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Geleneksel viriis agilarinin en bilyiik dezavantaji, gelistiriimesindeki zaman kisithilidi ve genis 6lcekli Greti-
mindeki glcliiklerdir. Bu nedenle, daha gliclii ve cok yonli asi platformlarinin gelistirilmesine ihtiyac duyul-
maktadir. mRNA asilari; yiiksek potansiyeli, hizli gelistirme kapasitesi, duisiik maliyetli tretim ve glivenli uy-
gulama potansiyeli nedeniyle geleneksel asi yaklagimlarina Gimit verici bir alternatif olusturmaktadir. Basarili
bir RNA agisi icin mRNA'nin kararlihdi ve translasyonu ¢cok 6nemlidir. Translasyon stirecinde mRNA safligini,
stabilitesini ve protein verimini belirlemek kritiktir. Bu nedenle, 5" baslk yapisinin modifikasyonu, poli (A)
kuyrugunun uzatilmasi, amino asit kodlamayan (UTR) ve kodlayan (ORF) bélgelerdeki niikleotit dizilerinin
dlizenlenmesi veya modifiye edilmis niikleotitlerin yapiya dahil edilmesi gibi RNA dizisinin mihendisligi,
sentetik MRNA'y1 her zamankinden daha fazla cevrilebilir hale getirmistir. Asi olarak, replike olmayan ve
kendi kendine ¢ogalan iki mRNA sinifi kullaniimaktadir. Replike olmayan mRNA, yalnizca ilgili protein an-
tijenlerini kodlarken, kendi kendine cogalan mRNA, RNA replikasyonu icin gereken proteinleri de kodlar.
mRNA asilarinin hiicrelere transferi ve formiilasyonu, antijen ekspresyonunun kinetigini, protein miktarini
ve bagisiklik cevabinin gliclinii belirlemek icin ¢cok énemlidir. Bu basariyi saglayabilmek icin mRNA asilari;
hiicrelere, lipit nanopartikiller, polimerler, peptitler, ¢ciplak mRNA gibi cesitli formatlarda verilerek en etkili
transfer materyali gelistirilmeye calisiimaktadir. Son teknolojik gelismeler, in vivo transferde ve translasyon-
daki dusiik verimliligi gidermis ve bu asi platformunun cesitli bulasici hastaliklara ve kanserlere karsi klinik
oncesi ve klinik denemelerde yayginlasmasini saglamistir. Gectigimiz on yilda, biyiik teknolojik yenilikler
mRNA'nIn asi gelistirme ve protein replasman tedavisi alanlarinda umut verici bir terapotik arag haline
gelmesini saglamistir. Glinimiizde, mRNA asilari tarafindan antijenler, nétralize edici antikorlar ve bagisik-
Ik sistemini uyarici aktiviteye sahip proteinler kodlanir hale gelmistir. Pek cok mRNA asisinin pre-klinik ve
klinik calismalarda etkili oldugu gortilse de transfer verimliligi, 6zgul hiicre tiplerine hadefleme ve transfer
araclarinin glvenirliligi konularinda hala gelistirilmesi gereken noktalari bulunmaktadir. Bu derlemede, ge-
lecekteki gelisim perspektifleri ile mRNA asilarinin optimizasyonu, formdlasyonu ve hiicrelere transferindeki
son gelismeler ve mevcut zorluklar gozden gegirilmektedir.

Anahtar kelimeler: mRNA; asilar; mRNA asilari; ilag transfer sistemleri.
ABSTRACT

The major disadvantages of traditional virus vaccines are time constraints in development and dif-
ficulties in large-scale production. Therefore, there is a need to develop stronger and more versatile
vaccine platforms. mRNA vaccines constitute a promising alternative to traditional vaccine approaches
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due to their high potential, rapid development capacity, low cost production and safe administration
potential. Stability and translation of mMRNA are crucial for a successful RNA vaccine. It is critical to de-
termine mRNA purity, stability, and protein yield during the translation process. Therefore, engineering
the RNA sequence, such as modification of the 5’ cap structure, extension of the poly (A) tail, editing
nucleotide sequences in non-coding (UTR) and coding (ORF) regions, or incorporating modified nucle-
otides into the structure, makes synthetic mRNA more translatable. Two classes of non-replicating and
self-amplifying mRNA are used as vaccines. While non-replicating mRNA only encodes protein antigens
of interest, self-amplifying mRNA also encodes proteins required for RNA replication. The transfer and
formulation of mMRNA vaccines to cells is crucial for determining the kinetics of antigen expression,
protein amount, and strength of immune response. In order to achieve this success, mRNA vaccines
are given to cells in various formats such as lipid nanoparticles, polymers, peptides, and naked mRNA
to develop the most effective transfer material. Recent technological advances have eliminated the low
efficiency in in vivo transfer and translation and have made this vaccine platform widespread in pre-
clinical and clinical trials against various infectious diseases and cancers. Over the past decade, major
technological innovations have made mRNA a promising therapeutic tool in the fields of vaccine deve-
lopment and protein replacement therapy. Nowadays, antigens, neutralizing antibodies and proteins
with immunostimulating activity have become coded by mRNA vaccines. Although many mRNA vacci-
nes appear to be effective in preclinical and clinical studies, there are still some issues to be improved in
terms of transfer efficiency, targeting to specific cell types, and the reliability of transfer devices. In this
review, the latest developments and current challenges in the optimization, formulation and transfer of
mRNA vaccines to cells with future development perspectives have been reviewed.

Keywords: mRNA; vaccines; mRNA vaccine; drug delivery systems.
Giris

Asilama, hastaliklarin 6nlenmesi ve kontroliine yonelik en basaril tibbi yaklagimdir.
Asilarin basarili bir sekilde gelistirilmesi ve kullanilmasi, binlerce hayati kurtarmig ve bi-
yuk ekonomik kayiplari dnlemistir. Yaygin asi kullaniminin bir sonucu olarak, cicek virtsu
tamamen ortadan kaldinlmis ve dlinya ¢apinda cocuk felci, kizamik ve diger cocukluk
hastaliklarinin insidansi biiyiik élciide azalmistir'. Canli, zayiflatilmis ve inaktive edilmis
patojenler ve protein alt birimleri gibi geleneksel asi yaklasimlari, cesitli tehlikeli hasta-
liklara karsi kalici koruma saglamaktadir?. Bu basariya ragmen, cesitli bulasici patojen-
lere, 6zellikle de kazanilmig bagisiklik yanitindan kurtulabilenlere karsi, asi gelistirmenin
oniinde buytk engeller halen devam etmektedir. Geleneksel virlis asilarinin en buytk
dezavantaji, hizli gelistirilmesi zorunlulugu ve genis 6lcekli yaygin hale getirilebilmesin-
deki zorluktur. Geleneksel asi yaklagimlarinin, kanser gibi bulasici olmayan hastaliklar icin

uygulanmasi da zordur. Bu nedenle, daha guiclii ve ¢cok yonlu agi platformlarinin gelisti-
rilmesine ihtiya¢ duyulmaktadir.

