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Bir immiinoterapi yontemi olarak kanser asilarinin énemi giinimuizde hizla artmaktadir. Bu asilar
icinde haberci ribonuikleik asit (mRNA) bazli agilar, timore 6zgu antijen kodlayan mRNA’nin
direkt olarak viicuda verilmesi ile mRNA’y1 igine alan dendritik hiicreler tarafindan bu antijen-
lerin hiicre yuizeyinde sunularak antijene 6zgi T hiicrelerinin aktif hale getirilmesini amaglar. Bu
T huicreleri tumor huicreleri tizerinde sunulan antijenleri taniyarak, timore kargi etkin bir savunma
yapilmasini saglar. Molekiuler yapis1 geregi huicre i¢i reseptorlere baglanan mRNA, bagisiklik
sistemini aktive eden bir adjuvant gorevi de gormektedir. Haberci rinoniikleik asit hem laboratuvar
hem de klinik kalitede standart molekiler biyolojik yontemler kullanilarak bir ya da bir kag antijeni
kodlayacak sekilde uretilebilmekte ve ¢esitli yapisal olusumlar1 optimize edilerek kolayca tasar-
lanabilmektedir. Bu derlemede mRNA'y1 direkt olarak deri icine ya da lenf dugumlerine enjekte
edilmesini konu alan mRNA agilar1 ele alinmaktadir. Bu mRNA bazli agilar gerek klinik Oncesi
gerek klinik calismalarda degisik kanser turleri icin denenmekte ve kansere kars1 yapilan savagta
umut vaat etmektedir.

Anahtar sozciikler: Kanser immunoterapisi; kanser asis1; haberci riboniikleik asit.

Cancer vaccines have recently gained a great importance as a type of immunotherapy. Among these,
messenger ribonucleic acid (mRNA)-based vaccines aim to activate antigen-specific T cells by
dendritic cells which internalize mRNA and present the mRNA-encoded tumor antigens upon direct
administration of mRNA. These T cells recognize the antigens presented by tumor cells and mediate
an efficient anti-tumoral activity. Thanks to its molecular structure, mRNA also serves an adjuvant
activating the immune system through binding to intracellular receptors. Coding for one or more
antigens, mRNA can be produced in laboratory as well as clinical quality using standard molecular
biology techniques and designed easily through optimization of various structural elements. In this
review, mRNA vaccines which involve direct injection of mRNA intradermally or intranodally (into the
lymph node) are discussed. These mRNA vaccines are currently being tested in various preclinical and
clinical studies and hold promise for the fight against cancer.

Key words: Cancer immunotherapy; cancer vaccine; messenger ribonucleic acid.

[lk kanser asisinin kullanimindan bugiine yiiz yil-
dan fazla bir siire ge¢mistir. William Coley tarafindan
1893 yilinda tiimore 6zgli olmamasina ragmen kanser
hastalarinin tiimoérlerinde gerileme sagladigini goste-
ren bakteri temelli ilk kanser agisi"! giintimiizde timo-
re 6zgi antijenlerden olusan molekiiler temelli agi-
lara dontigtiirilmiistiir. Yakin zamanda Sipuleucel T
(PROVENGE?®, Dendreon Seattle, WA USA) adindaki
kanser asis1 kastrasyona direngli prostat kanserine
karst Amerikan Gida ve Ilag Dairesi (Food and Drug
Administration; FDA) tarafindan onaylanarak hasta-
larda kullanilmaya baglanmistir.”?!

