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Bulasici hastaliklarin 6nlenmesinde RNA-tabanl: agilar, geleneksel as1 gelistirme
yontemlerine 6nemli bir alternatif olarak umut verici potansiyele sahiptir (1). Yeni
ve etkin asilara olan gereksinim yakin zamanda ortaya ¢ikan ve hala devam eden
COVID-19 pandemisi ile daha belirgin hale gelmistir. RNA agilari, cesitli patojen-
lere kars giiglii ve koruyucu bagisiklik yaniti olusturur, boylece canli ve inaktif vi-
riis agilarina, altlinite agilarina ve diger niikleik asit tabanli agilara gore daha avan-
tajlidir. Ayrica RNA, bulasici olmayan, genoma entegre olmayan, normal hiicresel
stireglerde hizlica yikilan ve sadece gegici olarak aktif olan bir molekiildiir. Bunun
yani sira, RNA molekiilleri hem bagisiklik yaniti olusturmak hem de bagisiklik
yanitini giiglendirmek igin tekrarl olarak uygulanabilir 6zelliktedir (2).

RNAnin 6nemli 6zelliklerinden biri de hizl ve diisiik maliyetli iretilebilen, hiic-
re ve hayvan materyali icermeyen ve tiretim miktar1 kontrol edilebilen bir molekiil
olmasidir (2). Ancak, in vivo sistemlerde mRNA asilarinda etkinligin diisiik olmasi
ve RNA molekiiliiniin kararsizlig1 gibi konular da endise olusturmaktadir. Bu so-
runlar1 ¢6zmek i¢in yapilan son gelismelerle, mRNA translasyonunun ve stabilite-
sinin optimizasyonunda, immiinojenitisenin modiilasyonunda ve asinin hiicrelere
verilme sistemlerinde 6nemli ilerlemeler saglanmustir. Béylece, bulasic1 hastaliklara
ve farkli kanser tiplerine karsi ag1 gelistirilmesine katki saglanmis olup, hem hayvan
modellerinde hem de klinik denemelerde timit verici sonuglar gézlenmistir (3).

RNA ASILARINA GENEL BAKIS

Okaryotik ve viral genomlardan gelen olgun mRNAlarda, mRNAnin olgunlasma
asamasinda 5" ucuna eklenmis olan bir 7-metilguanosin (m7G, m7GpppN yapi-
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s1) baglig1 bulunmaktadir. Bu 5’-cap yapist mRNAnin ekzoniikleazlar tarafindan
degredasyondan korunmasini saglar. Ayrica, 5’-cap yapis1 0karyotik translasyon
baslama faktorii elF4E'nin mRNAya baglanmasini ve onun ribozoma yiiklenme-
sini saglar. Bunun yani sira, 5’-cap yapist dogal bagisiklik sensorlerinin mRNAy1
tanimasini 6nlemede de rol oynamaktadir. nRNAnin olgunlagsma basamagindaki
diger bir modifikasyonla transkriptin 3’-ucuna eklenmis olan Poli (A) kuyrugu ise
translasyonda ve mRNAnin kararliliginda 6nemli bir rol oynar. mRNA transkrip-
tinin 6nemli bilesenlerinden olan 5’ ve 3’ translasyona ugramayan bolgeler (5’-ve
3’-UTRler) de gen ekspresyonu i¢in olduk¢a 6nemlidir. UTR’ler, mRNAnin ce-
kirdekten sitoplazmaya tasinmasinda, translasyon etkinliginin diizenlenmesinde,
mRNAnin hiicre i¢i lokalizasyonunun diizenlenmesinde ve mRNA kararliliginda
6nemli rol oynamaktadir (4).

mRNA asilar1 da olgun bir mRNAnin 6zelliklerine sahip olacak sekilde, bir 5’
baslik (cap) (m7G) bdlgesi, bir poli (A) kuyrugu, 5’ ve 3’ translasyona ugramayan
bolgeler (5’UTR ve 3'UTR) ve agitk okuma ¢ergevesinden olusmaktadir. mRNA
agilar1 hiicrelerdeki translasyon mekanizmalarini kullanarak ilgili as1 antijenini
tiretir ve boylece bagisiklik yaniti olustururlar. mRNA asilar1 temel olarak gele-
neksel mRNA agilari (replike olmayan RNA, non-replicating mRNA, nrRNA) ve
kendi kendini ¢ogaltan (self-amplifying, saRNA) mRNA asilar1 olarak iki sinifa
ayrilabilir (Sekil 1) (4).

