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Ozet

Haberci ribontkleik asit (mMRNA) gen ekspresyonu ve asi teknolojisinin geleneksel asl yéntemlerine
(canh attenie, inaktif, protein subiinit) ve yeni nesil sistemlere (DNA- deoksiribontikleik asit- ve viral vektorler)
kiyasla belirli avantajlar ve dezavantajlari vardir. mRNA asilarinda ekspresyon siteminin tek bir bariyeri (hicre
membrani) gegip ribozomlara ulasmasi yeterli oldugundan bu asilar tasarim avantajina sahiptir ve ayrica
insersiyonel mutagenez riski tasimamaktadir. mRNA sistemlerinin gecici ekspresyon olusturmasi, Uretilen
antijen ile ilgili ek riskleri minimalize etmektedir. mRNA ekspresyon sistemlerinin en 6énemli dezavantajlarindan
biri RNA'nin stabil bir molekll olmamasi ve bu asilar icin genellikle soguk saklama ve transport kosullarinin
gerekmesidir. mRNA molekulinin in-vitro ve in-vivo stabilitesinin artiriimasi ve dogal badisikhdin hiicresel
sensdrlerinden saklanabilmesi igin cesitli teknikler (kapak sistemleri, sekans optimizasyonu, modifiye
nukleozitler) gelistiriimistir. Geleneksel asilara gére hizli tasarimi ve 6lgeklenebilir Gretimi ve distk doz agilama
ile yiksek immunojenik aktivite sunmasi bu asilari 6zellikle salginlara miidahalede (SARS-CoV-2, Severe acute
respiratory syndrome coronavirus 2, pandemisinde oldugu gibi) glcli araclar haline getirmektedir. Antijen
Uretiminin ve sunumunun dodal kosullara benzer olarak yapilmasi bu asilarin immiin sistemin hicresel ve
humoral yolaklarini basarili bir sekilde aktive etmesini saglamaktadir. Klinik calismalarda, cesitli bulasici
hastaliklari ve kanserleri hedefleyen mRNA asilarinin genellikle givenli oldudu ve iyi tolere edildigi
dederlendirilmekle beraber, SARS-CoV-2 pandemisi slrecinde asilanan milyonlarca kisiden elde edilecek
veriler bu sistemin etkinligini ve glivenligini diger asi platformlari ile karsilastirma imkani sunacaktir. mRNA
molekdtlleri hicrelere giplak olarak veya nanopartikil tasiyicilar icerisinde iletilebilmektedir. Bazi tasiyici
partikiller igin toksisite ve alerjik reaksiyon riskleri bulundugu gibi, bu asilarin otoimmi(in reaksiyonlara neden
olabilecegine dair endiseler de vardir, bu nedenle asi igerigindeki tim bilesenler igin olasi risklerin kapsamli
calisma verileri ile incelenmesi ve asilarin gtvenlik profilinin uzun dénem sonuglarini sunan izlem galismalari
ile ortaya konmasi gerekmektedir. Dusuk siklikta da olsa, asilama sonrasi anafilaktik reaksiyon riski bulundugu
icin asi yapilan yerlerde anafilaksiye midahale edebilmek igin gerekli malzeme ve ekipmanlar bulundurulmali,
as! yapan ekip bu konuda farkindalik sahibi olup asilanan bireyleri bir siire izlemde tutmaldir.
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Abstract

Messenger ribonucleic acid (mRNA) gene expression and vaccine technology has certain advantages
and disadvantages compared to traditional vaccine methods (live attenuated, inactive, protein subunit) and
new generation systems (DNA-deoxyribonucleic acid- and viral vectors). mRNA vaccines have a design
advantage since the expression system needs to cross a single barrier (cell membrane) and reach the
ribosomes, also there is no risk of insertional mutagenesis in these vaccines. The transient expression of mRNA
systems minimizes the additional risks associated with the antigen produced. One of the most important
disadvantages of mRNA expression systems is that RNA is not a stable molecule and generally cold storage
and transport conditions are required for these vaccines. Various techniques (cap systems, sequence
optimization, modified nucleosides) have been developed to increase the in-vitro and in-vivo stability of the
mRNA molecule and to stealth from cellular sensors of innate immunity. Its rapid design and scalable
production compared to traditional vaccines and high immunogenic activity with low dose vaccination make
these vaccines particularly powerful tools in response to epidemics (as in the current Severe acute respiratory
syndrome coronavirus 2, SARS-CoV-2, pandemic). Antigen production and presentation similar to natural
conditions enables these vaccines to successfully activate the cellular and humoral pathways of the immune
system. In clinical studies, it is evaluated that mRNA vaccines targeting various infectious diseases and cancers
are generally safe and well tolerated, however the data to be obtained from millions of people vaccinated
during the SARS-CoV-2 pandemic will provide the opportunity to compare the effectiveness and safety of this
system with other vaccine platforms. mRNA molecules can be delivered to cells naked or in nanoparticle
carriers. There are risks of toxicity and allergic reactions to some carrier particles, as well as concerns that
these vaccines may cause autoimmune reactions, therefore, possible risks for all components in the vaccine
content should be examined with comprehensive study data and the safety profile of vaccines should be
revealed through follow-up studies that present long-term results. Despite the low frequency, since there is a
risk of anaphylactic reaction after vaccination, necessary materials and equipment should be available in places
where the vaccine is administered, and the vaccinating team should be aware of this issue and keep the
vaccinated individuals under follow-up for a while.

Keywords: Adverse events, Allergic reaction, Autoimmunity, Anaphylaxis, Fast production, Low cost.

