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Ozet

Messenger RNA (mRNA) teknolojisi hem genetik hastaliklarin ve kanserlerin tedavisinde (terapotik
kanser asilari) hem de enfeksiydz hastaliklarin yayiliminin énlenmesinde gelecek vaat eden yeni nesil bir
yaklasimi temsil eder. mRNA asi sistemlerinin temel mantidi istenilen bir proteinin viral bir enfeksiyonu taklit
ederek vicutta Uretilmesini saglamak ve onun islevlerinden yararlanmaktir. DNA temelli sistemlerden ve viral
vektorlerden farkh olarak tretilmek istenilen proteine ait genetik kodu tasiyan mRNA molekdlleri ikinci bir araci
genetik sistem olmaksizin hlicrelere dogrudan iletilir ve protein lretimi icin génderilen mesajin sitoplazmaya
ulasmasi yeterli oldugundan bu molekiller kromozomal yapilara entegre olma riski tagimazlar. mRNA temelli
sistemlerin tasarlanmasindaki temel zorluklar bu molekdillerin hicre ici ve hicre disi enzimlere gok duyarl
olmasi, stabilizasyon sorunlari, dogal immiin sistem tarafindan taninarak ortadan kaldirilmasi gibi sinirlayici
ozelliklerdir. TUm bu problemlerin Gstesinden gelmek ve basarili mRNA transfeksiyonu elde etmek adina kapak
analoglari, modifiye nulkleotidler, genetik sekans mihendisligi miadahaleleri, tasiyici partikiller ve oda
sicakligina dayanikli mRNA sistemlerinin gelistirilmesine yoénelik alanlarda son 10 yilda énemli ilerlemeler
kaydedilmistir. Bir diger 6nemli nokta ise mRNA sistemlerinin immiuinojenisitesinin optimize edilmesidir;
istenilen adjuvan benzeri etkileri belirli bir derecede korurken, otoimm{unite veya asiri duyarlilik reaksiyonlarina
neden olabilecek antijenik uyarilardan kaginma arasindaki dengeyi saglamak onemlidir. Bu amacla 6zel
saflastirma yéntemlerinin secimi ve dkaryotik mRNA’lara benzer motiflerin kullanilmasi gibi yaklasimlar ve ek
adjuvanlarla beraber kullanilan sistemler tasarlanmistir. Replike olabilen mRNA sistemleri adjuvan ozelligi
sergileyen cift zincirli RNA (dsRNA) gibi kendi adjuvanlarini Gretebilmesi ve daha uzun streli antijen tretimi ile
farkh amaclara yonelik yeni ve disuk Gretim maliyetli tasarim sistemleri olarak denenmektedir. Ayni mRNA
molekllli Gzerinden birden fazla antijenin veya proteinin hiicresel ekspresyonu gibi esnek secenekler de
denenmistir. Bu makalede mRNA temelli sistemlerin alternatif tasarimlarina deginilmis ve mRNA asgi
teknolojisindeki son gelismelerin bir 6zeti sunulmustur.

Anahtar Kelimeler: Optimizasyon, Replikon, Kararllik, immiinojenisite, RNaz.

Abstract

Messenger RNA (mRNA) technology represents a promising next-generation approach to both the
treatment of genetic diseases and cancers (therapeutic cancer vaccines) and the prevention of the spread of
infectious diseases. The basic principle of mMRNA vaccine systems is to ensure that a desired protein is produced
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in the body by mimicking a viral infection and to benefit from its functions. Unlike DNA-based systems and
viral vectors, mRNA molecules carrying the genetic code of the desired protein to be produced are directly
transmitted to the cells without a second intermediary genetic system, and these molecules do not have the
risk of integrating into chromosomal structures, since it is enough for the message sent to reach the cytoplasm
for protein production. The main difficulties in designing mRNA-based systems are the limiting features of
these molecules, such as being very sensitive to intracellular and extracellular enzymes, stabilization problems,
and eliminating them by being recognized by the innate immune system. In order to overcome all these
problems and achieve successful mRNA transfection, significant progress has been made in the last 10 years
in the fields of cap analogs, modified nucleotides, genetic sequence engineering interventions, carrier particles
and the development of room temperature resistant mRNA systems. Another important point is optimizing the
immunogenicity of mRNA systems; the balance between avoiding antigenic stimuli that can cause
autoimmunity or hypersensitivity reactions and maintaining a certain degree of desired adjuvant-like effects
is important. For this purpose, approaches such as the selection of special purification methods and the use
of motifs similar to eukaryotic mRNAs and systems used with additional adjuvants have been designed. Self-
amplifying mRNA systems are being tested as new and low production cost design systems for different
purposes with the ability to produce their own adjuvants, such as double strand RNA (dsRNA) that exhibit
adjuvant properties, and with longer antigen production. In this article, alternative designs of mRNA-based
systems are discussed and a summary of recent developments in mRNA vaccine technology is presented.

Keywords: Optimization, Replicon, Stability, Immunogenicity, RNase.

