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INTRODUZIONE  
 
I vaccini candidati ad oggi in corso di studio clinico e/o preclinico comprendono una vasta gamma di piattaforme 
vaccinali: a base di proteine (subunità e particelle simil-virali), a base di virus (vivo attenuato e inattivato) e nuove 
strategie di rilascio genico ad acido nucleico ingegnerizzato (DNA e RNA) e a vettore virale (replicativo e non 
replicativo). 1 
 
Le strategie convenzionali, come i vaccini virali inattivati e attenuati ǎƛ ǎƻƴƻ ŜǾƻƭǳǘƛΣ ƎǊŀȊƛŜ ŀƭƭΩŀǇǇƭƛŎŀȊƛƻƴŜ ŘŜƭƭŜ 
biotecnologie e nanotecnologie, verso i vaccini di seconda generazione a subunità proteiche e a vettore, fino ai più 
recenti di terza generazione introdotti per la prima volta per la ǇǊƻŦƛƭŀǎǎƛ ŘŜƭƭΩƛƴŦŜȊƛƻƴŜ Řŀ {!w{-Cov-2 (vaccini ad acidi 
nucleici e vaccini a nanomateriali) 2 per superarne gli svantaggi.  
I vaccini convenzionali virali e a proteine presentano svantaggi per la sicurezza (ad es. i virus attenuati possono revertire 
al fenotipo infettivo), protezione limitata e immunogenicità (ad es. il principale svantaggio dei vaccini a subunità è che 
le proteine o i peptidi isolati sono generalmente immunogeni deboli perché non vengono riconosciuti come modelli 
molecolari associati ai patogeni (PAMP) e non attivano le risposte immunitarie innate, necessarie per il pieno sviluppo 
dell'immunità acquisita e devono essere accompagnati da potenti adiuvanti) come già ampiamente discusso nella 
parte dedicata alle piattaforme tradizionali. 
  
I vaccini su base genetica (GBV) comprendono sia i vettori virali che i vaccini ad acidi nucleici, che codificano i geni 
ŘŜƭƭΩŀƴǘƛƎŜƴŜ ōŜǊǎŀƎƭƛƻ. 3 
La loro efficacia dipende dalla capacità di espressione di tali sequenze geniche in antigeni peptidici che devono essere 
presentati alle cellule immunitarie per stimolare una risposta immunitaria.  
 

 
1 Pushparajah D, Jimenez S, Wong S, Alattas H, Nafissi N, Slavcev RA.  
Advances in gene-based vaccine platforms to address the COVID-19 pandemic.  
Adv Drug Deliv Rev. 2021 Jan 7;170:113-141. doi: 10.1016/j.addr.2021.01.003  
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7789827/ 
 
2 Li T, Zhang T, Gu Y, Li S, Xia N.  
Current Progress and Challenges in the Design and Development of a Successful COVID-19 Vaccine  
[published online ahead of print, 2021 Jan 26]. Fundamental Research. 2021;doi:10.1016/j.fmre.2021.01.011 
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7835609/ 
 
Soleimanpour S, Yaghoubi A.  
COVID-19 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 SARS-CoV-2 vaccine candidates.  
Signal Transduct Target Ther. 2020 Oct 13;5(1):237. doi: 10.1038/s41392-020-00352-y.  
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7551521/ 
 
Wallis J, Shenton DP, Carlisle RC.  
Novel approaches for the design, delivery and administration of vaccine technologies.  
Clin Exp Immunol. 2019;196(2):189-204. doi:10.1111/cei.13287 
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6468175/ 
 
Chakraborty S, Mallajosyula V, Tato CM, Tan GS, Wang TT.  
SARS-CoV-2 vaccines in advanced clinical trials: where do we stand  
[published online ahead of print, 2021 Jan 19]. Adv Drug Deliv Rev. 2021;S0169-409X(21)00024-7. 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.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6631684/ 
 

3 tǊǸʲ .aΦ  
Current State of the First COVID-19 Vaccines.  
Vaccines (Basel). 2021;9(1):30. Published 2021 Jan 8. doi:10.3390/vaccines9010030 
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7826947/ 
 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7789827/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7835609/
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/
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Dal punto di vista regolatorio, i vaccini a vettori virali sono stati già approvati dalle autorità sanitarie per uso terapeutico 
4, mentre i primi due vaccini a mRNA (Comirnaty e mRNA-1273) contro la COVID-19 sono stati recentemente approvati 
dallΩFDA per ƭΩuso dΩemergenza Ŝ ŘŀƭƭΩ9a! Ŏƻƴ ŀǳǘƻǊƛȊȊŀȊƛƻƴŜ ŎƻƴŘƛȊƛƻƴŀƭŜ ϝΣ 5 ed entrambi non sono mai stati testati 
ǎǳƭƭΩǳƻƳƻ ŎƻƳŜ ǾŀŎŎƛƴƛ ŀŘ ǳǎƻ ǇǊƻŦƛlattico delle malattie infettive  6.  
 

 
ϝ [Ω9a! ƴŜƭƭŀ ǎŜȊƛƻƴŜ άQuestions and Answers: Conditional Marketing Authorisation of COVID-19 Vaccines in the EUέ 
(update 21.01.2021) 7 descrive la differenza tra autorizzazione condizionale alla commercializzazione (CMA) e 
ƭΩŀǳǘƻǊƛȊȊŀȊƛƻƴŜ ǇŜǊ ƭΩǳǎƻ ŘΩŜƳŜǊƎŜƴȊŀ ό9¦!ύΦ  
[ŀ ǘŜƳŀǘƛŎŀ ǾŜǊǊŁ ŘƛǎŎǳǎǎŀ ǇƛǴ ƛƴ ŘŜǘǘŀƎƭƛƻ ƴŜƭƭŀ ǘŜǊȊŀ ǇŀǊǘŜ ŘŜŘƛŎŀǘŀ ŀƭƭΩƛǘŜǊ Řƛ ǊŜƎƛǎǘǊŀȊƛƻƴŜ ŘŜƛ ǾŀŎŎƛƴƛ /h±L5-19. 
 
Un'autorizzazione condizionale all'immissione in commercio (CMA) segue una procedura controllata e robusta che 
ŦƻǊƴƛǎŎŜ ƎŀǊŀƴȊƛŜ ŎƘŜ ƭŜ ŀǳǘƻǊƛȊȊŀȊƛƻƴƛ ǇŜǊ ƭϥǳǎƻ ŘΩŜƳŜǊƎŜƴȊŀ ƴƻƴ ǇƻǘǊŜōōŜǊƻ ŦŀǊŜΦ  
In realtà, un'autorizzazione all'uso di emergenza non è un'autorizzazione del vaccino ma un'autorizzazione all'uso 
temporaneo del vaccino non autorizzato.  
La CMA garantisce che tutta la farmacovigilanza, i controlli di produzione, inclusi i controlli sui lotti per i vaccini e altri 
obblighi post-approvazione, si applichino in modo legalmente vincolante e siano valutati dai comitati scientifici 
dell'EMA su base continua e che possa essere intrapresa un'azione normativa, se necessario. In particolare: 
        ω DŀǊŀƴǘƛǎŎŜ ǳƴ ƳƻƴƛǘƻǊŀƎƎƛƻ ǊƛƎƻǊƻǎƻΣ ŀǘǘǊŀǾŜǊǎƻ ƛƭ ǎƛǎǘŜƳa di farmacovigilanza dell'UE, della sicurezza del 

medicinale in tutta l'UE. Inoltre, potrebbero esserci misure speciali per raccogliere e valutare tutte le nuove 
informazioni che emergono rapidamente al fine di soddisfare le esigenze specifiche della vaccinazione pandemica 
e di massa. 

       ω  DŀǊŀƴǘƛǎŎŜ ƛƭ ƳƻƴƛǘƻǊŀƎƎƛƻ ŘŜƭƭŀ ǎƛŎǳǊŜȊȊŀ Ǉƻǎǘ-autorizzazione e consente la raccolta di dati aggiuntivi in modo 
strutturato. Un piano di gestione del rischio (RMP) è implementato dalla società come concordato prima 
dell'autorizzazione, che costituisce un elemento esecutivo dell'autorizzazione. 

όΧύ 

 
4 Rauch 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/ 
 
5 Mahase E.  
Covid-19: UK approves Pfizer and BioNTech vaccine with rollout due to start next week.  
BMJ. 2020 Dec 2;371:m4714. doi: 10.1136/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 Use of Pfizer-BioNTech COVID-19 Vaccine - United States, December 2020.  
MMWR Morb Mortal Wkly Rep. 2020;69(50):1922-1924. Published 2020 Dec 18. doi:10.15585/mmwr.mm6950e2 
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7745957/ 
 
O. of the Commissioner 
Pfizer-BioNTech COVID-19 Vaccine 
FDA (2020) 
https://www.fda.gov/emergency-preparedness-and-response/coronavirus-disease-2019-covid-19/pfizer-biontech-covid-19-vaccine,  
Accessed 16th Dec 2020 
 
Moderna Announces FDA Authorization of Moderna COVID-19 Vaccine in the U.S,  
Moderna, Inc. (2019) 
https://investors.modernatx.com/news-releases/news-release-details/moderna-announces-fda-authorization-moderna-covid-19-vaccine-us,  
Accessed 21st Dec 2020 
 
Oliver SE et al  
The Advisory Committee on Immunization Practices' Interim Recommendation for Use of Moderna COVID-19 Vaccine - United States, December 2020.  
MMWR Morb Mortal Wkly Rep. 2021 Jan 1;69(5152):1653-1656. doi: 10.15585/mmwr.mm695152e1. PMID: 33382675. 
https://www.cdc.gov/mmwr/volumes/69/wr/mm695152e1.htm?s_cid=mm695152e1_w 
 
6 Abbasi J.  
COVID-19 and mRNA Vaccines-First Large Test for a New Approach.  
JAMA. 2020 Sep 22;324(12):1125-1127. 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 

https://ec.europa.eu/commission/presscorner/detail/en/qanda_20_2390
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7816567/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/33268330/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7745957/
https://www.fda.gov/emergency-preparedness-and-response/coronavirus-disease-2019-covid-19/pfizer-biontech-covid-19-vaccine
https://investors.modernatx.com/news-releases/news-release-details/moderna-announces-fda-authorization-moderna-covid-19-vaccine-us
https://www.cdc.gov/mmwr/volumes/69/wr/mm695152e1.htm?s_cid=mm695152e1_w
https://ec.europa.eu/commission/presscorner/detail/en/qanda_20_2390


 

 
VACCINO COVID-19: LE PIATTAFORME INNOVATIVE A mRNA - PARTE I 

 

Dr.ssa Loretta Bolgan 08.03.22021      

 
4 

Un'ŀǳǘƻǊƛȊȊŀȊƛƻƴŜ ŀƭƭϥǳǎƻ ŘΩŜƳŜǊƎŜƴȊŀ (EUA) consente l'uso temporaneo di un medicinale in condizioni specifiche, 
purché si applichino circostanze di emergenza. Il medicinale, tuttavia, rimane senza licenza e non può essere immesso 
sul mercato, contrariamente ad un'autorizzazione all'immissione in commercio (condizionale). 
Sebbene le autorizzazioni per l'uso di emergenza siano consentite dalla legislazione farmaceutica dell'UE, l'uso di un 
vaccino per il quale uno Stato membro ha rilasciato tale autorizzazione è limitato allo Stato membro che lo autorizza 
solo sotto la sua responsabilità. Anche alcuni paesi terzi stanno utilizzando procedure simili per consentire l'uso 
temporaneo di emergenza dei vaccini COVID-19 prima dell'autorizzazione. 
 
l'Unione Europea ha programmato la produzione e la commercializzazione di 2,3 miliardi di dosi, sulla base degli 
accordi con sei diverse società:  
 
ω BioNTech-Pfizer (Comiranty) fino a 600 milioni di dosi; 

ω AstraZeneca (COVID-19 Vaccine AstraZeneca) fino a 400 milioni di dosi; 

ω Sanofi-GSK fino a 300 milioni di dosi; 

ω Johnson and Johnson fino a 400 milioni di dosi; 

ω CureVac fino a 405 milioni di dosi; 

ω Moderna (COVID-19 Vaccine Moderna) fino a 160 milioni di dosi. 

Inoltre, la Commissione ha concluso gli accordi con Novavax, per un massimo di 200 milioni di dosi, e con Valneva, per 
un massimo di 60 milioni di dosi.  
I vaccini prodotti da tre di queste aziende sono stati approvati dalla Commissione per essere immessi sul mercato con 
autorizzazione condizionale: BioNTech/Pfizer (21 dicembre 2020), Moderna (6 gennaio 2021) e AstraZeneca (29 
gennaio) a seguito della valutazione positiva dell'EMA sulla sua sicurezza ed efficacia. 
 
Nessun altro produttore di vaccini ha formalmente richiesto un'autorizzazione all'immissione in commercio all'EMA. 
Per accelerare il processo, l'EMA ha avviato una revisione continua del vaccino prodotto da Johnson and Johnson. 
 

 
Aggiornamento  

https://www.who.int/publications/m/item/draft-landscape-of-covid-19-candidate-vaccines 
 

Per garantire la disponibilità delle informazioni più recenti, il WHO aggiorna la tabella due volte a settimana (martedì 
e venerdì, 17:00 CET) mediante la ricerca, la raccolta e il controllo incrociato dei dati da più fonti come lo strumento di 
mappatura del vaccino Cochrane, Pubmed, ClinicalTrials. gov, WHO ICTRP e da una rete di ricercatori e industria per 
nuovi vaccini candidati e screening di studi registrati per informazioni cliniche. 
 
 

 
Il progressivo interesse per lo sviluppo di GBV è attribuito ad alcuni vantaggi significativi rispetto alle piattaforme di 
vaccini convenzionali, quali una maggiore sicurezza e stabilità, una potente immunità cellulo-mediata, una maggiore 
specificità, facilità di manipolazione, bassi costi di produzione e sviluppo più semplice e rapido.8 

 
8 Lim M, Badruddoza AZM, Firdous J, et al.  
Engineered Nanodelivery Systems 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, Liljeström P.  
Intradermal electroporation of naked replicon RNA elicits strong immune responses.  
PLoS One. 2012;7(1):e29732. doi:10.1371/journal.pone.0029732 
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3251598/ 
 
Rodríguez-Gascón A, del Pozo-Rodríguez A, Solinís MÁ.  
Development of nucleic acid vaccines: use of self-amplifying RNA in lipid nanoparticles.  
Int J Nanomedicine. 2014;9:1833-1843. Published 2014 Apr 10. doi:10.2147/IJN.S39810 
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3986288/ 

https://ec.europa.eu/commission/presscorner/detail/en/ip_20_2081
https://www.ema.europa.eu/en/documents/product-information/comirnaty-epar-product-information_en.pdf
https://ec.europa.eu/commission/presscorner/detail/en/ip_20_1524
https://www.ema.europa.eu/en/documents/product-information/covid-19-vaccine-astrazeneca-product-information-approved-chmp-29-january-2021-pending-endorsement_en.pdf
https://ec.europa.eu/commission/presscorner/detail/en/ip_20_1680
https://ec.europa.eu/commission/presscorner/detail/en/ip_20_1829
https://ec.europa.eu/commission/presscorner/detail/en/ip_20_1494
https://ec.europa.eu/commission/presscorner/detail/en/ip_20_2200
https://www.ema.europa.eu/en/documents/product-information/covid-19-vaccine-moderna-epar-product-information_en.pdf
https://ec.europa.eu/commission/presscorner/detail/en/ip_20_2305
https://ec.europa.eu/commission/presscorner/detail/en/ip_21_51
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 si discuteranno, in sezioni distinte, i vari tipi di GBV, il loro ƳŜŎŎŀƴƛǎƳƻ ŘΩŀȊƛƻƴŜ, il metodo di 
preparazione e le criticità relative alla qualità, efficacia, sicurezza, e la stabilità allo stoccaggio. 
 

 
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7789827/ 

 
 
Geall AJ, Mandl CW, Ulmer JB.  
RNA: the new revolution in nucleic acid vaccines.  
Semin Immunol. 2013 Apr;25(2):152-9. doi: 10.1016/j.smim.2013.05.001. Epub 2013 Jun 2. PMID: 23735226. 
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/23735226/ 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7789827/
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VACCINI AD ACIDI NUCLEICI  

Vaccini a mRNA 
 
 

o mRNA -1273 / Moderna + National Institute of Allergy and Infectious Diseases (NIAID) 
o Comirnaty-  BNT162 (3 LNP-mRNAs ) / BioNTech + Fosun Pharma; Jiangsu Provincial Center for Disease Prevention 

and Control + Pfizer 
o CVnCoV Vaccine / CureVac AG 
o ARCT-021 / Arcturus Therapeutics  
o LNP-nCoVsaRNA / Imperial College London 
o SARS-CoV-2 mRNA vaccine / Shulan (Hangzhou) Hospital + Center for Disease Control and Prevention of Guangxi 

Zhuang Autonomous Region  
o ChulaCov19 mRNA vaccine / Chulalongkorn University 
 

 
 

Glossario 9 
 
3'-UTR mRNA: regione codificante non proteica importante per l'espressione della proteina e la stabilità dell'mRNA. 
 
5'-UTR mRNA: regione codificante non proteica importante per il riconoscimento del complesso ribosoma-mRNA e l'inizio della 
traduzione, l'espressione della proteina e la stabilità dell'mRNA. 
 
Cellule presentanti l'antigene (APC): sono i principali attori nel mediare la risposta immunitaria adattativa, in quanto elaborano e 
presentano gli antigeni ai linfociti T. Esempi di APC sono le cellule dendritiche (DC), i macrofagi e le cellule B. 
 
RNA a doppio filamento (dsRNA): queste molecole sono riconosciute come PAMPs da differenti PRR nel citoplasma di cellule di 
mammifero. Le molecole di dsRNA sono normalmente il risultato di un'infezione virale, sebbene alcuni dsRNA endogeni possano 
essere trovati principalmente nel nucleo cellulare. 
 
miRNA: molecole di RNA di 19-22 nucleotidi di lunghezza. Possono agire come regolatori post-trascrizionali, inibendo la traduzione 
degli RNA. 
 
mRNA trascritto in vitro (IVTmRNA): metodo per produrre mRNA utilizzando il DNA come stampo. È prodotto da una reazione 
enzimatica in cui il DNA contiene il promotore per una RNA-polimerasi DNA-dipendente e tutte le sequenze ad hoc. 
Successivamente, la reazione viene trattata con DNAsi che degradano lo stampo di DNA, e purificata per ottenere ƭΩmRNA puro. 
 
Open reading frame (ORF): corrisponde alla sequenza che codifica l'antigene, inizia con un codone di inizio (AUG) e termina con 
un codone di stop. Per un inizio di traduzione ottimale, l'ORF dovrebbe contenere una sequenza di Kozak ottimale (GCC- (A/G) -
CCAUGG) che circonda il codone AUG di inizio. 
 
Pattern molecolari associati ai patogeni (PAMP): molecole che si trovano in diversi agenti patogeni e non si trovano naturalmente 
nell'ospite. Esempi sono il dsRNA, ƭΩRNA 5'-trifosfato e senza cappuccio, ƭΩLPS e la flagellina. 
 
Recettori di riconoscimento del pattern (PRR): parte del sistema immunitario innato cellulare. Questi recettori sono invariabili e 
codificati nella linea germinale. I PRR si trovano nel citosol (recettore RIG-like, recettore Nod-like) o nella membrana extracellulare 
e nelle vescicole intracellulari (TLR, recettori della lectina di tipo C). La loro funzione è riconoscere e rilevare i PAMPs per avviare 
la risposta immunitaria. 
 
Coda Poli-A (poly (A)): conferisce stabilità all'mRNA e la sua lunghezza è stata correlata all'aumento positivo dell'emivita 
dell'mRNA. 
 
 
 

 
9 Linares-Fernández S, Lacroix C, Exposito JY, Verrier B.  
Tailoring mRNA Vaccine to Balance Innate/Adaptive Immune Response.  
Trends Mol Med. 2020 Mar;26(3):311-323. doi: 10.1016/j.molmed.2019.10.002. Epub 2019 Nov 5.  
https://www.cell.com/trends/molecular-medicine/fulltext/S1471-4914(19)30244-8 

https://en.wikipedia.org/wiki/Kozak_consensus_sequence
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RNA a filamento singolo (ssRNA): è rappresentato nella cellula dall'mRNA, rRNA, RNA piccolo interferente (si), RNA lungo non 
ŎƻŘƛŦƛŎŀƴǘŜ Ŝ ǘwb!Φ [Ωǎǎwb! ǇǳƼ ŦƻǊƳŀǊŜ ǎǘǊǳǘǘǳǊŜ ǎŜŎƻƴŘŀǊƛŜ Řƛ Řǎwb! ƛƴǘǊŀƳƻƭŜŎƻƭŀǊƛ ŎƻƳŜ ǳƴϥŜƭƛŎŀΣ ǳƴŀ ŦƻǊŎƛƴŀ ƻ ǇǎŜǳŘƻ-nodi 
che innescano i PRR. 
 
Interferoni di tipo I (IFN): insieme di citochine che raggruppano i più importanti interferoni IFN-ʰΣ LCb-ʲΣ Ƴŀ ŀƴŎƘŜ LCb-ʶΣ -k, -ˍΣ -
ʵΣ -ʸΣ -˖Σ -˄Φ {ƻƴƻ ǇǊƻŘƻǘǘƛ ŎƻƳŜ ǊƛǎǇƻǎǘŀ ŀƴǘƛǾƛǊŀƭŜ Ŝ ǎƻƴƻ ǊŜǎǇƻƴǎŀōƛƭƛ ŘŜƭƭϥŀǘǘƛǾŀȊƛƻƴŜ Řƛ ŎŜƴǘƛƴŀƛŀ Řƛ L{D όƎŜƴƛ ǎǘƛƳƻƭŀǘƛ ŘŀƎƭƛ LCbύ, 
fornendo uno stato cellulare antivirale delle cellule stesse (autocrino) e circostanti (paracrino), che include il blocco della 
traduzione dell'mRNA e la sua degradazione. 
 

 
 

APPROFONDIMENTO 
 

LE BASI DELLA GENETICA UMANA 
Metabolismo del DNA 

Processamento degli RNA messaggeri 
[ΩƳwb! 95 L[ /h5L/9 D9b9¢L/h 

 

TIPI DI VACCINI A mRNA 

  
L'mRNA è il passaggio intermedio tra la traduzione del DNA che codifica per le proteine e la produzione di proteine da 
parte dei ribosomi nel citoplasma.  
Sono attualmente studiati come vaccini due principali tipi di costrutti a RNA:  
 

- ƭΩmRNA non replicante  

- RNA auto-amplificante di derivazione virale.  

 
L ǾŀŎŎƛƴƛ ŎƻƴǾŜƴȊƛƻƴŀƭƛ ŀ ōŀǎŜ Řƛ Ƴwb! ŎƻŘƛŦƛŎŀƴƻ ƭϥŀƴǘƛƎŜƴŜ Řƛ ƛƴǘŜǊŜǎǎŜ Ŝ ŎƻƴǘŜƴƎƻƴƻ ǊŜƎƛƻƴƛ р  Ŝ о  ƴƻƴ ǘǊŀŘotte 
(UTR), mentre gli RNA autoamplificanti codificano non solo l'antigene ma anche il meccanismo di replicazione virale 
che consente di prolungare la breve emivita dell'mRNA, aumentare l'amplificazione dell'RNA intracellulare e di 
conseguenza portare ad un'abbondante espressione proteica.  
 
