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OZET

Yeni tip koronaviriis (2019-nCoV) ilk olarak Aralik 2019°da tanimlanan yeni bir patojendir. 11 Mart
2020 de Diinya Saglik Orgiitii (DSO) tarafindan pandemi ilan edilmistir. Tiim diinyay1 etkisi altna alan
bu salginla miicadelede bitki biyoteknolojisi bize yardimci olabilir. Bu kapsamda bitkilerin
biyoteknolojik uygulamalari lizerine ¢alisan arastirmacilar, bilgi ve altyapilarini, yeni teshis reaktifleri
ve terapotikler gelistirmek ve liretmek i¢in bir arag olarak kullanarak bu kritik donemde 6nemli bir rol
oynayabilirler. Bitkiler bize Covid-19 ile miicadelemizde ii¢ farkli alanda biiyiik katki saglayabilir:
Enfekte ve iyilesmis bireyleri tanimlamak icin teshis reaktifleri, enfeksiyonu onlemek i¢in asilar ve
semptomlar1 tedavi etmek i¢in antiviral ilaglar olarak. Bununla birlikte bitkiler kullanilarak elde
edilecek triinlerin uygun maliyeti sayesinde tiim diinyada kullanimi hizla yayilabilecektir. Ayrica
molekiiler tarim, antikor, asi, hormon ve enzimler iceren oldukca degerli rekombinant proteinlerin
iretimi i¢in bitki tilirlerinin konake¢1 olarak kullanilmasini iceren biyoteknolojisi uygulamasi olarak
kullanilabilir. Bitkilerden {iretilmis antijenler ve antikorlar da teshis i¢in uygun araglar olabilir; antijenik
determinantlar1 ve 6zgiilliigiinii koruyarak diigiik maliyetli proteinler saglanabilir. Bitkilerdeki gecici
ekspresyon, bakteri hiicrelerine ve memeli hiicrelerine dayanan geleneksel platformlardan daha hizlidur,
clinkii nihai iiriinii iireten sabit hiicre ¢izgileri olusturma zorunlulugu yoktur veya ol¢eklenebilirlik
nedeniyle 6l¢eklendirilmis islemlerin gelistirilmesine de gerek yoktur. Bu nedenle gegici ekspresyon,
birkac hafta icinde klinik test icin malzeme saglanmasina izin verir ve klinik sinif materyalin biiyiik
Olcekli iiretimi, minimum yatirimla miimkiindiir. Bu derlemede Covid-19 ile miicadelede bitki
biyoteknolojisinin bize kazandirdiklar1 ve oniimiizdeki siiregte bu teknolojinin nasil kullanilabilecegi
anlatilmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Covid-19, Bitki Biyoteknolojisi, Molekiiler Tarim
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Biotechnological Approach in
Fighting Covid-19 Pandemic: Plant Biotechnology,
Its Use and Importance

ABSTRACT

New type coronavirus (2019-nCoV) is a new pathogen first described in December 2019. Pandemic
was declared by the World Health Organization (WHO) on March 11, 2020. Plant biotechnology can
help us to fight this epidemic, which affects the whole world. In this context, researchers working on
the biotechnological applications of plants can play an important role in this critical period, using their
knowledge and infrastructure as a tool to develop and produce new diagnostic reagents and therapeutics.
Plants can make a big contribution to us in our fight against Covid-19 in three different areas: Diagnostic
reagents to identify infected and healed individuals, vaccines to prevent infection and antiviral drugs to
treat symptoms. In addition, thanks to the affordable cost of the products to be obtained using plants,
its use will be spread rapidly all over the world. Also, molecular agriculture, it can be used as a
biotechnology application involving the use of plant species as hosts for the production of highly
valuable recombinant proteins containing antibodies, vaccines, hormones and enzymes. Plant-made
antigens and antibodies may also be suitable tools for diagnosis; low-cost proteins can be provided by
preserving antigenic determinants and specificity. Transient expression in plants is faster than
traditional platforms based on bacterial cells and mammalian cells because there is no obligation to
create fixed cell lines that produce the final product or scaled processes need to be developed due to
scalability. Therefore, transient expression allows for material testing for clinical testing within a few
weeks, and large-scale production of clinical grade material is possible with minimal investment. In
this review, it is explained what plant biotechnology has brought us to fight Covid-19 and how this
technology can be used in the upcoming period.

Key Words: Covid-19, Plant Biotechnology, Molecular Agriculture

GIRIS solunum yolu hastaliklarina ve pndmoni
Yeni tip koronaviriis (2019-nCoV/ Covid 19/ benzeri enfeksiyonlara neden olmaktadir. Bu

SARS-CoV-2), Cin’in Wuhan sehrinde, ilk viriis susu daha 6nceden bilinmemektedir ve ilk

olarak Aralikk 2019°da tanimlanan yeni bir kez insanlara bulastig1 bildirilmistir. Viriisiin
patojendir. Cin ve diger iilkelerde vaka hizla yayilmasim1 6nlemek adina birgok iilke
sayisinin artmasiyla Diinya Saglk Orgiitii sinir ~ giivenligi  Onlemlerini  sikilastirdi,

(DSO) 2019-nCoV salginin1 30 Ocak 2020 semptom gosteren insanlart arastirdi  ve
tarihinde uluslararas1 endise veren kiiresel yayilmasini kontrol etmek i¢in acil adimlar att1.
saglik acil durumu ilan etti. 11 Mart 2020 de Bu 6nlemlerin amaci enfeksiyonun yayilmasini
DSO tarafindan pandemi ilan edildi ve 20 geciktirmek, boylece hastane yatak kapasitesi,
Haziran 2020 tarihi itibariyle enfekte olmus kisi sahada calisan saglik personeli ve saglik

sayist 9 milyonu ast1. Bu viriis, insanlarda ciddi kaynaklar1 ilizerinde akut baskiyr azaltmakti.
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Enfeksiyon oranimi yavaglatmak ve bdylece
herhangi bir zamanda toplam akut vaka sayisini
azaltmak, ulusal saglik sisteminin
cokmemesine yardimci olacaktir. Uygulanan
bu onleme prosediirleri ayrica arastirmacilara
Covid-19 tasiyicilarim1 tanimlamak i¢in etkili
test analizleri, semptomlarin siddetini azaltan
ve enfeksiyonlar1 daha hizli ¢dzen tedavi
yontemleri ve popiilasyonda enfeksiyon
etkenine maruz kalmamis kesimi korumak
adina as1 gelistirilmesi i¢cin daha fazla zaman
kazandirmaktadir.