Giris

DNA'daki (deoksiribontikleik asit) bilginin
proteine dénlsme slirecinde (santral dogma)
haberci (messenger) ribonlkleik asit (mRNA)
molektlleri DNA’dan ribozomlara bilgi tasiyan
aracilardir [1]. mRNA molekdlinin ve hicre
icerisindeki islevinin ilk tanimlandigi 1961 yilindan
[2] glinimize gelindidinde; protein sentezi icin
gerekli bilgi ribozomlara hticre cekirdedindeki DNA
Uzerinden iletilmek yerine; viral enfeksiyonlarda
oldugu gibi hicre disindan goénderilebilir hale
gelmistir. Bu gelismeler sayesinde hucreler belirli
bir slre igin istenilen proteinleri
yonlendirilebilmekte ve cesitli kanserler ve
enfeksiyon hastaliklari icin terapotik veya
koruyucu immun yanit Uretilmesinde birer fabrika
gibi kullanilmaktadir [3,4]. mRNA temelli tedavi
yaklasimlari ve asi platformlan bilinen diger
yaklasimlarin yetersiz kaldigi bazi 6zel hastaliklar
icin umut verici stratejiler olarak gdérulmektedir.
mMRNA asilarinin sundudu yliksek etkinlik, dasik

Uretmeye

erisim maliyetleri ve hizli ve dlgeklenebilir Gretim
kapasitesi gibi 6énemli avantajlar nedeniyle bu
sistemler Gizerine yuratilen galismalar son yillarda
dikkat cekici bir ivme kazanmistir [5,6]. mRNA
temelli tedavi ve asl sistemleri alanina yapilan
dogrudan yatirimlarin ve desteklerin artmasi ve
bu teknoloji ile iligkili diger bilim alanlarindaki
teknik ilerlemelerle beraber son on yilda mRNA

asllari cok sayida kanser ve enfeksiydz etken igin
klinik 6ncesi ve klinik denemelerle yaygin olarak
test edilmeye baslamistir [5].

Sistemin etkin bir sekilde calisabilmesi igin,
hiicre habercinin
(mRNA'nin) hicre disindaki ve igindeki yikici
enzimlerden (RNazlar) korunup sadlam olarak
ribozomlara ulagsmasi ve ayrica viral proteinlere
ait kodlar icermesine ragmen 6karyotik mRNA'lara
benzer
sistemleri olan sinyal reseptdrlerinden (TLR-toll
like reseptorler, RIG-I ve MDA5 gibi)
gizlenebilmesi o6nemlidir. Diger bir ifade ile
tasarlanan mRNA sisteminin blylk bir sehir gibi
dizayn edilmis olan hcredeki ylzlerce mikro
fabrikanin  garklari ile uyumlu bir sekilde
calisabilecek sekilde tasarlanmasi gerekmektedir.
mRNA temelli sistemlerin etkinligi ve cercevesi
mRNA molekilinin genomik dizisi degistirilerek
kolayca optimize edilebildigi gibi yeni ortaya cikan
gereksinimlere gére (mutant suglar gibi) tasarimi
modifiye edilebilmektedir [5]. Dahasi, mRNA
astlarinin Uretimi ve saflastirma siregleri genel
olarak kodlanan antijenlerin farkliigina ve
cesitliligine ragmen oldukca benzerdir ve bu
nedenle yeni mRNA asilarini gelistirmek igin
standardize edilme potansiyeli de vardir [5].

icerisine  godnderecegdimiz

motifler eklenerek hicresel alarm

Bunun disinda yeni tasarlanan her mRNA
sisteminin hem Uretilecek proteinlerle ilgili hem de
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tasiyicl sistem olarak kullanilan molekdller gibi asi
icerigine eklenen diger maddeler ile ilgili “olasi
olumsuz etkiler yéniinden” dederlendirilmesi de
cok o6nemlidir. Ayrica, asi proteininin ne kadar
siire ile hangi miktarda dretilecegine yonelik
hedeflerin belirlenmesi ve optimize edilmesi,
glvenlik ve etkinliginin tim boyutlari ile detayl
olarak tanimlanmasi ve klinik deneylerle ortaya
konmasi gerekmektedir. Viral proteinler virislerin
yapisal batanliganin korunmasi ve enfeksiyoz
partikillerin hicreye girisinden-ayrilmasina kadar
replikasyon doéngidsinin tim asamalarindaki
gorevleri disinda; enfekte ettikleri hiicre, doku ve
sistemler Gzerinde “immiun fonksiyonlarin blokaj,
hlcresel gorevlerin inhibisyonu, timor sipressor
genlerin islevlerinin engellenmesi, sitokin firtinasi
gibi siddetli yanitlarin tetiklenmesi, hematopoez
Uzerine olan etkiler (miyelostipresyon benzeri),
tromboza ve otoimmin reaksiyonlara edgilimi
artirma” gibi bircok patolojik etkiler ile de
iliskilidirler [7-9]. Bu nedenle hedeflenen asi
proteininin veya asida kullanilan diger yardimci
materyallerin kisa ve uzun ddénem istenmeyen
etkilerinin incelenmesi de 6nem arz etmektedir.

