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mRNA ASILARINDA GUNCEL YAKLASIMLAR

Kamil BATUR"

Hakan YARDIMCI™ OZET. Tarihteki ilk asinin 1796 yilinda Edward Jenner tarafindan gelistirilmesinden
giiniimiize kadar gegen siiregte birgok hastaliga karsi asi gelistirilmistir ve etkili
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beta-galaktosidaz enzimlerini kodlayan mRNA’lar1 farelere kas i¢i uyguyalarak bu
proteinleri in vivo olarak gozlemlemeleri mRNA asilarinin gelisiminde 6nemli bir
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CURRENT APPROACHES to mRNA VACCINES

ABSTRACT. Since the development of the first vaccine in history by Edward Jenner
in 1796, vaccines against many diseases have been developed and used effectively.
The history of mRNA vaccines, which has become increasingly popular in recent
years, dates back to the 90s. In 1990, Wolf et al. observed these proteins in vivo by
intramuscularly administering mRNAs encoding luciferase and beta-galactosidase
enzymes to mice, which was an important step in the development of mRNA vaccines.
mRNA vaccines consist of a Cap Region, 5° and 3’ non-translated regions, open
reading region, and Poly A tail. They are divided into two groups as conventional
mRNA vaccines and self-replicating mRNA vaccines. Both groups produce antigens
using cell translational mechanisms. In order to increase the stability and translation
efficiency of mRNA, regions such as Cap, UTR, Poly A tail and nucleotide bases
should be optimized. Viral vectors, peptide, polymer and lipid-based vectors can be
used for intracellular delivery of mRNA. The production process, which starts with
a pDNA design containing the target region saccharine, continues with optimization
and decontamination. The final product is incorporated into a transport system and the
ability of the product to be converted into protein is tested. nRNA vaccines emerge as

a preferred vaccine platform due to their advantages such as not being integrated into
Makale ant the genome, being relatively easy and fast to produce, and generating a strong immune
response. In this review, it is aimed to give general information about mRNA vaccines
Batur, K. & Yardimer, H. (2022). mRNA agtlarinda gineel and their optimization.
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GIRIS

Asilama, enfeksiyoz hastaliklara karst korunmada en
giivenli yollardan biri olarak kabul edilir. Tarihteki ilk as1,
Edward Jenner tarafindan 1796 yilinda ¢icek hastaligina
kargt gelistirilmistir ve hastalifin eradikasyonunda
olduk¢a onemli bir basamak olmustur. Ast kavraminin
ortaya ¢ikmastyla birlikte bir ¢ok arastirmaci tarafindan
glinimiize kadar pek ¢ok as1 gelistirilmistir ve hastaliklara
kars1 korunmada kullanilmigtir (Desmettre, 2019).

farkli

yontemler mevcuttur. Organizmanin tiimiiniin kullanildig:

Asilarin  gelistirilmesinde  oldukga
canli zayiflatilmis (atteniie) asilar, inaktif (61i) asilar ve
organizlamalarin tirettigi toksin ile bagisiklik olusturmayi
hedefleyen toksoid asilar geleneksel asilar kategorisinde
degerlendirilir. Canli asilarin tekrar virlilens kazanma
riski, inaktif agilarin etkilerinin zayif olmasi ve adjuvanta
ihtiyag¢ duymast gibi geleneksel asilarin pek c¢ok
dezavantajinin bulunmasi, arastirmacilari daha modern
teknikler gelistirmeye yoOneltmistir. Geleneksel asilara
kiyasla rekombinant asi teknolojisi gibi daha modern
tekniklerin kullanildig1 biyoteknolojik asilar, niikleik asit
asilari, vektor asilari, subunit asilar, sentetik peptid asilari,
dendritik hiicre asilar1 gibi as1 g¢esitlerini kapsamaktadir.
Niikleik asit asilari, hiicresel ve humoral bagigiklig
tetikleme kapasiteleri ve daha diisiik maliyetli basit iretim
stiregleri nedeniyle canli zayiflatilmis ve subunit agilara
kars1 etkili bir alternatif olarak ortaya ¢ikmistir. Niikleik
asit agilar1 arasinda DNA asilar1 daha fazla ¢aligilan bir asi
tiirii olmasina ragmen son yillarda mesajc1t RNA (mRNA)
asilar1 giderek popiilerlesmektedir (Wadhwa ve ark.,
2020).

