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Abstract

Plants are platforms where recombinant proteins and other biopharmaceuticals can be produced easily, cheaply
and safely and can be purified back. Recently, many recombinant proteins such as growth hormone, antibody milk
proteins, serum albumin and various industrial enzymes produced in bacterial or mammalian cell cultures have been
produced in plant tissue or in plant cell culture. Plant tissues provide suitable post-translational modifications for
production of recombinant viral and bacterial antigens and show the same biological activity as the recombinant
vaccines produced in microorganisms. All of these have paved the way for their usage in vaccine production.
Production of recombinant protein in plants requires stable or transient integration of target gene sequence depending
on the location in the plant cell. While the biolistic method is used for the stable transformation of the target gene in the
nucleus or chloroplast, plant pathogen Agrobacterium sp. mediated gene transfer method is used for transient gene
transfer. Plant system are extremely suitable expression vectors for industrial production of pharmaceutical proteins,
with their proven production capacity and economic feasibility.
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*

Bitkisel tiirevli asilar

Ozet

Bitkiler, rekombinant proteinlerin ve diger biyofarmasotiklerin kolay, ucuz ve giivenli {iretiminin
saglanabildigi ve geri saflastirilabildigi platformlardr. Giiniimiizde bakteri ya da memeli hiicre kiiltiirlerinde iiretilen
biiylime hormonu, antikor siit proteinleri, serum albumini ve c¢esitli endiistriyel enzimler gibi bir¢ok rekombinant
proteinin bitkisel dokuda ya da bitki hiicre kiiltiiriinde tiretimi gergeklestirilmistir. Bitkisel dokularin rekombinant viral
ve bakteriyel antijenlerin iretimleri i¢in uygun post-translasyonel —modifikasyonlar1 saglamalar1  ve
mikroorganizmalarda {iretilen rekombinant asilar ile ayni biyolojik aktiviteyi gostermeleri, asi iretiminde
kullanilmalarmin Oniinii a¢mustir. Bitkisel rekombinant protein iiretimi, hedef gen dizisinin bitki hiicresindeki
konumuna bagl olarak stabil veya gegici entegrasyonunu gerektirir. Biyolistik yontemi, hedef genin ¢ekirdek veya
kloroplasta stabil transformasyonu i¢in kullanilirken, bir bitki patojeni olan Agrobacterium sp. aracili gen transferi
yontemi, gecici ve stabil gen transferi i¢in kullanilmaktadwr. Bitkisel sistemler kanitlanmig {iretim kapasiteleri ve
ekonomik fizibiliteleri ile farmasdtik proteinlerin endiistriyel boyutta {iretimleri i¢in son derece uygun ekspresyon
vektorleridir.

Anahtar kelimeler: bitkisel asilar, genetik modifikasyon, bitki biyoteknolojisi
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1. Giris