Bu makalede mRNA asilarinin tasarimindaki
temel prensipler ve farkl tasarimlarin getirdigi
avantajlar ve riskler ele alinmistir.

mRNA Asi Platformlari

Asi platformu olarak iki ana RNA tdrd
Uzerinde calisiimaktadir. Bunlardan biri replike
olmayan mRNA (non-replicating) sistemleri, digeri
ise virtslerden turetilen (virally derived) genlerin
yardimi ile amplifiye olabilen mRNA sistemleridir.
Geleneksel mRNA temelli asilar ilgili
kodlayan gen bdlgesi ile beraber bu bdlgeyi
cevreleyen 5’ ve 3’ ucglarinda kodlanmayan
bolgeleri (UTR, untranslated region) icerirken,
amplifiye olabilen RNA’lar sadece ilgili antijeni
dedil, ayni zamanda hiicre ici RNA amplifikasyonu
ve vyuksek miktarda protein ekspresyonunu
mumkdin kilan bir viral replikasyon mekanizmasini
da kodlarlar [3]. Alternatif olarak tek bir mRNA
ipligi icinde c¢ok sayida antijenik epitopu
baglayabilen tandem vyapilar da tasarlanmistir
(Sekil 1) [4,10].

Terapotik kullanim igin uygun bir IVT (in-vitro
transcribed) mRNA “T7, T3 veya bir Sp6 faj RNA
polimeraz!” kullanilarak dogrusal bir DNA

antijeni

sablonundan (/inear DNA template) uretilir. Son
aridn, ilgili proteini kodlayan bir gen bélgesini (agik
okuma cergevesi, open reading frame, ORF), bu
bélgeyi cevreleyen UTR kanatlari, bir 5 bashk (5’
cap; Ornegin 7-metil guanozin) ve bir poli-A
kuyrugu icerecek sekilde tasarlanir (Sekil 1).
Boylece uretilen IVT mRNA, 6karyotik htcrelerin
sitoplazmasinda dodgal olarak meydana gelen
islenmis (fully processed) mRNA molekillerine
benzeyecek sekilde hlcreye sunulmus olur [3].
UTR bdlgeleri mRNA'nin farmakolojisinde énemli
roller oynar ve mRNA stabilitesini, translasyon
verimliligini ve imminojenisiteyi modile etmek
icin ayri ayri optimize edilebilirler [4].

Genel olarak 2000-10.000 baz
uzunlugunda tasarlanabilir

3 UTR

HD-AAAAA

ORF Poli A kuyruk

5
“p acik okuma bdlgesi
veya sirkiiler RNA

ile sonlandirilabilir
Cap analoglari

(ARCA, B-S-ARCA)
Birden fazla proteini kodlayacak
sekilde tasarlanabilir

1(3): 9-17

Replike olabilen

mRNA tasanminda o W annan —g
replikaz ve promotdr E
bdlgeler eklenir e
subgenomik 3

promotor 2

O @ = --BE=c- WD-AAAAA
Alfavirus NSP 1-4 As) ani -

sI antijeni 5

(replikaz)

Sekil 1. mRNA asi sistemlerinin tasariminda yer alan
ana bilesenler (bu sistemler nikleozit-modifiye
mRNA tasarimi veya sekans mihendisligi ile
gelistirilebilmekte veya bu sisteme kisiye 6zel kanser
asilarinda oldugu gibi cok sayida antijenik epitop
eklenebilmektedir).

SAM platformlari

Hlcre icerisinde codalabilen (yani replike
olabilen) mRNA sistemleri SAM (self-amplifying
mRNA) platformlart veya replikonlar olarak
adlandirilir.  Bunlar ¢ogunlukla alfaviruslardan
turetilir ve ilgili asl antijenine ait ORF bdlgesi ile
beraber viral replikazi kodlayan ikinci bir ORF
bdlgesi ve bir promotor gen bdlgesi icerirler (Sekil
1). Bu ikinci ORF bdlgesi mRNAnin hicre igi
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amplifikasyonunu yobnlendirir  ve boylece
tasarlanan asi sisteminin antijen ekspresyon
kapasitesi onemli 0&lgide artinlmis olur [4].
Johanning ve ark. [11], tarafindan 1995'te
gelistirilen Sindbis virus temelli bir SAM asi
sisteminin, amplifiye olmayan mRNA’ya kiyasla
protein ekspresyon seviyelerinde on kat daha
fazla artisa neden oldugu ve ayrica bu sistemde
protein ekspresyonunun c¢ok daha uzun sire (2
glinden 10 gline kadar) korundugu gosterilmistir.

Bir calismada RSV flizyon proteinini (F),
influenza virus hemaglutinin (HA) proteinini veya
kene kaynakli ensefalit virusu (Tick-borne
encephalitis virus, TBEV) pre-membran ve zarf
(prM-E) proteinlerini kodlayan (ig farkli SAM asisi
modeli tasarlanmis ve bu yeni asi modelleriyle
sonuglar alinmistir [12].
Bahsedilen calismada, biri ilgili antijeni ve digeri
alfa viral replikazi kodlayan iki acikk okuma
cercevesinden olusan bir ciplak mRNA sistemi
tasarlanmistir (rekombinan Semliki Forest virus,
rSFV). Bu sistemde yukarida da deginildigi gibi
replikaz “antijen kodlayan mRNA'yi
transfekte konakgl hiicre iginde gogaltma” islevi
gbérmektedir. Bu replikasyon sireci iki farkh yolla
immdn yaniti glgli bir sekilde uyarmaktadir.
Birincisi in-vivo antijen Uretiminin daha ylksek
olmasinin bir sonucu olarak, geleneksel mRNA
asilamasi icin gerekenden daha diisiik RNA dozlari
ile etkili immun yanit indiksiyonu gergeklestirilir.
Ikinci olarak, viral enfeksiyonu taklit eden
replikasyon sureci ile bagisiklik sistemi igin dogal
bir adjuvan olarak calisabilen gift sarmalli RNA ara
drdnleri sentezlenmekte ve immin yanit daha
glgll bir sekilde uyarilmaktadir.