Il sistema autoreplicante (saRNA) fa uso di elementi di alfavirus, che sono virus a RNA a filamento positivo, non 
segmentati.  
Il genoma alfavirale è diviso in due ORF: il primo codifica le proteine per lΩRNA-polimerasi RNA-dipendente (replicasi) 
e il secondo codifica per le proteine strutturali. Nei costrutti dei vaccini a saRNA, l'ORF che codifica per le proteine 
strutturali virali viene sostituito con qualsiasi antigene di scelta, mentre la replicasi virale rimane parte integrante del 
vaccino e guida l'amplificazione intracellulare dell'RNA dopo l'immunizzazione. 10 
 
 

 
10 Ljungberg K, Liljeström P.  
Self-replicating alphavirus RNA vaccines.  
Expert Rev Vaccines. 2015 Feb;14(2):177-94. doi: 10.1586/14760584.2015.965690. Epub 2014 Oct 1.  
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/25269775/ 

https://www.libreriauniverso.it/pdf/9788821443923.pdf
https://www.libreriauniverso.it/pdf/9788821443923.pdf
https://moodle2.units.it/pluginfile.php/266319/mod_resource/content/10/modulo18_BA_org_gen_2018.pdf
https://elearning.uniroma1.it/pluginfile.php/252836/mod_resource/content/0/8.%20mRNA%20processing.pdf
http://www.bgbunict.it/Html/Ragusa/lezioni/Med_PoloC%2015-16/TRADUZIONE.pdf
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6453548/ 
Vaccino a mRNA non amplificante e autoamplificante  
(A) Struttura schematica del vaccino a mRNA non amplificante convenzionale.  
(B) Struttura schematica del vaccino a mRNA autoamplificante (replicone), che contiene gli antigeni codificanti la sequenza e le proteine non strutturali che facilitano 
il capping e la replicazione dell'RNA.  
(C) Un'illustrazione del vaccino mRNA o del replicone incapsulato in nanoparticelle per migliorare le prestazioni in vivo. 

 
https://www.cell.com/molecular-therapy-family/molecular-therapy/fulltext/S1525-0016(19)30041-3 
Rappresentazione schematica dei vaccini a mRNA e meccanismo di espressione dell'antigene 
L'mRNA convenzionale trasporta la sequenza codificante dell'antigene di interesse (GOI) affiancata da UTR 5'e 3', una struttura terminale 5'-cap e una coda 3' poliA. 
Una volta trasportato nella cellula e rilasciato dall'endosoma nel citoplasma, l'mRNA viene tradotto immediatamente. L'mRNA autoamplificante è spesso derivato 
dal genoma di virus a RNA a filamento singolo con senso positivo, come gli alfavirus. Codifica sia l'antigene di interesse che le proteine virali non strutturali (nsPs) 
necessarie per l'amplificazione dell'RNA intracellulare e per alti livelli di espressione dell'antigene. L'mRNA autoamplificante può dirigere la sua auto-amplificazione 
per generare intermedi di RNA e molte copie di mRNA subgenomico codificanti per l'antigene, producendo alti livelli dell'antigene codificato. Sia i vaccini mRNA 
convenzionali che quelli autoamplificanti richiedono un sistema di rilascio per l'assorbimento cellulare, solitamente per endocitosi, che è seguito dal rilascio del 
carico di mRNA dall'endosoma nel citosol, dove si verificano la traduzione e l'elaborazione delle proteine per la presentazione dell'MHC. Una volta trasferito nella 
cellula, l'mRNA viene quasi immediatamente rilevato dai recettori di riconoscimento del pattern (PRR) nell'endosoma e nel citoplasma. I PRR come i recettori Toll-
like TLR3, TLR7 e TLR8 sono localizzati nell'endosoma e i sensori citosolici come RIG-I, MDA5, PKR e OAS riconoscono anche gli RNA a doppio filamento e singolo 
filamento nel citoplasma. GOI, gene di interesse; MHC, complesso maggiore di istocompatibilità; nsPs, proteine non strutturali. 

https://www.cell.com/molecular-therapy-family/molecular-therapy/fulltext/S1525-0016(19)30041-3
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I vaccini a mRNA contenenti la spike del SARS-Cov-2 commercializzati dalla Pfizer e Moderna sono di tipo non 
amplificante e contengono la struttura di base dell'mRNA, con un frame di lettura aperto (ORF) che codifica per 
ƭΩantigene desiderato.  
 
I vantaggi principali dei vaccini con mRNA non replicante includono:  
 

(1)  la dimensione relativamente piccola dell'mRNA rispetto a un vaccino autoamplificante (Ḑ2ς3 kb contro Ḑ10  
kb); 

(2)  l'assenza di proteine aggiuntive (rispetto al sistema virale), riducendo al minimo la possibilità di suscitare 
interazioni immunogeniche indesiderate con l'ospite. A ciò si aggiunge una ridotta permanenza nel 
citoplasma che rende trascurabile la possibilità che si formi DNA retrotrascritto. 

(3) sono relativamente facili da espandere e produrre, consentendo un rapido utilizzo in caso di focolaio;  
(4)  una facile ingegnerizzazione delle sequenze per migliorare le prestazioni del vaccino e ridurre al minimo gli 

effetti indesiderati.  
 
Lƭ ǇƛǴ ƎǊŀƴŘŜ ƻǎǘŀŎƻƭƻ ŀƭƭΩƛƳǇƛŜƎƻ dei vaccini con mRNA è la necessità della veicolazione intracellulare.  
Le modifiche chimiche e l'ingegnerizzazione delle sequenze hanno migliorato sia la traduzione che la durata di 
conservazione dei vaccini a mRNA sinteticoΣ ƳŜƴǘǊŜ ƭŀ ǾŜƛŎƻƭŀȊƛƻƴŜ ŘŜƭƭΩmRNA ŝ ǎǘŀǘŀ ƻǘǘŜƴǳǘŀ ŀǘǘǊŀǾŜǊǎƻ ƭΩǳǎƻ Řƛ lipidi 
(liposomi) o materiali a base di polimeri.11 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
11 Kowalski PS, Rudra A, Miao L, Anderson DG.  
Delivering the Messenger: Advances in Technologies for Therapeutic mRNA Delivery.  
Mol Ther. 2019;27(4):710-728. doi:10.1016/j.ymthe.2019.02.012 
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6453548/ 
 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6453548/
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SVILUPPO TECNOLOGICO 
 
Dal punto di vista tecnologico, come già detto, i vaccini a mRNA sono stati sviluppati per superare i limiti dei vaccini 
tradizionali, rispetto ai quali hanno dimostrato di possedere molti vantaggi specifici.  
 
Prima di tutto, l'mRNA può teoricamente soddisfare tutti i requisiti per codificare ƭΩinformazione genetica ed esprimere 
tutti i tipi di proteine.  
L'efficienza per lo sviluppo del vaccino può essere ottimizzata modificando la sequenza dell'mRNA, che è un modo più 
conveniente rispetto ad altri tipi di modifica per la produzione di un nuovo antigene vaccinale. 12  
Inoltre, i processi di produzione e purificazione di un vaccino ad mRNA sono abbastanza simili, nonostante i diversi 
antigeni codificati, quindi è possibile che vengano mantenuti o addirittura standardizzati per sviluppare altri vaccini 
simili a mRNA. 13 
Modificando la sequenza dell'mRNA e il sistema di rilascio, l'attività di espressione e l'emivita in vivo dell'mRNA possono 
essere efficacemente regolate. 14  
L'utilizzo della trascrizione in vitro facilita la produzione dei vaccini a mRNA, con risparmio di tempo e costi e può anche 
evitare la contaminazione da proteine e da virus provenienti dalle colture cellulari.  
 
In secondo luogo, l'mRNA ha proprietà auto-adiuvanti che attivano risposte immunitarie adattative forti e durature 
attraverso la secrezione del fattore di necrosi tumorale-ʰ ό¢bC-ʰύΣ ƭϥƛƴǘŜǊŦŜǊƻƴŜ-ʰ όLCb-ʰύ Ŝ Řƛ altre citochine da parte 
delle cellule immunitarie 15, mentre i vaccini a base di polipeptidi e proteine necessitano di adiuvanti aggiuntivi per 
raggiungere un obiettivo simile. 16 
 
In terzo luogo, rispetto ai vaccini a DNA (sia ad acido nucleico che a vettore), i vaccini a mRNA possono esprimere le 
proteine bersaglio in modo più efficiente a causa della loro espressione nel citoplasma senza entrare nel nucleo. Inoltre, 
la costituzione chimica della sequenza dell'mRNA, per la mancanza di isole CpG, riduce il rischio di integrazione nel 
genoma del DNA dell'ospite e di reazione immunitaria.  
 

 
12 Schlake T, Thess A, Fotin-Mleczek M, Kallen KJ.  
Developing mRNA-vaccine technologies.  
RNA Biol. 2012;9(11):1319-1330. doi:10.4161/rna.22269 
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3597572/ 
 
Tombácz I, Weissman D, Pardi N.  
Vaccination with Messenger RNA: A Promising Alternative to DNA Vaccination.  
Methods Mol Biol. 2021;2197:13-31. doi: 10.1007/978-1-0716-0872-2_2. P 
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/32827130/ 
 
Pardi N, Hogan MJ, Porter FW, Weissman D.  
mRNA vaccines - a new era in vaccinology.  
Nat Rev Drug Discov. 2018;17(4):261-279. doi:10.1038/nrd.2017.243 
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5906799/ 
 
13 Linares-Fernández S, Lacroix C, Exposito JY, Verrier B.  
Tailoring mRNA Vaccine to Balance Innate/Adaptive Immune Response.  
Trends Mol Med. 2020 Mar;26(3):311-323. doi: 10.1016/j.molmed.2019.10.002. Epub 2019 Nov 5.  
https://www.cell.com/action/showPdf?pii=S1471-4914%2819%2930244-8 
 
14 Verbeke, Rein, I. Lentacker, S. D. Smedt and Heleen Dewitte.  
ά¢ƘǊŜŜ ŘŜŎŀŘŜǎ ƻŦ ƳŜǎǎŜƴƎŜǊ wb! ǾŀŎŎƛƴŜ ŘŜǾŜƭƻǇƳŜƴǘΦέ  
Nano Today 28 (2019): 100766. 
https://biblio.ugent.be/publication/8628303/file/8628317.pdf 
 
15 Van Lint S, Renmans D, Broos K, Dewitte H, Lentacker I, Heirman C, Breckpot K, Thielemans K.  
The ReNAissanCe of mRNA-based cancer therapy.  
Expert Rev Vaccines. 2015 Feb;14(2):235-51. doi: 10.1586/14760584.2015.957685. Epub 2014 Sep 29.  
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/25263094/ 
 
16 Iavarone C, O'hagan DT, Yu D, Delahaye NF, Ulmer JB.  
Mechanism of action of mRNA-based vaccines.  
Expert Rev Vaccines. 2017 Sep;16(9):871-881. doi: 10.1080/14760584.2017.1355245. Epub 2017 Jul 28.  
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/28701102/ 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3597572/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/32827130/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5906799/
https://www.cell.com/action/showPdf?pii=S1471-4914%2819%2930244-8
https://biblio.ugent.be/publication/8628303/file/8628317.pdf
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/25263094/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/28701102/
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Infine, l'mRNA rimane attivo solo in maniera transitoria, e viene completamente decomposto attraverso vie 
metaboliche fisiologiche. 17 
 

Strategie di progettazione per i vaccini a mRNA contro il SARS-COV-2  
 
La progettazione dei vaccini a mRNA potrebbe sembrare abbastanza banale, a causa del loro semplice meccanismo 
ŘΩŀȊƛƻƴŜ dei vaccini: in seguito alla somministrazione dŜƭƭΩmRNA vaccinale che codifica per un antigene bersaglio, le 
cellule assorbono l'mRNA, lo traducono in proteine in situ, in modo che il sistema immunitario dell'individuo sia in 
grado di indurre una robusta risposta immunitaria adattativa contro la proteina bersaglio. Tuttavia, l'attuale processo 
di progettazione dei vaccini a mRNA richiede importanti considerazioni sulle modifiche dell'mRNA per ridurre la 
reattogenicità e ottimizzare l'espressione delle proteine, sulla corretta selezione dell'antigene bersaglio e sulla 
formulazione ottimale per consentire una veicolazione efficiente.18 
 

Modifiche all'mRNA 
 
Il primo aspetto da considerare nello sviluppo di vaccini a mRNA è che lo stesso mRNA non modificato non è l'ideale 
per l'uso.  
Infatti, l'mRNA è sia estremamente labile che rapidamente degradato in condizioni sfavorevoli. Inoltre, è altamente 
immunogenico e in grado di attivare una varietà di sensori di pattern molecolari associati a patogeni.  
Nel tentativo di migliorare l'emivita, la traducibilità e la sicurezza, Karikó et al. hanno testato varie modifiche naturali 
ai nucleosidi nelle molecole di mRNA, tra cui la pseudouridina, la 5-metilcitidina, la N6-metiladenosina, la 5-metiluridina 
e la 2-tiouridina 19.  
Di queste varianti, hanno scoperto che l'incorporazione dŜƭƭΩN1-metil-ǇǎŜǳŘƻǳǊƛŘƛƴŀ όƳмʌύ ŀƭ Ǉƻǎǘƻ ŘŜƭƭϥǳǊƛŘƛƴŀ 
portava ad un aumento di 10 volte della traduzione rispetto all'mRNA non modificato. Inoltre, sono stati in grado di 
dimostrare che le molecole di mRNA che possiedono questa modifica non attivavano i meccanismi di rilevamento del 
pattern molecolare associati ai patogeni, come i recettori toll-like (TLR) o il gene I inducibile dall'acido retinoico (RIG-
I). Questo è fondamentale per evitare un'infiammazione eccessiva, che potrebbe provocare effetti collaterali 
indesiderati del vaccino.  
Per questi motivi, molti candidati, inclusi i due vaccini a mRNA recentemente autorizzati mRNA-1273 e BNT162b2, 
hanno adottato la modifica dell'mRNA con ƭΩƳмʌ  ƴŜƭla progettazione del loro vaccino. 20 

 
17 Sahin U, Karikó K, Türeci Ö.  
mRNA-based therapeutics--developing a new class of drugs.  
Nat Rev Drug Discov. 2014 Oct;13(10):759-80. doi: 10.1038/nrd4278. Epub 2014 Sep 19.  
https://www.nature.com/articles/nrd4278 
 
18 Bettini E, Locci M. 
SARS-CoV-2 mRNA Vaccines: Immunological Mechanism and Beyond.  
Vaccines (Basel). 2021 Feb 12;9(2):147. doi: 10.3390/vaccines9020147.  
https://www.mdpi.com/2076-393X/9/2/147/pdf 
 

Pardi N, Hogan MJ, Porter FW, Weissman D.  
mRNA vaccines - a new era in vaccinology.  
Nat Rev Drug Discov. 2018 Apr;17(4):261-279. doi: 10.1038/nrd.2017.243. Epub 2018 Jan 12.  
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5906799/ 
 
19 Karikó K, Muramatsu H, Welsh FA, Ludwig J, Kato H, Akira S, Weissman D.  
Incorporation of pseudouridine into mRNA yields superior nonimmunogenic vector with increased translational capacity and biological stability.  
Mol Ther. 2008 Nov;16(11):1833-40. doi: 10.1038/mt.2008.200. Epub 2008 Sep 16.  
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2775451/ 
 
20 Jackson LA, et al 
mRNA-1273 Study Group. An mRNA Vaccine against SARS-CoV-2 - Preliminary Report.  
N Engl J Med. 2020 Nov 12;383(20):1920-1931. doi: 10.1056/NEJMoa2022483. Epub 2020 Jul 14.  
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7377258/ 
 
Corbett KS, et al 
Evaluation of the mRNA-1273 Vaccine against SARS-CoV-2 in Nonhuman Primates.  
N Engl J Med. 2020 Oct 15;383(16):1544-1555. doi: 10.1056/NEJMoa2024671. Epub 2020 Jul 28.  
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7449230/ 
 
Corbett KS, et al 
SARS-CoV-2 mRNA vaccine design enabled by prototype pathogen preparedness. 

https://www.nature.com/articles/nrd4278
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5906799/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2775451/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7377258/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7449230/
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Selezione dell'antigene 
 
Nella selezione dell'antigene per un vaccino a mRNA, è essenziale scegliere un bersaglio che sia immunogenico e in 
grado di suscitare una risposta immunitaria protettiva.  
Degli epitopi multipli del SARS-CoV-2, la glicoproteina spike (S) è il bersaglio comunemente selezionato per lo sviluppo 
del vaccino COVID-19 21, in quanto è la principale proteina di superficie del SARS-CoV-2 e media l'ingresso virale 
legandosi al recettore dell'enzima di conversione dell'angiotensina 2 (ACE2) nelle cellule ospiti 22.  

 
Nature. 2020 Oct;586(7830):567-571. doi: 10.1038/s41586-020-2622-0. Epub 2020 Aug 5.  
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7581537/ 
 
Anderson EJ, et al mRNA-1273 Study Group.  
Safety and Immunogenicity of SARS-CoV-2 mRNA-1273 Vaccine in Older Adults.  
N Engl J Med. 2020 Dec 17;383(25):2427-2438. doi: 10.1056/NEJMoa2028436. Epub 2020 Sep 29.  
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7556339/ 
 
Baden LR, et al COVE Study Group.  
Efficacy and Safety of the mRNA-1273 SARS-CoV-2 Vaccine.  
N Engl J Med. 2021 Feb 4;384(5):403-416. doi: 10.1056/NEJMoa2035389. Epub 2020 Dec 30.  
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7787219/ 
 
Widge AT, et al 
mRNA-1273 Study Group. Durability of Responses after SARS-CoV-2 mRNA-1273 Vaccination.  
N Engl J Med. 2021 Jan 7;384(1):80-82. doi: 10.1056/NEJMc2032195. Epub 2020 Dec 3.  
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7727324/ 
 
Annette B. Vogel, et al 
A prefusion SARS-CoV-2 spike RNA vaccine is highly immunogenic and prevents lung infection in non-human primates 
bioRxiv 2020.09.08.280818; doi: https://doi.org/10.1101/2020.09.08.280818 
https://www.biorxiv.org/content/10.1101/2020.09.08.280818v1.full.pdf 
 
Sahin U, et al 
COVID-19 vaccine BNT162b1 elicits human antibody and TH1 T cell responses.  
Nature. 2020 Oct;586(7830):594-599. doi: 10.1038/s41586-020-2814-7. Epub 2020 Sep 30. Erratum in: Nature. 2021 Feb;590(7844):E17.  
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La spike è una glicoproteina di fusione virale di classe I, costituita da una subunità di legame del recettore (S1) e una 
subunità di fusione (S2) unite da un sito di scissione della furina, unico per questo coronavirus 23.  
La spike è scissa a livello post-traduzionale in questo sito furinico. Tuttavia, le subunità S1 e S2 rimangono associate 
fino a quando la spike è legata al recettore ACE2 tramite il dominio di legame del recettore (RBD).  
 

 
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7923282/ 
La glicoproteina S contiene due subunità, cioè l'N-terminale S1 e il C-terminale S2. La lunghezza della glicoproteina SARS-CoV-2 S è di 1273 aminoacidi (aa), disposti 
in sequenza con un peptide segnale di 13-aa situato all'estremità N seguita dalla subunità S1 (residui 14-685) e dalla subunità S2 ( residui 686ς1273). All'interno 
della subunità S1, c'è un dominio N-terminale (residui 14-305) e un dominio di legame del recettore (RBD; residui 319-541), mentre il peptide di fusione (FP; residui 
788-806), la sequenza di ripetizione dŜƭƭΩeptapeptide 1 e 2 (HR1; residui 912ς984 e HR2; residui 1163ς1213), il dominio transmembrana (TMD; residui 1213ς1237) 
e il dominio citoplasmatico (residui 1237ς1273) formano la subunità S2.24 

 

 
23 Kirchdoerfer RN, Cottrell CA, Wang N, Pallesen J, Yassine HM, Turner HL, Corbett KS, Graham BS, McLellan JS, Ward AB.  
Pre-fusion structure of a human coronavirus spike protein. 
Nature. 2016 Mar 3;531(7592):118-21. doi: 10.1038/nature17200.  
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4860016/ 
 
Juraszek J, Rutten L, Blokland S, et al. 
Stabilizing the closed SARS-CoV-2 spike trimer.  
Nat Commun. 2021;12(1):244. Published 2021 Jan 11. doi:10.1038/s41467-020-20321-x 
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7801441/ 
 
Xia X.  
Domains and Functions of Spike Protein in Sars-Cov-2 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/articles/PMC7829931/ 
 
Ng KT, Mohd-Ismail NK, Tan YJ.  
Spike S2 Subunit: The Dark Horse in the Race for Prophylactic and Therapeutic Interventions against SARS-CoV-2.  
Vaccines (Basel). 2021;9(2):178. Published 2021 Feb 20. doi:10.3390/vaccines9020178 
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7923282/ 
 
24 Huang Y, Yang C, Xu XF, Xu W, Liu SW.  
Structural and functional properties of SARS-CoV-2 spike protein: potential antivirus drug development for COVID-19.  
Acta Pharmacol Sin. 2020 Sep;41(9):1141-1149. doi: 10.1038/s41401-020-0485-4. Epub 2020 Aug 3.  
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7396720/ 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4860016/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7801441/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7829931/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7923282/
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7923282/ 
Rappresentazione schematica di (a) legame della spike di prefusione ŘŜƭƭΩRBD del SARS-CoV-2 (S) per ospitare il recettore ACE2, (b) scissione della proteina S nella 
subunità S1 e nella subunità S2 da parte della furina, risultando nel peptide di fusione (FP ) di S2 esposto e impiantato nella membrana della cellula bersaglio, (c) 
formazione del fascio a 6 eliche (6HB) che collega le membrane in prossimità per la fusione virale, e (d) tre HR1 e HR2 che si combinano per formare il nucleo di 
fusione (post-fusione) per fondere la membrana virale-ospite. 

 

 
 
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7396720/ 
Struttura della proteina SARS-CoV-2 S. a) rappresentazione schematica della spike del SARS-CoV-2. b) ς c) Stato di chiusura e apertura della proteina S RBD. d) La 
proteina S si lega ad ACE2 con RBD aperto nella subunità S1. e) La struttura a sei eliche formata da HR1 e HR2 della subunità S2. 

 



 

 
VACCINO COVID-19: LE PIATTAFORME INNOVATIVE A mRNA - PARTE I 

 

Dr.ssa Loretta Bolgan 08.03.22021      

 
15 

Le informazioni raccolte da precedenti lavori con glicoproteine di fusione simili, hanno dimostrato quanto sia 
importante utilizzare proteine stabilizzate in pre-fusione che preservino epitopi sensibili alla neutralizzazione per lo 
sviluppo di vaccini efficaci 25.  
Per stabilizzare la proteina S, sono state adottate diverse strategie. L'approccio utilizzato nei vaccini autorizzati mRNA-
1273 e BNT162b2 è ƭΩƛƴǘǊƻŘǳȊƛƻƴŜ Řƛ una mutazione in cui gli amminoacidi 986 e 987 sono sostituiti con proline (S-2P), 
che stabilizzano la glicoproteina S nella conformazione di pre-fusione ma consentono comunque la scissione delle 
subunità S1 e S2. 
 
