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0SSZEFOGLALAS

Amikor Kariko Katalin és Drew Weissman az elsé cikket kdzolte arrdl, hogy az uracilbazisok mo-
dositdsa a terapias célra hasznalt mRNS-ben elegendd ahhoz, hogy elejét vegyiik a kisérleti alla-
tokban kialakulé gyulladdsos immunvélasznak, réadasul nagysagrendekkel fokozza az mRNS-ré|
termel6dé fehérje mennyiségét, még a tudomanyos kozvélemény is kevés figyelmet szentelt
neki. Derrick Rossi volt egyike azoknak a keveseknek, akik felismerték, hogy a rovid ideig, sok fe-
hérje termelését kivaltd, majd nyomtalanul elttiné mRNS idedlis eszkdz az indukalt pluripotens
Ossejtek eldallitasara. A koronavirus-vildgjarvanyban az mRNS-alapu védéoltasok elsopré sikere
tette aztdn a felfedezést vildgszerte ismertté. Ez az irds — részben Weissman Nobel-el6adasa
alapjan — azt szeretné bemutatni, hogy a kérokozdk és daganatos betegségek elleni vakcinak
fejlesztésén kivil milyen sokiranyu felhasznalasi lehetéségek allnak még a modositott mRNS-ek
elétt. Néhany enzimhianyra visszavezethetd 6rokletes betegség gydgyitasara mar folynak a ki-
sérletek, de a rosszindulati betegségek kezelését forradalmasité immunterapias eljardsokban
is bizonyithatjak hasznossagukat: termelje meg a beteg az 6t gydgyitd ellenanyagokat! Egyre
nagyobb gyakorisdggal jelennek meg olyan cikkek, amelyek uj, szellemes megoldasokkal gaz-
dagitjak a médositott mRNS-ek terdpids alkalmazasait.

ABSTRACT

When Katalin Karik6 and Drew Weissman published the first paper showing that the
modification of uracil bases in therapeutic mRNA was sufficient to prevent an inflammatory
immune response in experimental animals, and that it also increased the amount of protein
produced from mRNA by orders of magnitude, it received little attention even from the scientific
community. Derrick Rossi was one of the few people who recognized that mRNA, which briefly
triggers the production of large amounts of protein and then disappears without a trace, was
an ideal tool for the production of induced pluripotent stem cells. The overwhelming success of
mRNA-based vaccines in the coronavirus pandemic brought the discovery to global attention.
This paper, based in part on Weissman'’s Nobel Lecture, aims to highlight the many applications
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of engineered mRNAs beyond the development of vaccines against malignant diseases and
different pathogenic agents. Experiments are already underway to cure some hereditary
diseases caused by enzyme deficiencies, but they could also prove useful in immunotherapies
that could revolutionize the treatment of malignant diseases, allowing patients to produce the
antibodies that will cure them. New and ingenious solutions for the therapeutic use of modified
MRNAs are being published in an increasing number of articles.

Kulcsszavak: mRNS, védoéoltds, iPSC (indukalt pluripotens Ossejt), Orokletes enzim-
hidnybetegségek, rak immunterapia

Keywords: mRNA, vaccine, iPSC (induced pluripotent stem cells), inheritable enzyme deficiencies,
cancer immunotherapy

Mielott Kariké Katalin és Drew Weissman felfedezte, hogy az uridin helyett
pszeudouridint tartalmazd mRNS (messenger RNA, hirvivo ribonukleinsav) él6
allatokban nem okoz gyulladéasos valaszt, hanem jelent6s mennyiségii fehérje ter-
melddését valtja ki (Kariko et al., 2005), a tudomanyos kozvélemény mar teljesen
szkeptikus volt az mRNS felhasznalhatosagat illetden. Phillip A. Sharp (aki az
intronok felfedezéséért Richard J. Robertsszel Nobel-dijat kapott) egyszer kifej-
tette, hogy az mRNS terdpias alkalmazasra alkalmatlan. Ez a vélekedés annyira
elfogadotta valt, hogy amikor Karikdék az eredményeikrol szolo cikket probaltak
ko6z0Ini, sem a Nature, sem a Science nem tartotta a cikket kozlésre alkalmasnak.