farelerde olumlu

enzimi

Geleneksel plazmid veya rekombinan viral asi
vektorleri ile badisiklamaya benzer sekilde, rSFV
RNA asilamasi da in-vivo antijen ekspresyonu ile
sonuglanir, ancak rSFV RNA asilari biyoglvenlik
acisindan Ustin dzelliklere sahiptir. RNA’'nin hem
replikasyonu hem de amplifikasyonu transfekte
hlcrelerin sitoplazmasinda meydana geldigi igin
DNA asilamasi icin teorik problemler olan vektér
dizilerinin genomik entegrasyonu ve hicre
transformasyonu risklerinden kaginilmig olur. Alfa
viral replikon htcreler igin sitolitiktir ve bu nedenle
rSFV RNA asisi yapisi geredi gegici bir slire etkinlik
gosterir ve bu da geleneksel plazmid DNA asilama
stratejilerine kiyasla ek bir givenlik seviyesi daha

saglar [12]. Viral vektérlerle kiyaslandiginda ise
rSFV RNA asi yaklagiminin en belirgin farki; viral
yapisal bilesenlerin yoklugudur. Viral vyapisal
proteinler  genel olarak  yuksek oranda
immunojenik oldugundan, bu durum glglendirici
immdanizasyon gereken durumlarda asl
etkinliginde diisise neden olabilir. Béylece, rSFV
RNA asilan viral vektor temelli sistemlerden farkl
olarak ayni temel RNA omurgasinin ayni asi
alicisinda diger bulasici ajanlara karsi sonraki
asilamalarda kullanilmasina da izin verir. Ayrica,
rSFV RNA stratejisi ile asilanmis bir alicida virion
Uretimi  olmadigindan  vektérin  patojenite
kazanmasi gibi olasi riskler 6nlenmis olur [12].

Etkili mRNA asilarinin blytk codunlugu bir
cesit dagitim (delivery) sistemi kullanir, ancak son
zamanlarda, bir dagitim sistemi olmaksizin gliclt
etkinlik gésteren yeni asi modelleri tasarlanmistir
[13,14]. Transreplikon veya splitzikon olarak da
adlandirilan bu sistemler tek bir mRNA’da iki ORF
iceren SAM asilarindan farkli olarak iki ayri mRNA
icerirler (bipartite vector system) ve daha yuksek
etkinlik gésterirler. Bu mRNA’lardan biri alfavirus
replikazini, digeri ise ilgili antijeni kodlar. Sistemin
en 6nemli avantaji distk doz asi kullanilarak elde
edilen ylksek etkinliktir. Bu asilar ¢ok dtslk bir
asi dozu (50 ng) ile ek bir tasiyic sistem
kullanilmadan verildiginde bile farelerde koruyucu
bagisiklik tepkilerini indtklemistir [13]. Dusuk doz
kullanilmasi ise asi Uretiminin maliyetini énemli
derecede dustrdugu igin ilgi gekicidir [15]. Tastyicl
bir sistemin olmamasi ise maliyeti daha da
dasurur, Uretimi basitlestirir ve asi liyofilizasyonu
ve ortam sicakhdinda saklanabilme olasilidini
artirir.

Modifiye mRNA Asilari

Son on yilda yapilan calismalar, mRNA’'nin
immunostimulatér profilinin  ve farmakolojik
Ozelliklerinin IVT mRNA’'nin saflastirlmasi veya
modifiye edilmis ntkleozitlerin (psédo Uridin W ve
5 metilsitidin-5mC gibi) eklenmesinin yani sira
mMRNA’'nin gesitli tasiyici molekiller ile kompleks
haline sekillendirilebilecedini
g6stermistir [3]. mRNA'nin farmakolojik ydnlerini
iyilestirmede bir dizi farkli teknoloji kullanihr [3]:

getirilmesiyle

1. Sentetik baghk analoglari ve kapatma
enzimleri: mRNA'yl stabilize eder ve Okaryotik
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translasyon baglatma faktéri 4E'ye (EIF4E)
baglanarak protein translasyonunu artirirlar.

e cap 0 [7mG(5")ppp(5')N,pN2p]

e cap 1 [7mG(5")ppp(5")NImpNp]

e cap 2 [7mG(5")-ppp(5’)NImpN2mp]
e mCap [m7G(5")ppp(5')G]

¢ ARCA [3’-0O-Me-m7G(5")ppp(5')G]

e Fosforotioat cap; B-S-ARCA (D1-D2)
e CleanCap

2. 5’ UTR ve 3’-UTR’deki duzenleyici bdélgeler:
Kodlama dizisini c¢evreleyen UTR elemanlari,
mMRNA'nIn stabilitesini ve translasyonunu derinden
etkiler. Viral veya dkaryotik genlerden tiretilen bu
dizenleyici terapdtik mMRNA'nin  vyari
Omrinl ve ekspresyonu 6nemli 6lglide artirirlar.

diziler

3. Poli-A kuyruk: mRNA’y1 stabilize eder ve
protein translasyonunu artirir.

4. Modifiye nukleozitler: Dodgustan var olan
(innate) badisiklik aktivasyonunu

translasyon verimliligini artirirlar.

azaltirken,

5. Seperasyon ve-veya saflastirma teknikleri:
RNaz 1III uygulamasi protein sivi
kromatografisi (Fast Liquid
Chromatography, FPLC) gibi 06zel yoéntemlerle
yapilan saflastirma islemi mRNA molekdillerinin
dogal badisiklik tarafindan yabanci molekuller
olarak taninmasi

ve hizlh
Protein

riskini azaltir ve bdylece

translasyon verimliligi artirlmis olur.