Asi, bir hastaliga kars1 spesifik koruma saglamak amaciyla hazirlanmis immuno-biyolojik bir materyaldir ve
hastaliklara karsi immiinizasyon saglayarak morbidite ve mortaliteyi azaltmak amaciyla kullanilir. Cocuk ve geng
yetiskin 6limlerine sebep olan ¢igek hastaligi, tiiberkiiloz, zatiirre, kizamik, kizamik¢ik, hepatit A-B, menenjit, grip,
difteri, bogmaca ve tifo gibi bulasici hastaliklarin eradikasyonunda asilamanin biiyiik rolii bulunmaktadir [1]. Diinya
genelinde uygulanan yaygin asilama ¢aligmalari ¢ocuk felci (poliomiyelit) vakalarinin azalmasimi saglamis, iilkemizde
de dogru asilama politikalar1 sayesinde Saglik Bakanligi verilerine gore son 19 yilda g¢ocuk felci vakasina
rastlanmamistir. Dogru asilama politikalarinin uygulanmasiyla birlikte iilkemizde son 16 yilda sadece tek difteri ve
buna bagl 6liim vakasi tespit edilmistir. Diinya Saglik Orgiitii 2016 verilerine gére as1 kararsizligyreddi kavraminin
ortaya ¢ikmasiyla birlikte kizamik vaka sayilarmm arttigi bildirilmistir. 2017 yilinda Tiirkiye’de 25 tetanoz vakasi
gbzlenmis ve bu vakalar tamaminin agisiz oldugu anlasilmistir. Bu sonuglar etkin ve kapsayici agilama ¢aligmalari ile
hastaliklarm goriilme sikhgmin oldukga azalabildigini bir kez daha gdstermistir. Diinya Saglik Orgiitii (WHO)
raporlarma gore asilama ile yilda 2,5 milyondan fazla yasam kurtarilmaktadir [2]. 18. yiizyilda baslayan as1 tiretimi,
sonrasinda kapsamlt mikrobiyolojik ve immiinolojik calismalar, klinik arastirmalar, sterilizasyon ve gilivenlik
standartlarinin diizenlenmesiyle giderek sekillenmis ve as1 bilimi giin gectikge degerlenmis ve gelismistir. Giinlimiizde
as1 Uretimi, Uriin kalitesinin yasamsal oneme sahip oldugu ve siirekli olarak istenilen kalitede iriin iiretebilme
becerisinin vazgeg¢ilmez oldugu bir endiistridir. Bireylerin saghigini riske sokmayacak sekilde giivenilir, kaliteli ve etkin
agilarin liretimi zorunluluk arz etmektedir [3]. Farkli sekillerde etki gdsteren {i¢ ana asi tipi bulunmaktadir: Canli
(zayiflatilmus) asilar, inaktif asilar ve alt birim asilar (rekombinant, konjugat, toksoid ve polisakkarit asilart). Canli
agilarla, viicuda bir hastaliga neden olan mikrop veya viriisiin zayiflatilmis bir versiyonu enjekte edilmektedir. Kizamik,
kabakulak ve kizamik¢ik (MMR kombine as1), rotaviriis, ¢icek hastaligi, sucicegi ve sarthumma asilari, canli asilara
ornek olarak verilebilir [3]. Inaktif agilar ise 1s1 veya kimyasallarla dldiiriilen bir bakteri veya viriis tiiriiniin kullanildig:
asilardir. Hepatit A, grip, cocuk felci ve kuduz asilar1 inaktif agilardir. Alt birim, rekombinant, konjugat ve polisakkarit
asilar ise mikrop veya viriisiin belirli kisimlarmin kullanilmasiyla elde edilen asilardir. Viicutta ¢ok giiglii bagisiklik
tepkilerini tetikleyebilirler. Hib (Hemophilus influenza tip b), hepatit B, insan papilloma viriisii (HPV), bogmaca,
pnomokok hastaligi, menigokokal hastalik ve zona asilar1 bu gruba 6rnek olarak verilebilir [4]. Alt birim asilarda, bir
mikroorganizma veya virlisten olusturduklar1 bagisiklik tepkisinin giiciine gore segilen spesifik antijenler izole edilir.
Rekombinant agilar, genetik mithendisligi yoluyla iiretilmektedir. Konjuge asilar, hastalia neden olacak ya da viicutta
bir bagisiklik tepkisi olusturacak kadar giiglii olmayan bakteri veya viriisten antijenik nitelikte pargalar kullanmaktadir.
Polisakkarit agilar, bir bakteri veya viriisiin dig kilifindan seker molekiillerini (polisakkaritler olarak bilinir)
kullanmaktadir. Bu seker molekiilleri kimyasal olarak tasiyici proteinlere baghdir ve konjuge asilara benzer sekilde
¢aligmaktadir. Toksoid asilarda ise, bakterinin veya viriisiin tamamima degil hastaliga neden olan bakteri veya viriisiin
belirli kisimlarina kars1 bagisiklik olusturmak i¢in bakteri veya virilis tarafindan olusturulan toksinlerinden yararlanilir