A koronavirus-jarvany berobbanasa és az mRNS-vakcindk sikere nélkiil valo-
szinilileg ma is csak néhany kutatéonak csengene ismerdsen Kariké és Weissman
neve. Pedig elébbinek soha nem volt a prioritasai kdzott véddoltasok kifejlesz-
tése. Vagy htisz éven keresztiil Karikd célja az volt, hogy az orokletes enzim-
hianyos betegségekre talaljon gyogymodot. Szamos olyan betegséget ismeriink
(ilyenek a lizoszomalis tarolasi betegségek, példaul mukopoliszaharidézisok, mu-
kolipidézisok, oligoszaharidozisok, mint a Gaucher-, Fabry-, Hurler-, Sanfilippo-,
Hunter-, Tay—Sachs-, Niemann—Pick-, Pompe-betegségek stb.), amelyek kivalto
oka az, hogy egyes gének hibas vagy hianyz6 kopiai, alléljei miatt nem terme-
16dik egy életfontossagu enzim, vagy nem termelddik beldle elegendd. Ha a gén
hibaja miatt nem termelédik mRNS, mesterséges mRNS-t kellene bejuttatni a
sejtekbe, a sejt el tudna késziteni a megfeleld fehérjét, és az ki tudna fejteni hata-
sat. Csak ez az elmélet nem volt megvalosithato: szamos kisérletben az mRNS in
vitro nagyon szépen miikodott, de ha nem tenyésztett sejtekbe, hanem allatokba
juttattak be, erés gyulladast generalt, mikozben alig termelddott nyomnyi fehérje.

Egy sok évtizeddel korabbi kozlemény (Isaacs—Lindemann, 1957) arrél sza-
molt be, hogy a viralis nukleinsavak interferontermelést valtanak ki. Az inter-
feronok fert6zés esetén az immunrendszert mobilizalo kis fehérjék — amelyek
egyebek mellett gyulladast is kivaltanak. Kariké ugy vélte, hogy — az idékozben
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felfedezett — mintazatfelismerd receptoroknak (review: Janeway, 2013) lehet sze-
repitk az mRNS 4ltal kivaltott gyulladasban is. A mintazatfelismerd receptorok-
kal az immunrendszer olyan molekularis mintadzatokat érzékel, amelyek kiilon-
fele korokozd organizmusokra jellemzdek. Ilyen a Gram-negativ baktériumok
lipopoliszaharidja, a bakterialis DNS (deoxyribonucleic acid, dezoxiribonuklein-
sav), a szaporodé virus kétszala RNS-e (ribonucleic acid, ribonukleinsav), a lep-
rat, glimokort okozd mikobaktériumok lipopeptidjei, a rovarok, gombak kitinje
vagy az egysejtii gombak sejtfalanak mannoproteinjei.

Kariko kisérletei soran kideriilt, hogy minden mesterséges RNS, poliribo-
nukleotid vagy természetes RNS-féleség valamennyire aktivalja az immunrend-
szert — az egyetlen kivétel az aminosavakat szallitoé transzferRNS (tRNS) volt.
Az a tRNS, amely érése utan olyan rendhagyo nukleotidokat is tartalmaz, mint
a dihidrouridin vagy a pszeudouridin (1. abra). Ez adta az otletet, hogy olyan
mRNS-t kellene szintetizalni, amelyben ilyen bazisok helyettesitik az uridint. Az
otlet bevalt, a bazismodositott mRNS nem keltett gyulladast, viszont rengeteg
fehérje termelését tette lehetové!
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1. abra. Dihidrouridin, uridin és pszeudouridin

Forras: a szerz6 szerkesztése

Weissman volt az, aki véddoltast szeretett volna kifejleszteni, és nem is akarmilyen
koérokozo, egyenesen a HIV (human immundeficiencia-virus) elleni vakcina volt a
célja, ez hozta 6ssze Karikoval (aki akkor azt toditotta, hogy mRNS-sel barmit meg
lehet csinalni). De a koronavirus elleni vakcinat Kariko (aki idokozben elvesztet-
te allasat a Pennsylvaniai Egyetemen) mar a BioNTech cég két vezetdjével, Ugur
Sahinnal és Ozlem Tiirecivel alkotta meg. A médositott mRNS-alapt oltasok olyan
hatdsos immunvalaszt alakitottak ki, amilyenre korabban nem volt példa.

Egy védooltast akkor mindsitenek alkalmasnak, ha a beoltottak kozott 50% fe-
lett van a védettek aranya. A szezonalis influenzaoltasok hatasfoka példaul ritkan
haladja meg a 70%-ot, és az is jol ismert, hogy a kor el6érehaladtaval a vakcinak
egyre kevésbé tudnak hatasos immunvalaszt kivaltani, idések kozott a védettség
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akar 10-20%-ra is lecsokkenhet. Mindkét szempontbol bajnok volt az Gj tech-
nologia: korabban sohasem latott mértékben, a beoltottak 98%-aban alakult ki
védettség, és ez az érték még a 70—80 év felettiek kdzott is magasnak bizonyult.