 

±ŜƛŎƻƭŀȊƛƻƴŜ ŘŜƭƭΩmRNA 
 
Sebbene l'mRNA nudo possa essere iniettato direttamente per l'immunizzazione, questo metodo di somministrazione 
è piuttosto inefficiente. Infatti, le molecole di mRNA devono essere in grado di penetrare attraverso la membrana 
lipidica di una cellula per raggiungere gli apparati necessari per tradurre i trascritti in proteine.  
Pertanto, i metodi di veicolazione che facilitano la localizzazione citosolica dei vaccini a mRNA sono importanti per 
ottenere una traduzione efficiente in proteine.  
L'avvento dell'incapsulamento in nanoparticelle lipidiche (LNP) è stato un punto di svolta nello sviluppo dei vaccini a 
mRNA, in quanto sono in grado di fornire efficacemente mRNA in vivo 26.  
Quando iniettati per via intramuscolare, gli mRNA-LNP possono essere fagocitati e tradotti rapidamente nelle cellule 
presentanti l'antigene sia nel sito di iniezione che nei linfonodi drenanti, promuovendo così l'inizio di risposte 
immunitarie adattative 27. Inoltre, le LNP possono proteggere l'mRNA dalla degradazione da parte delle nucleasi.  
 
Sebbene la composizione precisa delle LNP utilizzate da molti sviluppatori di vaccini sia un'informazione riservata, è 
noto che le LNP contengono una combinazione di lipidi cationici ionizzabili, colesterolo, fosfolipidi e PEG che si auto-
assemblano in nanoparticelle da ~ 100 nm che incapsulano l'mRNA. 28 

 
25 Pallesen J, et al 
Immunogenicity and structures of a rationally designed prefusion MERS-CoV spike antigen.  
Proc Natl Acad Sci U S A. 2017 Aug 29;114(35):E7348-E7357. doi: 10.1073/pnas.1707304114. Epub 2017 Aug 14.  
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5584442/ 
 
Graham BS, Gilman MSA, McLellan JS. 
Structure-Based Vaccine Antigen Design.  
Annu Rev Med. 2019 Jan 27;70:91-104. doi: 10.1146/annurev-med-121217-094234.  
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6936610/ 
26 Pardi N, Tuyishime S, Muramatsu H, Kariko K, Mui BL, Tam YK, Madden TD, Hope MJ, Weissman D.  
Expression kinetics of nucleoside-modified mRNA delivered in lipid nanoparticles to mice by various routes. 
J Control Release. 2015 Nov 10;217:345-51. doi: 10.1016/j.jconrel.2015.08.007. Epub 2015 Aug 8.  
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4624045/ 
 
Pardi N, et al 
Nucleoside-modified mRNA vaccines induce potent T follicular helper and germinal center B cell responses.  
J Exp Med. 2018 Jun 4;215(6):1571-1588. 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, Röhss J, John S, Hassett K, Yuzhakov O, Bahl K, Brito LA, Salter H, Ciaramella G, Loré K.  
Efficient Targeting and Activation of Antigen-Presenting Cells In Vivo after Modified mRNA Vaccine Administration in Rhesus Macaques.  
Mol Ther. 2017 Dec 6;25(12):2635-2647. doi: 10.1016/j.ymthe.2017.08.006. Epub 2017 Aug 12.  
https://www.ncbi.nlm.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):1570-8. 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 non-viral intracellular delivery of messenger RNA therapeutics.  
J Control Release. 2016 Oct 28;240:227-234. doi: 10.1016/j.jconrel.2015.12.032. Epub 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):1467-1475. doi: 10.1016/j.ymthe.2017.03.013. Epub 2017 Apr 13.  
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5498813/ 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6936610/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4624045/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5987916/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3734658/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/26718856/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5498813/
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Tra i vaccini candidati negli studi clinici, le LNP sono il metodo standard utilizzato per veicolare i vaccini a mRNA ai 
partecipanti.  
 
 

{ƛƴǘŜǎƛ Ŝ ƻǘǘƛƳƛȊȊŀȊƛƻƴŜ ŘŜƭƭΩƳwb! 29 
 
L'mRNA sintetico funzionale può essere ottenuto mediante trascrizione in vitro di uno stampo di cDNA, tipicamente 
DNA plasmidico (pDNA), utilizzando una RNA polimerasi del batteriofago. 30 
Quindi, la preparazione del pDNA è il primo passo nella produzione dŜƭƭΩmRNA.  
Il pDNA grezzo contiene tracce di DNA genomico batterico e tre forme di pDNA (superavvolto, circolare rilassato o 
lineare) in proporzioni variabili, quindi la preparazione di pDNA puro e standardizzato, come richiesto per un vaccino, 
è impegnativa.  
I residui di DNA batterico e l'eterogeneità del pDNA non rappresentano però un problema se il pDNA linearizzato viene 
trascritto utilizzando l'RNA polimerasi del batteriofago, 31 perché tutto il DNA residuale viene rimosso durante le fasi 
produttive successive (vedi sotto). 
 
Ad oggi, la tecnologia di trascrizione in vitro dell'mRNA è stata ottimizzata, e il metodo più diffuso utilizza per la sintesi 
dell'mRNA, lΩRNA polimerasi T3, T7 o SP6 e il DNA lineare (DNA plasmidico linearizzato o DNA sintetico preparato 
mediante PCR).  
Ci sono alcuni elementi strutturali di base che sono necessari per mantenere l'mRNA funzionale, tra cui un cappuccio 
ƛƴ рΩ (5'-cap), cioè un residuo di 7-metil-Ǝǳŀƴƻǎƛƴŀ ǳƴƛǘƻ ŀƭƭϥŜǎǘǊŜƳƛǘŁ р  ǘǊŀƳƛǘŜ ǳƴ р-р  ǘǊƛŦƻǎŦŀǘo, 32 una regione non 
tradotta ƛƴ рΩ (5'-UTR), una regione con frame di lettura aperto (ORF), una regione ƛƴ оΩ non tradotta όо-UTR) e una 
coda a base di poli(A). 33 
 

 
29 Schlake T, Thess A, Fotin-Mleczek M, Kallen KJ.  
Developing mRNA-vaccine technologies.  
RNA Biol. 2012;9(11):1319-1330. doi:10.4161/rna.22269 
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3597572/ 
 

30 Krieg PA, Melton DA.  
Functional messenger RNAs are produced by SP6 in vitro transcription of cloned cDNAs 
Nucleic Acids Res. 1984;12(18):7057-7070. doi:10.1093/nar/12.18.7057 
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC320142/pdf/nar00336-0141.pdf 
 

31 Pascolo S.  
Vaccination with messenger RNA.  
Methods Mol Med. 2006;127:23-40. doi: 10.1385/1-59745-168-1:23. PMID: 16988444. 
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/16988444/ 
 
32 Banerjee AK.  
5'-terminal cap structure in eucaryotic messenger ribonucleic acids.  
Microbiol Rev. 1980;44(2):175-205. 
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC373176/pdf/microrev00063-0005.pdf 
 
33 Pardi N., Muramatsu H., Weissman D., Karikó K.  
In Vitro Transcription of Long RNA Containing Modified Nucleosides. In: Rabinovich P.M.,  
editor. Synthetic Messenger RNA and Cell Metabolism Modulation: Methods and Protocols. Humana Press; Totowa, NJ, USA: 2012. pp. 29ς42. 
https://www.researchgate.net/publication/234086698_In_Vitro_Transcription_of_Long_RNA_Containing_Modified_Nucleosides 
 
Weng Y, Li C, Yang T, Hu B, Zhang M, Guo S, Xiao H, Liang XJ, Huang Y.  
The challenge and prospect of mRNA therapeutics landscape.  
Biotechnol Adv. 2020 May-Jun;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):846-9. doi: 10.1128/mcb.10.2.846.  
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC360888/pdf/molcellb00038-0422.pdf 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3597572/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC320142/pdf/nar00336-0141.pdf
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/16988444/
https://www.researchgate.net/publication/234086698_In_Vitro_Transcription_of_Long_RNA_Containing_Modified_Nucleosides
https://www.researchgate.net/publication/339409095_The_challenge_and_prospect_of_mRNA_therapeutics_landscape
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC360888/pdf/molcellb00038-0422.pdf
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6443240/ 

 
Di conseguenza, uno stampo a pDNA per la trascrizione in vitro deve contenere almeno un promotore del batteriofago, 
un ORF, eventualmente una  coda poli(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. 
 

 
https://www.cell.com/trends/molecular-medicine/fulltext/S1471-4914(19)30244-8 
tǊƻƎŜǘǘŀȊƛƻƴŜ ŘŜƭƭΩƳwb!Σ Řŀƭƭŀ ǎǳŀ ƻǊƎŀƴƛȊȊŀȊƛƻƴŜ ŘŜƭ ŘƻƳƛƴƛƻ ŀƭƭŀ ǎǳŀ ƻǘǘƛƳƛȊȊŀȊƛƻƴŜ ŘŜƭƭŀ ǎŜǉǳŜƴȊŀΦ 
Nella parte superiore della figura è presentata una rappresentazione schematƛŎŀ ŘŜƭƭŜ ǊŜƎƛƻƴƛ ǇǊƛƴŎƛǇŀƭƛ р  ŎŀǇΣ р  ǊŜƎƛƻƴŜ ƴƻƴ ǘǊŀŘƻǘǘŀ ό¦¢wύΣ ƻǇŜƴ ǊŜŀŘƛƴƎ ŦǊŀƳŜ 
όhwCύΣ о  ¦¢w Ŝ ǇƻƭƛŀŘŜƴƛƭŀȊƛƻƴŜ όtƻƭȅ-A) di qualsiasi mRNA. Sotto questa struttura sono indicate le principali funzioni di queste regioni, la loro potenziale interazione 
con i recettori di riconoscimento dei pattern (PRR) e le possibili ottimizzazioni. Abbreviazione: PAMP, pattern molecolari associati ai patogeni. 

https://www.cell.com/trends/molecular-medicine/fulltext/S1471-4914(19)30244-8
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Il modello di pDNA linearizzato viene trascritto in mRNA in una miscela contenente RNA-polimerasi ricombinante (T7, 
T3 o SP6) e trifosfati nucleosidici.  
tŜǊ ƻǘǘŜƴŜǊŜ ǳƴ Ƴwb! ŎƘƛǳǎƻΣ ƴŜƭƭŀ ǊŜŀȊƛƻƴŜ ǇǳƼ ŜǎǎŜǊŜ ƛƴŎƭǳǎƻ ǳƴ ŀƴŀƭƻƎƻ ŘŜƭ ŎŀǇ ŎƻƳŜ ƛƭ ŘƛƴǳŎƭŜƻǘƛŘŜ ƳтDόр ύ-ppp-
όр ύD όŎƘƛŀƳŀǘƻ ϦŀƴŀƭƻƎƻ ŘŜƭ ŎŀǇǇǳŎŎƛƻ ǊŜƎƻƭŀǊŜϦύΦ 34 
Se l'analogo del cap è in eccesso rispetto al GTP, la trascrizione inizia con l'analogo del cappuccio invece che con il GTP, 
producendo un mRNA chiuso.  
In alternativa, il cappuccio può essere aggiunto per via enzimatica dopo la trascrizione. 

 
https://www.cell.com/trends/molecular-medicine/fulltext/S1471-4914(19)30244-8 

 
Una coda di poli(A) può anche essere aggiunta dopo la trascrizione se non è fornita dallo stampo di pDNA. 35 
Dopo la trascrizione, lo stampo di pDNA e il DNA batterico contaminante vengono digeriti dalla DNasi.  
 

/ŀǇǇƛƴƎ ŘŜƭƭΩƳwb! 
 
Il cappuccio 5' degli mRNA è caratteristico dell'mRNA eucariotico e consiste nell'aggiunta di una guanosina metilata in 
N7 al primo nucleotide di queste molecole. 36  

 
34 Konarska MM, Padgett RA, Sharp PA.  
Recognition of cap structure in splicing in vitro of mRNA precursors.  
Cell. 1984 Oct;38(3):731-6. doi: 10.1016/0092-8674(84)90268-x.  
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/6567484/ 
 
Jang SK, Paek KY.  
Cap-dependent translation is mediated by 'RNA looping' rather than 'ribosome scanning'.  
RNA Biol. 2016;13(1):1-5. doi: 10.1080/15476286.2015.1107700.  
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4829323/ 
35 Munroe D, Jacobson A.  
mRNA poly(A) tail, a 3' enhancer of translational initiation.  
Mol Cell Biol. 1990 Jul;10(7):3441-55. doi: 10.1128/mcb.10.7.3441.  
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC360780/ 
 
36 Ramanathan A, Robb GB, Chan SH.  
mRNA capping: biological functions and applications.  
Nucleic Acids Res. 2016;44(16):7511-7526. doi:10.1093/nar/gkw551 

Modello circolare chiuso dell'RNA. 
(A) L'mRNA ottimale trascritto in vitro (IVT-mRNA) 
può reclutare fattori di traduzione che si legano 
ŀƭƭŀ ǊŜƎƛƻƴŜ р  ŎŀǇ Ŝ р  ƴƻƴ ǘǊŀŘƻǘǘŀ ό¦¢wύΣ 
consentendo l'ingresso e la traduzione nei 
ribosomi e anche il reclutamento di proteine 
leganti poli-A ( PABP) nel poly-A.  
(B) Nel modello circolare chiuso, una forte 
interazione tra i fattori di traduzione da entrambi 
i lati dell'mRNA induce la formazione di un ciclo 
stabile che protegge i trascritti dagli enzimi di 
ŘŜƎǊŀŘŀȊƛƻƴŜ ŘŜƭƭϥwb! Ŝ ŦŀŎƛƭƛǘŀ ƭΩƛƴƎǊŜǎso dei 
ribosomi, migliorando così la traduzione. 
Abbreviazione: ORF, open reading frame. 

  

 

https://www.cell.com/trends/molecular-medicine/fulltext/S1471-4914(19)30244-8
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/6567484/
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Oltre alle sue funzioni nello splicing del pre-mRNA, nella poliadenilazione, nell'esportazione nucleare e nella protezione 
contro le esonucleasi, altri aspetti chiave del cappuccio 5' sono importanti ai fini della produzione del costrutto 
vaccinale.  
In primo luogo, gli mRNA del vaccino dovrebbero essere riconosciuti come molecole del self.  
Il cappuccio 5' può essere presente in diverse conformazioni negli mRNA ed è richiesta una struttura naturale di tipo 
CAP-1.  
Infatti, gli mRNA con capping anormale (CAP-лύ ƻ ǎŜƴȊŀ ŎŀǇǇǳŎŎƛƻ όр ǇǇǇ ƻ р ǇǇύ ǎƻƴƻ ǊƛŎƻƴƻǎŎƛǳǘƛ Řŀƛ tww 37, come 
RIG-I e IFIT, che innescano la produzione di IFN di tipo I e la loro distruzione.  
 

 
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7114304/ 
La struttura del cappuccio dell'RNA: il cappuccio è costituito da una 7-ƳŜǘƛƭƎǳŀƴƻǎƛƴŀ όǊƛǉǳŀŘǊƻ ōƭǳύ ŎƻƭƭŜƎŀǘŀ ŀƭ р  ŘŜƭ ƴǳŎƭŜƻǎƛŘŜ ŘŜƭƭŀ ŎŀǘŜƴŀ ŘŜƭƭϥwb! ƳŜǎǎŀƎƎŜǊƻ 
ŀǘǘǊŀǾŜǊǎƻ ǳƴ ǇƻƴǘŜ ǘǊƛŦƻǎŦŀǘƻ р  ς р  όǊƛǉǳŀŘǊƻ ǊƻǎŀύΦ Lƭ ƎǊǳppo metilico della guanosina nella sua posizione N-т ŝ ŎƛǊŎƻƴŘŀǘƻ ƛƴ ǾŜǊŘŜΣ Ŝ ƛƭ ƎǊǳǇǇƻ ƳŜǘƛƭƛŎƻ н-O del 
primo e del secondo residuo nucleotidico che formano le strutture cap-1 e cap2, rispettivamente, è circondato in arancione chiaro. 
 

Nella via convenziƻƴŀƭŜΣ ǾƛŜƴŜ ŀƎƎƛǳƴǘŀ ǳƴŀ ǎǘǊǳǘǘǳǊŀ ŀ ŎŀǇǇǳŎŎƛƻ ŀƭ ƴŀǎŎŜƴǘŜ Ƴwb! р-trifosfato in una serie di 
reazioni.  
Lƭ р-ǘǊƛŦƻǎŦŀǘƻ ǾƛŜƴŜ ǇǊƛƳŀ ƛŘǊƻƭƛȊȊŀǘƻ Řŀ ǳƴŀ wb! р-trifosfatasi (RTPasi).  
Una guaniltransferasi (GTasi), chiamata anche "enzima di cappaggio", aggiunge la struttura del cappuccio sotto forma 
Řƛ ǳƴŀ Ǝǳŀƴƻǎƛƴŀ р-ƳƻƴƻŦƻǎŦŀǘƻ Ŏƻƴ ƻǊƛŜƴǘŀƳŜƴǘƻ р  ς р Φ  
Il cappuccio viene quindi metilato nella posizione N-7 della sua guanina da un RNA-cap guanina N-7-metiltransferasi 
(N-7 MTasi).  
Questo genera il cap-л ƳƛƴƛƳƻ όƳтDǇǇǇbΧύΣ ŎƘŜ ǎƛ ǘǊƻǾŀ ƴŜƛ ƳŜǘŀȊƻƛ Ŝ ƴŜƎƭƛ ŜǳŎŀǊƛƻǘƛ ƛƴŦŜǊƛƻǊƛΦ  
 

 
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5027499/ 
 
Ferron F, Decroly E, Selisko B, Canard B.  
The viral RNA capping machinery as a target for antiviral drugs.  
Antiviral Res. 2012;96(1):21-31. doi:10.1016/j.antiviral.2012.07.007 
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7114304/ 
 
37 Hornung V, Ellegast J, Kim S, Brzózka 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-I.  
Science. 2006 Nov 10;314(5801):994-7. doi: 10.1126/science.1132505. Epub 2006 Oct 12.  
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/17038590/ 
 
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 with the 5'-terminal regions of cap0-, cap1- and 5'ppp- 
mRNAs.  
Nucleic Acids Res. 2014 Mar;42(5):3228-45. doi: 10.1093/nar/gkt1321. Epub 2013 Dec 25.  
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3950709/ 
 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5027499/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7114304/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/17038590/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3950709/
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bŜƎƭƛ ŜǳŎŀǊƛƻǘƛ ǎǳǇŜǊƛƻǊƛΣ ƭϥǳƭǘŜǊƛƻǊŜ ƳŜǘƛƭŀȊƛƻƴŜ Řŀ ǇŀǊǘŜ ŘŜƭƭŀ Ǌƛōƻǎƛƻ н-O-ƳŜǘƛƭǘǊŀƴǎŦŜǊŀǎƛ όн-O MTasi) si verifica nella 
posizionŜ н  ŘŜƛ Ǌƛōƻǎƛ ŘŜƭ ǘǊŀǎŎǊƛǘǘƻ ƻǊƛƎƛƴŀƭŜ ǇŜǊ ǇǊƻŘǳǊǊŜ ǇǊƛƴŎƛǇŀƭƳŜƴǘŜ ǎǘǊǳǘǘǳǊŜ ŎŀǇ-1 (m7GpppNmN ...) ma anche 
cap-н όƳтDǇǇǇbƳbƳbΧύΦ38 
 

 
 

38 Ghosh A, Lima CD.  
Enzymology of RNA cap synthesis.  
Wiley Interdiscip Rev RNA. 2010;1(1):152-172. doi:10.1002/wrna.19 
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3962952/ 
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3962952/  
Strutture e sintesi di RNA caps. I tappi Cap 0 o m7G (GMP colorati in blu) sono formati in fasi sequenziali da tre attività enzimatiche che agiscono sull'estremità 5 
'trifosfato (colorata in rosso) dei trascritti nascenti. Il trasferimento di un gruppo metile (colorato in verde) dalla S-adenosilmetionina (AdoMet) completa la sintesi 
del cappuccio 0. Il trasferimento di due gruppi metilici (colorato in magenta) dalla S-adenosilmetionina (AdoMet) è necessario per formare il cappuccio TMG. Le 
strutture dei cappucci 1 e 2 richiedono la metilazione (magenta colorato) dŜƭ ŎŀǇǇǳŎŎƛƻ л ŀƭ Ǌƛōƻǎƛƻ н-O del primo e del secondo nucleoside, rispettivamente. La 
struttura del cappuccio 4 è generata da sei cicli di metilazione (color magenta). I primi tre cicli di metilazione (color magenta) si verificano in due posizioni sulla 
base e ribosio del primo nucleoside del trascritto primario. I successivi tre cicli di metilazione (color magenta) si verificaƴƻ ǎǳƭƭŜ ǇƻǎƛȊƛƻƴƛ ŘŜƭ Ǌƛōƻǎƛƻ н-O dei prossimi 
ǘǊŜ ƴǳŎƭŜƻǎƛŘƛΦ Lƭ ŎŀǇǇǳŎŎƛƻ ʴ-metilfosfato è formato dal trasferimento di un grupǇƻ ƳŜǘƛƭŜ όŎƻƭƻǊŀǘƻ ƛƴ ƳŀƎŜƴǘŀύ Řŀ !ŘƻaŜǘ ŀƭ ʴ-fosfato del trascritto primario. 
 

A causa del suo accoppiamento alla trascrizione dell'RNA, il capping è principalmente un processo nucleare, sebbene 
si sospetti che alcuni eventi di re-capping dell'RNA si verifichino nel citoplasma 39.  
I virus generalmente si replicano nel citoplasma, determinando una finestra temporale durante la quale gli RNA virali 
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 della 
presenza di RNA virali.  
L'assenza di RNA-cap e la presenza di RNA a doppio filamento sono segnali forti di un'infezione virale. Queste specie 
di RNA, da sole o insieme, vengono rilevate come RNA "non-self" dai sensori cellulari che attivano una risposta 
immunitaria cellulare innata. 40 I virus hanno sviluppato numerose strategie per sfuggire al rilevamento, incluso il 
rapido ed efficiente capping dell'RNA virale. 

 
La struttura del cappuccio svolge importanti funzioni nella traduzione dell'mRNA attraverso il reclutamento di fattori 
di inizio della traduzione e probabilmente anche facilitando la formazione di mRNA circolare chiuso 41.  
Pertanto, nel contesto del costrutto vaccinale, è importante ottenere la massima efficienza nella produzione di mRNA 
con CAP-1 per evitare l'eccessiva attivazione dell'immunità innata attraverso i prodotti rimanenti senza cappuccio o 
con cappucci inadeguati. 
 

Regioni non tradotte 
 
Le regioni non tradotte (UTR) sono importanti regolatori della degradazione dell'mRNA e dell'efficienza traduzionale 
tramite le proteine leganti l'RNA.  
L'uso di UTR dŜƭƭΩ-hƎƭƻōƛƴŀ ƻ ʲ-globina da Xenopus laevis o dall'uomo, è stato l'approccio standard storico nella 
vaccinazione con mRNA a causa della loro elevata stabilità.  
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 più rilevanti nelle cellule bersaglio per la 
sua forte espressione.  
Di seguito sono discussi approcci recenti per il miglioramento dell'UTR per ottenere un'elevata espressione e stabilità 
dell'mRNA nelle cellule / nei tessuti bersaglio. 
 

р-UTR 
Sono state descritte diverse caratteristiche delle 5'-UTR che influenzano la traduzione dell'mRNA.  

