queste specie
di RNA, da sole o insieme, vengono rilevate come RNA-selfhdai sensori cellulari che attivano una risposta
immunitaria cellulare innata®® | virus hanno sviluppato numerose strategier sfuggire al rilevamento, incluso il
rapido ed efficiente capping del’lRNA virale.

La struttura del cappuccio svolge importanti funzioni nella traduzione del'mRNA attraverso il reclutamento di fattor
di inizio della traduzione e probabilmente ancheilitando la formazione di mMRNA circolare chitfso

Pertanto, nel contesto del costrutto vaccinale, & importante ottenere la massima efficienza nella produzione di mRN
con CAHRL per evitare I'eccessiva attivazione dell'immunita innata attraverso i gtodmanenti senza cappuccio o

con cappucci inadeguati.

Regioni non tradotte

Le regioni non tradotte (UTR) sono importanti regolatori della degradazione del'mRNA e dell'efficienza traduziona
tramite le proteine leganti 'RNA.

L'uso di UTRSIT-B 0 2 0 A ¥jlbbina2da Xenopus laevis o dall'uoyostato I'approccio standard storico nella
vaccinazione con mRNA a causa della loro elevata stabilita.

Tuttavia, le prestazioni delle UTR dipendono dalla specie, dal tipo di cellula e dallo stato cellulare.

Pertanto, qualsiasi vaccino a mRNA deve definire quali sono le sequenze UTR piu rilevanti nelle cellule bersaglio p
sua forte espressione.

Di segiito sono discussi approcci recenti per il miglioramento dell'lUTR per ottenere un'elevata espressione e stabili
dell'mRNA nelle cellule / nei tessuti bersaglio.

p-UTR
Sono state descritte diverse caratteristiche dell®J3'R che influenzano la traduz@edel'mRNA.

39Schoenberg DR, Maquat LE.

Recapping the message.

Trends Biochem Sci. 2009 Sep;34(9):435doi: 10.1016/).tibs.2009.0803. Epub 2009 Sep 2.
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2743798/

4OWilkins C, Gale M Jr.

Recognition of viruses by cytoplasmic sensors.

Curr Opin Immunol. 2010 Feb;22(1)41doi: 10.1016/j.c0i.2009.12.003. Epub 2010 Jan 12.
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC312156/

41Jang SK, Paek KY.

Capdependent translation is mediated by 'RNA looping' rather than 'ribosome scanning'.
RNA Biol. 2016;13(1)4. doi:10.1080/15476286.2015.1107700
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC4829323/

Tomek W, Wollenhaupt K.

The "closed loop model" in controlling mRNA translation during development.

Anim Reprod Sci. 2012 Sep;132)12-8. doi: 10.1016/j.anireprosci.2012.08.005. Epub 2012 Aug 11.
https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/22917874/
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Ad esempio, dovrebbero essere evitati nelldJIR un codone di inizio canonico (AUG) e codoni di inizio non canonici
(AUG e CUQG).

Un'altra caratteristica che influisce negativamente sulla traduzione del’'mRNA & la presenza di struthmaasec
altamente stabili, che impediscono il reclutamento dei ribosomi, la scansione e I'avvio del riconoscimento del codon
I LI NIS 1jdzSadA NBljdzAaAdA RA &SljdzSYmR.2 aAx al L}R2O0O2 4&d:
La bioinformatica € uno strumento prortente per prevedere l'efficienza della traduzione dellmRNA in base alle
caratteristiche delle sequenze-BTR, come la presenza di strutture seconddfie.

0-UTR

[ I -UBR é normalmente considerata una regione concentrata di fattori instabili, du@idare sequenze instabili e
fUAYGNRRdZ A2yS RA St SYSyUTR pud uméniafe la stebilitBldie}niRSIA ddlespandeye faS
sua emivita®®

Le sequenze arricchite con AU e GU sono sfruttate per qdeate, |j dzi yUTiR detémiina idilli di proteine
attraverso la regolazione della stabilita e della traduzione dellmRNA mediata in gran parte da elementi ricchi di AU
miRNA(vedi sotto) 4°

Oltre a utilizzare sequenze di mRNA stabili, I'espressione della proteina potesislbee migliorata aggiungendo
sequenze 3UTR due volte in tanderff

42Gaspar P, Moura G, Santos MA, Gravél.

mRNA secondary structure optimization using a correlated dtap prediction

[published correction appears in Nucleic Acids Res. 2016 Jun 20;44(11):5490]. Nucleic Acids Res. 2013;41(6):e73. dar/tk4D9R3
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3616703/
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Regulation by 3Untranslated Regions.
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Cell. 2009 Jan 23;136(2):238. doi: 10.1016/j.cell.2009.01.002.
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3794896/

Chen CY, Shyu AB.
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Un metodo recentemente sviluppato per identificare le sequenzéJTR che stabilizzano I'mRNA utilizza
I'arricchimento progressivo dellmRNA sintetico di emivita pit lunga attraverso diversi cicli [trasfezione in celluls
dendritiche umane (DC), inibiziodella trascrizione e purificazione del'mRNA] della trascrittasi inverseP@R)

Questo metodo identifica anche una correlazione negativa tra il numero di siti di legame degli miRNA * nelle DC
I'emivita del’'mRNA.

Pertanto, le sequenze UTR potrebbessere controllate per ridurre al minimo il numero di siti di legame degli miRNA
nelle APC, in quanto queste molecole promuovono la degradazione dellmRNA.

E anche possibile incorporare siti di legame per gli miRNA nella sequenza di mRNA per dimapuessione
dell'antigene nei tessuti non miratf’

* | microRNAs (miRNAs) sono dei piccoli RNA non codificang 251 nucleotidi) che regolano negativamente
f QSALINBaaAz2yS -taSyzibralk, edesplicand Bloré RAGERAEKNY §S Af NAO2y2a0A
a specifiche sequenze di mMRNA

I microRA: il loro geni e i loro target
microRNA Struttura e Funzione

[ S-UBRXxonsentono anche la traduzione locale attraverso la regolazione della localizzazione déi'mRNA

bdz2 @S I OljdzZA AT A2y A KIFyy2 LISN)YSa&3TRRBWM estereYdgiNtaiddasSissBne © K
poliadenilazione alternative (APKE.  O2 & W O 2UMR posBnd esbefe stactate e agire come lunghi RNA non
codificanti indipenderitdalla regione codificant?.
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LYFTAYS>T § ail UER sard i gisdudi thediark I8 inter&rioro otginateina (PPI), con una ricaduta
sulla formazione del complesso proteico, la localizzazione e le funzioni delle prefteiregoland'espressione genica
attraverso il legame delle proteideganti 'RNA (RBPY.

Le RBP silegano aglielemaigR St § $wo S YSRAIl y2 UM affrazfdo N rrdlameRrt8 di pradeine Q
effettrici.

Lo stato cellulare determinaleRBFEK S a2y 2 Ay 3 NJ-BWR inRridatb Goth&nid Sobidantd; 1€ fiingionb Q
RS f fUSR ppsono essere valutate solo nel contesto delle loro RBP con cui sono associate.

[ O2YLRAAT A2y S RSEUTR in wn dato tn&igmtd] & dinamiealpyd cambi@re a seconda
dell'ambiente locale, ad esempio, attraverso l'aggiunta di modifiche-paduzionali (PTM), I'espressione locale di
altre RBP con cui si legano per consentire la specificita funzionale in vivo e le interazioni con membraeate didh
citoscheletro™,
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Infine, il legame delle RBP & anche influenzato dalla struttura dell'lRNA secondario e terziario che regola I'accessib
RSt fUTR%0 Q

Coda PolAdenilata

Uno degli ultimi passaggi della trascrizione del'mRNA e l'aggiunta di una coda godi di solito € di circa 250 unita

di lunghezza nei Metazoi.

Tuttavia, i recenti progressi nel sequenziamento del'RNA mettono in dubbio questo dogma: i geni altespeassi,
quindi mMRNA presenti in natura con una forte efficienza traduzionale, ricchi di codoni e associazione ribosomie
ottimali, contengono le code peh pit corte >

Secondo il modello di pruniny & O 02 NOA I Y Sy (i 24&bihding (PABP)LIMNEBSIMSIE a)BTR reifli mRNA
stabili e strettamente associata al-&p tramite i fattori di inizio della traduzione eiF4G ed eiF4E, favorendo la
formazione di una struttura circolare chiusa (modellosedloop * vedi figura pag. 75 ) ed una traduzione efficiente.

* |l modello piu sofisticato per l'inizio della traduzione attualmente €& il cosidaetidello “closedloop”, in cui una
circolarizzazione del'mRNA e mediata da proteine che si leg&oa e 3'poly (A).
A seconda delle interazioni differenziali, questo evento pud provocare stimolazione o repressione traslazionale.

Le molteplici interazioni proteinrproteina e proteinaRNA presenti nella struttura circolare chiusa impediscono
un'ulteriore deadenilazione del trascritto e la degradazione dellmRNA.

https://escholarship.org/content/qt6cp950hv/qt6cp950hv_noSplash_03fa99c2eb7b8090b5eb49be4f901351. pdf?t=0illl7

Sintesi, elaborazione traduzione di mRNA. Gli mRNA vengono trascritti dal'RNA Pol Il nel nucleo. Le trascrizioni nascenti passano attproeessaonrti
maturazione cetrascrizionale che coinvolge it&pping, la giunzione di introni, il clivaggio in 3' e poliadenit@zibue complessi leganti I'RNA sono responsabili
della promozione della scissione e della poliadenilazione. Il CPSF (fattore di specificita di scissione e poliadeititamene)ilrPAS (segnale di poliadenilazione)

e il CSTF (fattore di stimolaziodella scissione) interagisce con il DSE (downstream sequence element). Una volta che entrambi questi fattori sono ancorat
allmRNA, un'endonucleasi nella CPSF (fattore di speicificita della poliadenilazione) scinde il messaggero tra i dudadlargeptenza. || CPSF recluta quindi

PAP (poli (A) polimerasi) per estendere una coda di adenosine non contemplate fino alla fine del'mRNA. La coda inrivesstittacén la proteina legante il

poli (A) nucleare (PABPN). Dopo aver completato I'elaboraziertrascrizioni mature vengono esportate nel citoplasma, dove PABPN viene sostituito con la sua
controparte citoplasmatica, PABP. Durante la traduzione, PABP interagisce con il fattore di iniziazbomendegiF4G, migliorando I'efficienza della traidme e

il riciclaggio dei ribosomi promuovendo la circolarizzazione del messaggero.
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Secondo studi precedengranopreferibilisequenze lunghe di pefi per la stabilita del'mRNA.

Le sequenze Pok di 120 unita forniscono degli WMTRNA piu stabili e una traduzione piu efficiente rispetto alle code
piu corte nelle DC derivate da monociti umé&hie nelle cellule T primarie umane una coda-popiu lunga di 300
nucleotidi & pit faorevole per una traduzione efficient®.

Questi risultati non sono in contraddizione con il modello di pruning poiché ginRNA con code peli medie e
lunghe possono inizialmente reclutare PABP ed essere accorciati a una coda di 30 A.
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Ulteriori studi dovrebbero valutare il ruolo della dimensione del golper I'espressione dell'antigene MIRNA nel
corso del tempo, in quanto idealmente, l'espressione dell'antigene dovrebbe essere ottenuta una volta che le AF
migrano verso il linfonodo drenante.

Regioni tradotte

Sono stati eseguiti diversi approcci per modificare la sequenza ORF (open reading fpem)gliorare I'efficienza
trascrizionale e per impedire una forte reazione immunitaria innata dovuta al riconoscimento dei PRR.

* Codoni coriunzioni specifiche

-/ 2R2yS RQNYEBHZI 6! PQAYAT A2 RSttS OFGSYyS LIt ALISLIGARAOKS

- Codoni di terminazionesono tre (UAA, UAG, UGA) e non codificano per alcun AA. Essi segnalano la fine delioiipdtidica.

- Open Reading Frame (OR&gnominata anche Quadro di lettura aperto. Si ha se un quadro non presenza un codone d
terminazione per piu di 50 nucleotidi consecutivi.

- Degenerazione del codice forse la caratteristica piu sorprendentd dedice genetico. Ad ogni singolo AA puo corrispondere
pit di un codone. La differenza si realizza di solito a carico del terzo nucleotide.

Amino acids

open reading frame TN\~

/
Met Thr Asp GIn Pro GIn Ala Glu Leu Ala Phe Thr Tyr Asp Ala Pro /-‘St"p

MRNA -l i s | ] | | | | | | | | | | |
A AUGACGGAUCAGCCGCAAGCGGAAUUGGCGUUUACGUACGAUGCGCCG |UAA

Codon

Sense strand (Coding strand)
s’

ATGACGGATCAGCCGCAAGCGGAATTGGCGTTTACGTACGATGCGCCG  |TAA
DNA 11t nnnnnnnnnnnn el L

TACTG TAGTCGGCGTTCG TTAACCGCAAATGCATGCTACGCGG ATT

Antisense strand (Non-coding strand)

L'ORF puo essere modificato a livello di codone (bias di utilizzo del codone) per regolare la velocita di allungame
della traduzione o tramite il contenuto GC per evitare strutture secondarie, ed € stata valutata I'ottimizzazione de
codore per migliorare la traduzione e la stabilita dell'mRKNA.

Esistono diverse strategie per l'ottimizzazione del codone; ad esempio, l'uso dei codoni piu frequenti per og
amminoacido, o anche I'utilizzo di codoni con maggiore abbondanza di tRNA.
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Mauro VP, Chappell SA.

A critical analysis of codaptimization in human therapeutics.
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Un'altra strategia €& ottimizzare I'utilizzo delabdone, cioé Utizzare le migliori coppie di codoni che sono ottimali
insieme.°

Una terza strategia consiste nel modificare la sequenza ORF in modo da avere lo stesso rapporto di ogni codone cl
trova naturalmente nelle proteinaltamente espresse delle speciedlule bersaglio.

L'ottimizzazione del codone aumenta i tassi di traduzitreei codoni ottimali vicino al codone di inizio aumentano i
tassi di allungament€?, fornendo alti livelli di traduzione del'mRNA.

Al contrario, i codoni rari forniscono Urasso tasso di allungamento che favorisce I'affollamento dei ribosomi.

