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DERLEME

Koronavirus ile Micadelede Alternatif Bir Yaklagim: Bitki
Bazli Yenilebilir Covid-19 Asisi

Son yillarda dinyada EBOLA, SARS CoV-1, MERS gibi patojenik yeni viral suslarin ortaya
ctkmasi, 6zellikle de son 6rnek olarak yeni koronavirlis sugu Covid-19 ile kiresel pandemi tehditine
neden olmustur. Bu salgin ile micadelede ilaglarin ve asilarin hizla geligtiriimesi dnem kazanmistir.
Asilar, vicudun bagisiklik sistemini antijeni tanimasi maksadiyla uyaran ajanlardir. Son
dénemlerde, geleneksel asilardan kaynaklanan riski azaltabilecek yeni bir asi formu tanitildi. Bu
agsllar, genetigi degistirilmis bitkilerden Uretilen yenilebilir asilardir. Bitkisel esash asilar, klinik
dlzeydeki adaylar igin umut verici sonuglar sagladigindan Covid-19'a kargi miicadelede de etkili
olabilme ihtimali olan bir teknolojidir. Enjekte edilebilir asilar, yiksek oranda protein verimlerini
sunan ve lyi Uriin Uretimi (GMP) siiregleri altinda Virlis Benzeri Partikiiller (VLP) agilari ve diger
biyofarmasétikler endistriyel olarak kabul gérmis olan gegici eksprese sistemleri kullanilarak
uretilebilmektedir. Ayrica, bu yaklasim ile bitki hicresi, antijen tasiyici ajan olarak hareket
edebileceginden oral asilari gelistirme imkani sunmaktadir. Yenilebilir asilarin Gretiminde, gen
kodlayan bakteriyel veya viral hastalia neden olan ajan, immiinojenik 6zelligini kaybetmeden
bitkilere dahil edilebilmektedir. Yenilebilir asilarin ana etki mekanizmasi, hastalida neden olan
yabanci bir organizmaya karsi sistemik ve mukozal bagisiklik tepkilerini aktive etmektir. Yenilebilir
asllar, secilen bitki hiicresine transgen eklenerek uretilebilmektedir. Glinimuizde veterinerlik ve tip
alaninda yenilebilir asilar gelistiriimektedir. Toplum, yenilebilir asilarin kullanimi ve faydalari
hakkinda bilinglendiriimelidir. Yenilebilir asilar, geleneksel asilarla karsilastinldiginda; uygun
maliyetli, verimli ve glvenlidir. Hastaliklardan daha iyi bir sekilde korunma igin gelecek vaat
etmektedir.

Anahtar Kelimeler: Bitki biyoteknolojisi, Covid-19, genetigi dedistirilmis bitkiler, yenilebilir agi

An Alternative Approach to Fight Coronavirus: Plant-Based Edible Covid-19
Vaccine

In recent years, the emergence of pathogenic new viral strains such as EBOLA, SARS CoV-1,
MERS in the world have caused a global pandemic threat, especially with the new coronavirus
strain Covid-19 as the last example. Rapid development of drugs and vaccines has gained
importance in the fight against this epidemic. Vaccines are agents that stimulate the body's immune
system to recognize the antigen. Recently, a new vaccine form has been introduced that can
reduce the risk from conventional vaccines. This type of vaccine is an edible vaccine produced
from genetically modified plants. Herbal-based vaccines are a technology that may also be
effective in the fight against Covid-19, as it provides promising results for clinical-level candidates.
Injectable vaccines can be produced using transient expression systems that offer high protein
yields and are industrially accepted as Virus-Like Particles (VLP) vaccines and other
biopharmaceuticals under Good Product Manufacturing (GMP) processes. In addition, this
approach offers the opportunity to develop oral vaccines as the plant cell can act as an antigen
carrier agent. In the production of edible vaccines, the gene encoding bacterial or viral disease-
causing agent can be incorporated into plants without losing its immunogenicity. The main
mechanism of action of edible vaccines is to activate systemic and mucosal immune responses
against a disease-causing foreign organism. Edible vaccines can be produced by introducing the
transgene into the selected plant cell. Currently, edible vaccines are being developed in the
veterinary and medical field. The society should be aware of the use and benefits of edible
vaccines. Compared to other traditional vaccines, edible vaccines are cost-effective, efficient and
safe. They are promise for better prevention from diseases.

Key Words: Plant biotechnology, Covid-19, genetically modifed plants, edible vaccine

Girig

Koronavirisler (CoV'ler), pozitif anlamda, tek sarmalli genomik RNA'ya sahip zarfli
viruslerdir ve doért cinse ayrilir: a-CoV'ler, B-CoV'ler, y-CoV'ler ve &-CoV'ler (1).
Memelileri etkileyenler a- ve B-CoV'ler iken, diger iki cins ise kuslari ve memelileri
enfekte etmektedirler (2). Cin Halk Cumbhuriyeti'nin Wuhan kentinde, Aralik 2019'da
nedeni bilinmeyen bir dizi pnémoni hastasindan koronavirlisiin teshis edilmesi son
zamanlarda ortaya ¢ikan kiresel salgin bakimindan endise vericidir. Salgin, canl
egzotik hayvanlarin satisinin yapildigi Wuhan Toptan Deniz Uriinleri Pazari'ndaki
iscilerle iligskilendirilmistir (3). Hastalik etkeni, 2002-2003 yillari arasinda gorulen ve
siddetli akut solunum sendromu (SARS) salginindan sorumlu olan SARS-CoV-1l'e
benzerligi (genomik olarak % 70) gbéz Oniune alindiginda SARS-CoV-2 olarak
adlandinimigtir. Bu yeni koronavirls tirinin resmi ve kabul edilen adi, koronavirts
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bulagici hastallk 2019'un kisaltmasi olan Covid-19
virtsudur (1).