6. Sekans ve-veya
Translasyon etkinligini artirmada kullanilabilir.
Ornegin, G:C iceriginin zenginlestirilmesi, in-vitro
olarak kararli durumda bulunan mRNA seviyelerini
ve in-vivo protein ekspresyonunu arttirirlar.

kodon optimizasyonu:

7. Translasyon baslatma faktorlerinin ve diger
yoéntemlerin birlikte kullanilmasi: Translasyonu ve
immunojenisiteyi degistirir.

Translasyon ve mRNA kararliliginin optimizasyonu

5’ cap yapilari, 6karyotik mRNA’larda yaygin
olarak bulunur (capl tim o6karyotik mRNA’larda
ve cap2 bazi dkaryotik mRNA’larda) ve post-
transkripsiyonel isleme translasyonun
baslatilmasi ve mRNA stabilitesi igin gereklidir
[16]. Bu mekanizma koronaviruslar gibi bazi
virlslerde de bulunur ve viral RNA stabilitesinin
korunmasi ve verimli protein translasyonu igin

sireci,

oénemlidir. Ornedin SARS-CoV-2, capl baslk
yapisini olusturmak igin nspl6 (2'-O-MTaz) ile
karakterize edilen S-adenozil-L-metionin bagimli
metiltransferaz enzimini kodlamaktadir [17].
mRNA’dan verimli protein Uretimi igin asl
tasarimlarinda da bir 5’ kapak yapisi yer almalidir
[3]. Uretilecek mRNA’ya 5’ kapaklarin cesitli
versiyonlari eklenebilir; bu amacgla transkripsiyon
reaksiyonu sirasinda veya sonrasinda bir “Vaccinia
virus” kapama enzimi ile kapak ekleme iglemi
gergeklestirilebilir, ya da sentetik bir kapak veya
anti-ters baslik-kapak analoglarinin (Anti-Reverse
Cap Analog, ARCA) eklenmesi tercih edilebilir [3].
ARCA modifikasyonlari, ribozomlara verimli bir
sekilde badglanabilen ve neredeyse tam mRNA
fraksiyonlarinin elde edilmesine imkan veren
uygun bashk oryantasyonu saglayabilmektedir
[4]. Fosforotioat baslik analoglari gibi diger baslk
modifikasyonlari, 0karyotik translasyon baslatma
faktori 4E’'ye (elF4E) yodnelik afiniteyi daha da
gelistirebilir ve RNA kapak agma kompleksine
karsi direnci artirabilir [4]. Capl (2’0 methylated
cap) ve mCap sistemleri birinci nesil, ARCA sistemi
ise ikinci nesil bashk sistemleri olarak
siniflandirilir. Bir Gglncl nesil baslk analogu ise
CleanCap sistemidir. Ilk nesil
enzimatik kapatma islemini (ki bu durumda mRNA
Uretimine ilave reaksiyon bilesenleri ve
saflastirma adimlarinin eklenmesi gerekir) ya da
cap0 ile ko-transkripsiyonel kapatma stratejisini
(bu durumda da IVT mRNA preparasyonu
sirasinda elde edilen Grin cift sarmalli ds-RNA
kontaminanti icerdiginden dolayi dogustan immiin
sistem aktive olur) kullaniyordu [15]. CleanCap
sistemi ise IVT sirasinda spesifik bir transkripsiyon
baslangic sekansina dogal bir 5’ capl vyapisi
ekleyen bir ko-transkripsiyonel kapak olusturma
stratejisidir [18].

protokoller vya

Translasyon kapasitesini ve stabilitesini
artirmak igin mMRNA dizisine modifiye
nikleotidlerin dahil edilmesi yaninda, etkinligi
go6sterilmis farkh yaklasimlar da bulunmaktadir.
Bunun bir 6rnedi de “dizi mihendisligi” ile islenen
MRNA (sequence-engineered mRNA) sistemleridir
[15]. Bu yaklasimda, GC igerigi zenginlestirilerek
veya dogal uzun Oomurli mRNA molekdillerinin
UTR'leri segilerek, mMRNA'nin ORF ve UTR’lerinde
sekans optimizasyonlari ile mRNA ekspresyonu
glclu bir sekilde artirnlmaktadir [4]. mRNA'nin 5’
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ve 3’ UTR bdlgelerinin, translasyon oranini ve
mMRNA'nIn yari omrinu Onemli Olglide
etkileyebilecedi géz 6nline alindiginda, UTR'lerin
optimizasyonu mRNA asi tasariminin énemli bir
basamadi olmustur [15]. Yakin zamanda yapilan
bir calismada, IVT mRNA (zerinden protein
ekspresyonunu 6nemli 6lclide artiran yeni UTR'leri
tanimlamak igin hicre kiltard tabanh sistematik
bir segim stireci kullanilmistir [19]. Bu ¢alismada
insan pB-globin 3" UTR kullanilmasina kiyasla,
iliskili transkriptten yaklasik ¢ kat daha ylksek
protein Uretimini indikleyebilecek birkag farkl 3’
UTR dizisi tanimlanmistir.