Questo allungamento alterato consente il legame di un'elicasi di RNA-B&A&) trascritto e accelera il decadimento
del'mRNA dopo il decapaggio def%'

Tuttavia, i tassi di alhgamento rapidi non sono sempre vantaggiosi.

Potrebbero impedire un adeguato ripiegamento della proteina codificata, come mostrato in un mRNA di lucifera
ottimizzato per il codone che ha perso il 50% della sua att¥it&odoni meno frequenti potrelgvo fornire una
velocita di traduzione inferiore e quindi un ripiegamento proteico adeguato, importante per ottenere una
conformazione antigenica adeguata. Pertanto, a seconda dell'antigene, possono essere utilizzate diverse strategie
codone.

L'ottimizzazione di tutti i codoni puo essere interessante nel caso di vaccini a mRNA basati su epitopi lineari.

Al contrario, antigeni complessi possono richiedere velocita di traduzione pit lente per ripiegare i domini proteici critic
In ogni caso, l'uso daiodoni rari dovrebbe essere evitato in entrambe le strategie per ottimizzare I'espressione della
proteina.®

Inoltre, il contenuto di GC pud modificare I'espressione proteica influenzando la traduzione a seconda dello stadio
differenziazione cellulare® ne segue che il contenuto di GC nei vaccini a mRNA potrebbe essere importante per |
cellule immunitarie bersaglio a seconda dello stato cellulare (ad esempio monaociti vs macrofagi).

L'esaurimento dell'uridina, che pud essere collegato a un aumento del contenuto di GC, ha mostrato un miglioramen
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dell'espressione proteica nell IMARNA, in quanto le regioni ricche di uridina sono riconosciute dal RI@ sua
attivazione bloccd imeccanismo della traduzion€.

Infine, le strutture secondarie del'mRNA possono svolgere un ruolo importante nella traduzione dellmRNA. A
esempio, dovrebbero essere evitate strutture secondarie altamente stabili e anelli a forcina.

Questestrutture possono impedire I'ingresso, la scansione e l'allungamento dei ribosomi ed essere riconosciute con
PAMP dal sistema immunitario innato.

OTTIMIZZAZIONE DELLA PRODUZIONE EhRNIAPER LA STIMOLAZIONE DELLA

RISPOSTA IMMUNITARIA INNATA

Per un vaccino ad mRNA iniettabile, le principali considerazioni sull'efficacia includono quantd®egue:

1) il livello di espressione dell'antigene nelle cellule presentanti I'antigene professionale (ARGl € influenzato
dall'efficienza del vettoredalla presenza di pattern molecolari associati ai patogeni (PAMP ) sotto forma di RNA :
doppio filamento (dsRNA) o nucleosidi non modificati e dal livello di ottimizzazione della sequenza di RNA (utiliz
RSt O2R2y Sz 02y Sy dziafottQVTRFectNS IA 2y A p S o y2y (N

2) maturazione e migrazione delle cellule dendritiche (DC) al tessuto linfoide secondario, favorite dai PAMP;

3) la capacita del vaccino di attivare risposte robuste delle cellule T helper folliceiae €lel centro germinale (GC),
un'area che rimane tuttora scarsamente compresa.
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Risposte immunitarie provocate dai vaccini mMRNA S2R&. | vaccini SARS0V2 mRNA vengonsomministrati per via intramuscolare (1). O mRIWP o
antigene prodotto localmente vengono assorbiti dalle cellule presentanti I'antigene (APC) (2), come le cellule dendtijicRedEti APC trasferiscono quindi ai
linfonodi (3) dove sono in grado dinescare i linfociti T CD4 e CD8 (4). Gli eventi in(@3)sono esaminati in dettaglio in [36]. Il priming delle cellule T CD8 puo
indurre la formazione di linfociti T citotossici (5b) in grado di uccidere direttamente le cellule infette. Le celMiénfi€Scate dall'antigene possono differenziarsi

in cellule Thl (5a) o cellule T helper follicolare (Tth). Le cellule Tth aiutano ad avviare una reazione del centro ¢B8@)i@elLe reazioni GC indotte dalla
vaccinazione risulteranno nella formazeodi cellule B della memoria maturate per affinita (MBC) e di plasmacellule a lunga vita (LLPC) che secernono anticorpi
Le cellule Tth possono essere inclinate verso un fenotipo Thl o Th2, il che influenzera il passaggio di classe deghs)tioodptti dagli LLPC agli Abs associati

a Thl o Th2 (6).

Approfondimento Il centro germinale (GC) e le cellule T helper follicolae{T

Lamaggior partedei vaccini antimicrobigiit potenti induce risposte anticorpali di lunga durata contro il patogeno
bersaglio.

Gli anticorpi ad alta affinita vengono prodotti in siti microanatomici specializzati all'interno dei follicoli delle Bellule
presenti regli organi linfoidi secondari chiati centri germinaliGQ.

La proliferazione delle cellule B, l'ipermutazione somatica e la seleziamgichrpiad alta affinita si verificano nei GC

e per questi processi & necessario un aiuto efficiente delle cellfite T

Le cellule dyrappresentano un sottoinsieme specializzato di cellule T*CBd producono segnali critici per la
sopravvivenza, la proliferazione e la differenziazione delle cellule B oltre a segnali per la commutazione isotipica de
anticorpi e per l'introduzione dinutazioni diversificanti nei geni delle immunoglobuliffe.

Le cellule A4 sono prevalentementeesidenti nei linfonodi (LN) e nella milgeanne in situazioni patologiche come si
GSRNEX &azaid2 yStt Qi aldeN) peict yf Brosdopdorimatid Eaiiare ke 2efiute B,Snentre le
cellule effettrici non #ncome Thl, Th2, Thl7, le cellule T CD4 citotossiche o le cellule Th9 sono prevalentement
destinate a lasciare il tessuto linfoid@epostarsverso i siti di infezione o infiamazione,in quantole azioni in qusti

siti sonolo scopoprincipale della maggior parte delle cellule ARG,

L'aiuto fornito dalle cellulé&sCTrn alle celluleGGB émediato dalCXCL13, oltrehe allecitochine pit ampiamente
espresse comélle2 e il TNF. La combinazione dell'espressione ililiL-4 e CD40L da parte delle cellu@CTen
supportain maniera efficientde celluleGGB.

Le interazioni trde Trne le cellule5CB assomigliano alle connessioni cellulari e alla comunicazione sinaptica all'interno
del sistema nervoso, che consentono ai segnali di essere trasdotti rapidamente ed efficacemente attraverso la fessl
sinaptica.

Talidsinapsi immunologichesono particéarmente critiche neGCdove la velocita delle interazioni delle cellukB®
maggioree la loro durata € piu breve che in altri siti.

Nel contesto deGC che contengono un gran numero di cellule in una struttura altamente compltiiasciomirato

di segnalira le cellule interagenti diventa particolarmente importante.

| rilascio promiscuo o da parte di terzi di segnali di selezione positivi potrebbe potenzialmente portare alla compars
di cloni di cellule B auteeattivi di lunga durata.

59Biram A, Davidzohn N, Shulman Z.

T cell interactions with B cells during germinal center formation, a tstep model.
Immunol Rev. 2019 Mar;288(1):3B. doi: 10.1111/imr.12737.
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https://www.ncbi.nlm.nih.govpmc/articles/PMC6532429/

“Crotty S.

T follicular helper cell differentiation, function, and roles in disease.
Immunity. 2014 Oct 16;41(4):522. doi: 10.1016/j.immuni.2014.10.004.
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4223692/
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Teucells progressively differentiate to regulate the germinal center response.
Nat Immunol. 2016;17(10):11917205. doi:10.1038/ni.3554
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC5030190/
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E statodimostrato che le citochine, i granuli citotossici e pitl recentemente i neurotrasmettitori vengono trasféeiti dal
Tenalle cellule Bn seguito ad interazioni specifici.

Le cellule Fynelle malattie infettive, autoimmuni e nelle vaccinazioni

La funzione principale delle cellules® quella di fornire protezione dalle malattie infettivim quantofacilitano le
risposteanticorpalialle infezioni virali, batteriche, parassitarie e ffime.
Ad esempio, la risposta IgG all'infezione da virus vaccinico e ridotta del 98% in assenza di¢€llule T

| dati degli studi sulle infezioni indicanm ruolo primariodelle cellule # nel limitare lo sviluppo di cellule B
autoreattive.

Sebbene le cellulesTsiano rare all'iniziogiorno10) nell'influenza o nell'infezione da LCMV, si accumulanoaniera
sostanziale nel tempajiorno30) e prevengono lo sviluppo di cellule B autoreat(aeati-istone)’.

Questa azione regolatoria € di grande rilevanza nella prevenzione o, in caso di disregolazione, di induzione di mala
autoimmuni.”

I yes§pansione esagerata delle cellulgdi traduce in un'eccessiva reazione del centro germimcalela proliferazione
delle cellule B autoreattiveun eccessonella differenziazione d plasmacellule a lunga vita, nonché una
sovrapproduzione di autoanticorpi patogeni ad alta affinita.

L'abbondanza patologica di cellulgspotrebbe fornire unsupportocruciale per la sopravvivenza dei linfociti B auto
reattivi affini e per sfuggire ai punti di controllo della tolleramzhcentro germinale.

[ ®drazione delle celluleslié stata segnalata in pazienti con varie malattigoimmuni, come artrite reumatoide,
lupus eritematoso sistemico e malattie tiroidee autoimmuni, dove le celkeoho presenti con maggiore frequenza
e mostrano una correlazione positiva con il titolo sierico di autoanticérpi.

72Papa |, Vinuesa CG.

Synaptic Interactions in Germinal Centers.

Front Immunol. 2018;9:1858. Published 2018 Augib810.3389/fimmu.2018.01858
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Insights into the role of follicular helper T cells in autoimmunity.
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6532429/

L'importante ruolo delleellule Ennelle risposte immunitarie ai vaccini & parallalquellonello sviluppo delle risposte
immunitarie alle infezioni da patogerdi conseguenza sono in corsadiluppo nuovi adiuvang piattaforme vaccinali
in grado di attivare in modo potéa questo tipo di cellule.

In particolare, & stato recentemente dimostrato che:  LJA | G G I F 2 NI ImRNRASNP in@liceGabtiArigpdste Y m /
immunitarie delle cellule fhe GGB, che generano alti livelli di anticor@ccinali neutralizzané lunga duata nei topi

e nei macachi rhesus.

Sono stati suggeriti due possibili azioni che contribuiscono a questo effetpmoduzione robusta e sostenuta di
antigene dall'mRNA con nucleosidodificat e glieffetti adiuvanti def LRIPvaccinaleche favoriscono l'attivazione
delle celluleGGB. "’

Interazione tra le cellule Aue il microbiota

Oltre a facilitare I'immunita protettiva contro i patogeni, le cellulesbno importanti regolatori del microbiota, grazie
alla generazione di risposte IgA ad alta affimitdle placche di Peyefollicoli presenti netessuto linfoide associato

“TPardi N, Hogan MJ, Naradikian MS, et al.

Nucleosidemodified mRNA vaccines induce potent T follicular helper and gercen#tr B cell responses.
J Exp Med. 2018;215(6):151588. doi:10.1084/jem.20171450
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/29739835/
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allintestino (GALT®, ricche di GCcontro i patogeni’, e viceversa il microbiota intestinale influisce sulla biologia
cellularedelle e

| batteri filamentosi segmentati ([SFB] Candidatus arthromitagpartengono allaclasse piu aggressivdi
microorganismi presendtllinterno del microbiota.

Questo organismo si & evolutouna nicchigorofondaattaccata alle cellule epiteliali dell'intestino tenue inferiore.
La posizione € ideale pghi SFB per raccogliere i molti amminoacidi di cuinmbisogno dall'ospite o dalla dieta (il
loro genoma ha eliminato i percorsi sinteti@cessali

Utilizzano & (0 NXzli G dzNB & LIS OA | 6 X1 LINISek BnravaisiSallo éstiad feprtdlidledl éviage di essere
espuls nell'intestino crasso dove sarebbe molto piu difficiteddisfare il fabbisogno di aminoacidi essentali

Oltre a provocare risposte IgA estremamente efficaci (che sembrano limitare la crescita eccessiva durante
colonizzazione)gli SFB induzno una popolazione notevolmente specifica e numerosa di cellule TH17 della mucosa
che ®bbene non sia direttamente proinfiammatoria, nelle giuste condizioni di suscettibilita puo fornire il centro
germinale necessario per generdrafdrite tramite autoanticorp.

Una domanda urgenta cui si sta cercando di risponde¥él meccanismo con cui il microbiota intestinale predispone
il proprio ospite alle malattie nei siti dist&li| htdstidd\

78Jung C, Hugot JP, Barreau F.

Peyer's Patches: The Immune Sensors of the Intestine.

Int J Inflam. 2010 Sep 19;2010:823710. doi: 10.4061/2010/823710.
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC3004000/

7Bunker JJ, Flynn TM, Koval JC, et al.

Innate and Adaptive Humoral Responses Coat Distinct Commensal Bacteria with Immunoglobulin A.
Immunity. 2015;43(3):54553. doi:10.1016/j.immuni.2015.08.007
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4575282/

Kubinak JL, Petersen C, Stephens WZ, et al.

MyD88 signaling in T cells directs{médiated control of the microbiota to promote health.
Cell Host Microbe. 2015;17(2):1883. doi:10.1016/chom.2014.12.009
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC4451207/

Proietti M, et al

ATRgated ionotropic P2X7 receptor controls follicular T helper cell numbers in Peyer's patches to promatednobiota mutualism.
Immunity. 2014 Nov 20;41(5):7&D1. doi: 10.1016/j.immuni.2014.10.010. Epub 2014 Nov 13.
https://www.cell.com/immunity/fulltext/S10747613(14)0038&

Wei M, Shinkura R, Doi Y, Maruya M, Fagarasan S, Honjo T.

Mice carrying a knoelk mutation of Aicdaesulting in a defect in somatic hypermutation have impaired gut homeostasis and compromised mucosal defense.
Nat Immunol. 2011 Mar;12(3):2620. doi: 10.1038/ni.1991. Epub 2011 Jan 23.

https://p ubmed.ncbi.nim.nih.gov/21258321/

8Macpherson AJ.