Giris

200 yildan daha uzun bir gegmisi olan
geleneksel asi uygulamalari birgok
enfeksiyona karsi kalici koruyucu bagisikhk yaniti
uyarmakta ve her yil milyonlarca insani ciddi
hastaliklardan korumaktadir [1,2]. Bu basariya
ragmen, belirli enfeksiy6z patojenlere, 6zellikle de
baslica T ve B hiicre aracili adaptif (kazanilmis)
bagisiklik tepkisinden daha iyi kacabilenlere karsi,
asl gelistirmenin 6ninde halen blylUk engeller
vardir [1,3]. Yliksek etkinlik potansiyeli sunmasi
ve dustk maliyetli Uretim avantaji nedeniyle
mesajci RNA (mRNA) asilari, geleneksel asi
platformlarinin “bazi etkenler icin koruyucu
imm{un yanit tepkisini uyarmadaki yetersizlik veya
bu yanitin kisa sireli olmasi, asi Gretiminin zaman
alici ve pahali olmasi ve bazi durumlarda givenlik
sorunlar” gibi belirli zayifiklarini asmada Umit
verici bir alternatif olarak goérilmektedir [4]. Ek
olarak, geleneksel asi yaklasimlari kanser gibi
bulasici olmayan hastaliklara uygulanamayabilir,

onemli

bu nedenle gok yonlli (kisisellestirilmis antijenleri
kodlayan, daha wuzun slreli antijenik uyarim
yapabilen veya antijenik uyarim yaninda immin
blokaj etkisi de olan) asi platformlarinin
gelistiriimesine acil ihtiyag duyulmaktadir [1,5,6].

Asi platformlari icin énemli gereksinimlerden
biri de Zika Ebola
betakoronaviruslar gibi yeni ortaya ¢ikan ve salgin
olusturma riski tasiyan virlslere karsi hizli asi
tasarimina ve Odlgeklenebilir imkan
verebilecek 06zellikleri tasimasidir [7]. Salgin
dénemlerinde vyeni etkenlere karsi gelistirilen
asilarinin  codu icin temel sorun, geleneksel
yaklasimlarin etkinligi ile ilgili problemlerden
ziyade, daha hizli asi gelistirme sireci ve genis
Olcekli Uretim ve dagitim ihtiyacidir [1]. Bu
durumun dikkat cekici bir 6rnedi; asi lretimine
uygun tesislerin az sayida Ulkede ve sinirli sayida
olmasi nedeniyle devam etmekte olan SARS-CoV-
2 pandemisinde agsi firmalarinin farkh Ulkelerin
taleplerine cevap vermede yetersiz kalmasi ve

virus, virus ve

Uretime
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AstraZeneca ve Avrupa Birligi arasindaki éncelik
sirasi icin yapilan sert tartismalardir [8]. Bununla
birlikte, mRNA'nin stabil bir molekil olmamasi ve
ciplak mRNA'nin verimsiz in-vivo iletimi nedeniyle
mRNA temelli klinik asi galismalari yakin zamana
kadar cok fazla ilgi gérmemistir [1]. Son yillardaki
teknolojik gelismelerle beraber bu sorunlar blylk
Olgide asilirken, bulasici hastaliklara ve cesitli
kanser tirlerine karsi ¢ok sayida mRNA asi
platformu hem hayvan modellerinde hem de
insanlarda denenmis ve cesaret verici sonuglar
elde edilmistir [1]. SARS-CoV-2 pandemisi
sirecinde salgina yanitta dne ¢cikan mRNA temelli
asilarin acil kullanim onaylari alarak [9-11] birgok
Ulkede yaygin olarak kullanima girmesiyle birlikte
bu asilarin givenirliligi ve etkinligi merak edilen
bir konu haline gelmistir [12]. Bu makalede mRNA
asllarinin avantaj ve dezavantajlarina, ayrica
glvenlik profili 6zelliklerine deginilecektir.

mRNA Asilarinda Immiinojenisite Dengesi

mRNA asilari genel olarak iki gruba ayrilabilir,
bazi sistemler hiicre igerisine ulastiktan sonra
amplifiye olmazlar (non-replikatif) ve yeni mRNA
molekdlleri Gretilemedidi icin belirli bir stire sonra
fizyolojik slreclerle ortadan kaldirilirlar, diger bir
grup ise amplifiye olabilen (self-amplifying mRNA,
saRNA, SAM) sistemlerdir [7]. Amplifiye olabilen
sistemlerin en dnemli avantajlari asi hedefi olan
proteini kodlayan mRNA'nin hicre igerisinde yeni
kopyalarinin
antijenik uyarim elde edilmesi ve daha dlisik doz
mMRNA ile daha ylksek dizeyde antijenik uyarim
yapimasidir [1,7]. beraber, mMRNA
temelde bir minimal genetik vektdérdir ve farkl
MRNA tasarimlan ile anti-vektor bagisikligindan
kacinildigi  icin  mRNA tekrar tekrar
uygulanabilir, bu durum viral vektdr temelli asilar
icin 6nemli bir dezavantaj olarak goérilmektedir

[1].

Uretilmesi ile daha uzun sire

Bununla

asilar

SAM asllar hicre igerisinde replike olurken
Uretilen ikincil RNA yapilan veya asilarin IVT (in
vitro-transcribed) mRNA Uretimi stirecinde olusan
kontaminan cift sarmalli (ds) RNA fragmanlar
endozomal TLR3 (Toll Like Receptor) yolu
aracihdiyla dodgustan badisiklik sistemini aktive
edebilmektedir [7,13]. Bu tir yabanci motifler asi
etkinliginde bir azalmaya neden olabilecegi gibi,
kendi olarak da iglev

asilarin adjuvanlari

gorebilirler [7,13]. dsRNA molekiillerinin, TLR'lere
ek olarak retinoik asit indtklenebilir gen I (RIG-I)
ve melanom farklilasmasi ile iligkili protein 5
(MDADb) gibi sitozolik RNA sensorlerini aktive ettigi
de gosterilmistir [7,14,15]. mRNA molekdllerinin
bu uyarici sensérlere baglanmasi, bu reseptérlerin
spesifik adaptér molekdlleri (TLR7/8 igin MyD88
ve TLR3 icin TRIF) aracilidiyla tip I interferon (IFN)
ve diger proinflamatuar sitokinlerin (IL- 6 ve TNF-
a gibi) dretilmesini uyarmaktadir [7]. Buna
karsilik, tip I IFN'lar da otokrin veya parakrin
reseptorlerine baglanarak, antiviral imminiteye
dahil olan ytlizlerce proteinin gen ekspresyonunu
dizenleyen Janus kinaz sinyal donUstlrici ve
transkripsiyon (JAK-STAT) vyolunu uyanr [7].
Sonug olarak, bu sinyalleme vyollari, mRNA'nin
“dodgal adjuvan etkisi (self-adjuvant effect)”
olarak adlandirilan, farkli dogustan gelen ve
adaptif yanitlarin
tesvikini koordine eder [7]. Bununla birlikte, bu
molekller PAMP (pathogen-associated molecular
pattern) motiflerinin kendine 6zgl dodasi, SAM

immun aktivasyonunu ve

astlarinin inflamatuar profilini veya yan etkilerini
modile etmeyi zorlastirabilir [1,7].