[5].
1.1. Bitkilerde Asi Uretiminin Tarihgesi

Bitki genetik miithendisliginin geligsmesi ile birlikte bilim diinyasma giren transgenik (genetigi degistirilmis)
bitkiler baslangigta tarmmsal kapasitenin artirilmasi1 amaciyla kullanilmislardir. Ancak son yillarda farmasotik ve
veterinerlik ile ilgili birgok endiistri kolunda biiyliik Olgekli protein iiretiminde kullanimlarmin yayginlastigi
goriilmektedir.  Proteinlerin ve diger biyofarmasétiklerin bitkisel dokularda kolay, ucuz ve giivenli bir sekilde
iiretilebilmesi ila¢ endiistrisi agisindan dnemli bir kesiftir. Bitki hiicreleri, rekombinant proteinlerin giivenli iiretiminin
kolaylikla saglanabildigi ve kolay bir sekilde geri saflastirilabildigi, 30 yili agkin siiredir kullanilan kokli bir teknoloji
platformudur. Giinlimiizde bakteri ya da memeli hiicre kiiltiirlerinde iiretilen biiylime hormonu, antikor siit proteinleri,
serum albumini ve ¢esitli endiistriyel enzimler gibi bircok rekombinant proteinin endiistriyel amacl bitki dokusunda ya
da bitki hiicre kiiltliriinde tretimi gerceklestirilmistir [6-11]. Ayrica hali hazirda ticarilestirilmis birgok enzim ve
reaktiflerin {iretimlerinde yine bitkisel iiretim sistemleri kullamlmaktadir. Ornegin; nusirda iiretilen sigir tripsini
(TrypZean Sigma-Aldrich) 2002 yilindan beri ticari olarak erisilebilir durumdadir. 2014 yilinda ise tiitiin bitkisinde
insan tip I kollajeninin tiretimi saglanmustir. Celtikle (Oryza sp.) iiretilen insan lizozimi ve laktoferrin ise ticarilesmis
diger iiriinlerdendir. Israil Firmas: Protalix, tiitiin ve havuc bitkisinde biyofarmasotiklerin iiretimi i¢in ¢esitli metotlar
gelistirmis ve s6z konusu firmanin Gaucher hastaliginin tedavisinde kullanilan bitkisel taligluseraz alfa etken maddesi
FDA tarafindan ruhsatlanmistir [6]. Diinyanin daha fakir olan iilkelerinde yetersiz saglik altyapilari, asinin maliyeti ve
sogutma sistemlerinin eksikliginin ag1 kullanimimi sinirladigt ve bu durumun s6z konusu iilkelerde halen 6liimlerin en
onemli sebebi oldugu goriilmektedir. 1992 yilinda bu soruna ¢dziim bulabilmek amaci ile Diinya Saglik Orgiitii ve bazi
goniilli kuruluglarm igbirligi ile kurulan ‘Cocuk As1 Girisimi (Children’s Vaccine Initiative)’ daha ucuz ve tagima
problemi olmayan as1 iiretim teknolojilerinin kesfini ve kiiresel diizeyde alternatif immiinizasyon programlarinin
olusturulmasimi gorev edinmistir. Bitkisel dokuda iiretimin nispeten kolay ve ucuz olmasi, rekombinant viral ve
bakteriyel antijenlerin iiretimleri igin uygun post-translasyonel modifikasyonlar1 saglamalar1 ve mikroorganizmalarda
iiretilen rekombinant asilar ile ayni biyolojik aktiviteyi gdstermeleri, bitkisel dokularin asi {iretiminde kullanilma
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caligmalarini tesvik eden onemli gerekgelerdir [7]. Yenilebilir as1 kavrami, transgenik bitkilerin yenilebilir dokularinin
kullanildig: alt birim asilar i¢in bir iiretim sistemi olarak tasarlanmistir. Yapilan ¢aligmalarda bitkisel kdkenli bir aginin
insanlarda giivenli bir sekilde, bagisiklik tepkisi olusturabilecegi gosterilmistir. Ozellikle asiya erisimde maliyeti artiran
soguk zincir kogullarmin gerekliligini ortadan kaldirmasi sebebi ile de yenilebilir agilar dikkat ¢ekmistir. Bu konuda
yapilan ¢aligmalarda ilk zamanlar, bitkisel ekspresyon sistemlerinin rekombinant protein firetim verimlerinin bakteri ve
memeli hiicre kiiltiirlerine kiyasla diisiik oldugu tespit edilmistir. Nicotiana benthamiana yapraklarindan 2 g/kg'a kadar
rekombinant antikor verimi saglanabilirken, memeli hiicre kiiltiirlerinde verimin 5-10 g/L'lik oldugu gosterilmistir [8].
Bu sebeple bitkilerde verimi artirabilmek amaci ile kiiltlir ortaminin modifikasyonu vb. gesitli yontemler denenmis,
iiretilen proteinin, bitki apoplastindan hiicre bozulmasi olmaksizin kiiltiir ortamma salinimi ve saflagtirilmasi
saglanmistir. Bitki ¢ekirdek ve kloroplast dokusunda eksprese edilen antijenik proteinlerin deney hayvanlarinda
bagisiklik yaniti olusturdugu cesitli aragtirmalarda kanitlanmugtir [9]. Bitkisel tiirevli Newcastle hastaligi viriisii (NDV)
asis1, 2006 yilinda Amerika Birlesik Devletleri Tarim Bakanligi'ndan ruhsatlanmigtir. Bitkisel ekspresyon sistemleri,
hem beseri hem de veteriner asilar agisindan umut vaat etmektedir. Bu sebepledir ki son yillarda, stabil ve gecici
transformasyon yontemleri kullanmlarak tiitiin (Nicotiana tabacum), domates (Solanum lycopersicum), Arabidopsis
thaliana, musir (Zea mays), celtik gibi ¢ok ¢esitli bitkilerde antijenik proteinlerin tiretimleri konusunda ilerleme
kaydedilmektedir. Cesitli arastirmalarda iretilen rekombinant proteinler Tablo 1 de Ozetlenmistir [10-36]. Bu
caligmalar, gelecekte bitki tiirevi farmasotik proteinlerin, klinik gelistirme asamasinda ve sonrasinda ticari pazarda
yerlerini almasi i¢in umut vaat etmektedir.