 
39 Schoenberg DR, Maquat LE.  
Re-capping the message.  
Trends Biochem Sci. 2009 Sep;34(9):435-42. doi: 10.1016/j.tibs.2009.05.003. Epub 2009 Sep 2.  
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2743798/ 
 

40 Wilkins C, Gale M Jr.  
Recognition of viruses by cytoplasmic sensors.  
Curr Opin Immunol. 2010 Feb;22(1):41-7. doi: 10.1016/j.coi.2009.12.003. Epub 2010 Jan 12.  
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3172156/ 

 
41 Jang SK, Paek KY.  
Cap-dependent translation is mediated by 'RNA looping' rather than 'ribosome scanning'.  
RNA Biol. 2016;13(1):1-5. doi:10.1080/15476286.2015.1107700 
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4829323/ 
 
Tomek W, Wollenhaupt K.  
The "closed loop model" in controlling mRNA translation during development.  
Anim Reprod Sci. 2012 Sep;134(1-2):2-8. doi: 10.1016/j.anireprosci.2012.08.005. Epub 2012 Aug 11.  
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/22917874/ 
 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2743798/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3172156/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4829323/
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Ad esempio, dovrebbero essere evitati nella 5'-UTR un codone di inizio canonico (AUG) e codoni di inizio non canonici 
(AUG e CUG).  
Un'altra caratteristica che influisce negativamente sulla traduzione dell'mRNA è la presenza di strutture secondarie 
altamente stabili, che impediscono il reclutamento dei ribosomi, la scansione e l'avvio del riconoscimento del codone. 
! ǇŀǊǘŜ ǉǳŜǎǘƛ ǊŜǉǳƛǎƛǘƛ Řƛ ǎŜǉǳŜƴȊŀΣ ǎƛ ǎŀ ǇƻŎƻ ǎǳ ŎƻƳŜ ƻǘǘƛƳƛȊȊŀǊŜ ƭŜ ǎŜǉǳŜƴȊŜ р-UTR.  
La bioinformatica è uno strumento promettente per prevedere l'efficienza della traduzione dell'mRNA in base alle 
caratteristiche delle sequenze 5'-UTR, come la presenza di strutture secondarie. 42 
 

о-UTR 
[ŀ о-UTR è normalmente considerata una regione concentrata di fattori instabili, quindi ƭΩevitare sequenze instabili e 
ƭϥƛƴǘǊƻŘǳȊƛƻƴŜ Řƛ ŜƭŜƳŜƴǘƛ ǎǘŀōƛƭƛ ŘǳǊŀƴǘŜ ƭŀ ǎƛƴǘŜǎƛ ŘŜƭƭŀ о-UTR può aumentare la stabilità dell'mRNA ed espandere la 
sua emivita. 43  
Le sequenze arricchite con AU e GU sono sfruttate per questo,44 ƛƴ ǉǳŀƴǘƻ ƭŀ оΩ-UTR determina i livelli di proteine 
attraverso la regolazione della stabilità e della traduzione dell'mRNA mediata in gran parte da elementi ricchi di AU e 
miRNA (vedi sotto). 45  
Oltre a utilizzare sequenze di mRNA stabili, l'espressione della proteina potrebbe essere migliorata aggiungendo 
sequenze 3'-UTR due volte in tandem. 46  

 
42 Gaspar P, Moura G, Santos MA, Oliveira JL.  
mRNA secondary structure optimization using a correlated stem-loop prediction  
[published correction appears in Nucleic Acids Res. 2016 Jun 20;44(11):5490]. Nucleic Acids Res. 2013;41(6):e73. doi:10.1093/nar/gks1473 
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3616703/ 
 

43 Mayr C.  
Regulation by 3'-Untranslated Regions.  
Annu Rev Genet. 2017 Nov 27;51:171-194. doi: 10.1146/annurev-genet-120116-024704. Epub 2017 Aug 30.  
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/28853924/ 
 
Ferizi M, Leonhardt C, Meggle C, Aneja MK, Rudolph C, Plank C, Rädler JO.  
Stability analysis of chemically modified mRNA using micropattern-based single-cell arrays.  
Lab Chip. 2015 Sep 7;15(17):3561-71. doi: 10.1039/c5lc00749f. Epub 2015 Jul 23.  
https://pubs.rsc.org/en/content/articlelanding/2015/LC/C5LC00749F 
 
Orlandini von Niessen AG, Poleganov MA, Rechner C, et al.  
Improving mRNA-Based Therapeutic Gene Delivery by Expression-Augmenting 3' UTRs Identified by Cellular Library Screening.  
Mol Ther. 2019;27(4):824-836. doi:10.1016/j.ymthe.2018.12.011 
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6453560/ 
 
44 Vaidyanathan S, Azizian KT, Haque AKMA, et al.  
Uridine Depletion and Chemical Modification Increase Cas9 mRNA Activity and Reduce Immunogenicity without HPLC Purification.  
Mol Ther Nucleic Acids. 2018;12:530-542. doi:10.1016/j.omtn.2018.06.010 
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6076213/ 
 
Vlasova-St Louis I, Bohjanen PR.  
Coordinate regulation of mRNA decay networks by GU-rich elements and CELF1.  
Curr Opin Genet Dev. 2011;21(4):444-451. doi:10.1016/j.gde.2011.03.002 
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3146975/ 
 
45 Barreau C, Paillard L, Osborne HB.  
AU-rich elements and associated factors: are there unifying principles?  
Nucleic Acids Res. 2006 Jan 3;33(22):7138-50. doi: 10.1093/nar/gki1012.  
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC1325018/ 
 
Bartel DP.  
MicroRNAs: target recognition and regulatory functions.  
Cell. 2009 Jan 23;136(2):215-33. doi: 10.1016/j.cell.2009.01.002.  
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3794896/ 
 
Chen CY, Shyu AB.  
AU-rich elements: characterization and importance in mRNA degradation.  
Trends Biochem Sci. 1995 Nov;20(11):465-70. doi: 10.1016/s0968-0004(00)89102-1.  
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/8578590/ 
 
46 Holtkamp S, Kreiter S, Selmi A, Simon P, Koslowski M, Huber C, Türeci O, Sahin U. 
Modification of antigen-encoding RNA increases stability, translational efficacy, and T-cell stimulatory capacity of dendritic cells.  
Blood. 2006 Dec 15;108(13):4009-17. doi: 10.1182/blood-2006-04-015024. Epub 2006 Aug 29.  
https://ashpublications.org/blood/article/108/13/4009/6595/Modification-of-antigen-encoding-RNA-increases 
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Un metodo recentemente sviluppato per identificare le sequenze 3'-UTR che stabilizzano l'mRNA utilizza 
l'arricchimento progressivo dell'mRNA sintetico di emivita più lunga attraverso diversi cicli [trasfezione in cellule 
dendritiche umane (DC), inibizione della trascrizione e purificazione dell'mRNA] della trascrittasi inversa (RT)-PCR.  
Questo metodo identifica anche una correlazione negativa tra il numero di siti di legame degli miRNA * nelle DC e 
l'emivita dell'mRNA.  
Pertanto, le sequenze UTR potrebbero essere controllate per ridurre al minimo il numero di siti di legame degli miRNA 
nelle APC, in quanto queste molecole promuovono la degradazione dell'mRNA.  
È anche possibile incorporare siti di legame per gli miRNA nella sequenza di mRNA per diminuire l'espressione 
dell'antigene nei tessuti non mirati. 47 
 
 
* I microRNAs (miRNAs) sono dei piccoli RNA non codificanti (21 ς 25 nucleotidi) che regolano negativamente 
ƭΩŜǎǇǊŜǎǎƛƻƴŜ ƎŜƴƛŎŀ ŀ ƭƛǾŜƭƭƻ Ǉƻǎǘ-trascrizionale, ed esplicano il loro ruolo ƳŜŘƛŀƴǘŜ ƛƭ ǊƛŎƻƴƻǎŎƛƳŜƴǘƻ Ŝ ƭΩŀǇǇŀƛŀƳŜƴǘƻ 
a specifiche sequenze di mRNA 
 

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

 
 
[Ŝ оΩ-UTR consentono anche la traduzione locale attraverso la regolazione della localizzazione dell'mRNA 48.  
bǳƻǾŜ ŀŎǉǳƛǎƛȊƛƻƴƛ Ƙŀƴƴƻ ǇŜǊƳŜǎǎƻ Řƛ ŎƻƳǇǊŜƴŘŜǊŜ ŎƘŜ ƭŀ ƭǳƴƎƘŜȊȊŀ ŘŜƭƭŀ оΩ-UTR può essere regolata da scissione e 
poliadenilazione alternative (APA) 49Σ ŎƻǎƜ ŎƻƳŜ ŎƘŜ ƭŜ оΩ-UTR possono essere staccate e agire come lunghi RNA non 
codificanti indipendenti dalla regione codificante.50  

 
Orlandini von Niessen AG, Poleganov MA, Rechner C, et al.  
Improving mRNA-Based Therapeutic Gene Delivery by Expression-Augmenting 3' UTRs Identified by Cellular Library Screening.  
Mol Ther. 2019;27(4):824-836. doi:10.1016/j.ymthe.2018.12.011 
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6453560/ 
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https://stm.sciencemag.org/content/11/477/eaat9143.full 
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LƴŦƛƴŜΣ ŝ ǎǘŀǘƻ ǎŎƻǇŜǊǘƻ ŎƘŜ ƭŜ оΩ-UTR sono in grado di mediare le interazioni proteina-proteina (PPI), con una ricaduta 
sulla formazione del complesso proteico, la localizzazione e le funzioni delle proteine  51 e regolano l'espressione genica 
attraverso il legame delle proteine leganti l'RNA (RBP). 52 
Le RBP si legano agli elementi cis ŘŜƭƭŜ оΩ-¦¢w Ŝ ƳŜŘƛŀƴƻ ƭŜ ŦǳƴȊƛƻƴƛ ŘŜƭƭŜ оΩ-UTR attraverso il reclutamento di proteine 
effettrici.  
Lo stato cellulare determina le RBP ŎƘŜ ǎƻƴƻ ƛƴ ƎǊŀŘƻ Řƛ ŀŎŎŜŘŜǊŜ ŀƭƭŜ оΩ-UTR in un dato momento, pertanto, le funzioni 
ŘŜƭƭŜ оΩ-UTR possono essere valutate solo nel contesto delle loro RBP con cui sono associate.  
[ŀ ŎƻƳǇƻǎƛȊƛƻƴŜ ŘŜƭƭŜ w.t ƭŜƎŀǘŜ ŀ ǳƴŀ оΩ-UTR in un dato momento è dinamica e può cambiare a seconda 
dell'ambiente locale, ad esempio, attraverso l'aggiunta di modifiche post-traduzionali (PTM), l'espressione locale di 
altre RBP con cui si legano per consentire la specificità funzionale in vivo e le interazioni con membrane e filamenti del 
citoscheletro 53.  
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Infine, il legame delle RBP è anche influenzato dalla struttura dell'RNA secondario e terziario che regola l'accessibilità 
ŘŜƭƭŀ оΩ-UTR 54.  
 

Coda Poli-Adenilata 
 
Uno degli ultimi passaggi della trascrizione dell'mRNA è l'aggiunta di una coda poli-A, che di solito è di circa 250 unità 
di lunghezza nei Metazoi.  
Tuttavia, i recenti progressi nel sequenziamento dell'RNA mettono in dubbio questo dogma: i geni altamente espressi, 
quindi mRNA presenti in natura con una forte efficienza traduzionale, ricchi di codoni e associazione ribosomiale 
ottimali, contengono le code poli-A più corte. 55 
Secondo il modello di pruning όάŀŎŎƻǊŎƛŀƳŜƴǘƻέύΣ ƭŀ ǇǊƻǘŜƛƴŀ Ǉƻƭƛ-A-binding (PABP) prossimale al 3'-UTR negli mRNA 
stabili è strettamente associata al 5'-cap tramite i fattori di inizio della traduzione eiF4G ed eiF4E, favorendo la 
formazione di una struttura circolare chiusa (modello closed-loop * vedi figura pag. 75 ) ed una traduzione efficiente.  
 
* Il modello più sofisticato per l'inizio della traduzione attualmente è il cosiddetto modello "closed-loop", in cui una 
circolarizzazione dell'mRNA è mediata da proteine che si legano ai 5'-cap e 3'-poly (A). 
A seconda delle interazioni differenziali, questo evento può provocare stimolazione o repressione traslazionale. 
 
Le molteplici interazioni proteina-proteina e proteina-RNA presenti nella struttura circolare chiusa impediscono 
un'ulteriore deadenilazione del trascritto e la degradazione dell'mRNA.  
 
 
https://escholarship.org/content/qt6cp950hv/qt6cp950hv_noSplash_03fa99c2eb7b8090b5eb49be4f901351.pdf?t=oil1l7 
Sintesi, elaborazione e traduzione di mRNA. Gli mRNA vengono trascritti dall'RNA Pol II nel nucleo. Le trascrizioni nascenti passano attraverso un processo di 
maturazione co-trascrizionale che coinvolge il 5'-capping, la giunzione di introni, il clivaggio in 3' e poliadenilazione. Due complessi leganti l'RNA sono responsabili 
della promozione della scissione e della poliadenilazione. Il CPSF (fattore di specificità di scissione e poliadenilazione) riconosce il PAS (segnale di poliadenilazione) 
e il CSTF (fattore di stimolazione della scissione) interagisce con il DSE (downstream sequence element). Una volta che entrambi questi fattori sono ancorati 
all'mRNA, un'endonucleasi nella CPSF (fattore di speicificità della poliadenilazione) scinde il messaggero tra i due elementi della sequenza. Il CPSF recluta quindi 
PAP (poli (A) polimerasi) per estendere una coda di adenosine non contemplate fino alla fine dell'mRNA. La coda in crescita è rivestita con la proteina legante il 
poli (A) nucleare (PABPN). Dopo aver completato l'elaborazione, le trascrizioni mature vengono esportate nel citoplasma, dove PABPN viene sostituito con la sua 
controparte citoplasmatica, PABP. Durante la traduzione, PABP interagisce con il fattore di iniziazione cap-bound eIF4G, migliorando l'efficienza della traduzione e 
il riciclaggio dei ribosomi promuovendo la circolarizzazione del messaggero. 
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Secondo studi precedenti, erano preferibili sequenze lunghe di poli-A per la stabilità dell'mRNA.  
Le sequenze Poly-A di 120 unità forniscono degli IVT-mRNA più stabili e una traduzione più efficiente rispetto alle code 
più corte nelle DC derivate da monociti umani 56, e nelle cellule T primarie umane una coda poli-A più lunga di 300 
nucleotidi è più favorevole per una traduzione efficiente. 57 
 
Questi risultati non sono in contraddizione con il modello di pruning poiché gli IVT-mRNA con code poli-A medie e 
lunghe possono inizialmente reclutare PABP ed essere accorciati a una coda di 30 A.  

 
56 Holtkamp S, Kreiter S, Selmi A, Simon P, Koslowski M, Huber C, Türeci O, Sahin U.  
Modification of antigen-encoding RNA increases stability, translational efficacy, and T-cell stimulatory capacity of dendritic cells.  
Blood. 2006 Dec 15;108(13):4009-17. doi: 10.1182/blood-2006-04-015024. Epub 2006 Aug 29.  
https://ashpublications.org/blood/article/108/13/4009/6595/Modification-of-antigen-encoding-RNA-increases 
 

57 Grier AE, Burleigh S, Sahni J, et al.  
pEVL: A Linear Plasmid for Generating mRNA IVT Templates With Extended Encoded Poly(A) Sequences.  
Mol Ther Nucleic Acids. 2016;5(4):e306. Published 2016 Apr 19. doi:10.1038/mtna.2016.21 
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5014522/
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Ulteriori studi dovrebbero valutare il ruolo della dimensione del poli-A per l'espressione dell'antigene IVT-mRNA nel 
corso del tempo, in quanto idealmente, l'espressione dell'antigene dovrebbe essere ottenuta una volta che le APC 
migrano verso il linfonodo drenante. 
 

Regioni tradotte 
 

Sono stati eseguiti diversi approcci per modificare la sequenza ORF (open reading frame) * per migliorare l'efficienza 
trascrizionale e per impedire una forte reazione immunitaria innata dovuta al riconoscimento dei PRR.  
 
* Codoni con funzioni specifiche 
- /ƻŘƻƴŜ ŘΩƛƴƛȊƛƻ ό!¦DύΥ ǎŜƎƴŀƭŀ ƭΩƛƴƛȊƛƻ ŘŜƭƭŜ ŎŀǘŜƴŜ ǇƻƭƛǇŜǇǘƛŘƛŎƘŜ ƛƴ ǘǳǘǘŜ ƭŜ ŎŜƭƭǳƭŜΤ ŎƻŘƛŦƛŎŀ ǇŜǊ ƭΩ!! a9¢LhbLb!Φ 
- Codoni di terminazione: sono tre (UAA, UAG, UGA) e non codificano per alcun AA. Essi segnalano la fine della catena polipetidica. 
- Open Reading Frame (ORF) denominata anche Quadro di lettura aperto. Si ha se un quadro non presenza un codone di 

terminazione per più di 50 nucleotidi consecutivi.  
- Degenerazione del codice: è forse la caratteristica più sorprendente del codice genetico. Ad ogni singolo AA può corrispondere 

più di un codone. La differenza si realizza di solito a carico del terzo nucleotide.  
 

 
L'ORF può essere modificato a livello di codone (bias di utilizzo del codone) per regolare la velocità di allungamento 
della traduzione o tramite il contenuto GC per evitare strutture secondarie, ed è stata valutata l'ottimizzazione del 
codone per migliorare la traduzione e la stabilità dell'mRNA. 58  
Esistono diverse strategie per l'ottimizzazione del codone; ad esempio, l'uso dei codoni più frequenti per ogni 
amminoacido, o anche l'utilizzo di codoni con maggiore abbondanza di tRNA. 59 

 
58 Hanson G, Coller J.  
Codon optimality, bias and usage in translation and mRNA decay.  
Nat Rev Mol Cell Biol. 2018;19(1):20-30. doi:10.1038/nrm.2017.91 
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6594389/ 
 
Mauro VP.  
Codon Optimization in the Production of Recombinant Biotherapeutics: Potential Risks and Considerations.  
BioDrugs. 2018 Feb;32(1):69-81. doi: 10.1007/s40259-018-0261-x.  
https://link.springer.com/article/10.1007/s40259-018-0261-x 
 
Mauro VP, Chappell SA.  
A critical analysis of codon optimization in human therapeutics.  
Trends Mol Med. 2014;20(11):604-613. doi:10.1016/j.molmed.2014.09.003 
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4253638/ 
 

59 Fuglsang A.  
Codon optimizer: a freeware tool for codon optimization.  
Protein Expr Purif. 2003 Oct;31(2):247-9. doi: 10.1016/s1046-5928(03)00213-4.  
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/14550643/ 
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Un'altra strategia è ottimizzare l'utilizzo del di-codone, cioè utilizzare le migliori coppie di codoni che sono ottimali 
insieme. 60 
 
Una terza strategia consiste nel modificare la sequenza ORF in modo da avere lo stesso rapporto di ogni codone che si 
trova naturalmente nelle proteine altamente espresse delle specie e cellule bersaglio. 
L'ottimizzazione del codone aumenta i tassi di traduzione 61 e i codoni ottimali vicino al codone di inizio aumentano i 
tassi di allungamento 62, fornendo alti livelli di traduzione dell'mRNA.  
Al contrario, i codoni rari forniscono un basso tasso di allungamento che favorisce l'affollamento dei ribosomi.  
Questo allungamento alterato consente il legame di un'elicasi di RNA DEAD-Box al trascritto e accelera il decadimento 
dell'mRNA dopo il decapaggio del 5' 63.  
 
Tuttavia, i tassi di allungamento rapidi non sono sempre vantaggiosi.  
Potrebbero impedire un adeguato ripiegamento della proteina codificata, come mostrato in un mRNA di luciferasi 
ottimizzato per il codone che ha perso il 50% della sua attività 64. Codoni meno frequenti potrebbero fornire una 
velocità 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 del 
codone.  
 
L'ottimizzazione di tutti i codoni può essere interessante nel caso di vaccini a mRNA basati su epitopi lineari.  
Al contrario, antigeni complessi possono richiedere velocità di traduzione più lente per ripiegare i domini proteici critici. 
In ogni caso, l'uso di codoni rari dovrebbe essere evitato in entrambe le strategie per ottimizzare l'espressione della 
proteina. 65 
Inoltre, il contenuto di GC può modificare l'espressione proteica influenzando la traduzione a seconda dello stadio di 
differenziazione cellulare;  66 ne segue che il contenuto di GC nei vaccini a mRNA potrebbe essere importante per le 
cellule immunitarie bersaglio a seconda dello stato cellulare (ad esempio monociti vs macrofagi).  
L'esaurimento dell'uridina, che può essere collegato a un aumento del contenuto di GC, ha mostrato un miglioramento  
 
 

 
60 Alexaki A, et al 
Codon and Codon-Pair Usage Tables (CoCoPUTs): Facilitating Genetic Variation Analyses and Recombinant Gene Design. 
J Mol Biol. 2019 Jun 14;431(13):2434-2441. doi: 10.1016/j.jmb.2019.04.021. Epub 2019 Apr 26.  
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/31029701/ 
 
61 Yan X, Hoek TA, Vale RD, Tanenbaum ME.  
Dynamics of Translation of Single mRNA Molecules In Vivo.  
Cell. 2016 May 5;165(4):976-89. doi: 10.1016/j.cell.2016.04.034.  
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4889334/ 
 
62 Chu D, Kazana E, Bellanger N, Singh T, Tuite MF, von der Haar T.  
Translation elongation can control translation initiation on eukaryotic mRNAs.  
EMBO J. 2014;33(1):21-34. doi:10.1002/embj.201385651 
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3990680/ 
 
63 Radhakrishnan A, Chen YH, Martin S, Alhusaini N, Green R, Coller J.  
The DEAD-Box Protein Dhh1p Couples mRNA Decay and Translation by Monitoring Codon Optimality.  
Cell. 2016;167(1):122-132.e9. doi:10.1016/j.cell.2016.08.053 
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5635654/ 
 
64  Spencer PS, Siller E, Anderson JF, Barral JM.  
Silent substitutions predictably alter translation elongation rates and protein folding efficiencies.  
J Mol Biol. 2012;422(3):328-335. doi:10.1016/j.jmb.2012.06.010 
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3576719/ 

 
65 Al-Hawash, Adnan & Zhang, Xiaoyu & Ma, Fuying.  
Strategies of codon optimization for high-level heterologous protein expression in microbial expression systems.  
Gene Reports. (2017) 9. 10.1016/j.genrep.2017.08.006. 
https://www.researchgate.net/publication/319389242_Strategies_of_codon_optimization_for_high-
level_heterologous_protein_expression_in_microbial_expression_systems 
 
66 Bornelöv S, Selmi T, Flad S, Dietmann S, Frye M.  
Codon usage optimization in pluripotent embryonic stem cells.  
Genome Biol. 2019;20(1):119. Published 2019 Jun 7. doi:10.1186/s13059-019-1726-z 
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6555954/ 
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dell'espressione proteica nell'IVT-mRNA, in quanto le regioni ricche di uridina sono riconosciute dal RIG-I e la sua 
attivazione blocca il meccanismo della traduzione. 67 
 
Infine, le strutture secondarie dell'mRNA possono svolgere un ruolo importante nella traduzione dell'mRNA. Ad 
esempio, dovrebbero essere evitate strutture secondarie altamente stabili e anelli a forcina. 
Queste strutture possono impedire l'ingresso, la scansione e l'allungamento dei ribosomi ed essere riconosciute come 
PAMP dal sistema immunitario innato. 
 