Geleneksel mRNA (nrRNA) asilar1 yalnizca ilgili as1 antijeni dizisini kodlar
ve yapisal olarak konak hiicrenin mRNATarina benzerdir, yani dogal olgun mR-
NAnin sentetik bir analogudur. Kendi kendini ¢ogaltan (saRNA) RNA asilarinda-
ki sistemde ise mRNA molekiilleri kendi kendini ¢cogaltmasina imkan saglayacak
sekilde modifiye edilmistir (5).

mRNA as1 teknolojileri yaklagik otuz yildir var olmasma karsin, yalnizca
SARS-CoV-2 hastalig1 i¢cin mRNA agilarinin kullanimi FDA tarafindan onay-
lanmistir. Ancak cesitli faz agamalarinda olan ¢ok sayida mRNA ag1 ¢alismasi da
diger viral enfeksiyonlar i¢in devam etmektedir. SARS-CoV-2 hastalig i¢in onay-
lanan ilk mRNA asis1 BTN162b2 (Pfizer-BioNTech), digeri ise mRNA-1273 (Mo-
derna)dir. Her iki a1 da faz I/II/III ¢aligmalarini tamamlamis ve kullanim onay:
almistir. Bunun yani sira, faz IIT agamasindaki ARCoV (Walvax Biotechnology)
ve preklinik asamadaki CV2nCoV/CVn (CureVac) diger denemeleri devam eden
SARS-CoV-2 agilaridir (6).

Onaylanan ilk mRNA asis1 BTN162b2 (Pfizer-BioNTech) lipit nanopartikiille-
rinde formiile edilmistir ve mRNAda tiridin yerine 1-metil 3’ pseudoiiridin olacak
sekilde niikleozid modifikasyonu yapilarak elde edilmis replike olmayan mRNA
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ile gelistirilmistir. Lipit nanopartikiilleri i¢cindeki mRNAy1 degredasyondan ko-
rur ve kas igine enjeksiyonuyla konak hiicrelere iletilebilmesine olanak saglar. Bu
mRNA molekiilii hiicreye girdiginde, viriisiin konak hiicreye tutunmasini ve hiic-
re i¢ine girmesini saglayan SARS-CoV-2 spike proteinine translasyonu gergekle-
sir. Bu sayede konakta SARS-CoV-2 spike proteinine kars1 notralize edici anti-
korlar olusur ve spike proteinine spesifik T hiicre yanit1 (CD4* ve CD8*) olusumu
inditiklenir. BTN162b2’nin 21 giinliik aralikla 30ug’lik 2 doz halinde uygulanmasi
ile COVID-19a kars1 %95 koruma sagladig: bildirilmigtir. Hatirlatma dozu olarak
uygulanan 3. doz ile de bagisikligin yanitinin giiglendirildigi bildirilmistir (7).
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Sekil 1. Geleneksel, kendi kendini ¢ogaltan (saRNA) ve ikili RNA vektor sistemi (taRNA)
ile ag1 tasarlanmasi. Tim transkriptler icin 5’ cap (m7G) ve poli (A) kuyrugu ortaktir.
A) Geleneksel mRNAlar as1 immiinogeni ile 5> UTR ve 3> UTR bolgelerini kodlar. Ast
antijeni replike olmayan bir transkriptten tretilir. B) Kendi kendini ¢ogaltan mRNA
(saRNA) 5" ve 3° CSE (korunmus dizi elementleri) dizilerini, subgenomik bir promotér
olan ve yapisal olmayan proteinleri kodlayan nsP1-4 genlerini ve ag1 immiinogenini
kodlar. In situ translasyonu takiben nsP1-4 proteinleri bir RNA-bagimli RNA Polimeraz
(RdRP) kompleksi olugturur. Bu RARP kompleksi CSE dizilerini tanir ve as1 antijenini
kodlayan transkriptleri ¢ogaltir. Bunun sonucunda da hiicredeki as1 antijeni miktar:
artmis olur. C) Trans-amplifiye edici mRNAlar (taRNA) saRNAlara benzer sekilde
antijen miktarini artirmak igin iki farkli transkript kullanir. 5° ve 3> UTRlerle ¢evrili
ve nsP1-4 genlerini kodlayan geleneksel bir mRNA, viral CSE dizilerini, subgenomik
promotorii ve agt immiinogenini kodlayan ayr1 bir transkriptle birlikte hiicreye verilir.
Geleneksel mRNAnin in situ translasyonu ile RARP kompleksi olusur. Bu kompleks
ast antijeninin ¢ogaltilmasi i¢in agiyr kodlayan transkripti amplifiye eder (8). (UTR,
translasyona ugramayan bolge).