Tablo 1. Bitkisel tiirevli as1 tiretim ¢aligmalar1

Patojen/Hastalik Bitki Transform
asyon Metodu eferans

Hepatit B viriisi Tiitiin (Nicotiana tabacum) Agrobacterium aracili  [10]
Aktarilabilir gastroenterit viriis (TGEV)  Tiitiin (Nicotiana tabacum) Agrobacterium aracili  [11]
Rinderpest virus (RPV) Fistik (Arachis hypogea L.) Agrobacterium aracili  [12]
S1g1ir ugugu viriisi Tiitiin (Nicotiana tabacum) Mekanik agilama [13]
Insan papilloma viriisii Tiitiin (Nicotiana tabacum) Agrobacterium aracili  [14]
Aktarilabilir gastroenterit viriis (TGEV)  Misir (Zea mays) Agrobacterium aracili  [15]
Bulasic1 bronsit viriisii (IBV) Patates (Solanum tuberosum) Agrobacterium aracili  [16]
Sarbon Tiittin (Nicotiana tabacum) Biyolistik yontem [17]
Hepatit B viriisii (HBV) Patates (Solanum tuberosum) Agrobacterium aracili  [18]
Newcastle hastaligi viriis (NDV) Misir (Zea mays) Biyolistik yontem [19]
Enterotoksijenik E. coli Yonca (Medicago sativa L.) Agrobacterium aracili  [20]
Cottontail tavsan papilloma viriisii Tiittin (Nicotiana tabacum) Agrobacterium aracili  [21]
Bulagici bursal hastalik viriisii (IBDV) Celtik (O. sativa) Agrobacterium aracili  [22]
Hepatit B viriisii (HBV) Tiittin (Nicotiana tabacum) Agrobacterium aracili  [23]
H5N1 (kus grip virlisii) & HIN1 (insan) Tiitiin (Nicotiana tabacum) Agrobacterium aracili  [24]
influenza suslar1