OTTIMIZZAZIONE DELLA PRODUZIONE DI IVT-mRNA PER LA STIMOLAZIONE DELLA 
RISPOSTA IMMUNITARIA INNATA 

 
Per un vaccino ad mRNA iniettabile, le principali considerazioni sull'efficacia includono quanto segue: 68 
 
1) il livello di espressione dell'antigene nelle cellule presentanti l'antigene professionale (APC), il quale è influenzato 

dall'efficienza del vettore, dalla presenza di pattern molecolari associati ai patogeni (PAMP ) sotto forma di RNA a 
doppio filamento (dsRNA) o nucleosidi non modificati e dal livello di ottimizzazione della sequenza di RNA (utilizzo 
ŘŜƭ ŎƻŘƻƴŜΣ ŎƻƴǘŜƴǳǘƻ DΥ/Σ ǊŜƎƛƻƴƛ р  Ŝ о  ƴƻƴ ǘǊadotte (UTR) ect);  

2) maturazione e migrazione delle cellule dendritiche (DC) al tessuto linfoide secondario, favorite dai PAMP;  
3) la capacità del vaccino di attivare risposte robuste delle cellule T helper follicolari (TFH) e del centro germinale (GC), 

un'area che rimane tuttora scarsamente compresa. 

 
https://www.mdpi.com/2076-393X/9/2/147/htm 

 
67 Vaidyanathan S, Azizian KT, Haque AKMA, et al.  
Uridine Depletion and Chemical Modification Increase Cas9 mRNA Activity and Reduce Immunogenicity without HPLC Purification.  
Mol Ther Nucleic Acids. 2018;12:530-542. doi:10.1016/j.omtn.2018.06.010 
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6076213/ 
 
68 Bettini E, Locci M. 
SARS-CoV-2 mRNA Vaccines: Immunological Mechanism and Beyond.  
Vaccines. 2021; 9(2):147. https://doi.org/10.3390/vaccines9020147 
https://www.mdpi.com/2076-393X/9/2/147/htm 
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Risposte immunitarie provocate dai vaccini mRNA SARS-CoV-2. I vaccini SARS-CoV-2 mRNA vengono somministrati per via intramuscolare (1). O mRNA-LNP o 
antigene prodotto localmente vengono assorbiti dalle cellule presentanti l'antigene (APC) (2), come le cellule dendritiche (DC). Questi APC trasferiscono quindi ai 
linfonodi (3) dove sono in grado di innescare i linfociti T CD4 e CD8 (4). Gli eventi in (2) - (4) sono esaminati in dettaglio in [36]. Il priming delle cellule T CD8 può 
indurre la formazione di linfociti T citotossici (5b) in grado di uccidere direttamente le cellule infette. Le cellule T CD4 innescate dall'antigene possono differenziarsi 
in cellule Th1 (5a) o cellule T helper follicolare (Tfh). Le cellule Tfh aiutano ad avviare una reazione del centro germinale (GC) (6). Le reazioni GC indotte dalla 
vaccinazione risulteranno nella formazione di cellule B della memoria maturate per affinità (MBC) e di plasmacellule a lunga vita (LLPC) che secernono anticorpi. 
Le cellule Tfh possono essere inclinate verso un fenotipo Th1 o Th2, il che influenzerà il passaggio di classe degli anticorpi (Abs) prodotti dagli LLPC agli Abs associati 
a Th1 o Th2 (6). 

 
 

Approfondimento                   Il centro germinale (GC) e le cellule T helper follicolari (TFH) 
 
La maggior parte dei vaccini antimicrobici più potenti induce risposte anticorpali di lunga durata contro il patogeno 
bersaglio.  
Gli anticorpi ad alta affinità vengono prodotti in siti microanatomici specializzati all'interno dei follicoli delle cellule B 
presenti negli organi linfoidi secondari chiamati centri germinali (GC). 
La proliferazione delle cellule B, l'ipermutazione somatica e la selezione di anticorpi ad alta affinità si verificano nei GC 
e per questi processi è necessario un aiuto efficiente delle cellule T. 69 
 
Le cellule TFH rappresentano un sottoinsieme specializzato di cellule T CD4+ che producono segnali critici per la 
sopravvivenza, la proliferazione e la differenziazione delle cellule B oltre a segnali per la commutazione isotipica degli 
anticorpi e per l'introduzione di mutazioni diversificanti nei geni delle immunoglobuline. 70 
 
Le cellule TFH  sono prevalentemente residenti nei linfonodi (LN) e nella milza (tranne in situazioni patologiche come si 
ǾŜŘǊŁ ǎƻǘǘƻ ƴŜƭƭΩƛƴǘŜǊŀȊƛƻƴŜ ǘǊŀ ƳƛŎǊƻōƛƻǘŀ Ŝ cellule TFH) perché il loro scopo primario è aiutare le cellule B, mentre le 
cellule effettrici non TFH come Th1, Th2, Th17, le cellule T CD4 citotossiche o le cellule Th9 sono prevalentemente 
destinate a lasciare il tessuto linfoide e a spostarsi verso i siti di infezione o infiammazione, in quanto le azioni in questi 
siti sono lo scopo principale della maggior parte delle cellule non-TFH.  
L'aiuto fornito dalle cellule GC-TFH alle cellule GC-B è mediato dal CXCL13, oltre che alle citochine più ampiamente 
espresse come ƭΩIL-2 e il TNF. La combinazione dell'espressione di IL-21, IL-4 e CD40L da parte delle cellule GC-TFH 
supporta in maniera efficiente le cellule GC-B. 71  
 
Le interazioni tra le TFH e le cellule GC-B 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 fessura 
sinaptica.  
Tali άsinapsi immunologicheέ sono particolarmente critiche nel GC dove la velocità delle interazioni delle cellule T-B è 
maggiore e la loro durata è più breve che in altri siti.  
Nel contesto dei GC, che contengono un gran numero di cellule in una struttura altamente compatta, il rilascio mirato 
di segnali tra le cellule interagenti diventa particolarmente importante.  
l rilascio promiscuo o da parte di terzi di segnali di selezione positivi potrebbe potenzialmente portare alla comparsa 
di cloni di cellule B auto-reattivi di lunga durata.  

 
69 Biram A, Davidzohn N, Shulman Z.  
T cell interactions with B cells during germinal center formation, a three-step model.  
Immunol Rev. 2019 Mar;288(1):37-48. doi: 10.1111/imr.12737.  
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/30874355/ 
 
70 Crotty S.  
T Follicular Helper Cell Biology: A Decade of Discovery and Diseases.  
Immunity. 2019 May 21;50(5):1132-1148. doi: 10.1016/j.immuni.2019.04.011.  
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6532429/ 
 
71 Crotty S.  
T follicular helper cell differentiation, function, and roles in disease.  
Immunity. 2014 Oct 16;41(4):529-42. doi: 10.1016/j.immuni.2014.10.004.  
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4223692/ 
 
Weinstein JS, Herman EI, Lainez B, et al.  
TFH cells progressively differentiate to regulate the germinal center response.  
Nat Immunol. 2016;17(10):1197-1205. doi:10.1038/ni.3554 
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5030190/ 
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È stato dimostrato che le citochine, i granuli citotossici e più recentemente i neurotrasmettitori vengono trasferiti dalle 
TFH alle cellule B in seguito ad interazioni specifiche.72 
 

Le cellule TFH nelle malattie infettive, autoimmuni e nelle vaccinazioni 
 
La funzione principale delle cellule TFH è quella di fornire protezione dalle malattie infettive, in quanto facilitano le 
risposte anticorpali alle infezioni virali, batteriche, parassitarie e fungine.  
Ad esempio, la risposta IgG all'infezione da virus vaccinico è ridotta del 98% in assenza di cellule TFH.73 
 
I dati degli studi sulle infezioni indicano un ruolo primario delle cellule TFH nel limitare lo sviluppo di cellule B 
autoreattive.  
Sebbene le cellule TFH siano rare all'inizio (giorno 10) nell'influenza o nell'infezione da LCMV, si accumulano in maniera 
sostanziale nel tempo (giorno 30) e prevengono lo sviluppo di cellule B autoreattive (anti-istone) 74.  
Questa azione regolatoria è di grande rilevanza nella prevenzione o, in caso di disregolazione, di induzione di malattie 
autoimmuni. 75 
 
¦ƴΩespansione esagerata delle cellule TFH si traduce in un'eccessiva reazione del centro germinale, con la proliferazione 
delle cellule B autoreattive, un eccesso nella differenziazione di plasmacellule a lunga vita, nonché una 
sovrapproduzione di autoanticorpi patogeni ad alta affinità.  
L'abbondanza patologica di cellule TFH potrebbe fornire un supporto cruciale per la sopravvivenza dei linfociti B auto-
reattivi affini e per sfuggire ai punti di controllo della tolleranza nel centro germinale.  
 
[Ωŀlterazione delle cellule TFH è stata segnalata in pazienti con varie malattie autoimmuni, come artrite reumatoide, 
lupus eritematoso sistemico e malattie tiroidee autoimmuni, dove le cellule TFH sono presenti con maggiore frequenza 
e mostrano una correlazione positiva con il titolo sierico di autoanticorpi.76 
 

 
72 Papa I, Vinuesa CG.  
Synaptic Interactions in Germinal Centers.  
Front Immunol. 2018;9:1858. Published 2018 Aug 13. doi:10.3389/fimmu.2018.01858 
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6099157/ 
 
73 Xiao N, Eto D, Elly C, Peng G, Crotty S, Liu YC.  
The E3 ubiquitin ligase Itch is required for the differentiation of follicular helper T cells.  
Nat Immunol. 2014;15(7):657-666. doi:10.1038/ni.2912 
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4289613/ 
 
74 Botta D, Fuller MJ, Marquez-Lago TT, et al.  
Dynamic regulation of T follicular regulatory cell responses by interleukin 2 during influenza infection.  
Nat Immunol. 2017;18(11):1249-1260. doi:10.1038/ni.3837 
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5679073/ 
 
75 Seth A, Craft J.  
Spatial and functional heterogeneity of follicular helper T cells in autoimmunity.  
Curr Opin Immunol. 2019 Dec;61:1-9. doi: 10.1016/j.coi.2019.06.005. Epub 2019 Jul 30.  
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/31374450/ 
 
Dong L, He Y, Cao Y, Wang Y, Jia A, Wang Y, Yang Q, Li W, Bi Y, Liu G.  
Functional differentiation and regulation of follicular T helper cells in inflammation and autoimmunity.  
Immunology. 2020 Oct 31. doi: 10.1111/imm.13282. Epub ahead of print.  
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/33128768/ 
 
Park HJ, Kim DH, Lim SH, Kim WJ, Youn J, Choi YS, Choi JM.  
Insights into the role of follicular helper T cells in autoimmunity.  
Immune Netw. 2014 Feb;14(1):21-9. doi: 10.4110/in.2014.14.1.21. Epub 2014 Feb 21.  
https://immunenetwork.org/DOIx.php?id=10.4110/in.2014.14.1.21 
 
76 Mesquita D Jr, Cruvinel WM, Resende LS, Mesquita FV, Silva NP, Câmara NO, Andrade LE.  
Follicular helper T cell in immunity and autoimmunity.  
Braz J Med Biol Res. 2016;49(5):e5209. doi: 10.1590/1414-431X20165209. Epub 2016 Apr 19.  
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4843212/ 
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6532429/ 
 

L'importante ruolo delle cellule TFH nelle risposte immunitarie ai vaccini è parallelo a quello nello sviluppo delle risposte 
immunitarie alle infezioni da patogeni, di conseguenza sono in corso di sviluppo nuovi adiuvanti e piattaforme vaccinali 
in grado di attivare in modo potente questo tipo di cellule.  
 
In particolare, è stato recentemente dimostrato che ƭŀ ǇƛŀǘǘŀŦƻǊƳŀ ŘŜƭ ǾŀŎŎƛƴƻ Ƴмʌ-mRNA-LNP induce forti risposte 
immunitarie delle cellule TFH e GC-B, che generano alti livelli di anticorpi vaccinali neutralizzanti a lunga durata nei topi 
e nei macachi rhesus.  
Sono stati suggeriti due possibili azioni che contribuiscono a questo effetto: la produzione robusta e sostenuta di 
antigene dall'mRNA con nucleosidi modificati e gli effetti adiuvanti delƭΩLNP vaccinale che favoriscono l'attivazione 
delle cellule GC-B. 77 
 
 

Interazione tra le cellule TFH e il microbiota 
 
Oltre a facilitare l'immunità protettiva contro i patogeni, le cellule TFH sono importanti regolatori del microbiota, grazie 
alla generazione di risposte IgA ad alta affinità nelle placche di Peyer, follicoli presenti nel tessuto linfoide associato 

 
77 Pardi N, Hogan MJ, Naradikian MS, et al.  
Nucleoside-modified mRNA vaccines induce potent T follicular helper and germinal center B cell responses.  
J Exp Med. 2018;215(6):1571-1588. doi:10.1084/jem.20171450 
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/29739835/ 
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all'intestino (GALT) 78, ricche di GC contro i patogeni 79, e viceversa il microbiota intestinale influisce sulla biologia 
cellulare delle TFH 80.  
 
I batteri filamentosi segmentati ([SFB] Candidatus arthromitus) appartengono alla classe più aggressiva di 
microorganismi presenti all'interno del microbiota.  
Questo organismo si è evoluto in una nicchia profonda attaccata alle cellule epiteliali dell'intestino tenue inferiore.  
La posizione è ideale per gli SFB per raccogliere i molti amminoacidi di cui hanno bisogno dall'ospite o dalla dieta (il 
loro genoma ha eliminato i percorsi sintetici necessari).  
Utilizzano ǎǘǊǳǘǘǳǊŜ ǎǇŜŎƛŀƭƛ ŎƘƛŀƳŀǘŜ άƘƻƭŘŦŀǎǘǎέ όάǇǊŜǎŜέύ per ancorarsi allo strato epiteliale ed evitare di essere 
espulsi nell'intestino crasso dove sarebbe molto più difficile soddisfare il fabbisogno di aminoacidi essenziali.81 
 
Oltre a provocare risposte IgA estremamente efficaci (che sembrano limitare la crescita eccessiva durante la 
colonizzazione), gli SFB inducono una popolazione notevolmente specifica e numerosa di cellule TH17 della mucosa, 
che sebbene non sia direttamente proinfiammatoria, nelle giuste condizioni di suscettibilità può fornire il centro 
germinale necessario per generare ƭΩartrite tramite autoanticorpi. 
 
Una domanda urgente a cui si sta cercando di rispondere è il meccanismo con cui il microbiota intestinale predispone 
il proprio ospite alle malattie nei siti distali ŘŀƭƭΩƛntestino.  

 
78 Jung 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.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3004000/ 
 
79 Bunker JJ, Flynn TM, Koval JC, et al.  
Innate and Adaptive Humoral Responses Coat Distinct Commensal Bacteria with Immunoglobulin A.  
Immunity. 2015;43(3):541-553. 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 IgA-mediated control of the microbiota to promote health.  
Cell Host Microbe. 2015;17(2):153-163. doi:10.1016/j.chom.2014.12.009 
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4451207/ 
 
Proietti M, et al 
ATP-gated ionotropic P2X7 receptor controls follicular T helper cell numbers in Peyer's patches to promote host-microbiota mutualism.  
Immunity. 2014 Nov 20;41(5):789-801. doi: 10.1016/j.immuni.2014.10.010. Epub 2014 Nov 13.  
https://www.cell.com/immunity/fulltext/S1074-7613(14)00386-0 
 
Wei M, Shinkura R, Doi Y, Maruya M, Fagarasan S, Honjo T.  
Mice carrying a knock-in mutation of Aicda resulting in a defect in somatic hypermutation have impaired gut homeostasis and compromised mucosal defense.  
Nat Immunol. 2011 Mar;12(3):264-70. doi: 10.1038/ni.1991. Epub 2011 Jan 23.  
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/21258321/ 
 
80 Macpherson AJ.  
Do the Microbiota Influence Vaccines and Protective Immunity to Pathogens? Issues of Sovereignty, Federalism, and Points-Testing in the Prokaryotic and 
Eukaryotic Spaces of the Host-Microbial Superorganism.  
Cold Spring Harb Perspect Biol. 2018;10(2):a029363. Published 2018 Feb 1. doi:10.1101/cshperspect.a029363 
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5793759/ 
 
Preite S, Cannons JL, Radtke AJ, et al.  
IȅǇŜǊŀŎǘƛǾŀǘŜŘ tLоYʵ ǇǊƻƳƻǘŜǎ ǎŜƭŦ ŀƴŘ ŎƻƳƳŜƴǎŀƭ ǊŜŀŎǘƛǾƛǘȅ ŀǘ ǘƘŜ ŜȄǇŜƴǎŜ ƻŦ ƻǇǘƛƳŀƭ ƘǳƳƻǊŀƭ ƛƳƳǳƴƛǘȅΦ  
Nat Immunol. 2018;19(9):986-1000. doi:10.1038/s41590-018-0182-3 
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6140795/ 
 

81 Kuwahara T, et al 
The lifestyle of the segmented filamentous bacterium: a non-culturable gut-associated immunostimulating microbe inferred by whole-genome sequencing.  
DNA Res. 2011 Aug;18(4):291-303. doi: 10.1093/dnares/dsr022. Epub 2011 Jul 26.  
https://www.ncbi.nlm.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 cell-inducing segmented filamentous bacteria reveals extensive auxotrophy and adaptations to the intestinal environment.  
Cell Host Microbe. 2011 Sep 15;10(3):260-72. doi: 10.1016/j.chom.2011.08.005.  
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3209701/ 
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Fei et al hanno affrontato questa domanda utilizzando un modello di artrite autoimmune per chiarire come i segnali 
autoimmuni generati nell'intestino dai commensali intestinali vengono trasposti ai siti sistemici. 82    
I risultati ottenuti hanno dimostrato che gli SFB aumentavano la popolazione di cellule TFH non solo nelle placche di 
Peyer, ma anche in siti sistemici come la milza e i linfonodi poplitei drenanti (PLN).  
Le risposte delle cellule TFH indotte dagli SFB erano precedenti allo sviluppo dell'artrite e le cellule TFH erano necessarie 
per il potenziamento dell'artrite autoimmune mediata dagli SFB, i quali aumentavano la popolazione di cellule TFH 
sistemiche guidando la differenziazione e l'uscita delle cellule TFH dalle PP in siti sistemici.  
Questo processo era cruciale per lo sviluppo dell'artrite perché gli auto-anticorpi erano prodotti principalmente in siti 
sistemici e molto meno nelle PP. Agli autori hanno dimostrato che gli SFB induceva la differenziazione delle cellule TFH 
nelle PP inibendo la via di segnalazione ŘŜƭƭΩIL-2 nelle PP e hanno identificato le DC come il tipo di cellula critico richiesto 
per l'induzione delle cellule TFH mediata dagli SFB e la soppressione del recettore IL-н ʰ όL[-нwʰύ ƴŜlle PP.  
 

 
 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5793759/ 
Induzione delle risposte immunitarie da parte dei membri del microbiota intestinale. L'entità e il carattere dell'induzione della risposta immunitaria della mucosa 
da parte del microbiota variano a seconda dell'organismo interessato. Mutualisti benigni non infiammatori che risiedono nel lume o confinati agli strati esterni di 
muco inducono risposte dei linfociti B e T all'interno delle strutture 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 attraverso i vasi linfatici e il flusso sanguigno. Le risposte 
delle cellule B possono essere indotte con l'aiuto delle cellule T o in seguito alla stimolazione diretta delle cellule B da parte del fattore di attivazione delle cellule 

 
82 Teng 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 Helper Cells.  
Immunity. 2016 Apr 19;44(4):875-88. doi: 10.1016/j.immuni.2016.03.013.  
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5296410/ 
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B della famiglia del fattore di necrosi tumorale (BAFF) e di un ligando che induce la proliferazione (APRIL) secreto dalle cellule mononucleate. All'altra estremità 
dello spettro, gli organismi con nicchie particolarmente intime inducono una serie di risposte immunitarie idiosincratiche aggiuntive. Un esempio sono i batteri 
filamentosi segmentati (SFB), che sono responsabili della generazione di una popolazione sostanziale di cellule TH17 specifiche della mucosa, con segnali dalla 
proteina sierica amiloide (SAA) secreta dalle cellule epiteliali che legano il microbo nell'intestino tenue inferiore. L'SFB induce anche IgA specifiche, che limitano la 
crescita eccessiva durante la colonizzazione. Lo strato epiteliale a cui è attaccato SFB è sostenuto dall'interleuchina (IL) -22 secreta dalle cellule linfoidi innate di 
classe 3 (ILC3) attraverso un ciclo di feedback. Sebbene le cellule TH17 indotte da SFB non siano infiammatorie, nelle condizioni favorevoli della predisposizione 
autoimmune del complesso maggiore di istocompatibilità (MHC), possono potenziare l'artrite autoimmune dipendente dalle cellule B. 
 

Un aspetto centrale di questa ricerca è che le cellule TFH delle PP potrebbero agire come il "segnale di controllo remoto" 
inviato dal microbiota intestinale per regolare il sistema immunitario nei siti distali e mediare risposte autoimmuni 
intestinali distali; tali risultati sono stati supportati da un recente studio che rivede ƭΩƛǇƻǘŜǎƛ ŜǊǊŀǘŀ di lunga data 
secondo cui le cellule TFH sono confinate nei GC da cui derivano. 83 
 

 
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 può modificare 
la differenziazione o la funzione delle TFH, e questa è un'area matura per studi futuri, data l'ampia rilevanza del 
microbiota nella fisiologia del sistema immunitario. 
 

Le cellule TFH nelle allergie 
 
Nelle allergie mediate da anticorpi è necessaria ƭΩŀȊƛƻƴŜ ŘŜƭƭŜ cellule TFH. Si presume ancora comunemente che le 
risposte IgE siano mediate dalle cellule Th2 84, ma ciò non è 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):673-7. doi: 10.1126/science.1241680. Epub 2013 Jul 25.  
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3941467/ 
 
Kobayashi T, Iijima K, Dent AL, Kita H.  
Follicular helper T cells mediate IgE antibody response to airborne allergens.  
J Allergy Clin Immunol. 2017;139(1):300-313.e7. doi:10.1016/j.jaci.2016.04.021 
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5115999/ 
 
84 Gould HJ, Ramadani F.  

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/
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È stato dimostrato per la prima volta nel 2012, utilizzando una combinazione di approcci sperimentali in modelli murini 
di infezioni da elminti, che ƭΩL-4 derivato da cellule TFH, non ƭΩIL-4 derivato da cellule Th2, era la fonte per l'induzione di 
IgE 85.  
Inoltre, la maggior parte delle cellule T CD4+ che producono IL-4 nei LN e nella milza sono cellule TFH, mentre le cellule 
Th2 si trovano nei tessuti periferici.86 
 

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

 
In uno studio recente, Kobayashi et al hanno esposto le vie aeree di topi naïve a citochine e allergeni naturali e hanno 
esaminato lo sviluppo di risposte immunitarie adattative di tipo 2.  
Un nuovo concetto derivato da questa ricerca è che due componenti principali delle risposte immunitarie allergiche, 
la produzione di anticorpi IgE e le risposte delle citochine di tipo 2, erano regolate separatamente dalle cellule TFH e 
Th2 in vivo.  
Il modello convenzionale suggerisce che le cellule T CD4+ di tipo Th2 svolgano un ruolo chiave in varie caratteristiche 
delle risposte immunitarie allergiche, tra cui la produzione di anticorpi IgE, la produzione di citochine di tipo 2, 
ƭΩeosinofilia delle vie aeree e ƭΩiperplasia delle mucose. 87 
I risultati di questo studio suggeriscono che non solo le cellule TFH erano necessarie per la produzione di anticorpi IgE, 
ma che le cellule TFH erano sufficienti anche quando le cellule Th2 canoniche erano assenti o le loro funzioni effettive 
erano compromesse.  