mRNA’nin  viicuda
verilmesi yoluyla protein sentezinin gerceklestirilmesi
ilk kez 1990 yilinda Wolff ve arkadaslar1 tarafindan
Wollff,

enzimlerini kodlayan mRNA’lan farelere kas i¢i olarak

Bir protein kodlayan

denenmistir. lusiferaz  ve beta-galaktosidaz
injekte ederek bu proteinlerin aktivitelerini in vivo olarak
gozlemlemistir (Wolff ve ark., 1990). Ast olarak mRNA
kullanimzt ise ilk kez 1995 yilinda bir kanser asis1 olarak
karsimiza c¢ikmaktadir. Bu as1 ile karsinoembriyonik
antijeni (CEA) kodlayan mRNA farelere kas i¢i verilerek
farelerde tiimore karsi bagisiklik olusturulmustur (Conry
ve ark., 1995).

Boczowski ve ark. (1996) tarafindan, 1996
yilinda mRNA ile bagisikligin nasil sekillendigi ile ilgili
onemli bir ¢alisma ortaya konulmustur. mRNA ile inkiibe
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edilen dendritik hiicrelerin mRNA’lar1 alip kodlayabildigi
ve antijeni MHC molekiilleri araciligi ile T hiicrelerine
sunarak aktive ettigi gosterilmistir (Boczkowski ve ark.,
1996).

mRNA  bazl

modellerinde kapsamli bir sekilde arastirilmigtir ve

Giliniimiizde asilar, hayvan
birgogu klinik gelistirme asamasindadir. mRNA asilart
Vektore karsi bagisiklik ve hiicre genomuna entegrasyon
gibi dezavantajlara sahip olmadan vektér ve DNA asilart
gibi hiicresel ve humoral bagisiklig1 uyarabilir (Iavarone
ve ark., 2017). Bu derlemede genel olarak mRNA agilar1
ve optimizasyonu hakkinda genel bilgiler aktarilarak

giincel as1 caligmalarina deginilecektir.

mRNA ASILARININ OZELLiKLERIi
Temel olarak, bir baslik gorevi géren Cap Bolgesi, 5’
ve 3’ translasyona ugramayan bdlgeler, acik okuma
bolgesi ve Poli (A) kuyrugundan olugan mRNA asilari,
geleneksel(conventional) mRNA asilar1 ve kendi kendini
¢ogaltan mRNA(self-amplifying) asilar1 olmak iizere
temelde iki gruba ayrilir. Her ikisi de hiicre translasyon
mekanizmalarini kullanarak antijen iretir ve bagisiklik
yanit olusturur (Ulmer ve Geall, 2016; Kramps ve Elbers,
2017).

Geleneksel mRNA asilar olarak

konakg¢t hiicre mRNA molekiillerine benzer ve sadece

yapisal

ilgili antijenik diziyi kodlar. Bunun aksine kendi kendini
¢ogaltan mRNA asilar1 hiicre i¢inde kendini ¢ogaltmasina
imkan veren bir takim faktorler icerecek sekilde modifiye
edilmistir. Kendi kendini ¢ogaltan mRNA asilari, tek
sarmalli pozitif polariteli (+) RNA molekiili igeren
Bu dizi

normalde Alfaviriis’te olan yapisal proteinlerin yerine

Alfaviriis gibi tasarlanan bir diziyi kodlar.

iiretilmesi hedeflenen proteinin dizisi ile birlikte yapisal
olmayan(NPS) proteinleri igerir (Geall ve ark., 2012).
Alfavirlis tabanlt replikon, 5’ ve 3’ uglarinda
translasyona ugramayan bolgelerle (UTR’ler) ¢evrili iki
acik okuma bdlgesiden(ORF’ler) olusan diziyi igerir.
5'-ucundaki ac¢ik okuma bolgesi 4 adet yapisal olmayan
protein (nsPs) ve mRNA yapisini pozitiften (+) negatife
(-) ceviren bir viral poliproteini kodlar. Alfaviriis’lere
ait olan bu 4 yapisal olmayan proteinlerinin her birinin
ayr1 bir fonksiyonu vardir (Fros ve Pijlman, 2016). NsP1,
mRNA’ya Cap bolgesi eklenmesi i¢in gerekli reaksiyonu
katalize eden bir enzimdir. Ayrica konak¢t membranda