Vilagszerte megindult a kutatas, hogy a legkiilonb6z6bb korokozok ellen modo-
sitott mRNS-alapti véddoltasokat fejlesszenek ki. A Szegedrdl elszarmazott Pardi
Norbert a Pennsylvaniai Egyetemen olyan vakcinak fejlesztésében vett/vesz részt,
mint a Zika-virus, a Lyme-kor, a krimi—kongoi vérzéses laz virusa, egy herpesz-
virus és a SARS-CoV-2 elleni vakcinak (Pardi et al., 2017). Most éppen nagy re-
ményeket fliznek egy olyan véddoltas megalkotasdhoz, amely sokféle, talan vala-
mennyi influenzavirus fertézése ellen védelmet jelentene. Ugyan nagyon sokféle
influenzavirus van, de ezek szdmos antigénje atfedd. Ezek kozott vannak olyanok
is, amelyek nem nagyon valtozhatnak meg, mert akkor a virus elvesztené fert6-
zOképességét. A kiilonbozd influenzatdrzsek erdsen konzervalt peptidjeit kodolo
mRNS-szakaszokat kombinaljak egyetlen mRNS-sé, ezt lehet majd — reményeik
szerint — vakcinaként hasznalni. Ez védettséget tudna kialakitani valamennyi is-
mert influenzavirus ellen, nem lenne sziikség az évenkénti szezonalis oltasokra.

A BioNTech eredeti kiildetése rosszindulatli betegségek terapiaja volt, rakos
betegségek ellen kifejlesztett védooltasok fejlesztése. Ezen a téren dolgoznak ma
is, vannak is biztatd eredményeik, elsésorban azokkal a vakcinakkal, amelyek a
tumorszovetben immunstimulaléd citokin fehérjék termelddését valtjak ki. Sza-
mos daganat esetében az immunrendszer nem aktivalodik kelldképpen, toleranci-
at mutat a tumorsejtekkel szemben. Ennek lehet oka a tumor antigének alacsony
koncentracidja, vagy a citotoxikus T-sejtek aktivalodasanak gatlasa. A citokinek,
ezek a kis moltomegii fehérjék (interleukin—12, interferon alfa, granulocita-mo-
nocita koloniastimulalo faktor, IL—15 sushi stb.) odavonzzak és/vagy aktivaljak a
tumorba behatolé immunsejteket (citotoxikus limfocitdkat, természetes 6losejte-
ket, M1-makrofagokat stb.), és ez az a hatas, amely sok esetben a koros folyamat
fekezéséhez, megallitasahoz vezet.

De az mRNS bizonyitotta, hogy mas célokra is felhasznalhatd. A regenerativ
(helyreallitd) medicina, a kdrosodott sejtek, szovetek, szervek potlasara iranyuld
tudomanyag nagy igérete volt az embrionalis Ossejtek (ESC) felhasznalasa. Ezek-
nek a sejteknek az a kiilonlegessége, hogy — megfeleld koriilmények kozott — in
vitro is atalakithatok minden olyan sejttipussa, amely a felnétt szervezetben el6-
fordul. De az embrionalis Ossejtek felhasznalasanak szamos modszertani, és foleg
etikai akadalya van.

Ekkor jott a nagy attdrés: Jamanaka Sinja (Sinya Jamanaka) és munkatarsai
(Takahashi et al., 2007, Nobel-dij 2012) bizonyitottak, hogy szinte barmilyen testi
sejtet at lehet alakitani dssejtté (Un. indukalt pluripotens Ossejtté, iPSC-v¢€), ha el
tudjuk érni, hogy négy, génaktivitast szabalyozo fehérje, transzkripcios faktor egy
ideig mitkodésbe lépjen. A fehérjék bejuttatasa nehézkes, ha viszont az ket kodold
géneket juttatjuk be, azok ott maradnak, pedig nem lenne rajuk sziikség a tovabbi-
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akban. Kiilonféle tritkkokkel lehet csak elérni, hogy a fehérjék rovid ideig, de csak
rovid ideig termelddjenek a sejtekben. Derrick Rossi, egy kitlind kanadai dssejtku-
tato volt az elsd, aki Karikoék 2005. évi cikkére felfigyelt. Felismerte, hogy a modo-
sitott mRNS az idedlis eszkoz: bejut a sejtbe, kivaltja a fehérjék termelddését, de ro-
videsen elbomlik: kivaltja a sejtek Ossejtté alakulasat, de semmilyen hosszabb tava
hatasa nincs (Warren et al., 2010). Rossi volt a Moderna (Modified RNA) cég kitala-
16ja, akit aztan a cég megtollasodasa utan a pénzt begyjtd alapitok lapatra tettek.

