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Abstract: La tecnologia basata sull'autoamplificazione (sa)RNA rappresenta l'ultima 6 

frontiera nell'utilizzo dell'RNA sintetico in vaccinologia. Tipicamente, gli saRNA sono 7 

costituiti da molecole di RNA a filamento positivo di origine virale (quasi esclusiva- 8 

mente da alfavirus) in cui le sequenze delle proteine strutturali vengono sostituite con 9 

sequenze che codificano per l'antigene di interesse. Per la somministrazione in vivo, 10 

vengono complessati con nanoparticelle lipidiche (LNP), proprio come gli attuali vac- 11 

cini contro il COVID-19 basati su (m)RNA messaggero sintetico. Data la loro capacità 12 

di autoamplificarsi all'interno della cellula, livelli intracellulari ottimali dell'antigene 13 

immunogenico possono essere raggiunti somministrando quantità inferiori di mole- 14 

cole di saRNA rispetto ai vaccini a base di mRNA. Tuttavia, l'eccessivo accumulo intra- 15 

cellulare di saRNA può rappresentare un inconveniente rilevante poiché, come già de- 16 

scritto nelle cellule infettate da alfavirus, la cellula ricevente può reagire incorporando 17 

un eccesso di molecole di RNA nelle vescicole extracellulari (EV). Queste EV possono 18 

essere rilasciate dalle cellule ed entrare in cellule vicine e distanti, dove il saRNA asso- 19 

ciato alle'EV può iniziare un nuovo ciclo replicativo. Questo meccanismo potrebbe por- 20 

tare a una diffusione indesiderata e non necessaria di saRNA in tutto il corpo, ponendo 21 

rilevanti problemi di sicurezza. Il presente articolo discute i meccanismi molecolari at- 22 

traverso i quali i saRNA possono essere trasmessi tra diverse cellule/tessuti. Inoltre, 23 

viene proposto un modo semplice per controllare la possibile eccessiva propagazione 24 

intercellulare di saRNA attraverso la co-espressione di una proteina ancorata all'EV che 25 

inibisce la replicazione del saRNA. Sulla base delle attuali conoscenze, un migliora- 26 

mento della sicurezza dei vaccini a base di saRNA appare obbligatorio per il loro uti- 27 

lizzo in soggetti sani. 28 
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 31 

1. Introduzione 32 

Il 12 dicembre 2024, il “Comitato per i medicinali per uso umano” (CHMP) 33 

dell’Agenzia Europea per i Medicinali (EMA) ha raccomandato l’approvazione del medi- 34 

cinale Kostaive [1]. Il 12 febbraio 2025, la Commissione Europea, recependo l’indicazione 35 

dell’EMA, ne ha concesso l’autorizzazione all’immissione in commercio [2]. Kostaive è la 36 

denominazione commerciale del vaccino ARCT-154 [3, 4], che, come nel caso dei vaccini 37 

a mRNA, dovrebbe essere più appropriatamente definito come profarmaco. Si tratta di un 38 

prodotto farmaceutico basato su vescicole lipidiche contenenti molecole di RNA autoam- 39 

plificanti (sa) che codificano la proteina Spike stabilizzata di SARS-CoV-2 e progettato per 40 

proteggere dalla malattia COVID-19. Grazie alla capacità di replicarsi nella cellula 41 



Int. J. Mol. Sci. 2025, 26, x FOR PEER REVIEW 2 of 14 
 

 

bersaglio, sono sufficienti dosi inferiori di RNA per raggiungere livelli di risposta immu- 42 

nitaria simili a quelli indotti dall'iniezione dei vaccini anti-COVID-19 a base di (m)RNA 43 

ampiamente diffusi. 44 

Oltre ad ARCT-154, almeno altri quattro prodotti anti-COVID-19 basati su saRNA 45 

sono in fase di studio clinico. COVAC1 [5-7] e GEMCOVAC-OM [8], entrambi esprimenti 46 

la proteina Spike di SARS-CoV-2 stabilizzata a lunghezza intera, e VLPCOV-1 [9] con la 47 

sua versione migliorata VLPCOV-2 [10], che esprimono il dominio di legame al recettore 48 