Nukleik asit temelli agilar; DNA (plazmitler) ve RNA (mRNA) asilari, 6zellikle hiicre uya-
rimi i¢in canli organizma temeline dayall agilar taklit eden ancak daha glvenli ve etkili
biyomolekiillerin yolunu acan agilardir®. Bu teknoloji, profilaksiden bulasici hastaliklara,
kanser, otoimmin hastalik ve asin duyarhhk icin gelistirilen terapotiklere kadar uzanan
cok cesitli endikasyon ve hastaliklara karsi yeni asilarin gelistirilmesi icin umut verici bir
potansiyel sergilemektedir. mRNA temelli agilarin, glvenlik, etkinlik, hem B hem de T
hiicre yanitini uyarabilme ve 6zglilliik agisindan geleneksel asilara ve DNA temelli asilara
gore 6nemli avantajlari bulunmaktadir?.
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1990 yilinda farelerde ekzojen bir proteini ifade etmek icin in vitro transkripsiyonlu
(IVT) mRNA'nin ilk kullanimindan bu yana, bu alanda ¢ok yol kat edilmis ve mRNA'nin
cesitli 6zellikleri nedeniyle, gelecegin asisi olma potansiyeli cok artmistir®. mRNA agilari-
nin avantajlan su sekilde siralanabilir:

i) Bir mRNA asisinin gelistirme siireci, geleneksel asilarindan ¢ok daha hizlidir. 2020’de
siddetli akut solunum sendromu Coronavirus 2 (SARS-CoV-2) salgininda viral genom
dizisinin ortaya ¢ikarilmasindan sonraki on hafta icinde, bir mRNA asisi, faz | klinik dene-
medeki ilk goniillilere uygulanmustir®.

ii) In vitro transkripsiyon reaksiyonunun yiiriitiilmesi kolaydir, yiiksek verime sahiptir
ve 6lceklendirilebilir®. Gelismis endiistriyel kurulum, kilograma kadar 6lceklerde mRNA
Uretebilir (Sekil 1).

iif) MRNA asisi, antijen proteinlerinin hiicre ici sentezini saglayarak, bazi antijenler icin
zorlayici olan protein saflastirma ve uzun vadeli stabilizasyon ihtiyacini ortadan kaldirir®,

iv) RNA, ribontiikleazlara (RNaz’'lar) karsi uygun sekilde korunursa, proteinlere kiyasla
bozulmaya daha az egilimli oldugundan, mRNA'nin tasinmasi ve depolanmasi, protein
temelli asilardan daha kolay olabilir’.

v) mRNA bulasici ve genoma entegre olmayan bir platform oldugundan, potansiyel
enfeksiyon riski veya insersiyonel mutajenez riski yoktur. in vivo yarilanma émrii kisadir
ve mRNA normal hiicresel siirecler tarafindan yikilir’.

mRNA asilari, bu avantajlari nedeniyle hizli bulasici hastalik salginlarina yanit olarak
zamaninda Uretilmesi ve uygulanabilmesi potansiyeline sahiptir.
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Sekil 1. mRNA asilarini gelistirme sireci.
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Gectigimiz on yilda, biyik teknolojik yenilikler ve arastirma yatirimlari, mRNA'nin asi
gelistirme ve protein replasman tedavisi alanlarinda umut verici bir terapétik arag haline
gelmesini saglamistir. Ginumuizde, mRNA agilar tarafindan t¢ ana protein tiirt kodlanir
hale gelmistir: antijenler, notralize edici antikorlar ve bagisiklik sistemini uyarici aktiviteye
sahip proteinler®.

Bu derlemede, mRNA dUretimi, kalitesi, mRNA formati ve formulasyon yontemlerini
tartisip, uygulama yollar 6zetlenmis ve mRNA asilarinin zorluklari ve gelecekteki gelisimi
g6zden gecirilmistir.

mRNA Dizi Miihendisligi ve Potansiyel Verimlilik

Basarili bir RNA agisi icin mRNA'nin kararliligi ve translasyonu ¢ok 6nemlidir. Translas-
yon strecinde mRNA safligini, stabilitesini ve protein verimini belirlemek kritiktir. Bu ne-
denle, RNA dizi mihendisligi, sentetik mRNA'y1 her zamankinden daha fazla cevrilebilir
hale getirmistir®.

Asi olarak iki mRNA sinifi, yani replike olmayan (1000-5000 niikleotit) ve kendi kendi-
ne cogalan mRNA (8000-12000 nukleotit) yaygin olarak kullanilmaktadir. Replike olma-
yan mRNA, yalnizca ilgili protein antijenlerini kodlarken, kendi kendine cogalan mRNA,
RNA replikasyonunu miimkiin kilan proteinleri de kodlamaktadir'®. Kendi kendine coga-
lan mRNA’ya dayanan agilar, bir RNA virtsiiniin (6rnegin; alfavirs, flaviviris veya pikor-
naviriis) yapisal olmayan (nsp) replikasyon mekanizmasini da icermektedir'%'" (Sekil 2A).

Fonksiyonel sentetik mRNA, bir rekombinant RNA polimeraz (T7, T3 veya SP6) kulla-
nilarak, bir plazmit DNA (pDNA) kalibindan in vitro transkripsiyon ile sentezlenmektedir.
Bu nedenle, pDNA'nin hazirlanmasi, mMRNA'nin tretiminde ilk adimdir. Sirasiyla baslan-
gi¢ ve bitis kodonlari ile isaretlenen ilgili proteini kodlayan olgun mRNA'nin acik okuma
cercevesi (“open reading frame: ORF”), proteine cevrilmeyen (UTR) bolgelerle cevrelen-
mistir ve ideal olarak bir 5’ baslik (“Cap”) ve bir poli (A) kuyrugu icermektedir'’.

Hem dogal hem de IVT mRNA'nin farmakodinamik aktivitesi, sitozolde gerceklesir. IVT
mRNA sitozole verildiginde, farmakolojisi, endojen mRNA’nin stabilitesini ve translasyo-
nunu diizenleyen ayni karmasik hicresel mekanizmalar tarafindan yonetilir. Tasarlanmig
IVT mRNA, endojen mRNA'y1 o kadar yakindan andirir ki, hiicresel translasyon makinesi
(ribozomlar), post-translasyonel modifikasyonlara ugrayabilen ve sonunda olgun protein
artind ile sonucglanan bir proteini sentezlemek icin sorunsuz bir sekilde calismahdir. Sito-
zolde ekzojen mRNA'nin biyoyararlanimini etkileyen iki ana faktor vardir: i) RNaz aracili
hizli degradasyon ve ii) proteoglikan kapli hiicre membraninin negatif yikleri ile negatif
yukli mRNA molekiilleri arasindaki elektrostatik itme nedeniyle plazma membrani bo-
yunca pasif difiizyon'2.

mMRNA'nin hizi yikimini 6nlemek, kararliligini artirmak ve translasyon verimliligini
yukseltmek icin dizi mihendisligi stratejileri uygulanmaktadir. Bu kapsamdaki dizi mu-
hendisligi stratejileri; 5 baslik yapisinin modifikasyonu, poli (A) kuyrugunun uzatilmasi,
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UTR’lerin ve ORF'deki niikleotit dizilerinin miihendisligi ve/veya modifiye edilmis niikle-
otitlerin yapiya dahil edilmesini icermektedir.

