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Ozet

Messenger (haberci) ribonlkleik asit (mRNA) moleklllerinin asi veya genetik tedavi amagl
kullaniminda protein ekspresyonunun etkinligini belirleyen énemli parametrelerden biri bu molekillerin hlicre
icerisine iletilmesinde basvurulan yaklasimlardir. Viral vektér aracili olmayan genetik bilgi transferi olarak da
tanimlanan mRNA temelli agi sistemlerinin hicrelere verimli bir sekilde iletilebilmesi igin birgok farkh yaklasim
denenmistir. Bu ydntemlerden biri mRNA molekdllerinin herhangi bir tasiyici molekil olmaksizin ¢iplak olarak
dokulara dogrudan verilmesidir. Ciplak mRNA hiicre disi RNazlar (extracellular RNases) tarafindan hizla yikilir
ve hicre igerisine verimli bir sekilde alinamaz. Bu nedenle, mRNA'nin hiicreye alinmasini kolaylastiran gesitli
biyokimyasal (protamin ve penetre edici peptitler gibi) ve fiziksel-mekanik yontemler (elektroporasyon ve gen
tabancasi gibi) gelistirilmistir. Oncelikle terapétik kanser asilarinin iletiminde bagvurulan farkli bir yaklagim ise
otolog dendritik hiicrelere (DH) ex-vivo mRNA ylklenmesi ve transfekte edilen DH’lerin tekrar dokulara enjekte
edilmesidir. Olgeklenebilir tretim icin ideal bir yaklasim olmayan bu sistem salginlara midahalede veya
toplumsal badisiklamada yetersiz kalacagi igin bu stratejiye alternatif olan glincli bir mRNA iletim sistemi
olarak nanopartikdl tasiyicilar gelistirilmistir. Lipit nanopartikiller, polimerler ve katyonik nano-emdulsiyonlar
gibi farkh tasiyic sistemleri iceren bu nanopartikiller protamin, kolesterol ve polietilenglikol gibi cesitli
molekdllerin eklenmesi ile modifiye edilebilmektedir. Asilama ile ulasilmak istenilen hedefe gére mRNA temelli
sistemler intradermal, subkutan, intranazal, intrasplenik, intravendz ve intramuskiler enjeksiyon gibi gesitli
yollarla doku-hedefli veya sistemik olarak verilebilmektedir. Bu derleme makalede mRNA bazl asilarin
hicrelere ve dokulara verimli bir sekilde in-vivo iletilmesi igin kullanilan tekniklerin bir 6zeti sunulmustur.

Anahtar Kelimeler: Optimizasyon, Lipit nanopartikdil, Kararlilik, imminojenisite, RNaz.

Abstract

One of the important parameters determining the efficiency of protein expression in the use of
messenger ribonucleic acid (mRNA) molecules for vaccine or genetic therapy is the approaches used in the
delivery of these molecules into the cell. Many different approaches, also defined as non-viral vector-mediated
gene transfer, have been tried in order to efficient delivery of mRNA-based vaccine systems to cells. One of
these methods is delivery of naked mRNA molecules directly to tissues without any carrier molecules. Naked
mRNA is rapidly degraded by extracellular RNases and cannot be efficiently taken into the cell. Therefore,
various biochemical (such as protamine and penetrating peptides) and physical-mechanical methods (such as
electroporation and gene gun) have been developed that facilitate the uptake of mMRNA into the cell. A different
approach, which is primarily used in the delivery of therapeutic cancer vaccines, is ex-vivo loading of mRNA
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into autologous dendritic cells (DCs) and re-injection of transfected DCs into tissues. Since this system, which
is not an ideal approach for scalable production, will be inadequate in response to epidemics or in community
immunization, nanoparticle carriers have been developed as a third mRNA delivery system as an alternative
to this strategy. These carrier systems, include different designs such as lipid nanoparticles, polymers and
cationic nano-emulsions, can be modified adding a variety of molecules such as protamine, cholesterol and
polyethyleneglycol. mRNA based systems can be administered systemically or tissue-targeted by various
means such as intradermal, subcutaneous, intranasal, intrasplenic, intramuscular and intravenous injections,
depending on the target to be achieved by vaccinating. A summary of the techniques used for efficient in-vivo
delivery of mRNA-based vaccines to cells and tissues was presented in this review article.

Keywords: Optimization, Lipid nanoparticle, Stability, Immunogenicity, RNase.