Do the Microbiota Influence Vaccines and Protective Immunity to Pathogens? Issues of Sovereignty, Federalism, dregtRaritsthe Prokaryotic and
Eukaryotic Spaces of tirtostMicrobial Superorganism.

Cold Spring Harb Perspect Biol. 2018;10(2):a029363. Published 2018 Feb 1. doi:10.1101/cshperspect.a029363
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC57959/

Preite S, Cannons JL, Radtke AJ, et al.

I 8LISNF OGAQIF SR tLoYt LINPY23Sa aSt¥F FyR O2YvySyalt NBIFIOGAGAGE G (K
Nat Immunol. 2018;19(9):9886000. doi:10.1038/s4159018-01823

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6140795/

w
u»
me
—

81Kuwahara T, et al

The lifestyle of the segmented filamentous bacterium: a-oahliurable gutassociated immunostimulating microbe inferred by whgknome sequencing.
DNA Res. 2011 Aug;18(4):2303. doi: 10.1093/dnares/dsr022. Epub 2011 Jul 26.

https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC3158464/

Sczesnak A, Segata N, Qin X, Gevers D, Petrosino JF, Huttenhower C, Littman DR, Ivanov II.

The genome of th17 celhducing segmented filamentous bactergveals extensive auxotrophy and adaptations to the intestinal environment.
Cell Host Microbe. 2011 Sep 15;10(3):2&0 doi: 10.1016/j.chom.2011.08.005.

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pnt/articles/PMC3209701/
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Fei et al hann@affrontato questa domanda utilizzandoy modello di atrite autoimmuneper chiarire come i segnali
autoimmuni generati nell'intestino dai commensali intestinali vengono trasposti ai siti sist&mici.

| risultati ottenuti hannodimostrato chegli SFB aumentanola popolazione di cellulesfnon solonelle placchedi
Peyer, ma anche in siti sistemici come la milza e i linfonodi poplitei drenanti (PLN).

Le risposte delle cellule-Jindotte dagli SFB erano precedenti allo sviluppo dell'artrite e le cellgier@dno necessarie
per il potenziamento dell'artrite autoimmune mediata @glaSFB i qualiaumentavanola popolazione di cellulesf
sistemiche guidando la differenziazione e l'uscita delle celky@allePP in siti sistemici.

Questo processeracruciale per lo sviluppo dell'artrite perché gli atanticorpieranoprodotti principalmente in siti
sistemici e molto meno rile PP. Ali autori hannodimostrato chegli SFB induceva la differenziazione delle cellale T
nellePP inibendo la via di segnalazidd&If-Z n@le PP enannoidentificato le DC come il tipo di cellula critico richiesto
per l'induzione delle celluleimediatadagli SFB e la soppressione del recettoret IL "-H b 'L fle PP.S

General mucosal Context responses
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https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC5793759/

Induzione delle risposte immunitarie da parte dei membri del microbiota intestinale. L'entita e il carattere dell'induzliengsgsta immunitaria della mucosa

da parte del microbiotaarianoa seconda dell'organismo interessato. Mutualisti benigni non infiammatori che risiedono nel lume o confinati agli strattdeste
muco inducono risposte dei linfociti B e T all'interno detfatture linfoidi dell'intestino e dei suoi linfonodi drenanti. Questi sono in gran parte concentrati sulla
mucosa stessa, perché i linfociti indotti tornano principalmente nell'intestino dopo il ricircolo sistemico attraverstnfagsi e il flusssanguigno. Le risposte
delle cellule B possono essere indotte con l'aiuto delle cellule T o in seguito alla stimolazione diretta delle celhadgeBd#h fattore di attivazione delle cellule

82Teng F, Klinger CN, Felix KM, Bradley CP, Wu E, Tran NL, Umesaki Y, Wu HJ.

Gut Microbiota Drive Autoimmune Arthritis by Promoting Differentiation and Migration of Peyer's Patch T Follicular Hedper Cel
Immunity. 2016 Apr 19;44(4):873B. doi: 10.1016/j.immuni.2016.03.013.
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC5296410/
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B della famiglia del fattore di necrosi tumorale (BAFF)wndigando che induce la proliferazione (APRIL) secreto dalle cellule mononucleate. All'altra estremita
dello spettro, gli organismi con nicchie particolarmente intime inducono una serie di risposte immunitarie idiosincragiciméivaggy Un esempio sondoatteri
filamentosi segmentati (SFB), che sono responsabili della generazione di una popolazione sostanziale di cellule TH&7depadifiacosa, con segnali dalla
proteina sierica amiloide (SAA) secreta dalle cellule epiteliali che legano il mietibdestino tenue inferiore. L'SFB induce anche IgA specifiche, che limitano la
crescita eccessiva durante la colonizzazione. Lo strato epiteliale a cui € attaccato SFB e sostenuto dall'interlet2bisectiip dalle cellule linfoidi innate di
classe 3 (ILC3) attraverso un ciclo di feedback. Sebbene le cellule TH17 indotte da SFB non siano infiammatorie, nelldaxandizitirdella predisposizione
autoimmune del complesso maggiore di istocompatibilita (MHC), possono potenziare l'artritenautoe dipendente dalle cellule B.

Un aspetto centraleidjuesta ricerc& che le cellulechdellePP potrebbero agire come il "segnale di controllo remoto”
inviato dal microbiota intestinale per regolare il sistema immunitario nei siti distatediarerisposte autoimmuni
intestinali distali; tali risultatisono stati supportati da un recente studio che rivedeQ A LJ2 (i SdaldngaSiataNI
secondo cui le cellule=Isono confinatenei GCda cui derivano®
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5296410/pdf/nihms776862.pdf
Ci sono probabilmente molteplici meccanismi attraverso i quali la variazione del microbiota intestinale pud modificar

la differenziazione o la funzioneelle Ty € questa € un'areanatura per studi futuri, data I'ampia rilevanza del
microbiota nella fisiologia del sistema immunitario

Le cellule #nelle allergie

Nele allergie mediate danticorpié necessadf QI T A 2 ¢élfile RiSSi ffreSume ancora comunemente che le
risposte IgE sianmediatedalle cellule Th2%, ma cio on € corretto.

83 Shulman Z, Gitlin AD, Targ S, Jankovic M, Pasqual G, Nussenzweig MC, Victora GD.
T follicular helper cell dynamics in germinal centers.

Science. 2013 Aug 9;341(6146):673loi: 10.1126/science.1241680. Epub 2013 Jul 25.
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PNL3941467/

Kobayashi T, lijima K, Dent AL, Kita H.

Follicular helper T cells mediate IgE antibody response to airborne allergens.
J Allergy Clin Immunol. 2017;139(1):31B.e7. doi:10.1016/j.jaci.2016.04.021
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC5115999/

84 Gould HJ, Ramadani F.

Dr.ssa Loretta Bolgad8.03.22021 35


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5296410/pdf/nihms776862.pdf
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3941467/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5115999/

VACCINO COMI®: LE PIATTAFORME INNOVATIVE A mRNRTE |

rinascimentoitalia.it

E stato dimostrato per la prima volta nel 2012, utilizzando una combinazione di approcci sperimentali in modelli muri
di infezioni da elminti, cheL@ derivato da cellulegl, nonf IL4 derivato da cellule Th2, era la fonte per l'induzione di
IgE®.

Inoltre, la maggior parte delle cellule T Clafie producono H4 nei LN e nella milza sono cellukg, Thentre le cellule

Th2 si trovano nei tessuti periferféi.

Airborne allergens

Airway
epithelium

IgE, 19G1

https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC5115999/

Inuno studiorecente Kobayashi et ailannoesposto le vie aeree di topi naive a citochine e allergeni natutenao
esaminato lo sviluppo di risposte immunitarie acsitte di tipo 2.

Un nuovo concetto derivato da questicercae che due componenti principali delle risgesmmunitarie allergiche,

la produzione di anticorpi IgE e le risposte delle citochine di tipo 2, erano regolate separatamente dalle gedlule T
Th2in viva

Il modello convenzionale suggerisce che le cellule T diligpo Th2 svolgno un ruolo chiave in varie caratteristiche
delle risposte immunitarie allergiche, tra cui la produzione di anticorpi IgE, la produzione di citochine di tipo 2
f eGsinofilia delle vie aereefég@rplasia delle mucosé’

| risultatidi questo studicsuggeriscono che non sole cellule Fnerano necessarie per la produzione di anticorpi IgE,
ma che le cellulesfierano sufficienti anche quando le cellule Th2 canoniche erano assenti o le loro funzioni effettive
erano compromesse.

Peanut allergerspecific antibodies go public.

Science. 2018 Dec 14;362(6420):1-2248. doi: 10.1126/science.aav3709.
https://science.sciencemag.org/content/362/6420/1247.long

85l iang HE, Reinhardt RL, Bando JK, Sullivan BI¢, Hocksley RM.

Divergent expression patterns of4land IE13 define unique functions in allergic immunity.
Nat Immunol. 2011 Dec 4;13(1):68. doi: 10.1038/ni.2182.
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC3242938/

8 Reinhardt RL, Liang HE, Locksley RM.

Cytokinesecreting follicular T cells shape the antibody repertoire.

Nat Immunol. 2009 Apr(X(4):38593. doi: 10.1038/ni.1715. Epub 2009 Mar 1.
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC2714053/

87 Corry DB, Kheradmand F.

Induction and regulation of the IgE response.

Nature. 1999 Nov 25;402(6760 Suppl):E2AR doi: 10.1038/35037014.
https://www.nature.com/articles/35037014

Akdis CA.

Therapies for allergic inflammation: refining strategies to induce tolerance.
Nat Med. 2012 May 4;18(5):738. doi: 10.1038/nm.2754.
https://www.nature.com/articles/nm.2754
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Al contrario, le celluleTh2 avevano svolto un ruolo importante nella produzione di citochine di tipo 2 e
nell'inflammazione delle vie aeree eosinofile anche in assenza di celldemticorpi IgE, il che ha suggerito che le
cellule Eqe le cellule Th2 svolgono un ruolo distimelle risposte immunitarie allergiche

Pertanto, esiste la probabilita che le risposte immunitarie allergiclamc costituite da due sottoinsiemi distinti di
cellule T CD4produttrici di Il-4, ognuna delle quali mostra funzioni uniche di fenotipaal@zazione @& organo
effettore come riassunto nella Figusapra

Con l'estensione di questo conceti® stato ipotizzatache alcune malattie allergiche umane possano coinvolgere le
cellule Ex piuttosto che le cellule Th2ed esempi potrebbero essere le malattie allergiche che coinvolgono ruoli
dimostrati per gli anticorpi IgE e segni minimi di infiammazione della mucase|e allergie alimentari € a@afilassf®

Di seguito si approfondiranno nel dettaglio le strategie utilizzate per lo sviluppo dei costrutti a mRNA

Generazione di un IVNRNA efficace

Come gia anticipato JignRNA utilizzati in vaccinologia sono prodmttvitro utilizzando una RNA polimerasi fagica (T7,
T3 0 SP6) e uno stampo di DNA.

| tipi di stampi di DNA che possono essere utilizzati per produrre trascritti IVT sono o un prodotto RERlasmide
linearizzato™.

Durante la IVT, le RNA fagiche polimerasi producono dsRNA indesiderato che puod attivare l'immunita innata trami
MDA, bloccando la traduzione del’'mRNA.

Pertanto, la diminuzione del dsRNA é importante. Le specie di dsRNA possonaidesterdurante la produzione di

IVT abbassando la concentrazione di?M§gcon I'uso di nucleosidi modificatt o mediante una RNA polimerasi T7
termostabile che produce mRNA a 50°C, o durante le fasi di purificazione.

| diversi passaggi e strategie che portano alla produzione di uRNATsono riassunti nella Figura seguente.

https://www.cell.com/trends/molecularmedicine/fulltext/S14714914(19)302448

Produzione e formulazione di mRNA trascritto in vitro (IVT)

(A) La sequenza di cDNA dell'antigene che codifica patidene patogeno target viene utilizzata per elaborare un vettore di trascrizione o un frammento PCR che
include le informazioni complete del'mRNA piu un promotore di RNA T7 a monte.

(B)il plasmide linearizzato o i prodotti PCR vengono utilizzatepgrdduzione di IVVRNA utilizzando I'enzima T7 RNA polimerasi in presenza o assenza di nucleosidi
modificati. Il capping di mRNA viene realizzato durante la fase di trascrizione in presenza di analoghi della CAP (AR&#), Cileaue fasi, dopo lagatuzione

di IVFMRNA, mediante la reazione di capping enzimatico.

(C)Quindi, i prodotti di reazione contenenti lo stampo di DNA, RNA a doppio filamento (dsRNA) e RNA a filamento singotm(ss&NWEcio e senza cappuccio
vengono purificati. Duranté I LJdzZNA FAOF T A2y S5 f2 &0l YL2 RA 5 b !-ppith B Senzdbappdiceié \@nghd gefogfofilatiti NJ

88 Kobayashi T, lijima K, Dent AL, Kita H.

Follicular helper T cells mediate IgE antibody response to airborne allergens.
J Allergy Clin Immunol. 2017;139(1):31B.e7. doi:10.1016/j.jaci.2016.04.021
https://www.ncbi.nim.nih.ga/pmc/articles/PMC5115999/

890h S, Kessler JA.

Design, Assembly, Production, and Transfection of Synthetic Modified mMRNA.
Methods. 2018 Jan 15;133:28. doi: 10.1016/j.ymeth.2017.10.008. Epub 2017 Nov 7.
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5807177/

%0Grier AE, Burleigh S, Sahni J, Clough CA, Cardot V, Choe DC, Krutein MC, Rawlings DJ, Jensen MC, Scharenberg AM, Jacoby K.
pPEVL: A.inear Plasmid for Generating mRNA IVT Templates With Extended Encoded Poly(A) Sequences.

Mol Ther Nucleic Acids. 2016 Apr 19;5(4):e306. doi: 10.1038/mtna.2016.21.
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5014522/

%1Mu X, Greenwald E, Ahmad S, Hur S.

An origin of the immunogenicity of in vitro transcribed RNA.

Nucleic Acids Res. 2018 Jun 1149(52395249. doi: 10.1093/nar/gky177.
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6007322/

92 Baiersdorfer M, Boros G, Muramatsu H, Mahiny A, Vlatkovic |, Sahin U, Kariké K. A

Facile Method for the Removal of dsRNA Contaminant froXfitin-Transcribed mRNA.