5’ Baslik Analoglari: Okaryotik ve viral genomlardan gelen mRNA'lar, mRNA dizisinin
5" ucunda bir 7-metilguanosin (m7G) bashgina (m7GpppN yapisi) sahiptir Bu m7G in
vitro transkripsiyon sirasinda bir 5, 5’-trifosfat koprusi (ppp) ile mRNA'nin ilk nikleoti-
dine baglanir ve mRNA’y1 ekzoniikleazlar tarafindan yikilmaktan korur. mRNA 5’ bashgi
okaryotik baslama faktorti elF4E'nin, mRNA'nin bashgina baglanmasini ve onun ribozo-
ma ylklenmesini saglar, ayrica dogal bagisiklik sensorlerinin mRNA’y1 tanimasini onle-
mede rol oynar'3.

in vitro mRNA sentezi sirasinda 5’ baslik yapilanmasi icin iki yaygin yaklagim vardir.
Birincisi, transkripsiyon sirasinda reaksiyona dinikleotit m7G (5")-ppp-(5")G gibi bir ug
analogu dahil edilebilir. Baslik analogu GTP’den fazlaysa, transkripsiyon GTP yerine baslik
analogu ile baslar ve baslikli mRNA olusturur. ikincisi, mRNA’nin 5’ ucunun kapatilmasi,
transkripsiyondan sonra ineklerdeki cicek hastaligi virisiinden rekombinant olarak ureti-
len kapama enzimleri ile ikinci bir reaksiyon ile gerceklesir'>.

in vitro transkripsiyon sirasinda mRNA'nin 5’ ucunun kapatilmasi en yaygin olarak
uygulanan kapatma yontemidir. Bu reaksiyon sirasinda mRNA g farkli bagliktan birini
cap-0: [m7G (5') pppN,pN,p], cap-1: [m7G (5') pppN,mpNp] ve cap-2: [m7G (5)
pppN,mpN,mp] icerebilir, ancak normal baslik analogunun mRNA dizisine ters olarak
baglanabilme riski bulunmaktadir. Bu durumda, mRNA izomerleri olusur ve mRNA'nin
translasyon verimliligi diiger'>.

5" bashigin ters birlesmesini 6nlemek icin, anti-ters baslik analoglari (ARCA) gelistiril-
mistir. ARCA, transkripsiyon sirasinda metil gruplarinin hidroksil gruplari ile dogru yerde
reaksiyona girmesini saglamak icin modifiye edilmistir. Normal baglk analogu ile karsilas-
tinldiginda, ARCA baslkli mRNA daha ytiksek bir translasyon verimliligine sahiptir. ARCA
baslikli mRNA, normal baslik analogu ile kapatilan mRNA ile karsilastinldiginda tavsan
retikulosit lizatinda iki kattan fazla verimlilikle protein olusturdugu ve ARCA ile bashklan-
mig mMRNA'nin hiicre kilturlerinde daha uzun bir yari 6mre sahip oldugu gosterilmistir.
ARCA’larin, okaryotik baslatma faktorli 4E’ye baglanmasini artirmak icin fosfonat, imi-
dodifosfat, fosforotioat, fosforoselenoat ve boranofosfat ile modifiye edilme calismalari
devam etmektedir. Fosforotioat ile modifiye edilmis ARCA’lar, normal ARCA ile karsilas-
tinldiginda kiiltir hicrelerinde hem translasyon verimliliginin daha fazla arttigi hem de
mRNA'larin yari émriiniin uzadigi gézlenmistir'*,

Poli (A) Kuyrugu: mRNA translasyonunda ve stabilitesinde énemli bir rol oynayan
Poli (A) kuyrugu, translasyon verimliligini diizenlemek icin 5‘'m7G baslik dizileriyle si-
nerjik olarak calismaktadir. Okaryotik translasyon baslatma faktorleri, elF4E, elF4G ve
elF4A, 5'm7G basligina baglanarak bir kompleks olusturur. mRNA'nin poli A kuyruguna
baglanan poliadenosil baglanma proteini (PABP), bir mRNP (haberci riboniikleoprotein)
ile kompleks olusturarak Okaryotik translasyon baslatma faktori elF4G’nin N-terminali
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ile etkilesime girer'>. PABP’lerin poli (A) kuyruguna ve bashga baglanarak mRNA'yr dai-
resellestirmek icin yeterince uzun bir poli (A) kuyrugu gereklidir. Poli (A) kuyruk uzunlu-
gunun arttirilmasinin polizom olusumunun etkinligini artirdigi ve sonug olarak protein
ekspresyon seviyelerini etkiledigi gozlenmistir. Kiltiire edilmis hucrelere transfekte edil-
mis mMRNA’nin translasyonu, poli (A) kuyrugundaki adenin sayisi 54 niikleotitten 98 nuik-
leotide kadar arttirildiginda, protein sentezinin de arttigi gozlenmistir. Bir bagka calisma-
da, mRNA'nin poli (A) kuyruk uzunlugunun kademeli olarak 120 baza kadar artmasinin,
protein ekspresyon dizeyini orantili olarak artirdigi, 120 bazin lzerindeki artiglarin ise,
protein ekspresyonunu daha fazla artirmadigi gosterilmistir'®,

5’ ve 3’ Cevrilmemis Bolgeler: mRNA’daki 5’ ve 3’ UTR'lerin, gen ekspresyonu icin,
onemli oldugu bilinmektedir. UTR’ler, mRNA'nin cekirdekten sitoplazmaya transferinde,
translasyon etkinliginin diizenlenmesinde, mRNA'nin hiicre ici lokalizasyonunun diizen-
lenmesinde ve mRNA stabilitesinde énemlidir'”. ilk mRNA calismalarinda, beta-globin
geninin 5’ ve 3’ UTR bolgeleri mRNA yapisina dahil edilmis ve fare NIH 3T3 fibroblast
hiicre hattinda mRNA'nIn stabilizasyonuna ve translasyon verimliliginin artmasina neden
oldugu gésterilmistir'®. Ayrica 5" UTR bélgesine GCC-(A/G)-CCAUGG dizisinin eklenmesi
ile translasyonun daha dogru bir sekilde baslamasini sagladigi gdsterilmistir'®.

Tatln Etch virGstindn 5° UTR bolgesi, farelerde eritropoietini ifade eden mRNA'ya ta-
kildiginda, farkli memeli hiicre tiplerinde mRNA’nin translasyonunu artirmistir'®. Ayrica,
insan 1s1 sok proteini hsp 70’in 5" UTR bdlgesi, memeli hiicrelerinde mRNA’nin translas-
yonunu artirmis ve mRNA asilarinda basarl olabilecegi gériilmistir. Globin olmayan
genlerden gelen UTR'ler ile, mMRNA'nin terapotik dederinin arastirilmasi icin calismalar
hala devam etmektedir?°.