Giris

Messenger (haberci) ribonikleik asit (mMRNA)
teknolojisi gen replasmani, gen dizenlenmesi ve
kanser immiunoterapisi dahil olmak Uzere cesitli
hastaliklar icin yeni bir tedavi alternatifi olarak
goritlmektedir. mRNA temelli terapétik sistemlerin
ve asllarin tedavi etkinligi
verimliligi blyUk olclide asida kullanilan in-vivo
iletim sistemine baglidir. iletim sistemleri negatif
yuklli blyldk bir molekidl olan mRNA yapilarini
hlcre igerisine tasimaya uygun hacimde ve genel
olarak katyonik ytke sahip lipoprotein ve polimer
yapili nanopartikiller seklinde tasarlanir [1].
Ekzojen mRNA, fonksiyonel proteine cevrilecegi
yer olan sitoplazmaya ulasmak igin lipit membran
bariyerini gegmelidir [2]. mRNA igin mevcut iletim
stratejileri arasinda giplak RNA iletimi, polimerler,
peptitler, emdlsiyonlar ve lipit nanopartikiller
(LNP) ve ayrica kolaylastirici
biyokimyasal yaklasimlar bulunmaktadir [2-6].
Her bir stratejinin formulasyon kolaylidi, kararlilik,
glivenlik, maliyet ve etkinlik agisindan avantajlari
ve dezavantajlar vardir. Amerikan Gida ve Ilag
Dairesi (U.S. Food and Drug Administration, FDA)
tarafindan onaylanan ilk RNA temelli tedavi olan
kiglik engelleyici RNA (siRNA) bazl ilag
(Onpattro) sisteminde kanitlandigi Gzere, viral
vektor aracili olmayan RNA ilag dagitimi igin en
cok arastirilan ve klinik olarak guvenli teknoloji
LNP'lerdir [1,7]. mRNA sitozole gectiginde,
hiicresel translasyon makinesi, ilgili proteini tretir
ve bu protein hicre igerisinde post-translasyonel
modifikasyonlarla uygun sekilde katlanmis ve
tamamen islevsel bir protein haline gelir. IVT (in-
vitro-transcribed)  mRNA
streglerle bozulur ve bdéylece metabolit toksisitesi
riski azalir ve ayrica DNA sistemlerinde goérilen
kromozomal entegrasyon riski tasimaz [2].

ve ekspresyon

fiziksel ve

normal fizyolojik

Bugine kadar tanitilan mRNA asilarinin
hiicrelere iletimi icin (i temel yaklagim vardir. Ilk
yaklasim mRNA'nin herhangi bir tasiyici olmadan
dogrudan verilmesi (parenteral enjeksiyonu),
ikincisi bir tasiyiciyla birlikte verilmesi ve Uglncul
olarak mRNA'nin otolog dendritik htcrelere (DH)
ex-vivo yuklenmesi ve ardindan transfekte edilmis
hicrelerin yeniden inflizyonu; mRNA asilarinda bu
ybéntemlerin birgok farkli modifikasyonlari veya
kombinasyonlari denenmistir [2,4]. mRNA iletim
mekanizmalari mMRNA
komplekslerinin fizikokimyasal o6zellikleri ile de
iliskili olup, bu o&zellikler mRNA’larin hicresel
iletimini ve organ dadilimini 6nemli derecede
etkileyebilir [2]. mMRNA intradermal,
subkutan, intranodal, intrasplenik, intramuskdler
ve intravendz veya
uygulama gibi farkli yollarla viicuda veya hedef
formuilasyonlar seklinde
gelistirilmis ve her bir yolun etkinligi ayrica
incelenmistir [4].

hicre tipi ve

asilar

enjeksiyon intranazal

dokulara verilebilen

Dogrudan Ciplak mRNA ile Transfeksiyon
Ciplak mRNA, in-vivo immunizasyonlar igin,
intradermal ve intranodal enjeksiyonlarda oldugu
gibi 6zellikle antijen sunan hticreleri tercihli olarak
hedefleyen asi formatlarinda kullaniimistir [2].
Dogrudan mRNA enjeksiyonu nispeten hizlidir ve
maliyet etkindir, ancak bu konuda son zamanlarda
onemli ilerlemeler kaydedilmis olmasina ragmen,
bu yaklasim ile hiicre tipine 6zgli ve verimli mRNA
iletimi heniiz tam olarak basarilmis degildir [2].
Tasarlanan mRNA molekild uygulamadan sonraki
erken dénemde dokularda ve kan dolasiminda
bulunan RNazlar tarafindan bozunmaya karsi
dayanikh olmalidir. Ayrica, mRNA'lar blyik ve
polianyonik molekiller olduklarindan, hicre zari
boyunca pasif olarak difiize olamazlar [4,8], bu
nedenle mRNA molekullerinin hicre igine girisi
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endositik alim mekanizmalari araciligiyla aktif
tasinmaya dayanir. Bu durum, yapisi bozulmamis
mRNA'nin  antijen sunan hicreler (Antigen-
Presenting Cell, ASH veya APC) tarafindan
alinmasi durumunda bile, hemen hemen tim
mRNA molekillerinin sonunda endo-lizozomal
bélmede hapsolup bozunacagi anlamina gelir [4].
Replike olabilen mRNA’larin blyluk boyutlar (~10
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kb, amplifiye olmayan mRNA ise 2-3 kb) nedeni
ile bu sistemler antijen sunan hiicreleri dogrudan
transfekte etmede basarisiz olabilir [4]. TUm bu
sorunlari asmak igin farkli teknikler ve yaklasimlar
gelistirilmistir. Ciplak mRNA ile elde edilen
basarilara ragmen, mRNA asilarinin verilmesi icin
nanopartikil tasiyicilarina yoénelik arastirmalar
daha yodun bir sekilde devam etmektedir [4].