 
Peanut allergen-specific antibodies go public.  
Science. 2018 Dec 14;362(6420):1247-1248. doi: 10.1126/science.aav3709.  
https://science.sciencemag.org/content/362/6420/1247.long 
85 Liang HE, Reinhardt RL, Bando JK, Sullivan BM, Ho IC, Locksley RM.  
Divergent expression patterns of IL-4 and IL-13 define unique functions in allergic immunity.  
Nat Immunol. 2011 Dec 4;13(1):58-66. doi: 10.1038/ni.2182.  
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3242938/ 
 
86 Reinhardt RL, Liang HE, Locksley RM.  
Cytokine-secreting follicular T cells shape the antibody repertoire.  
Nat Immunol. 2009 Apr;10(4):385-93. doi: 10.1038/ni.1715. Epub 2009 Mar 1.  
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2714053/ 
 
87 Corry DB, Kheradmand F.  
Induction and regulation of the IgE response.  
Nature. 1999 Nov 25;402(6760 Suppl):B18-23. 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):736-49. doi: 10.1038/nm.2754.  
https://www.nature.com/articles/nm.2754 

https://science.sciencemag.org/content/362/6420/1247.long
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3242938/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2714053/
https://www.nature.com/articles/35037014
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Al contrario, le cellule Th2 avevano svolto un ruolo importante nella produzione di citochine di tipo 2 e 
nell'infiammazione delle vie aeree eosinofile anche in assenza di cellule TFH o anticorpi IgE, il che ha suggerito che le 
cellule TFH e le cellule Th2 svolgono un ruolo distinto nelle risposte immunitarie allergiche. 
 
Pertanto, esiste la probabilità che le risposte immunitarie allergiche siano costituite da due sottoinsiemi distinti di 
cellule T CD4+ produttrici di IL-4, ognuna delle quali mostra funzioni uniche di fenotipo, localizzazione ed organo 
effettore come riassunto nella Figura sopra.  
 
Con l'estensione di questo concetto, è stato ipotizzato che alcune malattie allergiche umane possano coinvolgere le 
cellule TFH piuttosto che le cellule Th2, ed esempi potrebbero essere le malattie allergiche che coinvolgono ruoli 
dimostrati per gli anticorpi IgE e segni minimi di infiammazione della mucosa, come le allergie alimentari e ƭΩanafilassi.88  

 

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

Generazione di un IVT-mRNA efficace 
 
Come già anticipato, gli mRNA utilizzati in vaccinologia sono prodotti in vitro utilizzando una RNA polimerasi fagica (T7, 
T3 o SP6) e uno stampo di DNA.  
I tipi di stampi di DNA che possono essere utilizzati per produrre trascritti IVT sono o un prodotto PCR 89 o un plasmide 
linearizzato 90.  
Durante la IVT, le RNA fagiche polimerasi producono dsRNA indesiderato che può attivare l'immunità innata tramite 
MDA-5, bloccando la traduzione dell'mRNA.  
Pertanto, la diminuzione del dsRNA è importante. Le specie di dsRNA possono essere ridotte durante la produzione di 
IVT abbassando la concentrazione di Mg2+,91 con l'uso di nucleosidi modificati 92 o mediante una RNA polimerasi T7 
termostabile che produce mRNA a 50°C, o durante le fasi di purificazione. 
 
I diversi passaggi e strategie che portano alla produzione di un IVT-RNA sono riassunti nella Figura seguente.  
 
https://www.cell.com/trends/molecular-medicine/fulltext/S1471-4914(19)30244-8 
Produzione e formulazione di mRNA trascritto in vitro (IVT)  
(A) La sequenza di cDNA dell'antigene che codifica per l'antigene patogeno target viene utilizzata per elaborare un vettore di trascrizione o un frammento PCR che 
include le informazioni complete dell'mRNA più un promotore di RNA T7 a monte.  
(B) il plasmide linearizzato o i prodotti PCR vengono utilizzati per la produzione di IVT-RNA utilizzando l'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 (ARCA, Clean-Cap) o in due fasi, dopo la produzione 
di IVT-mRNA, 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 singolo (ssRNA) con cappuccio e senza cappuccio 
vengono purificati. Durante ƭŀ ǇǳǊƛŦƛŎŀȊƛƻƴŜΣ ƭƻ ǎǘŀƳǇƻ Řƛ 5b! ǾƛŜƴŜ ǊƛƳƻǎǎƻ Ŏƻƴ ƛƭ ǘǊŀǘǘŀƳŜƴǘƻ Ŏƻƴ 5bŀǎƛΣ ƛ рΩ-ppp di RNA senza cappuccio vengono defosforilati 

 
88 Kobayashi T, Iijima K, Dent AL, Kita H.  
Follicular helper T cells mediate IgE antibody response to airborne allergens.  
J Allergy Clin Immunol. 2017;139(1):300-313.e7. doi:10.1016/j.jaci.2016.04.021 
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5115999/ 
 
89 Oh S, Kessler JA.  
Design, Assembly, Production, and Transfection of Synthetic Modified mRNA.  
Methods. 2018 Jan 15;133:29-43. doi: 10.1016/j.ymeth.2017.10.008. Epub 2017 Nov 7.  
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5807177/ 
 
90 Grier AE, Burleigh S, Sahni J, Clough CA, Cardot V, Choe DC, Krutein MC, Rawlings DJ, Jensen MC, Scharenberg AM, Jacoby K.  
pEVL: A Linear 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/ 
 

91 Mu X, Greenwald E, Ahmad S, Hur S.  
An origin of the immunogenicity of in vitro transcribed RNA.  
Nucleic Acids Res. 2018 Jun 1;46(10):5239-5249. doi: 10.1093/nar/gky177.  
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6007322/ 
 

92 Baiersdörfer M, Boros G, Muramatsu H, Mahiny A, Vlatkovic I, Sahin U, Karikó K. A  
Facile Method for the Removal of dsRNA Contaminant from In Vitro-Transcribed mRNA.  
Mol Ther Nucleic Acids. 2019 Apr 15;15:26-35. doi: 10.1016/j.omtn.2019.02.018. Epub 2019 Feb 27.  
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6444222/ 

https://www.cell.com/trends/molecular-medicine/fulltext/S1471-4914(19)30244-8
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5807177/
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ƛƴ рΩhI wb! όǎŜ ƴŜŎŜǎǎŀǊƛƻύΣ ƛ Řǎwb! ǾŜƴƎƻƴƻ ǎŎŀǊǘŀǘƛ ƳŜŘƛŀƴǘŜ It[/ ƻ ǇǳǊƛŦƛŎŀȊƛƻƴŜ ǎǳ ŎŜƭƭǳƭƻǎŀ ǇŜǊ ƻǘǘŜƴŜǊŜ ǳƴŀ ǎƻƭǳȊƛƻƴŜ pura e omogenea dell'mRNA di 
interesse.  
(D) L'ultimo passaggio è la formazione di un nanocomplesso di mRNA per un efficiente trasporto cellulare e traduzione del trascritto. Ad esempio, abbiamo costruito 
un ipotetico modello di nanoparticelle lipidiche in cui l'mRNA è 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 riconoscimento dei pattern. 

 

 

Tipi di nucleosidi modificati 
 
L'utilizzo di un mRNA cellulare che codifica per la proteina di interesse fornisce una traduzione immediata dell'antigene, 
ma è necessaria una grande dose di mRNA sintetico.  
Per superare questo problema, sono stati sviluppati diversi approcci basati su una più profonda comprensione della 
biologia cellulare.  
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L'RNA è costituito da quattro nucleotidi - guanina, uracile, adenosina e citosina - ed è progettato per avere una breve 
emivita in vivo, fungendo da vettore di informazioni tra DNA e proteine. Una sfida nell'impiego dell'RNA come terapia 
ƻ ŎƻƳŜ ǾŀŎŎƛƴƻ ŀ ǎŎƻǇƻ ǇǊƻŦƛƭŀǘǘƛŎƻ ŝ ǎǘŀǘŀ ǉǳŜƭƭŀ Řƛ ŎƻƴǘǊƻƭƭŀǊƴŜ ƭΩŜƳƛǾƛǘŀ ǇŜǊ ƎŀǊŀƴǘƛǊŜ ƭϥŜŦŦƛŎŀŎƛŀ ǘŜǊŀǇŜǳǘƛŎŀ ƻ 
vaccinale.  
tŜǊ ǊŀƎƎƛǳƴƎŜǊŜ ǉǳŜǎǘƻ ƻōƛŜǘǘƛǾƻ ǎƻƴƻ ǎǘŀǘƛ ǎǾƛƭǳǇǇŀǘƛ ŘƛǾŜǊǎƛ ƳŜǘƻŘƛ ǘǊŀ Ŏǳƛ ƭϥǳǎƻ ŘŜƭƭΩǎŀwb!Σ ƎƛŁ ŘƛǎŎǳǎǎƻ 93,  
e la modifica dei nucleosidi. 94 
 
I nucleosidi modificati possono aumentare la potenza del vaccino mRNA 95 in due modi diversi. 
In primo luogo, possono diminuire la quantità di specie di dsRNA generate durante la reazione di IVT, oppure 
compromettere il riconoscimento e/o l'attivazione del PRR. 96 

 
93 Kim J, Eygeris Y, Gupta M, Sahay G. 
Self-assembled mRNA vaccines  
[published online ahead of print, 2021 Jan 2]. Adv Drug Deliv Rev. 2021;170:83-112. doi:10.1016/j.addr.2020.12.014 
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7837307/ 
 
94 Pardi N, Weissman D.  
Nucleoside Modified mRNA Vaccines for Infectious Diseases.  
Methods Mol Biol. 2017;1499:109-121. doi: 10.1007/978-1-4939-6481-9_6.  
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/27987145/ 
 
Pardi N, Hogan MJ, Naradikian MS, et al.  
Nucleoside-modified mRNA vaccines induce potent T follicular helper and germinal center B cell responses.  
J Exp Med. 2018;215(6):1571-1588. doi:10.1084/jem.20171450 
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5987916/ 
 
Willis E, Pardi N, Parkhouse K, Mui BL, Tam YK, Weissman D, Hensley SE.  
Nucleoside-modified mRNA vaccination partially overcomes maternal antibody inhibition of de novo immune responses in mice.  
Sci Transl Med. 2020 Jan 8;12(525):eaav5701. doi: 10.1126/scitranslmed.aav5701.  
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7339908/ 
 
95 Pardi N, et al  
Nucleoside-modified mRNA vaccines induce potent T follicular helper and germinal center B cell responses.  
J Exp Med. 2018 Jun 4;215(6):1571-1588. doi: 10.1084/jem.20171450. Epub 2018 May 8.  
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5987916/ 
 
Karikó K, Muramatsu H, Welsh FA, Ludwig J, Kato H, Akira S, Weissman D.  
Incorporation of pseudouridine into mRNA yields superior nonimmunogenic vector with increased translational capacity and biological stability.  
Mol Ther. 2008 Nov;16(11):1833-40. doi: 10.1038/mt.2008.200. Epub 2008 Sep 16.  
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2775451/ 
 
Vaidyanathan 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;12:530-542. doi: 10.1016/j.omtn.2018.06.010. Epub 2018 Jun 30.  
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6076213/ 
 
Richner JM, Himansu S, Dowd KA, Butler SL, Salazar V, Fox JM, Julander JG, Tang WW, Shresta S, Pierson TC, Ciaramella G, Diamond MS.  
Modified mRNA Vaccines Protect against Zika Virus Infection.  
Cell. 2017 Mar 9;168(6):1114-1125.e10. doi: 10.1016/j.cell.2017.02.017. Epub 2017 Feb 17. Erratum in: Cell. 2017 Mar 23;169(1):176.  
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5388441/ 
 
96 Durbin AF, Wang C, Marcotrigiano J, Gehrke L.  
RNAs Containing Modified Nucleotides Fail To Trigger RIG-I Conformational Changes for Innate Immune Signaling.  
mBio. 2016 Sep 20;7(5):e00833-16. doi: 10.1128/mBio.00833-16.  
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5030355/ 
 
Karikó K, Buckstein M, Ni H, Weissman D.  
Suppression of RNA recognition by Toll-like receptors: the impact of nucleoside modification and the evolutionary origin of RNA.  
Immunity. 2005 Aug;23(2):165-75. doi: 10.1016/j.immuni.2005.06.008.  
https://www.cell.com/immunity/fulltext/S1074-7613(05)00211-6 
 
Charette M, Gray MW.  
Pseudouridine in RNA: what, where, how, and why.  
IUBMB Life. 2000 May;49(5):341-51. doi: 10.1080/152165400410182.  
https://iubmb.onlinelibrary.wiley.com/doi/epdf/10.1080/152165400410182 
 
Freund I, Eigenbrod T, Helm M, Dalpke AH.  
RNA Modifications Modulate Activation of Innate Toll-Like Receptors.  
Genes (Basel). 2019 Jan 29;10(2):92. doi: 10.3390/genes10020092.  
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Una modificazione che ha dimostrato di aumentare la stabilità biologica dell'mRNA è la sostituzione dell'uridina con la 
pseudo-ǳǊƛŘƛƴŀ όʌύΦ97 

 

 
97 Karikó K, Muramatsu H, Welsh FA, Ludwig J, Kato H, Akira S, Weissman D.  
Incorporation of pseudouridine into mRNA yields superior nonimmunogenic vector with increased translational capacity and biological stability.  
Mol Ther. 2008 Nov;16(11):1833-40. doi: 10.1038/mt.2008.200. Epub 2008 Sep 16.  
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2775451/ 
 
Charette M, Gray MW.  
Pseudouridine in RNA: what, where, how, and why.  
IUBMB Life. 2000 May;49(5):341-51. 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):1540-1554. doi:10.4161/15476286.2014.992278 
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4615568/ 
 
Yu YT, Meier UT.  
RNA-guided isomerization of uridine to pseudouridine--pseudouridylation.  
RNA Biol. 2014;11(12):1483-1494. doi:10.4161/15476286.2014.972855 
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4615163/ 
 

wƛƭŜǾŀƳŜƴǘƻ ŘŜƭƭΩƛƳƳǳƴƛǘŀǊƛŀ ƛƴƴŀǘŀ Řŀ 
parte dei vaccini a mRNA 
Rilevamento immunitario innato di due tipi 
di vaccini a mRNA da parte di una cellula 
ŘŜƴŘǊƛǘƛŎŀ ό5/ύΣ Ŏƻƴ ƛ ǎŜƴǎƻǊƛ ǇŜǊ ƭΩwb! 
ƳƻǎǘǊŀǘƛ ƛƴ ƎƛŀƭƭƻΣ ƭΩŀƴǘƛƎŜƴŜ ƛƴ ǊƻǎǎƻΣ ƛ ŦŀǘǘƻǊƛ 
di maturazione DC in verde e i complessi 
peptidi- MHC in azzurro e rosso; un esempio 
di vettore di nanoparticelle lipidiche è 
mostrato in alto a destra. Viene mostrato un 
elenco non esaustivo dei principali sensori di 
RNA noti che contribuiscono al 
riconoscimento di RNA a filamento singolo, a 
doppio filamento e non modificati. Gli mRNA 
non modificati, non purificati (parte a) e 
modificati con nucleosidi, e purificati 
cromatografia liquida rapida delle proteine 
(FPLC) (parte b) sono stati selezionati per 
l'illustrazione di due formati di vaccini a 
mRNA in cui rispettivamente sono presenti e 
assenti forme note di rilevamento 
dell'mRNA. La freccia tratteggiata 
rappresenta l'espressione ridotta 
dell'antigene. Ag, antigene; PKR, proteina 
chinasi attivata da RNA a doppio filamento 
indotta da interferone; MDA5, proteina 1 
contenente il dominio dell'elicasi C indotta 
da interferone (nota anche come IFIH1); IFN, 
ƛƴǘŜǊŦŜǊƻƴŜΤ ƳмʌΣ м-metilpseudouridina; 
OAS, 2-р-oligoadenilato sintetasi; TLR, 
recettore Toll-like. 
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4615163/ 

 
Questa è una modifica che può verificarsi naturalmente in vivo, ƛƴ Ŏǳƛ ƭŀ ʌ ŝ ŘŜǊƛǾŀǘŀ ŘŀƭƭϥǳǊƛŘƛƴŀ ό¦ύ ǘǊŀƳƛǘŜ 
ƭΩƛǎƻƳŜǊƛȊȊŀȊƛƻƴŜ ōŀǎŜ-ǎǇŜŎƛŦƛŎŀ ŎŀǘŀƭƛȊȊŀǘŀ Řŀƭƭŀ ʌ-sintasi, e ha la funzione di aumentare ƭΩŜƳƛǾƛǘŀ ŘŜƭƭϥƳwb! 
όƳƻŘƛŦƛŎŀȊƛƻƴŜ ŜǇƛƎŜƴŜǘƛŎŀ ŘŜƭƭΩRNA o epi-trascrittomica 98).  
 
I mammiferi non metabolizzano ƭŀ ʌΣ ƛƴ ǉǳŀƴǘƻ ƴƻƴ ǇǊƻŘǳŎƻƴƻ ƭΩŜƴȊƛƳŀ ŎƘŜ ŘŜƎǊŀŘŀ ƛƭ ƭŜƎŀƳŜ /-C glicosidico, ma 
eliminano il nucleoside intatto per via urinaria.99   
Recentemente, è stata descritta una pseudouridina-5'-ŦƻǎŦŀǘŀǎƛ ŎƘŜ ŘŜŦƻǎŦƻǊƛƭŀ ƭŀ ʌ ƴŜƭƭϥǳƻƳƻΦ100 Poiché le analisi 
eseguite su estratti cellulari dimostrano la conversione della pseudouridina-5'-fosfato in trifosfato, la defosforilazione 
101 potrebbe impedire l'incorporazione accidentale della pseudouridina nei trascritti di RNA.   
Negli eubatteri esiste ƛƴǾŜŎŜ ǳƴŀ ǎǇŜŎƛŦƛŎŀ Ǿƛŀ Řƛ ŘŜƎǊŀŘŀȊƛƻƴŜ ǇŜǊ ƭŀ ʌΣ ƛƴ Ŏǳƛ ǇǊƛƳŀ ǾƛŜƴŜ ŦƻǎŦƻǊƛƭŀǘŀ Řŀ ǳƴŀ ŎƘƛƴŀǎƛ 
dedicata e successivamente convertita in uracile e ribosio-рΩ-fosfato. 102 
 
La trascrizione in vitro ǳǘƛƭƛȊȊŀǘŀ ǇŜǊ ƎŜƴŜǊŀǊŜ ƭΩƳwb! ǇŜǊƳŜǘǘŜ Řƛ ƻǘǘŜƴŜǊŜ ŦŀŎƛƭƳŜƴǘŜ ǉǳŜǎǘŀ ǎƻǎǘƛǘǳȊƛƻƴŜ ƛƴ ǉǳŀƴǘƻ 
viene aggiunta alla reazione di trascrizione la pseudo-uridina piuttosto che l'uridina. Questa tecnologia è impiegata per 
la costruzione dei vaccini a mRNA per il COVID-19 sviluppati da Moderna e Pfizer. 
 
 

Approfondimento             bǳŎƭŜƻǎƛŘƛ ƳƻŘƛŦƛŎŀǘƛ ƛƴ ƴŀǘǳǊŀ ŜŘ ŜǾƻƭǳȊƛƻƴŜ ŘŜƭƭΩwb! 
 
[ŀ ƳƻŘƛŦƛŎŀȊƛƻƴŜ ŘŜƛ ƴǳŎƭŜƻǎƛŘƛ ŝ ƛƭ ŦƻƴŘŀƳŜƴǘƻ ŘŜƭ ǇƛǴ ŀƴǘƛŎƻ ƳŜŎŎŀƴƛǎƳƻ άƛƳƳǳƴƛǘŀǊƛƻέΦ  
I batteri metilano naturalmente nucleosidi selezionati nel proprio genoma per distinguere e distruggere il DNA non 
modificato di un invasore con enzimi di restrizione.  
Durante l'evoluzione, la discriminazione tra ospite e patogeno in base alle caratteristiche della metilazione del DNA 
rimane una componente importante del sistema immunitario. 103 

 
98 Li X, Ma S, Yi C.  
Pseudouridine: the fifth RNA nucleotide with renewed interests.  
Curr Opin Chem Biol. 2016 Aug;33:108-16. doi: 10.1016/j.cbpa.2016.06.014. Epub 2016 Jun 24.  
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/27348156/ 
 
Carlile TM, Rojas-Duran MF, Zinshteyn B, Shin H, Bartoli KM, Gilbert WV.  
Pseudouridine profiling reveals regulated mRNA pseudouridylation in yeast and human cells.  
Nature. 2014 Nov 6;515(7525):143-6. doi: 10.1038/nature13802. Epub 2014 Sep 5.  
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4224642/ 
 
99 5ǊŀƘƻǾǎƪȇΣ 5ΦΣ ²ƛƴƪƭŜǊΣ !Φ ϧ ~ƪƻŘŀΣ WΦ  
Increased Urinary Pseudouridine Excretion in Rats following Irradiation.  
Nature 201, 411ς412 (1964). https://doi.org/10.1038/201411a0 
https://www.nature.com/articles/201411a0 
 
100 Preumont A, Rzem R, Vertommen D, Van Schaftingen E. 
HDHD1, which is often deleted in X-linked ichthyosis, encodes a pseudouridine-5'-phosphatase.  
Biochem J. 2010 Oct 15;431(2):237-44. doi: 10.1042/BJ20100174.  
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/20722631/ 
 
101 Goldberg IH, Rabinowitz M.  
The incorporation of 5-ribosyluracil triphosphate into RNA in nuclear extracts of mammalian cells.  
Biochem Biophys Res Commun. 1961 Dec 20;6:394-8. doi: 10.1016/0006-291x(61)90152-8.  
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/13899698/ 
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J Biol Chem. 2008 Sep 12;283(37):25238-46. doi: 10.1074/jbc.M804122200. Epub 2008 Jun 30.  
https://jbc.org/retrieve/pii/S0021925820525623 
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Immunity. 2005 Aug;23(2):165-75. doi: 10.1016/j.immuni.2005.06.008.  
https://www.cell.com/immunity/fulltext/S1074-7613(05)00211-6 
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La rilevazione di agenti patogeni da parte del sistema immunitario innato si basa su un piccolo sottoinsieme di recettori 
di riconoscimento del pattern codificati dalla linea germinale, che riconoscono molecole microbiche strutturalmente 
conservate.  
Oltre ai componenti della parete cellulare di batteri e funghi, gli 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 base, la capacità 
di identificare l'origine del DNA e dell'RNA è una necessità cruciale per il sistema immunitario innato.  
Oltre ai recettori citosolici, tra cui il gene I inducibile dell'acido retinoico (RIG-I), l'antigene di differenziazione del 
melanoma 5 (MDA-5), e la GMP-AMP sintasi ciclica (cGAS), gli NA sono riconosciuti dai recettori Toll -like (TLR) 3, TLR7, 
TLR8, TLR9 e TLR13 che risiedono nell'endosoma. 
 
Sono stati descritti tre meccanismi principali che consentono al sistema immunitario innato di evitare il riconoscimento 
degli NA ospitanti (άsŜƭŦέ), ma consentono la stimolazione da parte di NA microbici (άestraneiέ). 
In primo luogo, la discriminazione può essere basata sulla restrizione spaziale dei recettori sensibili agli NA in 
compartimenti subcellulari specifici. Infatti, i TLR risiedono nell'endolisosoma a cui l'RNA/DNA-self non ha accesso o 
ha accesso limitato. Al contrario, l'RNA/DNA microbico può avere accesso dopo l'assorbimento endosomiale e la 
degradazione dei microbi nei fagociti.  
 