Enterotoxigenic E. coli Havug (Daucus carota) Agrobacterium aracili  [25]
Norwalk virus Tiitiin (Nicotiana tabacum) Agrobacterium aracili  [26]
Kus gribi (H5N1) Tiitiin (Nicotiana tabacum) Agrobacterium aracili  [27]
Grip virlisit Tiitiin (Nicotiana tabacum) Agrobacterium aracili  [28]
Kus gribi (H5N1) Su mercimegi (Lemna minér) Agrobacterium aracili  [29]
Kanser (timor isaretleyici) Tiitiin (Nicotiana tabacum) Agrobacterium aracili  [30]
Kanser (timor isaretleyici) Celtik (Oryza sativa) Biyolistik yontem [31]
Kanser (timor isaretleyici) Tahil  bitkileri (Triticum, Oryza Biyolistik yontem [32]

sativa)

Insan kolorektal kanseri Tiittin (Nicotiana tabacum) Agrobacterium aracili  [33]
HIV Tiittin (Nicotiana tabacum) Agrobacterium aracili  [34]
Ebola virus Tiittin (Nicotiana tabacum) Agrobacterium aracili  [35]
Ebola virus Marul (L. sativa) Agrobacterium aracili  [36]

1.2. Bitkilerde Asi Uretimi I¢in Kullanilan Stratejiler

Bitkisel tiirevli ag1 iiretimi amaciyla kullanilabilecek ¢ok sayida yontem mevcuttur. Asi/antijen tretimi,
secilen hedef gen dizisinin bitki hiicresinde yerlestirildigi konuma bagli olarak stabil veya gegici entegrasyonunu
gerektirir. Bu amagla araci olarak gesitli plazmit vektorler, bakteriler veya bitkisel patojenler kullanilabilir. Gegici
transformasyon sisteminde ise heterolog gen, konakgr hiicrelerde gecici siire kaldiktan hemen sonra istenen protein veya
antijenin iretimi gergeklesir. Stabil transformasyon sisteminde ise, hedef genin bitki ¢ekirdek veya kloroplastina
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entegrasyonu saglanir. Bu adlandirma aktarilan gen dizisinin, bitki hiicrelerinin genetiginde meydana getirdigi kalic
degisikliklerden ileri gelmektedir. Biyolistik yontemi istenilen genin stabil transformasyonu i¢in kullanilirken, bir bitki
patojeni olan Agrobacterium sp. aracili gen transferi, gegici ve stabil gen transferi i¢in kullanilan bir yontemdir. Bu
yontem ile elde edilen stabil transgenik bitkilerde nisbeten diisiik oranda alt birim antijen {iretimi saglanabilir (toplam
¢ozlinebilir bitki protein oraninin maksimum %0.3’1) [37].

Bitkilerde As Uretimi lgin Kullarilan Stratejiler

Dofrudan Gen
Transformasyon
Y éntemi

Dolayh Gen
Transformasyon
Yéntemi

. Biyolistik (Gen Tabancas )Y dntemi . Agrobacterium Sp. Aracili Gen Transfer
. Elektroporasyon

. Palietilen Ghikol (FEG)

. Diger Yantemler { Lazer Mikroiginlar, Mikroenjeksiyon, Ultrason vb)

