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RNA-rokotteet ovat lupaava tulevaisuuden hoitomenetelmé syopéd vastaan, silld ne mahdollistavat
yksil6llisen ja kohdennetun hoidon. Viime vuosikymmenten aikana tehdyt tutkimukset, teknologiset
innovaatiot sekd COVID 19-pandemian myo6té syntyneet harppaukset RNA- rokotteiden kehityksessé
ovat mahdollistaneet mRNA:n terapeuttisen potentiaalin 16ytimisen myds syovan hoidossa.

RNA-rokotteet sisdltdvat RNA:ta (mRNA) joka on syntetisoitu in vitro -transkriptiolla, kayttamalla
bakteriofagin RNA-polymeraasia seké templaatti-DNA:ta, joka koodaa haluttua antigeenid. mRNA-
rokotteiden perusperiaatteena on, ettd antigeenejd koodaavat mRNA- molekyylit toimitetaan
kohdesoluihin, joissa ne kidynnistdvit immuunivasteen. Koska mRNA on luonnostaan epéstabiili, sen
kuljetukseen hyddynnetddn esimerkiksi dendriittisoluja tai lipidinanopartikkeleita, joita voidaan
kemiallisesti muokata niiden ominaisuuksien parantamiseksi.

RNA-rokotteiden etuna on se, ettd niiden kéytossé ei ole riskejé infektioon tai vaaraa integroitumisesta
osaksi genomia. Normaalit soluprosessit hajottavat mRNA:ta ja sen in vivo - puoliintumisaikaa
voidaan sdddelld erilaisilla modifikaatioilla. Kliiniset tutkimukset ovat jo osoittaneet lupaavia tuloksia
syovén hoidossa, mutta haasteina ovat esimerkiksi immuunivasteen optimointi ja kuljetusmenetelmien
kehittdiminen. Tulevaisuudessa RNA-rokotteet voivat tarjota tehokkaan ja réataloitdvén vaihtoehdon
perinteisille sydpéhoidoille.

Avainsanat: mRNA-rokotteet, syopd, immunoterapia
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Lyhenteet

RNA — Ribonukleiinihappo

mRNA — Lihetti-RNA

rRNA — Ribosomaalinen RNA

tRNA — Siirtdja-RNA

IVT — In vitro -transkriptoitu (engl. In vitro transcribed)

DNA — Deoksiribonukleiinihappo

UTR — Koodaamaton alue (engl. Untranslated region)

Y — Pseudouridiini

ARCA — Anti-reverse cap-analogi

CPP — Soluun tunkeutuva peptidi (engl. Cell penetrating peptide)

circRNA- rengasmainen RNA (engl. Circular RNA)

LNP — Lipidinanopartikkeli

PEG — Polyetyleeniglykoli

MHC I — Luokan I MHC-solu (Engl. Class I Majos Histocompatibility Complex)
TAA — Kasvainperdinen antigeeni (Engl. Tumor-associated antigen)
hTERT — Ihmisen telomeraasikéénteiskopioijaentsyymi (Engl. Human telomerase reverse
transcriptase)

TSA — Kasvainspesifinen antigeeni (Engl. Tumor-specific antigen)

RCC — Munuaissyopa (Engl. Renal cell carcinoma)

SCLC — Pienisoluinen keuhkosy6pa (Engl. Small cell lung cancer)

NSCLC - Ei-pienisoluinen kehukosyopé (Engl. Not-small cell lung cancer)

ICI - Immuunitarkistupisteiden estdjd (Immune checkpoint inhibitor)



1 Johdanto

Syopédén kohdistuvan immunoterapian tarkoituksena on stimuloida isénndn immuunipuolustusta, joka
johtaisi kasvaimen kutistumiseen sekd potilaiden kliinisten tulosten parantumiseen. ' mRNA-pohjaiset

sydpirokotteet edustavat sydvin immunoterapian uutta aikakautta. 2

Viime vuosikymmenten aikana uudet teknologiset innovaatiot, tutkimukset ja COVID 19-pandemian
aiheuttamat harppaukset RNA-rokotekehityksessd ovat mahdollistaneet mRNA:n terapeuttisen

34 mRNA:n ajateltiin pitkdéin olevan liian labiili kuljetettavaksi soluihin tai

potentiaalin 10ytamisen.
kudoksiin, ja tutkimuksen painopiste sijoittui l&hinnd DNA-rokotteisiin. Pian saatiin kuitenkin selville,
etti mRNA:m varovaisella késittelylld ja esimerkiksi lipidikompleksilla suojaamalla se pystyy
ilmentimiin spesifisi proteiineja in vitro ja in vivo. * Ensimmiinen raportoitu onnistunut in vitro -
transkriptoitu (IVT, In vitro transcripted) mRNA:n kéyttd raportoitiin vuonna 1990, kun hiiren

injektoitiin reportterigeeni mRNA:ta, ja hiiren havaittiin tuottavan haluttua proteiinia. *