Elektroporasyon

Elektroporasyon isleminde yiiksek voltajli bir darbe
ile hiicre zarinda g6zenekler olusturulur ve mRNA
molekdilleri buralardan gegerek sitoplazmaya girer.

2
MAM

J

-
\
y

Pulsed DH

Ex-vivo mRNA yiiklenmis Dendritik hiicreler
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Sekil 1. mRNA'larin hicre igine iletimi igin gelistirilen sistemler ve verilme yollari. Sekilde yer alan bazi
gorsellerin grafik tasariminda referans [2]'den yararlaniimistir.

Dendritik Hiicrelere Ex-vivo mRNA Yiikleme

DH'ler, badisiklik sisteminin en glicli antijen
Bu antijenleri
icsellestirerek ve proteolitik streglerle isleyerek
sirastyla MHC sinif I ve MHC sinif II gibi temel doku
uyumluluk kompleksleri (major histocompatibility
complex, MHC) Uzerindeki CD8* ve CD4* T
hicrelere sunarak adaptif badisiklik tepkisini
baslatirlar. Ek olarak, DH’ler, antikor yaniti
uyarmak icin B hiicrelerine saglam (intact) antijen
sunumu da yapabilirler, bu mRNA
transfeksiyonu igin de oldukca uygun hicresel
ozelliklere sahiptir. Tum bu nedenlerden dolayi,
DH'ler hem ex-vivo hem de in-vivo mRNA asi
transfeksiyonu ilgi cekici hedeflerdir [2].
DH'lere mRNA  ylkleme, hicresel

sunan hucreleridir. hicreler

hiicreler

igin
ex-vivo

hedefleme,
hicresel kosullarin hassas kontroltine izin verir
[2]. DH'lerin giplak mRNA'yl cesitli endositik
yollarla igsellestirebildigi gosterilmis olmasina
ragmen, transfeksiyon verimliligini artirmak igin
genellikle elektroporasyon iglemine gereksinim
duyulur; bu uygulamada yuksek voltajh bir darbe
(pulsing) ile hiicre zarinda g6ézenekler olusturulur
ve mRNA molekilleri veya farkli molekdiller bu
gozeneklerden gecerek dogrudan sitoplazmaya
girer (Sekil 1). Bu mRNA iletim yaklasimi bir
tasiyict moleklle ihtiyag duyulmadan vylksek
transfeksiyon  verimliligi  Gretme  kabiliyeti
nedeniyle tercih edilmektedir [9].

transfeksiyon verimliligi ve diger

mRNA iletiminin etkinligini dederlendiren ilk
insan c¢alismalarindan biri (2002 vyili) otolog
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monositlerden tlretilen DH'lerin prostat spesifik
antijen kodlayan mRNA ile transfekte edildigi ve
metastatik prostat kanseri olan hastalara
badisiklik tepkisini baslatmak (zere hiicresel
badisikhdi uyaran bir asi olarak yeniden verildigi
bir ex-vivo yaklasima odaklanmistir [10]. Ex-vivo
MRNA yUklemeye dayali DH asilarinin gogu baskin
olarak hicre aracih bir badisiklik tepkisi ortaya
cikarir; bu nedenle, bu asilar 6ncelikle kanser
tedavisinde kullaniimak lzere tasarlanmistir [2].
Bununla beraber, vyillar gectikce bu yaklasim,
MRNA'nin LNP’ler aracilidi ile verilmesine dogru
ybnelmeye baslamistir [4,6]. Cinkl hastaya 6zel
DH'lerin izolasyonu ve kdulturlenmesi maliyetli ve
zahmetli bir slre¢ oldugu icin bu uygulama
hiicresel bir tedavi bicimi olarak, asilama igin
pahali ve emek yodun bir yaklasimdir [2,4].