Cesitli  bulasict  hastaliklarla  iliskili
mortalite son yillarda azalmistir ve diinyanin
bir¢ok yerinde kiiresel yasam beklentisi artmig
olsa da bulasic1 hastalik tehditleri halen en
biiytik kiiresel zorluklardan ve endiselerden biri
olmaya devam etmektedir. Kiiresel saglik
sistemi, insanlarda ortaya cikan ve yeniden
ortaya c¢ikabilecek hastaliklara karsi etkili bir
koruma saglayan, farkli bolgesel veya kiiresel
diizeylerde faaliyet gosteren, 6zel ve kamu
saglig1 sektorii de dahil olmak iizere siki bir
sistem gelistiren bir¢ok organizasyon agindan
olugmaktadir.(Bloom & Cadarette, 2019)

SARS-CoV-2 viriisiiniin neden oldugu
Covid-19 salgini, insanin yasam tarzi,
ekonomik, sosyal ve kiiresel iligkileri {izerine
dramatik bir etkiye sahiptir. Oliim oran

yaklasik %0.02 olan HINI salgin1 ile

karsilastirildiginda, Covid-19 daha yiiksek

oliim oranina (%3) ve daha yiiksek bulasiciliga
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(¢ aylik donem iginde ii¢ iilkeden 200 iilkeye
ve binlerce farkli bolgeye yayilmistir) sahiptir.
Bu durum bize yeni asilarin, antikorlarin, ilag
dretimlerinin ve onaylanma = siire¢lerinin
hizlandirilmasinin - gerektigini belirtmektedir.
Oniimiizdeki dénemde karsilasabilecegimiz
daha biiyiik endise, bu salginin gelismekte olan
ve disiik gelirli {ilkelerdeki etkisidir. Ast
gelistirme aciliyeti goz Oniine alindiginda,
Uluslararas1 ilag  koalisyonu diizenleme
makamlari, Covid-19 as1 gelistirmesi iizerine
ilk  kiiresel calistaymnin  bir

Buradaki  kilit

diizenleyici
derlemesini  yaymlamistir.
noktalar, test asisi ile hastalik artis1 riskini
iceren klinik Oncesi veri gereksinimlerini
Coalition of

2020).

icermektedir  (International

Medicines Regulatory Authorities,
Ikinci 6zellik ise SARS’a karsi aday asilarin
emsalleri g6z Oniline alindiginda, hangi
fenomenlerin gozlemlendigidir. Bu durum,
istenmeyen bagisiklik yanitlarini tetikleyen
epitoplardan kaginarak rasyonel as1 tasarimina
duyulan ihtiyact vurgulamaktadir (Wang et al.,
2016). Sars asis1 adaylarin1 degerlendirmek i¢in
gelistirilen modeller; fareler, gelincikler ve
maymunlara dayanan modeller igerir, klinik
oncesi degerlendirmeler yapmak i¢in degerli bir
baslangi¢ noktast olacaktir (Gretebeck &
Subbarao, 2015).

Antikor aracilt tedavi (pasif
immiinizasyon) durumunda, ilging bir gercek,

SARS-CoV-1 virlstunin SARS-CoV-2 virisi
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ile c¢apraz reaktivitesidir, hali hazirda

gelistirilen bu biyolojik maddelerin Covid-19
savasmak i¢in
distindiirmektedir (Tian et al.,, 2020). Bu

SARS-CoV-1

ile sahaya girebilecegini

nedenle, virlisine  karst
monoklonal antikorlarin mevcudiyeti, Covid-
19 ‘un tedavi potansiyelini incelemek ig¢in
degerli bir kaynaktir.

Bitkilerin biyoteknolojik uygulamalari
ilizerine arastirmacilar, ve

calisan bilgi

altyapilarini, yeni teshis reaktifleri ve
terapotikler gelistirmek ve liretmek icin bir arag
olarak kullanilarak bu kritik donemde 6nemli
bir rol oynayabilirler. Gergekten de bitkiler, bu
reaktiflerin hiicre tabanli sistemlerde aylarca
hatta yillarca siirebilecek bir zaman zarfinda
alimilabilecek sonuglarini, bitki platformu ile
haftalarla belirtilen bir siire zarfi

Bitkiler

iginde
tiretilebilir. bize Covid-19 ile
miicadelemizde ii¢ farkli alanda biiyiik katki
saglayabilir: Enfekte ve iyilesmis bireyleri
tanimlamak i¢in teshis reaktifleri, enfeksiyonu
onlemek icin asilar ve semptomlart tedavi
etmek icin antiviral ilag¢lar. Bununla birlikte
bitkiler kullanilarak elde edilecek iiriinlerin
tim dlinyada

uygun maliyeti sayesinde

kullanim1 hizla yayilabilecektir.

1.Yeni Tip Koronaviriis 2019-nCoV

Koronaviriisler, koronaviridae ailesine,
koronavirinae alt familyasina aittir. Dort cins

koronaviriis mevcuttur ikisi memelileri enfekte

Cilt’ Volome: 3 Say1/ Izzue: 2
Yil'Year: 2022

16

Yaywer / Publizher
Saghk Bilimleri Universitesi
Univercity of Health Sciencer Turkey

eden Alpha-coronaviriis ve Beta-coronaviriis
diir, Gamma-coronaviriis kus tiirlerini enfekte
eder ve Delta-coronaviriis de hem memeli hem
de kus tiirlerini enfekte eder. Koronaviriis
pozitif iplik¢ikli yaklasik 26 ile 33 kb’lik tek
sarmalli RNA genomuna sahip genis zarfl bir
viriistiir, kuslar, insanlar, develer, yarasalar,
fareler, kopekler ve kediler arasinda yayilim
gosterir (Lu et al., 2020). Genom sarmal bir
kapsid ve zarf ile cevrilidir, spike proteini,
zarfta koronal bir goriinim veren bir tag
seklinde biiylik cikintilar olusturur. Latince
corona kelimesi ta¢ anlamma gelir (Li, 2016;
Weiss &  Leibowitz, 2011).  Insan
koronaviriisleri, soguk alginligi, pndmoni ve
bronsiolit dahil olmak {izere degisen siddetli
solunum yolu enfeksiyonlarina ve bagirsak
enfeksiyonlarina sebep oldugu bilinen biiyiik
bir koronaviriis grubudur. HCoV-229E, DC43,
NL63 ve HKUI1 gibi insan koronaviriisleri
genellikle insanlarda hafif enfeksiyonlara