Gliniimiizde bir¢ok klinik dncesi ve klinik ¢aligmada,
tlimore 6zgii farklr antijen formatlar: kullanilarak hazir-
lanmig (DNA, RNA, protein, peptid, viriis) kanser agilar:
denenmektedir. Bunlarin arasinda rekombinant olarak
in vitro transkripsiyon ile sentezlenebilen tek sarmal
haberci RNA (mRNA) farkli 6zellikleri ile son yillarda
one ¢ikmaktadir. Viral vektorlerden ya da DNA’dan fark-
It olarak mRNA kendisini genoma entegre etmemesin-
den ve de sadece belirli bir siire aktif oldugundan 6tiirii
daha giivenli bir ila¢ formu olarak kabul edilmektedir.
Haberci RNA belirli epitoplari ya da biitiin protein anti-
jenini kodlayabildigi i¢in istenilen major doku uygunluk
kompleksi (MHC) molekiillerine gore tasarlanabilmekte
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ve bu sayede haplotiplerine bakilmaksizin genis bir hasta
grubunda kullanilabilmektedir. Antijen kodlamasina ek
olarak, hiicreye alindiginda gise benzeri reseptér 3 (toll
like receptor; TLR3), TLR7 ve TLR8 gibi degisik model
taniyici reseptorlere (PRR) baglanarak bagisiklik sistemi
hiicrelerini aktive eden dogal bir adjuvant gorevi gérmek-
tedir.”! Standart molekiiler biyoloji yontemleri ile yapi-
sinin istenilen sekilde tasarimlanmasi, basit ve hizli bir
sekilde hem laboratuvar hem de iyi iiretim uygulamalar:
(good manufacturing practice; GMP) kalitesinde hesapl1
bir sekilde sentezlenebilmesi de mRNAnin gelecek vaat
eden bir ilag formati oldugunu gostermektedir.

Haberci Riboniikleik Asit Bazli Kanser Asilarinin
Kisa Tarihi

Haberci RNAnin viicuda verilerek bir proteinin kod-
lanmasi fikri ilk olarak Jon Wolff tarafindan 1990 yilin-
da lusiferaz ve beta-galaktosidaz enzimlerini kodlayan
mRNA’larin, farede kas i¢ine direkt olarak injekte edil-
mesi sonucu bu proteinlerin aktivitelerinin in vivo olarak
gozlenmesiyle bagari ile denenmistir.”! Haberci RNAnin
kansere kars: bir as1 olarak ilk kullanimi ise 1995 yilinda
karsinoembriyonik antijeni (CEA) kodlayan mRNAnin
yine kas i¢i injeksiyonu sonrasinda farelerde tiimore karsi
bagisiklik gelismesi ile kaydedilmistir.®! Bundan bir yil
sonra mRNA ile inkiibe edilen dendritik hiicrelerin (DH)
mRNA alip kodlayabildigi ve antijeni MHC molekiilleri
ile T hiicrelerine sunarak onlar1 aktive edebildigi gozlem-
lenmistir.® Bunu takip eden ¢aligmalarda, mRNAnin
dendritik hiicrelere elektroporasyon yolu ile aktarimi™®
bu tir RNA kodlayan dendritik hiicrelerin hastalara
verilmesi prensibine dayali terapilerde ¢igir acarak bu
agilarin bir¢ok kanser tiiriinde son 15 yildir giivenilir bir
sekilde denenmesini saglamigtir.”’

Bununla birlikte hiicre bazli tedaviler, yliksek mali-
yetleri ve Ozellikle degisen bir¢ok parametreyi icinde
barindiran zor tiretim siiregleri yiiziinden, bir ilacin temel
avantajlarini saglayamamaktadir. Bu ytizden bir¢ok grup
lipozomlar, polimerler, gen tabancasi ya da mRNAnin
direkt olarak injeksiyonu gibi degisik yontemler kulla-
nilmistir.”! Bu yontemlerden bir¢ogu degisik bariyerler
(hedefleme, toksisite, hiicre icine alinim) ve hasta giiven-
ligi gibi nedenlerden dolay: klinik caligma seviyesine
ulagamasa da antijen kodlayan mRNA’nin direkt olarak
deri icine™ ya da lenf digiimiine™ injeksiyonu kanser
hastalarinda denenmeye devam etmektedir ve bu derle-
mede, bu tiir kanser agilar1 iizerinde durulacaktir.