Mol Ther Nucleic Acids. 2019 Apr 15;153% doi: 10.1016/j.omtn.2019.02.018. Epub 2019 Feb 27.
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC6444222/
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AY pQhl wb! 6asS ySOSaalNR20Z A Rawb! @Sy3z2y2 &0k NI {pura¥ Bnfivodenes de'mRNA fi/ 2
interesse.

(D)L'ultimo passaggio € la formazione di un nanocomplesso di mMRNA per un efficiente trasporto cellulare e traduzionetttel Adgsempio, abbiamo costruito

un ipotetico modello di nanoparticelle lipidiche cui 'mRNA é intrappolato in goccioline interne nel nucleo di una nanoparticella lipidica, garantendo sia la
protezione dalle RNasi che il trasporto efficiente al citosol.

Abbreviazione: PEG, polietilenglicole; PRR, recettore per il riconoscimentatdenpa

(A) Antigen selection
Plasmid cDNA encoding PCR
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N

(8) IVT mRNA production Ly,
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|
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Trends in Molecular Medicine

Tipi di nucleosidi modificati

L'utilizzo di un mRNA cellulare che codifieala proteina di interesse fornisce una traduzione immediata dell'antigene
ma € necessaria una grande daenRNAsintetico.

Per superare questo problema, sono stati sviluppati diversi approcci basati su una piu profonda comprensione de
biologia cellulare.
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L'RNA é costituito da quattro nucleotidijuanina, uracile, adenosina e citosined & progettato per avere una breve
emivita in vivo, fungendo da vettore di informazioni tra DNA e proteine. Una sfidempéigo delRNA come terapia

2 02YS @ OO0OAYy2 | &a02Lk LINBFAt{IGGAO2 & adldal 1jdzSt
vaccinale.

t SNJ N} 33AdzyISNB ljdzSaid2 20ASUHGAQ2 az2y2 adl G§A® AGAT dzLIL
e la modifica dei nucleosidt

I nucleosidi modificati possono aumentare la potenza del vaccino miiRNdue modi diversi.
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a Unmodified, unpurified mRNA | b Nucleoside-modified, purified mRNA

wit SOl YSyihz RSt f QA
Carrier parte dei vaccini a mMRNA
sensing?  Rilevamento immunitario innatdi due tipi
di vaccini a mRNA da parte di una cellt
RSYRNAGAOI 65/0% O
Y2AGNF GA Ay 3FALEt2Z
di maturazione DC in verde e i comples

Endosomal- peptidi- MHC in azzurro e rosso; un esemp
RNA sensing di vettore di nanoparticke lipidiche &
* TLR3 mostrato in alto a destra. Viene mostrato u
* TLR7 elenco non esaustivo dei principali sensori
* TLR8 RNA noti che contribuiscono ¢
riconoscimento di RNA a filamento singolo,

Type | IFNs doppio filamento e non modificati. Gli mRN

non modificati, non purifici (parte a) e
Cytosolic- modificati con nucleosidi, e purificat
RNA sensing cromatografia liquida rapidahdelle p_rotei.ne
« PKR (I_:PLC) (parte _b) sono StatI.S§|EZIOnat! I
« OAS I'|IIustra_2|ong _dl dqe formati di vaccini i
« MDAS Native Ag mRNA_ln cui rispettivamente sono presenti
« RIG-I expression assenti forme note Q| |Ievamentp
o Others? del'mRNA. La freccia tratteggiat
: v rappresenta I'espressione ridotte

dell'antigene. Ag, antigene; PKR, proteil

Peptide-MHC
P chinasi attivata da RNA a doppio filamen

presentation

DC maturation

* CD80 indotta da interferone; MDAS, proteina 1

» CD86 contenente il dominio dell'elicasi C indott:

* MHC class | and Il da interferone (nota anche come IFIH1); IF

) _ ) Ay G SNF SNEP y-Setilpsedtioundina;
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5906799/ OAS, ®-oligoadenilato ~sintetasi; TLR

recettore Tollike.

Una modificaine che ha dimostrato di aumentare la stabilita biologica del'mRNA € la sostituzione dell'uridina con |
pseudodzNRA RA¥ I 6 A0 @

A o}
H HN H

on |
BRI o

HO HO
1+ W-synthase
o

OH OH OH OH
Uridine (U) Pseudouridine (W)

97Kariké K, MuramatsHl, Welsh FA, Ludwig J, Kato H, Akira S, Weissman D.

Incorporation of pseudouridine into MRNA yields superior nonimmunogenic vector with increased translational capacityograhbaability.
Mol Ther. 2008 Nov;16(11):183®. doi: 10.1038/mt.2008.2D Epub 2008 Sep 16.
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC2775451/

Charette M, Gray MW.

Pseudouridine in RNA: what, where, how, and why.

IUBMB Life. 2000 May;49(5):3%1. doi: 10.1080/152165400410182.
https://iubmb.onlinelibrary.wiley.com/doi/epdf/10.1080/152165400410182

Spenkuch F, Motorin Y, Helm M.

Pseudouridine: still mysterious, but never a fake (uridine)!.

RNA Biol. 2014;11(12):154%54. doi:10.4161/15476286.2014.992278
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC4615568/

Yu YT, Meier UT.

RNAguided isomerization of uridine to pseudouridifgseudouridylation.
RNA Biol. 2014;11(12):148394. doi:10.4161/15476286.2014.972855
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4615163/

Dr.ssa Loretta Bolgad8.03.22021 40


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5906799/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2775451/
https://iubmb.onlinelibrary.wiley.com/doi/epdf/10.1080/152165400410182
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4615568/

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4615163/

Questa & una modifica che puo verificarsi naturalmeimtevivo,A y  OdzA £+ A & RSNA QI Q!
f QA &2 YSNRXIT-d WS ARrFASOL 6 | GlSaittasiAdhd kalfunzione !l diadmentaa f QS YA GA G| R
OY2RATAOIT A 2 yBNAD epiradSioRical®)O RSt £ Q
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eliminanoil nucleoside intatto per via urinarf.

Recentemente, & stata descritta una pseudourigit® 2 a F I G &A OKS RS 79 HokcléNShahdlisi € |
eseguite su estratti celluladimostranola conversione della pseudouridi®fosfato in trifosfato, la defosforilazione

101 photrebbe impedie l'incorporazione accidentale della pseudouridina nei trascritti di RNA.
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dedicata e successivamente convertita in uracile e ribpsfosfato.1

La trascrizionén vitrodzd A € AT T G LISNJ 3SySNI NB f QYwb! LISNYSGGIS R
viene aggiunta alla reazione di trascrizidapseudacuridina piuttosto che l'uridina. Questa tecnologia & impiegata per
la costruzione dei vaccini a mRNA per il C&NIBviluppati da Moderna e Pfizer.
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| batteri metilanonaturalmentenucleosidi selezionati nel proprio genomar distinguere e distruggere il DNA non
modificato di un invasore con enzimi di restrizione

Durante I'evoluzione, la discriminazione tra ospite e patogeno in base alle caratteristiche della metilazione del DN
rimane una componente importante del sistema immunitatt®
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La rilevazione di agenti patogeni da parte del sisténraunitario innato si basa su un piccolo sottoinsieme di recettori

di riconoscimento del pattern codificati dalla linea germinalee riconoscono molecole microbiche strutturalmente
conservate.

Oltre ai componenti della parete cellulare di batteri e fangli acidi nucleici (NA) sono stati identificati come potenti
stimoli che avviano una robusta risposta immunitaria.

Poiché sia gli acidi nucleici "self" che quelli "non self" sono composti dagli stessi elementi costitutivi di basetda capac
di identficare l'origine del DNA e dell'lRNA & una necessita cruciale per il sistema immunitario innato.

Oltre ai recettori citosolici, tra cui il gene | inducibile dell'acido retinoico-(RI@ntigene di differenziazione del
melanoma 5 (MD#A), e la GMPAMPsintasi ciclica (cGAS)Ji NA sono riconosciutlai recettori Toll-like (TLR) 3, TLR7,
TLRS8, TLR9 e TLR13 che risiedono nell'endosoma.

Sono stati descritti treneccanismi principatihe consentono al sistema immunitario innato di evitare il riconoscimen
degli NA ospitanti ¢sS f),fné consentono la stimolazione garte diNA microbic(destrandg).

In primo luogo, la discriminazione pud essere basata sulla restrizione spaziale dei recettori sensibiliiagli NA
compartimenti subcellulari specifidnfatti, i TLR risiedono nell'endolisosoma a cui 'RNAAS&Ifon ha accesso o

ha accesso limitato. Al contrario, 'RNA/DNA microbico pud avere accesso dopo l'assorbimento endosomiale e
degradazione dei microbi nei fagociti.

In secondo luogo, la compizione dei nucleotidi, le modificazioni chimiche presenti in natura e i motivi di sequenza
distinti, influenzano le strutture primarie, secondarie e terziarie di RNA e DNA e determinano il riconoscieginto d
NA.

/I 2YS Gl f ST f Urifobforilat®dhé dpiodutekiahte fa feplicazionelel’'RNAdel virus attiva il RIG
citosolico mentre I'RNAself' eucariotico evita il riconoscimento attraverso il cappitf).

La frequenza GC non metilata € aumentata nei procarioti rispetto al DNA dei mammiferi a@rliicdla stimolazione

del TLR9.

Sono state identificate pitl di 150 diverse modificaziposttrascrizionaldS t(RNApresenti in naturs®.
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L'RNA eucariot in generale €& piu pesantemente modificato rispetto al'RNA procariotide modifiche del'lRNA
possono essere notevolmente pit complesse consentendo cosi una potenziale discriminazione dell'origine evoluti

da parte del sistema immunitario innaté®
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Kariké et alhannochiarito per primile differenze nella stimolazione immunitari partedel’'RNA dipendenti dalla

sua origine evolutivd’’, riportando una correlazione negativa del potenziale immunostimolatorio del'RNA e I'entita
delle modificazionincorporate.

Sulla base dell'osservazione che la secrezione di citochine innate era inefficiente con I'RNA citosolico dei mammif
ma efficiente con I'RNA batterico e con I'RNA mitocondriglegutorihanno analizzatdn particolarel'attivazione abi

TLR3, 7 e 8 da parte dellRNA modificato.

L'RNA trascritto in vitro contenente s2U o m6A incorporato in modo caswailesra in gradali stimolae i TLR3
mentrelS Y2 RAFAOKS Yc! I Y pdndla sihmplaZonesdiTLR7 88 (nedekeYalBEddjuenteper

le strutture).

Queste ultime modifiche hanno anche inibito la secrezione di TNFL2 tlalle cellule dendritiche derivate dai
monociti. Tuttavia, nelle popolazioni DC primarie I'RNA modificato da m6A é%siolava lasecrezione di TNF,
indicando differenze di tipo cellulare.

Recentemente, l'incorporazione di N{tetilpseudouridingm1a ) nel'mRNA, da sola o in combinazione con m5C, ha
dimostrato di ridurre ulteriormente la stimolazione dell'immunita innata, specialmeatti@verso iTLR3 rispetto alla
pseudouridina®,

Poichéparallelamentela stabilita del'mRNA & stata migliorata, questa modifica & stata suggerita per aumentare le
prestazioni per le terapie basate sul'mRNA. Infatti & stato dimostratdrch@oi vaccin con mRM modificato con
N(1)ymetilpseudouridina indugno risposte migliori delle cellule helper follicolari T gafdivazione delle cellule B
germinali, main realta cio pud esserdovuto siaagli effetti sulla stabilita del'mRNéhe alla ridotta stimolazione
immunitaria innatat!®
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https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/26342664/

Adachi H, De Zoysa MD, Yu YT.

Posttranscriptional pseudouridylation in mRNA as well as in some major types of noncoding RNAs.
Biochim Biophys Acta Gene Regul Mech. 2019;1862(322380d0i10.1016/j.bbagrm.2018.11.002
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6401265/

De Zoysa MD, Yu YT.

Posttranscriptional RNA Pseudouridylation.

Enzymes. 2017;41:158167. doi 10.1016/bs.enz.2017.02.001. Epub 2017 Mar 11.
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC5694665/

10pardi N, Hogan MJ, Porter FW, Weissman D.

mRNA vaccinesa new era in vaccinology.

Nat Rev Drug Discov. 2018;17(4):268. doi:10.1038/nrd.2017.234
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5906799/
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6410116/
Modifiche selezionate dellRNA con proprieta immunomodulatorie

Di estrema importanza, il rilevamento citosolico dell'R$¢ da parte di RI& o MDAS e bloccatoda modifiche

specifiche che impediscono il riconoscimento del’RNA.

La conversione da A a | da parte dellenzima adenaf#aaninasi che agisce sul'lRNADAR) € una strategia
importante per rendere I'RNA ospite invisibile per il sistema immunitario inHato.
Infatti, la deaminazione dell'adenosina € la modifica pitl comune che influecaatiblloinnato ! In breve, gli ADAR
deaminano idroliticamenteel adenosine nelle regioni di RNA duplex, per cui l'inosina imita la guanosina nel legame
idrogeno e la funzione dell'lRNA puod essere modificata in modo significativo.
Inoltre, come gia vistolRNA trascritto nel nucleo viene modificato dbonappuccicb'.
Questo € caratterizzato da unandetilguanosina invertita legata al primo nucleotide trascritto-¢@p) e dalla
metilazionedel 2'-O-ribosio del primo (cap 1) e spesso del secondo (cap 2) nucleotide che abolisce l'interazione co

11| iddicoat BJ, Piskol R, Chalk AM, et al.

RNA editing by ADARL1 prevents MDAS sensing of endogenous dsRNA as nonself.
Science. 2015;349(6252):1115%20. doi:10.1126/science.aac7049
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5#807/

Mannion NM, Greenwood SM, Young R, et al.

The RNAediting enzyme ADARL controls innate immune responses to RNA.
Cell Rep. 2014;9(4):1482194. doi:10.1016/j.celrep.2014.10.041
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC4542304/

1120'Connell MA, Mannion NM, Keegan LP.
The Epitranscriptome and Innate Immunity.
PL0S Genet. 2015;11(12)@95687. Published 2015 Dec 10. doi:10.1371/journal.pgen.1005687

Eisenberg E, Levanon EY.