replikasyon kompleksinin (RC) yerlesmesinde rol oynar.
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NsP2, poliproteini ayr1 ayr1 nsP’lere ayiran proteaz
aktivitesine ve replikasyon sirasinda RNA dupleksini
¢ozen helikaz aktivitesine sahiptir. NsP3’iin rolii tam
olarak aydmlatilamamistir ancak RC’nin temel bir
bileseni oldugu bilinmektedir. Son olarak RNA’ya bagimli
RNA polimeraz (RDRP) olan nsP4, RC’yi yapilandirir
ve tamamlayici negatif polariteli (-) RNA ara tirtinlerini
ve daha sonra pozitif polariteli ve subgenomik (+)
mRNA’lar1 sentezler. Replikondaki ikinci agik okuma
bolgesi subgenomik RNA’dan transle edilir ve viral
yapisal proteinlerin yerini alan antijeni ifade eder (Geall
ve ark., 2012; Fros ve Pijlman, 2016).

Virlis  benzeri  replikon  pargaciklarmin
paketlenmesi, viral yapisal proteinleri birlikte ifade eden
hiicre kiiltiirleri tarafindan yapilabilir. Bu tiir replikonlarin
hayvan modellerinde etkili oldugu ve yapilan klinik
calismalarda  immiinojenik  etkiye

sahip  oldugu

gosterilmigtir (Bernstein ve ark., 2009; Lundstrom, 2014).

mRNA’NIN OPTIMIZASYONU

Son 10 yilda yapilan c¢aligmalar sayesinde mRNA
asilarmnin  etkinligi  konusunda 6nemli ilerlemeler
gerceklestirilmistir. Asilarin etkinligini arttirmak icin
mRNA {izerindeki bazi yapisal bolgelerin optimize
edilmesi gerekir. Niikleosid bazlarin modifikasyonlariin
yani sira mRNA’nin bas kismindaki katabolit aktivator
protein (CAP) ad1 verilen bolgenin, Poli-A kuyrugu gibi
ana yapiy1 destekleyen yapilarin, translasyona ugramayan
bolgelerin (UTR) optimizasyonlart mRNA stabilitesini
ve gen ekspresyonunu arttirir (Schlake ve ark., 2012;
Weissman, 2014; Youn ve Chung, 2015). mRNA’nin
dayanikliligmi  artirmaya yonelik  optimizasyonlara
ilaveten mRNA tarafindan kodlanan antijenin MHC
molekiilleri iizerinde daha verimli olarak sunulmasini
saglamak icin de antijeni kodlayan gen dizisine bir takim
yonlendirici diziler eklenebilmektedir (Kreiter ve ark.,

2008).

Cap Bolgesi

In vitro sentezlenen mRNA’ya 5’baslik (Cap) eklemek
icin 2 ana yaklasim vardir. mRNA agilar1 i¢in 5" Cap, in
vitro transkripsiyon reaksiyonundan sonra bir Cap enzimi
eklenebilir veya in vitro transkripsiyon sirasinda Cap
analogu dahil edilebilir (Weissman, 2014). ilk yaklagim
Vacciniaviriis enzimlerini kullanmaktir. Bu enzimler ilk

olarak m7GpppN Cap ekler ve bunu devaminda sondan bir
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onceki niikleotide bir 2-O-metil grubu ekleyerek 6karyotik
mRNA’larda en sik bulunan Cap yapisiyla benzer bir 5°
Capl yapist olusturur (Schlake ve ark., 2012). In vitro
sentezlenen mRNA’ya 5’ Cap eklemede daha yaygin olarak
kullanilan ikinci bir yaklasim ise, in vitro transkripsiyon
reaksiyonuna sentetik bir Cap analogu dahil etmektir.
Her iki yaklasimin da avantajlar1 ve dezavantajlari
vardir. Transkripsiyondan sonra Cap eklenmesi ikinci bir
reaksiyon gerektirirken, transkripsiyon sirasinda bir Cap
analogu dahil etmek yapilan toplam mRNA miktarinda bir
azalmaya neden olur ve iiretilen mRNA’nin bir fraksiyonu
bir Cap analogu igermeyecektir (Weissman, 2014).