saRNA asilar1 tek sarmalli pozitif polariteli (+) bir RNA molekiilii igerir ve
alfaviriis benzeri bir sistemle tasarlanir. (5). Alfavirisler, flavivirtasler, kizamik vi-
risleri ve rabdoviriisler gibi tek sarmallt RNA viriisleri, konak hiicrelerde kendi
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kendine RNA amplifikasyon kapasitesinin yiiksek olmasi ile karakterizedir. Bu
ozellikleri de onlar1 ag1 gelistirme igin ilgi ¢ekici araglar haline getirmektedir.
Ozellikle alfaviriisler ve flaviviriisler rekombinant partikiiller olarak, RNA repli-
konunu tastyan DNA/RNA plazmid vektorleri seklinde veya RNA replikon mo-
lekiilleri seklinde hiicrelere verilebilir. Kendi kendini amplifiye eden RNA viral
vektorleri yiiksek viral ve timor antijeni ekspresyon seviyeleri i¢in kullanilmistir
ve hayvan modellerinde gii¢lii hiicresel ve hiimoral bagisiklik yanit1 olusturdukla-
r1 gozlenmistir. Asilama ile 6liimciil dozlardaki viral patojenlere ve tiimor hiicre-
lerine kars1 koruma saglanmigtir. Kendi kendini ¢ogaltan RNA viral vektorlerinin
klinik oncesi ve klinik uygulamalarda as1 gelistirilmesinde etkin oldugu, RNA
replikonlar1 sayesinde konak hiicrede 6nemli derecede az miktarlarda bile ¢ok
gliclii immiin yanit olusturmast ile kanitlanmistir. (3).

mRNA Asilarinin Dezavantajlar:

Kanserde ve viral hastaliklarda mRNA agilarinin birgok avantaji olmasina rag-
men, bu asilara dair ¢alismalar heniiz baglangi¢c asamasindadir. Su an i¢cin, mRNA
asilarindaki en 6nemli konulardan biri giivenliktir. Son yillarda, agirt mRNA im-
miinojenisitesi, kararsizlig1 ve etkinliginin az olmasi gibi dezavantajlarla karsila-
silmis ve bunlarin tistesinden gelmek i¢in sekans optimizasyonu ve farkli mRNA
tiirlerinin gelistirilmesi gibi yaklagimlar uygulanmaya baslanmistir.

mRNA asilar1 igin, gelecekteki ¢aligmalarda potansiyel giivenlik endiseleri
arasinda lokal ve sistemik inflamasyon, as1 immiinojeninin biyolojik dagilimi ve
kalicilig, oto-reaktif antikorlarin uyarilmasi ve transfer sistemi bilesenlerinin po-
tansiyel toksik etkileri yer almaktadir. Bunlar icerisinde en ¢ok endise duyulan
nokta, bazt mRNA ag1 platformlarinin, potansiyel olarak otoimmiinite ile baglan-
til1 olan giiclii tip I interferon yanitini uyarabilecegidir. In vitro transkribe edilmis
RNA, konak hiicreler tarafindan RNAya bagimli protein kinaz (PKR), Toll-like
reseptorler (TLR) ve 2'-5"-oligoadenilat sentetaz (OAS) gibi bir dizi patern ta-
nima reseptoril tarafindan taninir (7,8). Bu da lokal inflamasyona yol agabilir.
Bu nedenle, mRNA asilamasindan 6nce otoimmiin reaksiyon riski yiiksek olan
bireylerin belirlenmesi ve gerekli 6nlemlerin alinmasi gerekmektedir.