A-to-1 RNA editingimmune protector and transcriptome diversifier.
Nat Rev Genet. 2018 Aug;19(8):44. doi: 10.1038/s4157618-00061.
https://pubmed.ncbi.nimnih.gov/29692414/
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RIGI e MDAS3, Al cortrario, I'RNA formato all'esterno del nucleo dalla replicazione virale mostra-wifdsfato che
e riconosciuto da RIG

5’-5' ppp bridge

HO OH '
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6409641/

Struttura del cappuccio del’/RNA: la struttura del capO & costituita da un residuo di guanosina, metilato in posiziane ®KS & ¢ S3F G2 -t v dz
SAGNBYAGE RStfUYwb! -p02yd diyl LIgiEEINS @dasoid pritho, p sia del primo che del secondo, nucleotidi di mMRNA
trascritti porta alla formazione di capl o cap2, rispettivamente.

Quindi, attraversa processi evolutivivirus comei flavivirus,i coronavius ei LJ2 E JA NHza Kl yy 2 & @At
alternativi tra cuia H -Q-metilazione che evitano il riconoscimento da parte del sistema immunitario iffato.

Anchela 2-O-metilazione, € presente in natura con un'abbondasimificativamente maggiore nel'lRNA eucariotico
rispetto all'RNA procariotico (e mitocondriaf§, e cio suggerisce cheritonoscimento dellRNA “ipometilataia
utilizzatoper discriminard Q wsklflda quellestraneo.

La metilazione deh -Q ribosio € nota per agire come un inibitore dominante su TLR7 e TLRS, il che significa che |
metilazionedel H -Q di solo una proporzione di RNA é sufficiente per abrogare la stimolazione immunitaria dell'intera
preparazione di RNA.

Oltre alla pseudouridina, la-Q-metilazione € una delle modificazioni pdsascrizionali piu abbondanti all'interno
del’lRNA ribosomiale eucarioticduttavia l'importanza delle modifiche per regolare l'attivazione immunitaria é
un‘arma a doppio taglio che necessita di bilanciam&adeguata attivazione immunitaria sull'infezioneagdlleranza

del self

13Hornung V, Ellegast J, Kim S, Brzézka K, Jung A, Kato H, Poeck H, Akira S, Conzelmann KK, Schlee M, Endres S, Hartmann G.
5-Triphosphate RNA is the ligand for RIG

Science. 2006 Nov 10;314(5801):9R4loi: 10.1126/science.113250Epub 2006 Oct 12.

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/17038590/

SchubertAiWagner C, Ludwig J, Bruder AK, et al.

A Conserved Histidine in the RNA SensoflRI@ntrols Immune Tolerance iil-2'O-Methylated Self RNA.
Immunity. 2015;43(1):451. doi:10.1016/j.immuni.2015.06.015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7128463/

14Hyde J.L., Diamond M.S.

Innate immune restriction and antagonism of viral RNA lacki@gn@ethylation.
Virology.2015;47%480:66;74. doi: 10.1016/j.virol.2015.01.019.
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC4424151/

115 Motorin Y, Helm M.

RNA nucleotide methylation.

Wiley Interdiscip Rev RNA. 2011 $q1;2(5):61131. doi: 10.1002/wrna.79. Epub 2011 Mar 23.
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/21823225/
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Modifiche dellRNA utilizzate in modo improprio da parte di alcuni agenti patogeni possono causare evasion
immunitaria!®, mentre I'elaborazione inappropriata delNA puo casare malattie autoimmunit’

9Q AYLERNIIY(GS {f¢&Nb rutldNdslita SegolaBoneQdii $orngali processi cellulari, le modifiche
dell'RNA svolgono anche un ruolo nella carcinogenesi e conferigropdeta staminala sottopopolazioni di cellule
cancerose.

Da un lato, le modificazioni del'lRNA possono contribuire alla progressione del cancro diminuendo la stabilita d
soppressori degli oncogeni eliminando cosi i loro effetti inibitori, dall'altro possono aumeraastabilita e
I'espressione dei trascritti protooncoge#hi®

Il terzomeccanismo che proteggiall'auto-riconoscimental DNA dell'ospite € la degradazione degli acidi nucleici da
parte delle nucleasi. Un esempio € la DNasi Il citosolica che impediscamulo di DNA endogeno e quindi
I'attivazione di sensori di DNA citosolico.

Mentre in condizioni fisiologiche il riconoscimertei selfAN é efficacemente inibitda non discriminazionelel self

puo fallire in malattie specifichdnfatti & stato orariportato che il riconoscimento immunitario innato degli NA ospiti
puo facilitare I'insorgenza e lo sviluppo di reazioni autoimmuni, ad esempio nel lupus eritematoso sistemico e nel
psoriasil®®

16Tsai K, Cullen BR.

Epigenetic and epitranscriptomic regulation of viral replication.

Nat Rev Microbiol. 2020;18(10):5530. doi:10.1038/s4157920-03823
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC7291935/

Netzband R, Pager CT.

Epitranscriptomic marks: Emerging modulators of RNA virus gene expression.
Wiley Interdiscip Rev RNA. 2020;11(3):e1576. doi:10.1002/wrna.1576
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7169815/

Dimitrova DG, Teysset L, Carré C.

RNA 20-Methylation (Nm) Madification in Human Diseases.
Genes (Basel). 2019 Feb 5;10(2):11T. t?.3390/genes10020117.
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC6409641/

117Jonkhout N, Tran J, Smith MA, Schonrock N, Mattick JS, Novoa EM.
The RNA modification landscape in human disease.

RNA. 2017;23(12):1754769. doi:10.126/tna.063503.117
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5688997/

118Uddin MB, Wang Z, Yang C.

Dysregulations of Functional RNA Madifications in Cancer, Cancer Stemness and Cancer Therapeutics.
Theranostics. 2020 Feb 10;10(7):31389. doi: 10.7150/thno.41687.
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7053189/

5880STryAd 93 ! g0 NI DI DNRBTI t3X w2YAGSEEA !'Z ¢2NNAYA {ZX tANItZ /2yGa0s
A mark of disease: how mRNA modifications shape genetic and acquired pathologies.

RNA. 2020 Dec 29:rna.077271.120. doi: 10.1261/ra.077271.120.

https://rnajournal.cshlp.org/content/early/2020/12/29/ra.077271.120.long

119yon Landenberg P, Bauer S.

Nucleic acid recognizing T-tKe receptors and autoimmunity.

Curr Opin Immunol. 2007 Dec;19(6):6D8. doi: 10.1016/j.coi.2007.10.004. Epub 2007 Dec 3.
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/18060756/

Saito Ket al

Heat shock protein 90 associates with Jitakk receptors 7/9 and mediates seificleic acid recognition in SLE.
Eur J Immunol. 2015 Jul;45(7):262R doi: 10.1002/eji.201445293. Epub 2015 Apr 28.
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1002/eji.201445293

Lai CY, Yeh DW, Lu CHMLiyHuang LR, Kao CY, Chen HY, Huang CY, Chang CH, Luo Y, Xiang R, Chuang TH.
Identification of Thiostrepton as a Novel Inhibitor for Psoritikis Inflammation Induced by TLR7

J Immunol. 2015 Oct 15;195(8):3922. doi: 10.4049/jimmunol.1500194. Bp@015 Sep 14.
https://www.jimmunol.org/content/195/8/3912.long

Gilliet M, Conrad C, Geiges M, Cozzio A, Thirlimann W, Burg G, Nestle FO, Dummer R.

Psoriasis triggered by tdlke recepta 7 agonist imiquimod in the presence of dermal plasmacytoid dendritic cell precursors.
Arch Dermatol. 2004 Dec;140(12):1480doi: 10.1001/archderm.140.12.1490.

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/15611427/
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Studi recenti suggeriscono che le modificazioni epigenomiche-tpastrizionali del'RNA potrebbero essere un
potente strumento per eludere le risposte immunitarie innate. Ad esempio, la modificazione epigenomica mediant
f QF OSGATL T A2 yidhe guinantdAetfiidesrza tRaGuzidn&le dOIPMRNA.

Complessivamente, gli studi svolti per ottimizzare la trascrizione in vitro suggeriscono che una diminuzior
dell'attivazione immunitaria innata intrinseca del'mRNA (come la diminuzione dei contaminanti del dsRNA o l'uso
nucleosidi modificati) duranté I LIN2 Rdzl A2y S RSt f QYwb! YAIEtA2NI € NI
del'mRNA.

Modifica posttrascrizionale, Capping e Defosforilazione dellBRNA

t SNJ LINPRAZNNBE f QYwb! O2y Af O LIJzO0A 2i. O2y fQL+x¢ @Sy3
La prima consiste nell'utilizzare gli analoghi delﬂcappuccio comerkamtisecap (ARCA) o Clean CG3p\ v dzy Q dzy
NBIFTA2YySd [ S STFAOASYIT Z80R AstruturalGAR) ¢ Ber iECRsh2CapLil§ERds (St@ittuka/ !
CAPRL).

LaSO2yRI Aa0GNY G§SAAL dziAfATTEF dzyl NBFTA2YyS SyTAYIFGAO!L
efficienza di capping (100%, struttura CHP

Il vantaggio principale nell'uso di analoghi del cappuccio come ARCA o Clean CAP ¢ un piogdese,piu semplice

e facile da controllare rispetto alle reazioni enzimatiche che richiedono un passaggio aggiuntivo per il capping.
Inoltre, per ottimizzare la traduzione del'mRNA, gli-iRNA che rimangono scoperti dovrebbero essere trattati con
fosfatasi per evitare il riconoscimento da parte del sistema immunitario innato, poiché come gia vistpoREbbe
NAO2y2a0SNB Af pQ {NRFeabbdcare?la tiRduzioendblImRMAS y' 1 | O LILIdzO O A

120 Arango D, et al

Acetylation of Cytidine in mMRNA Promotes Translation Efficiency.

Cell. 2018 Dec 13;175(7):181286.e24. doi: 10.1016/j.cell.2018.10.030. Epub 2018 Nov 15.
https://www.ncbi.nlm.nih.goypmc/articles/PMC6295233/

121Vaidyanathan S, et al

Uridine Depletion and Chemical Modification Increase Cas9 mRNA Activity and Reduce Immunogenicity without HPLC Purification.
Mol Ther Nucleic Acids. 2018 Sep 7;12:53Q. doi: 10.1016/j.omtn.2018.06.010. Epub 2018 Jun 30.
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6076213/

122Hornung V, Ellegast J, Kim S, Brzézka K, Jung A, Kato H, Poeck H, Akira S, Conzelmann KK, Schlee M, Endres S, Hartmann G.
5'-Triphosphate RNA is the ligand for RIG

Science. 2006 Nov 10;314(5801):9R4loi: 10.1126/science.1132505. Epub 2006 Oct 12.
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/17038590/
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RIASSUNTO
Strategie per ottimizzare la farmacologia dell'mRMNA

Attualmente vengono utilizzate numerose tecnologie per migliorare gli aspetti farmacologici del'mRNA.
Le varie modifiche del'mRNA utilizzate e il loro impatto sono riassunte di seguito.

w DfA Fylf23akKA RSt OF LILWHzOOA2 &aAyiSGAdO2 S 3tA SylilAy
proteinelegandosi al fattore di inizio della traduzione eucariotica 4E (EIF4E)
w DfA StSYSyiGA NBEmettadotad NX wyUSRSStabiliz24f IMRNYK & aumentano la traduzjone
delle proteine
w fI O2RI RA t2fA o!0 &adlroAfATTIF fUYwWb! S Fdz¥Syatlk f
w L ydzOft S2aARA Y2RATAOFGA NARRdAZO2y2 tUlFGOGABITAZ2YS|AY
w ¢ O geparazione e / o purificazione: il trattamento con RNasi lll e la purificazione mediante cromatograf
liquida rapida a proteine (FPLC ) riducono l'attivazione immunitaria e aumentano la traduzione
w [U2G§0GAYATT T A2y S R&durhdntalatiajudahg i I S k 2 RSt O2R2Y
w az2RdzZ T A2y S RSt ttrasfenteitd dexfafori di Biklddeld frabilZidhe & dltri ni2®di alterano la
traduzione e lI'immunogenicita

123pardi N, Hogan MJ, Rer FW, Weissman D.

mRNA vaccinesa new era in vaccinology.

Nat Rev Drug Discov. 2018 Apr;17(4):289. doi: 10.1038/nrd.2017.243. Epub 2018 Jan 12.
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC5906799/
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Description

Messenger RNA encoding the full-length SARS-CoV-2 spike glycoprotein.

Schematic

%I’-UTR [sig| S protein_mut|3°-UTR [ poly(A) |

UTR = Untranslated region; sig = extended signal sequence of the S glycoprotein; S protein_mut =S
glycoprotein sequence containing mutations K986P and V987P; poly(A) = polyadenylate signal tail.

H3C‘ 0 NH2 fe)
+
I I3 oy
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N™ N7 NH, "“ N K'/&o
HO\C:O o:>.\\O-CH3 Oi 4OH
4 = |C|) |C|) |C|) _/ z 0 e |C|’
HC=0  =-0-P-0-P-0-P-0 0-P— —0 Qg
OH O OH OH OH

5‘- capping structure

cap G'A? = m’G'm*-5'-ppp-5'-Am?-3'-p- m*¥ = 1-methyl-3'-pseudouridylyl
[m” = 7-CH,; m* = 3'-0-CH,; m” = 2'-0-CH,;

-ppp- = -PO,H-0-PO,H-0-PO,H)-; -p- = -PO,H-]

Table of features

Element Description Position
cap A modified 5’-cap1 structure (m’G'm*-5'-ppp-5'-Am) 1-2
5’-UTR 5’-untranslated region derived from human alpha-globin 3-54

RNA with an optimized Kozak sequence

124 https://berthub.euw/articles/posts/reverseengineeringsourcecodeof-the-biontechpfizervaccine/
https://berthub.eu/articles/posts/italianreverseengineeringsourcecodeof-the-biontechpfizervaccine/

Annette BVogel,et al

A prefusion SARSoV,2 spike RNA vaccine is highly immunogenic and prevents lung infection-lrunman primates
bioRxiv202009.08.280818loi: https://doi.org/10.1101/2020.09.08.280818
https://www.biorxiv.org/content/10.1101/2020.09.08.280818v1.full.pdf

Orlandini von Niessen AG, Poleganov Réchner C, et al.