mRNA-rokotteiden perusperiaate on se, ettd antigeenejd koodaavat mRNA-molekyylit toimitetaan
kohdesoluun, jossa ne saavat mahdollisesti aikaan immuunivasteen. > Yksi mRNA-rokotteiden
isoimmista eduista on sen turvallisuus.” mRNA-rokotteet tarjoavat monia etuja perinteisiin rokotteisiin
ja DNA-rokotteisiin néhden, silld mRNA:n kéytossé ei ole riskid infektioon tai sen liittymisestd osaksi
genomia. Lisiksi mRNA:n tarvitsee p#isti vain solun sytoplasmaan toimiakseen. '? Normaalit
soluprosessit hajottavat mRNA:ta ja sen in vivo -puoliintumisaikaa voidaan sdddelld erilaisilla
modifikaatioilla ja kuljetusmenetelmilld. mRNA-rokotteet tarjoavat mahdollisuuden nopeaan ja halpaan

tuotantoon.*

mRNA-rokotteiden kenttd kehittyy nopeasti saatavilla olevan prekliinisen datan ansiosta. Téssd
tutkielmassa keskitymme RNA-rokotteiden etuihin sydvén hoidossa, miten rokotteita voidaan

kemiallisesti parantaa ja minkélaisten syopien hoidossa RNA-rokotteita on hyddynnetty.

2 RNA-molekyylien kemiallinen rakenne ja modifikaatiot

Ribonukleiinihapot (RNA) ovat polymeerisid molekyylejé, jotka rakentuvat ribonukleotideista (kuva 1).
Soluista 10ytyy pddosin kolmea erilaista RNA:ta: ldhetti-RNA:ta (mRNA), ribosomaalista RNA:ta
(rRNA) seki siirtiji RNA:ta (tRNA).®* mRNA on vilivaihe proteiinia koodaavan DNA:n ja sytoplasman

ribosomien proteiinituotannon vilill, silli se koodaa solun proteiineja. *¢ Tyypillinen ihmisen proteiinia



koodaava mRNA:n rakenne siséltdd 5’-cap-rakenteen, 5’ ei-koodaavan alueen (untranslated region,
UTR), koodaavan alueen, 3’ UTR:n seki poly(A)- hidnnin (kuva 2).” Eukaryooteilla 5°-cap-rakenne
koostuu guaniininukleotidista, joka on kiinnittynyt mRNA:han epétavallisen 5°-5’ trifosfaattisidoksen
kautta. 5° UTR on yleensé pituudeltaan noin 170 nukleotidin mittainen, 3° sen sijaan 700:n. Poly(A)-

héinti koostuu useista adenosiini yksikoisti. ’
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Kuva 1: RNA:n rakentavat ribonukelotidit
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Kuva 2: mRNA-ketjun yksinkertaistettu rakenne

IVT mRNA:ta tuotetaan yleensd soluvapaissa systeemeissd, kuten plasmideissa.”® IVT mRNA:n
valmistus soluvapaassa IVT-systeemissé vaatii lineaarisen templaatti-DNA:n, jonka tdytyy siséltda
prokaryoottinen faagipromoottori, avoin lukukehys, sekvenssit, jotka vastaavat sdételevid ei-koodavia
alueita (UTR) ja poly(A)-hénnin. Jos poly(A)-héntdi ei lisdtd suoraan DNA-templaattiin, se voidaan
lisdtd transkription jidlkeen entsyymaattisilla reaktioilla rekombinantin poly(A)polymeraasin avulla.

Lisdksi mRNA:n 5’-pddhén lisdtdédn vield cap-rakenne, silldi IVT mRNA:n tulee muistuttaa



mahdollisimman paljon luonnollista mRNA:ta. * IVT-mRNA:n syntetisointi ei ole nopea prosessi, vaan

se sisiltid monia vilivaiheita seki kestii useita paivia.’

2.1 Modifikaatiot

mRNA sellaisenaan ei sovellu kliiniseen kdyttoon sen pysyméttomyyden sekd immunogeenisyyden

® mRNA:n toimivuus riippuu sen funktionaalisista osista, kuten 5°- ja 3’-UTR:isti sekd

vuoksi.'
koodaavasta alueesta, jonka mydté niilld on my6s keskeinen vaikutus mRNA-rokotteiden tehokkuuteen.
Rokotteen ominaisuuksia ja turvallisuutta voidaan parantaa kemiallisilla modifikaatioilla, joissa
RNA:han lisdtddn modifioituja nukleotideja korvaamalla jokin neljistd perusnukleotidista sitd

vastaavalla modifoidulla muodolla. >'°

Pseudouridiini (¥) on luonnossa esiintyvd modifioitu nukleosidi, joka pystyy korvaamaan mRNA:n
rakenteessa uridiinin. Se muodostaa samalla tavalla vetysidoksia adenosiinin kanssa kuin uridiini ja
vaikuttaa RNA:n stabiilisuuteen, translaatioon ja immunogeenisyyteen. >'° W-modifioidun mRNA:n
kayttd plasmidi- ja viraalivektorien sijaan tarjoaa useita hyotyja: RNA ei pysty liittymdén osaksi
genomia tai aiheuttamaan tulehduksellista vastetta. Erdédssd tutkimuksessa kévi ilmi, ettd kaikissa
testatuissa nisékésjérjestelmissd mRNA:illa, joissa on W-modifiointi, on suurempi translaatiokapasiteetti
kuin niill4, joissa ei ole modifikaatiota.'" Todenniikdinen tekiji parantuneessa translaatiossa V-
modifikaatiolla havaittu on mRNA:iden biologisen stabiilisuuden lisddntyminen. ¥:n on myds osoitettu

stabiloivan RNA:n sekundéérirakennetta. '°
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Kuva 3: a) Pseudouridiini b) Uridiini