RNA agilarinin dezavantajlari s6z konusu oldugunda, ilk akla gelen sorunlar-
dan biri de RNase degredasyonuna agik olmalaridir. Ancak, serumdaki mRNAnin
kararsizligi, aginin bireye uygulama yontemlerinin degistirilmesiyle ve uygun
kimyasal modifikasyonlarla engellenebilir. RNA asilariyla ilgili diger hassas nok-
ta ise mRNA’nin yapisi geregi, asilarin saklanmasinda ve dagitiminda (BioNTech
i¢cin —70°C, Moderna i¢in —20°C) soguk zincir gerektirmesidir (7). Bu durum bazi
tilkelerin ag1ya ulagimini zorlastirabilmektedir.
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KENDI KENDINE COGALAN RNA
(SELF-AMPLIFYING, SARNA) ASILARI

Genel Ozellikleri

Kendi kendine ¢ogalan RNA (saRNA) viriislerinin ortak 6zelligi, bir kapsit ve
zarf protein yapisi i¢inde bulunan tek sarmalli RNA (ssRNA) genomuna sahip
olmalaridir (9). Alfavirisler ve flaviviriisler pozitif polariteli bir ssRNA genomuna
sahiptir, ancak kizamik viriisleri (measles viruse, MV) ve rabdoviriislerde nega-
tif polariteli ssSRNA genomu bulunur. Her iki durumda da saRNA viriislerinin
RNA genomu, niikleik asidin ¢ekirdege gitmesine gerek kalmaksizin dogrudan si-
toplazmada islev yapabilir. Pozitif polarite durumunda, translasyon gelen ssRNA
genomundan dogrudan baslatilabilirken (10), negatif sens RNA molekiilleri icin
pozitif iplikli bir RNA kalibinin olusturulmas: gerekmektedir (11). Tim saRNA
viriisleri, baglangicta yapisal olmayan genlerini eksprese ederek RNA replikasyon
kompleksinin (RNA replikon) olusumunu saglar, boylece enfekte olan konak hiic-
relerde asir1 seviyede RNA replikasyonu gergeklesir (10). Bu ozellikleri sayesin-
de, giiglii subgenomik promotoérlerle birlikte tek bir RNA molekiiliinden 200.000
kopya RNAnin yapildig: ve nihayetinde viral proteinlerin asir1 ekspresyonunun
saglandig ileri stiriilmistiir. Boylece, memeli ve diger hiicre hatlarinda, primer
kiiltiirlerde ve in vivo olarak saRNA viriisleri ekspresyon vektorleri tasarlanma-
sinda onemli araglar haline gelmistir (12).

saRNA agilar1 tasarlanirken, alfaviriisiin genomik RNAsindaki yapisal olmayan
proteinleri kodlayan genler korunurken, subgenomik promotoriin kontroliinde
olan yapisal genlerin yerine ilgili asinin antijeni yerlestirilir. Yapisal olmayan pro-
teinler otoproteolitik olarak olgunlasir ve kendi RNA kalibini replike etme 6zelli-
gine sahip olan multi-enzim replikaz kompleksi ile birlesir. Bu replikaz, RNA-ba-
giml1 bir RNA polimeraz (RdRP) olarak davranir ve saRNAy1 cis olarak (yani ayni
RNA iizerindeki iki genin birlikte hareket etmesiyle) ¢ogaltir. Bunun sonucunda,
agilanan konagin hiicrelerinde ¢ok yiiksek vektor kopya sayis1 ve boylece yiiksek
as1 antijeni seviyeleri elde edilir. Béylece, nrRNAdan daha diisiik dozdaki saRNA
seviyeleri ayn1 diizeyde immiin yanit olusturmak i¢in yeterli olabilir (2).