Improving mRNABased Therapeutic Gene Delivery by Expresaimmenting 3' UTRs Identified by Cellular Library Screening.

Mol Ther. 2019;27(4):82836. doi:10.1016/j.ymthe.2018.12.011
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC6453560/
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sig S glycoprotein signal peptide (extended leader sequence),

which guides translocation of the nascent polypeptide chain | 55-102

into the endoplasmic reticulum.
S protein_mut Codon-optimized sequence encoding full-length SARS-CoV-2 | 103-3879

spike (S) glycoprotein containing mutations K986P and

VI87P to ensure the S glycoprotein remains in an

antigenically optimal pre-fusion conformation; stop codons:

3874-3879 (underlined)
3’-UTR The 3" untranslated region comprises two sequence | 3880-4174

elements derived from the amino-terminal enhancer of split

(AES) mRNA and the mitochondrial encoded 12S ribosomal

RNA to confer RNA stability and high total protein

expression.
poly(A) A 110-nucleotide poly(A)-tail consisting of a stretch of 30 | 4175-4284

adenosine residues, followed by a 10-nucleotide linker

sequence and another 70 adenosine residues.
Sequence / Séquence / Secuencia
GAGAAYAAAC YAGYAYYCYY CYGGYCCCCA CAGACYCAGA GAGAACCCGC 50
CACCAYGYYC GYGYYCCYGG YGCYGCYGCC VYCYGGYGWCC AGCCAGYGYG 100
YGAACCYGAC CACCAGAACA CAGCYGCCYC CAGCCWACAC CAACAGCYWY 150
ACCAGAGGCG WGWACWACCC CGACAAGGYG WWCAGAWCCA GCGYGCWGCA 200
CYCWACCCAG GACCYGYYCC VYGCCYYWCWYY CAGCAACGYG ACCYGGYWCC 250
ACGCCAYCCA CGYGYCCGGC ACCAAYGGCA CCAAGAGAYY CGACAACCCC 300
GYGCWGCCCY WCAACGACGG GGYGWACYYY GCCAGCACCG AGAAGWCCAA 350
CAVCAVCAGA GGCYGGAYCY WCGGCACCAC ACWGGACAGC AAGACCCAGA 400
GCCYGCYGAY CGYGAACAAC GCCACCAACG WGGYCAWCAA AGYGYGCGAG 450
YYCCAGYYCY GCAACGACCC CYWCCYGGGC GYCWACWACC ACAAGAACAA 500
CAAGAGCYGG AVGGAAAGCG AGYWCCGGGY GWACAGCAGC GCCAACAACY 550
GCACCYYCGA GYACGYGYCC CAGCCYYYCC WGAVYGGACCY GGAAGGCAAG 600
CAGGGCAACY WCAAGAACCY GCGCGAGYYC GYGYWYWAAGA ACAWYCGACGG 650
CYACYWYCAAG AVCWACAGCA AGCACACCCC YAWCAACCYC GYGCGGGAYC 700
YGCCYCAGGG CYYCYCYGCY CWGGAACCCC VWGGYGGAWCY GCCCAWCGGC 750
AVYCAACAVYCA CCCGGYYYCA GACACYGCYG GCCCWYGCACA GAAGCYACCY 300
GACACCYGGC GAVAGCAGCA GCGGAYGGAC AGCYGGYGCC GCCGCYWACY 850
AVYGYGGGCYA CCYGCAGCCY AGAACCYYCC WGCYGAAGYA CAACGAGAAC 900
GGCACCAYCA CCGACGCCGY GGAYYGYGCY CWGGAYCCYC WGAGCGAGAC 950
AAAGYGCACC CYGAAGYCCY WCACCGYGGA AAAGGGCAYC WACCAGACCA 1000
GCAACYYCCG GGYGCAGCCC ACCGAAVCCA VCGYGCGGYY CCCCAAVAWC 1050
ACCAAYCYGY GCCCCYYCGG CGAGGYGYWC AAWGCCACCA GAYYCGCCWYC 1100
YGYGYACGCC WGGAACCGGA AGCGGAYCAG CAAVYYGCGYG GCCGACWACY 1150
CCGYGCYGYA CAACYCCGCC AGCYWCAGCA CCWYWYCAAGYG CWACGGCGYG 1200
WYCCCCWYACCA AGCYGAACGA CCYGYGCYYC ACAAACGYGY ACGCCGACAG 1250
CYYCGYGAYC CGGGGAGAYG AAGYGCGGCA GAWYGCCCCY GGACAGACAG 1300
GCAAGAYCGC CGACYACAAC WACAAGCYGC CCGACGACYY CACCGGCYGY 1350
GYGAVYYGCCY GGAACAGCAA CAACCYGGAC WCCAAAGYCG GCGGCAACWA 1400
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CAAYYACCYG
GGGACAYCYC
GYGGAAGGCY
CACAAAYGGC
AACYGCYGCA
CYCGYGAAGA
CGGCGYGCYG
GCCGGGAVYAY
GAAAYCCYGG
CCCYGGCACC
ACYGYACCGA
YGGCGGGYGY
YCYGAYCGGA
YCGGCGCYGG
AGAGCCAGAA
GGGCGCCGAG
CCAACYYCAC
AAGACCAGCG
CYCCAACCYG
CCCYGACAGG
GCCCAAGYGA
CYWCAAYYYC
GCYYCAYCGA
YWCAYCAAGC
GAYYYGCGCC
CCGAYGAGAY
ACAAGCGGCY
YAYGCAGAYG
YGYACGAGAA
AAGAYCCAGG
GGACGYGGYC
YGYCCYCCAA
AGACYGGACC
CAGACYGCAG
CCGAGAYYAG
GYGCYGGGCC
GAYGAGCYYC
CAYAYGYGCC
CACGACGGCA
CACCCAYYGG
CCACCGACAA
GVGAACAAVA
AGAGGAACYG
YGGGCGAYAY
AYCGACCGGC
CCYGCAAGAA
YCYGGCYGGG
AVGCYGYGYY
CYGYGGCAGC
AGGGCGYGAA
CGCAAVYGCYA

YACCGGCYGY
CACCGAGAYC
WCAACYGCYA
GYGGGCYAYC
WGCCCCYGCC
ACAAAYGCGY
ACAGAGAGCA
CGCCGAYACC
ACAWCACCCC
AACACCAGCA
AGYGCCCGYG
ACWCCACCGG
GCCGAGCACG
AAYCYGCGCC
GCGYGGCCAG
AACAGCGYGG
CAYCAGCGYG
WGGACYGCAC
CYGCYGCAGY
GAYCGCCGYG
AGCAGAYCYA
AGCCAGAYYC
GGACCYGCYG
AGYAYGGCGA
CAGAAGYYYA
GAWCGCCCAG
GGACAYYYGG
GCCYACCGGY
CCAGAAGCYG
ACAGCCYGAG
AACCAGAAYG
CYWCGGCGCC
CYCCYGAGGC
AGCCYCCAGA
AGCCYC¥GCC
AGAGCAAGAG
CCYCAGYCYG
CGCYCAAGAG
AAGCCCACYY
YYCGYGACAC
CACCYYCGYG
CCGYGYACGA
GACAAGYACY
CAGCGGAAYC
YGAACGAGGY
CYGGGGAAGY
CYWYYAYCGCC
GCAYGACCAG
YGCYGCAAGY
ACYGCACYAC

YCCGGAAGYC
YAVCAGGCCG
CYYCCCACYG
AGCCCWACAG
ACAGYGYGCG
GAACYYCAAC
ACAAGAAGYY
ACAGACGCCG
YYGCAGCYYC
AVCAGGYGGC
GCCAYYCACG
CAGCAAYGYG
YGAACAAVAG
AGCYACCAGA
CCAGAGCAVYC
CCYACWCCAA
ACCACAGAGA
CAYGWACAWC
ACGGCAGCYY
GAACAGGACA
CAAGACCCCY
YGCCCGAYCC
YWCAACAAAG
YYGYCYGGGC
ACGGACYGAC
YACACAYCYG
AGCAGGCGCC
YCAACGGCAY
AVCGCCAACC
CAGCACAGCA
CCCAGGCACY
AYCAGCYCYG
CGAGGYGCAG
CAVYACGYGAC
AAYCYGGCCG
AGYGGACYYY
CCCCVYCACGG
AAGAAYWWCA
YCCYAGAGAA
AGCGGAACYY
YCYGGCAACY
CCCYCYGCAG
YYAAGAACCA
AAYGCCAGCG
GGCCAAGAAY
ACGAGCAGYA
GGACYGAYYG
CYGCYGYAGC
YCGACGAGGA
ACAYGAWGAC

CAAVYCYGAAG
GCAGCACCCC
CAGYCCYACG
AGYGGYGGYG
GCCCYAAGAA
YYCAACGGCC
CCYGCCAYYC
YYAGAGAYCC
GGCGGAGYGY
AGYGCYGYAC
CCGAYCAGCY
YYYCAGACCA
CYACGAGYGC
CACAGACAAA
AYYGCCYACA
CAACYCYAVC
YCCYGCCYGY
YGCGGCGAYY
CUGCACCCAG
AGAACACCCA
CCYAYCAAGG
WAGCAAGCCC
YGACACYGGC
GACAYYGCCG
AGYGCYGCCY
CCCYGCYGGC
GCYCYGCAGA
CGGAGYGACC
AGYYCAACAG
AGCGCCCYGG
GAACACCCYG
YGCYGAACGA
AVYCGACAGAC
CCAGCAGCYG
CCACCAAGAY
YGCGGCAAGG
CGYGGYGYYY
CCACCGCYCC
GGCGYGYYCG
CYACGAGCCC
GCGACGYCGY
CCCGAGCYGG
CACAAGCCCC
YCGYGAACAY
CYGAACGAGA
CAYCAAGYGG
CCAYCGYGAY
YGCCYGAAGG
CGAYYCYGAG
YCGAGCYGGY

9/2020

CCCWYYCGAGC 1450
YYGWAACGGC 1500
GCYYWCAGCC 1550
CYGAGCYYCG 1600
AAGCACCAAY 1650
WGACCGGCAC 1700
CAGCAGYYYG 1750
CCAGACACYG 1800
CUGWGAWCAC 1850
CAGGACGWGA 1900
GACACCYACA 1950
GAGCCGGCYG 2000
GACAWCCCCA 2050
CAGCCCYCGG 2100
CAAYGWCYCY 2150
GCWAWCCCCA 2200
GWCCAYGACC 2250
CCACCGAGYG 2300
CYGAAVYAGAG 2350
AGAGGYGYWC 2400
ACYPCGGCGG 2450
AGCAAGCGGA 2500
CGACGCCGGC 2550
CCAGGGAYCY 2600
CCWCWGCWGA 2650
CGGCACAAYC 2700
WCCCCYYWYGC 2750
CAGAAYGYGC 2800
CGCCAYCGGC 2850
GAAAGCYGCA 2900
GWCAAGCAGC 2950
YAWCCYGAGC 3000
WGAWCACAGG 3050
AYCAGAGCCG 3100
GYCYGAGYGY 3150
GCWACCACCY 3200
CYGCACGWGA 3250
AGCCAYCWGC 3300
WGWCCAACGG 3350
CAGAWCAWCA 3400
GAYCGGCAYY 3450
ACAGCYWCAA 3500
GACGYGGACC 3550
CCAGAAAGAG 3600
GCCWGAYCGA 3650
CCCYGGYACA 3700
GGWCACAAYC 3750
GCYGYYGYAG 3800
CCCGYGCWGA 3850

ACYGCAYGCA

3900

GCYGCCCCYY WCCCGYCCYG GGWACCCCGA GYCWCCCCCG 395

WHO
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ACCYCGGGYC
CYGCYAGYYC
YPYAGCCYAGC
YAAACGAAAG
YGCCAGCCAC
AAAAGCAYAY
AAAARAARARARAA

CCAGGYAYGC
CAGACACCYC
CACACCCCCA
YYYAACYAAG
ACCCYGGAGC
GACYAAAAAA
AAAARAARAARA

YCCCACCYCC
CCAAGCACGC
CGGGAAACAG
CYAYACYAAC
YAGCAAAAAA
AAAAAAAAAA
AAAAAAAARAA

¥ = 1-methyl-3'-pseudouridylyl
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ACCY¥GCCCCA
AGCAAYGCAG
CAGYGAVYYAA
CCCAGGGYYG
AAAAAAAAAA
ARAAAAAAAA
AAAA

9/2020

CYCACCACCY
C¥CAAAACGC
CCYVYYAGCAA
GYCAAYYYCG
AAAAAAAAAA
AAAAAARAAAA

4000
4050
4100
4150
4200
4250
4284
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La sequenza di RNA modificata del vaccino & lunga 4.284 nuclédtidi2 y & A 4 G A digf I p NB I A
tradotta derivata dalla sequenza dell'alfa globina umatiaun peptide sgnale (basi 5802) e due sostituzioni con
prolina (K986P e V987P, designate "2P". Le sostituzioni di prolina 2P nelle papiikimeaono state originariamente
sviluppate per un vaccino MERS) che fanno si che la spike adotti una conformazioneastahilizprefusione che ne
aumenta I'espressione e stimola la produzione di anticorpi neutralizZ&ntin gene ottimizzato per il codone della
proteina spike a lunghezza intera di SARS2 (basi 108879) sequit R dzy'} NBIA2YyS o0Qcyz2y
4174) combinata dAES e mtRNR1 selezionata per una maggiore espressione proteica e stabilita delfheRN&

coda poli (A) comprendente 30 residui di adenosina, una sequenza linker di 10 nucleotidi er@sidiltridi adenosina
(basi 417§4284).

La sequenza non contiene residui di uridifeK S a2 y 2 & 2nétii3kpSedrdouridinaR I £ £ Qm

Approfondimento
A Mechanist's Guide tthe Coronavirus Genome
{SljdzSyT I RSt 3ASy2Yl X2 WMNBRHRIS? t QA a2t G2 RA
https://benchling.com/s/seg28k9limwnY475iv7ogwF/edit
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MN908947.3

125\World Health OrganizatioriMessenger RNA encoding the fldhgth SARE0V2 spikeglycoprotein

126 Asrani KH, Farelli JD, Stahié®, Miller RL, Cheng CJ, Subramanian RR, Brown JM. Optimization of mMRNA untranslated regions for improved expression of
therapeutic mMRNA. RNA Biol. 2018;15(6):76@. doi: 10.1080/15476286.2018.1450054. Epub 2018 Mar 26.
https://www.tandfonline.com/doi/full/10.1080/15476286.2018.1450054

127Walsh EE, Frenck RW Jr, Falsey AR, et al.