Spike. Come nel caso di ARCT-154, questi prodotti derivano dal genoma del virus dell'en- 49 

cefalite equina venezuelana e sono incapsulati in nanoparticelle lipidiche sintetiche simili 50 

ai vaccini anti-COVID-19 a base di mRNA attualmente disponibili. A differenza di questi 51 

ultimi, tuttavia, i prodotti a base di saRNA non incorporano la 5'-metil pseudouridina 52 

nelle proprie sequenze di RNA, dati i suoi effetti inibitori sulla replicazione del saRNA 53 

[11]. La tecnologia basata sui saRNA è stata anche alla base della produzione di vaccini 54 

contro il virus della rabbia, attualmente in fase di sperimentazione clinica [12]. 55 

Da un punto di vista tecnologico, lo sviluppo di farmaci e vaccini basati sui saRNA 56 

rappresenta indubbiamente una rilevante novità. Il loro utilizzo nell'uomo è seguito di 57 

qualche anno dall'introduzione dei vaccini contro il COVID-19 a base di mRNA, che a loro 58 

volta hanno rappresentato un'importante innovazione. Come nel caso della tecnologia ba- 59 

sata su mRNA, farmaci e vaccini a base di saRNA saranno sperimentati e applicati in di- 60 

versi campi, dalle malattie infettive a quelle tumorali. Tuttavia, restano ancora da affron- 61 

tare rilevanti questioni di sicurezza, soprattutto per quanto riguarda l'uso di prodotti bio- 62 

logicamente attivi che esprimono saRNA in esseri umani sani, considerando anche che le 63 

attuali regole per la valutazione non clinica dei vaccini non richiedono studi di farmaco- 64 

cinetica [13]. In questo articolo vengono riassunti i meccanismi molecolari alla base dell'at- 65 

tività del saRNA e della sua interazione con l’apparato multivescicolare della cellula. Ven- 66 

gono inoltre illustrate questioni di sicurezza ancora inesplorate, insieme a una possibile 67 

strategia per controllarle. Ottimizzare la sicurezza delle nuove biotecnologie proposte per 68 

gli esseri umani sani è una questione obbligatoria. 69 

2. Il ciclo replicative dei saRNA  70 

La tecnologia basata sui saRNA si basa sull'ingegnerizzazione del genoma degli al- 71 

favirus, virus a RNA a filamento positivo, in particolare il virus dell'encefalite equina ve- 72 

nezuelana, il virus della foresta di Semliki (SFV) e il virus Sindbis [14]. All'ingresso nella 73 

cellula, le molecole di saRNA possono amplificarsi esprimendo livelli elevati del gene di 74 

interesse, il che è determinante, in molti casi, per indurre una forte immunità antigene- 75 

specifica. Nel genoma degli alfavirus, le proteine replicative non strutturali sono codificate 76 

da sequenze situate all'estremità 5', mentre le sequenze all'estremità 3' codificano le pro- 77 

teine strutturali. L'amplificazione dei saRNA, simile al ciclo replicativo degli alfavirus 78 

[15], inizia con la traduzione delle proteine non strutturali nsP1-P4. Queste formano un 79 

complesso poliproteico che, dopo parziale scissione, sono coinvolte nella sintesi dei fila- 80 

menti di RNA complementari e negativi che fungono da stampo per generare RNA mes- 81 

saggeri (m) genomici e sub-genomici. Questi ultimi sono specificamente dedicati alla pro- 82 

duzione dell'antigene di interesse (Fig. 1). 83 

Le funzioni di ciascuna delle quattro proteine non strutturali sono state studiate in 84 

modo approfondito [16]. NsP1 è un enzima di “capping” che ancora il complesso replicasi 85 

virale alle membrane cellulari. NsP2 ha una funzione elicasica, un'attività proteasica ed è 86 

coinvolta nel “packaging” dell’RNA virale. 87 
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Figura 1. Schema della replicazione del saRNA. All'ingresso nella cellula, le sequenze delle proteine 89 

non strutturali nsP1-P4 vengono tradotte, generando un complesso poliproteico che, dopo parziale 90 

auto-scissione, sintetizza i filamenti di RNA complementari negativi (in giallo). Questi fungono da 91 

stampo per generare RNA messaggeri (m)RNA sia genomici che sub-genomici (in verde), questi 92 

ultimi specificamente dedicati alla produzione dell'antigene di interesse. CAP: struttura del cap 5'; 93 

UTR: regione non tradotta; SGP: promotore sub-genomico; poly-A: coda poliadenilata. 94 