birlikte
2003 yilinda

neden  olur.  Bununla Beta-
coronaviriislerin  baslangici,
Cin’in Guangdong eyaletinde siddetli akut
solunum sendromu-koronaviriis (SARS-CoV)
salginiyla bagladi daha sonra 2012’de orta dogu
solunum yolu sendromu-koronaviriis (MERS-
CoV) salgimmi goriildi. Her iki viriisiinde
(SARS-CoV-1 ve SARS-CoV-2) yarasalardan
kaynaklandig1 ve daha sonra insanlara bulastig1
distintilmektedir (Cui et al., 2019). Son yillarda

mutasyon, yiiksek niikleotid ikame oranlari,
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yeni bir konakta enfeksiyon olugturma yetenegi
ve tiirler arast bulasma nedeniyle hizli bir
gelisim gostermistir.

Aralik 2019°da Cin, SARS’a benzer,
gecici olarak 2019 yeni koronaviriis (2019-
nCov) adi verilen yeni Beta-coronaviriisiin
neden oldugu dogrulanan bir¢ok viral pnémoni
benzeri hastalik vakasi tespit etti (2019-nCoV).
O zamandan beri yeni koronavirlis salgini
dinya c¢apinda dikkat c¢ekti. Hastaligin
potansiyel nedeni hala bilinmemekle birlikte,
ilk raporlar virlisin muhtemelen zoonotik
kokenli oldugunu tahmin ediyordu.

2019-nCoV, yeni koronoviriis enfekte
pndmoni (NCIP) olarak adlandirilan, insanlarda
ciddi solunum yolu enfeksiyonu i¢in nedensel
ajandir. nCoV, yliiksek patojenik SARS-CoV ve
MERS-CoV viriislerinden sonra insanlarda
Olimciil solunum hastaliklarina neden oldugu

bilinen tigiincii koronavirtistiir.

2.Molekiiler Tarim: Olgun Bir Teknoloji

Molekiiler tarim; antikor, asi, hormon ve
enzimler igeren oldukc¢a degerli rekombinant
proteinlerin {iretimi i¢in bitki tiirlerinin konake1
olarak kullanilmasini iceren biyoteknoloji
uygulamasidir (Fischer & Buyel, 2020). Otuz
yil Once rapor edilen tesis bazli iiretim
alanindaki ilk caligmalar, diisiik protein verimi
ve istikrarsiz iirlin imalinden dolay1 {iriin
tiretiminde zayiat vermistir. Bitki genetik

miihendisligi, yaklagimlari iyilestirilmistir ve
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gliniimiizde kg bitki yapragi basina 5 gr protein

verimi  saglayan  sofisttke  ekspresyon
platformlar1 mevcuttur (Gleba et al., 2005).
Ornegin, cGMP islemleri altinda Nicotiana
benthamiana tiitin bitkileri biiyiitilebilir ve
gecici proteine maruz birakilabilir, bu da hedef
proteinin etkin ekspresyonunu tetikler. Birkag

giin i¢inde, bitki yaprag: biyokiitlesi toplanir ve

hedef biyofarmasotikler saflastirmak igin
islenir. Enjekte edilebilir formulasyonlar,
kolaylikla ~ Olceklendirilebilen  bu  tip

platformlarda elde edilir (Margolin et al., 2019;
Marsian et al., 2017). Diger platformlar, hiicre

kiiltiirleri  slispansiyonlariyla biyoreaktorleri

kullanarak bitki biyokiitlesinin iiremesine
dayanmaktadir (Choi et al., 2016; Mor, 2015).

Ayrica lretim slireclerinin  iyilestirilmesi

diizenleyici  kurumlarimin  gerekliliklerinin

kalitesini ve yerine getirilmesini olumlu

etkilemistir; ICH (Uluslararasi Harmonizasyon
Toplulugu-Uluslararas1 Insan Kullanimi igin
Teknik

[laglarm Gereksinimlerinin

Uyumlagtirilmast ~ Konseyi)  yonergelerine
uyum iiretim siiregleri i¢in 6nem tasimaktadir.
(Bashandy et al., 2015; Buyel et al., 2013).

Bu anlamda bazi arastirmacilar tarafindan

yapilan c¢alismalar, ABD FDA tarafindan

belirtilen ilaglar i¢cin mevcut iyi iretim
uygulamalar1  (CGMP) ilkelerine  gore
Ol¢eklendirmeye egilimli stireglerin

uygulanmasini saglamistir. Bugiin bitki yapimi

biyofarmasétikler gergek olmustur. Su anda bir
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iriin pazara girmis bulunmaktadir, bu ilag
Gaucher hastaligr i¢in replasman tedavisi

olarak regete edilen taligluserase alfadir
(biyoreaktorlerden elde edilen havugtan yapilan
bir enzim) (Fischer & Buyel, 2020). Diger
bitkisel biyofarmasétik {irtinlerde onaylanmaya
yakindir, 6rnegin Medicacago Inc. (Mitsubishi

Tanabe Pharma) tarafindan iiretilen influenza

astlarii degerlendirmek i¢in klinik ¢aligmalar
devam etmektedir (Pillet et al., 2019). Ayrica
Zmapp (bitki yapimi monoklonal antikor
kokteyli) 2014 yilinda Ebola salgini sirasinda
dikkatleri iizerine ¢ekmistir. Hastalar1 tedavi
etmek icin ila¢ kullanima g¢ikmadan Once iki
hasta iizerinde uygulanmigtir (Tully et al.,
2015).

Bugiin gliko-miihendislik yaklagimlari,
hedef antikorlarin fonksiyonel aktivitesinin ve
giivenliginin optimize edilmesine izin verecek
spesifik antikor glikoformlarin1 saglamak i¢in
mevcuttur. Ayrica, fonksiyonel tek zincirli
antikorlarda bitki sistemlerinde tretilir; viral
notralizasyon i¢in daha basit molekiiller saglar
(Rosales-Mendoza, 2020). Bitki yapimi
antijenler ve antikorlar da teshis icin uygun
araglar olabilir; antijenik determinantlar1 ve
Ozgiilliiglini  koruyarak  diisik maliyetli
proteinler saglanabilir (Rybicki, 2020; Vaquero
et al., 1999).