Y:n lisdiksi mRNA:n rakennetta voidaan modifioida esimerkiksi fosforotioaattien ja nukleoemésten
metylaation avulla. >!'' Fosforitioaattiryhm saadaan osaksi mRNA:ta korvaamalla sen
fosfodiesterirungon ei-silloittava happi rikilld. Tamén my®6té proteiinisynteesi tehostuu jopa 22-

kertaisesti. !' Fosforotioaatteja pystytiin kiyttimain myds poly(A)-hinnin modifioinnissa, joka on



johtanut parempaan stabiilisuuteen seki translaatiotehokkuuteen. '' Yleisin mRNA-metylaatio on
m°A, jolla tarkoitetaan N6-asemassa olevan adenosiinin metylointia. '* TAmi modifikaatio vaikuttaa

mRNA :n translaatioon ja hajoamiseen séitelemélld siihen liittyvien proteiinien toimintaa. >

Lihes kaikkiin eukaryoottisten mRNA:iden 5’-pdihin lisétdéin 7-metyyliguanosiinitrifosfaatti (m’G) -
cap-rakenne transkription aikana. Capin tehtdvind on suojella mRNA:n 5’-pditd 5°-3°
eksonukleaaseilta. Silld on myds térked rooli mRNA:n stabiilisuuden seké translaation kannalta, silld se
toimii tunnistuskohtana eukaryoottisen translaation aloitustekiji eIF4E:lle. ' eIF4E:1l4 on merkittéva
rooli syovédn hoidossa, silld cap-rakenteesta riippuvainen translaatio on tirkein tuumorigeneesin, eli
kasvaimen muodostumisen, aiheuttaja. Selitys télle on se, ettd 5’-terminaalisen mRNA:n cap-rakenteen
sitoutuminen elF4E:hen on cap-riippuvaisen translaation nopeutta rajoittava vaihe. elF4E:n pitoisuus

on myds vaikuttava tekijd translaation siitelyvaiheessa. ">

Ongelmaksi cap-analogien kdytossd on havaittu, ettd ndmé analogit usein liittyvdit RNA:han
kéénteisessd orientaatiossa metyloidun guanosiinin 18heisyydessd, mikd heikentdd mRNA:n
translaatiotehokkuutta. ! Timin haasteen ratkaisemiseksi on kehitetty antireverse cap -analogeja
(ARCA, kuva 4), jotka estdvit véadrdn suuntaisen liitoksen. ARCA stabiloi mRNA:ta ja edistdd

proteiinisynteesii sitoutumalla eIF4E:hen.’
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Kuva 4: ARCA:n rakenne '

Cap-rakenteiden isoin ongelma in vivo on niiden rakenteesta 16ytyvét ionisoituvat fosfaattiryhmét, jotka
vaikeuttavat mRNA:n kuljetusta ja solun sisdéinottoa. '° Parantaakseen niiti ominaisuuksia, cap-
rakenteeseen voidaan kiinnittdd TAT-peptidi. TAT-peptidi on yksi lupaavimmista soluun tunkeutuvista
peptideistd, (cell penetrating peptide, CPP) ja se saadaan eristettyd HIV-1:std. CPP:t ovat iso luokka
lyhyitd aminohappoketjuja, jotka ovat pisimmélle tutkittuja nukleiinihappojen, proteiinien ja pienien
molekyylien kuljettajia. TAT:in lyhyin muoto lépéisee solukalvon tehokkaasti, joka on seurausta sen
kationisista ja emiksisistd aminohapoista. Se muodostaa elektrostaattisia vuorovaikutuksia solukalvon
pinnalla olevien negatiivisesti varautuneiden glykoproteiinien kanssa, joiden avulla se piésee

tunkeutumaan sisélle soluun. >



Néiden modifikaatioiden lisdksi viime vuosikymmenten aikana tutkittu rengasmainen RNA (engl.
Circular RNA, circRNA) tarjoaa lupaavan vaihtoehdon RNA-rokotteiden kehitykseen. '¢ circRNA:ssa
yksijuosteiset RNA:t on syklisoitu péistdin sopivaa kemiaa kéyttdmalla. Lineaarisen RNA:n kaytossa
haasteeksi tulleet pysyméttomyys, tehottomuus ja immunogeenisyys pystyttéisiin kiertdd circRNA:n
avulla. circRNA-rokotteet, jotka siséltdvdat avoimen lukukehyksen sekd sisdisen ribosomin
sisddnpédsykohdan tarjoavat parannetun ldhestymistavan turvallisesti, stabiilisti, yksinkertaisella
valmistustavalla sekd skaalautuvuudella. Aihe on kuitenkin suhteellisen tuore ja wvaatii vield

lisdtutkimusta. '

3 mRNA:n kuljetus kohdesoluun & kuljetusjarjestelmien optimointi

Erilaiset modifikaatiot ovat ehdottomia mRNA:n stabiloimiseksi sekd translaatiotehokkuuden
optimoimiseksi. Modifikaatioista huolimatta, mRNA tdytyy saada kuljetettua kohdesolun sytoplasmaan
chjind." mRNA-molekyyli on negatiivisesti varautunut makromolekyyli, jonka soluunottoa vaikeuttaa
solukalvon elektrostaattinen repulsio seki mRNA:ta hajottavat RNaasit.'” mRNA:n kuljetukseen
suositaan ensisijaisesti ei-viraalisia ldhestymistapoja viraalisten sijaan, silli ne ovat halvempia,

helpompia tuottaa isommassa skaalassa ja mahdollisesti my®s turvallisempia. '