Bazi durumlarda, mRNA'nin 3’ UTR bolgesine adenilat-iridilat bakimindan zengin
nikleotitlerin eklenmesi MRNA yikimini hizlandirmakta, bdylece protein ekspresyonunun
siiresinin kisaltiimasi saglanabilmektedir?'.

in vitro kopyalanmis mRNA'ya, bir ribozomal giris bolgesi “internal ribosome entry
site (IRES)”nin dahil edilmesi, terapotik proteinlerin ekspresyonunu arttirmak icin alter-
natif ve/veya tamamlayici bir arag olabilir?2. Ornegin; fibroblastlarda, pluripotent kok
hiicreleri yeniden programlamak icin kullanilan dort transkripsiyon faktorini kodlayan
mRNA’lara “encephalomyocarditis viris (EMCV) IRES”, eklendiginde, EMCV IRES'in, bas-
hgr olmayan mRNA'larin bile protein ekspresyonunu yonlendirmek icin basarili oldugu
gOrulmustdr. Bu tur IRES iceren, kapaksiz mRNA ile transfekte edilmis dendritik hiicreler
ile yapilan asilamanin, fareleri melanom hiicre metastazindan korudugu gérilmiistiir?2,

Acik Okuma Cerceveleri (ORF): Kodon kullaniminin da protein translasyonu uzerin-
de bir etkisi vardir. Nadir kodonlari, sitozolde bol miktarda bulunan ayni kokenli tRNA'ya
sahip sik kullanilan es anlamli kodonlarla degistirmek, mRNA’dan protein Gretimini artir-
mak icin yaygin bir uygulama olmasina ragmen bunun giivenirligi sorgulanmaktadir?®2*,
G:C igeriginin zenginlestirilmesi, protein ekspresyonunun artmasini saglayan bagka bir
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dizi optimizasyonudur?3. mRNA yapisina modifiye edilmis niikleositlerin (N' veya N® me-
tiladenozin, 5-metilsitidin, 5-metil-tridin, 2-thio-rtdin, 5-metilhidroksi-uridin, pseudo-
iridin, N'-metilpseudo-iiridin) dahil edilmesi mRNA kararliigini arttirmasinin yanisira,
mRNA'nin ikincil yapisini etkilemesi de mimkiindiir?*.

mRNA'nin Saflagtinlmasi: Bir ilac maddesi olarak kullanilabilmesi icin mRNA'nin, ce-
sitli nikleotitler, oligodeoksiniikleotitler, transkipsiyonun baslangicindaki basarisiz don-
gliden olusan kisa transkriptler ve protein iceren kompleksten temizlenmesi gerekmekte-
dir. mRNA'y1 boyuta gore ayiran tek bir kromatografik adim, hem daha kisa hem de daha
uzun transkriptleri ¢ikarip saf tek bir mRNA uriini verebilir. mRNA icin bir GMP uretim su-
recinde boyle bir kromatografik saflastirmanin uygulanmasi, in vivo protein ekspresyonu
acisindan mRNA molekiillerinin aktivitesini birkac kat arttirmaktadir?®. Gelisen teknoloji
ile birlikte, Baiersdofer ve arkadaslan?® bir polisakkarit olan seliiloz absorbsiyonu ile mRNA
transkriptlerinin temizlenmesinin HPLC kadar ise yaradigini gostermislerdir.

mRNA Asilarinin Hiicreye Transferi ve Formiilasyonu

mRNA agilarinin hticreye transferi ve formilasyonu, antijen ekspresyonunun kineti-
gini ve buyukliglind, ayrica bagisiklik yanitinin giicint belirlemek icin cok onemlidir.
mRNA’nin sitozole etkili transferi hala bir engel olusturmaya devam etmektedir. MRNA'nin
biyiik molekiler agirhgir (10>-10% Da) ve yiiksek negatif yiik yogunlugu, mRNA'nin
hiicresel membranlardan gecirgenligini bozmaktadir. Bir transfer sistemi olmadiginda,
mRNA'nin absorpsiyonu son derece diisiiktir®?’.

mRNA transferini iyilestirmek icin mikro-enjeksiyonlar, gen tabancasi, protamin ile yo-
gunlastirma, RNA adjuvanlari, lipitler ve/veya polimerlerden olusan nanopartikiller icine
kapsiillenmesi gibi transfer araclari gelistirilmistir?® (Tablo ). mRNA'nin in vivo transfek-
siyonunu guglendirmek icin etkin tasiyicilara ihtiya¢ duyulmasina ragmen, bircok in vivo
calismada ¢iplak mRNA uygulanmistir?82%,

Ciplak mRNA'nin Transferi: En basit uygulama stratejisi, ciplak mRNA'nin kas ici en-
jeksiyonudur. Bu durum, tasiyici molekiilleri ortadan kaldirir ve maliyetin ve potansiyel
risklerin azalmasina katkida bulunur. Ciplak mRNA temelli asilarin deri ici yoluyla uygulan-
masinin bir bagka avantaji da, hem hicresel hem de humoral bagisiklik yaniti uyarmasidir.
mRNA, hem ciltte yerlesik dendritik hiicreler (DC), hem de immun olmayan hticreler
tarafindan eksprese edilmektedir?.

Ciplak mRNA'nin cogunun hicrelere kaveola/lipit raft yoluyla girdigi gorilmustir. Bu
da buyik olasilikla kaveolada yogunlastigi ve negatif yikli makromolekdlleri taniyan ve
alimini kolaylastirdigi bilinen bir ¢cdpcii reseptér(lerin) araciigi ile gerceklesmektedir®.
Bununla birlikte ciplak mRNA, hiicreye girerken zorluklarla karsilasir, plazmada kisa bir
yari dmri ve riboniikleaz tarafindan hemen yikilma riskleri vardir.

mRNA'nin Fiziksel Transferi: in vivo mRNA transferinin etkinligini artirmak icin ce-
sitli fiziksel yontemler de denenmistir. Bir calismada, altin parcaciklar ile paketlenen
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Tablo I. mRNA Asilarinda Denenen Transfer Sistemleri

Ciplak mRNA'nin direkt enjeksiyonu
Fiziksel transfer sistemleri
Elektroporasyon
Gen tabancasi
Sonoporasyon
Mikro igneler
Peptit temelli transfer sistemleri
Protamin
Hiicreye penetre olan peptitler (CCP)
Lipit temelli transfer sistemleri
Lipitnanopartikdller (LNP)
DOTAP/DOPE
DOPE/Kolesterol
DOTMA/DOPE
DOTMA/Kolesterol
Polimer temelli transfer sistemleri
PBAE
PBAE/lipit-PEG
PSA
PEI-PEG
DEAE-Dekstran
Lipit-Polimer hibrit transfer sistemleri
PBAE+Lipit+PEG
CLAN (PEG-PLGA, BHEM-Kolesterol

DOTAP: Dioleoil-3-trimetilamonyum propan, DOPE: dioleoilfosfatidiletanolamin, DOTMA: N- [1- (2,3-dioleoiloksi)
propil] -N, N, N trimetilamonyum kloriir, PBAE: poli (B-amino ester), PEG: polietilen glikol, PSA: polietilenimin-
stearik asit, PEl: polietilenimin,

DEAE: Dietilaminoetil, PLGA: Poli (laktik-ko-glikolik asit), CLAN: Katyonik lipid destekli nanopartikiiller, BHEM-
kolesterol: N-bis (2-hidroksietil) -N-metil-N- (2-kolesteril oksikarbonil aminoetil) amonyum bromiir.

mRNA'nin bir gen tabancasi kullanilarak dokulara transfer edilebilecegi gosterilmistir.
Gen tabancasinin fare modellerinde etkili bir RNA transferi ve agilama yontemi oldugu
gosterilmis olasina ragmen, buyik hayvanlarda veya insanlarda etkin olduguna dair bir
veri mevcut degildir’!.