In vitro transkripsiyon sirasinda dahil edilen
m7GpppG Cap analogu mRNA’ya baglanmasi istenen
opsiyonun tersi yoniinde baglanabilir ve bu da translasyon
verimini oldukea diisiiriir (Pasquinelli ve ark., 1995). Bu
nedenle son yillarda ARCA (anti-reverse cap analog)
adi verilen ve mRNA’ya sadece bir oryantasyonda
baglanabilen sentetik Cap analog kullanilimini igeren
bir yontem gelistirilmistir (Jemielity ve ark., 2003).
ARCA Cap anologlart ile tiretilen mRNA’lar standart
Cap analoglarina gore Ustnlin bir translasyon verimi
sergiler ve Cap0O yapisin1 olusturur. ARCA, Cap0 ile
karsilastirildiginda, son niikleo tarafin 3 pozisyonunda
ek bir metil grubu icerir. Bu sayede ters yonde tiretilecek
mRNA’larin  Online gecilmis olur ve dolayisiyla
translasyon verimi artar (Zhong ve ark., 2018).

Yakin zamana kadar, en popiiler Cap analogu
ARCA olarak biliniyordu. Fakat gliniimiizde CleanCap
teknolojisi Cap analoglar1 igerisinde en modern
teknik olarak degerlendirilir. Standart Cap analoglari
ve ARCA Cap analogunun diisiik verimi ve yiiksek
enzim maliyetlerine bir ¢dzim olmasi amaciyla
gelistirilmigtir. Transkripsiyonunu baglatmak igin bir
dimer (m7GpppG) kullanan ARCA’nin aksine, CleanCap
bir trimer (m7GpppAmG) kullanarak transkripsiyona
baslar. CleanCap T7 RNA polimeraz ile kombinasyon
halindeyken 5° ucundaki niikleotidlerin kimligi daha
esnektir ve bu sayede cesitli baslangic dizilerine izin
verir. Diger cap analoglar1 igerisinde CleanCap en diisiik
immunojeniteye sahip olmasiyla one cikar ve dkaryotik
hiicrelerdeki Cap yapisina benzer bir dogal Capl analogu

olusturur (McCaftrey, 2019).

Translasyona Ugramayan Bolgeler

mRNA’nin  agtk okuma  bolgelerindeki  baslama
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sonraki
UTR
(Untranslated Region) olarak adlandirilir. Bu bdlgeler

kodonundan o©nceki ve Dbitis kodonundan

translasyona ugramayan kisimlar 5° ve 3’
gen ifadesinde ¢esitli iglevlere sahiptir. 5° ve 3 UTR’ler
mRNA stabilitesi, mRNA lokalizasyonu ve translasyon
verimliligi iizerinde etkiye sahiptir (Mugridge ve ark.,
2018). 5’ ve 3° UTR’ler, mRNA’nin bozulma siirecinde
devreye giren ribontikleazlar ile etkilesime girdikleri igin
bu bdlgelerin stabilite tizerine etkisi biiytiktiir (Tisen ve
ark., 2015). mRNA’nin sitoplazmada konumlanmasinda
daha cok 3’ UTR ’nin etkili oldugu diisiiniilmektedir (Zhao
ve ark., 1999).

Poli A Kuyrugu
Poli (A) kuyrugu, mRNA’nin translasyonunda ve
mRNA’nin enzimatik stabilitesinde dnemli bir rol oynar.
Ayni zamanda, Cap bdlgesi eklenmesinde ve mRNA
bozulmasimin 6nlenmesinde de gorevlidir (Mugridge ve
ark., 2018).

Holtkamp ve arkadaslar1 tarafindan yapilan
bir calismada mRNA’nin dayanikliliginda rol oynayan
3’ ucundaki Poli (A) kuyrugunun yapisi ile translasyon
verimi arasinda bir iliski oldugu belirtilmistir. Bu
calismada 120 baza kadar olan ve adenozin ile biten
bir Poli (A) kuyrugunun daha az sayili ya da adenozin
ile bitmeyen bir kuyruga goére ¢ok daha verimli oldugu
belirtilmistir (Holtkamp ve ark., 2006). Yapilan bagka bir
calismada ise mRNA’nin Poli (A) kuyruk uzunlugundaki
120 baza kademeli bir artisin, protein ekspresyon
seviyesini orantili bir gekilde artirdigi, 120’nin tizerindeki
bazlarin sayisindaki bir artigin ise protein ekspresyonunu
daha fazla artirmadigi gosterilmistir (Kormann ve ark.,
2011).