Bununla beraber, bu avantajlar genellikle

biyolojik imalat endiistrisinde kullanilan ana

iretim platformlarinin yerini alacak kadar ikna
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edici olmamistir. Bu yerlesik platformlar, esas
olarak bu sistemler icin var olan saglam

diizenleyici ¢erceve ve ilgili  {iretim

teknolojilerine  yapilan endiistri  yatirimi

nedeniyle E. coli bakterisi ve birka¢ baska

mikrobiyotadan ve ¢esitli memeli hiicre
hatlarindan ~ yararlanilmaktadir. ~ Bununla
birlikte, bitkiler, uygun glikan konfi-

giirasyonlar1 (taligluserase alfa gibi) (Mor,

2015) biyolojik metodlarla {iretebilirler.
Bitkilerin diger bir avantaji biiyiik Olcekte
iiretime izin vermeleridir (HIV mikrobisidleri
icin gerektigi gibi) (Capell et al., 2020; E.

Vamvaka et al., 2014) ve mevcut durumla en

alakali gecici ekspresyon sistemleri
kullanildiginda, ani ve Ongoriilmeyen talebi
kargilamak i¢cin ¢ok hizli bir sekilde

Olceklendirilebilirler. (Whaley et al., 2011).

3.Kullanim Alanlari

3.1.Teshis Reaktifleri

Covid-19’un hizla yayilmasi, teshis kitleri i¢in
ani ve biiyiik bir talep yaratmistir, bu da ilgili
reaktiflerde kritik bir eksiklik ve bunlari iretme
yollarin1 ortaya ¢ikarmistir. Iki ana teshis
reaktifi gereklidir, biri viriislin kendisini tespit
etmek ve boylece hastaligin enfekte olmus
poplilasyonunu ve potansiyel yayicilarini
tanimlamaktir, digeri virlise karsi antikorlari
tespit etmek ve bdylece su anda enfekte olmus

ve ayni zamanda iyilesen ve (potansiyel olarak)

bagisiklik popiilasyonunu tanimlamaktir.
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Virlis saptamast i¢in tahliller viriis

genomik RNA’sinin saptanmasina dayananlar
ve virlis proteinin saptanmasina dayananlar
olarak iki kategoriye ayrilir. RNA bazli analiz,
SARS-CoV-2 dizisinin GenBank’ta (NCBI
referans dizisi: NC 045512.2) bulunmasindan
kisa siire Once gelistirilmistir. Clinkii viriis RT-
PCR ile tespit edildi ve tek spesifik test
bilesenleri primerler, sentezlenmesi kolaydir.

Bununla beraber bu test ile ilgili problem farkl

test laboratuvarda standardizasyona izin
verecek evrensel Dbir pozitif kontroliin
olmamasidir.

George Lomonossoff ve Hadrien Peyret
John Centre’de

JIC, Norwich,

liderligindeki Innes
(https://www .jic.ac.uk/ -
Ingiltere) bir grup, Bériilce mozaik viriisiinden
(BMV-CPMV-Cowpea mosaic virues) tiiretilen
viriis benzeri partikiillere (VLP: virus like
particle) dayanan Covid-19 i¢in bir teshis
kontrol reaktifi gelistirmigtir. VLP’ler ana
virlisle aym1 yapiya sahiptir, ancak dogal
genomundan  yoksundur  bu  nedenle
cogalamazlar. I1k olarak sap hastalig: viriisiiniin
(King et al., 2007) patlak vermesi ile bu
yaklasim gelistirilmistir, JIC grubu, tespit
edilen tim SARS-CoV-2 genom bdlgelerini
iceren yapay RNA'y1 paketledi ve bitkilerden
CPMV'den tiiretilmis VLP'leri Diinya Saglik
Orgiitii (WHO) tarafindan iiretilen test kitleri ile
birlestirdi. VLP’ler, RT-PCR deneylerinde bir
RNA  kaynagi

pozitif  kontrol olarak
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kullanilabilen termostabil, tekrarlanabilir ve
Olgeklenebilir standart reaktiflerdir.

Olgun SARS-CoV-2 partikiili, Zarf (E),
Membran (M), Niikleokapsid (N) ve Basak
(Spike, S) proteinleri olarak bilinen dort yapisal
protein igerir, ancak S proteini reseptor
baglama alani (RBA) agisindan en 6nemli
olanidir.

Biitiin SARS-CoV-2 preparatlarinin izole
edilmis veya rekombinant S proteini, RBA’ nin
farelere enjeksiyonu, hibridoma (Hibridoma
teknolojisi, ayni antikordan ¢ok sayida
iiretmek) i¢in bir yontemdir. Bu islem, bir
fareye bagisiklik tepkisini provoke eden bir
antijen enjekte ederek baslar. Bir tiir beyaz kan
hiicresi, B hiicresi, enjekte edilen antijene
baglanan antikorlar iretir.) klonlar1 tiretmek
icin kullanilabilir veya S proteininin RBA faj
antikoru goriintiileme  kiitiiphaneleri veya
benzer platformlar1 taramak i¢in kullanilabilir.
Sonugta bu, S proteini i¢in yiiksek afiniteye
sahip antikor sekanslarin1 verir ve bu
antikorlarin biiyiitiilmiis iiretimi, enzime bagh
immiinsorban testi (ELISA) gibi daha hizli ve
daha uygun formatlar kullanilarak kitlerin viriis
tespiti icin stoklanmasina izin verir (Banker,
2001; Capell et al., 2020).

Rekombinant viriis proteinlerinde oldugu
gibi bitkilerdeki gecici antikor ekspresyonu
kisa vadede iiretimi artirmak i¢in hizli bir

sekilde 6lceklenebilir bir ekspresyon platformu
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saglar: transgenik bitkiler, daha uzun siireli

yliksek hacimli bir tedarik ihtiyaci karsilar.

Molekiiler ¢ift¢iligin tarihi, 30 yildan daha

uzun bir siire Once Nature dergisinde
yayinlanan ve tiitiin (Nicotaina tabacum) (Hiatt
et al., 1989) bitkisinden elde edilen antikorlarini
tanimlanmasi ile basladi, tiitiin hala antikor
iiretimi icin en sik en biiyiik kullanim alanina
sahip ekspresyon stratejisi ve konakgi
tiirler/platform acisindan ¢esitliligi olan {iriin
siift olmaya devam ediyor. Bitkilerde SARS-
CoV-2 antikorlarinin {iretimi i¢in kapsamli
bilgiden yararlanilabilir ve bitkiden tiiretilmis
antikorlarin stabil ve fonksiyonel olmasini ve
yiiksek verimde {iiretilmesini saglamak icin bu
bilgilerden faydalanilir.