Antijen Kodlayan mRNA’nin Kanser Asisi Olarak
Sentezlenmesi

Haberci RNA agilarinin ¢alisma prensibi injeksiyon-
dan sonra mRNAnin antijen sunan hiicreler tarafin-
dan alinip kodlanan antijenin T hiicrelerine sunularak,
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antijene 6zgl bagisiklik yanitlarinin saglanmasidir. Bu
ylizden mRNAnin hiicre i¢indeki farmakolojisi asinin
etkinligi i¢cin Onemli bir faktoérdiir. Haberci RNAnin
hiicreye alindiktan sonraki dayanikliligi ve translas-
yon verimi bir¢ok faktor tarafindan belirlenmektedir.
Ozellikle mRNA'nin bagindaki “cap”, transle edilmeyen
elementler (UTR) ve poli-A kuyrugu gibi yapisal olusum-
lar mRNA’n1in farmakolojisinde 6nemli yol oynar ve bun-
larin optimize edilmesi daha aktif bir mRNA asisina ola-
nak saglar. Haberci RNA 5' ucuna takilan m7GpppN cap
homologu ile sentezlenir, fakat bu sentetik cap analogu
mRNAya her iki oryantasyonda da baglanabileceginden
dolay1 hiicrenin protein sentez mekanizmalari tarafindan
taninmasi verimli degildir."? Bu ytizden cesitli degisim-
lerle son yillarda ARCA (anti-reverse cap analog) denilen
ve mRNA’ya sadece bir oryantasyonda eklenebilen ana-
loglarin kullanimi fayda saglamaktadir.*l Bunlara ek
olarak yine farkli kimyasal modifikasyonlar (thioate) ige-
ren cap analoglarinin mRNAnin translasyonunu ve bagi-
siklik yanitlarini arttirdigi gozlemlenmistir.™® Haberci
RNAnin 3' ucunda bulunan UTR’lerin mRNAnin daya-
nikliligina ciddi katkilar: olmakta ve bu neden ile birgok
mRNA vektorlerinde alfa ve beta globin gibi uzun émiirli
mRNA’larin 3'-UTR’leri kullanilmaktadir."® Bu tiir beta
globin UTR’lerinin vektor i¢inde ard arda kullaniminin,
mRNAnin 6mriinii ve dayanikliligini artirdig: kanitlan-
mistir.'”) Bu elementlere ek olarak mRNA’nin 3'ucundaki
poli-A kuyrugunun tasarimi da mRNAnin farmako-
lojisini etkilemektedir. Holtkamp ve ark.'” tarafindan
yapilan bir ¢caligmada 120 baza kadar olan ve adenozin ile
biten bir poli-A kuyrugunun daha az sayili ya da adeno-
zin ile bitmeyen bir kuyruga goére ¢ok daha verimli oldu-
gu gosterilmistir. Bu farkli yapisal olusumlarda yapilan
optimizasyonlarin beraber kullanilmasi mRNAnin veri-
mini 100 kat artirabilmektedir.!'”? Haberci RNA’nin daya-
nikliligini artirmaya yoénelik optimizasyonlara ek olarak
mRNA tarafindan kodlanan antijenin MHC molekiilleri
izerinde daha verimli olarak sunulmasini saglamak icin
de antijeni kodlayan gen dizisine bir takim y6nlendirici
diziler eklenebilmektedir."®!