Yksinkertaisimmillaan mRNA saadaan injektoitua elimistoon intramuskulaarisesti, ihonalaisesti tai
ihonsiséisesti.'"® Thonalaisesti injektoitu mRNA aiheuttaa sekd humoraalisen etti soluvilitteisen
immuunivasteen ja sen kanssa on havaittu tehokasta translaatiota. Sen kéyttd ei ole kuitenkaan
ongelmatonta mRNA:n lyhyen puoliintumisajan ja negatiivisen varauksen takia. Tdmé&n vuoksi on

taytynyt kehittiii kuljetusmenetelmis, jotka suojaavat mRNA:ta ja saavat kuljetettua sen solun sislle. '®

3.1 Lipidinanopartikkelit & niiden rakenne

Lipidipohjaiset vektorit ovat kaikista yleisin kéytetty ei-viraalinen kuljetusmenetelmi. '® Lipidit ovat
amfipaattisia molekyylejd, eli niilld on sekd hydrofobinen ettd hydrofiilinen osa. Lipidit koostuvat
kolmesta domeenista: polaarisesta pédstd, hydrofobisesta hénndstd sekd ndiden kahden osan
yhdistivisti linkkerist.'” Tehokkaimmin lipidipohjaisista kuljetusmenetelmisti mRNA-rokotteiden

kuljetuksessa toimivat lipidinanopartikkelit (LNP) tai liposomit. '*

LNP:t ovat pallomaisia molekyylejé, jotka koostuvat tyypillisesti ionisoituvista lipideistd, apulipideistad
seki  polyetyleeniglykolista.**®  LNP:iden  valmistaminen  perustuu  suurimmilta  osin

itsejarjestdytymiseen, silld lipidikomponentit jérjestdytyvdt spontaanisti intermolekulaaristen



vuorovaikutusten kautta nanorakenteiksi.'” LNP:iden muodostuminen alkaa elektrostaattisella
assosiaatiolla negatiivisesti varautuneen nukleiinihapon sekd positiivisesti varautuneiden lipidien
kesken. Tamén jidlkeen LNP:t kasvavat van der Waals -vuorovaikutusten avulla. Valmistusprosessi

suoritetaan yleensi sekoittamalla voimakkaasti vesipohjaisia komponentteja seki lipideji keskenéin.'’
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Kuva 5: Lipidinanopartikkelin rakenne. ' Kuva on muokattu avoimen julkaisun artikkelista jonka on
julkaissut American Chemical Society Nano Lettersin puolesta ja jota voidaan jatkolevittdd ja muokata
Creative Commons Attribution License 4.0 -lisenssilli (CC BY-NCND) Deconvoluting Lipid
Nanoparticle Structure for Messenger RNA Delivery, Yulia Eygeris, Siddharth Patel, Antony Jozic
and Gaurav Sahay. Nano Letters 2020, (2020), 4543-4549, https://doi.org/10.1021/acs.nanolett.0c01386
Copy-right © 2020 American Chemical Society.

3.1.1 lonisoituvat lipidit & niiden kemialliset ominaisuudet

Ionisoituvissa lipideisséd on my0s havaittavissa lipideille ominaiset rakenteet: polaarinen péa, linkkeri
seki hydrofobinen hiinti. '’ Tonisoituvien lipidien polaarinen pii on yleensé positiivisesti varautunut.
Polaarisella pdilld on térked tehtivd mRNA: nappaamisessa partikkelin sisdéin, LNP:n stabiloinnissa,
solukalvon vuorovaikutuksissa seki endosomaalisen vapauttamisen helpottamisessa. ** Se on myds
tirkedissd roolissa koko lipidin rakenteessa, silli se miirittdd lipidin varauksen seki polaarisuuden.*
Némé ominaisuudet ovat taas suoraan verrannollisia lipidin liukoisuuteen, vuorovaikutuksiin kalvojen
kanssa seki fysiologisiin vaikutuksiin. ** Tyypillinen pisiryhmi koostuu amiineista, guanidiinista ja

heterosyklisistd ryhmisti (kuva 6). 7
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Kuva 6: Havainnollistava kuva ionisoituvasta lipidistd & sen komponenteista. Kuva on muokattu
lahteestd [13]: Adapted with permission from Chemistry of Lipid Nanoparticles for RNA Delivery, Yulia
Eygeris, Mohit Gupta, Jeonghwan Kim, et al. Accounts of Chemical Research 2022, (55), 2-12,
https://doi.org/10.1021/acs.accounts.1c00544. Copy-right © 2022 American Chemical Society.