In secondo luogo, la composizione 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 riconoscimento degli 
NA.  
/ƻƳŜ ǘŀƭŜΣ ƭϥwb! ŎƛǘƻǎƻƭƛŎƻ рΩ-trifosforilato che si produce durante la replicazione dell'RNA del virus attiva il RIG-I 
citosolico mentre l'RNA "self" eucariotico evita il riconoscimento attraverso il capping. 104  
La frequenza GC non metilata è aumentata nei procarioti rispetto al DNA dei mammiferi e quindi induce la stimolazione 
del TLR9.  
 
Sono state identificate più di 150 diverse modificazioni post-trascrizionali dŜƭƭΩRNA presenti in natura 105.  
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L'RNA eucariotico in generale è più pesantemente modificato rispetto all'RNA procariotico, e le modifiche dell'RNA 
possono essere notevolmente più complesse consentendo così una potenziale discriminazione dell'origine evolutiva 
da parte del sistema immunitario innato.106  
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Karikó et al. hanno chiarito per primi le differenze nella stimolazione immunitaria da parte dell'RNA dipendenti dalla 
sua origine evolutiva 107, riportando una correlazione negativa del potenziale immunostimolatorio dell'RNA e l'entità 
delle modificazioni incorporate.  
Sulla base dell'osservazione che la secrezione di citochine innate era inefficiente con l'RNA citosolico dei mammiferi, 
ma efficiente con l'RNA batterico e con l'RNA mitocondriale, gli autori hanno analizzato in particolare l'attivazione dei 
TLR3, 7 e 8 da parte dell'RNA modificato. 
L'RNA trascritto in vitro contenente s2U o m6A incorporato in modo casuale non era in grado di stimolare i TLR3, 
mentre lŜ ƳƻŘƛŦƛŎƘŜ Ƴс!Σ Ƴр/Σ Ƴр¦Σ ǎн¦ Ŝ ʌ ƛƳǇŜŘƛvano la stimolazione dei TLR7 e 8 (vedere la Figura seguente per 
le strutture).  
 
Queste ultime modifiche hanno anche inibito la secrezione di TNF e IL-12 dalle cellule dendritiche derivate dai 
monociti. Tuttavia, nelle popolazioni DC primarie l'RNA modificato da m6A e m5C 108 stimolava la secrezione di TNF, 
indicando differenze di tipo cellulare. 
Recentemente, l'incorporazione di N(1)-metilpseudouridina (m1 ʌ) nell'mRNA, da sola o in combinazione con m5C, ha 
dimostrato di ridurre ulteriormente la stimolazione dell'immunità innata, specialmente attraverso i TLR3 rispetto alla 
pseudo-uridina 109.  
 
Poiché parallelamente la stabilità dell'mRNA è stata migliorata, questa modifica è stata suggerita per aumentare le 
prestazioni per le terapie basate sull'mRNA. Infatti è stato dimostrato che in vivo i vaccini con mRNA modificato con 
N(1)-metilpseudouridina inducono risposte migliori delle cellule helper follicolari T e ƭΩattivazione delle cellule B 
germinali, ma in realtà ciò può essere dovuto sia agli effetti sulla stabilità dell'mRNA che alla ridotta stimolazione 
immunitaria innata.110 
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6410116/ 
Modifiche selezionate dell'RNA con proprietà immunomodulatorie 
 

Di estrema importanza, il rilevamento citosolico dell'RNA-self da parte di RIG-I o MDA-5 è bloccato da modifiche 
specifiche che impediscono il riconoscimento dell'RNA.  
 
La conversione da A a I da parte dell'enzima adenosina-deaminasi che agisce sull'RNA (ADAR) è una strategia 
importante per rendere l'RNA ospite invisibile per il sistema immunitario innato.111  
Infatti, la deaminazione dell'adenosina è la modifica più comune che influenza il controllo innato 112. In breve, gli ADAR 
deaminano idroliticamente le adenosine nelle regioni di RNA duplex, per cui l'inosina imita la guanosina nel legame 
idrogeno e la funzione dell'RNA può essere modificata in modo significativo. 
Inoltre, come già visto, l'RNA trascritto nel nucleo viene modificato con il cappuccio 5'.  
Questo è caratterizzato da una 7-metilguanosina invertita legata al primo nucleotide trascritto (5'-cap) e dalla 
metilazione del 2'-O-ribosio del primo (cap 1) e spesso del secondo (cap 2) nucleotide che abolisce l'interazione con 
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5444807/ 
 
Mannion NM, Greenwood SM, Young R, et al.  
The RNA-editing enzyme ADAR1 controls innate immune responses to RNA.  
Cell Rep. 2014;9(4):1482-1494. doi:10.1016/j.celrep.2014.10.041 
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4542304/ 
 
112 O'Connell MA, Mannion NM, Keegan LP.  
The Epitranscriptome and Innate Immunity.  
PLoS Genet. 2015;11(12):e1005687. Published 2015 Dec 10. doi:10.1371/journal.pgen.1005687 
 
Eisenberg E, Levanon EY. 
A-to-I RNA editing - immune protector and transcriptome diversifier.  
Nat Rev Genet. 2018 Aug;19(8):473-490. doi: 10.1038/s41576-018-0006-1.  
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/29692414/ 
 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6410116/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5444807/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4542304/


 

 
VACCINO COVID-19: LE PIATTAFORME INNOVATIVE A mRNA - PARTE I 

 

Dr.ssa Loretta Bolgan 08.03.22021      

 
46 

RIG-I e MDA5 113. Al contrario, l'RNA formato all'esterno del nucleo dalla replicazione virale mostra un 5'-trifosfato che 
è riconosciuto da RIG-I.  

 
 
https:// www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6409641/ 
Struttura del cappuccio dell'RNA: la struttura del cap0 è costituita da un residuo di guanosina, metilato in posizione N-тΣ ŎƘŜ ŝ ƭŜƎŀǘƻ ŀƭ ƴǳŎƭŜƻǘƛŘŜ ǘŜǊƳƛƴŀƭŜ р-
ŜǎǘǊŜƳƛǘŁ ŘŜƭƭϥƳwb! Ŏƻƴ ǳƴ ǇƻƴǘŜ ǘǊƛŦƻǎŦŀǘƻ р-р Φ [ŀ ǎǳŎŎŜǎǎƛǾŀ н-O-metilazione nel ribosio del primo, o sia del primo che del secondo, nucleotidi di mRNA 
trascritti porta alla formazione di cap1 o cap2, rispettivamente. 

 
Quindi, attraverso i processi evolutivi, virus come i flavivirus, i coronavirus e i ǇƻȄǾƛǊǳǎ Ƙŀƴƴƻ ǎǾƛƭǳǇǇŀǘƻ ŜƭŜƳŜƴǘƛ рΩ-
alternativi tra cui la нΩ-O-metilazione che evitano il riconoscimento da parte del sistema immunitario innato.114 
Anche la 2'-O-metilazione, è presente in natura con un'abbondanza significativamente maggiore nell'RNA eucariotico 
rispetto all'RNA procariotico (e mitocondriale) 115, e ciò suggerisce che il riconoscimento dell'RNA "ipometilato" sia 
utilizzato per discriminare ƭΩwb!-self da quello estraneo. 
La metilazione del нΩ-O ribosio è nota per agire come un inibitore dominante su TLR7 e TLR8, il che significa che la 
metilazione del нΩ-O di solo una proporzione di RNA è sufficiente per abrogare la stimolazione immunitaria dell'intera 
preparazione di RNA. 
 
Oltre alla pseudouridina, la нΩ-O-metilazione è una delle modificazioni post-trascrizionali più abbondanti all'interno 
dell'RNA ribosomiale eucariotico, tuttavia l'importanza delle modifiche per regolare l'attivazione immunitaria è 
un'arma a doppio taglio che necessita di bilanciare un'adeguata attivazione immunitaria sull'infezione e la tolleranza 
del self.  

 
113 Hornung V, Ellegast J, Kim S, Brzózka 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-I.  
Science. 2006 Nov 10;314(5801):994-7. doi: 10.1126/science.1132505. Epub 2006 Oct 12.  
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/17038590/ 
 
Schuberth-Wagner C, Ludwig J, Bruder AK, et al.  
A Conserved Histidine in the RNA Sensor RIG-I Controls Immune Tolerance to N1-2'O-Methylated Self RNA.  
Immunity. 2015;43(1):41-51. doi:10.1016/j.immuni.2015.06.015 
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7128463/ 
 
114 Hyde J.L., Diamond M.S.  
Innate immune restriction and antagonism of viral RNA lacking 2-O-methylation. 
Virology. 2015;479ς480:66ς74. doi: 10.1016/j.virol.2015.01.019. 
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4424151/ 
 
115 Motorin Y, Helm M.  
RNA nucleotide methylation.  
Wiley Interdiscip Rev RNA. 2011 Sep-Oct;2(5):611-31. doi: 10.1002/wrna.79. Epub 2011 Mar 23.  
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/21823225/ 
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Modifiche dell'RNA utilizzate in modo improprio da parte di alcuni agenti patogeni possono causare evasione 
immunitaria 116, mentre l'elaborazione inappropriata di self-NA può causare malattie autoimmuni.117 
 
9Ω ƛƳǇƻǊǘŀƴǘŜ ǘŜƴŜǊŜ ǇǊŜǎŜƴǘŜ ŎƘŜ ƻltre al loro ruolo nella regolazione dei normali processi cellulari, le modifiche 
dell'RNA svolgono anche un ruolo nella carcinogenesi e conferiscono proprietà staminali a sottopopolazioni di cellule 
cancerose.  
Da un lato, le modificazioni dell'RNA possono contribuire alla progressione del cancro diminuendo la stabilità dei 
soppressori degli oncogeni eliminando così i loro effetti inibitori, dall'altro possono aumentare la stabilità e 
l'espressione dei trascritti protooncogeni. 118 
 
Il terzo meccanismo che protegge dall'auto-riconoscimento il DNA dell'ospite è la degradazione degli acidi nucleici da 
parte delle nucleasi. Un esempio è la DNasi III citosolica che impedisce l'accumulo di DNA endogeno e quindi 
l'attivazione di sensori di DNA citosolico.  
 
Mentre in condizioni fisiologiche il riconoscimento dei self-AN è efficacemente inibito, la non discriminazione del self 
può fallire in malattie specifiche. Infatti è stato ora riportato che il riconoscimento immunitario innato degli NA ospiti 
può facilitare l'insorgenza e lo sviluppo di reazioni autoimmuni, ad esempio nel lupus eritematoso sistemico e nella 
psoriasi. 119 

 
116 Tsai K, Cullen BR.  
Epigenetic and epitranscriptomic regulation of viral replication.  
Nat Rev Microbiol. 2020;18(10):559-570. doi:10.1038/s41579-020-0382-3 
https://www.ncbi.nlm.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 2'-O-Methylation (Nm) Modification in Human Diseases.  
Genes (Basel). 2019 Feb 5;10(2):117. doi: 10.3390/genes10020117.  
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6409641/ 

 
117 Jonkhout N, Tran J, Smith MA, Schonrock N, Mattick JS, Novoa EM.  
The RNA modification landscape in human disease.  
RNA. 2017;23(12):1754-1769. doi:10.1261/rna.063503.117 
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5688997/ 
 
118 Uddin MB, Wang Z, Yang C.  
Dysregulations of Functional RNA Modifications in Cancer, Cancer Stemness and Cancer Therapeutics.  
Theranostics. 2020 Feb 10;10(7):3164-3189. doi: 10.7150/thno.41687.  
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7053189/ 
 
5ŜǎǘŜŦŀƴƛǎ 9Σ !ǾǒŀǊ DΣ DǊƻȊŀ tΣ wƻƳƛǘŜƭƭƛ !Σ ¢ƻǊǊƛƴƛ {Σ tƛǊ tΣ /ƻƴǘƛŎŜƭƭƻ {DΣ !Ǝǳƛƭƻ CΣ 5ŀǎǎƛ 9Φ  
A mark of disease: how mRNA modifications shape genetic and acquired pathologies.  
RNA. 2020 Dec 29:rna.077271.120. doi: 10.1261/rna.077271.120.  
https://rnajournal.cshlp.org/content/early/2020/12/29/rna.077271.120.long 
 
119 von Landenberg P, Bauer S.  
Nucleic acid recognizing Toll-like receptors and autoimmunity.  
Curr Opin Immunol. 2007 Dec;19(6):606-10. doi: 10.1016/j.coi.2007.10.004. Epub 2007 Dec 3.  
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/18060756/ 
 
Saito K, et al 
Heat shock protein 90 associates with Toll-like receptors 7/9 and mediates self-nucleic acid recognition in SLE.  
Eur J Immunol. 2015 Jul;45(7):2028-41. doi: 10.1002/eji.201445293. Epub 2015 Apr 28.  
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1002/eji.201445293 
 
Lai CY, Yeh DW, Lu CH, Liu YL, Huang LR, Kao CY, Chen HY, Huang CY, Chang CH, Luo Y, Xiang R, Chuang TH.  
Identification of Thiostrepton as a Novel Inhibitor for Psoriasis-like Inflammation Induced by TLR7-9.  
J Immunol. 2015 Oct 15;195(8):3912-21. doi: 10.4049/jimmunol.1500194. Epub 2015 Sep 14.  
https://www.jimmunol.org/content/195/8/3912.long 
 
Gilliet M, Conrad C, Geiges M, Cozzio A, Thürlimann W, Burg G, Nestle FO, Dummer R.  
Psoriasis triggered by toll-like receptor 7 agonist imiquimod in the presence of dermal plasmacytoid dendritic cell precursors.  
Arch Dermatol. 2004 Dec;140(12):1490-5. doi: 10.1001/archderm.140.12.1490. 
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/15611427/ 
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Studi recenti suggeriscono che le modificazioni epigenomiche post-trascrizionali dell'RNA potrebbero essere un 
potente strumento per eludere le risposte immunitarie innate. Ad esempio, la modificazione epigenomica mediante 
ƭΩŀŎŜǘƛƭŀȊƛƻƴŜ ƴŀǘǳǊŀƭŜ ŘŜƭƭŜ Ŏƛǘidine aumenta l'efficienza traduzionale dell'mRNA. 120 
 
Complessivamente, gli studi svolti per ottimizzare la trascrizione in vitro suggeriscono che una diminuzione 
dell'attivazione immunitaria innata intrinseca dell'mRNA (come la diminuzione dei contaminanti del dsRNA o l'uso di 
nucleosidi modificati) durante ƭŀ ǇǊƻŘǳȊƛƻƴŜ ŘŜƭƭΩƳwb! ƳƛƎƭƛƻǊŀ ƭŀ ǊƛǎǇƻǎǘŀ ƛƳƳǳƴƛǘŀǊƛŀ ŀŘŀǘǘŀǘƛǾŀ Ŝ ƭŀ ǘǊŀŘǳȊƛƻƴŜ 
dell'mRNA. 
 

Modifica post-trascrizionale, Capping e Defosforilazione del 5'-mRNA  
 
tŜǊ ǇǊƻŘǳǊǊŜ ƭΩƳwb! Ŏƻƴ ƛƭ ŎŀǇǇǳŎŎƛƻ Ŏƻƴ ƭΩL±¢ ǾŜƴƎƻƴƻ ǳǘƛƭƛȊȊŀǘŜ ŘǳŜ ǎǘǊŀǘŜƎƛŜ ǇǊƛƴŎƛǇŀƭi.  
La prima consiste nell'utilizzare gli analoghi del cappuccio come l'anti-reverse-cap (ARCA) o Clean Cap 121 ƛƴ ǳƴΩǳƴƛŎŀ 
ǊŜŀȊƛƻƴŜΦ [Ŝ ŜŦŦƛŎƛŜƴȊŜ Řƛ ŎŀǇǇƛƴƎ ǎƻƴƻ ǇŜǊ ƭΩ!w/! ƛƭ слς80% (struttura CAP-0) e per il Clean Cap il 90ς99% (struttura 
CAP-1).  
 
La sŜŎƻƴŘŀ ǎǘǊŀǘŜƎƛŀ ǳǘƛƭƛȊȊŀ ǳƴŀ ǊŜŀȊƛƻƴŜ ŜƴȊƛƳŀǘƛŎŀ ŘƻǇƻ ƭŀ ǊŜŀȊƛƻƴŜ Řƛ L±¢ ŘŜƭƭΩƳwb!Σ ǊŀƎƎƛǳƴƎŜƴŘƻ ǳƴŀ ƳŀƎƎƛƻǊŜ 
efficienza di capping (100%, struttura CAP-1).  
Il vantaggio principale nell'uso di analoghi del cappuccio come ARCA o Clean CAP è un processo più veloce, più semplice 
e facile da controllare rispetto alle reazioni enzimatiche che richiedono un passaggio aggiuntivo per il capping.  
Inoltre, per ottimizzare la traduzione dell'mRNA, gli IVT-mRNA che rimangono scoperti dovrebbero essere trattati con 
fosfatasi per evitare il riconoscimento da parte del sistema immunitario innato, poiché come già visto RIG-I potrebbe 
ǊƛŎƻƴƻǎŎŜǊŜ ƛƭ рΩ ǘǊƛŦƻǎŦŀǘƻ Řƛ Ƴwb! ǎŜƴȊŀ ŎŀǇǇǳŎŎƛƻ 122  e bloccare la traduzione dell'mRNA. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
120 Arango D, et al 
Acetylation of Cytidine in mRNA Promotes Translation Efficiency.  
Cell. 2018 Dec 13;175(7):1872-1886.e24. doi: 10.1016/j.cell.2018.10.030. Epub 2018 Nov 15.  
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6295233/ 
 
121 Vaidyanathan 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;12:530-542. doi: 10.1016/j.omtn.2018.06.010. Epub 2018 Jun 30.  
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6076213/ 
 
122 Hornung V, Ellegast J, Kim S, Brzózka 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-I.  
Science. 2006 Nov 10;314(5801):994-7. doi: 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'mRNA123 
 
Attualmente vengono utilizzate numerose tecnologie per migliorare gli aspetti farmacologici dell'mRNA.  
Le varie modifiche dell'mRNA utilizzate e il loro impatto sono riassunte di seguito. 
 
ω Dƭƛ ŀƴŀƭƻƎƘƛ ŘŜƭ ŎŀǇǇǳŎŎƛƻ ǎƛƴǘŜǘƛŎƻ Ŝ Ǝƭƛ ŜƴȊƛƳƛ ŘŜƭ ŎŀǇǇƛƴƎ ǎǘŀōƛƭƛȊȊŀƴƻ ƭϥƳwb! Ŝ ŀǳƳŜƴǘŀƴƻ ƭŀ ǘǊŀŘǳȊƛƻƴŜ ŘŜƭƭŜ   

proteine legandosi al fattore di inizio della traduzione eucariotica 4E (EIF4E) 
ω Dƭƛ ŜƭŜƳŜƴǘƛ ǊŜƎƻƭŀǘƻǊƛ ƴŜƭƭŀ ǊŜƎƛƻƴŜ р-non tradotta ό¦¢wύ Ŝ о-UTR stabilizzano l'mRNA e aumentano la traduzione 

delle proteine 
ω ƭŀ ŎƻŘŀ Řƛ tƻƭƛ ό!ύ ǎǘŀōƛƭƛȊȊŀ ƭϥƳwb! Ŝ ŀǳƳŜƴǘŀ ƭŀ ǘǊŀŘǳȊƛƻƴŜ ŘŜƭƭŜ ǇǊƻǘŜƛƴŜ 
ω L ƴǳŎƭŜƻǎƛŘƛ ƳƻŘƛŦƛŎŀǘƛ ǊƛŘǳŎƻƴƻ ƭϥŀǘǘƛǾŀȊƛƻƴŜ ƛƳƳǳƴƛǘŀǊƛŀ ƛƴƴŀǘŀ Ŝ ŀǳƳŜƴǘŀƴƻ ƭŀ ǘǊŀŘǳȊƛƻƴŜ 
ω ¢ŜŎƴƛche di separazione e / o purificazione: il trattamento con RNasi III  e la purificazione mediante cromatografia 

liquida rapida a proteine (FPLC ) riducono l'attivazione immunitaria e aumentano la traduzione 
ω [ϥƻǘǘƛƳƛȊȊŀȊƛƻƴŜ ŘŜƭƭŀ ǎŜǉǳŜƴȊŀ Ŝ κ ƻ ŘŜƭ ŎƻŘƻƴe aumenta la traduzione 
ω aƻŘǳƭŀȊƛƻƴŜ ŘŜƭƭŜ ŎŜƭƭǳƭŜ ōŜǊǎŀƎƭƛƻΥ ƛƭ Ŏƻ-trasferimento dei fattori di inizio della traduzione e altri metodi alterano la 

traduzione e l'immunogenicità 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
123 Pardi N, Hogan MJ, Porter FW, Weissman D.  
mRNA vaccines - a new era in vaccinology.  
Nat Rev Drug Discov. 2018 Apr;17(4):261-279. doi: 10.1038/nrd.2017.243. Epub 2018 Jan 12.  
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5906799/ 
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MODIFICAZIONI 59[[ΩmRNA DEL VACCINO PFIZER 124 

 

 

 
124 https://berthub.eu/articles/posts/reverse-engineering-source-code-of-the-biontech-pfizer-vaccine/ 
https://berthub.eu/articles/posts/italian-reverse-engineering-source-code-of-the-biontech-pfizer-vaccine/ 
 
Annette B. Vogel, et al 
A prefusion SARS-CoV-2 spike RNA vaccine is highly immunogenic and prevents lung infection in non-human primates 
bioRxiv 2020.09.08.280818; doi: 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 MA, Rechner C, et al.  
Improving mRNA-Based Therapeutic Gene Delivery by Expression-Augmenting 3' UTRs Identified by Cellular Library Screening.  
Mol Ther. 2019;27(4):824-836. doi:10.1016/j.ymthe.2018.12.011 
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6453560/ 
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https://www.biorxiv.org/content/10.1101/2020.09.08.280818v1.full.pdf
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La sequenza di RNA modificata del vaccino è lunga 4.284 nucleotidi. 125 /ƻƴǎƛǎǘŜ ƛƴ ǳƴ рΩ-ŎŀǇΤ ǳƴŀ ǊŜƎƛƻƴŜ рΩ ƴƻƴ 
tradotta derivata dalla sequenza dell'alfa globina umana 126; un peptide segnale (basi 55-102) e due sostituzioni con 
prolina (K986P e V987P, designate "2P". Le sostituzioni di prolina 2P nelle proteine spike sono state originariamente 
sviluppate per un vaccino MERS) che fanno sì che la spike adotti una conformazione stabilizzata alla pre-fusione che ne 
aumenta l'espressione e stimola la produzione di anticorpi neutralizzanti 127; un gene ottimizzato per il codone della 
proteina spike a lunghezza intera di SARS-CoV-2 (basi 103-3879) seguito Řŀ ǳƴŀ ǊŜƎƛƻƴŜ оΩ ƴƻƴ ǘǊŀŘƻǘǘŀ όōŀǎƛ оуулς
4174) combinata di AES e mtRNR1 selezionata per una maggiore espressione proteica e stabilità dell'mRNA 128 e una 
coda poli (A) comprendente 30 residui di adenosina, una sequenza linker di 10 nucleotidi e 70 altri residui di adenosina 
(basi 4175ς4284).  
La sequenza non contiene residui di uridina, ŎƘŜ ǎƻƴƻ ǎƻǎǘƛǘǳƛǘƛ ŘŀƭƭΩм-metil-3'-pseudouridina. 
 