Természetesen Kariko eredeti céljat is tobb kutatdcsoport probalja megvaldsi-
tani, az enzimhianyos betegségben szenveddk gydgyitasat a megfelel6 mRNS-ek
bejuttatasaval. A vakcindkbol jol ismert lipid nanorészecskék, amelyek kifejlesz-
tésében oriasi érdeme van Pieter Cullis kanadai laboratériumanak (Cullis—Hope,
2017), konnyen célba juttathatok, ha felsziniiket olyan molekulakkal modositjak,
amelyek egy-egy sejttipusra jellemzd felszini molekuldkkal Iépnek kapcsolatba
(példaul: receptorok ligandjai, sejtadhézios molekuldk, glikoproteineket felisme-
0 lektinek, felszini fehérjék ellen termelt ellenanyagok vagy azok révidebb szar-
mazeékai, mint Fab, scFv, minibody stb.).

Hala a rekombinans DNS-technoldgianak, szamos hianybetegségben szenve-
d6 beteg szamara mar korabban is elérhetd volt az enzimpotlas (ERT, enzyme
replacement therapy), genetikailag modositott sejtek altal eldallitott, tisztitott en-
zimek formajaban. Ez ugyan nagyon koltséges, de nagyon jol miikodik példaul a
lizoszomalis tarolasi betegségek esetében, mert ezek az enzimek sejtrdl sejtre at
tudnak adodni. Nem megoldott viszont olyan sejtmagi enzimek sejtbe juttatasa,
amelyeknek a sejten beliili transzportjat (célba jutasat) nem tudjuk megoldani. Jo
példa ezekre a betegségekre a Kabuki-kor, a Siderius tipusu szellemi fogyatékos-
sag vagy a Rett-szindroma. Az eldbbi kettdben a gének epigenetikai mdodositasat
végz0 enzimek (H3K4 hiszton-lizin N-metiltranszferaz, illetve a H3K20 hiszton
demetilaz), az utobbi esetében az epigenetikai modositasokat felismerd fehérje
(metil-CpG koto fehérje 2) hianyzik. Ezek a sejtmagi fehérjék nem jutnak be a ke-
ringésbdl a sejtekbe. Ilyenkor johet segitségiinkre az mRNS: a sejtben termel6d6
fehérje transzportja a természetes uton magatol oldédik meg, megtalalja helyét a
magban, €s elvégzi feladatat.

Az elmult évtizedben a rosszindulatu betegségek gyodgyitasaban szinte forra-
dalmi valtozast jelentett az immunterapia (ICI, immune checkpoint inhibition)
alkalmazasa. Gyakran az az oka annak, hogy az immunrendszer tehetetlen az
elfajult sejtekkel szemben, hogy a tumor mikrokdrnyezetében (a véletleniil fellépd
mutaciok kovetkeztében) olyan fehérjék termelddnek, amelyek megakadalyozzak
a tumort pusztitdo T-sejtek mikddését, vagy kivaltjak azok inaktivalodasat, vagy
beinditjak az immunsejtek programozott halalat. Ennek kovetkeztében a hatasos
immunvalasz elmarad, pedig az immunrendszer megfelelen aktivalodott.

Az immunterapia Iényege, hogy a betegbe olyan (monoklonalis) ellenanyagokat
juttatunk, amelyek hatastalanitjak a tumor mikrokdrnyezete altal termelt fehér-
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jéket (ilyen példaul a programozott halal receptoranak ligandja, a PD-1L), vagy
lehetetlenné teszik a T-sejtek felszinén kifejez6dd receptorok (CTLA-4, PD-1)
jelfolyamatanak beindulasat, igy az immunsejt inaktivalodasat vagy programo-
zott halalat. Az immunterapia gyakran olyan reménytelen betegek teljes gyogyu-
lasat is képes kivaltani, akik szervezetében az attétek eltavolitasa mar sebészileg
megoldhatatlan. A fékeitél megszabaditott immunrendszer testszerte azonositja
¢s elpusztitja a tumorsejteket.