Poli (A) kuyrugu, DNA sablonundaki Poli
(A) kuyrugunu kodlayarak veya rekombinant Poli (A)
polimeraz kullanilarak transkripsiyondan sonra mRNA’ya
eklenebilir. Bununla birlikte, rekombinant poli (A)
polimeraz ile poliadenilasyon, degisken poli (A) kuyruk
uzunlugu ve dolayistyla ¢esitli uzunluklarda poliadenile
mRNA ile sonuglanir (Wadhwa ve ark., 2020). Bu
nedenle, tercih edilen yaklagim, Poli (A) kuyruk kodlayan
DNA sablonlarindan transkribe edilen mRNA’lardan iyi
tanimlanmis uzunlukta Poli (A) kuyruklarin iiretilmesidir
(Holtkamp ve ark., 2006).
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Niikleotid Modifikasyonu

Niikleotid baz modifikasyonu, RNA bazli asilara yonelik
dogustan gelen antiviral bagisikligin etkisini azaltarak
asinin etkinligini artirabilir. Dogal mRNA, PRR’leri
uyarabilirken, 2-tiouridin, 5-metilsitidin veya psddouridin
gibi baz modifikasyonlarina sahip mRNA, dogustan gelen
bagisikligin etkilerini sinirlayabilir (Kariko ve ark., 2005).
Ek olarak, bu tiir degisiklikler mRNA’y1 riboniikleazlar
tarafindan degradasyondan koruyabilir ve bdylece antijen
ekspresyonunu artirabilir (Yin ve ark., 2014). Bu nedenle,
mRNA’nin  belirli

PRR’lerin etkilesimini ve/veya aktivitesini, dolayisiyla

niikleotid baz modifikasyonlari,

tip I IFN indiiksiyonunu modiile ederek mRNA asilarinin
etkinligini arttirabilir.

mRNA’daki kodlama bolgelerinin niikleotid
icerigi, hiicrelerdeki gen ekspresyonunun biiyikligi
iizerinde énemli bir etkiye sahip olabilir. Ornegin, viral
genlerin aksine, memeli genlerinin kodonlar1 ii¢lincii
kodon pozisyonunda siklikla bir Guanin (G) veya bir
Sitozin (C) sunar ve ii¢iincli pozisyonda Adenin (A) veya
Timin (T) sunanlara gére daha iyi bir verimlilikle eksprese
edilir (Zhong ve ark., 2005).

mRNA’NIN ILETiMi
mRNA bazli agilarin umut verici potansiyeline ragmen,
mRNA bazli asilarin umut verici potansiyeline ragmen,
mRNA’nin sitozole etkili hiicre i¢i iletimi, Ozellikle
sistemik olarak uygulanan mRNA igin bilyiik bir engel
olusturmaya devam etmektedir. mRNA’nin 105-106 Da
olan biiylik molekiiler agirlhigr ve yiiksek negatif yiik
yogunlugu, mRNA’nin hiicresel membranlardan gegcisini
zorlastirir (Kowalski ve ark., 2019). Bir iletim sistemi
yoklugunda mRNA’nin absorpsiyonunun son derece
diisik oldugu ve mRNA’nin yar1 émriiniin yaklasik 7
saat oldugu iyi bilinmektedir (Sharova ve ark., 2009).
Dahast mRNA, 5 ‘eksoniikleazlar, 3” eksoniikleazlar ve
endoniikleazlar tarafindan pargalanmaya oldukca yatkin
olan, dogas1 geregi kararsiz bir molekiildiir (Houseley
ve Tollervey, 2009). Sonu¢ olarak, iletim sistemleri,
mRNA’nin terapotik etki bolgesine in vitro ve in vivo
hiicre ici iletimi i¢in zorunludur (Deering ve ark., 2014).
Mikroenjeksiyonlar ~ (Golombek ve  ark.,
2018), RNA yamalar1 (Koh ve ark., 2018), gen
tabancast bazli uygulama (Tavernier ve ark., 2011),
protamin yogunlagmasi (Zhang ve ark., 2018), RNA
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adjuvanlar1 (Schlake ve ark., 2012) ve lipidlerden ve/
veya polimerlerden olusan nanopartikiillerde mRNA’nin
kapstillenmesi gibi gelistirilmis enjeksiyon stratejileri de
dahil olmak iizere mRNA iletimini iyilestirmek i¢in farkli
stratejiler arastirilmistir (Mukherjee ve ark., 2019).