Linkkerit sijaitsevat yleensd polaarisen pédén ja héntiketjujen vélissd, mutta joskus jopa keskelld
hintiketjua. ** Ionisoituvat lipidit voivat sisiltd4 yhden tai useamman linkkerin. ' Linkkeri vaikuttaa
ionisoituvien lipidien sytotoksisuuteen, stabiilisuuteen sekd hajoamiseen ja ne voivat olla joko
biohajoavia tai -hajoamattomia. Yleensd kuitenkin suositaan biohajoavia linkkereitd niiden nopean in

vivo -poistumisen takia, joka viihentiid mahdollisten sivuvaikutusten ilmentymisti. '

Esterisidos on yksi yleisimmistd linkkereind kaytettdvistd biohajoavista ryhmisté, koska se katkeaa
helposti esteraaien toimesta. ** Timin ansiosta LNP:t poistuvat helposti kehosta, mikd vihentii
myrkyllisyyden riskid ja parantaa turvallisuutta kliinisessd kdytOssd. Estereitd on myds helppo
syntetisoida perinteisilld orgaanisen kemian tekniikoilla, ja se voidaan funktionalisoida ilmentdmé&én
haluttaja ominaisuuksia, kuten pH-herkkyytti tai bioyhteensopivuutta. Esterin sijainnilla on merkitysta
sen ilmentdmiin ominaisuuksiin, silld esimerkiksi esterin sijoittaminen keskelle héntéketjua voi

mahdollisesti edesauttaa lipidien hajoamista. **

Tyypillisessd ionisoituvassa lipidissi on 1-4 hydrofobista héntdé, joista jokainen koostuu 8-20
hiiliatomista. '” Hydrofobisella hinnilld on vaikutusta moneen ionisoituvien lipidien ominaisuuteen,
kuten pK,-arvoon, fuusion edistdmiseen seké lipofiilisyyteen. Ndmé ominaisuudet vaikuttavat suoraan

LNP:iden muodostumiseen seki niiden kiyttdtehoon. '



Jokaisella ionisoituvien lipidien rakenteella on siis merkitystd LNP:iden ominaisuuksiin niin sen
muodostumisen kuin biologisten ominaisuuksien kannalta. Niiden jokainen rakenneosa tiytyy
suunnitella tarkasti, jotta mRNA saadaan suljettua sen sisdén sekd kuljetettua turvallisesti sekd
tehokkaasti kohdesoluun. ' Ionisoituvien lipidien kokonaisvaltainen ymmirrys auttaa seuraavan
sukupolven ionisoituvien lipidien suunnitteluun, ja tétd myotd parempien lipidinanopartikkelien

kehitykseen.

3.1.2 Apulipidit ja sterolit

LNP:t tarvitsevat apulipideitd stabiloimaan sen rakennetta, lisddméén yhteensopivuutta veren kanssa ja
parantamaan kuljetuksen tehokkuutta.”* Yksi useimmiten kiytetyisti apulipideisti on kolesteroli (kuva
7). ' Kolesteroli on nelirenkainen, hydrofobinen molekyyli, jota esiintyy eukaryoottien solukalvoissa.
Sitd esiintyy seki vapaana etti esterdityneend muotona ** Kolesterolin tehtivi lipidinanopartikkelien
rakenteessa on stabiloida rakennetta mukauttamalla membraanin jaykkyyttd ja eheyttid. Kolesterolin

molekulaarinen geometria voi vaikuttaa kuljetuksen tehokkuuteen sekd LNP:n biohajoamiseen.

Kolesteroli

Kuva 7: Kolesterolin rakenne
3.1.3 Polyetyleeniglykoli (PEG)

PEG-ankkuroidut lipidit ovat tdrkedssd roolissa LNP:issa, silld ne kontrolloivat nanopartikkelien
puoliintumisaikaa sekd soluunottoa. '’ LNP:n muodostuessa PEG-ketjut sijoittuvat nanopartikkelien
ulkoreunoille, niiden suuren koon ja hydrofiilisyyden takia. PEG:t vaikuttavat LNP:n kokoon, tarjoavat
partikkelille suojaavan polymeerisen kerroksen, estévit partikkelien aggregaatiota seké funktiolisoivat
partikkelin pinnan. Funktionalisoitujen PEG-lipidien ansiota nanopartikkelin on mahdollista

biokonjugoitua esimerkiksi ligandien tai biomakromolekyylien kanssa. '7**
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Polyetyleeniglykoli

Kuva 8: PEG:in perusrakenne

PEG:in molekyylimassa seké polydispersiteetti ovat tirkedssd asemassa biologisen yhteensopivuuden
sekil suojaavan kiyttdytymisen kannalta. ** PEG liukenee myds hyvin orgaanisiin liuottimiin, jonka
myoté sitd on helppo modifioida. Myods PEG:in alhainen myrkyllisyys seki vesiliukoisuus ovat hyvid
ominaisuuksia biologisia sovelluksia ajatellen. PEG:in liittdminen LNP:hen parantaa nanopartikkelin

vesiliukoistuutta, jonka my®oti partikkelin fysikaalinen stabiilius seki limpdstabiilius paranevat. **

3.2 Dendriittisolut mMRNA:n kuljetuksessa

Dendriittisolut (dendrite cells, DCs) ovat tehokkaimpia antigeeneji esittelevid soluja. Ne omaavat
pitkulamaisia, hermosolujen tuojahaarakkeita muistuttavia ulokkeita, joiden tehtivénd on osallistua
patogeenien fago-, endo- ja pinosytoosiin. Dendriittisolut tarjoavat mielenkiintoisen mahdollisuuden
mRNA:n kuljettamiseen rokotteissa. Kun dendriittisolut on kuormattu mRNA:lla, ne kéédntévét sen

téyspitkiksi proteiineiksi, jotta epitoopit voidaan prosessoida ja esitelli MHC I -molekyyleille.?

mRNA:lla kuormattuja dendriittisoluja on kéytetty kliinisissé kokeissa, joissa on ollut mukana potilaita