saRNA as1 calismalari

Karakteristik ozellikleri ve avantajlar1 sayesinde, kendi kendine ¢ogalan RNA vi-
riis vektorleri hem bulasict hastaliklar icin hem de farkli kanser tipleri i¢in a1
gelistirilmesinde kullanilmaktadir. Ayrica, bakteriyel ve parazit enfeksiyonlari-
na kars1 bagisiklama i¢in de saRNA viral vektorleri de uygulanmistir (3). EBOV
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(Ebola virus), LASV (Lassa virus), HIV (Human immunodeficiency virus) ve inf-
luenza gibi viral enfeksiyonlar agisindan bakildiginda, hayvan modellerinde letal
dozlardaki patojenik viriislere kars1 saRNA viral vektorleri ile cok giiglii bagisik-
lik yanit1 indiiklenebilmistir. Ayrica, saglikli goniillillerde yapilan bir klinik faz I
denemesinde, HIV-1% kars: orta diizeyde antikor olusturabildikleri gézlenmistir
(13). Halen devam etmekte olan COVID-19 pandemisi de, viral hastaliklarin ne-
mine bir kez daha dikkat ¢ekmistir ve yeni agilarin gelistirilmesi ¢aligmalarina hiz
kazandirmistir (14).

Kanser agilar1 kapsaminda, gesitli kanser endikasyonlari i¢in ¢ok sayida hay-
van modelinde yapilan ¢aligmalarda timor gerilemesi oldugu ve hayatta kalma
stiresinin uzadig1 gosterilmistir. Bu kapsamda yiiriitiilen klinik ¢aligmalarin ¢ogu
faz I caligmalarindan olugmaktadir ve esas odak noktas: giivenlik ve toleranstir.
Buna ragmen, VEE-CEA (Venezuelan equine encephalitis virus - carcinoembr-
yonic antigen) ile asilanan pankreas kanseri hastalarinda hayatta kalma siiresi
uzatilmis (15), MV-CEA (Measles Virus-carcinoembryonic antigen) ile agilanan
over kanseri hastalarinda hastalik kontrol altina alinmis (16) ve MV-NIS (Measles
virus encoding thyroidal sodium iodide symporter) ile agilanan refrakter multipl
miyelomlu bir hastada tam remisyon saglanmistir (17).

mRNA agilari, kanser tedavisi i¢cin uygun olan MHC I aracili CD8+ T hiicre
yanitlarini etkin bir sekilde indiikler. Ancak, timor-immiin kagis mekanizmalari,
kanser agilarinin etkinligini belirleyen en 6nemli faktorlerdendir. Kanser agilarina
direng, tiimor immiin kontroliinii destekleyen sinyal yollarindaki mutasyonlar,
tiimor antijen ekspresyonunun azalmasi yada hi¢ olmamasi veya HLA ekspresyo-
nunun kaybr gibi faktorlerden kaynaklanmaktadir (18). Tiim bu faktorler tiimor
hiicrelerinin T hiicreleri tarafindan taninmasina engel olabilir.

Tiimor hiicreleri arasindaki immiinojenisite farkliliklar: nedeniyle, giilii im-
miinojenisiteye sahip olan tiimor hiicreleri etkili bir anti-tiimdr-bagisiklik yaniti
uyarir ve viicut tarafindan elimine edilir. Nispeten daha zayif immiinojeniklige
sahip timor hiicreleri ise bagisiklik sisteminden kagabilir ve bu olaya immiin
seleksiyon ad1 verilir. Ayrica, timor hiicreleri yiizeylerindeki HLA ekspresyonu-
nu azaltarak da T hiicrelerinden kagabilirler. mRNA agilarinin gesitli avantajlar:
olmasina ragmen, bu agilar RNA molekiiliiniin kararsizligi, dogustan gelen im-
miinojenisitesi ve aginin canliya verildikten sonra dagiliminin etkinliginin diistiik
olmasi nedeniyle baz1 dezavantalara da sahiptir (18). As1 ¢alismalarinda, bu de-
zavantajlarin dniine gegmek ve aginin etkinligini ve giivenligini artirmak i¢in ¢ok
yonlii yaklasimlar gelistirilmektedir.
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Avantajlari