Ezek a gyogyszerek modfelett dragak, hiszen a fejlesztési koltségeken kiviil
maga az eldallitas is nagy raforditast igénylo high-tech feladat: egy tobb szaz
aminosavbol all6 molekulat kell hibatlan konformacidban eldallitani, reprodu-
kalhatoan, megfeleld modositasokkal (pléldaul glikozilacioval), tdmeges meny-
nyiségben. Itt ismét szerephez juthat az mRNS. Ha nem magat a monoklonalis
ellenanyagot juttatjuk be a betegek sejtjeibe, hanem csak ennek mRNS-ét, akkor
a hatdanyag tokéletes konformacidban, természetes glikozilacioval, folyamatosan
termelddik a beteg szervezetében. Persze az mRNS rovid ¢életideje miatt itt is
sziikség lesz Gijabb €s ujabb ,,oltdsokra”. Nem mellesleg, az mRNS beoltasa egy
egyszerl orvosi rendelében is megoldhato, mig az ellenanyagok infzioja mar
korhazi koriilményeket és joval tobb id6t igényel.

A sejtek altal bemutatott tumor antigének és a T-sejt ezt felismerd receptora
kozotti kolesonhatas gyakran nem elég erds, vagy a tumorsejtek antigénbemutato
képessége elveszett (ez egy véletlen mutacio, amely jelentds szelekcios elényt biz-
tosit az elfajult sejt szamara). Ilyenkor a daganat sejtjeinek szaporodasat kevéssé
vagy egyaltalan nem tudjak kontrollalni a T-sejtek. Ekkor tud beavatkozni a tudo-
many! A rakkutatas egyik 0j talalmanya a bispecifikus ellenanyag felhasznalasa
(2. abray).

2. abra. Bispecifikus ellenanyag: a vilagosabb, illetve sotétebb szinnel jelolt részek
a valtozé doménben az antigént felismerd hurkok (CDR-ek)

Forras: a szerz0 szerkesztése
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A bispecifikus antitest egy olyan immunoglobulin, amelyik egyik antigénfelis-
merd helyével erdsen kotddik a tumorsejt valamelyik felszini fehérjéjéhez (nem
is igényel feltétleniil bemutatott antigént, egy felszini antigén is megteszi), mig
masik karjaval a citotoxikus T-limfocita CD3-fehérjéjét ismeri fel (ez a T-sejt re-
ceptoranak egyik alegysége). Ezaltal mint egy keriton6, 6sszeboronalja a kivég-
zésre itélt tumorsejtet a hohéraval. Elonyosebb a teljes ellenanyag helyett csak az
antigénfelismerd doméneket 6sszekotve egy kis molekulat eléallitani, ez a BiTE
(bispecific T cell engager, bispecifikus T-sejt-kapcsold molekula) (Loffler et al.,
2003). A két sejt fizikai kozelsége aktivalja a T-sejtet, perforint termel, amely
feloldja a tumorsejt membranjat, bejuttatva a sejtbe a granzimet, amely beinditja
a sejthalalt (3. dbra).

N
%% IO

anti-T-sejt (CD3)

BiTE -->

R

3. abra. BiTE: a bispecifikus T-sejt-kapcsolé molekula.
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tumorsejt

anti-tumor antigén

a sejt-sejt kapcsolatot 1étrehozo, minimalis méretii molekula.

Forras: a szerz0 szerkesztése

Az immunterapiahoz hasonléan a bispecifikus ellenanyag el6allitasanak, mind-
ségkontrolljanak a koltségei miatt a kezelés ara itt is meglehetésen borsos, és gaz-
dasagosabb lehet az mRNS bejuttatasa a beteg szervezetébe. Ebben az esetben
is a beteg maga allitja el6 a gyogyitdé immunglobulint tokéletes konformacidban,
megfeleld mennyiségben, ameddig sziikség van ra, ahogy Karikoék kisérletében
az egerek is megtették (Stadler et al., 2017). Itt is tovabbi elény, hogy egy egysze-
rii oltas kevesebb 1d6t és kevésbé igényes infrastruktirat igényel, mint az infzio.

A nukleozidmodositott mRNS terapias felhasznalasa alig par évre tekint visz-
sza. Ez az irds nem kivant atfogé szakirodalmi 0sszegzést adni, csak szemléltetni
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szerette volna azokat a sokszinii, gyakran roppant szellemes megoldasokat, ame-
lyekkel ez a technoldgia kiilonb6z6 betegségesoportok gyogyitasdhoz hozza tud/
tudott jarulni. Es ez a lista varhatéan honaprol honapra bdviilni fog.
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