Viral Vektorler
mRNA iletimi i¢in genellikle genetigi degistirilmis
viriisler kullanilir. Bu viriislerin genleri, kismen veya
tamamen model genlerle ikame edilir. Pozitif polariteli
RNA viriisleri, konake¢1 ribozomlar tarafindan dogrudan
ilgilenilen proteinlere dontstiiriilebilen bir genomik
sekansa sahiptir. Ozellikle, mRNA iletimi i¢in Alfaviriisler
(Ehrengruber ve ark., 2011), Pikornaviriisler (Rozovics
ve ark., 2012) ve Flaviviriisler (Schott ve ark., 2016)
kullanilir. Yiiksek fakat gecici gen ekspresyon seviyeleri,
genis konak hiicre 6zgiilliigi, diisiik patojenitesi ve giicli
immiinojenisitesi nedeniyle Paramyxoviridae ailesine
ait Sendai virilisii de tercih edilen vektorler arasindadir
(Nakanishi ve Otsu, 2012).

Viral

yani sira genom entegrasyonu ve olasi konak reddi

vektorlerin - kullanilmasi,  digerlerinin
(immiinojenite ve sitotoksisite) gibi dnemli dezavantajlari
icerir (Tezel ve ark., 2004). Bu nedenle mRNA iletimi igin
viral olmayan vektdrlere olan ihtiya¢ daha 6n plandadir
(Ramamoorth ve Narvekar, 2015).

Polimer Tabanh Vektorler

Polimerler, suda ¢o6ziinebilen ve amino gruplariyla
iliskili yiliksek yogunluklu pozitif yik sergileyebilen
in vitro transfeksiyon icin etkinligi kanitlanmis mRNA
tastyicilaridir (Gary ve ark., 2011).

Dietilaminoetil (DEAE) dekstran IVT mRNA
iletimi i¢in test edilen ilk polimerdir (Koch, 1973). Fakat
gliniimiizde polyethylenimine (PEI) ve tlirevleri en yaygin
olarak kullanilan katyonik polimerler arasindadir (Ulkoski
ve ark., 2019).

Katyonik polimer kullanan mRNA asisinin
gtivenli ve etkili transfeksiyonu ilk kez, siklodekstrine
konjuge edilen 2 kDa PEI’nin intranazal uygulamasi
ile elde edilmistir. PEI’ye konjuge edilen siklodekstrin,
poliamin omurgasindaki yiik yogunlugunun
delokalizasyonunu saglayarak sitotoksisiteyi azaltmistir
ve ayni zamanda protonlanabilen gruplar1 korumustur. Bu

da transfeksiyonun iyilesmesine neden olmustur (Ilarduya
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ve ark., 2010).

Biyolojik olarak parcalanabilen polimerlerden
olusan polimerik nanopartikiiller, 6rnegin poli laktik-
ko-glikolik asit (PLGA), hidrofobik ve pozitif yiikli
molekiillerin dahil edilmesi icin ¢ok uygundur. Iyi
kolloidal stabilite, diisiik toksisite ve siirekli salim olasilig1
saglarlar. Bununla birlikte, PLGA’nin fizyolojik pH’daki
anyonik yapist nedeniyle mRNA kapsiilleme verimliligi
¢ok diisiiktiir (Rosenkranz ve Sobolev, 2015).

Lipid Tabanh Vektorler

Lipidlere veya lipid benzeri bilesiklere (lipidoidler) dayali
vektorler, en yaygm olarak kullanilan viral olmayan
gen tastyicilart smifina dahildir (Kowalski ve ark.,
2019). Lipozomlar veya lipid nanopartikiiller (LNP’ler)
olusturmak igin gesitli sentetik ve dogal yoldan tiiretilmis
lipidler kullanilmistir ve bu vektorlerin mRNA bazhi
asilar1 verimli bir sekilde ilettigi kanitlanmistir (Wadhwa
ve ark., 2020).

Fosfolipitlerin sulu sistemlerde dagildiginda
kendiliginden birleserek olusturdugu kapali zar yapilar
lipozom olarak adlandirilir (Akbarzadeh ve ark., 2013).
Lipozomlar, bir ¢ekirdegi ¢evreleyen hiicre zar1 yapisini
taklit eder ve en az bir fosfolipid tabakasindan olusurlar.
Lipid nanopartekiiller ise genellikle amin gruplari igeren
katyonik lipitler kullanilarak formiile edilir. Bu amin
gruplarinin sagladig1 pozitif yiik ile katyonik lipidler,
polianyonik mRNA’y1 kendiliginden kapsiillemektedir ve
bu nedenle mRNA’nin lipofeksiyonu i¢in tek basina veya
kombinasyon halinde kullanilmistir (Hajj ve Whitehead,
2017).