in vivo elektroporasyon ve sonoporasyon gibi yéntemler de mRNA alimini artirmak
icin kullanilmistir, ancak bir calismada elektroporasyon, replike olmayan mRNA temelli
bir asinin degil, yalnizca kendi kendine ¢ogalabilen mRNA'nin immiuinojenitesini arttir-
mistir32. Fiziksel yéntemler, artan hiicre 6limii ve hedef hiicrelere veya dokulara sinirli
erisim nedeniyle in vivo mRNA transferinde gerekli etkinligi saglayamadigindan kullanimi
sinirl kalmugtir.
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ideal olarak, mRNA'y1 hiicreye tasiyan molekiiliin, RNA’y1 riboniikleaz tarafindan po-
tansiyel sindirime karsi korumali ve hedef hiicreye etkili bir transfer saglamali, RNA'nin,
transfer molekiliinden kolayca ayrilmasini ve mRNA'nin endozomdan salinmasini sag-
lamaldir. Optimal bir uygulama araci icin énemli diger unsurlar, hem toksisite olustur-
mamali hem de bagisiklik sistemini yeterince uyarabilmelidir. Bu nedenle arastirmacilar,
son zamanlarda guclu ve cok yonli uygulama araclari olarak, lipit veya polimer temelli
nanopartikiller gelistirmeye yonelmislerdir.

Lipit Temelli Transfer (Lipitler, Lipit Benzeri Bilesikler ve Lipit Tirevleri): Lipit-
ler veya lipit benzeri bilesikler (lipidoidler), lipit tiirevi nanopartikdlleri (LNP) olusturmak
icin yaygin olarak kullanilmaktadir®. Lipozomlar veya lipit nanopartikiiller genellikle dért
bilesenden olusur: yaklasik T00 nm’lik parcaciklar halinde kendi kendine birlesebilen ve
mRNA’nin sitoplazmada endozomal salinmasina izin veren iyonize edilebilir bir katyonik
lipit; formulasyonlarin yart émriinid artiran lipit bagh polietilen glikol (PEG); stabilize edici
bir ajan olan kolesterol ve lipit ¢ift katmanli yapiy1 destekleyen dogal olarak olusan fosfo-
lipitler®3, LNP’ler ile mRNA'nin transferine dayali cesitli klinik deneyler devam etmektedir.
Ornegin iki influenza mRNA asisi (NCT03076385 ve NCT03345043), LNP'ler ile saglikh
yetiskinlere U¢ hafta arayla iki kez kas ici enjeksiyon ile verildiginde, asiy1 alanlarda hu-
moral bagisiklik yanitinin uyarildigi ve asinin givenlik profilinin, inaktif influenza viriis
asllarina gore daha etkili oldugu gosterilmistir. Yakin tarihli bir bagka faz | klinik calisma-
sinda (NCT04064905), Zika virlstuine karsi hazirlanan bir mRNA asisinin, LNP ile kas ici
enjeksiyonundan sonra giivenligi, tolerabilitesi ve immiinojenitesinde artis bildirilmistir4.

Bircok arastirmaci, DOTMA (1,2-di-O-oktadesenil-3-trimetilamonyum propan), 97,127
(N, N-Dimetil-2,3-bis-oktadeka-9,12) gibi katyonik veya iyonize olabilen lipit malzemele-
ri, DLinDMA ([dieniloksi] propan-T-amin) ve TT3 (N1, N3, N5-tris [3- (didodesilamino)]
propil) benzen-1,3,5-trikarboksamid) gibi lipitleri kullanarak daha etkili transfer molekiil-
leri gelistirmeye calismaktadir®®,

Polimer Temelli Transfer: Bazi calismalarin pre-klinik modellerinde, mRNA asi uy-
gulamasi icin polietilenimin (PEI) gibi polimerler kullanilmis ama guivenlik profilindeki
eksiklikler nedeniyle bu molekiiller, klinik asamaya ulasamamigtir3.

Haabeth ve arkadaslari®®, T hiicrelerini verimli bir sekilde hedefleyen ve farelerde yer-
lesik timorlerin temizlenmesine neden olan, ylk degistiren salinabilir tasiyicilar (“charge-
altering releasable transporters CART"”) adi verilen yeni lipit iceren polimerler gelistirmistir.

Chahal ve arkadagslari lipite bagli polietilen glikol (PEG) ve antijen kodlayan, kendi ken-
dine cogalan bir mRNA ile formtile edilmis dendrimerler olarak adlandirilan dalli poliamin
temelli yeni bir polimer gelistirmislerdir. Dendrimer-RNA nanopartikiilleri ile tek doz kas ici
immuinizasyon, antijene 6zgi CD8 + T hiicresi ve farelerde Zika, Ebola ve influenza virusle-
rine ve Toxoplasma gondii'ye karsi notralize edici antikor yanitinin gelismesini saglamistir®”.

Polimerlerin yapisi ile biyolojik tepkileri (6rnegin; transfeksiyon ve toksisite) arasindaki
korelasyonun zayif olmasi nedeniyle, cesitli polimer temelli transfer sistemlerinin tasarimi
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rasyonel yaklagimlardan cok deneysellie dayanmaktadir. Bu nedenle, polimer temelli
transfer sistemleri, lipit temelli transfer sistemleri kadar gelismis degildir.

Peptit Temelli Transfer: Hiicreye niifuz eden peptitler (“Cell-penetrating pepti-
des; CPPs”), mRNA asilari icin nadiren kullanihr ancak bu alanda son zamanlarda baz
ilerlemeler kaydedilmistir. Udhayakumar ve arkadaslari®® mRNA’yi membranlari parca-
layabilen ve bunlara niifuz edebilen partikiller halinde yogunlastirmak icin amfipatik
Arg-Ala-Leu-Ala motiflerini iceren CPP’ler gelistirmis ve fareleri CPP-kompleksli mRNA ile
immdnize ettikten sonra gticli sitolitik T hiicresi yaniti olustugunu gostermislerdir. Bu
platformun glcli antikor tepkilerini veya patojenik enfeksiyonlardan korumayi uyarip
uyarmayacadini arastirmak gelecekteki calismalar icin dnemli olacaktir®®.

Yeni gelistirilen bir katyonik peptit olan protaminin, mRNA'y1, RNazlar tarafindan yi-
kilmaya karsi korudugu gosterilmistir; bununla birlikte tek basina protamin-kompleksli
mRNA, muhtemelen protamin ve mRNA arasindaki asiri siki bir iliski nedeniyle, bir kanser
asisi modelinde sinirli protein ekspresyonu ve etkinligi géstermistir“®. Bu sorun, prota-
minle formule edilmig RNA'nin bir ifade vektori olarak degil, yalnizca bir bagisiklk akti-
vatori olarak calismasidir. Daha sonraki calismalar protaminle yogunlastiriimis mRNA'nin
glicli bir tehlike sinyali olustugu ve cesitli hiicreler tarafindan TNFa ve IFNa salgilanma-
sina yol actigi gosterilmistir. Son zamanlarda, protamin kompleksli RNA (zerine yapilan
arastirmalar, ciplak ve protaminle formiile edilmis mMRNA'yi birlestiren basitlestirilmis bir
asl yaklasimiyla sonuclanmistir. Ortaya ¢cikan mRNA asisi, birbirini tamamlayan iki bile-
senden olusmaktadir: Antijen kaynagi ciplak mRNA tarafindan yonetilirken, protamin
kompleksleri giiclii bir immiinostimiilatér sinyal olusturmaktadir®!.