Sekil 1. Bitkilerde as1 iiretimi i¢in kullanilan stratejilere genel bakis

Biyolistik yontemi, yaygin kullanilan diger adlariyla gen tabancasi veya mikro mermi bombardimani
yontemi, a1 antijeninin kodlanmasini saglayacak gen dizisinin bitki hiicrelerine dogrudan dahil edilmesini temel alan en
yaygin ve vektorden bagimsiz bir yontemdir. Bu yontemle g¢ekirdek veya kloroplasta dogrudan transformasyon
saglanabilir [38]. Cekirdek transformasyonu, istenen genin homolog olmayan rekombinasyon yoluyla entegre
edilmesiyle gergeklestirilmektedir. Ancak, ekspresyon seviyesinin diisiik olmasi sebebi ile as1 iretiminde
kullanilabilmesi i¢in yiiksek miktarda bitkisel doku iiretimini gerektirir. Kloroplast transformasyonu ise g¢ekirdek
transformasyonuna kiyasla; gen susturma etkisini ortadan kaldirma yetenegi, istenilen proteinin veya antijenin yiiksek
kopya sayisinda ifadesini saglamasi (Sekil 2) ve birden fazla geni ifade etme potansiyeli, hizli ve diisiik maliyetli bir
iiretim saglamasi sebepleri ile bitkisel tiirevli as1 liretiminde tercih edilmektedir. Ayn1 zamanda kloroplastlarda saglanan
yuksek antijen verimi, asilama igin gerekli bitki materyali miktarin1 azaltmakta, dondurularak kurutulmus materyalin
kapsiillenmesini veya hap olusumunu kolaylastirmaktadir [39]. Literatiirde kolera, Lyme hastaligi, sarbon, tetanoz,
veba, kuduz, rotaviriis ve kopek parvoviriis (CPV) asilarinin {iretimi i¢in bu yontemin kullanildigi ve hayvan modelinde
immiinizasyonunun saglandig1 bitkisel tiirevli asi1 iiretim ¢alismalar1 bulunmaktadir [40, 41].

Sekil 2. (A) Dogrudan ¢ekirdege aktarilmis yesil floresans proteinleri (GFP) ile elektroporasyon yapilmig misir
protoplastlar1 (B) Kloroplasta aktarilmig Lima fasulyesinde partikiil bombardimani araciligiyla yesil floresans
proteinlerinin (GFP) ifadesi [42]. Kloroplastlarin (B) g¢ekirdege (A) kiyasla daha yiiksek seviyede ifade olmasinin
sebebi, bitki hiicresindeki yiiksek kopya sayis1 sebebiyle hedefin birden fazla geni ifade edebilme potansiyelinden ileri
gelmektedir.
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Agrobacterium sp. aracili gen transferi yonteminde, bitki hiicrelerini dogal olarak enfekte eden ve bitki
genomuna entegre olabilme potansiyeline sahip bakteriler kullanilir [43]. Agrobacterium sp. pek cok ¢ift ¢enekli bitki
tirtinde tag gal (crown gall) hastaligima neden olan bir toprak bakterisidir. Bakteri T-DNA’s1, Ti plazmid (tim6r
uyarici) olarak adlandirilan bir ekstrakromozomal plazmit lizerinde tagmir ve bitki genomik DNA’sma entegre olur. 200
kb uzunlugunda olan Ti plazmitinde essiz bir restriksiyon bolgesinin mevcut olmamasi bitkiye aktarilmak istenilen
genin (rekombinant bir antijeni kodlayan gen dizisi) dogrudan Ti plazmit igerisine konumlandirilabilmesini
siirlamaktadir. Bundan dolay1 plazmite yeni DNA’ninentegrasyonu igin stratejiler gelistirilmistir: Tkili vektor stratejisi,
T-DNA’nm fiziksel olarak Ti plazmitinin timiinii baglamas1 gerekmedigi gozlemlerine dayanir. Nispeten kiigiik bir
molekiil iizerindeki T-DNA igeren ikili plazmit sistemi ve normal sekildeki plazmitin tiimii, bitki hiicrelerini transforme
etmede etkilidir. Gergekte bazi A. tumefaciens soylar1 ve akraba agrobakteriler, dogal olarak ikili plazmit sistemine
sahiptirler. T-DNA’nin plazmiti essiz restriksiyon yerlerine sahip olacak ve standart teknikleri kullanarak manipiile
edilecek kadar kiigiiktiir [42]. Diger bir strateji ise, koentegrasyon sistemidir. Bu sistemde ise, E. coli vektorlerine
dayali, fakat ufak bir T-DNA bdlgesi tagityan tamamiyla yeni bir plazmit kullanilmaktadir. Yeni molekiil ile Ti plazmit
arasindaki homoloji, eger ikisi A. tumefaciens hiicresinde bulunursa, rekombinasyon pBR plazmitini T-DNA bdlgesine
entegre edebilir anlamma gelir. Klonlanacak gen bundan dolayr pBR plazmiti {izerinde essiz bir restriksiyon yerine
sokulup, A. tumefaciens hiicrelerine aktarilir ve dogal rekombinasyon iglemi T-DNA’sina yeni genin entegre olmasi i¢in
kendi haline brrakilir. Bitkilerin enfeksiyonu bitki kromozomlarma, T-DNA’sinm tiimiiyle birlikte, yeni genin
sokulmasini saglar [44].