Safety and Immunogenicity of Two RBAsed Covid9 Vaccine Candidates.
N Engl J Med. 202883(25):2432450. doi:10.1056/NEJM0a2027906
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC7583697/

Pallesen J, Wang N, Corbett KS, et al.

Immunogenicity and structures of a rationally designed prefusion MEdRRSspike antigen.
Proc Natl Acad Sci U S2R17;114(35):E734B7357. doi:10.1073/pnas.1707304114
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5584442/

128 Orlandini von Niessen AG, Poleganov MA, Rechner C, et al.

Improving mRNAased Therapeutic Gene Delivery by Expressiogmenting 3' UTRs Identified by Cellular Library Screening.
Mol Ther. 2019;27(4):82836. doi:10.1016/j.ymthe.2018.12.011

https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC6453560/

mRNA modification and deliveryrategies towards the establishment of a platform for safe and effective gene therapy
Oliwia Andries
https://biblio.ugent.be/publication/5914818/file/5914827.pdf

129\Wu F, et al

A new coronavirus associated with human respiratory disease in China.

Nature 2020 Mar;579(7798):26869. doi: 10.1038/s4158620-20083. Epub 2020 Feb Brratum in: Nature. 2020 Apr;580(7803):E7.
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7094943/

LuR, Zhao X, Li J, et al.

Genomic characterisatioand epidemiology of 2019 novel coronavirus: implications for virus origins and receptor binding.
Lancet. 2020;395(10224):5654. doi:10.1016/S0146736(20)30258B
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7159086/

Chen L, Liu W, Zhang Q, et al.

RNA based mNGS approach identifies a novel human coronavirus from two individual pneumonia cases in 2019 Wuhan outbreak.
Emerg Microbes Infect. 2020;9(1):3329. Published 2020 Feb 5. ddi.1080/22221751.2020.1725399
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC7033720/

Chan JF, Kok KH, Zhu Z, et al.

Genomic characterization of the 2019 novel hurpathogenic coronaviis isolated from a patient with atypical pneumonia after visiting Wuhan
[published correction appears in Emerg Microbes Infect. 2020 Dec;9(1)E5#4@}g Microbes Infect. 2020;9(1):2236. Published 2020 Jan 28.
doi:10.1080/22221751.2020.1719902

https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC7067204/
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Coltura, isolamento e identificazione del SARS2 13°

SARE0V2 Viral Culturing at CDC
Isolation, Sequence, Infectivity, and Replication Kinetics of Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2
Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2 from Patien€aitinavirus Disease, United States

Approfondimento La Sintesi Proteica

Il dogma centrale della biologia molecolare
Sintesi proteica
Prof. Giorgio Sartor Sintesi proteica
Translation: DNA to mRNA to Protein
VideolLife ScienceProtein synthesis (Translation)

Il codicegenetico ha alcune importanti caratteristiche:

{1 éridondante: molti codoni sono sinonimi, cioe indicano lo stesso amminoacido.

1 énon ambiguo un amminoacido puo essere codificato da piu di una tripletta, ma ogni tripletta codifica sempre un
solo amminoacido

1 éuniversale ogni tripletta codifica sempre per un solo amminoacido in tutti gli organismi.

Con quattro possibili «lettere» (leba&D/ ¢ LISNJ A€ 5 b !) siossobo/ striveta) SNpdrdlevdbtre
lettere (i codoni), ma gli amminoacidi spezati da questi codoni sono soltanto 20.

AUG, che codifica la metionina, & ancheoidone di inizipil segnale che avvia la traduzione.

Tre codoni (UAA, UAG, UGA) funzionano da segnali di terminazione della traduzodeniodi stop quando il
dispositivo per la traduzione raggiunge uno di questi codoni, la traduzione si interrompe e il polipeptide si distacca d
complesso di traduzione.

Tolti i codoni di inizio e di stop, restano 60 codoni, molti di piu di quelli strettamente necessari péracedifi altri

19 amminoacidi: infatti a quasi tutti gli amminoacidi corrispondono piu codoni.

130 Nyayanit DA, Sarkale P, Baradkar S, et al.

Transcriptome & viral growth analysis of SARS2-infected Vero CG81 cells

[published online ahead of print, 2020 Jul 3@Hian J Med Res. 2020;10.4103/ijmr.lIJMR_2257_20. doi:10.4103/ijmr.IIMR_2257_20
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/32773420/

Banerjee A, Nasir JA, Budylowski P, et al.

Isolation, Sequence, Infectivity, and Replication Kinetics of Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2.

Emerg Infect Dis. 2020;26(9):208@63. doi:D.3201/eid2609.201495
https://www.researchgate.net/publication/340603961_Isolation_sequence_infectivity_and_refitakinetics_of SARSo\2

Liu Z, Zheng H, Lin H, et al.

Identification of Common Deletions in the Spike Protein of Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2.
J Virol. 2020;94(17):e0072®. Published 2020 Aug 17. doi:10.1128/JVI.0e2Z®0
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7431800/pdf/JVI.00720.pdf

Ogando NS, Dalebout TJ, Zevenhebebbe JC, et al.

SARSoronavirus2 replication in Vero E6 cells: replication kinetics, rapid adaptation and cytopathology
[published online ahead of print, 2020 Jun 2P{5en Virol. 2020;10.1099/jgv.0.001453. doi:10.1099/jgv.0.001453
https://www.microbiologyresearch.org/content/journal/jgv/10.1099/jgv.0.001453/sidebyside

Milewska A, KulPacurar A, Wadas J, et al.

Replication of Severe Acute Respiratory Syndroorer@awvirus 2 in Human Respiratory Epithelium.
J Virol. 2020;94(15):e009%0. Published 2020 Jul 16. doi:10.1128/JVI.068H7
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC7375387/
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Per questasi diceche il codice @éegenerato(cioesi intende che éidondante). Per esempio, la leucina é rappresentata
da sei codoni diversi. Soltanto la metionina e il triptofano sono rappresentati da un unico codone ciascuno. Inoltre,
RSISYSNITAZ2YyS y2y § dzy A T2 NM&ticoddii (cdilbne @sage bias e IBUkiBaNBafimal
KFEyy2 ¢ O2R2yAX fI FEtAOAYLF S tQFftlFIYyAYyl Y8 KlFryy2 nX

I codoni sonosinonimiquando codificano per lo stesso aminoacido pur avendo una sequenza nucleotidica delle
tripletta diversa, mentre sonaon sinonimguando la mutazione di un nucleotide nella sequenza della tripletta porta
FfftQAYaSNAYSyYy(i2 RA dz/einafiide/ 2 OAR2 RAGSNER2 yStfl LINRIi
Quando un aminoacido possiede codoni multipli, la differenza tra i vari codoni generalmente riguardade: 3

Genetic Code Codon Table
Second Posifion
5 -
| &
¥ g
@ Mﬂmi-m‘l}' sn::’ﬁmmw.:::;n- E'EEDMENP.LI; @ M:iLE-me' m?::::?:iﬂ; @ EEIJOMENE;

https://www.genomenon.com/codorchart/

IPOTESI DELL’OSCILLAZIONE FORMULATA DA CRICK

tRNA

'
3 P’anticodone ¢ situato in una porzione della
5' molecola “incurvata” e di conseguenza non puo
effettuare un allineamento uniforme con
I’anticodone, pertanto...

...1a 3° base della maggior parte dei codoni, si
_3 appaia in modo piuttosto “libero” con la base
corrispondente del proprio anticodone (le terze basi
1 di tali codoni “oscillano”). Il fenomeno viene
5" mRNA 3’ chiamato “vacillamento”

La traduzione 2

131] a traduzione 2
http://unica2.unica.it/biotecnologie/index2.php?option=com_docman&task=doc view&gid=377&Itemid=218
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Sostituzione di un nucleotide in un gene

""mﬁm Gene
Proteina
prolina serina arginina  glutammina  glicina alanina lisina codificata
dal gene
Cambiamento
sinonimo

prolina serina arginina  glutammina  glicina alanina

Cambiamento non
sinonimo

Proteina codificata

prolina serina arginina  asparagina  glicina alanina lisina  dal gene
g Mutazione che comporta la comparsa di
Non sinonimo un diverso amminoacido nella proteina
ATA
=
ile

Sinonimo [ S
| S—
N am
...lATGnGGC.{\AAnTAT_AGCJf\TTACCA;TAAJAAATATATA...
met gly lys tyr ser ile pro stop

Effetti delle mutazioni puntiformi nella regione
codificante di un gene

La traduzione 2
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Non sinonimo
ATA comparsa di un codone al
— quale non corrisponde
e nessun amminoacido
Sinonimo A |
GGA _—

N

g ..ATGHGGC..AAA_.TAT:\GC"AT TMCCA_TAA‘AAATATATA -t
met r ser ile ro sto
Y gy lys vty g P P

P N
) N
Effetti delle mutazioni puntiformi nella regione
codificante di un gene

Nonsenso

la sostituzione porta alla comparsa
di un codone al quale corrisponde

s

. . amminoacido.................
NOI‘I seonapo® ma in quel punto la
ATA sintesi della catena
| S— dovrebbe terminare
ile Nonsenso
Sinonimo JAA -
GGA stop 'Readthr OIﬂh'
l——ngy TTA
leu
r

--ATGGGCAAATATAGCATTCCATAAAAATATATA...
met gly lys tyr ser ile pro stop

La taduzione 2

Le mutazioni genich&®?

Le mutazioni geniche sono variazioni della sequenza nucleotidica e di dividono in mytarieostituzione di base
per inserzione/duplicazione/delezione dette anaimetazioni frameshitt

LE MUTAZIONI GENICHE (PUNTIFORMI)

Vengono alterati uno o pochi nucleotidi, possono consistere nella
SOSTITUZIONE, INSERZIONE o DELEZIONE dinucleotidi

AAUGCG CAU AAU GCG CAU  AAU GEG CAU  AAU GEG CAU

AAUGUG CAU AAUGCGACAU  AAUGGCAU AAU CAU

! ¥ 4 7

DELEZIONE o INSERZIONE
SOSTITUZIONE Viene alterata la fase di lettura a partire dal
Viene alterato un singel nucleotide inserito o deleto.
codone, la proteina prodotta g yenaang inseriti o deleti 3 NUCLEOTIDI o
avra degk amminoacidi multipli, nella proteina verranno eliminati o
diversi dal normale aggiunti singoli ammincacidi tra gli quelli
normaimente presenti
https://sites.google.com/site/mutazionigenetiche/mutaziegeniche

132 https://sites.google.com/site/mutazionigenetiche/mutaziegeniche

https://www.docenti.unina.itwebdocentibe/allegati/materialedidattico/664022
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Mutazione puntiforme

Una mutazione puntiforme é una variaziorelldsequenza del DNA che interessa uno o pochi nucleotidi ma e possibile
considerare "puntiformi" anche mutazioni fino a 50 nucleotidi.

Molte mutazioni puntiformi sono probabilmente senza effetto, in tal caso si dice chersartcg, infatti gran parte

del DNA in un genoma eucariotico non codifica prodotti proteicion & ancora notse ed eventualmente comel,
cambiamento di una singola base nucleotidica in questa parte silente del DNA possa influire sulla salute di |
organisma(si sa pero che le regionon codificanti svolgono un ruolo molto importante per la regolazione epigenetica
del DNA).

Una singola mutazione puntiforme una regione codificantpud pero avere un notevole impatto sul fenotipo come
accade ad esempio ngitiemia falciforme

Sostituzione di basi

Le mutazioni per sostituzione di basi determinano lo scambio duafeotidecon un altro.

Sono definitetransizioniqualora vi sia uno scambio di una purina con altra purina (A > G) o di una pirimidina cor
un‘altra pirimidina (C > T); si dicono invdcansversioniquando lo scambio € di una purina con una pirimidina o
viceversa (C/T > A/G). In genere le transizioni sono piu frequenti delle transversioni.

Le mutazioni puntiformi possono essere di sei tipologie: silenti, missenso, delezioni o insarkiamid, inserzioni
nonsenso, mutazioni framehift o0 mutazioni di splicing.

A Lemutazioni silentio sinonimesi verificano quando la sostituzione di una base azotata in una sequenza di DNA nor
determinalavariazione della sequenza amminoacidica della proteina interessata.
Se per esempio la tripletta TTT muta in TTC, si avra una transizione (T > C) in fei@aepdslla tripletta, ma
I'amminoacido codificato a partire dalla tripletta di mRNA corrispondente (UUC) sara derfgmiéalanina a causa
della ridondanza del nostro codice genetic
Le mutazioni silenti sono in prevalenzautre poiché I'amminoacido non cambia e di conseguenza non cambia
neppure la funzionalita della proteina codificata all'interno della quale si trova la tripletta mutata.
Molte delle mutazioni responsabili di untedato processo di splicing si verificano nelle brevi sequenz¢E®h
Splicing Enhancerpotenziatore dello splicing degli espdi alcuni esoni, che sono fondamentali per uno splicing
corretto, dal momento che vi si legano alcune proteine coinvoditarregolazione di questo processo.
Quando si verificano mutazioni in queste sequenze puo verificarsi l'inclusione di introni nel'mRNA maturo, il qual
se venisse codificato, porterebbe a proteine anaeal
Mutazioni silentinelle sequenze ESS (Exo&plicing Silencey silenziatore dello splicing degli esprioinvolte
anch'esse nel meccanismo di splicing del trascritto primario, possono invece portare all'esclusione di un esol
dal'mRNA maturo e di conseguenza alla codifica di proteine troncipara dei ribosomi=?