Replike olmayan mRNA asilari igin ise hicre
icerisinde dsRNA yan dridnleri olusmasa da, asi
Uretim slrecinde olusan dsRNA’larin saflastiriima
dizeyi asilarin imminojenitesini ve etkinligini
dogrudan etkilemektedir [1]. Yetersiz saflastirma
immuanojenik etkiyi artirirken, translasyon éncesi
mRNA  molekillerinin  dogal
reseptorleri tarafindan taninmasi

immun  yanit
ve ortadan
kaldirnlmasi protein ekspresyon verimliliginin ve
dolayisiyla da asi etkinliginin
sonuglanabilir. Bu nedenle hem replike olan hem
de replike olmayan asi platformlarinda saflastirma
on planda tutulurken, asl icerigine ek adjuvanlarin

eklenmesi (RNAactive sistemi

azalmasi ile

veya protamin
modifikasyonu gibi) ile immuUnojenisite artirilmaya
galisihr, ancak bu durum maliyet artisina neden
olur ve ek glvenlik analizleri gerektirir, ki tim bu
ek islemler
olacaktir [16,17]. SAM aslilarn ile ilgili optimize

Uretim hizinda azalmaya neden

edilmesi gereken iki farkh nokta daha
bulunmaktadir. Replike  olmayan  standart
mRNA'lara kiyasla, SAM asilarinda mRNA

platformuna eklenen gen (as! antijeni) igin boyut
kisitlamalar s6z konusu olabilir ve ikinci olarak
mMRNA molekiliniin hiicre icerisinde cogalabilmesi
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icin asi antijeninin yanina eklenen replikasyon
sistemlerinde yer alan proteinler immin sistem
tarafindan taninabilir ve bu durum teorik olarak
asilarin tekrarlayan kullanimini sinirlayabilir [1].

mMmRNA Asilarinda Antijen Sunumu

Antijen kodlayan mRNA asilarini kullanmanin
6nemli avantajlarindan biri de, bu sistemin MHC-1
antijen sunum vyolagini uyararak sitotoksik T
lenfosit (CTL) yanitlarini ortaya cikarmak igin
kolay bir yaklasim sunmasidir [7]. Proteinlerin
hicre icinde dodal bir sekilde ekspresyonunu
saglayan mRNA sistemleri, rekombinan protein
Uretim platformlari veya hicre kiltlrlerindeki

zorlu protein Uretimine ve sinirh stabilite
sorunlarina ¢o6zimler sunarak, uygun sekilde
katlanmis ve (glikozile edilmis antijenlerin

Uretimini sadlar ve immin sistemi dodal bir
enfeksiyona benzer sekilde uyarirlar. Ozetle, IVT
mMRNA sistemleri, viral enfeksiyonlara benzer
sekilde, secilen antijenlerin gegici bir siire igin
sitoplazmada (accumulation) ve
ekspresyonuna izin verir ve bu antijenler daha
sonra verimli bir sekilde peptitlere islenebilir ve
MHC sinif I antijen sunum vyoluna ylklenebilir.
Birkag mRNA molekilinin sitozolik
CTL'lere kapsamli  bir antijen
sadlayabilirken, protein temelli sistemler daha az
verimli olan capraz sunum vyollarina gereksinim
duyarlar. mRNA sistemleri ile bir diger antijen
sunma yolu olan MHC siif II yolagi da
hedeflenebilir. Bu islem, ya mRNA ile eksprese
edilen proteinlerin hlicre disina salgillanmasi ve
geri donlsimuinden (recycling) sonra yapilir ya da
antijenlerin dogrudan
aktarilmasi yoluyla gergeklestirilir (6rnegin, mRNA
yapisina bir lizozomal hedefleme dizisinin dahil
edilmesi ile) [7].

birikmesine

varligi
sunumunu

sitozolden lizozomlara

Protein bazli asilarla kiyaslandiginda, mRNA
asilarinin sundugu genigletilmis antijen kullanimi,
yani kodladigi antijenik determinantlarin tipi ve
sayisi agisindan ylksek derecede c¢ok yonlilik
sunmasi, gugli antikor yanitlari ile sonuglanir ve
bu yaklasimin afinite olgunlagsmasi Uzerine de
onemli etkilerinin oldugu ve bunun da daha kalic
bir korumayla sonuglandidini bildiren raporlar
bulunmaktadir [7]. mRNA sistemleri bélinmeyen
hiicrelerde gen aktarimi ile tam uzunluktaki
proteinleri kodlayabilir ve boéylece bir hastanin

MHC haplotipiyle ilgili kisitlamalardan etkilenmez
[1,7]. Ayrica mRNA molekdilleri ayni anda birden
fazla antijenik kodu igeren tandem yapilar olarak
da tasarlanabilir [7]. BioNTech sirketi bu stratejiyi
esas alip, talebe bagh kisisellestirilmis mMRNA
tabanli kanser asilari gelistirmistir; bu yaklasim
bireysel ve immiuinojenik timoér mutasyonlarini
tanimlamay! ve bu mutanomdaki neo-epitoplari
kodlayan mRNA asilarinin dretimini igerir [5].
Insanlarda ilk kez vyapilan bir calismada, bu
yaklagsimin ileri dizey melanom kanserleri igin
klinik fizibilitesini ve glvenligini gostermistir,

soyle ki, asilanan tim hastalarin segilen
antijenlere karsi CD4* ve CD8* T hiicre yanitlari
gelistirdigi ve bazi hastalarda anti timor
yanitlarinin uyarldigi gosterilmistir [18]. Bu

sistem ayni zamanda enfeksiyon hastaliklarina
karsi gelistirilen asilarda birden fazla antijen
kodlayan mRNA modellerinin tasarlanmasi ve
tiretimi icin de uygundur. Ornedin, bu prensiple
Moderna Therapeutics, sitomegalovirus
(CMV) pentamerik kompleksinin bes farkh alt
birimini kodlayan bir mRNA asisi Uretmistir [19].
CMV glikoproteini gB'ye karsi bir mRNA dizisi
kodlayan bu c¢oklu antijenik mRNA
badisiklanmis farelerde ve
primatlarda gligli ve dayanikli nétralizan antikor
titrelerini indtklemistir [19].