saRNA viral vektorlerin esas ilgi cekici 6zelligi, mRNAnin dogrudan sitoplazma-
da hizli ve etkin sekilde amplifikasyonu ve RNA replikonlarina, rekombinant vi-
riis partikiillerine (VLP) ve DNA/RNA vektorlerine dayanan gesitli vektor sistem-
leriyle hiicreye girisinin saglanabilmesindeki esnekligidir. Kendi kendine ¢ogalan
RNA viriislerinin etkinligi, farelerde sentetik mRNAlarla (80 pg) asilama ile ki-
yaslandiginda, influenza viriisiine karst RNA replikonlarinin 64-kat daha az VEE
RNA (1.25 pg) ile koruma saglamast ile dogrulanmistir (19). Benzer sekilde, ge-
leneksel DNA plazmitleriyle kiyaslandiginda SIN-HSV-1-gB (Sindbis virus- Her-
pes simplex virus 1) DNA replikonu 100- ile 1000-kat arasinda daha disiik dozda
letal dozdaki viriislere kars1 antikor olusturarak koruma saglamistir (20). Servikal
kanserde yapilan bir ¢alismada ise geleneksel DNA-tabanli agilama ile tiimor bii-
yiimesi engellenememistir, ancak 200-kat daha diisiik dozdaki SFV-HPV E6/7 ile
agilama sonucunda farelerin %85’inde tam tiimor regresyonu saglanmustir (21).

Kendi kendine ¢ogalan RNAlar ile kombinasyonla edilen yeni metotlarin ke-
mirgenlerde ve biiyiik hayvan modellerinde hem hiicresel hem de hiimoral im-
miin yanitlar1 inditklemedeki etkinligi ve boylece replike olmayan RNAlara iis-
tiinliigli pek ¢ok calisma ile gosterilmistir. saRNA’larin replike olmayan RNA'lara
kars1 bu tstiinliigii, saRNAlar ile transfeksiyonun normal bir viral enfeksiyonu
pek ¢ok yonden taklit etmesinden ve dnemli toksisiteye neden olmadan immiin
yanitlar1 giiglendirici etki gostermesinden kaynaklanmaktadir (3). saRNAlarin
onemli avantalarindan biri de ¢esitlilige olanak saglamasidir. Yalnizca ilgili an-
tijeni kodlayan sekansin degistirilmesiyle hizli bir sekilde ve tiretim seklini etki-
lemeden yeni agilar iiretilebilir. Uretimdeki bu hiz ve basitlik, Zika viriisii, Ebola
viriisii veya en yakin zamanda ortaya ¢ikan SARS-CoV-2 gibi kiiresel endiseye
neden olan viriislere kars yeterli dozda ve hizli as1 tasarlanmasina ve iiretimine
imkan vermektedir.

TRANS-AMPLIFIYE EDiCi RNA
(TRANS-AMPLIFYING, TARNA) ASILARI

Genel ozellikleri

Beissert ve ark. (2) ilk defa alfaviral saRNAdan koken alan ve taRNA (trans-amp-
lifying RNA) olarak adlandirilan yeni bir ikili vektor sistemini ortaya koymustur.
Bu yeni a1 sisteminin profilaktik asi olarak olduk¢a giiclii bir etkinligi oldugu
gosterilmistir. Caliymadan elde edilen en 6nemli bulgulardan biri, taRNA siste-
mi tarafindan antijen ekspresyonunun trans olarak replikaz aktivitesini kodlayan

-47 -



Giincel Tibbi Biyoloji ve Genetik Calismalar 111

ko-transfekte RNA'nin dogasina bagh oldugunun kesfedilmesidir. Replikaz enzi-
mi, RNAlar1 trans olarak yani farkli RNAlar tistiinde bulunan iki genin birlikte
hareket etmesiyle ¢ogaltma 6zelligine de sahiptir ve transreplikon (TR) olarak da
adlandirilir. Transreplikonlar saRNA'larin replikazlarinin delesyonuyla elde edi-
lirler. Replikaz aktivitesi, ko-transfekte edilen bir RNA tizerinde kodlanir ve si-
toplazmada transreplikonlar ile difiizyon kontrollii olarak etkilesime girer. Repli-
kaz-transreplikon etkilesiminin spesifikligi ise transreplikonlarin ana saRNAdan
kalan 5’ ve 3’ terminal bolgelerindeki korunmus dizi elemanlari ile saglanir.