Agrobacterium aracili transformasyon ¢aligmalarinda, bitkinin dogal patojeni olan viriisii modifiye edilerek
vektor gorevi gdormektedir. Rekombinant viriis, bitkilerde viral enfeksiyon sirasinda replikasyon aktivitesinin bir yan
iirtinii olarak istenen proteini veya peptidi ifade etmektedir. Yontemin avantajlar1 arasinda, enfeksiyondan kisa bir siire
sonra yiiksek seviyede protein/antijen ekspresyonu, viral partikiil ylizeyinde ¢oklu antijen kopyalar1 olusturma kolaylig1
yer almaktadir. Hepatit B, HPV(insan papiloma viriisii), HIN1 ( influenza), kus gribi, HIV gibi bir¢ok hastaliga kars1
bitkisel tiirevli a1 iiretim ¢alismalarmda yontemin bagari ile kullanildig1 ve antijen iiretimini sagladig1 goriilmiigtiir
(Tablo 1). Ancak, iiretimi saglanan antijenin as1 gibi farmasotik bir {irliniin formiilasyonunda kullanilabilmesi i¢in bitki
dokusundan saflastirilma isleminin gerekliligi, rekombinant viriis ile enfekte olan bitkinin saflagtirma islemi sirasinda
6lmesi ve yeniden kullanilamamasma neden olmaktadir. Bu sebeple enfeksiyon prosediiriiniin iiretimde siirekliligi
saglamak igin tekrar tekrar yapilmasi gereksinimini dogurmaktadir [45].