Fiziksel iletim Yollari

mMRNA molektllerinin hlcrelere alinmasini
kolaylastiran c¢esitli biyokimyasal (protamin ve
penetre edici peptitler ile modifiye etme) ve
fiziksel-mekanik yontemler (elektroporasyon ve
gen tabancasi gibi) gelistirilmistir ve yine bu
amagcla altin gibi bazi nanopartikil tasiyicilar da
denenmistir [4-6].
Elektroporasyon

Elektroporasyon, hiicre zari bariyerini asmak
icin kisa ylksek darbelerinin
kullanilmasini tanimlar. Hlcre zarn kapasitansini
asan harici bir elektrik alani uygulayarak, hiicre
membraninin  gegici ve tersine
(reversible) parcalanmasi indiklenebilir. Bu gecici
gegirgenlik durumunda kiglik molekulller basit
difiizyon yoluyla yapisi bozulmus zardan gecebilir
ve bu sekilde elektroforetik slrecgler yoluyla
hiicrelere yilkleme vyapilabilir. Basglangicta gen
transferi igin gelistirilen elektroporasyon, su anda
iyonlardan ilaclara, boyalara, antikorlara,
oligonukleotidlere, deoksiribonlkleik asit (DNA)
ve RNA'ya kadar gok cesitli molekdillerin hicre
icine iletilmesi icin kullaniimaktadir [9,11].

sureli voltaj

gevrilebilir

Gen tabancasi

in-vivo mRNA aliminin etkinligini artirmada,
hicre zarina niUfuz etmek icgin cesitli fiziksel
yontemler de kullaniimistir. Altin pargaciklar ile
komplekslenen mRNA'nin  bir mikroprojektil

yéntemi olan bir gen tabancasi kullanilarak

dokularda eksprese edilebilecedi go6sterilmistir
[12]. Fare modellerinde gen tabancasinin etkili bir
RNA iletim yontemi oldugu gosterilmis olsa da,
blyUk hayvanlarda veya insanlarda etkinlik verisi
mevcut dedildir [2]. Artan hicre 6lim{ ve hedef
hicrelere veya dokulara kisitli erisim nedeni ile
fiziksel ydntemlerin kullanim alani sinirli kalmistir.
Son zamanlarda, bu alanin yerine gigli ve cok
yonll uygulama araclari olarak lipit veya polimer
yapili  nanopartikdllerin  kullanilmasi  tercih
edilmektedir [2].

Katyonik Peptitler

Protamin, heparinin ndétralizasyonu igin ilag
olarak ve yavas salinan insilin formulasyonlarinda
kullanilan dogal bir katyonik peptit karisimidir. Ek
olarak protamin, nikleik asitlerin (antisens RNA,
siRNA, immunostimilatér nikleik asitler, plazmid
DNA veya mRNA) stabilizasyonu ve dagitimi igin
kullanilabilir, bu nedenle de klinik gelistirme
asamasinda olan birkag farmakolojik bilesime
dahil edilmistir. Ozellikle RNA ile karistirildiginda
protamin, formilasyon kosullarina (reaktiflerin
konsantrasyonu, orani ve tuzlarin varligr) bagh
olarak 20-1000 nm boyut arahdinda partikiller
olusturur ve bu partikiller asilama ve immiino-
stimulasyon icin kullanilabilmektedir [13].

Bir polikatyonik peptit olan protaminin,
mRNA'yl serum RNazlar tarafindan bozunmaya
karsi korudugu gosterilmis olsa da, tek basina
protamin ile komplekslenmis bir mMRNA'nin
(muhtemelen protamin ve mRNA arasindaki siki
birlesme nedeniyle) bazi kanser asi modellerinde
sinirli protein ekspresyonu ve etkinligi sundugu
gbstermistir [2]. Bu sorun, protaminle formiule
edilmis RNA'nin bir ekspresyon vektdrd olarak
tercih edilmesi yerine, TLR-7 aracili immun yanit
aktivatérti olarak kullanildigi  RNActive asi
platformunun gelistirilmesiyle ¢ézlilmeye ve
asllmaya cahsiimistir [14].