SARS-CoV-2  dizisinin  yayinlanmasi
teshis reaktifleri olarak rekombinant viral
proteinlerin {retilmesi i¢in gerekli bilgileri
sagladi. Bu tiir proteinlerin mevcudiyeti,
iyilesen hastalarda serum antikorlarini 6zellikle
S proteinine kars1 antikorlar tespit etmek i¢in
tahlillerin derhal gelistirilmesine izin verir.
Bitkiler kitlerin test merkezlerine dagitilmak
iizere tretilebilmesi ve stoklanabilmesi i¢in bu
proteinleri muazzam Olcekte birkag hafta i¢inde
tiretmek icin araglar saglar. Buna karsilik, ayn1
reaktifleri ifade eden hiicre dizilerinin
kurulmas1 ve {iretim kapasitesinin gerekli

seviyelere ¢ikmasi yillar alacaktir.
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3.2. Asilar

As1 gelistirmeye yonelik geleneksel bir
yaklasim, inaktive edilmis veya zayiflatilmis
SARS-CoV-2 suslarina dayanacaktir, ancak bu
yaklagimlarin yeterli malzeme iiretmesi uzun
zaman almaktadir ve asilarin, yeniden
kazanilmis viriilans riski de dahil olmak tizere
bir ¢ok dezavantaj1 ve yan etkisi vardir (Du et
al., 2009; Regla-Nava et al., 2015).

Daha hizli ve daha giivenilir bir alternatif,
tek tek proteinlere dayanan alt {inite asilarinin
iretilmesidir; bunlar uygun bir adjuvanla
birincil takviye programinda bireysel SARS-
CoV-2 antijenleri veya SARS-CoV’un birden
sahip VLP’ler

iki

olarak

Covid-19

fazla kopyasina

sunulabilir. Her stratejide
salgintyla miicadele etmek i¢in bir ara¢ olarak
gelistirilmektedir.  SARS-CoV-2’nin  dort
yapisal proteininin tiimii potansiyel olarak
notralize edici antikorlar ve CD4+/CD8+ T
hiicresi tepkileri ortaya ¢ikarabilir (Shang et al.,
2020). Bununla birlikte, orijinal SARS-CoV

susu lizerinde yapilan arastirmalar, N
proteininin CoV aileleri arasinda (yaygin soguk
algimhigr seklinde sik karsilastigimiz olanlar
dahil) yiiksek oranda korundugu i¢in uygun
olmadigmi gosterdi. N’ye kars1 iiretilen
antikorlar koruyucu bagisiklik saglamazken, M
ve E proteinleri sadece zayif koruyucu yanitlar
ortaya cikarir (Gralinski & Menachery, 2020).

Alisilmadik sekilde

arasinda, SARS-CoV-2 S proteini proteolitik

koronaviriisler




T
e

, Journal of Integrative and Anatolian
PR Medicine
% i  Bitinleyiel ve Anadoln Tibli Dergisi

olarak bir S1 alt birimine (685 aminoasit) ve bir

S2 alt birime (membram1 kapsayan-588

aminoasit) boliiniir: ikincisi CoV aileleri
arasinda yiiksek oranda korunur (%99). Aksine
S1 diger insan CoV suslarina sadece %70
O0zdeslik gosterir ve farklilbiklar RBA’da
yogunlasir bu da hiicre ylizeyindeki anjiotensin
doniistiiriici enzim 2’ye (ACE2) baglanarak
viriisiin girisini kolaylagtirir (Wan et al., 2020).

Viriis girisini, notralize edici antikor
tepkilerini veya antikora bagli hiicre aracili
sitotoksisite (ADcc)/¢capraz sunumun sagladigi
koruyucu hiicresel bagisikligi, engellemek
enjeksiyonu kontrol etmek ic¢in basarili bir
stratejidir ve orijinal SARS-CoV ig¢in ag1
adaylarinin ¢ogu, bu nedenle S proteinini
hedefler (Du et al., 2009). Tiitlin i¢inde gegici
ekspresyonla  {iretilen  mevsimsel veya
pandemik influenza suslar1 icinde dahil olmak
lizere bircok alt birim as1 adayr bitkilerde
iretilmistir. Asilar  hemagliitinin ve
noraminadaz sekanslarii aldiktan sonraki ii¢
hafta icinde ve agrobacterium tumefaciens ile
agroinfiltrasyonla verilen Tiitlin mozaik
viriistine dayanan dekonstriksiyon vektorler
(bu
yaklasimin temeli 20 y1l 6nce gerceklestirildi)

(Pandey et al., 2010; Vaquero et al., 1999). Bir

kullanilarak  dretilmistir teknolojik

kg yaprak basmma 200 mg’a kadar protein
iiretilmistir (Shoji et al., 2012).
Insanlarda bitkilerdeki

ve karmagsik

glikanlarin farkli yapisimin bitki bazli bir
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SARS-CoV-2 asisinin etkinliginde bir fark
yaratip yaratmadigi belirsizdir, ancak yiiksek
mannoz glikanlarinin yapist daha yiiksek
Okaryotlarda tamamen korunmaktadir,

bu

cn

azindan epitoplar  kararli  olacaktir.

Bitkilerde elde edilen bir koronaviriis S
proteinin onceki tek raporu, domuzun SI
ektodomainiydi  (ektodomain, hiicre dis1
bosluga uzanan bir membran proteininin
alanmidir).
Ektodomainler genellikle proteinlerin
ylizeylerle temasini baglatan ve sinyal iletimine

yol acan kisimlaridir. SARS-CoV'de, basak

(spike) proteininin ektodoma, enfeksiyon
sirasinda  hiicrelere  baglanmasindan  ve
hiicrelere ~ girmesinden  sorumludur  ve

transgenik Arabidopsis thaliama (fare kulagi
teresi) {iretimi siirecinden eksprese edilen
gecirgen  gastroenterit korona  viriisilydii
(TGEV) (Goémez et al., 1998).