Haberci RNA, bakteriyofaj RNA polimeraz promo-
toril igeren bir DNA vektériinden in vitro transkripsiyon
yontemi ile sentezlenir. Bunun i¢cin, DNA vektérii mRNA
transkripsiyon boliimiinii igeren dizi sonundan kesilerek
lineer duruma getirilir ve gerekli riboniikleotitler ve
uygun bakteriyofaj polimerazi ile bu vektorden transkrip-
te edilir. Cap analogu, tipki poli-A kuyrugu gibi trans-
kripsiyon reaksiyonunun igine katilabilecegi gibi rekom-
binant bir enzim ile transkripsiyon sonrasi da eklenebilir.
Reaksiyon sonrasinda DNA vektérii deoksiriboniikleaz
enzimleri ile par¢alanabilir. Bununla birlikte transkrip-
siyon reaksiyonu sonrast mRNAnin diger bilesenlerden
ayristirilmasi gerekir. Basit tuz ile ¢oktiirme islemleri ile
mRNA diger bilesenlerden ve reaksiyon artiklarindan
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temizlenebilmektedir. Klinik diizeyde mRNA ayristiril-
masinda yiiksek basingli sivi kromatografisi (HPLC) gibi
kromatografik yontemler kullanilmaktadir. Bu sayede
polimeraz enziminin hatali ¢alismasi sonucu olusabile-
cek diger kiiciik RNA’lar da temizlenebilmektedir. Buna
ek olarak klinik diizeyde RNA steril filtrasyon islemine ek
olarak, yapisal olarak karakterize edilmekte ve endotok-
sin testi gibi kontaminasyon testlerinden gegirilmektedir.

Deri ici ve Lenf Diigiimii mRNA Asilari ile Yapilan
Klinik Oncesi ve Klinik Calismalar

2000 yilinda farelerin kulak derisi igine injekte edilen
ve beta-galaktosidaz kodlayan mRNA asisi, bu antijene
0zgl antikor ve CD8* T hiicresi yanitlarinin olugsmasini
saglayarak bu alandaki ilk ¢aligma olmustur.'”’ GM-CSF
(granulocyte macrophage-colony stimulating factor)
gibi adjuvantlarin mRNA ile birlikte kullanimi ve
mRNAnin protamin ile birlestirilerek deri igine verilisi
de ayni sekilde antijene 6zgii bagisiklik sistemi yanitlari-
ni1 olusturmustur.?” Bu klinik éncesi ¢alismalardan sonra
bu tiir RNA agilar1 klinikte de denenmeye baglanmistir.
Yapilan ilk klinik ¢alismada, tiimérde bulunan antijen-
lerden yapilan bir mRNA kiitiiphanesi GM-CSF adju-
vant kullanilarak III ve IV seviye melanoma hastalarina
basar: ile uygulanmis ve tiimore etkili klinik diizeyde
bir yanit alinamamasina ragmen hastalarin yarisindan
fazlasinda antikor ve T hiicresi yanit1 gozlemlenmigtir.?!
Melan-A, tyrosinaz, gpl0, Mage-Al, Mage-A3 ve sur-
viving gibi tiimore 6zgii antijenleri kodlayan mRNA-
protamin kompleksleri de yine GM-CSF adjuvant olarak
kullanarak metastazli melanoma hastalarinda denen-
mistir. Yirmi bir hastadan olusan bu klinik c¢aligma
sonucunda hastalardan birinin akciger metastazlarinda
ciddi kiigiilmeler gozlemlenmistir.?? Bunlara ek olarak
yine benzer RNA’lar1 igeren bir mRNA agis1, evre IV renal
hiicre kanseri hastalarina deri i¢i yolu ile injekte edilmis
ve hastalarin yarisinda hastaligin ilerlemesi en az ¢ ay
durdurulmugstur.”?