Polimerler ve Lipit Nanopartikiiller

Guvenli ve etkili in-vivo mRNA iletimi igin
polimer ve lipit yapili nanopartikdl tasiyicilarin
gelistirilmesinde blyuk ilerlemeler kaydedilmistir.
Dendrimerler dahil olmak Uzere katyonik lipitler
ve polimerler, son yillarda mRNA uygulamasi igin
yaygin olarak kullanilan araglar haline gelmistir.
mRNA alani, on yildan fazla bir sliredir bu dagitim
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araclarinin kullanildigi in-vivo kiguk midahaleci
RNA (siRNA) uygulamalar igin yapilan 6énemli
yatirrmdan acgikga vyararlanmistir. Baslangicgta
siRNA iletimi igin gelistirilen iyonize edilebilir
LNP’ler, giiniimuzde en ilgi gekici ve yaygin olarak
kullanilan mRNA iletim aracglarindan biri haline
gelmistir [3]. LNP'ler genellikle dort bilesenden
olusurlar; virtis boyutlu (~100 nm) pargaciklarin
bir araya gelerek birlesmesini tesvik eden ve
MRNA'nin endozomlar araciligi ile sitoplazmaya
salinmasina izin veren iyonize edilebilir bir
katyonik lipit (DOTMA, DOTAP, D-Lin-MC3-DMA,
C12-200); formilasyonlarin yari d6mrind artiran
lipit bagl polietilen glikol (DSPE-PEG, DMPE-PEG);
stabilize edici bir ajan (kolesterol, DSPC, DPPC);
ve cift katmanli lipit yapiya destek olan dogal
olarak olusan fosfolipitler (Sekil 2) [1,2]. “Lipit
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PEG ve antijen kodlayan-replike olabilen bir
mRNA" ile formtUle edilmis ve dendrimerler olarak
adlandirilan dalli  poliamin bazli polimerler
tanimlanmistir [3]. Dendrimer-RNA partikilleri ile
yapilan immiunizasyonun tek bir intramuskuler
dozda, antijene 6zgi CD8+ T hiicresi ve farelerde
Zika, Ebola ve influenza viruslara ve Toxoplasma
gondii'ye karsi noétralize edici antikor yanitlari
ortaya cikardigi gosterilmistir [3].

Bazi erken calismalar, klinik éncesi calisma
modellerinde mRNA asi  uygulamasi igin
polietilenimin (PEI) gibi lipit olmayan polimerleri
basariyla kullanmis, ancak bu calismalar klinik
asamaya ulasamamistir [2]. mRNA iletimi igin
kullanilan polimerler, iletim materyalinin glvenlik
profilini iyilestirmek icin genellikle yag asidi
zincirleri ile modifiye edilmektedir [2].
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Sekil 2. mRNA’larin hiicre igine iletimi igin gelistirilen polimer ve lipit temelli sistemler. Sekilde yer alan
gorsellerin grafik tasariminda referans [2]'den yararlaniimistir.

Katyonik
sistemlerine

(pozitif  yukli) lipitler iletim
genellikle negatif yukli mRNA
molekillerinin elektrostatik kompleks olusturmasi
igin dahil edilir. Bu lipitler basitge amino grubunun
pKa'sina goére (o) DOTMA, DOTAP ve DC-
kolesterol gibi “kalici olarak yuklu (permanently-
charged) lipitler” veya (o) D-Lin-MC3-DMA ve lipit

benzeri molekdl C12-200 gibi “pH'a bagdh
iyonlasabilir  lipitler” olarak alt gruplara
ayrilabilirler [4]. Orijinal olarak siRNA iletimi igin
optimize edilmis olan ikinci grupta yer alan bu
iyonize edilebilir lipitler fizyolojik pH kosullari
altinda nétr veya hafif katyonik ytke sahiptir. Bu
durum, kalicl olarak yukla lipitlere gére belirli
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faydalar sunar, ki bu faydalarin en Onemlisi
iyonlasabilir lipitlerin azaltilmis toksisite ve uzun
streli kan dolasimi oémrd ile iliskilendirilmis
olmasidir. Diger lipit bilesenleri ise, () “yardimci
lipitler” olarak kabul edilirler. Yardimci lipitler
mMRNA LNP komplekslerinin yapisal dizenlemesini
etkileyebilecek farkh fonksiyonel 6zellikleri ile bu
komplekslerin stabilitesinin artirilmasinda veya
mMRNA'nin  (LNP halinde) hicre ici alimini ve
sitozolik girisini tesvik ederler [4].

Genel transfeksiyon verimliligini etkileyen
anahtar engellerden biri de, hlcre igerisine
alinmis (engulfed) mRNA LNP'lerinin endozomal
bozunmasidir. Sonug olarak, partikile yuklenen
mMRNA molekillerinin  endozomlardan sitozole
gegisini  kolaylastirmak icin mRNA LNP'leri
modifiye etmek ve optimize etmek igin cok caba
harcanmaktadir. mRNA'nin endozomal saliniminin
mekanizmanin, LNP'lerin
protonlanmis (iyonize) lipitleri ile endozomal
membranin anyonik fosfolipitlerinin lipit
karistirma asamasina (lipid-mixing step) bagl
oldugu 6ne sirtlmuistir. Bu lipitler arasindaki iyon
cifti  olusumunun, bir membran flizyonu
olusmasini ve destabilizasyonunu
tetikledigi ve bunun da mRNA molekillerinin
endozomlardan kacisini artirdigi dasintlmektedir
[4]. Ek olarak, bu dedisimin, LNP'leri ayristiracak
ve endozomal membranin destabilizasyonunu
destekleyebilecek iki katmanl olmayan bir yapi
dénisuiminid (yani lamellerden tersine gevrilmis
hekzagonal faza donusimi) indukledigi 6ne
surulmadstir. Sonug olarak galismalar, mRNA ve
lipit bilesenlerinin yapisal organizasyonunun elde
edilebilecek nihai transfeksiyon verimliligi ile
iliskili oldugunu gostermistir. Membran flizyonu

arkasindaki  temel

membran

teorisi on yildan fazla bir siredir var olmasina
ragmen, LNP'lerin mRNA'nin sitozolik dagitimini
tesvik etme mekanizmasinin yalnizca bu tek
ozellige indirgenemeyecedi belirtilmektedir [4].
Daha yeni calismalar, mRNA LNP'lerinin endositik
trafiginin, mMRNA'nin  sitozolik  girisini ve
translasyonunu etkileyen geri dénidsim yollarini
ve sinyal iceren dinamik bir stlreg
oldugunu aciklamaktadir [4].