insan

asisl,

insan olmayan

Tasarim ve Uretim Avantajlari

Terapétik veya asi amacglhh mRNA sistemleri bir
DNA sablonu Uzerinden rekombinan enzimler ile
ribonlkleotid trifosfatlar (NTP'ler) kullanilarak in-
vitro reaksiyonlarla dretilir [1]. Bu nedenle,
geleneksel sistemler olan canli asilar, inaktive
asilar veya protein subUnit virls asilarinin tretim
platformlarina kiyasla Uretilmesi hizli ve nispeten
basittir. Reaksiyonun ytksek verimliligi yaninda
basit olmasi, kliglik bir GMP (good manufacturing
practice) tesisinde hizli asi Uretimini mumkin
kilar. Uretim sireci sekanstan bagimsizdir ve esas
olarak RNA'nin uzunlugu, nikleotid ve kapatma
kimyasi ve Urindn saflastirilmasi gibi 6zelliklere
gore belirlenir. Bununla birlikte, asiri uzunluk gibi
belirli dizi 6zelliklerinin saflastirma gibi Uretim
basamaklarinda zorluklar ortaya gikarabilmesi de
mimkdnddr. Mevcut deneyimlere gore, bu sistem
hemen tim kodlanmis protein immiinojenlerinin
Uretimini mimkUn kilacak sekilde standart hale
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getirilebilir ve bu da mRNA asilarini yeni ortaya
citkan bulasici hastaliklara karsi hizli yanit igin
glgli bir arag hale getirir [1]. mRNA drinleri
genel olarak 2000-10.000 bp gibi bir uzunluk
araliginda (retilebilmekle beraber, daha uzun
mMRNA dretmek mimkin olsa da bu uzun
molekdller kirilgan oldugundan islenmeleri zor
olacaktir [20].

mRNA asilarinin en énemli avantajlarindan
biri de disik doz asilama ile yliksek antijenik etki
elde edilmesidir, ozellikle SAM platformlarinda
0.1-10 pg asi dozu ile koruyucu badisiklama elde
edilebilmekte ve bu dlisik doz asi gereksinimi
Olgeklenebilir Gretim ile salginlara kiresel diizeyde
hizli midahaleyi mimkuin kilmaktadir [21].

mMRNA'nin  GMP {retimi igin gerekli tim
enzimler ve reaksiyon bilesenleri,
tedarikcilerden “sentezlenmis kimyasallar veya
bakteriyel olarak eksprese edilen, hayvansal
bilesen icermeyen reaktifler” olarak elde edilebilir,
béylece hlicre kultirld bazli asi lUretimini etkileyen
gesitli glivenlik endiselerinden kaginilmis olur [1].
Plazmid DNA, faj polimerazlar, kapama enzimleri
ve NTP'ler gibi tim bilesenler, GMP-dlizeyinde
izlenebilir bilesenler olarak kolaylikla
edilebilir; ancak, bunlardan bazilari su anda
yalnizca sinirlh dlgekte veya ylksek maliyetle
Gelecekte mMRNA  terapoétikleri
ticarilesmeye dodru ilerlerken, Gretim o6lgegi
arttikca daha ekonomik segenekler erisilebilir hale
gelebilir [1].

ticari

temin

mevcuttur.

mRNA'larin farmasotik formulasyonu aktif bir
gelistirme alanidir. Erken faz galismalari igin gogu
Urin dondurulmus olarak saklansa da (-70°C), asi
dagitimi igin daha uygun olan ylksek sicakliklarda
stabil olan formilasyonlar igin gelistirme cgabalari
etmektedir [1]. raporlar,
sogutulmus kosullarda (*4°C ila *8°C) veya oda
sicakliginda stabilitesini koruyan formulasyonlarin
gelistirilebilecegini gostermektedir [1]. RNActive
platformunun liyofilizasyon ve 5-25°C'de 3 yil ve
40°C'de 6 ay depolama sonrasi aktivitesini
korududgu Dbildirilmistir [22]. Baska bir rapor,
dondurularak  kurutulmus c¢iplak  mRNA'nin,
sogutulmus kosullar altinda en az 10 ay boyunca
stabil oldugunu gdstermistir [23]. mMRNA
Urdnlerinin stabilitesi, lipit nanopartikiller (LNP)
icinde paketlenerek veya RNaz inhibitdrleri ile

devam Mevcut

birlikte formilasyon yoluyla da gelistirilebilir [24].
Terapotik kalitede mRNA dretimi su anda 6zellikle
zor olmasa da, mevcut protokoller seri liretim igin
ideal olmayabilir [25].

Mevcut mRNA (retim protokollerinin ¢odu,
diger reaksiyon bilesenlerini uzaklastirmak icin
her adimdan sonra nikleik asit ¢okeltme ile DNA
sablon hazirlama, IVT ve 5' kapama igin ayri
enzimatik reaksiyonlar gerektirir [25]. Bu
yinelemeli sireg, her adimda numune kaybini
icerir, retim siiresini ve maliyetini artirir. Ilgingtir
ki, benzer bir sorun PCR (polimeraz zincir
reaksiyonu) teknolojisinin ilk kesfi sirasinda da
yasanmistir. Devam eden slirecte termostabil
polimerazlarin kesfi ile bu problemin Ustesinden
gelindigi gibi, bu kesif hem PCR hem de molekiiler
biyoloji ve genetik c¢alismalari igin bir dénim
noktasi olmustur [26].