NsP3 interagisce con diverse proteine delle cellule ospiti e la sua inattivazione riduce 95 

drasticamente l'efficienza di replicazione del genoma e l'espressione dell'RNA sub-geno- 96 

mico, influenzando così i livelli di repliazione virale. Infine, nsP4 ha attività di RNA poli- 97 

merasi RNA-dipendente (RDRP). 98 

Per produrre l'immunogeno desiderato, il genoma dell'alfavirus viene ingegneriz- 99 

zato in modo che le sequenze che codificano per le proteine strutturali vengano sostituite 100 

con sequenze specifiche per il gene di interesse, ovvero quelle della proteina Spike di 101 

SARS-CoV-2 nel caso dei vaccini contro il COVID-19 a base di saRNA. In questo modo, il 102 

gene di interesse viene tradotto nella fase tardiva del ciclo di replicazione da RNA sub- 103 

genomici la cui espressione è regolata da un promotore interno sub-genomico. 104 

Il vantaggio più evidente della tecnologia a saRNA rispetto alla tecnologia a mRNA 105 

è rappresentato dalla minore quantità di molecole di RNA da somministrare per ottenere 106 

una risposta immunitaria comparabile. Ad esempio, livelli di risposta immunitaria simili 107 

a quelli generati dall'inoculazione nei topi di un vaccino a mRNA sono stati ottenuti con 108 

una dose di saRNA più di 60 volte inferiore [17]. Nella sperimentazione clinica di fase 3, 109 

l'inoculazione di 5 µg di RNA equivalenti di saRNA ha prodotto effetti immunogenici di 110 

forza simile a quelli provocati da 30 µg di un vaccino a base di mRNA [4]. Da un punto di 111 

vista biologico, la differenza più evidente è che mentre l'mRNA artificiale, una volta en- 112 

trato nella cellula, può persistere, supportato dalla ri-adenilazione indotta dall’enzima 113 
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cellulare TENT5A [18], o degradarsi gradualmente, il saRNA può riprodursi e accumu- 114 

larsi all'interno della cellula bersaglio. 115 

 116 

3. Il destino intracellulare del saRNA e il suo caricamento nelle vescicole 117 

extracellulari 118 

 119 

La caratteristica biologica più rilevante delle molecole di saRNA consiste nella loro 120 

capacità di replicarsi una volta internalizzate dalle cellule bersaglio. I prodotti finali del 121 

ciclo replicativo sono molecole di RNA a lunghezza intera a filamento positivo, stabiliz- 122 

zate da un cap 5' e poliadenilate all'estremità 3', insieme a mRNA sub-genomici che, in 123 

seguito a poliadenilazione, diventano stampi per la produzione dell'antigene di interesse. 124 

A differenza del ciclo replicativo del virus parentale, in cui l'RNA a lunghezza intera 125 

neosintetizzato si assembla con le proteine virali strutturali neosintetizzate per formare la 126 

progenie virale, ci si aspetta che il saRNA a lunghezza intera neosintetizzato si accumuli 127 

intracellularmente, resistendo nel contempo alla rapida degradazione intracellulare. I dati 128 

della letteratura aiutano a prevedere il destino delle molecole di saRNA neosintetizzate. 129 

In particolare, risultati rilevanti sono stati ottenuti considerando i sofisticati meccanismi 130 

che le cellule attivano per rimuovere l'eccesso di molecole estranee, in particolare il si- 131 

stema multivescicolare/esosomale [19, 20]. 132 

Tutte le cellule rilasciano costitutivamente vescicole di varie dimensioni, ricono- 133 

scendo diverse biogenesi [21]. Le vescicole extracellulari (EV) rilasciate dalle cellule sane 134 

sono generalmente distinte in microvescicole (50-1.000 nm) ed esosomi (50-200 nm). Sia le 135 

microvescicole (anche denominate ectosomi) che gli esosomi sono vescicole costituite da 136 

doppio strato lipidico. Le prime gemmanodalla membrana plasmatica, mentre i secondi 137 

originano intracellularmente dall'invaginazione verso l'interno delle membrane degli en- 138 

dosomi. Questo processo induce la formazione di vescicole intraluminali (ILV), che diven- 139 

tano parte dei corpi multivescicolari (MVB). Possono raggiungere i lisosomi per la degra- 140 