yollarini

Yakin zamanda, T hicrelerini etkin bir sekilde
hedefleyen ve farelerde lokal tUmdrlerin
temizlenmesine yol acan, ylik dedistiren tasiyicilar
(charge-altering releasable transporters, CART)

adi verilen yeni bir lipit iceren polimer grubu
gelistirilmistir [3]. T htcrelerinin maniptlasyonu
zordur ve siklikla ex-vivo iglemler gerektirir
(dondrlerden elde edilen T
saflastirilmasi, nikleik asit ile elektroporasyon,
codaltma ve yeniden infizyon gibi); bu nedenle
CART'lar, mRNA aslilari ve gen terapisi alanlarinda
blylk potansiyele sahip g¢ok ¢ekici iletim
materyalleri olarak goértlmektedir [3]. TUm mRNA
iletim sistemlerinden farkli olarak, CART
sisteminin temel bir 06zelligi, baslangictaki
polikatyonik CART molekulind noétr yan Urlnlere
donlstliren bozunma mekanizmasidir, bdylece
tasinan polianyonik mRNA'nin endozomal kagisi,
(release) ve ardindan translasyonu
mimkldn olmaktadir [8]. Yeni bir transfeksiyon
sinifini temsil eden CART taslyicilar iyi tolere
edilen kigik nétr molekillere indirgendiginden
dolayi, bu molekullerin kullanimi
katyonik lipitler ve diger katyonik materyallerle
iliskili “bilinen doza badimh toksisite” endiseleri
ortadan kaldiriimis olur [8].

hlcrelerinin

salinimi

durumunda

Nanopartikil tasiyicr sistemler ex-vivo DH
transfeksiyon stratejisi ile kombine olarak da
kullanilabilmektedir. Kranz ve ark. [15], sistemik
DH'leri tercihli olarak
hedefleyen lipopleksler Gzerinde galismistir. Glgla
immin yanitlar indiklemek icin mRNA asilari ile

uygulamadan sonra

secgici DH hedeflemesi, potansiyel olarak kritik bir
kesiftir ve bu platform, klinik calismalarda umut
vaat etmistir ve Kkisisellestirilmis kanser asilari
badglaminda aktif olarak arastiriimistir [3].

Hicre penetre edici peptitler (cell-penetrating
peptides, CPP) mRNA asilari i¢cin nadiren kullanilir,
ancak bu alanda son zamanlarda bazi ilerlemeler
kaydedilmistir [3]. Udhayakumar ve ark. [16],
mRNA'yl *“membranlari bozan ve hiicre igerisine
nifuz edebilen partikiiller ve kompleksler” halinde
yodunlastirmak icin amfipatik Arg-Ala-Leu-Ala
motifleri iceren CPP'ler gelistirdiler ve fareleri CPP-
kompleksli mRNA ile badisikladiktan sonra glgla
sitolitik T hlicre vyanitlann elde ettiler. Bu
platformun gugclu tepkilerini uyarip
enfeksiyonlara karsi immun yaniti

antikor
koruyucu
indikleme dizeyinin gelecekteki galismalar ile
ortaya konmasi beklenmektedir [3].
TransIT-mRNA (Mirus Bio LLC) gibi katyonik
polimer-lipit formilasyonlari veya Lipofectamine
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(Invitrogen) gibi lipozom olusturan katyonik lipit
formulasyonlarina dayanan ticari ylksek verimli
mMRNA transfeksiyon reaktifleri de mevcuttur [2].
Bu sistemler birgok primer hlicre dizisi ve kanser
hicre dizilerinde etkin bir sekilde calismakla
beraber, sinirli in-vivo etkinlik ve toksisite riskleri
olduguna dair gozlemler de bulunmaktadir [2].

Ciplak RNA molekiillerinin “kisa yari 6mdrleri,
zayif stabiliteleri ve nikleazlar tarafindan kolay
parcalanmalar” gibi in-vivo iletimin zorluklarini
asmak icin gelistirilen nanopartiklil bazl
sistemlerin her birinin; biyolojik uyumluluk,
stabilite ve toksisite riski gibi farkli avantaj ve
dezavantajlan vardir (Tablo 1) [5].