Ek olarak, HPLC (High Performance Liquid
Chromatography) gibi bazi mRNA
saflastirma yontemleri kolayca 6lgeklendirilemez,
bu da seri daha da zorlastirir. Bu
yaklasimlar klglk olcekte iyi calissa da, blUyuk
Olcekli Uretim igin yetersiz kalmaktadir. PCR
reaksiyonlarinin tek tlUpte gergeklestiriimesinin
getirdigi  kolayhga sekilde, mRNA
Uretiminde Urunun olgeklenebilir bir saflastirma
yontemiyle "tek kap (one-pot)" igerisinde
yuratilen bir reaksiyonla hazirlanmasina yonelik
calismalar yapilmistir [25].

mevcut

uretimi

benzer

Yakin zamanda agciklanan iki yenilik ile bu
konuda bazi ilerlemeler kaydedilmistir. Bunlardan
biri, IVT sirasinda spesifik bir transkripsiyon
baslangic sekansina dodgal bir 5’ capl vyapisi
ekleyen CleanCap® adh kapak olusturma
stratejisidir, ki boylece dsRNA kontaminantlarinin
olusma riski saflagtirma
gereksinim azaltilmistir [27]. ikinci metodolojik
yenilik, laboratuvar ve endustriyel o6lgeklerde
yararli olan HPLC saflastirmaya gekici bir alternatif
olarak adsorpsiyonu
denenmesidir. Cift sarmalli RNA yapili kontaminan
molekdllerin ucuz ve bol bulunan bir polisakkarit
olan selliloza adsorpsiyonu vyoluyla mRNA
saflastirmasi igin kolay uygulanabilir bir yéntem
olarak tanimlanmistir [28]. Bu o&lgeklenebilir ve
ucuz yontemin IVT mRNA o6rneklerinden dsRNA
kontaminantlarini uzaklastirmada HPLC kadar ise

ve ek adimlarina

selliloz yonteminin
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yaradidi gosterilmistir. Birlikte ele alindidinda, son
birka¢ vyilda vyapilan arastirmalar, terapétik
mMRNA'nin biyuk 6lgekli Gretimini énemli derecede
kolaylastirmistir ve bu alandaki ek arastirmalarin,
mMRNA Uretiminin basitligini ve maliyet etkinligini
daha da artirmasi muhtemeldir [25].

Sonug olarak glinimize gelindiginde; diger
asl Uretim teknikleri ile karsilastirildiinda mRNA
asllari, esas olarak IVT reaksiyonlarinin yuksek
verimi nedeniyle hizli, ucuz ve kapasite artirrmina
yonelik 6lceklenebilir (scalable)
potansiyeline sahiptir [1].

Uretim

Asilarin Verilme Yolunun Onemi

mRNA asilarinin etkililigini ve guvenligini
belirleyen diger bir anahtar parametre ise asinin
verilme yolunun secimidir. Uygulama yoluna bagli
olarak, partikdl gerektiren
spesifik hiicre disi engellerle karsilasilabilir. mMRNA
molekdilleri gesitli modifikasyonlar ile veya
nanopartikil tasiyicilarla komplekslenerek daha
ylksek translasyon etkinligi gOsterebilen kararli
molekiller haline getirilebilir ya da LNP gibi
tasiyici icerisinde formile etmek
suretiyle bu molekilin sitoplazmaya alimi ve
ekspresyonu hizlandirilabilir [1].

optimizasyonlari

molekduller

Deri, iki ayri mekanizma ile bir badisiklik
tepkisine yol agabilen ¢ok uygun bir asi verme
yolunu temsil mRNA LNP'ler
lenfatiklere go¢ eden antijen sunan hicreleri
(Antigen-Presenting Cell, APC) lokal
transfekte ederek aktive edebilir, ikinci olarak
mMRNA LNP'ler lenfatik sistem yoluyla pasif olarak
lenf nodlarina drene olur ve bdylece mRNA
molekulleri dogrudan lenf nodlarinda yerlesik
APC'lere ve T hiicrelerine cok yakin bir yere iletilir
[7]. Bu ikinci yolda mRNA-LNP kompleksinin
partikll boyutu, nanopartiktllerin verimli lenfatik
tasinmasini saglamak igin kritik bir faktordir.
Raporlar, 200 nm'ye kadar olan nanopartikdllerin
lenfatik damarlara girebildigini, buna karsin daha

eder. Birincisi

olarak

buyuk  partikillerin  enjeksiyon  bdlgesinde
tutuldugunu gostermektedir. PEGilasyon
prosedirld (polietilen glikol; PEG), LNP’lerin

lenfatik sisteme drenajini hizlandirirken, selektif
dendritik hiicre (DH) reseptérlerine karsi mannoz
ve antikorlar gibi ligantlarin hedeflenmesi,
lipozomlarin drene olduklari lenf nodlari igerisinde
tutulmasini artirabilir [7].

Kanser immiunoterapisinde, anti-timor
immiunitesi elde etmek icin sistemik bir immdun
tepki uyandirmanin gerekli oldugu goésterilmistir,
bu da mRNA bazli kanser asilari igin intravenéz
yolu oldukga c¢ekici bir uygulama vyolu olarak
sunmaktadir. mRNA-LNP  kompleksleri kan
dolasimina girdikten sonra boyut, ylzey yukl ve
yapisal konformasyon gibi partikil 6zelliklerinin
blylk o6lciide degisecegi beklenen bir durumdur.
Yani mRNA-LNP komplekslerinin biyolojik sivilar
ile etkilesimi analiz edilmesi gereken dider bir
kritik noktadir.