Lipit-Polimer Hibrit Nanopartikiiller: Lipit-polimer hibrit nanopartikiil (LPN)'ler,
in vitro siRNA’larin hiicrelere etkili bir sekilde transferinde daha basarili olduklari gos-
terilmistir*2. Buradan yola cikarak arastirmacilar, PEG-Lipit C14-2000 ile formiile edil-
mis LPN’lerin, mRNA'y1 basarili bir sekilde hiicrelere transfer ettigini gostermislerdir. Bu
sonuclar, sSiRNA ve mRNA'nin LPN’lerin yeni bir niikleik asit transfer sistemi oldugunu
gostermektedir®®.

mRNA Asilarinin Bagisiklik Yanit Olusturma Mekanizmasi

Ekzojen mRNA, cesitli hiicre yiizeyi, endozomal ve sitozolik dogal immiin reseptorler
tarafindan tanindigi icin dogal olarak immunostimulatordir. Hiicre icinde iki RNA senso-
ri tanimlanmistir: endozomal toll benzeri reseptor (TLR)'ler ve “retinoic acid-inducible
gene-I-like receptors (RIG-1)"” benzeri reseptor aileleri*4*> (Sekil 2B). TLR'ler, dendritik
hicreler, makrofajlar ve monositler gibi hiicrelerin endozomal bélimiinde lokalize olan
TLR3, TLR7, TLR8 ve TLR9’dur. TLR3, 45 baz ciftinden daha uzun cift zincirli RNA'yI
(dsRNA) ve ikincil yapilar olusturan veya viral replikasyon ile olusan tek sarmalli RNA'y
(ssRNA) tanir*é. TLR7 ve TLR8, poli-tiridinler, guanozinler ve/veya {ridinler bakimindan
zengin RNA'lar tarafindan aktive edilir. TLR7 hem dsRNA’yi hem de ssSRNA’y1 baglayabi-
lirken, TLR8 yalnizca ssRNA'yi tanir**#”. TLR7 aktivasyonu antijen sunumunu artirabilir,
sitokin salgilanmasini tegvik edebilir ve B hiicre yanitlarini uyarir’.
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Bir “pattern recognition receptor (PRR)” reseptori olarak islev goren ikinci aile, RIG-I,
“melanoma differentiation-associated protein 5 (MDAS5)"” ve “probable ATP-dependent
helicase (LGP2)" reseptorleri, 5’ trifosfat iceren ssSRNA ve dsRNA’y1 tanimakta ve IFN Gre-
timini uyarmaktad|r48. Bazen, PRR sensorleri tarafindan taninan dsRNA'lar, IFN’nin ind(ik-
siyonu icin bir adjuvan olarak islev gérebilmektedir®.

mRNA agsilari, TLR’ler 3, 7 ve 8, RIG-I ve MDAS araciligiyla dogal bagisikhgr uyarabil-
mektedir. Dogal bagisiklik sistemi tarafindan algilanan mRNA, isgalci molekiillerin orta-
dan kaldinlmasinda iki ucu keskin bir kili¢ gibidir. Eksojen mRNA, tip | IFN’leri ve gticli
enflamatuvar sitokinleri uyarabilir, bu da T ve B immiin yanitlarini tetikler; bu durum,
antijen ekspresyonunu olumsuz etkileyebilir’®>! (Sekil 2C). TLR7 aktivasyonu, kemokinle-
rin artmasina yol acar ve DC’ler ve makrofajlar gibi dogal bagisiklik hiicrelerini enjeksiyon
bélgesine yonlendirir®'. Diger yandan, PRR’lerin aktivasyonuna bagl olarak mRNA’dan
yeterince antijen uretilmeden, antijen ekspresyonunun erken sonlandirilmasi gerceklese-
bilir. mRNA'nin pseudo-uridin ile modifiye edilmesi ve HPLC ile saflastirimasi, dogustan
gelen immiin aktivasyonu azaltabilir, antijen stabilitesini ve ekspresyonunu arttirabilir?42>.

Denderitik hiicre olgunlagmasi, mRNA temelli asilarin etkinligi icin cok 6nemlidir. Genel
olarak TLR7, insanlarda plazmasitoid dendritik hiicre (pDC)’lerde ve B hiicrelerinde ifade
edilir. TLR8 ise, geleneksel dentritik hiicrelerde (cDC'ler), monositlerde ve makrofajlarda
ifade edildi. cDC’ler, normal insan dermisindeki DC poptilasyonunu olusturur, plazmasi-
toid DC’ler ise deride bulunur®2. Farkli DC alt kiimelerindeki TLR7 ve TLR8 konumlari ve
DC'lerin farkli organlardaki konumlari, immun yanit ile mRNA asilarinin uygulama yolu ve
formulasyonu arasindaki iliskiyi gostermektedir. mRNA translasyonuna ve bagisiklik akti-
vasyonuna yol acan olaylar dizisinin daha iyi aydinlatiimasi, mRNA asilarinin, tip I IFN uya-
riminin dengeli olusmasina yardimci olacak ve asi sonucunu olumlu yonde etkileyecektir.

Mevcut Zorluklar ve C6ziim Yollari

Pek cok mRNA asisinin pre-klinik ve klinik calismalarda etkili oldugu gortlse de, hala
gelistirilmesi gereken noktalari bulunmaktadir. Bu zorluklari soyle siralayabiliriz:

i). Transfer verimliligi; transfer islemi sirasinda, RNA yuklu tastyicilarin blyuk bir kis-
mi endozom veya lizozomda tutulur veya ekzositoz yoluyla hiicrelerden geri salinir, bu
durum sitozole ulasan etkili RNA miktarini azaltir’>>#. Endozomal salinimi artiran ve na-
nopartiklllerin ekzositozunu azaltan gelecekteki gelismeler muhtemelen transfer verim-
liligini artiracaktir.

ii). in vivo olarak 6zg(il hiicre tiplerinin hedeflenmesi; mevcut uygulama teknolojileri
genellikle mRNA asilarini, enjeksiyon boélgesinde bircok farkli hiicre tipine iletir ve bu
hiicrelerin cogu bagisiklik uyarimina ¢ok az katkida bulunur®®, Dendritik hiicreler, makro-
fajlar, B hucreleri ve T hiicreleri gibi belirli hicre turlerine yonelik aktif in vivo hedefleme,
bagisiklama etkinligini artirma potansiyeline sahiptir.

iii). Transfer araclarinin guvenilirligi; katyonik lipitler ve polimerler gibi transfer mater-
yalleri, gelismis membran flizyonu, endozomun bozulmasi veya hiicre stresleri ile iligkili
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olabilecek diger mekanizmalari uyararak potansiyel sitotoksisiteye yol acabilir*®. Sitotoksi-
siteyi azaltmak icin biyolojik olarak parcalanabilen malzemeler kullanmak ve katyonik ytik-
leri maskelemek gibi bazi yaklasimlar arastirnlmis olsa da, hala genis bir terapétik indekse
sahip uygulama sistemleri gelistirilmelidir.