Tablo 1. Hiicresel RNA iletimi igin nanopartiktl tabanli platformlarin avantaj ve dezavantajlar [5,6].

Nanopartikdl

Ornek sistemler
tasiyici

Lipit bazli nano |oLipozomlar
materyaller oKati lipit nanopartikdiller
o Lipit emdlsiyonlar

* Pozitif yukli lipozomlar

Avantajlar

oKolay hazirlanma

o Biyo uyumluluk

o Biyolojik parcalanabilirlik

oYUk noétralizasyonu ve buytklikleri
ASH tarafindan alinmaya uygundur

Dezavantajlar

o Sinirh stabilite, sikhkla gok
distk soduk saklama
kosullarina gereksinim

o Yliklenen materyali kolay
sizdirma

nikleotidlerle nanopartikil veya o Lipozomlar ve lipit kompleksler FDA oHizl klerens (temizlenme)

kompleksler olusturmak tzere
iyonik olarak etkilesirler.

Polimer bazli oDodal veya dogal yoldan
nano turetilmis polimerler (kitosan,
materyaller poli-I-lisin, atelocollagen vb.)
o Sentetik polimerler (PLGA, PEI,
PVA, PLA, PEG gibi).

* Pozitif yukli polimerler
nikleotidlerle nanopartikdil
kompleksleri olusturmak tzere
iyonik olarak etkilesirler.

oDodgal veya dodal olarak tiretilmis
polimerler igin biyo-uyumluluk

oBiyolojik olarak pargalanabilirlik

oDuslk Uretim maliyeti

ollag saliniminin uyariimasi

o Kolay modifikasyon

oBazi polipleksler topikal
uygulamalar igin FDA onay! almistir

o Yuk nétralizasyonu ve buyuklikleri
ASH tarafindan alinmaya uygundur

tarafindan uzun yillardir onaylanmis o Polietilenglikol ve
durumdadir

oSiRNA temelli bir lipit tasiyici sistem
FDA tarafindan onaylanmigtir

fosforilkoline énceden
immunite gelismis olabilir
veya asllama ile
indUklenebilir

o Bazi polimerler bozunmaz
(nondegradable)

o Doza bagli toksisite riski s6z
konusu olabilir

o Katyonik polimerler konak
DNA’ya da baglanabilir ve bu
durum toksisite endisesine
neden olur

o Nukleotidler polimerler tarafindan
kismen veya tam olarak korunur

Inorganik
nanopartikiller

o Metal nanopartikiller (6rnegin,
demir oksit ve altin
nanopartikiller)

Biyoesinlenmis
nano araglar

o DNA temelli nano yapilar

o Eritrosit temelli hayalet
tasiyicilar (nanoerythrosomes)

oKolay ylizey modifikasyonu
o Tekrarlanabilirlik
oKolay hiicre alimi

olyi biyolojik bozunabilirlik

o Ekzozom-benzeri nano vezikiller o Dislik toksisite

o GUgll hedefleme ve disik badisiklik
indlksiyonu

o Biyolojik olarak bozunmazlik
(non-biodegradability)
o Potansiyel toksisite

o Yiksek maliyet
o Stabilite endisesi

PLGA: Poly(dl-lactide-co-glycolide); PEIL: Polietilenimin; PVA: Polivinil alkol; PLA: Poli-I-laktik asit; PEG: Polietilenglikol.

mRNA Asilarinin Uygulama Bélgeleri

mRNA asilarinin uygulama yolu ve dagitim
(delivery) formati, tedavide hedeflenen sonuglari
oénemli 6lciide etkilemektedir. Oyle ki, mMRNA-LNP
astlarinin in-vivo protein Uretiminin dlzeyi ve
suresi,
kontrol edilebilmektedir. mRNA asilari igin yaygin
uygulama vyollan (intradermal,
subkutandéz veya intranazal) yaninda bazi
alisimadik  asilama  yollarinin  (intranodal,
intravendz, intrasplenik veya intratimoéral) da
test edildigi cesiti mMRNA asi formatlan

uygulama yolunu dedistirerek kismen

intramuskdler,

gelistirilmistir (Sekil 3) [2]. Sistemik olarak
verilen mRNA-LNP kompleksleri, apolipoprotein
E'nin baglanmasi ve hepatositler tarafindan
reseptdér aracili allm nedeniyle esas olarak
karacigeri hedef alir, bu nedenle bu uygulama
yolu ¢ok tercih edilen bir yaklasim degildir [2].
mMRNA-LNP'lerin  intradermal, subkutan ve
intramuskiler  yolla  verilmesinin sistemik
uygulamaya kiyasla daha kalc  protein

ekspresyonuna neden oldugu gosterilmistir [2].