Seyreltiimemis biyolojik ortamda LNP'lerin
boyutunu, stabilitesini ve mRNA kapstlleme
verimliligini, floresan tek parcacik izleme ve
floresans korelasyon spektroskopisi gibi gelismis
mikroskopi ydntemleri kullanarak belirlemek iyi
bir uygulamadir. Yardimci lipid kompozisyonlarini
degistirerek LNP'lerin stabilitesini
degdistirmek de mumkindur. Birincisi, kolesterol
tipik olarak LNP'lerin rijiditesini artirmak (yani
lipid membranin gegirgenligini azaltmak) igin
kullanilir ve bu nedenle serum bulunan ortamda
gelismis LNP stabilitesine ve butlnlaglne katkida
bulunur [7]. Alternatif olarak, PEGillenmis
lipitlerin dahil edilmesi, bir "gérinmezlik etkisi"
saglamak icin yaygin olarak kullanilir. Bu, genel

serum

protein adsorpsiyonunu azaltir ve LNP'lerin
koloidal stabilitesini iyilestirir, ancak ayni
zamanda LNP’lerin hicresel alimini ve

transfeksiyon kapasitesini de disulrir. Bu sorunu
bir derece asmak icin de, daha kisa asil zincirlerine
sahip PEG-lipitler ile daha yuksek transfeksiyon
hedeflenmistir. Genel olarak,
intravendz olarak enjekte edilen nanopartiklllerin
“fagositik hiicreler tarafindan alimini ve dolayisiyla
nanopartikil klerensini kolaylastiran” bazi opsonik
kan proteinleriyle (kompleman
immiunglobulinler ve fibronektin gibi) reaksiyona
girdigi  bilinmektedir. ~ Aslinda, = mMRNA-LNP
komplekslerinin biyolojik sivilar ile etkilesimi,
endojen proteinlerin ve didger biyomolekillerin
ylizey adsorpsiyonuna yol acarak "“adeta bir
biyomolekiler veya protein korona” olusumuna
neden olur. Biyomolekiler bir korona
olusturulmasi, dogal olarak olusan antikorlarin
baglanabilecedi self-epitoplarin agida cikmasina
neden olur. Kompleman aktivasyonunu
tetiklemek icin sadece birkag vylizeye bagli

verimliligi

fragmanlari,
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immunoglobulin  moleklli  yeterlidir.  Dodal
opsonizasyon slrecleri; APC'leri hedefleyen pasif
bir strateji olarak maniplile edilebilir veya
kompleman kaskadini asilama amacglar igin bir
uyarict sinyal olarak kullanmanin  mimkin
kilabilir.  Bununla beraber, genis kapsaml
kompleman aktivasyonu sonucu gelisen
nanopartiklil aracih inflizyon reaksiyonlarinin
pulmoner intravaskller makrofajlarin  akut
intoksikasyonu (hizli fagositik yanit hipotezi) ile
tetiklendigini ve bu durumun klinige kardiyo-
pulmoner distres olarak vyansidigini gOsteren
calismalar da bulunmaktadir. Bu nedenle, bu farkl
yukli mRNA-LNP'lerin intravendz verilme sonrasi
dadgihminda ve hedeflemede
gbzlemlenen gesitlilik mekanizmasinin  daha
ayrintili olarak agiklanmasi yararli olabilir [7].

organ hiicre

Giivenlik

Modern profilaktik asllarda
gerekliligi son derece katidir gunkd bu asilar
saglikh kisilere uygulanmaktadir [1]. Ornegin,
canh virls asilarinin  birgok durumda viral
hastaliklarin dnlenmesinde son derece etkili bir
arac oldugu kanitlanmistir [29]. Bununla birlikte,
Okaryotik hcre kdalttrlerinde geleneksel canl
asilarin Uretilmesinin pek ¢ok dezavantaji vardir.
Bunlar, beklenmedik diger enfeksiytz etkenlerle

glvenlik

kontaminasyon potansiyeli, c¢odaltma islemi
sirasinda olusabilen genetik degisiklikler ve
kullanim oncesi kapsaml testlerin yapilma

gerekliligi olarak siralanabilir [30]. Bu nedenle
yeni kullanilan tim agilar igin agsi ile ilgili olabilecek
yan etkilerin
6nemlidir [31].

izZlenmesi ve analiz edilmesi

Kisa mRNA dizileri canlh asilar veya replike
olabilen vektdér temelli asilarindan farkh olarak
enfeksiy6z olmamalari veya DNA temelli asilardan
farkl olarak kromozomal yapilara entegre olma
riski tasimayan platformlar olmalari nedeniyle,
potansiyel bir enfeksiyon riski veya insersiyonel
mutagenez riski tasimazlar [1]. Ek olarak, mRNA
molekdlleri normal hicresel sireglerle bozulur ve
in-vivo yari dmru, gesitli modifikasyonlar ve iletim
yontemleri kullanilarak  dlzenlenebilmektedir.
mRNA asilan igin Uretim slireci, beklenmedik-
rastlantisal (adventitious) virlUslerle kontamine
olabilecek hicre kiltirlerinin kullanimini veya
toksik kimyasallarin kullanimini icermediginden,

mRNA UGretimi “canli virls, viral vektorler, inaktive
virls ve sublnit protein asilari” dahil olmak tzere
diger asi platformlariyla iliskili ortak riskleri
tasimamaktadir. Ayrica, mRNA asilarinin kisa
Uretim suresi, kontaminan mikroorganizmalarin
bulasini 6nlemek icin de bazi ek firsatlar da sunar.
Siralanan nedenlerden dolayi;, mRNA asilarinin
nispeten glvenli bir asi formati oldugu
distindlmektedir [1]. Klinik calismalarda test
edilen farkli mRNA asilarinin glvenli oldugu ve
genel olarak iyi tolere edildigi gosterilmistir [1].
Bununla birlikte, insan deneylerinde, farkli mRNA

platformlari icin orta derecede ve nadir
durumlarda siddetli enjeksiyon bélgesi
reaksiyonlari veya sistemik yan etkiler de

bildirilmistir [1,32,33]. Gelecekteki preklinik ve
klinik  calismalarda daha detayl
dederlendirilmesi gereken muhtemel potansiyel
guvenlik endiseleri arasinda “lokal ve sistemik
inflamasyon, eksprese edilen

biyolojik dagihmi ve kalicihd,
antikorlarin uyarilma olasiigi ve tim dogal
olmayan nukleotid ve iletim sistemi bilesenlerinin
potansiyel toksik etkileri” gibi basgliklar yer alir [1].
Nanopartiktl tastyicilarin
hiicrelere ulastiramadan taninmasi ve fagositik
hiucreler tarafindan hizli temizlenmesini azaltmak