Peptid Tabanh Vektorler

Peptid bazli sistemler, mRNA iletimi i¢in sunabilecegi
avantajlar nedeniyle son donemlerde ivme kazanmaktadir.
Polimerler gibi hem tek basina hem de diger malzemelerle
kombinasyon halinde peptid bazli uygulama sistemleri
denenmistir. Yakin bir zamanda, daha iyi bir translasyon
verimi elde etmek amactyla, mRNA stabilitesi arttirmak
i¢cin hem polimer (PLA) bazli miselleri hem de katyonik
bir fiizojenik peptidi (RALA) birlestiren yeni bir polimer-
peptid hibrit mRNA iletim nanoplatformu tanitilmistir. Bu
nanopartikiiliin , mRNA’y1 serum niikleaz bozunmasina
karsi  korudugu ve DC
bildirilmistir (Lacroix ve ark., 2020).

transfeksiyonu sagladigi
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URETIM ASAMALARI
Hem gelencksel hem de kendi kendini ¢ogaltan mRNA
aslar1, tipki 6karyotik bir mRNA gibi Cap bolgesi, 5’ ve 3’
translasyona ugramayan bolgeler, acik okuma bolgesi ve
Poli (A) kuyrugu gibi yapisal bolgelerden olusur (Geall
ve ark., 2013). Her iki tip mRNA da, dogrusallastirilmis/
lineer bir pDNA sablonundan bir enzimatik transkripsiyon
reaksiyonu kullanilarak iiretilir (Pardi ve ark., 2013).
mRNA {iretimindeki ilk adim, DNA’ya bagiml
bir RNA polimeraza (6rnegin, T7, SP6 veya T3) yiiksek
baglanma afinitesine sahip bir promoter sekansi ve spesifik
mRNA asisim1 kodlayan sekans igeren bir pDNA’nin

olusturulmasidir. pDNA, bir restriksiyon enzimi ile
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dogrusallastirilir/lineerlestirilir ve DNA’ya bagimli bir
RNA polimeraz kullanilarak bir in vitro transkripsiyon
reaksiyonu i¢in bir sablon olarak kullanilir. Enzim,
sablonun sonundan ¢ikana kadar RNA transkriptini
uzatarak sablon boyunca hareket eder (Maruggi ve ark.,
2019). Sablon DNA daha sonra DNaz ile inkiibasyon
yoluyla bozulur ve mRNA’nin 5’ ucuna enzimatik olarak
bir Cap bolgesi [m7Gp3N] eklenir (Martin ve Moss,
1975). Alternatif olarak, tek adimli bir prosediirde in
vitro transkripsiyon reaksiyonu sirasinda sentetik bir Cap
analogu da eklenebilir (Stepinski ve ark., 2007). 5 uclu
bir yapinin varlig, in vivo verimli bir translasyon i¢in gok

onemlidir ve mRNA’y1 hiicre i¢i niikleaz sindiriminden

Tablo 1. Cesitli Faz Asamalarindaki mRNA Asilart (Wei, 2021).

mRNA Asisi Hastahk Uygulama Yolu Faz Asamasi Sponsor
BNT162b2 SARS-CoV-2 Deltoid Kas Kullanimi Onayl Pfizer- BioNTech
mRNA-1273 SARS-CoV-2 Deltoid Kas Kullanimi Onayl Moderna
CV2nCoV/CVnCoV SARS-CoV-2 Intramuskuler Klinik Oncesi CureVac
ARCoV SARS-CoV-2 Intramuskuler Faz 3 Walvax
Biotechnology
CV7201 Kuduz Parenteral Faz 1 CureVaC
CV7202 Kuduz Intramuskuler Faz | CureVaC
mRNA-HI10NS, Influenza Intramuskuler Faz 1 Moderna
mRNA-H7N9
mRNA-1345 Respiratorik Intramuskuler Faz 1 Moderna
Sinsityal Viriis
Metapnomoviriis
ve Parainfluenza .
mRNA-1653 Tip-3 Intramuskuler Faz 1 Moderna
mRNA-1647 Sitomegaloviriis Intramuskuler Faz3 Moderna
mRNA-1893 Zika Viriis Intramuskuler Faz 2 Moderna
mRNA-1189 Epstein-Barr Viriis Parenteral Klinik Oncesi
Moderna
HIV SAM ve HIV VRP HIV Intramuskuler Klinik Oncesi Biomedical Primate
Research Centre
Virology Unit, Institute
of Tropical Medicine
HIV-I Gag HIV Subkutan Klinik Oncesi
SAM Vaccine Streptecoccus Intramuskuler Klinik Oncesi GlaxoSmithKline
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korur (Li ve Kiledjian, 2010).
Sentez tamamlandiktan sonra enzimler, kalinti
sablon DNA, kesilmis transkriptler veya anormal ¢ift