Bu rekombinant antijen, farelerde TGEV
spesifik antikorlar1 ortaya c¢ikardi, bu da
immiinojenik  koronaviriis

bitkilerde iiretilebildigini gosterdi. SARS-CoV-

antijenlerinin

2 antijenlerini as1 olarak gosteren VLP’lerin
gelistirilmesinin birgok avantaji vardir, ¢linkii
parcaciklar boyutlar1 nedeniyle antijen sunan
hiicreler tarafindan verimli bir sekilde alinir,
adaptif bagisiklik sistemini tetikler ve sirali
proteinli yapilar tehlikeli sinyalleri olarak kabul
edilir, gilicli hiicresel ve humoral yanitlar

uyarabilir (Lua et al., 2014). Bitki viriisiine
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dayanan VLP’ler ek bir giivenlik katmani
saglar, clinkii dogal partikiiller bile insanlarda
cogalamaz ve bitkilerde molekiiler tarimla
biiylik miktarlarda {iretilebilir.

Virlis alt birim antijenleri ve VLP’leri,
vahsi dogada karsilasildiginda patojene karsi
bir bagisiklik tepkisi ortaya c¢ikarmak igin
tasarlanirken, SARS-CoV-2’ye karsi rekom-
binant antikorlarin enjeksiyonu, enfeksiyonu
yavaslatmaya yardimci olabilir ve hastaya
hastaliga  yakalanmadan once kendi
antilkorlarin1 ytikseltmek i¢in viicuda zaman
verebilir. Bu strateji yakin tarihli hastalardan
alinan hastalik

serumun semptomlarinin

siddetini  azaltabilecegi ve  iyilesmeyi
hizlandirabilecegi bulgusuyla desteklemektedir
(Duan et al.,, 2020; Shen et al., 2020). Bu
nedenle bitkiler, sadece wvirlis saptama
reaktifleri olarak degil aym1 zamanda bir tiir
pasif immiinoterapi bi¢imi olarak antikorlar
iretmek icin kullanilabilir. Bu yaklagimin
plani, Mapp Biopharmaceutical (San Diegao,
CA, ABD) ve ticari kolu LeafBio tarafindan
2014 yilinda Bati1 Afrikadaki Zaire Ebolaviriis
salgini sirasinda kurgulanmigtir. Sirket, hayat
kurtarici potansiyeli ve herhangi bir alternatifin
bulunmamasi nedeniyle onaylanan ZMapp
olarak bilinen ii¢ noétralize edici antikorlardan
olusan bir kokteyl iiretti (Hiatt et al., 2015; Na
et al., 2015; Qiu et al., 2014). Biiylik dozlarda
(hasta bagina 10 mg a kadar) antikor gerekti, bu
da biyiik oOlgekte

biiyiitiilen transgenik
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bitkilerin boyle bir iirliniin tretimi igin tek
ekonomik yol olacagi anlamina geliyordu (Ma
et al., 2015). Benzer sekilde, genis Olciide
notralize edici HIV’e 6zgii antikorlarin biiyiik
Olgekli iiretimi icin transgenik bitkilerin
kullanim1 biiytik bir potansiyeldir. 2G12 ve 2FS
gibi antikorlarin Transgenik tiitiin, misir (Zea
mays) (Rademacher et al., 2008; Ramessar et
al., 2008) ve piringten (Evangelia Vamvaka et
al., 2016) elde edildigi gosterilmistir.

Alman hiikiimeti, Fraunhofer IME’ye
insan disi-bir birinci evre klinik arastirmasinda
test i¢in tiitiinde 2G12 iiretimi igin iyi lretim
uygulamasi (GMP) lisans1 verdi, ve benzer bir
model, SARS-CoV-2 ye Kkars1 antikorlar
notralize etmek i¢in kullanabilir (Evangelia
Vamvaka et al.,, 2018). Ayrica pirincin son
zamanlarda aktif bilesenlerin énceden formiile
edilmis kokteyllerinin maliyetini azaltabilecek
iki antiviral lektinle birlikte 2G2 iiretmenin bir
araci olarak ¢ok yonlii oldugu kanitlanmistir.
Viriisii dogrudan nétralize eden antikorlarin
iretimine ek olarak, bitkilerin en siddetli ve
olimciil vakalarin ¢ogunda SARS-CoV-2
enfeksiyonu takip eden sitokin firtinasini inhibe
eden biiyilk miktarlarda terapdtik antikor
iretmek icin de kullanilabilir. Covid-19
tedavisi icin tekrar kullanilabilen iki antikor,
her ikisi de interlokin-6 reseptoriine (IL-6R)
baglanan ve romatoid artrit tedavisi i¢in endike
sarilumab/Kevzara

olan ve

tocilizumab/Actemra’dir. Her ikisi de Covid-19
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icin  klinkk  denemelerden  ge¢mektedir

(httpswww .longislandpress.com2020032 I northwell-
health-initiates-clinical-trials-of-2-covid-19-drugs,
httpswww.swissinfo.chengcovid-19 who-and-roche-
launch-trials-of-potential-coronavirus-

treatments45630498).

Etkili bir ag1 uygun fiyath olmalidir, ayrica
tiretim platformu da uygun maliyetle iiretimi
desteklemelidir bu bilgiler temelinde hizli bir
sekilde uygun as1 adaylarn iretilmelidir.
Mevcut ekspresyon sistemlerinin rekombinant
igin

1’de

tiretimi avantajlar

Tablo

protein ve

dezavantajlari gosterilmistir.
Giiniimiizde bitki ekspresyon sistemi, ozellikle
asilarin en c¢ok ihtiya¢ duyuldugu kaynak, fakir
tilkelerde  kiiresel  asillanma  programini
kolaylastirarak, as1 adaylarinin iiretimini uygun
maliyetle hizli bir sekilde yapma potansiyeline
sahip diger geleneksel sistemlere gore bir¢ok
avantaj sunmaktadir (Shanmugaraj BM &
Ramalingam S., 2014). Son yillarda bitkiler
daha ¢ok biyofarmasotiklerin ve viriis benzeri
(VLP-virus  like

Bitki

parcaciklarin particle)

tiretimine  odaklanmaktadir. yapimt
astlarin tretimi i¢in kullanilan teknolojiler
kararli niikleer ekspresyon, ekspresyon ve
kloroplast ekspresyonudur. Verim, Kkalite,
zaman ve maliyet gibi bir¢ok hayati faktore
dayanarak, biyofarmasoétik iiretimi i¢in uygun
teknoloji secilebilir.