olarak

immudnojenin
oto-reaktif

mRNA molekiullerini

icin PEGilasyon stratejileri kullanilmistir. Bununla
birlikte, PEGilasyonun da kendi
vardir; dnceden mevcut anti-PEG antikorlari olan
hastalarda, PEGillenmis LNP'lerin infizyonu
kontrendikedir, c¢lnkld bu, daha gugli bir
kompleman aktivasyonunun yani sira PEGillenmis
nanopartikullerin hizlandirilmis kan klerensine yol
acabilir [7]. Bunun disinda, polimer bazh tasiyici
nano materyallerlerde doza bagl toksisite riski ve
katyonik polimerlerin konak DNA’ya baglanma
riski de istenmeyen yan etkilere neden olabilir
[34]. Benzer sekilde, inorganik nanopartikiller
(6rnegin, demir oksit ve altin gibi metal
nanopartikiller) de potansiyel toksisite riski
tasirlar [34]. Muhtemel dider bir endise, bazi
mRNA  bazli asi  platformlarinin  yalnizca
enflamasyonla dedil ayni zamanda potansiyel
olarak otoimmunite ile iliskili olan gugli tip I
interferon  tepkilerini  indiklemesi olasilididir
[35,36]. Bu nedenle, mRNA asilamasindan dnce
otoimmun reaksiyon riski yiksek olan bireylerin
belirlenmesi ve makul &nlemlerin alinmasi

sinirlamalari
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seklinde bir yaklasim izlenebilir [1]. Tip I IFN'larin
bagisiklik toleransinin dizenlenmesine midahil
olmasi otoreaktif B hlicrelerinin ve T hiicrelerinin
gelisimini tesvik edebilecedi icin 6nemli bir tehdit
olusturabilir. Bu durum, sistemik lupus
eritematozus ve diyabet gibi ciddi otoimmdun
sonuglara dahi yol acabilir [7]. Farkli mRNA
asilarinin klinik sonuglari bu sistemlerin potansiyel
yan etkileri hakkinda yeni bilgiler sunarken SARS-
CoV-2 asilarinin uzun ddénem sonuglarinin bu
konuda muazzam bilgiler sunacagini
beklenmektedir [7]. Arastirmacilar otoimmdin
hastaliklar icin potansiyel riskler de dahil olmak
Uzere klinik olarak test edilmis mRNA asilarinda
gbzlenen bazi yan etkilerin dikkatle izlenmesi
gerektigini belirtmektedir [1].

Diger bir potansiyel glivenlik sorunu, mRNA
asllamasi sirasinda hicre disi RNA varligindan
kaynaklanabilir. Hicre disi giplak RNA'nin, sikica
paketlenmis endotel hicrelerinin gecirgenligini
arttirabildigi ve bu sekilde 6dem olusmasina
katkida bulunabilecedi gosterilmistir [37]. Baska
bir calisma, hiicre disi RNA'nin kan pihtilasmasini
ve  patolojik olusumunu  tesvik
edebildigini 6ne sUrmistlr [38]. Bu nedenlerle,
farkli mRNA modaliteleri ve iletim sistemleri
insanlarda ilk kez kullanildiginda ve daha biylk
hasta poptlasyonlarinda test edildiginde, yeni
uygulanan her bir sistemin ve metodolojinin
olarak  degerlendirilmeye

trombus

glivenligi  strekli
muhtactir [1].
Kuduz virlistine karsi gelistirilen profilaktik bir
mRNA klinik  calisma
sunuldugu bir calismada; asilamadan yedi giln
sonra neredeyse tim katilimcilarda hafif ila orta
derecede enjeksiyon bélgesi reaksiyonlari
bildirilmis ve katilimcilarin %78'i en az bir sistemik
bir reaksiyon (6rnegin ates, bas agrisi ve titreme)
yasamistir [22]. Bir kiside ise asi ile iligkili olmasi
muhtemel bir ciddi bir yan etki olarak gegici ve
orta dereceli bir Bell paralizisi (yluz felci)
izlenmistir [22]. Benzer bir durum SARS-CoV-2
mRNA asilarinda da gézlemlenmistir. FDA (U.S.
Food and Drug Administration) incelemesinde
Moderna’nin 30.000’den fazla klinik deneme
katilmcisi arasinda doért Bell felci vakasina dikkat
cekilmistir [39]. Bu kisilerden Ugl asl grubunda
iken (felg asidan 22 giin ile 32 giin sonra meydana
geldi), bir kisi ise plasebo grubunda idi. Pfizer-

asisinin sonuglarinin

BioNTech klinik denemesinde de benzer sekilde,
43.000 katiimcidan dérdinde Bell felci vakasi
rapor edilmis ve Bell felci vakalarinin timnin asi
grubunda oldugu ve yiz felcinin asilamadan 3-48
glin sonra gelistigi bildirilmistir [40]. Bununla
beraber bu gecici durumun asilama ile dogrudan
ilgili olup olmadigi netlik kazanmamistir.

FDA tarafindan “16 yas ve Uzeri kisiler igin 21
gun arayla intramuskdiler iki doz acil uygulama
onayi alan BNT162b2"” ve “18 yas ve Uzeri igin 28
gun arayla intramuskduler iki doz acil uygulama
onayi alan Moderna” asilarinda en yaygin bildirilen
advers enjeksiyon yeri
reaksiyonlari, yorgunluk, bas agrisi, kas adrisi,
titreme, eklem agrisi ve atestir [9,11,32,33]. Her

reaksiyonlar;

iki asida da benzer oranlarda, siddetli advers
reaksiyonlar 2. doz asilamadan sonra ilk dozdan
sonra oldugundan daha sik gorilmustir [32,33].
Bununla beraber, ilk doz asilamadan sonra ortaya
cikan “yorgunluk, bas agrisi, titreme, kas agrisi ve
ates” gibi yan etkilerin, SARS-CoV-2 enfeksiyonu
gecirip iyilesen Kkisilerde seronegatif bireylere
kiyasla ~daha ylksek oranlarda izlendigi
bildirilmistir [41].