Quattro categorie meccanicistiche di funzione genica alterata da mutazioni di spli@)@i elementi cis di base del codice di giunzione sono indicati: siti di
IAdzyT A2yS p S o ONJ LIINBaSyidlidA RIFE D¢ S InbancEresonitieiintrahici FESE ellBEf) & silBnANdoN (ESSkey |
ISS). Le mutamii che interessano i siti di giunzione, il tratto di polipirimidina, il punto di diramazioneplgincerdi giunzione portano al salto dell'esone o alla
ritenzione di introni(b) Mutazioni negli elementi enhancer o silencer possono modificare il rappielle isoforme contenenti esoni alternatiye) Le mutazioni
all'interno degli introni possono portare all'inclusione di sequenze introniche (indicate da rettangoli tratteggiatineesglacun sito di giunzione / pseudoesone
(indicato da una freca) e / o creando un elemento potenziatore (indicato da asterisco), consentendo il riconoscimento di un sito di giunziooeleifinee
tratteggiate blu indicano il modello di giunzione normale, mentre le linee tratteggiate rosse indicano lo schgmazdine causato dalla mutaziongl)
[UAYaSNAYSyid2 RA StSYSyidA GNFALRYAOALA oO6{ +! 3 NI LILINGGdaemativaid siti Milgiundiyhe ¢hé G G I
producono una proteina con una sequenza carbtasninale diversa (rettangolo marrone modellato). Le linee verdi indicano il codone di inizio sia della fukutina
normale che di quella mutata, mentre le linee rosse indicano i codoni di stop.

133Singh RK, Cooper TA.

PremRNA splicing in disease and therapeutics.

Trends Mol Med. 2012;18(8):4#82. doi:10.1016/j.molmed.2012.06.006
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC3411911/pdf/nihms388502.pdf
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(a) Mutations affecting constitutive exon usage
er—t—t— A=) A6 (W J6T—————— A= -A6 ]
ISS ISE ESE ESS ISS ISE
Mutations in splice sites, polypyrimidine
tract, branch point, and enhancers.

C—— AT —1 1 O E—

Exon skipping Intron retention

(b) Mutations affecting the ratio of alternative exons Sorml Mool Mutstiora i

AL silencers enhancers
Wy e ] e
--------------------- 30% 10% 70%
(c) Mutations leading to inclusion of intronic sequences
......... F
[Jer—seiiar s [l_] O Jer e ———ns[ ]
| [T i 5 B s E—
Inclusion of pseudoexon Cryptic splice site usage
(d) SVA-insertion mediated altered splicing
Exon 1-9 Exon 10 Exon 1-9 Exon 10
—_
o SVA insertion
I — |/ 5
Normal fukutin Mutated fukutin
TRENDS in Molecular Medicine

https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S1471491412001013

A Lemutazioni missensai verificano quando all'interno di una sequenza di DNA viene sostituita una base azotata ir
modo tale che la sequenza amminoacidica sia modificata.
Se per esempio la tripletta TTT muta in TCT, con una transizione della base in seconda posizione (T >
I'amminoacido codificato non sara pgaifenilalanina mda serina.
Questo tipo di mutazioni pud essere neutra e non determinare nessun fenotipo specifico rappresentandc
semplicemente un polimorfismo a singolo nucleotide (SNP) o una variante privagaorenche dare origine a
patologie gravi come |'anemia falciforneemolteplici malattie rare genetiche
Generalmente si puo ritenere neutra una mutazione missensdora I'amminoacido sostituito sia presente senza
mostrare un fenotipo patologico in un determinato numero di individui sotto forma di polimorfismo a singolo
nucleotide o di variante privata, oppure qualora I'amminoacido codificato abbia proprieta aiquiello originario
(per esempio una sostituzione di acido glutammico con acido aspartico).
La mutazione puo pero dare origine a condizioni patologiche quando I'amminoacido codificato dalla nuova triplett
presenta proprieta molto diverse dal preceder{fger esempio la sostituzione di una valina ¢aido aspartico),
qualora non sia stata riscontrata in casi precedenti o in ambito parerdgfmire quando si verifica in una regione
altamente conservata di una proteina. Spesso infatti anche una simgotazione in una regione altamente
conservata di una proteina le fa perddegunzionalita.
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Ribosome

Ribosome

«+ .GCUAUAAGGCUAGGUUACAGUGCAUGCAUACACGUAGCUAUACGC. ..

Amino Acids Ala lle Arg Leu Gly Tyr Ser Ala Cys Tyr His Val Ala lle Arg ===
g — L L L L L L I [ | [ L |

anticodon ...CGAUAUUCCGAUCCAAUGUCACGUACGAUGGUGCAUCGAUAUGCG...  Protein
mRNA .. .GCUAUAAGHcUAGGUUAdAGUGcAUGdUAdcAdcUAGcUaUACEd. ..

5' codons : 3

with Missense mutation !
yields a different protein :

Amino Acids Ala lle Arg Leu Ala Tyr Ser Ala Cys Tyr His Val Ala lle Arg ...
wNa— | | | | | | 1 1 1 1 1 1 1 1 ¢
anticodon , , , CGAUAUUCCGAUCGAAUGUCACGUACGAUGGUGCAUCGAUAUGCG. ..
mRNA . . .JccuauaacdcuncllduadacuccaucduadcadeualccUauACed. .. “protein
5 codons 3

Missense mutation
https://www.genome.gov/geneticgjlossary/Missensdlutation

A Lemutazioni nonsensai verificano quando una mutazione ad un nucleotide di una tripletta determina la
trasformazione dun codone codificante un amminoacido in un codone di stop.
Per esempio la tripletta TGC codificaqter lacisteina & sostituita da TGA, che verra trascritto nellmRNA come
UGA, uno dei tre codoni di stop.
La conseguenzadhela proteina codificata nowiene esportata oppure, se codificata, & tronca, poiché la traduzione
si conclude al codone di stop ignorandone le triplette a yalgtando aduna proteina tronca non funzionale o
nociva.
Se pero il codone di stop si trova ad almeno 50 nucleotidi datfaenza di splicing piu vicina nel'mRNA, la cellula
attiva un meccanismo di protezione noto come NMD (Nonsense Mediated Decay) che degrada 'mRNA mutato.
In alternativa, & possibile che si attivi un altro meccanismo noto come NAS (Noassos@ted Rerated Splicing)
che esclude I'esone contenente la tripletta mutata in codone di stop, permettendo I'associazione degli altri esoni i
una proteina piu corta.

* Mutazioni missenso: la sostituzione
nucleotidica cambia il codone per un
amminoacido (aa) in un codone per un altro
aa (sostituzione aacidica). Possono essere
sinonime o non-sinonime

© AGAGITLTTARATGE AGAGRITTARATGE
g |

faw
wu
aw

S S A Immgs 2+ Mutazioni non senso: la sostituzione
0 T T 5ot in 2 nucleotidica cambia il codone per un aa in un
codone di stop (proteina tronca)
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Mutazioni che alterano trascrizione e
processamento del’RNA: alterano i siti di
splicing, la stabilita’ del’mRNA (nelle regioni
trascritte e non tradotte al 5’ 0 3’) oppure la
\@ —_— trascrizione (nel promotore)

[
1

https://sites.google.com/site/mutazionigenetiche/mutaziegeniche

A Ledelezioni in framee leinserzioni in framedeterminano rispettivamente I'eliminazione di una tripletta o di un
numero di nucleotidi divisibili per 3 oppure l'inserzione di una tripletta o di un numero di nucleotidi divisibili per 3.
Sono "in frame" poiché non spostano la cornice di lettii@ading frame)a livello ribosomialeche invece
comporterebbe il pressoché totale cambiamento della sequenza amminoacidica di una proteina.

Questo tipo di mutazioni determinano I'eliminazione o I'aggiunta di amminoacidi nella proteina codificata a partire
dallmRNA maturo che le contiene. Le conseguenze di queste mutazioni sono molto varie.

DNA Sequence Amino Acid Sequence

wormat: CAG, CCC, ACT Gin % Thr

Codon 1 Codon 2 Codon 3

" ramesnny CAG TCC,CACT - Gl I

Codon 1 Codon 2 Codon 4

"ren ramesnity CAG TTT,CCC ACT, —— Gl il 19f6: e

Codon 1 Codon 2 Codon 4

A Lemutazioni frameshift sono dovute a delezione o inserzioni di un numeraukleotidi non divisibile per 3,
questo comporta lo spostamento della cornice di lettura a valle della mutazione e quindi la codificazione di un
sequenza amminoacidica non corrispondente a quella del trascritto originario.

La conseguenza é laroduzione di proteine anomale che hanno solo porzioni di sequenza corrispondenti
all'originaria o la mancata esportazione o traduzione del'mRNA mutato.

Normal
Ammo acids
open reading frame

mmb????#???‘##ﬁ?ﬁ#

AUGACGGAUCAGCCGCAAUACGAAUUGGCGUUUAAGGCGGAUGCGCCG

N/

Codons

Sense strand (Coding strand) 5

ATGACGGATCAGCCGCAATACGAATTGGCGTTTAAGGCGGATGCGCCG
DNA 1111ttt

TACTGCCTAGTCGGCGTTATGCTTAACCGCAAATTCCGCCTACGCGGC

/o

Antisense strand (Non-coding strand)
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Frameshift mutation - single nucleotide insertion

open reading frame

B P DD PDODBPDED

AUGACGGAUCAGCCGCAGAUACGA AUUGGCGUUUAAGGCGGAUGCGCCG ”

Y

Codons

mRNA

Insertion

Sense strand (Coding strand)
G

ATGACGGATCAGCCGCA ATACGAATTGGCGTTTAAGGCGGATGCGCCG/
(9NN T O T T T T T T I A O A O O I O I I O A O I O O O I A A A |

TACTGCCTAGTCGGCGT-TATGCTTAACCGCAAATTCCGCCTACGCGGC s
Antisense strand (Non-coding strand}/
https://www.genome.gov/geneticgllossary/Frameshiiutation

A Lemutazioni di splicingsono un insieme di quattro tipi di mutazioni che coinvolgono sequenze importanti per lo
splicing del prenRNA.
Una prima tipologia coinvolge il sito donatore di splicing (GT) o il sito accettore (di norma AG).
Mutazioni in questi due marcatori iniziale e finale di una sequenza intronica possono portare all'inclusione
dell'introne nel trascritto maturo oppure ad orsplicing non corretto.
Una seconda tipologia coinvolge brevi sequenze consenso a monte e a valle del sito donatore e del sito accetto
oppure una sequenza consenso del sito di biforcazibrenghsite).
Una terza tipologia coinvolge mutazioni in wseuenza ESE o0 ESS e puo essere ascritta anche alle mutazioni silent
Infine un'ultima tipologia coinvolge mutazioni che creano nuove sequenze consenso all'interno di un introne, e i
tal caso questo o sue parti possono venire incluse nel trascrittoyr@pim un esone, in tal caso si verifiaxbn

skipping!3*
5'ss 3’'ss . ) .
Intron Branch lllustrazione schematica dgllo spllcmg pre
ISE ISS point Iradzyi A2yS o @Sy =
ESE ESS H ESE ESS spliceosoma, I'introne viene asportato e g
H esoni vengonasalddi. L'intero processo e
‘ regolato da elementi tranattivi come le

proteine SR, le ribonucleoproteine nuclea
eterogenee e il complesso regolatorio. ES
enhancer (potenziatore) di giunzione
esonica; ESS, silenziatore esonico

giunzione; ISE, potenzia®dello splicing
intronico; ISS, silenziatore per giunziol
introniche; ss, sito di giunzione

Intron “~

ESE ESS ESE ESS

134Bessa C, Matos P, Jordan P, Gongalves V.

Alternative Splicing: Expanding the Landscape of Cancer Biomarkers and Therapeutics.
Int J Mol Sci. 2020 Nov 27;21(23):9032. doi: 10.33A621239032.
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC7729450/

Ule J, Blencowe BJ.

Alternative Splicing Regulatory Networks: Functions, Mechanisms, and Evolution.
Mol Cell. 2019 Oct 17;76(2):3395. doi: 10.1016/j.molcel.2019.09.017.
https://lwww.cell.com/action/showPdf?pii=S1092765%2819%29307 &

Jian, X., Boerwinkle, E. & Liu, X.

In silico tools for splicing defect prediction: a survey from the viewpoint of end users.
Genet Med16,497¢503 (2014). https://doi.org/10.1038/gim.2013.176
https://www.nature.com/articles/gim2013176
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https://www.nature.com/articles/gim2013176

https://www.mdpi.com/14220067/21/23/9032/htm

Regolazione dallsplicing prenRNA. (A) Assemblaggio graduale dello spliceosoma sullRMA e catalisi della reazione di splicing per generare mRNA spliced
maturo. (B) Rappresentazione schematica degli eventi AS di splicing alternativi piu comuni. Le caselialig@ssg e blu rappresentano diversi esoni. Le linee
nere e grigie punteggiate indicano eventi di giunzione distinti. (C) Interazione complessa tra fattori cisagémrnsella regolazione dell'AS. Le proteRigA
binding motif (RBM), le proteingcche di serina / arginina (SR) e le ribonucleoprota&terogenee (hn) (hnRNPs) si legano agli elementi regolatori esonici o
intronici per promuovere o prevenire il riconoscimento dei siti di giunzione 3 'o 5' (ss) dai piccoli (sn) RNP (snRiafjrediaplicing. Le frecce nere solide e
tratteggiate rappresentano rispettivamente la stimolazione e linibizione di legame; qiisdi splicing; BPSsito del punto di diramazione; tratto pe¥ -
polipirimidina; premRNA RNA messaggero presare; snRNPgiccola particella nucleare ribonucleoproteica; Sféttore di splicing 1; U2AFattore ausiliario
snRNP U2).

Mutazioni in regioni regolatrici della trascrizione

Mutazioni puntiformi possono anche verificarsi all'interno de#lgione regolatrice di un gene. Cio pud determinare
conseguenze molto variabili che vanno da nessun effetto fenotipico a cambiamenti dell'espressione genica che dan
origine a gravi patologie.

Mutazioni Dinamiche

Le mutazioni dinamiche sono dovute allipetizione di brevi triplette nucleotidiche all'interno di una regione
codificante (in questo caso la tripletta piu frequente € CAG che codifica la glutamminajcodifoante di un gene.

La mutazione che si origina nel corso della replicazione delwdlaca una variazione nel numero di queste sequenze
ripetute; il nuovo filamento di DNA potra presentarne in eccesso o in difetto. Il fenomeno che causa la mutazione
detto slittamento della replicazionerdplication slippage ed & dovuto al cattivo apjpemento dei due filamenti
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