dazione o la membrana plasmatica, con cui si fondono, rilasciando così il loro contenuto 141 

nell'ambiente extracellulare sotto forma di esosomi. 142 

In origine, si pensava che le EV fossero una sorta di “contenitori di spazzatura” at- 143 

traverso i quali le cellule espellono i loro rifiuti. Oggi, è ampiamente accettato che le EV 144 

siano anche componenti chiave della rete di comunicazione intercellulare. Esse incorpo- 145 

rano mRNA, microRNA (miRNA), DNA e proteine, che possono essere funzionali nelle 146 

cellule bersaglio [22]. Grazie alla loro stabilità nei fluidi biologici, le EV possono circolare 147 

nell'organismo e la loro interazione con le cellule bersaglio può portare alla loro interna- 148 

lizzazione. Ciò è mediato da una vasta gamma di meccanismi, tra cui il legame a specifici 149 

recettori cellulari, la fusione con la membrana plasmatica, seguita dal rilascio del carico di 150 

esosomi direttamente nel citoplasma, la micropinocitosi, la fagocitosi e l'endocitosi me- 151 

diata da clatrina, caveolina o “raft” lipidici. 152 

Per quanto riguarda la loro composizione molecolare, alcune proteine delle EV sono 153 

specifiche di un tipo cellulare, mentre altre sono parti invariabili delle EV, indipendente- 154 

mente dalla cellula di origine. Le proteine tipiche presenti nelle microvescicole sono CD40, 155 

selectine, integrine e proteine del citoscheletro. D'altra parte, gli esosomi sono arricchiti 156 

con prodotti coinvolti nella formazione di MVB (ad esempio, Alix, TSG101), nel trasporto 157 

e nella fusione di membrana (ad esempio, annessine, flotilline, GTPasi), nell'adesione (ad 158 

esempio, integrine), nelle tetraspanine (ad esempio, CD9, CD63, CD81, CD82) e nella pre- 159 

sentazione dell'antigene (molecole MHC di classe I e II). 160 

Le EV possono trasportare RNA sia a corta che a lunga catena. Oltre agli mRNA e ai 161 

microRNA, altre specie di RNA sono state trovate nelle EV, come RNA virali, Y-RNA, 162 

frammenti di tRNA, RNA mitocondriali, piccoli RNA nucleari, piccoli RNA nucleolari, 163 

RNA interagenti con piwi e lunghi RNA non codificanti [23]. I meccanismi che regolano 164 
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il caricamento specifico di specie di RNA nelle EV sono solo parzialmente noti. Il carica- 165 

mento di RNA nelle EV avviene attraverso meccanismi attivi o passivi. Nel primo conte- 166 

sto, le proteine leganti l'RNA (RBP) svolgono un ruolo chiave nello smistamento delle 167 

molecole di RNA negli esosomi [24, 25]. È stato identificato un breve motivo nucleotidico 168 

che regola lo smistamento dell'RNA negli esosomi attraverso il legame con la proteina 169 

ubiquitaria RNP-A2B1 [26]. Successivamente, è stata rilevata una breve sequenza nucleo- 170 

tidica alternativa come motivo di legame per il rilascio di miRNA, mediato da hnRNP-Q, 171 

negli esosomi rilasciati dagli epatociti [27]. Insieme, queste sequenze fanno parte dei co- 172 

siddetti "Exomotif" che svolgono un ruolo essenziale nel caricamento attivo di RNA negli 173 

esosomi [28]. D'altra parte, gli RNA possono essere caricati nelle EV mediante meccanismi 174 

passivi guidati dall'elevata concentrazione intracellulare di uno specifico RNA [29]. Que- 175 

sto potrebbe essere il caso di molecole di saRNA neosintetizzate a lunghezza intera, il cui 176 

accumulo intracellulare dovrebbe essere elevato quanto quello successivo a un'infezione 177 

virale acuta. 178 

 179 

4. EV come veicoli di propagazione del genoma dell'alfavirus: il poten- 180 

ziale della diffusione del saRNA associato alle EV 181 

Studi sia in vitro che in vivo hanno dimostrato la diffusione del genoma degli alfa- 182 

virus attraverso le EV. In dettaglio, è stato riportato che sia i genomi del virus Semliki 183 