Bitki ekspresyon

Ozelliklede

stratejilerindeki son

gelismeler gecici  ekspresyon
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sistemi veya viral vektorlerin gelistirilmesi,
cesitli biyofarmasotik proteinlerin iiretimi igin
umut verici bir sistem olan bu bitki konak
sistemini yapan protein veriminde biiyiik bir
artisla sonug¢lanmistir (Paul & Ma, 2011). Son

20 yildaki bazi raporlar tiretilen

biyofarmasétiklerin memeli hiicresi  bazh

proteinler kadar etkili oldugunu ve aym
zamanda gii¢lii noétiirlestirici antikorlar ortaya

cikardigimi  veya  belirli  patojen  veya

enfeksiyona karsi terapotik etkiler gosterdigini
kanitlamak i¢in yeterli  kanitlara sahiptir
(Margolin et al., 2019; Rattanapisit et al., 2019).

Bitki yapimi1 biyofarmasoétikler, ortaya
cikan bulasici hastaliklara karsi korunmak icin
etkili  ve uygun maliyetli stratejiler
sagladigindan, bitki ekspresyon sistemleri 2019
nCoV’a kars1 asilarin  gelistirilmesi  i¢in
kullanilabilir. Bitkilerdeki gecici ekspresyon,
kisa stirede daha fazla protein iirettigi icin hizl
asilari tiretmek

tepki gerektiginde

biyofarmasotik iiretimi i¢cin

uyarlanabilir. 2019 nCoV a kars1 bitki bazlh

protein

biyofarmasotik iiretim, potansiyel epitoplarin
tanimlanmasini ve zarf bolgesinde mevcut olan
tam uzunlukta viral ylizey proteinlerinin
iretimini veya immiinojenik bdlgeyi veya
kiremik proteinleri eksprese eden alt birim

asilarin iiretimini igerecektir.
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Tablo 1. Farkl: terapotik protein iiretim platformlarinin avantajlar1 ve dezavantajlari.

Eksp resy‘on Avantajlan Dezavantajlar:
Sistemi
Kullanimi kolay
Diisiik maliyet Yanlis katlama
. Yiiksek ekspresyon verimi Protein fonksiyonunu
Bakteri - - - . .
. . Olgek biiyiitme kolayligi etkileyebilecek translasyon sonrasi
Hiicreleri e e . e i .
Kisa geri doniis siiresi degisikliklerin olmamast
Belirlenmis diizenleme prosediirleri Endotoksin birikim
ve onam makamlari
) Uygun katlanma ve otomatik post- Yiiksek iiretim maliyeti
Memeli translasyonel modifikasyon . e
- . . . . Pahali  besiyeri ve  kiiltiir
Hiicreleri Mevcut  diizenleyici,onay  verici o
. . . ortamlarina ihtitya¢ duyulmasi
prosediirler sistemi
Hizli biiylime ve 6l¢eklenebilirlik
Kullanimi kolay Kalm ve sert hiicre duvarlar
Basit ve ucuz  besiyerikiiltiir nedeniyle hiicre bozulmasinda
Maya .
kosullarinda tiretim zorluk
Post-translasyonel modifikasyon Proteinlerin hiperglikozilasyonu
(rekombinant proteinlerle)
Yiiksek ekspresyon seviyeleri ) o o
Salgilanan,membran ve hiicre igi Yiiksek tiretim maliyeti ve uzun
Bocek proteinler de dahil olmak iizere iiretim zaman siiresi
Hiicreleri kompleks proteinler iiretebilme Pahali  besiyeri ve  kiiltiir
Uygun katlanma ve post-translasyonel ortamlarina ihtitya¢ duyulmasi
modifikasyon
Hizli ve uygun fiyath
Optimize edilmis lb;ul};ume klosullarlz , Mevzuata uygunluk (Belirlenmis
r e PatOJen. ve  bakterlye toksin diizenleme prosediirleri ve onam
Bitki kontaminantlari icermez A .
. makamlarinin eksikligi sebebiyle)
Ekonomik Simirh elikosil K .
Post-translasyonel modifikasyonu bir tnirls glikostlasyon kapasitesi
par¢a memeli sistemine benzer
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3.3.Antiviraller
Antiviral ilaglar viral replikasyon dongiisiini
inhibe eder ve bu nedenle enfeksiyonu
yavagslatir ve bagisiklik sistemine yanit vermek
icin daha fazla zaman verir. Bir¢ok antiviral
ilag, sentetik veya yar1 sentetik prosesler
kullanilarak verimli bir sekilde iiretilen kiiciik
kimyasal varliklardir. Bitki bazli {iretime
gecisin faydali ve pratik olmast muhtemel
degildir. Bununla birlikte, bazi proteinler,
bitkilerde karbonhidrat baglayict proteinler
(lektinler) dahil olmak iizere antiviraller olarak
da kullanilabilir.

Lektinlerin, virlis ylizeyinde bulunan
glikan yapilarin1 bloke ederek c¢ok c¢esitli
bagladig1 inaktive

viriisleri ettigi

bilinmektedir (Mazalovska & Kouokam, 2018).

ve

Ornegin, griffithsin, griffithsia cinsinin kirmizi
algleri tarafindan {iretilen 121-amino asitli
lektindir. HIV (Mori et al.,, 2005), Zaire
ebolaviriisii ve miiteakip ortadogu solunum
sendromu salgint (MERS-CoV), orijinal SARS
salginindan sorumlu (SARS-CoV) korona-
viriislerde dahil olmak iizere su anda as1
bulunmayan birden fazla virlise karsi giris
inhibitorii gorevi goriir. Griffithsin bu viriislere
kars1 giiglii bir aktiviteye sahiptir, ancak genis
ve etkili bir terapdtik pencere sunan insan
hiicrelerine kars1 duisiik toksisiteye sahiptir.
Griffithsin’in  SARS-CoV’yi
etmedigi heniiz net degildir, ancak SARS-CoV

inaktive edip

ve SARS-CoV-2’nin ylizeye maruz kalan S
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proteini, bazi korunmus ve belirsiz glikan
pozisyonlar1 ile yliksek oranda korunmaktadir
(Millet et al., 2016; O’Keefe et al., 2010).