mRNA temelli asilarin bir diger avantaji da,
badisiklamanin  risk
olusturdugu immin sistemi baskilanmis hastalara
giivenle uygulanabilmesidir. Ornedin SARS-CoV2
pandemisinin en yaygin kullanilan iki asisi olan
Pfizer-BioNTech ve Moderna asilari bu hasta
grubunu da kapsayacak sekilde uygulanmaktadir,
ancak badisiklik sistemi zayiflamis kisilerin asiya
yanit verip vermeyecedini ve COVID-19'dan
korunup korunmayacadini henliz
bilinmemektedir [42].

canli  viris agilan ile

net olarak

Asi Icerigindeki Maddelere Karsi Duyarhhk

Bir asi, ilagc veya gidaya karsi anafilaksi
Oykusu olan kisilere mRNA astlarinin
uygulanilmasindan kaginilmasi ve bu asilarin ilk
dozunun uygulanmasini  takiben anafilaksi
yasayan hi¢ kimseye ikinci bir doz verilmemesi
gerektigi vurgulanmaktadir [42]. Onemli endise
kaynaklarindan biri hem Moderna hem de Pfizer-
Biontech asilarinda bulunan polietilen glikoldur
[42,43]. PEG tirevleri ilaglarda, kozmetiklerde ve
ev urunlerinde yardimci maddeler olarak yaygin
sekilde kullaniimaktadir. Yakin zamanda mRNA
bazli COVID-19 asilarinin piyasaya suridlmesi,
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aslya karsi alerjik reaksiyonlarin olasi bir suglusu
olarak PEG Uzerinde artan bir odaklanmaya yol
acmistir.  Tuketiciler, Ureticiler ve doktorlar
arasinda PEG'in alerjenik potansiyeline iliskin
disik farkindalik, PEG'lere alerjinin eksik
teshisine ve eksik rapor edilmesine yol agarak
hastalari tekrarlayan siddetli reaksiyon riskine
sokabilir [43].

BNT162b2 asisinin alerjik hastalar agisindan
diger herhangi bir asi ile ayni kontrendikasyonlara
sahip oldudu bildirilmistir [42]. Diger bir deyisle,
as! bilesenlerinden biri igin (PEG ve Tween 80 gibi)
daha dénce alerjik reaksiyon 6ykisu olan hastalar
veya bu maddeleri iceren asilara karsi dnceden
reaksiyonu olan hastalar icin bu asilarin
kullaniimasi 6nerilmemektedir. BNT162b2 faz 3
calismasi asi grubunda hipersensitivite ile iliskili
advers olaylarin, plasebo grubuna kiyasla sayisal
olarak daha ylksek oldugu (137 9%0.63'e karsin
ve 111 %0.51), ancak genel riskin nispeten disik
oldudu bildirilmistir [32]. Asi icerigindeki sorumlu
maddeyi tanimlamak igin SARS-CoV2 aslilarina
alerjik reaksiyon goésteren deneklerde bir alerji
calismasi yapilmasi gerekmektedir [42]. Pfizer-
BioNTech ve Moderna'nin “FDA Acil Kullanim izni”
kilavuzunda, SARS-CoV-2 asisinin herhangi bir
bilesenine karsi anafilaksi veya alerjik reaksiyon
gecmisi oldugu bilinen kisilere bu
uygulanmamasi gerektigi belirtilmistir [31,42].
Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezleri (Centers
and Prevention, CDC)
Onerilerinde personelin anafilaksiyi tanimlayip
ybnetebilmesi icin tim hastalarin COVID-19
asilamasindan sonra 15 dakika gdzlemlenmesi
gerektigini tavsiye edilmekte ve asi uygulanan
lokasyonlarda anafilaksiyi yénetmek igin gerekli
malzeme ve ekipmanin gerektigi

asilarin

for Disease Control

bulunmasi

vurgulanmaktadir [44,45]. Amerika Birlesik
Devletlerinde “Asi Olumsuz Olay Raporlama
Sistemi” tarafindan yapilan izlemede 14-23 Aralik
2020 tarih aralifinda, 1.893.360 ilk doz Pfizer-
BioNTech COVID-19 asi uygulamasinda 21
anafilaksi vakasi gelismis (milyon doz basina 11.1
vaka) ve bunlarin %71'inin asilamadan sonraki 15
dakika icinde meydana geldigi bildirilmistir [45].
Bu 21 anafilaksi vakasinin disinda 86 kiside de
anafilaksi disi alerjik reaksiyon saptanmistir [45].

Sonug

Yeni bir asi platformu olan mRNA temelli in-
vivo antijen ekspresyon sistemleri hizli tasarim ve
Olgeklenebilir tGretim avantaji ile SARS-CoV-2 ve
benzeri pandemilere midahale guci ile dikkati
cekmektedir. Vektér temelli agilardan farkh olarak
tekrar DNA temelli
asilardan farkli olarak hicresel genoma entegre
olma riski tasimamasi ve geleneksel asilarda
gorllen kontaminasyon risklerini tagsimamasi gibi
avantajlari vardir. mRNA asilarinin tim asilarda
gbzlemlenen yan etki profili yaninda, tasiyic
sistemlerle ilgili toksisite veya alerjik reaksiyon
riskleri, uzun dénem etkiler ile ilgili sinirh veriler
ve asl tasarimina gore dedismek Uzere dodal
badisiklik reseptorlerinin veya RNazlarla iligkili
yikimlara bagh translasyon etkinliginde azalma
olasihgi gibi gelistirilmesi gereken ozellikleri de
bulunmaktadir. Son 10 yilda gergeklesen énemli
ilerlemeler ile birlikte SARS-CoV-2 pandemisinde
asilanan milyonlarca kisiden elde edilecek
diger asi platformlarinin  sundugu
verilerle karsilastirilmasi sonrasinda mRNA temelli

uygulanabilme avantaji,

verilerin

asilarin farkh yas gruplarn ve popllasyonlardaki
glvenlik ve etkinligi hakkinda kapsaml verilere
ulasilmasi beklenmektedir.

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