Forest che del virus Sindbis, difettivi per l'espressione delle proteine del capside, possono 184 

propagarsi sia in cellule di mammifero che di insetto attraverso le EV [19]. Questi genomi 185 

difettivi si propagano sia in presenza che in assenza della co-espressione delle rispettive 186 

proteine Spike. È stato dimostrato che le EV che emergono dalle cellule che esprimono i 187 

genomi virali mutati incorporano l'RNA virale a filamento positivo, competente per la 188 

replicazione, e sono infettivi in vivo, dove si diffondono con maggiore efficienza nei pol- 189 

moni. Conclusioni simili sono state tratte analizzando i surnatanti di cellule epiteliali in- 190 

fettate da un altro alfa-virus, ovvero il virus Chikungunya [20]. Sulla base di queste evi- 191 

denze sperimentali, sembra più che plausibile che eventi simili si possano verificare in 192 

cellule infettate da saRNA (Fig. 2). Le EV che emergono da queste cellule possono pene- 193 

trare in cellule e tessuti vicini e distanti, e la diffusione delle EV caricate con saRNA può 194 

portare a un'espansione di tipo virale. La diffusione del saRNA mediata dalle EV potrebbe 195 

anche essere favorita dal caricamento diretto negli esosomi di molecole di LNP-saRNA 196 

che sfuggono alla degradazione endosomiale, come descritto per gli mRNA che espri- 197 

mono sia eritropoietina che VEGF-A [30, 31]. 198 

Sebbene questi meccanismi possano essere in qualche modo vantaggiosi per quanto 199 

riguarda l'immunogenicità desiderata, possono altresì essere considerati processi pratica- 200 

mente off-target. Infatti, a differenza della maggior parte delle specie virali, le EV possono 201 

penetrare nelle cellule di qualsiasi tessuto/organo, dati i loro molteplici meccanismi di 202 

ingresso cellulare. In questo scenario, l'unico ostacolo alla diffusione delle EV con saRNA 203 

sarebbe la risposta immunitaria adattativa indotta contro gli antigeni espressi dal saRNA. 204 

 205 
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Figura 2. Un modello del destino intracellulare del saRNA. Dopo il rilascio intracellulare, guidato 207 

dagli LNP a cui i saRNA sono complessati (1), il ciclo replicativo si avvia. Dopo il rilascio del saRNA 208 

nel citoplasma (2), il ciclo replicativo, guidato dal complesso proteico nsP1-4 neosintetizzato, av- 209 

viene in siti protetti chiamati "sferule", dove il saRNA si accumula (3). Sia i filamenti di saRNA 210 

positivi genomici che quelli sub-genomici vengono quindi rilasciati nel citoplasma (4). In assenza di 211 

proteine virali strutturali con cui interagire, le molecole di saRNA genomico stabilizzate dal cap 212 

possono essere smistate in microvescicole che emergono dalla membrana plasmatica (5) e in vesci- 213 

cole intraluminali che si accumulano nelle membrane cellulari (MVB) (6), che vengono infine rila- 214 

sciate nello spazio extracellulare (7). Il risultato finale è il rilascio delle EV che incorporano il saRNA. 215 

. 216 

Tuttavia, sia le risposte immunitarie umorali che quelle cellulari richiedono giorni 217 

per svilupparsi in modo efficiente, mentre il ciclo di replicazione del saRNA si completa 218 

in poche ore e le EV possano diffondersi in pochi minuti. 219 

Ulteriori risultati di studi sulla biodistribuzione supportano l'idea che il saRNA possa 220 

avere un potenziale replicativo in vivo. Una singola iniezione intramuscolare nei ratti di 221 

un saRNA che esprime la glicoproteina della rabbia ha portato alla distribuzione del vac- 222 

cino nei polmoni, nel fegato e nella milza entro due giorni. Significativamente, il carico di 223 

saRNA rilevato nei polmoni è aumentato di oltre cento volte al quindicesimo giorno suc- 224 

cessivo all'iniezione. Forti aumenti dei livelli di saRNA sono stati documentati anche nel 225 

fegato e nella milza otto giorni dopo l'inoculazione [32]. 226 

In un altro studio sulla biodistribuzione, le quantità di saRNA esprimente l'emagglu- 227 

tinina del virus dell'influenza aviaria rilevate nella milza dei topi iniettati sono aumentate 228 

dal quinto al settimo giorno dopo la somministrazione intramuscolare [33]. Nel com- 229 