Bitkilerin dogal patojeni olan baz1t RNA viriislerinin (tiitlin mozaik viriisii (TMV), patates viriisit X (PVX),
yonca mozaik viriisii (AIMYV), salatalik mozaik viriisii (CMV) ve boriilce mozaik virlisii gibi tasarlanmig) ve DNA
viriisi  Geminiviriislerin bitki ekspresyon sistemi olarak beseri ve veteriner ast iiretiminde kullanilabilecegi
diistiniilmektedir [46]. Geminiviriislerle yapilan bir ¢alismada N. benthamiana bitkisinde Ebola bagisiklik kompleksi
(EIC) iiretimi igin kullanilmustir. Insan papilloma viriisii, influenza ve noroviriise kars1 as1 iiretmek amaci ile bitkisel
sistemler kullanilmistir. Bitki iiretim platformunun hiz ve uygulanabilirligi gbz Oniine alindiginda, viral antijenlerin
veya antiviral proteinlerin tretimine yonelik ani talebi karsilamak ve yiiksek seviyelerde rekombinant proteinler
iretmek igin kullanilabilmesi durumu bir kez daha bitkisel kokenli asilarin dnemini gozler Oniine sermistir [47].
Rekombinant iiriinlerin bitki hiicresi siispansiyon kiiltiirii ile iiretimi, geleneksel mikrobiyal veya memeli konakg1
sistemlerine gore daha giivenilir olmalari, uygun iiretim maliyetleri ve protein translasyonu sonrast modifikasyon
kapasiteleri gibi pek c¢ok avantaj sunmaktadir. Giiniimiizde, gegici ifade platformunun gelistirilmesiyle bitkilerde
protein/antijen liretimi hizli ve yiiksek miktarlarda gergeklestirilebilmektedir [48]. Bakteriyel ve memeli hiicrelerine
benzer sekilde heterolog protein {iretimi, biitiin bitkilerden ziyade bitki hiicrelerinin ayr1 ayr1 slispansiyonu yapilarak da
elde edilebilmektedir. Sivi ortamda biiyiitiilen hiicre siispansiyonu, aseptik bir ortamda biiylik dl¢ekli protein tiretimi
icin biyoreaktorlerde Olgeklendirilebilmektedir. Genetik miihendisligindeki ilerlemeler ve hiicre kiiltiirii ortaminda
iriiniin proteolitik bozunmasi ve islevsellik kaybmin en aza indirilmesi dahil olmak iizere bitki hiicreleri kullanilarak
rekombinant protein ekspresyonundaki darbogazlarin anlasilmasinda 6nemli ilerlemeler kaydedilmistir [49]. Konak¢1
bitki dokularinda bazi asilarin iretim verimliliginin arttirilmasi i¢in kimyasal uyarici ve sonikasyon yontemi gibi ek
yontemler uygulanmaktadir. Kimyasal uyarim ile DNA’nin alinimi bu ydntemlerden en yaygin kullanilandir. Bitki
protoplastlar1 tarafindan DNA alimmi hizlandirmak i¢in en ¢ok kullanilan kimyasal uyarici ise polietilen glikoldiir
(PEG). PEG, iyonik makromolekiilleri (DNA’y1) ¢okelterek, DNA'nin endositoz yoluyla protoplastlara alimimi tesvik
eder ve boylece istenen genlerin gegici ifadesini miimkiin kilar [50]. Bir diger yontem olan sonikasyon yontemi ise,
¢Ozeltiyi karistirmayi, ¢éziinme oranini artirmayi ve ¢oziinmiis gazlari sividan uzaklastirmay1 amaglayan bir tekniktir
[51]. Farmasotik uygulamalarda kullanilan rekombinant proteinlerin iiretimi belirli kalite standartlar1 gerektirir. Bitki ve
bakteri yetistirme, infiltrasyon, bitki hasadi, protein saflastrma, formiilasyon, bitmis {iriin kontrolleri vb {iretimin
uluslararas: gerekliliklerinin yerine getirilebilmesi amaci ile Iyi Uretim Uygulamalar1 (GMP) sertifikasyonuna sahip
iiretim tesisleri gereklidir [6]. Ornegin, patates yumrularinda iiretilen noroviriis kapsid protein asisi, Arizona Eyalet
Universitesi'nde gelistirilmis ve Kentucky BioProcessing GMP (Iyi Imalat Uygulamalar1) fabrikasinda iiretilmistir [52].
Japonya'da, Celtik bazli kolera asisi, Tokyo Universitesi Tip Bilimleri Enstitiisii'nde (IMSUT) gelistirilmis ve
IMSUT'taki GMP tesisinde iiretilmistir [53].
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2. Sonucg

Bitkiler, farmasotik ve farmasotik olmayan triinlerin tiretimi i¢in geleneksel ekspresyon sistemlerine gore
hem ekonomik hem de teknik avantajlara sahiptir. Cekirdek, kloroplast ekspresyonu ve viral transfeksiyon sistemleri
gibi farkli teknolojiler ile kisa siirede daha iyi iiretim ve g¢esitlendirilmis iriin hedeflerini ele almalarini saglayan
benzersiz 6zelliklere sahiptir. Ancak antijen- bitki ekspresyon konagmin uyumu ve 6zellikle dozaj tutarliligi, yontemin
smirlayic faktorleri arasinda yer almaktadir. Uretilen dozaj tek diizeligi, bitkilerin biiyiikliigii ve olgunluguna bagh
olarak, meyveden meyveye ve nesilden nesile degisiklik gosterebileceginden, giiniimiizde liretimde, bitkisel dokudan
proteinin izole edilip saflastirildigi yontemler kullanilmaktadir [54]. Bitkisel tiirevli iiretim yontemi ile aspirde insiilin
(SemBioSys, Kanada), arpada biiyiime faktorii (ORF Genetics, Izlanda), havugta taligluceraz alfa (Protalix
BioTherapeutics, Israil), tiitiinde kus gribi (Medicago, Kanada) ve Ebola asis1 vb. gibi agilarin gelistirildigi cok sayida
arastirma mevcuttur [55].
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