Haberci RNAnin hem tek olarak hem de protamine
bagli mRNA ile beraber deri icine injekte edilmesi ile
olugturulan yeni nesil mRNA asilar: ile birlikte klinik
oncesi glicli T hiicre yanitlar1 gézlemlenmis olup, fare
timoér modellerinde ciddi seviyede koruyucu ve tedavi
edici etkisi gosterilmistir.?? Bu ¢aligmaya dayanarak,
yeni nesil mRNA/mRNA-protamin agilar: farkl: endikas-
yonlarda klinikte denenmektedir. Kastrasyona direncli
prostat kanseri hastalarinda yapilan Faz I/II ¢aligma-
sinda, bu kansere 6zgii antijenleri (PSA, PSMA, PSCA,
STEAP1) kodlayan mRNA asis1 iyi tolere edilmis ve 33
hastanin %80’inde antijene 6zgii bagisiklik yanitlar
olugturmustur. Bu yanitlar her hasta i¢in agida kullanilan
birgok antijene yonelik olup, bu durum daha uzun sag-
kalim ile istatistiksel olarak iligkilendirilmistir.? Kiciik
hiicreli olmayan akciger kanserine kars1 yapilan Faz I/11
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klinik ¢alismada ise mRNA as1 kokteyli bu kansere 6zgii
bes antijen (NY-ESO1, MAGE Cl, MAGE C2, 5T4 ve
survivin) kullanilarak denenmis ve hastalarin %65’inde
onemli T hiicresi yanitlar1 alinmistir. Bu klinik deneylere
ek olarak yeni nesil mRNA/mRNA-protamin asilarinin
hem tek olarak hem de radyasyon tedavisi ile birlikte
diger kanser tiirlerinde de denenmesi planlanmaktadir.

Haberci RNAnin direkt olarak lenf digtimlerine
injeksiyonu ise klinik seviyeye ulasmis ikinci strateji-
dir. Lenf digiimleri yiliksek miktarda dendritik hiicre
icerdiginden ve de T hiicresi ile dendritik hiicrenin T
hiicresinin aktivasyonu i¢in bir bulusma yeri gérevi gor-
diglinden mRNAnin direkt olarak buraya injeksiyonu
distiniilmiistiir. Boylece deri igine injekte yonteminin
aksine mRNA’y1 alan hiicrelerin lenf diigiimiine gogiine
gerek kalmamaktadir. Lenf diigiimiine injekte edilen
mRNA, dendritik hiicrelere ulasip makropinositoz adi
verilen bu hiicrelere 6zgii bir mekanizma ile hiicreden
iceri alinmaktadir.?® Bu yontemle fare deneylerin-
de degisik antijenlere kars1 giiglit CD4 ve CD8 hiicre
yanitlar1 gozlemlenmistir.'! Ayrica dendritik hiicre-
ler mRNAnin adjuvant etkisi ile bagisiklik sistemini
uyarict degisik sitokinler ve kemokinler salgilayarak
T hiicrelerini lenf diigiimiine cekebilmektedir. Lenf
digtimiinde olusturulan bu faktorler tiimore kars: daha
giclii ve yiksek seviyede bir T hiicre yanitina imkan
vermektedir. Bu tiir kanser asilarinin etkisi, FLT3L gibi
dendritik hiicreler i¢in dogal bir biiyiime faktoriiniin
rekombinant protein olarak asi ile beraber verilmesi ile
daha da artirilmistir.?”) Hafiza T hiicrelerinin olusu-
muna katkida bulundugu gosterilen ve aslinda klinikte
nakledilen organlarin kabuliinii kolaylastiran rapamy-
cin adliila¢ da klinik 6ncesi bir caligmada bu ag1 tiirti ile
beraber kullanilmis ve hem hafiza T hiicresi sayist hem
de tiimore kars1 etkin yanitta istatistiksel olarak anlamli
artislar gozlemlenmigtir.?¥ Van Lint ve ark.?”) ise anti-
jen kodlayan mRNA’y1, bagisiklik sistemini aktive edici
molekiilleri kodlayan mRNA’lar (CD40L, CD70, her
zaman aktif TLR4 reseptorii) ile birlikte lenf diigiimle-
rine vererek asinin etkinligini ytikseltmistir.

Bu tiir mRNA agilari, insanda ultrason yardimi ile
herhangi bir cerrahi girisime gerek kalmadan cesitli
lenf diigiimlerine injekte edilebilmekte olup, melanoma
hastalarinda Faz I klinik ¢aligmalar ¢ercevesinde denen-
mektedir.