plesso, questi risultati corroborano fortemente le precedenti evidenze ottenute con genomi 230 

difettivi dei virus SFV e Sindbis. 231 

Le conseguenze attese della diffusione del saRNA dipendono principalmente dall'at- 232 

tività biologica del gene di interesse espresso. Il caso della proteina SARS-CoV-2 233 
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stabilizzata richiede alcune considerazioni specifiche. In primo luogo, la presenza pro- 234 

tratta di Spike, principalmente conseguenza della persistenza dell'mRNA del vaccino, è 235 

stata documentata nei vaccinati [34, 35], suggerendo quindi che la risposta immunitaria 236 

non può eliminare rapidamente le cellule che esprimono la proteina Spike di SARS-CoV- 237 

2. In secondo luogo, è stato suggerito che la proteina Spike di SARS-CoV-2 si associ agli 238 

esosomi [36, 37]. In tal caso, si dovrebbe indagare se gli esosomi che esprimono Spike 239 

possano essere facilitati nell'ingresso e nel rilascio di molecole di saRNA nelle cellule che 240 

esprimono ACE2, e quali siano le conseguenze di ciò. Infine, e probabilmente più impor- 241 

tante, l'effetto dell'espressione della proteina Spike di SARS-CoV-2 diffusa nell'organismo 242 

dovrebbe essere valutato in termini di tossicità complessiva, in relazione al legame con 243 

ACE2, nonché ad altri bersagli molecolari [38], che portano a effetti indesiderati, tra cui 244 

risposte infiammatorie, disregolazione immunitaria e autoimmunità [39-42]. 245 

In ogni caso, una caratteristica peculiare dei saRNA è la loro potenziale capacità di 246 

diffondersi nell'organismo. Pertanto, la ricerca di un metodo per mitigare/inibire la loro 247 

diffusione incontrollata appare ampiamente auspicabile. 248 

 249 

5. Un modo per controllare la diffusione del saRNA 250 

La circolazione incontrollata di EV che incorporano RNA a lunghezza intera può rap- 251 

presentare una limitazione di sicurezza per l'uso di vaccini a base di saRNA negli esseri 252 

umani. Per superare tale potenziale inconveniente, la coespressione nelle EV di un inibi- 253 

tore della replicazione del saRNA sarebbe di grande aiuto. A questo proposito, abbiamo 254 

identificato un mutante proteico difettivo di Nef in HIV-1, ovvero Nefmut, che agisce come 255 

proteina di ancoraggio delle EV [43]. Si tratta di un mutante proteico funzionalmente di- 256 

fettivo, privo degli effetti Nef tipicamente associati alla patogenesi dell'HIV e che mostra 257 

una straordinaria capacità di incorporarsi negli EV, ovvero da 50 a 100 volte più efficien- 258 

temente rispetto all'isoforma wild-type. Nefmut può essere fuso al suo C-terminale con pro- 259 

teine di scelta, mantenendo nel contempo le sue proprietà di ancoraggio degli EV. Per- 260 

tanto, Nefmut consente l'incorporazione di elevate quantità di antigeni ad esso fusi nelle 261 

cellule EV, che rimangono così protette da fattori di neutralizzazione e/o degradazione 262 

esterni. Nefmut si lega ai foglietti interni delle membrane intracellulari e plasmatiche, con 263 

cui interagisce strettamente attraverso le sue code miristilate e palmitoilate N-terminali 264 

[44]. 265 

Le cellule infettate da alfavirus resistono alla superinfezione omologa attraverso 266 

un blocco che si verifica a livello della trascrizione dell'RNA virale [45, 46]. È stato ripor- 267 

tato che la coespressione di nsP2 inibisce l'attività dell'omologo RDRP [47]. Sulla base di 268 

queste evidenze sperimentali, le caratteristiche di Nefmut sarebbero fondamentali per otte- 269 

nere il controllo della diffusione dei saRNA. In particolare, un saRNA modificato ver- 270 

rebbe progettato in modo che una proteina di fusione Nefmut/nsP2 venga co-espressa con 271 

l'antigene di interesse attraverso la creazione di un RNA bi-cistronico, unendo le rispet- 272 

tive sequenze con un sito di ingresso interno al ribosoma (IRES) [48]. In questo modo, le 273 

cellule che internalizzano il saRNA accumulano i prodotti di fusione Nefmut/nsP2 nelle 274 

loro EV nascenti. Pertanto, quando le EV che incorporano saRNA entrano nelle cellule, il 275 

ciclo replicativo del saRNA può essere limitato dall'effetto inibitorio di nsP2 associato 276 

all'EV (Fig. 3). Inoltre, un'ampia serie di evidenze sperimentali ha dimostrato che le EV 277 

che incorporano antigeni fusi con Nefmut inducono una forte risposta immunitaria citotos- 278 

sica (CTL) indotta dai linfociti T CD8+, che porta all'eliminazione delle cellule che espri- 279 

mono l'antigene [49-51]. Pertanto, le EV che emergono dalle cellule esprimenti 280 