 
Approfondimento 

A Mechanist's Guide to the Coronavirus Genome 
 

{ŜǉǳŜƴȊŀ ŘŜƭ ƎŜƴƻƳŀ ƛƴǘŜǊƻ ŘŜƭƭΩƛǎƻƭŀǘƻ Řƛ {!w{-Cov-2 Wuhan-Hu-1 129 
https://benchling.com/s/seq-28k9llmwnY475iv7ogwF/edit 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MN908947.3 
 
 
 

 
125 World Health Organization. "Messenger RNA encoding the full-length SARS-CoV-2 spike glycoprotein 
 
126 Asrani KH, Farelli JD, Stahley MR, Miller RL, Cheng CJ, Subramanian RR, Brown JM. Optimization of mRNA untranslated regions for improved expression of 
therapeutic mRNA. RNA Biol. 2018;15(6):756-762. doi: 10.1080/15476286.2018.1450054. Epub 2018 Mar 26.  
https://www.tandfonline.com/doi/full/10.1080/15476286.2018.1450054 
 
127 Walsh EE, Frenck RW Jr, Falsey AR, et al.  
Safety and Immunogenicity of Two RNA-Based Covid-19 Vaccine Candidates.  
N Engl J Med. 2020;383(25):2439-2450. doi:10.1056/NEJMoa2027906 
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7583697/ 
 
Pallesen J, Wang N, Corbett KS, et al.  
Immunogenicity and structures of a rationally designed prefusion MERS-CoV spike antigen.  
Proc Natl Acad Sci U S A. 2017;114(35):E7348-E7357. 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 mRNA-Based Therapeutic Gene Delivery by Expression-Augmenting 3' UTRs Identified by Cellular Library Screening.  
Mol Ther. 2019;27(4):824-836. doi:10.1016/j.ymthe.2018.12.011 
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6453560/ 
 
mRNA modification and delivery strategies 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):265-269. doi: 10.1038/s41586-020-2008-3. Epub 2020 Feb 3. Erratum in: Nature. 2020 Apr;580(7803):E7.  
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7094943/ 
 
Lu R, Zhao X, Li J, et al.  
Genomic characterisation and epidemiology of 2019 novel coronavirus: implications for virus origins and receptor binding.  
Lancet. 2020;395(10224):565-574. doi:10.1016/S0140-6736(20)30251-8 
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):313-319. Published 2020 Feb 5. doi:10.1080/22221751.2020.1725399 
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7033720/ 
 
Chan JF, Kok KH, Zhu Z, et al.  
Genomic characterization of the 2019 novel human-pathogenic coronavirus isolated from a patient with atypical pneumonia after visiting Wuhan  
[published correction appears in Emerg Microbes Infect. 2020 Dec;9(1):540]. Emerg Microbes Infect. 2020;9(1):221-236. Published 2020 Jan 28. 
doi:10.1080/22221751.2020.1719902 
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7067204/ 
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Coltura, isolamento e identificazione del SARS-Cov-2 130 
 

SARS-CoV-2 Viral Culturing at CDC 
Isolation, Sequence, Infectivity, and Replication Kinetics of Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2 

Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2 from Patient with Coronavirus Disease, United States 
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Il dogma centrale della biologia molecolare 

Sintesi proteica 
Prof. Giorgio Sartor Sintesi proteica 

Translation: DNA to mRNA to Protein 
Video Life Science - Protein synthesis (Translation) 

 
 

 
Il codice genetico ha alcune importanti caratteristiche: 
¶ è ridondante: molti codoni sono sinonimi, cioè indicano lo stesso amminoacido. 
¶ è non ambiguo: un amminoacido può essere codificato da più di una tripletta, ma ogni tripletta codifica sempre un 

solo amminoacido. 
¶ è universale: ogni tripletta codifica sempre per un solo amminoacido in tutti gli organismi. 
 
Con quattro possibili «lettere» (le basi AD/¢ ǇŜǊ ƛƭ 5b! Ŝ !D/¦ ǇŜǊ ƭΩwb!) si possono scrivere 64 (43) parole di tre 
lettere (i codoni), ma gli amminoacidi specificati da questi codoni sono soltanto 20.  
AUG, che codifica la metionina, è anche il codone di inizio, il segnale che avvia la traduzione.  
Tre codoni (UAA, UAG, UGA) funzionano da segnali di terminazione della traduzione, o codoni di stop; quando il 
dispositivo per la traduzione raggiunge uno di questi codoni, la traduzione si interrompe e il polipeptide si distacca dal 
complesso di traduzione.  
Tolti i codoni di inizio e di stop, restano 60 codoni, molti di più di quelli strettamente necessari per codificare gli altri 
19 amminoacidi: infatti a quasi tutti gli amminoacidi corrispondono più codoni.  

 
130 Nyayanit DA, Sarkale P, Baradkar S, et al.  
Transcriptome & viral growth analysis of SARS-CoV-2-infected Vero CCL-81 cells  
[published online ahead of print, 2020 Jul 30]. Indian J Med Res. 2020;10.4103/ijmr.IJMR_2257_20. doi:10.4103/ijmr.IJMR_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):2054-2063. doi:10.3201/eid2609.201495 
https://www.researchgate.net/publication/340603961_Isolation_sequence_infectivity_and_replication_kinetics_of_SARS-CoV-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):e00790-20. Published 2020 Aug 17. doi:10.1128/JVI.00790-20 
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7431800/pdf/JVI.00790-20.pdf 
 
Ogando NS, Dalebout TJ, Zevenhoven-Dobbe JC, et al.  
SARS-coronavirus-2 replication in Vero E6 cells: replication kinetics, rapid adaptation and cytopathology  
[published online ahead of print, 2020 Jun 22]. J Gen 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, Kula-Pacurar A, Wadas J, et al. 
Replication of Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2 in Human Respiratory Epithelium.  
J Virol. 2020;94(15):e00957-20. Published 2020 Jul 16. doi:10.1128/JVI.00957-20 
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7375387/ 

https://www.cdc.gov/coronavirus/2019-ncov/lab/grows-virus-cell-culture.html
https://wwwnc.cdc.gov/eid/article/26/9/20-1495_article
https://wwwnc.cdc.gov/eid/article/26/6/20-0516_article
https://www.docenti.unina.it/webdocenti-be/allegati/materiale-didattico/162126
https://www.biopills.net/sintesi-proteica/
http://www.gsartor.org/pro/didattica/pdf_files/CH_B15_SP.pdf
https://www.nature.com/scitable/topicpage/translation-dna-to-mrna-to-protein-393/
https://youtu.be/kmrUzDYAmEI
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/32773420/
https://www.researchgate.net/publication/340603961_Isolation_sequence_infectivity_and_replication_kinetics_of_SARS-CoV-2
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7431800/pdf/JVI.00790-20.pdf
https://www.microbiologyresearch.org/content/journal/jgv/10.1099/jgv.0.001453/sidebyside
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7375387/
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Per questo si dice che il codice è degenerato (cioè si intende che è ridondante). Per esempio, la leucina è rappresentata 
da sei codoni diversi. Soltanto la metionina e il triptofano sono rappresentati da un unico codone ciascuno. Inoltre, la 
ŘŜƎŜƴŜǊŀȊƛƻƴŜ ƴƻƴ ŝ ǳƴƛŦƻǊƳŜΣ Ƴŀ Ǿƛ ŝ ƭŀ ǇǊŜŦŜǊŜƴȊŀ ǇŜǊ ƭΩǳǎƻ Řƛ certi codoni  (codone usage bias, es. leucina e serina 
Ƙŀƴƴƻ с ŎƻŘƻƴƛΣ ƭŀ ƎƭƛŎƛƴŀ Ŝ ƭΩŀƭŀƴƛƴŀ ƴŜ Ƙŀƴƴƻ пΣ ƛƭ ƎƭǳǘŀƳƳŀǘƻΣ ƭΩƛǎǘƛŘƛƴŀ Ŝ ŀ ǘƛǊƻǎƛƴŀ ƴŜ Ƙŀƴƴƻ нύ. 131 
 
I codoni sono sinonimi quando codificano per lo stesso aminoacido pur avendo una sequenza nucleotidica della 
tripletta diversa, mentre sono non sinonimi quando la mutazione di un nucleotide nella sequenza della tripletta porta 
ŀƭƭΩƛƴǎŜǊƛƳŜƴǘƻ Řƛ ǳƴ ŀƳƛƴƻŀŎƛŘƻ ŘƛǾŜǊǎƻ ƴŜƭƭŀ ǇǊƻǘeina finale.  
 Quando un aminoacido possiede codoni multipli, la differenza tra i vari codoni generalmente riguarda la 3a base:  

 
https://www.genomenon.com/codon-chart/ 

 

 
La traduzione 2 

 

 
131 La traduzione 2 
http://unica2.unica.it/biotecnologie/index2.php?option=com_docman&task=doc_view&gid=377&Itemid=218 
 

https://www.genomenon.com/codon-chart/
http://unica2.unica.it/biotecnologie/index2.php?option=com_docman&task=doc_view&gid=377&Itemid=218
http://unica2.unica.it/biotecnologie/index2.php?option=com_docman&task=doc_view&gid=377&Itemid=218
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http://unica2.unica.it/biotecnologie/index2.php?option=com_docman&task=doc_view&gid=377&Itemid=218
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La traduzione 2 

 

Le mutazioni geniche 132 
 
Le mutazioni geniche sono variazioni della sequenza nucleotidica e di dividono in mutazioni per sostituzione di base o 
per inserzione/duplicazione/delezione dette anche mutazioni frameshift.  
 

 
https://sites.google.com/site/mutazionigenetiche/mutazioni-geniche 

 
132 https://sites.google.com/site/mutazionigenetiche/mutazioni-geniche 
 
https://www.docenti.unina.it/webdocenti-be/allegati/materiale-didattico/664022 

http://unica2.unica.it/biotecnologie/index2.php?option=com_docman&task=doc_view&gid=377&Itemid=218
https://sites.google.com/site/mutazionigenetiche/mutazioni-geniche
https://sites.google.com/site/mutazionigenetiche/mutazioni-geniche
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Mutazione puntiforme 
Una mutazione puntiforme è una variazione della sequenza del DNA che interessa uno o pochi nucleotidi ma è possibile 
considerare "puntiformi" anche mutazioni fino a 50 nucleotidi.  
Molte mutazioni puntiformi sono probabilmente senza effetto, in tal caso si dice che sono neutre, infatti gran parte 
del DNA in un genoma eucariotico non codifica prodotti proteici e non è ancora noto se, ed eventualmente come, il 
cambiamento di una singola base nucleotidica in questa parte silente del DNA possa influire sulla salute di un 
organismo (si sa però che le regioni non codificanti svolgono un ruolo molto importante per la regolazione epigenetica 
del DNA).  
Una singola mutazione puntiforme in una regione codificante può però avere un notevole impatto sul fenotipo come 
accade ad esempio nell'anemia falciforme. 
 
Sostituzione di basi 
Le mutazioni per sostituzione di basi determinano lo scambio di un nucleotide con un altro.  
Sono definite transizioni qualora vi sia uno scambio di una purina con altra purina (A > G) o di una pirimidina con 
un'altra pirimidina (C > T); si dicono invece transversioni quando lo scambio è di una purina con una pirimidina o 
viceversa (C/T > A/G). In genere le transizioni sono più frequenti delle transversioni. 
Le mutazioni puntiformi possono essere di sei tipologie: silenti, missenso, delezioni o inserzioni in frame, inserzioni 
nonsenso, mutazioni frame-shift o mutazioni di splicing. 
 
Á Le mutazioni silenti o sinonime si verificano quando la sostituzione di una base azotata in una sequenza di DNA non 

determina la variazione della sequenza amminoacidica della proteina interessata.  
Se per esempio la tripletta TTT muta in TTC, si avrà una transizione (T > C) in terza posizione della tripletta, ma 
l'amminoacido codificato a partire dalla tripletta di mRNA corrispondente (UUC) sarà sempre la fenilalanina a causa 
della ridondanza del nostro codice genetico.  

 Le mutazioni silenti sono in prevalenza neutre poiché l'amminoacido non cambia e di conseguenza non cambia 
neppure la funzionalità della proteina codificata all'interno della quale si trova la tripletta mutata.  

 Molte delle mutazioni responsabili di un alterato processo di splicing si verificano nelle brevi sequenze ESE (Exon 
Splicing Enhancer ς potenziatore dello splicing degli esoni) di alcuni esoni, che sono fondamentali per uno splicing 
corretto, dal momento che vi si legano alcune proteine coinvolte nella regolazione di questo processo.  

 Quando si verificano mutazioni in queste sequenze può verificarsi l'inclusione di introni nell'mRNA maturo, il quale, 
se venisse codificato, porterebbe a proteine anomale.  

 Mutazioni silenti nelle sequenze ESS (Exonic Splicing Silencer ς silenziatore dello splicing degli esoni) coinvolte 
anch'esse nel meccanismo di splicing del trascritto primario, possono invece portare all'esclusione di un esone 
dall'mRNA maturo e di conseguenza alla codifica di proteine tronche da parte dei ribosomi.133 

 
 
 
 
Quattro categorie meccanicistiche di funzione genica alterata da mutazioni di splicing. (a) Gli elementi cis di base del codice di giunzione sono indicati: siti di 
ƎƛǳƴȊƛƻƴŜ р  Ŝ о  όǊŀǇǇǊŜǎŜƴǘŀǘƛ Řŀ D¢ Ŝ !DύΣ ǘǊŀǘǘƻ Řƛ ǇƻƭƛǇƛǊƛƳƛŘƛƴŀ ό¸ύΣ Ǉǳƴǘƻ Řƛ ŘƛǊŀƳŀȊƛƻƴŜ ό!ύ ŜŘ Ŝnhancer esonici e intronici (ESE e ISE ) e silenziatori (ESS e 
ISS). Le mutazioni che interessano i siti di giunzione, il tratto di polipirimidina, il punto di diramazione o gli enhancer di giunzione portano al salto dell'esone o alla 
ritenzione di introni. (b) Mutazioni negli elementi enhancer o silencer possono modificare il rapporto delle isoforme contenenti esoni alternativi. (c) Le mutazioni 
all'interno degli introni possono portare all'inclusione di sequenze introniche (indicate da rettangoli tratteggiati rossi) creando un sito di giunzione / pseudoesone 
(indicato da una freccia) e / o creando un elemento potenziatore (indicato da asterisco), consentendo il riconoscimento di un sito di giunzione criptico. Le linee 
tratteggiate blu indicano il modello di giunzione normale, mentre le linee tratteggiate rosse indicano lo schema di giunzione causato dalla mutazione. (d) 
[ϥƛƴǎŜǊƛƳŜƴǘƻ Řƛ ŜƭŜƳŜƴǘƛ ǘǊŀǎǇƻƴƛōƛƭƛ ό{±!Σ ǊŀǇǇǊŜǎŜƴǘŀǘƛ Řŀ ǳƴ ǊŜǘǘŀƴƎƻƭƻ ƳŀǊǊƻƴŜύ ƴŜƭƭϥ¦¢w о  ŘŜƭ ƎŜƴŜ Ŧǳƪǳǘƛƴ ǇƻǊǘŀ ŀƭƭϥǳso alternativo di siti di giunzione che 
producono una proteina con una sequenza carbossi-terminale 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. 

 
133 Singh RK, Cooper TA.  
Pre-mRNA splicing in disease and therapeutics.  
Trends Mol Med. 2012;18(8):472-482. doi:10.1016/j.molmed.2012.06.006 
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3411911/pdf/nihms388502.pdf 

https://sites.unimi.it/cirme/public/UploadAttach/PaleariAnemia.pdf
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https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S1471491412001013 

 
Á Le mutazioni missenso si verificano quando all'interno di una sequenza di DNA viene sostituita una base azotata in 

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 > C), 
l'amminoacido codificato non sarà più la fenilalanina ma la serina.  
Questo tipo di mutazioni può essere neutra e non determinare nessun fenotipo specifico rappresentando 
semplicemente un polimorfismo a singolo nucleotide (SNP) o una variante privata, ma può anche dare origine a 
patologie gravi come l'anemia falciforme e molteplici malattie rare genetiche.  
Generalmente si può ritenere neutra una mutazione missenso qualora l'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 l'amminoacido codificato abbia proprietà simili a quello originario 
(per esempio una sostituzione di acido glutammico con acido aspartico).  
La mutazione può però dare origine a condizioni patologiche quando l'amminoacido codificato dalla nuova tripletta 
presenta proprietà molto diverse dal precedente (per esempio la sostituzione di una valina con ƭΩacido aspartico), 
qualora non sia stata riscontrata in casi precedenti o in ambito parentale, oppure quando si verifica in una regione 
altamente conservata di una proteina. Spesso infatti anche una singola mutazione in una regione altamente 
conservata di una proteina le fa perdere la funzionalità. 
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https://www.genome.gov/genetics-glossary/Missense-Mutation 

 
 

Á Le mutazioni nonsenso si verificano quando una mutazione ad un nucleotide di una tripletta determina la 
trasformazione di un codone codificante un amminoacido in un codone di stop.  
Per esempio la tripletta TGC codificante per la cisteina è sostituita da TGA, che verrà trascritto nell'mRNA come 
UGA, uno dei tre codoni di stop.  
La conseguenza è che la proteina codificata non viene esportata oppure, se codificata, è tronca, poiché la traduzione 
si conclude al codone di stop ignorandone le triplette a valle, portando ad una proteina tronca non funzionale o 
nociva.  
Se però il codone di stop si trova ad almeno 50 nucleotidi dalla sequenza di splicing più vicina nell'mRNA, la cellula 
attiva un meccanismo di protezione noto come NMD (Nonsense Mediated Decay) che degrada l'mRNA mutato.  
In alternativa, è possibile che si attivi un altro meccanismo noto come NAS (Nonsense-associated Alterated Splicing) 
che esclude l'esone contenente la tripletta mutata in codone di stop, permettendo l'associazione degli altri esoni in 
una proteina più corta. 
 

 

https://www.genome.gov/genetics-glossary/Missense-Mutation
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https://sites.google.com/site/mutazionigenetiche/mutazioni-geniche 

 
Á Le delezioni in frame e le inserzioni in frame determinano rispettivamente l'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 lettura (reading frame) a livello ribosomiale, che invece 
comporterebbe il pressoché totale cambiamento della sequenza amminoacidica di una proteina.  
Questo tipo di mutazioni determinano l'eliminazione o l'aggiunta di amminoacidi nella proteina codificata a partire 
dall'mRNA maturo che le contiene. Le conseguenze di queste mutazioni sono molto varie. 

 
 

Á Le mutazioni frame-shift sono dovute a delezione o inserzioni di un numero di nucleotidi non divisibile per 3, 
questo comporta lo spostamento della cornice di lettura a valle della mutazione e quindi la codificazione di una 
sequenza amminoacidica non corrispondente a quella del trascritto originario.  
La conseguenza è la produzione di proteine anomale che hanno solo porzioni di sequenza corrispondenti 
all'originaria o la mancata esportazione o traduzione dell'mRNA mutato. 
 

 

https://sites.google.com/site/mutazionigenetiche/mutazioni-geniche
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https://www.genome.gov/genetics-glossary/Frameshift-Mutation 
 

Á Le mutazioni di splicing sono un insieme di quattro tipi di mutazioni che coinvolgono sequenze importanti per lo 
splicing del pre-mRNA.  
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 uno splicing non corretto.  
Una seconda tipologia coinvolge brevi sequenze consenso a monte e a valle del sito donatore e del sito accettore, 
oppure una sequenza consenso del sito di biforcazione (branch-site).  
Una terza tipologia coinvolge mutazioni in una sequenza ESE o ESS e può essere ascritta anche alle mutazioni silenti. 
Infine un'ultima tipologia coinvolge mutazioni che creano nuove sequenze consenso all'interno di un introne, e in 
tal caso questo o sue parti possono venire incluse nel trascritto, oppure in un esone, in tal caso si verifica l'exon 
skipping.134 

 

 
134 Bessa C, Matos P, Jordan P, Gonçalves V.  
Alternative Splicing: Expanding the Landscape of Cancer Biomarkers and Therapeutics.  
Int J Mol Sci. 2020 Nov 27;21(23):9032. doi: 10.3390/ijms21239032.  
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7729450/ 
 
Ule J, Blencowe BJ.  
Alternative Splicing Regulatory Networks: Functions, Mechanisms, and Evolution.  
Mol Cell. 2019 Oct 17;76(2):329-345. doi: 10.1016/j.molcel.2019.09.017.  
https://www.cell.com/action/showPdf?pii=S1097-2765%2819%2930702-6 
 
Jian, X., Boerwinkle, E. & Liu, X. 
In silico tools for splicing defect prediction: a survey from the viewpoint of end users.  
Genet Med 16, 497ς503 (2014). https://doi.org/10.1038/gim.2013.176 
https://www.nature.com/articles/gim2013176 

Illustrazione schematica dello splicing pre-
Ƴwb!Φ Lƭ ǎƛǘƻ Řƛ ƎƛǳƴȊƛƻƴŜ р  Ŝ ƛƭ ǎƛǘƻ Řƛ 
ƎƛǳƴȊƛƻƴŜ о  ǾŜƴƎƻƴƻ ǊƛŎƻƴƻǎŎƛǳǘƛ Řŀƭƭƻ 
spliceosoma, l'introne viene asportato e gli 
esoni vengono saldati. L'intero processo è 
regolato da elementi trans-attivi come le 
proteine SR, le ribonucleoproteine nucleari 
eterogenee e il complesso regolatorio. ESE, 
enhancer (potenziatore) di giunzione 
esonica; ESS, silenziatore esonico di 
giunzione; ISE, potenziatore dello splicing 
intronico; ISS, silenziatore per giunzioni 
introniche; ss, sito di giunzione 

 

https://www.genome.gov/genetics-glossary/Frameshift-Mutation
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7729450/
https://www.cell.com/action/showPdf?pii=S1097-2765%2819%2930702-6
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https://www.nature.com/articles/gim2013176 

 
https://www.mdpi.com/1422-0067/21/23/9032/htm 
Regolazione dello splicing pre-mRNA. (A) Assemblaggio graduale dello spliceosoma sul pre-mRNA e catalisi della reazione di splicing per generare mRNA spliced 
maturo. (B) Rappresentazione schematica degli eventi AS di splicing alternativi più comuni. Le caselle grigie, gialle, rosse e blu rappresentano diversi esoni. Le linee 
nere e grigie punteggiate indicano eventi di giunzione distinti. (C) Interazione complessa tra fattori cis e trans-agenti nella regolazione dell'AS. Le proteine RNA-
binding motif (RBM), le proteine ricche di serina / arginina (SR) e le ribonucleoproteine eterogenee (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 (snRNP) e dai fattori di splicing. Le frecce nere solide e 
tratteggiate rappresentano rispettivamente la stimolazione e l'inibizione di legame; (ss - siti di splicing; BPS - sito del punto di diramazione; tratto poli-Y - 
polipirimidina; pre-mRNA - RNA messaggero precursore; snRNPs - piccola particella nucleare ribonucleoproteica; SF1 - fattore di splicing 1; U2AF - fattore ausiliario 
snRNP U2). 
 
 
 

Mutazioni in regioni regolatrici della trascrizione 
Mutazioni puntiformi possono anche verificarsi all'interno della regione regolatrice di un gene. Ciò può determinare 
conseguenze molto variabili che vanno da nessun effetto fenotipico a cambiamenti dell'espressione genica che danno 
origine a gravi patologie. 
 
Mutazioni Dinamiche 
Le mutazioni dinamiche sono dovute alla ripetizione di brevi triplette nucleotidiche all'interno di una regione 
codificante (in questo caso la tripletta più frequente è CAG che codifica la glutammina) o non-codificante di un gene. 
La mutazione che si origina nel corso della replicazione del DNA, provoca una variazione nel numero di queste sequenze 
ripetute; il nuovo filamento di DNA potrà presentarne in eccesso o in difetto. Il fenomeno che causa la mutazione è 
detto slittamento della replicazione (replication slippage) ed è dovuto al cattivo appaiamento dei due filamenti 

https://www.mdpi.com/1422-0067/21/23/9032/htm

































































