Kisiye Ozgii mRNA Kanser Asilar

Kansere neden olan mutasyonlar, protein dizisinde
degisikliklere neden olup, bagisiklik sistemi tarafindan
taninabilen kansere 6zgii yeni antijenlerin ortaya ¢ikma-
sina olanak tanimaktadir. Bu mutasyonlar sadece kanser
hiicrelerinde oldugundan, verilen immiinolojik yanitin
saglikli hiicrelere zarar vermesi beklenmemektedir.
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Gelisen dizileme teknolojileri ile giiniimiizde téimoérle-
rin genetik ve immiinolojik profilleri kapsamli bir sekil-
de ¢ikarilabilmektedir.®” Yapilan son ¢aligmalara gore
timorlerdeki mutasyon sayist 10-100 arasinda degis-
mekte*! ve daha da 6nemlisi bu mutasyonlarin %95’i
dizilenen timore 6zgii olmaktadir.®* Bu yiizden kisi-
nin timoriniin genetik ve immiinolojik profiline gore
bir kanser agis1 kullanilmasi gerekmektedir. Haberci
RNA agilar1 bu asamada diger formatlara gore hizli ve
Olceklenebilen GMP iiretimi ve kolay tasarimi ile one
¢ikmaktadir. Timor hiicrelerinin dizilenmesi ile elde
edilen ve mutasyon igeren antijenler, bir ya da bir kag
mRNA’da toplanabilir ve kisa siirede hazir hale gelen
mRNA ile kisiye 6zgii kanser tedavisi uygulanabilir. Bu
tlir agilar icin yapilan ilk klinik 6ncesi ¢alismada B16
fare melanom hiicrelerinden yeni nesil dizileme ile elde
edilen mutasyonlarin %20-30’'unun immiinojenik oldu-
gu bulunmus ve bu mutasyonlari1 kodlayan mRNA’larin
farelerin lenf diigtimlerine verilmesi sonucu T hiicre
yanitlar: ile B16 timori tasiyan farelerde daha uzun
sagkalimlar gozlemlenmistir.®*! Bu sonuglara bakildi-
ginda hizli bir sekilde belirlenen mutasyon profillerinin
mRNAnin getirdigi avantajlarla kombine edilerek, kli-
nik diizeyde kullanilabilecek bu tiir kisiye 6zgii mRNA
kanser agilarinin gelistirilmesi gercek¢idir. Nitekim
2013 yilinin sonunda melanom hastalarinda bu plat-
form kullanilarak bir Faz I klinik ¢aligma baglatilmig
olup sonuglar1 beklenmektedir.

Sonug olarak, yaklasik 25 y1l 6nce baglayan mRNAnin
protein translasyonu i¢in kullanimi, gintimiizde bu mole-
kiilliin aktif bir kanser asisi olarak kullanilmasini sag-
lamistir. Yapilan klinik 6ncesi ve klinik ¢aligmalarda
mRNAnin bir ilag olarak giivenilirligi ortaya konulmus
olup bir¢ok ¢aligmada hem bagigiklik sistemi yanitlar:
hem de timore karsi etkiler gozlemlenmistir. Geligen
mRNA teknolojileri ve mRNA asilarinin kanser tedavi-
sinde kullanilan diger yontemler (radyoterapi, kemotera-
pi, antikorlar) ile kombinasyonlarinin etkileri yiiriimekte
olan ya da yakin bir zamanda baglayacak klinik ¢alisma-
larda takip edilecektir.

Tesekkiir

Yazar, yazinin Tirkce gramer kontrolii i¢in Elif
Sogiitcii’ye tesekkiir eder.

Cikar cakismasi beyani

Yazar bu yazinin hazirlanmasi ve yaymlanmas: asa-
masinda herhangi bir ¢ikar ¢akigsmasi olmadigini beyan
etmigtir.

Finansman

Yazar bu yazinin arastirma ve yazarlik siirecinde her-
hangi bir finansal destek almadigini beyan etmistir.
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