Transreplikon ve replikaz aktivitesini iki vektor tizerinde olacak sekilde ayiran
taRNA sistemleri, tipik olarak alfaviral RNA replikasyonunun mekanizmalarin
ve yapisal gereksinimlerini aragtirmak i¢in kullanilir. Ancak, bulasici hastalik as1-
lar1 gelistirilmesi kapsaminda sistematik olarak ilk defa Beissert ve ark. (2) tara-
findan arastirilmistir. Farmakolojik olarak optimize edilmis bir nrRNA molekiilii
kullanilarak replikaz aktivitesi sisteme eklendiginde giiglii immiin yanit ve as1
antijeni ekspresyonu saglanmistir. Calismalarinin sonucunda, farelerde influen-
za hemaglutinin antijenini (HA) kodlayan transreplikon-RNAnin nanogramlik
dozlarda kullanilarak nrRNA ile kodlanan replikaz ile birlestirilmesiyle influen-
za’ya kars1 giiglii koruyucu immiin yanit olustugunu gostermislerdir. Daha 6nceki
RNA-tabanli influenza as1 ¢alismalarinda ya kendi kendini ¢ogaltan (saRNA) ya
da replike olmayan RNA (non-replicating mRNA, nrRNA) teknolojileri kullanil-
mustir (22). Ancak Beissert ve ark. (2) ilk kez bu ¢aligmalariyla as1 olarak taRNA
sistemini kullanmiglardir ve taRNA ikili vektor sisteminin koruyucu bagisiklik
i¢cin doz veriminin ¢ok yiiksek oldugunu tespit etmislerdir. Farelerde bu taRNA
sistemiyle, influenza hemaglutinin antijenini (HA) kodlayan RNAnin 50 ng gibi
diisitk dozlarda bile nétralize edici antikor tiretebildigi ve canl viriislere karsi ¢ok
giiclii bir koruyucu immiin yanit olusturdugu gozlenmistir.

Avantajlar

As1 antijeni ve replikaz bilesenlerinin ayrilarak bagimsiz vektorler {izerinden
kodlanmasi pek ¢ok yonden avantajli olarak goriilmektedir. Birincisi, ayr1 vektor
sisteminin giivenlik avantajinin olmasidir. Pseudotip alfaviriislerin replikatif ye-
terliligi ve patojenitesi bilinmemektedir. Ornegin; vezikiiler stomatit viriisiiniin ve
kuduz virtisiiniin glikoproteinleri prensip olarak saRNAy1 paketleyebilir (23,24).
Verilen herhangi bir glikoproteinin membranli partikiil olusturma ve saRNAy1
paketleme kapasitesinin eksik oldugunun giiclii bir kanit1 olmaksizin bu sistem-
lerin profilaktik antiviral as1 gelistirilmesinde ve translasyonunda kullaniminin
giivenlik riskleri géz 6niinde bulundurulmalidir. Alman saglik otoriteleri, ilgili
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spesifik glikoproteinin saRNA paketleme ve transferinde yetersiz oldugu kesin
olarak kanitlanmadig; siirece saRNA ile transfekte edilen hiicrelerin biyogiivenlik
seviyesini 2 olarak siniflandirmaktadur.

taRNA as1 sistemlerinin ikinci avantaji; antijen iiretiminin ve replikaz aktivite-
sinin iki farkli vektore ayrilmis olmasinin her iki bilesenin bagimsiz olarak opti-
mize edilebilmesine olanak saglamasidir. Bu sayede cesitlilik ve etkinlik acisindan
avantajlidir. Ornegin; replikasyonun etkinligi icin gerekli tiim yapisal elementleri
iceren transreplikonun 5' ucu replikazin N-terminalindeki aminoasit dizilerini
korumaya gerek kalmadan modifiye edilebilir. Ayrica, saRNA replikonu niikleo-
zid modifikasyonlarini t6lere edemezken, nrRNA translasyonunda bu miimkiin-
diir. Hatta niikleozid modifikasyonu yapilmis nrRNAlar geleneksel nrRNA'lara
gore daha gii¢lii immiin yanit olusturmaktadir (25,26). taRNA sisteminde rep-
likaz1 kodlayan nrRNA, hiicresel dogal bagisiklik reseptorlerinin aktivasyonunu
azaltmak ve translasyonun devamliligini saglamak i¢in niikleozidle modifiye edi-
lebilir (27). taRNA ikili vektor sistemi genellikle alfaviral vektorler i¢in uygundur
ve sitotoksik olmayan replikazlardan yapilan taRNA'lar 6zellikle 6nemli olabilir.