iv). insana uygulanabilirligi; klinik 6ncesi hayvan calismalarinda gézlemlenen etkili ba-
gisiklama, insanlara uygulanabilir veya uygulanmayabilir. Farelerde ve diger hayvanlarda
yeterli bagisikhk yanitini uyarmasi icin gerekli mRNA dozu, insanlarla dogrudan iliskili
olmayabilir. insan ve diger hayvan tiirleri arasindaki bagisiklik sistemlerindeki farkliliklar,
farkl bagisiklik yanitlarina yol acabilir®”. Bu nedenle, insanlarda mRNA agilarinin etkinligi-
ni degerlendirmek icin klinik arastirmalar biyik 6nem tasimaktadir.

v). Transfer suirecinin molekller mekanizmalar daha fazla arastiriimasi gerektirmek-
tedir’®, Teslim bicimleri, tasyici malzemeler ve uygulama yollarindan bagimsiz olarak,
hiicresel alim, sitozolik salinim, lizozomal degradasyon ve mRNA asilarinin ekzositotik
geri donusiminden sorumlu faktorler ve yollarla ilgili bilgilerimiz sinirhidir. Bu biyolojik
streclerin daha detayli bir sekilde anlasilmasi, mRNA asilari ile daha etkili immuinizasyo-
na yol acacak sekilde transfer materyallerinin ve uygulama stratejilerinin gelistirilmesini
kolaylastiracaktir.

vi). mRNA'larin farmasotik formilasyon calismalar hala tim hiziyla devam etmektedir.
mRNA asilarinin kolay uygulanabilir olmasi icin stabil, sogutulmus veya oda sicakhginda
formulasyonlarin gelistiriimesi gerekmektedir. Erken faz calismalari icin cogu triin dondu-
rulmus olarak saklansa da (-70°C), asi dagitimi icin daha uygun olan ytiksek sicakliklarda
stabil olan formiilasyonlari gelistirme cabalari devam etmektedir®®.

Yasal Diizenlemeler ve Patent Durumu

mRNA agi riinleri icin “Food and Drug Administration (FDA) (Gida ve ilac idaresi)”
veya “European Medicines Agency (EMA) (Avrupa ilag Ajansi)”de &zel bir kilavuz yoktur.
mRNA temelli terapétikler, gen tedavisi olarak kategorize edilmektedir. Bununla birlikte,
DNA'nin tersine, mRNA'nin konak¢r genomuna entegre olmamasindan dolayi, kati gen
tedavisi diizenlemelerinin gevsetilmesine dair gorusler siklikla dile getirilmektedir. Bunun-
la birlikte, ABD’de hala kati gen tedavisi kurallar gecerliyken, Avrupa’da, rekombinant
bir nukleik asit iceren veya bunlardan olusan Urtin, insanlarda kullanilan veya insanlara
uygulanan herhangi bir aktif farmasotik bilesen, ileri tedavi tibbi yonetmeliginin (Direktif
2009/120/EC) kapsamina girmektedir®®®'. mRNA asilari, genetik immiinojenler katego-
risine girdiginden, DNA asilari ve gen tedavisi vektorleri icin tanimlanan kilavuz ilkelerin
cogu, mRNA'nin ézelliklerini yansitmak icin bazi uyarlamalarla mRNA’ya uygulanabilir®?.

2005 yilinda Karikdé ve Weissman, bagisiklik sistemini tetiklemeden uygulanabilen,
mRNA asilarinin gelistiriimesinin temeli olarak gorilen kicuk ol¢tide degistirilmis bir mRNA
versiyonunun bir kesif oldugunu bildiren bir makale yayimlamigtir®3. Bu kesiften sonra her
iki arastirmaci tarafindan 10 patent basvurusu yapilmistir. Bu patentlerin timi genel ola-
rak RNA hazirliklarina ve kullanimlarina yonelik olup, cogu ABD hukiimeti tarafindan finan-
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se edildigi icin, Bayh-Dole hiikiimleri geregi, Pennsylvania Universitesinde bu patentlerde
ortak hakka sahip olmustur. Ozellikle US8.278.036B2 nolu patent mRNA teknoloji ile ilgili
genis bir yelpazeyi kapsamaktadir ve Amerika Birlesik Devletleri'nin yani sira, Turkiye'nin
de yer aldigi yaklasik 18 tilkede ikiz bagvuruda bulunulmustur. Pennsylvania Universitesi,
belirli mRNA patentlerini ve uygulamalarini, 20 Aralik 2016’da CellScript ve ona bagl bir
kurulusu olan mRNA RiboTherapeutics icin lisanslanmistir. CellScript, 26 Haziran 2017'de
Moderna ile ve 14 Temmuz 2017’de BioNTech ile diinya capinda miinhasir olmayan alt
lisans antlasmasi yapmistir®®. Biyoteknoloji firmalarinin bu antlasmalari, mRNA asisinin
yakin gelecekte asi sektoriinde 6nemli bir platform olacaginin gostergesidir.

mRNA Asilarinin Givenirliligi

Asilar saglikli kisilere uygulandigindan giivenlik gerekliligi son derece katidir. mRNA
icin Uretim sireci, virislerle kontaminasyon, toksik kimyasallar veya hiicre kulturleri ge-
rektirmediginden diger asi platformlariyla iliskili ortak riskleri cok az tagimaktadir. Asilan-
mis kisilerde, teorik enfeksiyon riskleri veya vektoriin konakg¢i hiicre DNA’sina entegras-
yonu mRNA icin bir endise olusturmamaktadir.

mRNA asilari icin, gelecekteki pre-klinik ve klinik calismalarda degerlendirilmesi muh-
temel potansiyel guvenlik endiseleri arasinda lokal ve sistemik enflamasyon, eksprese
edilmis immiinojenin biyolojik dagilimi ve kalciligi, oto-reaktif antikorlarin uyarilmasi
ve modifiye niikleotitlerin ve transfer sistemi bilesenlerinin potansiyel toksik etkileri yer
almaktadir. Bunlar icerisinde en ¢ok endige duyulan nokta, bazi mRNA temelli asi plat-
formlarinin, potansiyel olarak otoimmiunite ile baglantil olan glicli tip | interferon yani-
tinl uyarabilecedidir®®. Bu nedenle, mRNA asilamasindan énce otoimmiin reaksiyon riski
yuksek olan bireylerin belirlenmesi ve gerekli 6nlemlerin alinmasi gerekmektedir.

Diger bir potansiyel sorun, hiicre disi ciplak RNA'nin, sikica paketlenmis endotel hiicre-
lerinin gegirgenligini arttirdiindan dolayr 6dem olusumuna katkida bulunabilecegidir6®.
Bu nedenle, farkli mRNA asilari ve transfer sistemleri, insanlarda uygulamaya gecmeden
once buyuk olcekli hasta ve saglikl populasyonlarinda test edildiginden, giivenligin su-
rekli olarak degerlendirilmesi gerekmektedir.

Klinik Denemeler: Hayvan ve insan Calismalar

mRNA asilarinin, kanserlerde profilaktik ve terapotik uygulamalari ile kargilastirildigin-
da, bulasici hastalik icin mRNA asilarinin klinik deneyleri hala erken déonemdedir (Tablo
). Artan klinik 6ncesi ve klinik sonuglar, mRNA ile tedavinin, bulasici hastaliklari onlemek
ve timorleri tedavi etmek icin yararli olacagini ve mRNA asilarinin hayvan modellerinde
ve insanlarda giivenli oldugunu ve tolere edildigini géstermektedir®’.