Poli-A kuyrugu mRNA translasyonunda ve
stabilitesinde 6nemli dizenleyici roli olan diger
bir sistemdir. Poli-A kuyruk ya mRNA sentezi
sirasinda dogrudan DNA sablonundan uretilir ya
da poli-A polimeraz kullanilarak sonradan eklenir
[3]. ikinci bahsedilen yaklasimda; transkripsiyon
isleminden hemen sonra, transkriptin 3’ ucu, bir
3" hidroksili serbest birakmak igin bolinlr ve daha
poli-A polimeraz, RNA’ya bir
nutkleotid zinciri ekler. Poliadenilasyon adi verilen
bu islem ile mRNA molekuline genellikle 100 ila
250 baz uzunlugunda olabilen bir poli-A kuyrugu
eklenir. mRNA'nin poli-A kuyrugunun uzamasi ile
ekspresyon siresi arasinda korelasyon oldugu
gosterildigi gibi [20], 3" UTR’de yapilan spesifik
modifikasyonlarla poli-A kuyrugunun de-
adenilasyon ile yikiminin azaltilabildigi de
gosterilmistir [21]. Poli-A kuyruk yerine, ayrica
ekzonikleaz bozunmaya karsi direng
saglayan dairesel RNA’larin olusturulmasi gibi
daha farkh yaklasimlar da dnerilmistir [4].

sonra adenin

aracili

Hlcresel mRNA niikleotidlerinde dogal olarak
meydana gelen post-translasyonel modifikasyon
islemlerinin “endojen MRNA’'nin immin tespitini
onledigi MRNA'yI
patolojik veya istilact mRNA’dan ayirt edebildigi”
bilgisi mRNA asi tasarimlan igin yeni firsatlar
sunmustur [4]. Modifiye edilmis nukleozitlerin
eklendigi ve “nikleozitle modifiye edilmis mRNA"
olarak adlandirilan mRNA transkriptleri,
glnimuzde azaltilmis immuanostimulatér aktivite
ve dolayisiyla gelistirilmis bir givenlik profili ile
Uretilmektedir. Ek olarak, modifiye edilmis
nikleozitler, tip I interferonlar (IFN) tarafindan
indiklenen antiviral yanittan kagabildikleri igin bu
yaklasim arttinlmig stabilite ve

ve bodylece hicrelerin bu

translasyon

kapasitesi olan mMRNA asilarinin  tasarimini
mumkin  kilmistir  [4].  Ornegin,  Gridinin
psOdouridin ile degistiriimesinin RNaz L tarafindan
mRNA yikilmasini (cleavage) dizenleyen 2’'-5'-
oligoadenilat sentetazin aktivitesini azalttigi
gosterilmistir [4].

Protein translasyonu (zerinde etkisi oldugu
gOsterilen diger bir yaklasim ise kodon
optimizasyonudur. Nadir aminoasit kodonlarinin,
sitozolde bol miktarda bulunan ve ayni kdkenli
tRNA’ya sahip sik kullanilan es anlamli kodonlarla
degistirilmesi islemi mRNA’dan protein (retimini
artirmak icin basvurulan yaygin bir uygulamadir,
ancak bu modelin yararlihdi acik degildir [3].
Protein ekspresyonu, kodon bilesiminin
degistiriimesiyle veya modifiye edilmis
nikleozitlerin katilmasiyla pozitif olarak modile
edilebilmesine ragmen, bu sekans muhendisligi
biciminin; mRNA ikincil yapisini,
kinetigini ve dogrulugunu ve eszamanli protein
katlanmasini ve alternatif okuma cercevelerinde
bulunan kriptik T hicresi epitoplarinin ifadesini
etkileyebilmesi de mimkindir. Tum bu faktorler
bagisiklik tepkisinin buyuklik veya 6zgunlugiana
etkileme potansiyeli tasiyan degisikliklere neden
olabilirler [3].

translasyon

Yakin zamanda, mRNA ve eIF4E proteinleri ile
Onceden birlestirilmis sentetik poliamin
komplekslerinin verilmesinin, tek basina mRNA
verilmesine kiyasla 6nemli oOlgide daha ylksek
ekspresyon verimliligi sundugu g6sterilmistir
[22].

Immiinojenisite Modiilasyonu

Ekzojen mMRNA, hicre
endozomlarda ve sitozolde bulunan dogustan
(innate) immin sistem reseptorleri tarafindan
tanindidi icin dodal bir immunostimulatoérdir.
Terapotik uygulamaya bagh olarak, mRNA'nin bu
ozelligi yararli veya zararli olabilir. Potansiyel
olarak asillama icin avantajhdir, c¢unkl bazi
durumlarda dendritik hicre (DH) olgunlasmasi
icin adjuvan etkisi saglayabilir ve boylece gigli T
ve B hicre immin yanitlan ortaya cikarabilir.
Bununla birlikte, paradoksal olarak mRNA’nin
dodustan gelen badisiklik sistemi tarafindan
algilanmasi durumunda, immin yanit olumsuz
olarak etkilenecedi gibi ve antijen ekspresyonunu
da inhibe olabilir [3].