ASH'lerin T hiicrelere gok yakin oldugu lenfoid
organlar, T hicre yanitlarinin verimli bir sekilde
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uyarilmasi icin ideal mikro ortamlar olarak
dederlendirilmis ve lenf nodlar spesifik asi
uygulama bdlgeleri olarak segilmistir [15]. Yine
deride gesitli ASH'ler bulunmakta ve bu da deri
dokusunu asilama sirasinda immaunojenlerin
verilmesi icin ideal bir yer haline getirmektedir. Bu
nedenle intradermal uygulama mRNA kanser
asilar icin yaygin olarak kullanilmaktadir [2].
Erken bir calismada (2000), toplam tumor
RNA'sInin ex-vivo ylklendigi
intradermal uygulanmasinin timoér blUyldmesini
geciktirdigi gosterilmistir [17]. Protamin bazli

hicrelerin

NanopartikUller

mRNA molekiillerinin hiicre igine iletimini
kolaylagtirmak igin kullanilan koruyucu
sistemlerdir. Giivenlikle ilgili ek dederlendirmeler
ve maliyet artigi dnemli konulardr.

intravendz: Kan komponentleri ile
etkilesim, opsonizasyon ve fagositik
hiicreler tarafindan klerens.
Nanopartikiillerin boyutlar ve yiikii
dolagimda kalma siiresini ve
karaciger, dalak ve akcigerler gibi
organlara dagilimini etkiler. [ SR

Lenfatik transport: mRNA
nanopartikiillerinin kenfatik
sistemde pasif transportu. Hiicre
digi matrikste etkin bir sekilde
taginabilmesi icin partikil boyutu
<200 nm olmaldir. el -~~~ -~ >

Daha cok terapdétik kanser asilarinin verilmesinde tercih edilir. —_—

RNActive platformunda timoér antijenlerini
kodlayan mRNA'nin intradermal enjeksiyonu ile
cesitli fare kanser modellerinde ve ¢ok sayida
profilaktik ve terapétik klinik ortamda etkili oldugu
kanitlanmistir ~ [2]. Lipit bazh  tasiyicilar
intradermal olarak verilen mRNA kanser asilarinin
etkinligine de katkida bulunmustur [2]. Antiviral
asilar ise subkutan yol ile verilebilmekle beraber,
SARS-CoV-2 icin acil kullanim onayi alan asilarda
(BNT162b2 ve mRNA-1273) oldudu gibi koruyucu
mRNA asilari igin daha ¢ok intramuskiler yol
tercih edilmektedir [18-20].

Ciplak mRNA

Uretilmesi kolay olup hedef bélgeye lokal
olarak uygulanirlar. in-vivo olarak hizli yikilirlar.

Deri yolu: intramuskiler,

.~ inrtadermal ve subkutan yollar.
Derideki ASH’ler ve somatik

_~* hiicreler hedeflenir. Matiir hiicreler
lenf nodlarina goc ederler.

. Intratiimoral; Timér dokusundaki
- ASH tarafindan alinir.

Intranodal: Lenf nodlarinda
bulunan makrofajlar ve ASH’ler
hedeflenir. mRNA'lar
makropinositozla hiicre igine
alinir. Ultrasonografi

-8 rehberliginde enjeksiyon
yapilir.

Giimral R. J Mol Virol Immunol 2020; 1(3): 18-26.

Otolog Dendritik HOcreler

Sekil 3. mRNA asilarinin in-vivo verilme yollari. Sekildeki bazi bilgiler referans [4]'den alinmistir.

Sonug

Terapotik asilarda mRNA iletiminin kritik roli
nedeniyle, daha genis klinik uygulama igin
etkili mRNA iletim
araglarinin kullanima sunulmasi ve etkinlik ve
toksisite  durumlarinin  detayli bir sekilde

dederlendirilmesi gerekmektedir. Her ne kadar

glvenli, ve ayarlanabilir

bazi mRNA molekdilleri (6zellikle replike olabilen
tasarimlar) blyiuk molekiller olsa da, farkli ilaglar
ve daha kigtuk molekillerin in-vivo iletimi igin

tasarlanan ve gelistirilen platformlar ayni
zamanda mRNA iletim platformlari olarak mRNA
asllarina da hizla adapte edilebilmektedir.
Gelecedgin o6nemli teknolojilerinden biri olarak
gérilen mRNA temelli terapétik sistemler igin
Ozellikle kiresel boyutta devam eden SARS-CoV-
2 asilama programlarindan elde edilen sonuglar
gavenlik, etkinlik, dlceklenebilir liretim ve maliyet
dederlendirmeleri hakkinda da dederli bilgiler

sunacak ve onemli tecribeler kazandiracaktir.

Cikar beyani: Yazar gikar catismasi bildirmemistir. Makalenin igeriginden ve yazilmasindan tek basina yazar
sorumludur. Finansal destek: Bu galismaya finansal destek verilmemistir.
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