Bununla beraber, hayvan modelleri ve insan calismalari arasindaki tutarsizliklar zaman
icerisinde yanitlanmasi beklenen bir dizi 6nemli soruyu beraberinde getirmektedir:

mRNA asilari veya bunlarin adjuvanlari, diger hayvanlara gore insanlarda farkli sekilde
algilaniyor veya translasyonu degisiyor mu? insanlarda, hayvan modellere kiyasla giiclii
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Tablo II. Klinik Calismalari Devam Eden mRNA Asi Ornekleri
Hastalik/

mRNA Mikroorganizma Calisma Fazi Klinik Calisma No
MiHA-mRNA Hematolojik malignensiler Faz I/l NCT02528682
WT1-mRNA Akut miyoloid I6semi AML Faz Il NCT01686334
hCMV ppb5-LAMP-mRNA Glioblastoma Faz Il NCT03927222
TAA-mRNA Prostat kanseri Faz /1l NCT01197625
W-oval-mRNA Yumurtalik kanseri Faz I/1l NCT04163094
mRNA-4157 Cilt kanseri Faz Il NCT03897881
mRNA-1893 Zika virls Faz I/l NCT03382405
mRNA-1653 Parainfluenza viriis Faz | NCT04144348
mRNA-1944 Chikungunya viriis Faz | NCT03829384
CV7202 Kuduz viriist Faz | NCT03713086
Gag-Ag-mRNA HIV 1 Faz I/l NCT02413645
MRNA-1647 Sitomegaloviriis Faz | NCT03382405
BNT162b2 SARS-CoV-2 Faz 1/11/11l tamamlandi NCT04368728
mRNA-1273 SARS-CoV-2 Faz 1/11/11l tamamlandi NCT04283461

antikor tepkileri icin farkli biyolojik gereksinimler var mi? Ornegin, daha énce influenza
virlisiine maruz kalmis insanlarda dnceden var olan bagisiklik, bir mMRNA-LNP asisinin im-
munojenitesini etkiler mi? Arastirmacilar bir yandan bu sorulara yanit ararken bir yandan
da bir yildir devam eden COVID-19 pandemisi icin asi calismalarini hizlandirmiglardir.
COVID-19 pandemisi icin su anda 251 asi calismasi devam etmektedir. Bunlardan 181’i
on klinik asamasinda, 70’i ise klinik fazda veya klinik fazi tamamlamig olan asilardir. Klinik
fazdaki 70 aday asinin %10 (7)'u mRNA, %33 (n= 23)’U protein, %16 (n= 11)’si viral
vektor, %14 (n=10)"t DNA, %14 (n= 10)’U inaktif virls asisi olup geri kalani viral partikil
veya benzeri agilardir®®.

Klinik faz calismalarini tamamlayan yeni teknoloji mRNA asilarindan ikisi (Pfizer-BioN-
Tech ve Moderna) su anda diinyanin bircok Ulkesinde uygulanmaya baslamstir. Pfizer-
BioNTech mRNA asisinin gelistirme ve test siirecinde ismi BNT162b2, uluslararasi ismi
Tozinameran ve marka adi Cominary olarak belirlenmistir. BNT162b2 mRNA dizisi 4.284
nikleotit uzunlugunda olup SARS-CoV-2'nin spike proteinini kodlamaktadir. 5'UTR bol-
gesi insan alfa globin geninden tiretilmis olup, 30 nukleotitlik bir poli (A) kuyruguna
sahiptir. mRNA Uridin yerine 1-metil 3’ pseudo-iridin icermektedir. Bir LNP ile formiile
edilerek kas icine verilmektedir. Bu asinin Faz Ill calismasi, 43532 goniillide 14 gun ara
ile iki doz olarak denenmis ve etkinligi %95 olarak belirlenmistir®®. Moderna firmasinin
mMRNA-1273 olarak adlandirilan mRNA agisi, SARS-CoV-2'nin S(2P) spike glikoproteinini
kodlamaktadir. 5" ucunda 6zel CAP, yapisi ve uridin yerine N,-metil pseudo-Uridin icer-
mektedir. LNP ile formile dilen bu mRNA asisi da 14 giin ara ile iki doz uygulanmakta-
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dir. Faz Il calismasi 30000 gondillide tamamlanan mRNA1273 mRNA asisinin etkinligi
%94.5 olarak belirlenmistir”°.

14 Aralik 2020-22 Subat 2021 tarihleri arasinda diinya tzerinde 212.15 milyon kisi
(%2.68) asilanmis olup bunun biiyiik bir kismini mRNA asisi olusturmaktadir. ilk verilere
gore iki mRNA asisi da ciddi semptomlarin ve 6limlerin 6nlenmesinde %100 etkili olduk-
lari, ayrica bu siirecte belirlenen yeni SARS-CoV-2 varyantlarinda da (B.1.1.7: ingiltere,
B.1.351: Giiney Afrika ve P.1: Brezilya) etkili olduklar belirlenmistir”'.

Sonuclar ve Gelecekteki Beklentiler

Gectigimiz birkac yil, mRNA asilari alaninda kritik 6neme sahip gelismeler yasanmis,
bircok klinik 6ncesi ve klinik uygulama bu yeni asi profilinin uygulanabilirligine dair so-
mut kanitlar sunmustur.

mRNA asilarindaki ilk calismalarin cogu kanser uygulamalarina odaklanirken, son za-
manlardaki bir cok calisma, mRNA'nin influenza virls, Ebola virls, Zika virls, Strepto-
coccus ve T.gondii turleri dahil olmak tzere cok cesitli bulasici patojenlere ve son olarak
SARS-CoV-2'ye karsl koruma gliciini ve ¢cok yonliliguni gostermistir.

Hem kanser hem de bulagici hastalik mRNA asilari icin insan denemelerinden elde
edilen veriler cesaret vericidir, ancak etkinligi arttirmak ve asi uygulamasindan sonra
olumsuz olaylarin en aza indirilmesi icin bu formulasyonlari rasyonel bir sekilde maniptile
etmek, transfer materyallerinde daha fazla iyilestirme ve cesitli mMRNA agi tiplerinin etki
mekanizmalarinin daha iyi anlasilmasina ihtiyac vardir.

Yeni Uretim yontemleri ve farkl nanomateryal transfer malzemeleri, yeni nesil mRNA
asilarinin hizl, ucuz ve seri tretimini kolaylastiracaktir.

Son on yilda bircok biyoteknoloji firmasi, mRNA asilarini gelistirmak ve ticarilestirmek
icin cok uluslu kamu ve 6zel ortaklik antlagmalari ile yatirimlarini gliclendirmektedir. Bu
umut vaat eden mRNA asi platformlarinin gelismesine ve kaynaklarin ekonomik kullani-
mini saglayacaktir.

Bu nedenle, mRNA asilarinin gelecegdi son derece parlaktir ve biyoteknoloji sirketleri ve
diger kurumlar tarafindan saglanan klinik veriler ve kaynaklar mRNA temelli terapotiklere
yonelik temel arastirmalan buyik olcide artiracak ve gliclendirecektir.

CIKAR CATISMASI

Yazarlar bu makale ile ilgili herhangi bir ¢ikar catismasi bildirmemislerdir.
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