ylzeylerinde,
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Enzimatik olarak sentezlenmis mRNA
preparatlari, IVT reaksiyonunun anormal drinleri
olarak gift sarmalli RNA (dsRNA) kontaminantlari
icerirler [3]. Viral genomlarin ve replikasyon ara
drdnlerinin bir benzeri olarak, dsRNA, hiicresel
patern tanima reseptoérleri tarafindan algilanan
glgli (potent) bir patojenle iliskili molekuller
motiftir (pathogen-associated molecular pattern,
PAMP) [3]. Faj polimerazlarn tarafindan in-vitro
olarak transkribe edilen RNA’larin; abortif
baslatma olaylan tarafindan Gretilen kisa RNA'lar
ve tamamlayic 3’ islevi tarafindan
Uretilen dsRNA’lar da dahil olmak Uzere birden
fazla kontaminan molekil icerdigi iyi bilinmektedir
[23]. Soyle ki IVT mRNA, viral ve DNA temelli
yapilarin olumsuz etkileri olmadan sifrelenmis
proteini gegici olarak eksprese etmek igin buylk
terapotik potansiyele sahiptir [23].
birlikte, mRNA tasariminda memeli hicrelerinde
bulunan dogustan gelen bagisiklik sisteminin RNA
sensorleri de dikkate alinmalidir. Modifiye edilmis
nikleozitlerin eklenmesi ile hem dodgal immin
sistemin aktivasyonu azaltilir hem de mRNA’nin
translasyonunu arttirithr, ancak tip I IFN ve
proinflamatuar sitokinlerin rezidiel indiksiyonu
devam eder. Kromatografi yodntemleri ile gift
sarmalli RNA da dahil olmak Uzere kontaminan

uzatma

Bununla

maddeler uzaklastirilabilmekte ve bdylece IFN’lari
ve inflamatuar sitokinleri indiklemeyen ve primer
hicrelerde 10 ila 1000 daha fazla translasyon
verimliligine sahip mRNA’lar Uretilmektedir [23].
Modifiye edilmemis mRNA’lar, saflastirmanin
ardindan 6nemli 0dlglide daha iyi translasyon
yetenedinde olsalar da yine de ylksek seviyeli
sitokin salgilanmasina neden oldular. HPLC (High
Liquid Chromatography) ile
saflastirlmis nikleozit modifiye mRNA’larin ex-
vivo kék hicre Gretiminden in-vivo gen terapisine
kadar dedisen uygulamalar icin glcli vektorler
olduklari 6ne sitrilmustir [23]. Ancak bazi
calismalarda farkl bulgular sunulmustur [3].

Performance

Bazi mRNA asi formatlarinda asi potensini
arttirmak icin asi iceridgine ek bir adjuvan dahil
edilerek mRNA'nin immunostimilatdr &zellikleri

glglendirilmeye c¢alisilmistir.  Bu molekdller,
mMRNA'nin  igsel immunojenisitesinden veya
immdan modulator proteinleri kodlama

kabiliyetinden yararlanan yeni yaklasimlarin yani
sira, geleneksel adjuvanlan da kapsar. Replike

olabilen mRNA agsilarinda kullanilan MF59
(Novartis) ve immiuin aktivator 6zellige sahip g
farkli proteini (CD70, CD40L ve TLR4) kodlayan
TriMix bu sistemlere 6rnek olarak verilebilir [3].
mMRNA tasiyici partikdlin tipinin ve mRNA-tasiyici
kompleksinin boyutunun da mRNA iletimi ile
indiklenen  sitokin  profilini  modile ettigi
gosterilmistir. Ornegin, RNActive (CureVac AG)
asl platformu, adjuvan aktivite saglamak igin
tasiyicisina baglidir, bu durumda antijen “ciplak,
modifiye edilmemis, sekans optimizasyonlu” bir
mRNA’dan ifade edilirken, adjuvan aktivitesi
“TLR7 sinyali yoluyla etki gdsteren protamin
(polikatyonik bir peptit) ile komplekslenmis bir
sekilde verilen RNA” tarafindan saglanir [3].

mRNA molekilinin yapisi dedistirilerek,
dogustan gelen badisiklik tepkilerini tetikleme
glcu daha da gelistirilebilir, ancak bu islem
translasyon kapasitesinin dlismesine neden
olabilmektedir [4]. CureVac AG sirketi, mRNA'nin
bir fosforotioat omurgasi ile stabilize edilmesi
veya katyonik protein protamin ile presipitasyonu
sonrasinda, antijen ekspresyonunun azaldigini,
ancak daha guigcli immin uyarici kapasitelerin elde
edilebildigini gostermistir [24,25]. Bu kesif, ya
“protamin kompleksli mMRNA molekdllerinin peptit
ve protein bazl asilar igin tek baslarina bir immun
adjuvan olarak islev (yani
RNAdjuvant) veya asinin  immiunojenisitesini
arttirmak  igin  “protamin-mRNA  kompleksli
molekdllerle  birlestirilmis  antijen  kodlayan
mRNA’dan olusan iki bilesenli bir mRNA
platformunda” (RNAactive) gelistiriimesini tesvik
etmistir [4]. Bu veriler birlikte ele alindiginda,
asilama icin mRNA formdlasyonlarinin tasarimi bir
paradigma ile sonuclanmaktadir. Bir strateji,
glglu bir adjuvan etkisi elde etmek igin tamamen
optimize edilmis mRNA'y1 kullanmay: igerirken,
digeri ylksek translasyon kapasitesine sahip
‘modifiye’ mRNA molekdilleri ile c¢alismayl ve