sarmalli transkriptler dahil olmak iizere reaksiyon

bilesenlerini ¢ikartilarak mRNA saflastirilir.  Cesitli
kontaminantlar  spesifik olmayan dogal savunma
mekanizmalarin1i  uyarabilme  potansiyeli  tasidigi

icin  mRNA’nin saflagtirilmast  asimnin  etkinligi  igin
olduk¢a Onemlidir (Pascolo, 2004; Mu ve ark., 2018).
mRNAnin  ¢ift RNA

(dsRNA) kirleticilerinden armndirilmasinin = in  vivo

Yapilan ¢aligmalar sarmalll
translasyonu artirabilecegini ve dogustan gelen bagisiklik
aktivasyonunu azaltabilecegini gostermistir (Karikoé ve
ark., 2011).

mRNA goriiniim, igerik, biitiinliik, kalintt DNA,
endotoksin kontaminasyonu ve sterilligi degerlendirmek
icin testlere tabi tutulur (Muralidhara ve ark., 2016). Bir
sonraki basamakta bir iletim sistemi kullanilarak hedef
hiicrelere teslim edilen mRNA’nin istenen bir protein
iriinline ¢evrilme yeteneginin dogrulanmasi1 gerekir
(Kramps ve Elbers, 2017). Bu yaklagim sayesinde pek
cok hastaliga karsi, diger as1 platformlaria kiyasla daha
kisa siirede ve ucuz maliyetle as1 gelistirilmesi miimkiin
olmustur (Wadhwa ve ark., 2020). Cesitli hastaliklara
kars1 gelistirilmekte olan as1 preparatlar1 Tablo 1°de
gosterilmistir.

Sonu¢ olarak, mRNA asilar1 neredeyse otuz
yildir var olmasina ragmen, FDA tarafindan su an igin
sadece SARS-CoV-2 i¢in mRNA asilarmin kullanimi
onaylanmistir. Bu hizli onay siirecinin, yaslilar, ¢ocuklar,
hamile kadmnlar ve bagisiklig1 baskilanmig hastalar gibi
hassas gruplar icin mRNA bazli asilarin giivenligi ile
ilgili baz1 endiseler yaratmasina ragmen faz 2 ve 3 klinik
deneylerinden ortaya ¢ikan veriler, mRNA asilarinin bu
gruplar i¢in giivenli oldugunu gostermistir (Riley, 2021;
Shimabukuro ve ark., 2021). SARS-CoV-2 pandemi
sirecindeki mRNA asilarmin  bagarilari, gelecekte
mRNA as1 platformunun diger bulasici hastaliklara da
distindiirtmektedir (Wei, 2021).

mRNA belirli epitoplar1 ya da biitiin protein antijenini

genisletilebilecegini

kodlayabildigi i¢in istenilen major doku uygunluk
komleksi (MHC) molekiillerine gore tasarlanabilmekte
ve bu sayede c¢ok g¢esitli patojenlere karsi asi
gelistirilebilmektedir (Maruggi ve ark., 2019). Genoma
entegre olmamasi, kisa siirede tiretilebilmesi, sadece

belirli bir siire aktif olmasi ve gii¢lii bagisiklik olusturmast
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gibi avantajlar1 sayesinde gelecekte hem beseri hekimlikte
hem de veteriner hekimliginde kullanim1 amaciyla yakin
gelecekte mRNA agilar1 gelistirilmesi kagimilmazdir. Hali
hazirda cesitli faz asamalarinda bulunan Kuduz (Aldrich
ve ark., 2021), Influenza (Feldman ve ark., 2019),
Parainfluenza-3 (Shaw ve ark., 2019), Sitomegaloviriis
(National Library of Medicine [NLM], NCT05085366),
HIV (Pollard ve ark., 2013), Zikaviriis (Richner ve ark.,
2017) ve Ebola (Meyer ve ark., 2018) gibi hastaliklara
karsi gelistirilen as1 c¢aligmalarinin, klinik deneyleri
tamamlamas1 neticesinde yakin gelecekte kullanimi
onaylanarak mRNA as1 platformunun yeni {iyeleri olarak

karsimiza ¢ikmasi muhtemeldir.
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