3 Teoriassa kasvaimiin liittyviin

immunogeenisilla tai heikosti immunogeenisilla kasvaimilla.
epitooppeihin kohdistuvat hoidot sisdltavit riskin myrkyllisistd sivuvaikutuksista, mutta mRNA:lla
kuorrmattuja dendriittisoluja sisdltidvit rokotteet ovat olleet yleisesti turvallisia. Kohdeantigeenit ovat
olleet kasvaimiin liittyvid antigeenejd (tumor-associated antigens, TAAs), kuten ihmisen
telomeraasikéénteiskopioijaentsyymi (hTERT) sekd Wilmsin kasvain (WT), joita on havaittu niin

kiinteissd sydpikasvaimissa kuin hematologisissa sy&vissi.®

Tahdn mennessé transfektoituja, eli mRNA:lla kuormattuja dendriittisoluja sisdltdvat mRNA-rokotteet
ovat ainoita mRNA-pohjaisia soluterapiarokotteita, jotka ovat piisseet faasi I asti.”® Yleisesti kliiniset
kokeet, joissa on kdytetty mRNA:1la transfektoituja dendriittisoluja, ovat osoittaneet kasvainspesifisten
immuunivasteiden syntyd, vaikka kliininen aktiivisuus ei ole ollut rohkaisevaa. Kuitenkin nykyinen
tapa, jolla dendriittisoluja tuotetaan, on hankala ja kallis, jonka vuoksi tutkimukset keskittyvét

toistaiseksi muihin kuljetusmenetelmiin. %
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4 RNA-rokotteiden sovellukset syopaindikaatioissa

mRNA-pohjaiset rokotteet tarjoavat tdysin uudenlaisen ldhestymistavan syOpérokotteiden
kehittdimiseen. SARS-CoV-2-mRNA-rokotteen kaupallistaminen johti suureen kiinnostukseen
kohdistaa kyseisti teknologiaa muihinkin sairauksiin. * Lisé#intynyt tutkimus seki kliiniset sovellukset
ovat osoittaneet, etti mRNA-rokotteilla on lukuisia etuja muihin rokotteisiin ndhden. mRNA-rokotteet

ovat turvallisia, eiviit ne ole infektoivia kuten DNA- tai viruspohjaiset rokotteet.

Syopirokotteiden tarkoituksena on parantaa kasvainspesifistd immuniteettia vaikuttamalla keskeisiin
kohdeproteiineihin, kuten kasvainperiisiin antigeeneihin ja sydvin neoantigeeneihin. > Verrattuna
perinteisiin rokotusmenetelmiin, mRNA-rokotteiden avulla voidaan tarjota personalisoitua hoitoa.
Jokainen potilas translatoi rokotteen mukana tulleen mRNA:n proteiineiksi, jotka prosessoidaan ja

esitelliin jokaiselle yksilolliselld tavalla. *

4.1 Kasvainperaisiin antigeeneihin pohjautuvat rokotteet

TAA:t ovat antigeeniluokka, joka esiintyy huomattavasti isommissa médrin kasvaimissa kuin
normaalissa kudoksessa. > TAmi tekee niisti oivan kohteen sydpirokotteille. Esimerkiksi kemoterapiaan
ja radioterapiaan verrattuna TAA:ihin perustuvat rokotteet tarjoaisivat tehokkaamman ja vihemmain

sivuvaikutuksia aiheuttavan hoitomuodon sydpii vastaan. 2

TAA:ihin kohdistuvia mRNA-rokotteita on tutkittu gliooman hoidossa. *’ Glioomat ovat aivojen
tukikudosten kasvaimia, jotka ovat yleensd pahanlaatuisia. Glioomat ovat usein oireettomia, ja ne
saadaan diagnosoitua 80 %:ssa tapauksissa vasta kun ne ovat edenneessé vaiheessa, eikd niiti voida enidd
poistaa kirurgisesti. Muut hoitomenetelmét, kuten kemoterapia, eivdt yleensd tuota hoitovastetta
glioomiin. *” On kuitenkin huomattu, etti sydpirokotteet ovat viihentineet merkittévisti glioblastoomien
kehittymistd, joka on luonut pohjan mRNA-pohjaisen rokotteen kehitykselle. Uusia gliooman liittyvia
antigeenejd on etsitty, ja tutkimuksissa on tormitty neljdén potentiaaliseen antigeeniin mRNA-

rokotteiden kehityksen kannalta. '

TAA:ihin kohdistuvat mRNA-rokotteet eivit ole kuitenkaan ongelmattomia. > TAA:t eivit vilttimtti
tuota halutun suuruista T-soluvastetta ja immunotoleranssia kliinisessd immunoterapiassa. Liséksi

joidenkin TAA:iden ilmentyminen normaaleissa soluissa saattaa aiheuttaa sivuvaikutuksia. 2
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4.2 Kasvainspesifisiin antigeeneihin pohjautuvat rokotteet

Kasvainspesifiset antigeenit (Tumor-specific antigens, TSAs) ovat proteiineja tai peptidifragmentteja,
jotka ovat joko pelkdstdéin kasvainsolujen tuottamia tai vaihtoehtoisesti erittdin ylituotettuja
kasvainsolujen toimesta normaaleihin soluihin verrattuna. * T#llaiset antigeenit syntyvit sydpégeenisisti

prosesseista, kuten mutaatioista ja translaation jilkeisisti modifikaatioista.’