Nefmut/nsP2 possono agire come immunogeni specifici in grado di suscitare una risposta 281 

immunitaria CTL contro le cellule che esprimono saRNA. In questo modo, la risposta 282 

immunitaria contro Nefmut/nsP2, che, data la sua sovraespressione, dovrebbe essere 283 
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prevalente rispetto a quella verso le altre proteine alfavirus, contribuirebbe a controllare 284 

la diffusione del saRNA. In sintesi, la co-espressione di Nefmut/nsP2 nel contesto di vac- 285 

cini a base di saRNA potrà proteggere dagli effetti collaterali indesiderati/imprevisti do- 286 

vuti alla diffusione incontrollata del saRNA mediata dalle EV. Si presume che questa 287 

protezione avvenga attraverso due meccanismi distinti: inibendo la replicazione del 288 

saRNA nelle cellule e inducendo l'immunità CTL contro le cellule che esprimono nsP2. 289 

Questa strategia mitigherebbe specificamente i rischi legati all'autoamplificazione. Nel 290 

caso dei vaccini contro il COVID-19 basati sulla proteina Spike, sarebbe necessario stu- 291 

diare in quali tessuti, per quanto tempo e in quale quantità la proteina Spike può essere 292 

prodotta. 293 

 294 

 295 

Figura 3. Generazione di saRNA autolimitante. Dopo l'ingresso nella cellula e il completamento del 296 

ciclo replicativo (1-4), la traduzione delle molecole di RNA sub-genomico porta alla produzione di 297 

Nefmut/nsP2. Il prodotto di fusione raggiunge sia la superficie interna della membrana plasmatica 298 

(5) sia le vescicole intraluminali (6-7), venendo così incorporato nelle vescicole extracellulari emer- 299 

genti insieme al saRNA a lunghezza intera. 300 

6. Conclusioni 301 

Lo sviluppo della piattaforma tecnologica basata su saRNA apre certamente prospet- 302 

tive molto interessanti nella ricerca di base, traslazionale, preclinica e clinica. Come già 303 

accaduto con le tecnologie basate su retrovirus e lentivirus, la profonda conoscenza della 304 

biologia dei virus ha permesso la manipolazione dei loro genomi con l'obiettivo finale di 305 

creare nuovi farmaci preventivi/terapeutici. Ad esempio, i vettori lentivirali vengono 306 

sfruttati per produrre cellule CAR-T per curare i pazienti oncologici [52]. Recentemente, 307 

un vaccino contro il COVID-19 a base di saRNA è stato commercializzato per l'uso in per- 308 

sone sane [1]. Questo fatto impone una valutazione accurata dei potenziali rischi biologici. 309 

I risultati dello studio clinico di fase 3 di ARCT-154 somministrato come quarta dose di 310 

richiamo dopo tre dosi di un vaccino a base di mRNA suggeriscono che la sua efficacia 311 

protettiva non è inferiore a quella indotta dalla quarta dose del vaccino a mRNA 312 
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considerato come benchmark [4]. Tuttavia, l'effettiva impossibilità di valutare le conse- 313 

guenze immunologiche delle precedenti immunizzazioni anti-SARS-CoV-2 rende i risul- 314 

tati difficili da interpretare. 315 

Oltre ai vantaggi non così ovvi di questa nuova generazione di vaccini contro il CO- 316 