gérmesi igin”

dolayisiyla antijen biyo-yararlanimini iyilestirmeyi
icermektedir. Asillama amagclariyla ilgili olarak,
mRNA'nin translasyon kapasitesini destekleyen ve
glglendiren modifikasyonlarin, mRNA molekilleri
ile bir veya birden fazla virtise 6zgu patern tanima
reseptdérli arasindaki etkilesimin kismen veya
tamamen azalmasini icerdigi dikkate alinmahdir
[4]. Asi tasarimlarinda dncelik, genellikle antijen
Uretimini gelistirme fikri ile mMRNA'nin translasyon
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kapasitesine verilir. Buna ragmen, mRNA'nin bu
self-adjuvan etkisinin gucd, inflamasyon
reaksiyonlari ve otoimmiin olaylar dahil olmak
Uzere her bir agi tasarimi igin kendine 6zgl advers
reaksiyon risklerine karsi tartilmalidir [4] Yeterli,
ancak gulvenli immunojenisite elde etmek igin
mRNA asilarinin  translasyon kapasitesi ve
adjuvantitesi arasinda optimal bir dengeyi bulmak
belki de bu sistemin en 6nemli temel zorlugudur

[4].

Tiirkiye'de Tasarlanan mRNA Asilari

Bu yeni teknoloji Kirnm-Kongo Kanamali Ates
Virusu (KKKAV) asi calismalarinda Ulkemizde de
kullanilmis ve klinik éncesi calismalarda umut
verici sonuglar elde edilmistir [26]. Ilgili calismada
asl adayi olarak virdsin Ank-2 susunun optimize
edilmemis klglk (S) segmentini eksprese eden
yeni bir c¢iplak konvansiyonel mRNA tasarimi
denenmistir. Arastirmacilar énceki galismalarinda
[27], KKKAV Ank-2 susunun S segmentinin
"pCDNA3.1 myc/His A" vektérine (Invitrogen,
ABD) eklenmesiyle olusturulan pCD-N1 vektoérinl
virisiin, S segmentinin PCR amplifikasyonu igin
kullanmis ve daha sonra elde ettikleri “amplifiye S
segmenti” Urdnlerini mRNA asi tasarimi igin
dogrusal cift sarmalli bir DNA sablonu olarak
kullanmisglardir [27]. Son olarak, ticari bir in vitro
transkripsiyon kiti ile nlkleokapsit proteinini
eksprese eden as! Uretimini gerceklestirmislerdir.
mMRNA asi tasarimlarinin ana hatlari su sekildedir:
5" ucunda ARCA kapak analogu; 5’ ucunda
optimize edilmis bir UTR gen bdlgesi; S segmenti;
3" UTR gen bdlgesi (a-globin); 3’ poli-A kuyruk
(50-100 adenin nilkleotidi). Arastirmacilar

Urettikleri mRNA'nin nihai boyutunu saptamak igin
elde ettikleri UGrinl agaroz-formaldehit jelde
yuratlp, son yapidaki poli-A kuyrugunun varhgini
jelde de kontrol etmislerdir. Arastirmacilar
transfeksiyon sonrasi 3. glnde indirekt
immunofloresan testi ile BHK21-C13 hicrelerinde
in-vitro ekspresyonu dogrulamis ve daha sonra da
Urettikleri asiyi fareler lGizerinde test etmislerdir.

Konya Selcuk Universitesi biinyesinde
Tarkiye'nin ilk mRNA temelli SARS-CoV-2 asisini
tasarlayan diger bir arastirma grubu ise

gelistirdikleri bu asiyi klinik 6ncesi test asamasina
kadar getirdiler [28]. Arastirma ekibi 6zellikle oda
Isisi kosullarinda stabilitesini koruyan ve soduk
zincir olmayan bir asl
gelistirmeyi hedeflediklerini ifade etmislerdir [29].

gereksinimi formati

Sonug

Ozetle, ideal bir mRNA kolay
Uretilebilir bir tasarim sablonu olmali ve maliyeti

asisinin

ylkselten ek enzim kullanimi ve ek saflastirma
basamaklarina gereksinimi minimalize edilmis
olmahdir. Pandemi gibi acil durumlara yanit
verebilmek igin dlgeklenebilir ve disik maliyetli
Uretime uygun olmasi ayrica énemlidir. Asinin
stabilitesi dagitim kosullarindan en az derecede
etkilenmeli ve immiunojenitesi optimize edilmis
olmalidir. Asi
eklenen

iceriginde bulunan veya asiya
maddelerin
bilesikler ylksek kaliteli
olmahdir. Hedef asi proteini veya proteinlerinin
ekspresyon dlizeyi, suresi ve olasl olumsuz etkileri
belirli bir uygulamaya goére uyarlanmis ve ayrica
kisa ve wuzun dbénemde risk olusturabilecek
durumlar acgikga tanimlanmis olmalidir.

Uretiminde kullanilan

ve kolay erisilebilir

Cikar beyani: Yazarlar cikar catismasi bildirmemistir. Makalenin igeriginden ve yazilmasindan tek basina
yazarlar sorumludur. Finansal destek: Bu calismaya finansal destek verilmemistir.
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