taRNA ag1 sistemlerinin {i¢iincii avantaji ise; tiretiminin kolay olmasi ve zaman
ve maliyet agisindan verimli olmasidir. Transreplikonlarin doz etkinliginin arti-
rilmasi bu avantajlara katki saglayabilir, boylece ayni miktarda elde edilecek agilar
daha fazla birey i¢in yeterli olabilir. Bunun yanu sira, yiiksek verim ve iyi saflikta-
ki uzun RNA molekiillerinin biiyiik 6lgekli tiretimi kisa RNAlarin tiretiminden
daha zordur. Antijen kodlayan bir saRNA 7.5 kb'lik bir yap1 ve antijen geni ile 7.3
kb’'lik bir vektorden olusmaktadir. Ancak taRNA sistemi immiinolojik olarak ilis-
kili 1.5 kb'lik bolge ve antijen geni ile 7.8 kb uzunlugunda nrRNA-REPLden olus-
maktadir. Asinin in vivo bagisiklik yanit1 6zelligini kaybetmeden iiretim siirecinin
basitlestirilmesi i¢in in vitro sapka takilmasi (capping) isleminin yapilmamasi ve
transreplikonun poli (A) kuyruklarinin kisaltilmas: gibi islemler de yapilabilir.
Ayrica, taRNA ikili vektor sistemi ile influenza gibi mevsimsel bir as1 i¢in degis-
mez bir bilesen olan nrRNA-REPL biiyiik 6l¢ekte 6nceden tiretilip depolanabilir
ve talep lizerine yalnizca degisken olan ve doz etkinligi fazla olan antijen kodlayan
RNA iiretilerek ag1 siirecleri hizlandirilabilir (2).

Replike Olan mRNA Asilarinin Dezavantajlar

Pseudotip alfaviriislerin patojenitesi ve replikatif yeterliligi bilinmemektedir.
Ayrica, saRNAlarin siirekli, yiiksek seviyeli amplifikasyon ve ekspresyonunun
uzun vadedeki etkileri hakkinda yeterince bilgi bulunmamaktadir. Bunun yani
sira, RARP kompleksinin immiinojenisitesi hakkinda da ¢ok az bilgi mevcuttur.
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Replike olan mRNA agilari ile ilgili klinik verilerin sinirli olmasi, aginin viicuda
verilme seklinin dokuya spesifik olmamasi ve hatirlatma/gii¢lendirici (boost) doz
uygulamasi gerektirebilmesi dezavantajlar1 olarak géz 6nitinde bulundurulmali-
dir. saRNAlarin kanser asilarindaki uygulamalar: ise heniiz preklinik asamadadir
ve klinik uygulamalarla daha fazla arastirilma yapilmas: gerekmektedir. Kanser
mRNA agilarini ¢ogunlukla replike olmayan mRNA asilar1 olusturmaktadir.

SONUC

mRNA as1 teknolojisi uzun yillardir var olsa da, COVID-19 pandemisinin ortaya
cikmasiyla birlikte bir mRNA asis1 ilk kez klinik denemelere girmis, faz calisma-
larin1 tamamlamig ve Aralik 2020de kullanim onay1 almigtir. Bu asmnin gelisti-
rilmesi ve ilk denemeleri SARS-CoV-2"nin genetik dizisinin agiklanmasindan 10
hafta sonra gibi ¢ok kisa bir siire i¢inde gergeklesmistir. Bu nedenle, mRNA as1
teknolojilerinin avantaji mevcut pandemi krizinin ¢6ztimiinde anahtar olarak dii-
stintilmektedir.

Kendi kendine ¢ogalabilen RNA asilar1 (saRNA) ve simdi de iki parcalt RNA
vektor sistemine dayanan (taRNA) asilar1 in vivo antijen tiretiminde amplifikas-
yon ve dayanikliik saglamasi, giiglii bagisiklik yaniti olusturabilmesi ve daha
diisitk dozlarda etkin olabilmesi, boylece biiyiik miktarlarda tiretim taleplerini
karsilayabilmesi gibi 6zellikleriyle umut vericidir. Sonug olarak, iki parcal1 vektor
sistemlerinin giivenlik profili, daha basit tiretim siireci ve evrensel olarak uygula-
nabilirligi goz 6ntine alindiginda, taRNA as1 sistemleri daha genis ¢apta arastiril-
maya deger olarak goriilmektedir.
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