VID-19, l'uso di saRNA in esseri umani sani pone problemi di sicurezza senza precedenti, 317 

che sono stati solo parzialmente studiati. Hick e colleghi hanno dimostrato una ridotta 318 

replicazione di alfavirus omologhi nelle cellule che esprimono saRNA, a causa degli effetti 319 

dell'interferenza virale omologa [53]. Questo meccanismo riduce la possibilità di ricombi- 320 

nazione tra il virus infettante e il saRNA, sebbene il blocco appaia incompleto e una certa 321 

co-replicazione sia ancora possibile a seconda delle dosi di virus/saRNA utilizzate e della 322 

tempistica della superinfezione. D'altra parte, non sono state rilevate ricombinazioni virali 323 

nei topi iniettati con saRNA e infettati con l'alfavirus parentale. 324 

Al contrario, non si sa nulla sulla possibile diffusione delle molecole di saRNA. Nel 325 

presente articolo viene proposto un meccanismo realistico di trasmissione intercellulare 326 

di saRNA basato su precedenti risultati sperimentali. Una caratteristica peculiare delle 327 

molecole di saRNA è la loro efficienza nel replicarsi, proprio come fanno i genomi virali. 328 

Tuttavia, a differenza del ciclo replicativo dei virus autentici, è atteso che le molecole di 329 

saRNA a lunghezza intera si accumulino intracellularmente poiché non possono fuoriu- 330 

scire dalla cellula a seguito dell'associazione con le proteine strutturali virali. In partico- 331 

lare, e a differenza di molte altre specie virali, il genoma degli alfavirus si diffonde effica- 332 

cemente nelle particelle virali emergenti [54] e, come dimostrato per il virus Chikungunya 333 

[20], anche nelle EV. Per questi motivi, appare fondamentale indagare se l'accumulo in- 334 

tracellulare di saRNA a lunghezza intera si associ alla generazione di EV che incorporano 335 

saRNA. L'associazione dell'RNA virale con le EV non è una novità nel campo della viro- 336 

logia. Ad esempio, i lentivirus sfruttano il traffico intercellulare degli esosomi sia per la 337 

biogenesi delle particelle virali sia come mezzo di infezione [55]. Analogamente, la tra- 338 

smissione attraverso EV è stata descritta per HBV [56], HCV [57], HSV [58] e virus Dengue 339 

[59]. 340 

È inoltre urgente un'indagine approfondita sulla possibile associazione di saRNA con 341 

EV, considerando il vaccino recentemente commercializzato progettato per esprimere 342 

Spike di SARS-CoV-2, ovvero una proteina biologicamente attiva in grado di legare e at- 343 

tivare il diffuso recettore cellulare ACE2. L'eccessiva ridistribuzione di saRNA che 344 

esprime Spike potrebbe esacerbare gli eventi avversi già descritti per i vaccini a base di 345 

mRNA [38], nonché aumentare il numero di cellule che possono essere attaccate e uccise 346 

dalla risposta immunitaria anti-Spike evocata. È stato riportato che l'espressione della pro- 347 

teina dell'envelope virale (la Spike) non è necessaria per la replicazione del genoma dell'al- 348 

favirus incorporato nelle EV [19]. Tuttavia, si prevede che l'associazione di Spike di SARS- 349 

CoV-2 con queste EV faciliti il loro trasporto nelle cellule che esprimono ACE2, rendendo 350 

così lo scenario generale ancora più complicato. Ulteriori dati richiedono un'indagine ur- 351 

gente sulla possibile associazione saRNA-EV. In primo luogo, molti autori hanno dimo- 352 

strato che le EV circolanti possono migrare facilmente nei tessuti polmonari [60]. A questo 353 

proposito, è stato dimostrato che le EV associate al genoma SFV difettivi per l’espressione 354 

delle proteine del capside si replicano nei polmoni in modo efficiente, comunque più effi- 355 

ciente del virus wild-type stesso [19]. In secondo luogo, quantità ben rilevabili di EV sono 356 

state trovate associate alle esalazioni polmonari [61-63]. Pertanto, oltre ai fluidi corporei, 357 

le esalazioni polmonari potrebbero essere un modo per trasmettere le EV che incorporano 358 

saRNA, aprendo nel contempo la possibilità teorica di un impatto ambientale [64]. In terzo 359 

luogo, le EV non riconoscono barriere di specie efficaci. 360 

La strategia proposta di inattivazione della trasmissione tramite saRNA rappresen- 361 

terebbe un modo per mitigare il rischio di sovraespressione indesiderata del gene di 362 
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interesse, da sfruttare per la progettazione di vaccini di seconda generazione basati su 363 

saRNA in un'efficace configurazione bi-cistronica. 364 
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