Neoantigeenit ovat kasvainspesifisid antigeeneji, jotka esiintyvit sydpésolujen pinnalla. > Neoantigeenit
ovat ideaaleja kohteita immunoterapeuttisille hoitomuodoille, silld niitd ei esiinny ollenkaan
normaaleissa kudoksissa. Ne ovat kasvainkohtaisia, jonka my6té ne pystyvét kiertdméén toleranssi- ja

autoimmuuniteettiongelmat, jotka usein liittyvit jaettujen kasvainantigeenien kohdistamiseen. 2

Neoantigeeneilld on kaksi alaryhméé: jaetut sekd yksilolliset neoantigeenit. Jactut neoantigeenit ovat
tiettyjen kasvaintyyppien tai potilaiden keskuudessa yleisid mutaatiopohjaisia antigeenejd, joita ei 10ydy
kuitenkaan normaalista genomista. ** Kyseisid jaettuja antigeeneji on tunnistettu, ja titi voitaisiin
kayttdd hyodyksi rokotteiden kehittédmisessd. Potilaat, jotka sairastavat samaa syOpétyyppid kuin ne
potilaat, joilta 16ytyy néité yleisesti ilmenevid antigeenejd, voitaisiin rokottaa kyseistd syOpéd vastaan.
Yksilolliset neoantigeenit ovat taas spesifisid kullekin ihmiselle ja kasvaimelle. Saman syovin
kasvaimet voivat olla hyvinkin erilaisia keskendén, puhtaasti personalisoitu l&hestymistapa rokotteissa

olisi paras metodi. Niin varmistetaan vaste jokaiseen yksittiiseenkin sydpén. 2

Neoantigeenipohjaisten mRNA-rokotteiden potentiaalia tukee niiden kyky tuottaa spesifinen ja vahva
immuunivaste. Varhaisen vaiheen kliiniset kokeet ovat antaneet ndyttod rokotteen tuottamista T-

solujen vasteesta seki kliinisisti eduista, kuten sydvin uusiutumisen riskin viheneminen.

4.3 mRNA-rokotteiden kohdesyovat

Munuaissolusydpi (Renal cell carcinoma, RCC) on yksi yleisimmisti sydvistd maailmassa. > RCC
luokitellaan immunogeeniseksi kasvaimeksi, jonka myo6té sitd voitaisiin hoitaa immunoterapeuttisesti
télld hetkelld suositun leikkaushoidon sijasta. Onkin todettu, etti RNA:lla transfektoidut dendriittisolut
ovat turvallinen, in vivo kasvainspesifisid polyklonaalisia T-soluja aktivoiva sekd tdysin toteutettavissa
oleva hoitomuoto RCC:hen. On myds todettu mRNA-rokotteen, joka koostui kuutta eri TAA:ta
koodavista RNA:ista, lisdévdaédn T-soluvastetta useita TAA epitooppeja vastaan. Tdméd on
myotavaikuttanut kokonaiseloonjddmisen pidentymiseen potilailla, joilla on metastaattinen, eli

etépesikkeiti aiheuttanut RCC.’
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Aivokasvaimilla tarkoitetaan kasvaimia, jotka kasvavat kallonsiséisesti, ja ne ovat yksi yleisimmista
syistd kuolemaan johtavissa sydpitapauksissa. > Tlld hetkelld aivokasvaimia hoidetaan tyypillisesti
joko leikkaamalla tai sidehoidolla. Aivojen monimutkaisen rakenteen sekd mahdollisten etidpesikkeiden
takia, leikkaushoidolla ei saada vélttdmaéttd haluttua lopputulosta. Tdméin seurauksena kasvaimia on

yritetty hoitaa immunoterapialla, ja kuten aiemmin mainittu lupaavia tuloksia on havaittu.

Melanooma aggressiivinen kasvain, joka syntyy iholla melaniinia tuottavissa pigmenttisoluissa eli

melanosyyteissa. °

Melanoomakasvaimet ovat alttiita muodostamaan etépesikkeitd, tehden
melanoomasta erittdin hengenvaarallisen syOpityypin. Melanoomaa hoidetaan myds yleisimmin
leikkaushoidolla sekd kemoterapialla. Immunoterapiset hoitomuodot ovat myos yleisesti kéytettyja
melanooman hoidossa, silldi melanooman pinnalla esiintyy kolmenlaisia proteiineja, jotka voidaan
esitelld MHC I -molekyylin pinnalla immuunipuolustukselle. Myos kaupallista FixVac-rokotetta on
tutkittu FIRST-IN-HUMAN kliinisessd tutkimuksessa pitkdlle edenneilli melanoomapotilailla.
Kyseisté rokotetta voidaan injektoida suonensiséisesti neljdd mutatoimatonta TAA:ta vastaan. Rokote

on ollut turvallinen ja osoittanut alustavasti antikasvainvastetta joko yksindén tai yhdistettynd immuuni-