Bu nedenle ¢apraz reaksiyon ¢ok olasidir.
Benzer sekilde cytovirin, HIV, Zaire Ebola
virlisii, Marburg viriisii ve SARS-CoV dahil
olmak tizere ¢oklu viriislere karsi aktif olan
95-
aminoasit lektinidir (Keyaerts et al., 2007). 33

siyonabakteri  seytonema varumdan
ek bitki lizerine yapilan bir ¢alismada 20 adayin
SARS-CoV a kars1i orta nanomolar aralikta
ESCO degeri oldugunu ve 100 mg/mL ye kadar
konsantrasyonlarda toksisite olmadigi
gosterilmistir. Mannoz baglayici lektinler tipik
olarak SARS-CoV a kars1 en giiglii aktiviteyi
gosterdi, bu da yiiksek mannozlu glikanlarin en
etkili hedefler olabilecegini diislindiirmektedir.
Bununla birlikte, galaktoz, N-asetilgalaktoza,
glikoz ve N-asetil-glukosamine 6zgii lektinler,
EC50 degerleri daha genis bir aralikta
degismesine ragmen, antiviral etkiler gosterdi.
Ilging bir sekilde, lektinle, viral replikasyon
dongiisiiniin ileri farkli asamasini hedefledigi,
kacis mutantlarinin 6nlenmesi i¢in yerlesik bir
mekanizmay1 gosterdigi goriilmistiir. Bitkiler,
griffithsin, siyanovirin-N ve siyanovirin-N
flizyon proteinleri dahil olmak iizere bir dizi
antiviral lektinlerin yamisira griffithsin ve
siyanovirin-N’yi eksprese eden transgenik
piring, iiretim siire¢leri i¢in kullanilmigtir. Ayni
anda tohumlarda, antikor, 2G12 olsun veya

olmasin bitkilerdeki gecici ekspresyon antiviral
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proteinlere hizli erisim saglayacaktir ve iglem
birka¢ hafta i¢inde gram miktarlar1 saglayacak
sekilde oOlgeklendirilebilir. Daha sonra, daha
biiytik 6l¢ekli tiretim i¢in daha kalici bir kaynak

saglamak icin transgenik bitkiler kullanilabilir.

SONUC

Bitkilerdeki gecici ekspresyon platformu,
SARS-CoV-2 gibi ortaya c¢ikan patojenlere
yanit olarak teshis proteinleri, as1 adaylar ve
antiviral proteinler saglamak i¢in miilkemmel
bir platformdur. Viral antijenler veya viriise

0zgl antikorlar gibi teshis proteinleri, testlerin

ve kitlerin  bilesenleri  olarak  hemen
kullanilabilirken (degerlendirme ve onay
sonrasinda), asilar ve terapdtikler igin

gelistirilen bu yol, klinik 6ncesi ve klinik
testlere duyulan ihtiyagtan ¢ok daha uzundur.
Ayrica farmasdtik proteinler GMP (iyi iiretim

uygulamalar1) altinda  iretilmelidir, bu

uygulamalar farmasotik proteinlerin

gelistirilme siiresini ve maliyetini
etkilemektedir.

Buna ragmen, bitkilerdeki  gecici
ekspresyon, mikroplara ve memeli hiicrelerine
dayanan geleneksel platformlardan daha
hizlidir, ¢linkii nihai iirlinii {ireten sabit hiicre
cizgileri olusturma zorunlulugu yoktur veya
Olceklenebilirlik nedeniyle oSlgeklendirilmis
islemlerin gelistirilmesine de gerek yoktur. Bu
nedenle gecici ekspresyon, birkag¢ hafta i¢inde

klinik test i¢in malzeme saglanmasina izin verir
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ve klinik sinif materyalin biiytik 6lcekli tiretimi,
minimum yatirimla miimkiindiir. Covid-19 un
benzersiz  zorlugu, talep agisindan esi
goriilmemis bir seviyededir, insan niifusunun
cok yiiksek orandaki bir kisminin test
edilmesine ihtiya¢ duyulmaktadir. Diinyanin
sifir liretimden c¢ok hizli ve yiiksek miktarda
test kitlerine ihtiyaci vardir, gelismis ve
gelismekte olan iilke ortamlarinda milyarlarca
testin yapilma gereksinimi vardir ve transgenik
bitkilerle elde edilecek {iriinlere bu acgidan
onemli bir ihtiya¢ vardir. Tiitlin, baklagiller
veya tahilli  bitkileri birgok  ortamda
yetistirebilir ve {irtinler, antijenler, antikorlar
veya antiviraller olsun, bu nedenle yerel altyap1
gida i¢in zaten var olan ayni dagitim aglar1 ve
tahil tohumlar1 durumda soguk zincire ihtiyag
duymadan tiretim saglanir.

HIV  profilaksisi  baglaminda insani
uygulamalar i¢cin EU, Pharma-Planta projesinde
kurulan bu yaklasim, SARS-CoV-2 testi i¢in de
niifusunun tim

kullanilarak kiresel

sektorlerine kacimilmaz olarak sunulmasini

kolaylastirabilir. Pharma-Planta projesi
(http://www.plantpharma.org/), molekiiler
ciftciligin  uluslararas1 sinirlar1  {izerindeki

diizenleyici yonlerini incelemistir ve COVID-
19 i¢in benzer ilkeler uygulanabilir. Molekiiler
tarim toplulugu, Covid-19 ile savagmak icin
teshis ve terapotik proteinlerin iiretimi i¢in bitki
bazli siire¢lerin olusturulmasinda son derece

aktiftir. Molekiiler ¢ift¢ilige odaklanan iki AB
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konsorsiyumu, bu tiir proteinlerin iiretimine
yardime1 olmak icin ¢abalarini yonlendirmeyi
onermektedir. Bunlarin her ikisi de endiistriyel
uygulamalar icin bitki tabanli platformlar
iki biliyik H2020 projesi olan

Teshis

gelistiren
Pharma-Factory ve Newcotianedir.
kitleri ve terapotik iriinler iireten sirketlere is

birligi, {riinleri {retim hattt  boyunca

ticarilestirmeye dogru tagsimak i¢in ¢ok onemli
olacaktir.

Bitki biyoteknolojisi kullanimi iizerine
yapilacak caligmalar, Sadece mevcut Covid-19
salgininin ele almmasma yardimci olmakla

kalmayip, aym1  zamanda  gelecekteki

pandemilere hizli1 ve hedefli bir yanit vermeyi
saglayan bir model olusturma firsatina sahip

olmamizi saglayacaktir.
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