inhibiittorin kanssa. >

Lénsimaissa yleisin miehill4 esiintyvi pahanlaatuinen sairaus on eturauhassydpi.’ Cancer Statisticsin
artikkelin (2022) mukaan eturauhassyopd on yleisin diagnosoitu sydpd sekéd toiseksi yleisin
kuolemantapauksia aiheuttavissa syOpétapauksissa. Eturauhasen poiston liséksi eturauhassyovin
hoitoon kaytetidén myds esimerkiksi kemoterapiaa ja sidehoitoa. Eturauhassydpéa on mahdollista hoitaa
my0s immunoterapialla, ja esimerkiksi kaksi rokotetta, CV9103 sekd CV9104 ovat tilld hetkelld
saatavilla eturauhassydpipotilaille.’ Niissd rokotteissa on kiytetty hyviksi RNActive® -teknologiaa,
joka on CureVacin kehittimi teknologia-alusta, joka parantaa mRNA-molekyylien pysyvyytté,
proteiinintuotantoa ja immuunivastetta.”*’ RNActive®:n kiyttd perustuu protamiiniin, joka on luonnossa
esiintyvit kationinen peptidiseos. *° Protamiini sitoutuu voimakkaasti negatiivisesti varautuneisiin
molekyyleihin, kuten RNA:han, ja suojaa RNA:ta entsymaattiselta hajoamiselta sekd edistdd sen
kulkeutumista soluihin. ** RNA CV9103 ja CV9104 -rokotteiden on todettu olevan erittiin spesifisi,

turvallisia ja tehokkaita eturauhassydvin hoitoon. °

Keuhkosyopi, joka on yleisin kuolemaan johtava syopd koko maailmassa, voidaan jakaa kahteen
histologiseen alatyyppiin: pienisoluiseen keuhkosyopdin (small cell lung cancer, SCLC) ja ei-
pienisoluiseen keuhkosydpiin (not-small cell lung cancer, NSCLC). > RNA-rokotteita NSCLC:n
hoitoon on péissyt jo kliinisiin kokeisiin asti, niistd esimerkkini RNActive® -teknologiaan perustuva
CV9201-rokote. Kyseinen rokote koodaa viittda NSCLC-antigeenié ja sen todettiin olevan hyvin siedetty

sekd tuottavan havaittavan immuunivasteen. °
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5 Yhteenveto

RNA-rokotteet ovat viime vuosina nousseet merkittavaksi tutkimuskohteeksi syovéan hoidossa, silld ne
tarjoavat mahdollisuuden yksilollisesti rdétéloityihin ja tehokkaisiin immunoterapeuttisiin hoitoihin.
mRNA-rokotteet perustuvat in vitro -syntetisoituun RNA:han, joka ohjaa solujen proteiinintuotantoa ja
aktivoi immuunijirjestelméd. Soluihin toimitettu RNA-molekyyli ohjaa haluttujen antigeenien
tuotantoa, miké aktivoi immuunijirjestelméd hyokkdadmain syopésoluja vastaan. Tdmi ldhestymistapa
mahdollistaa spesifisten sydpdantigeenien tunnistamisen ja eliminoimisen ilman riskié integroitumisesta

osaksi genomia.

Teknologian kehitys ja uuden tutkimuksen tekeminen, erityisesti COVID-19-pandemian vauhdittamana,
ovat edistdneet RNA-rokotteiden soveltamista myds syovén hoidossa. RNA-rokotteiden tuotanto on
nopeaa ja joustavaa, silld niiden saanto IVT:n avulla on runsasta. Rokotteita voidaan raatiloida eri
syopatyyppeihin sopiviksi ja niiden turvallisuusprofiili on erinomainen. Lisiksi mRNA-rokotteiden
tehokkuutta voidaan séédelld erilaisilla kemiallisilla modifikaatioilla, jotka liséévét niiden stabiiliutta ja

translaatiotehokkuutta solussa.

mRNA-rokotteiden kehittdminen ei ole kuitenkaan mutkatonta. mRNA:n negatiivinen varaus,
luonnollinen epédvakaus ja immuunijirjestelmén mahdollinen reaktio vieraaseen mRNA:han tuottavat
ongelmia. Niitd ongelmia on pyritty ratkaisemaan erilaisilla modifikaatioilla seké kuljetusmenetelmilld.
Kuljetusmenetelmistd  keskeisimmiksi vaihtoehdoiksi ovat nousseet lipidinanopartikkelit ja
dendriittisolut, jotka suojaavat mRNA:ta hajotukselta sekd kuljettavat sen tehokkaasti ja spesifisesti

kohdesoluun.

mRNA-rokotteita on tutkittu laajalti useiden sydpétyyppien, kuten aivokasvainten, melanooman,
keuhkosydpien sekd munuaissydvin, hoidossa. Esimerkiksi munuaissyévan hoidossa mRNA-rokotteet
ovat osoittaneet kykyd aktivoida kasvainspesifistd immuunivastetta seké pidentdd potilaiden elinik&a.
Glioomien eli aivokasvainten kohdalla mRNA-rokotteet ovat tarjonneet uudenlaisen l&hestymistavan

erityisesti silloin, kun leikkaushoito tai kemoterapia eivét ole olleet riittdvia.

Vaikka RNA-rokotteet ovat tuottaneet lupaavia tuloksia eri sydpétyyppien hoidossa, niiden
laajamittainen kayttoonotto vaatii edelleen lisdtutkimusta ja kehitystyotd. Haasteina ovat edelleen
immuunivasteen  optimointi,  tehokkaampien  kuljetusmenetelmien  kehittiminen  seka
pitkdaikaisvaikutusten arviointi. Tulevaisuudessa RNA-rokotteet voisivat tarjota uuden, yksildllisen ja
tehokkaan vaihtoehdon sydvin hoitoon, joko yksindédn tai yhdistettynd muiden immunoterapioiden

kanssa.
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