Glnumuzde, Covid-19 ic¢in spesifik bir tedavi
yoktur. En umut verici olarak ©nceden bilinen
hidroksiklorokin ve Remdesivir ilaglarinin etkinligini
belilemede klinik calismalar yapilmistir (4). Ayrica,
SARS-CoV-2 enfeksiyonu gecirmis ve iyilesen
bireylerden alinan plazma (nétralize edici antikorlar
iceren) kullanilarak yapilan transfiizyon caligmalari
sonucunda olumlu bulgularin elde edildigi bildirilmistir

(5).

Bununla birlikte asilama, bulasici hastaliklarin
kontrol edilmesi ve ortadan kaldiriimasi icin en etkili
yaklagsim olmaktadir. Asilar, konak¢inin hastaliga
yakalanmadan &nce, etkene karsi bagisiklik olusmasini
saglayan biyolojik maddelerdir. Hastaliga neden olan
patojen etkenin zayiflatiimis veya inaktif hale getirilmis
sekillerini ya da patojenin, bagisiklik sistemi tarafindan
taninmasini saglayan proteinleri igermektedirler. SARS-
CoV-2 yiksek bulasiciliga sahip oldugundan bu etkene
karsi miicadelede asilarin gelistiriimesi acil bir hedeftir.
Asi Uretmenin basit yolu, daha 6nce kimyasal veya
fiziksel olarak etkisiz hale getiriimis SARS-CoV-2
viryonlar ile formile edilebilen etkisizlestiriimis asi
teknolojisidir. Canli zayiflatiimis viris temelli asi Gretimi
bir diger olasi yaklasimdir (6). SARS-CoV-1 ve MERS-
CoV i¢in inaktif edilmis asi adaylarinda, virus
noétralizasyonuna yol agan gugli hiimoral tepkiler ortaya
cikmigtir.  Ornegin, influenza viriisi, SARS-CoV-2
antijenlerini  aciga c¢lkarmak ve solunum yolu
hastaliklarina neden olan ilgili etkeni hedef alan bivalan
asinin  olusturulmasinda yapisal iskelet olarak
kullaniimaktadir (7). Benzer sekilde, adenoviral vektorler
de bu alanda uygulanabilmektedir (8). Virlslere karsi
gelistirilen tum asilar, glvenirliklerinin yani sira viral
enfeksiyonun antikora bagl olarak artmasi, reaktojenite
ve susun patojenik formlara donismesi ile ilgili
endiselerleri de beraberinde getirmektedir (9).

CoV'larin  konak hicreye girisi, CoV spike
proteinlerinin reseptér tanima ve membran fiizyon
fonksiyonlari aracihgiyla gergeklesmektedir. Asinin
birincil amaci CoV spike proteinlerini nétralize eden
antikorlar olusturmaktir.  Sitotoksik T-lenfosit (CTL)
yanitlar da viral enfeksiyonlara kargi korumada anahtar
rol oynamaktadir (10). Bu ilkeler gercevesinde, Covid-
19'a karsi asi gelistirme calismalar baslatiimistir.
Yapilan galismalar arasinda CureVac (11, 12) tarafindan
tam uzunlukta, preflizyonla stabilize edilmis bir
“S”proteinini  kodlayan mRNA'yi  tasiyan lipid
nanopartikil (LNP: Lipid nonoparticle) ile formile edilmis
RNA bazli asilann gelistiriimesi yer almaktadir (13).
Shenzhen Geno-Immune Medical Institute tarafindan
geligtirilen diger bir agi adayi da viral antijenleri eksprese
etmenin bir yolu olarak transdiksiyon yoluyla yapay
antijen hucrelerinin Uretilmesi ve sonu¢ olarak da T
hlcrelerinin  aktive edilmesi amaciyla bagisiklik
modiuilatér gen temeline dayanan multiepitopik bir agidan
olusmaktadir (14). Covid-19’a kargi asi gelistiriimesinde
SARS-CoV-1 virlsu ile benzerlikler, degerli bir referans
teskil etmektedir. Ancak ikiden fazla varyant tanimlandigi
icin SARS-CoV-1'in genetik degiskenliginin daha ylUksek
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oldugu g6z oninde bulundurulmalidir. Bazi SARS-CoV-
1'in nétralize edici antikorlarinin, SARS-CoV-2 ile gapraz
reaksiyona girmesi konusunda kapsamli aragtirmalara
ihtiyac vardir. SARS-CoV-1 ve SARS-CoV-2 arasinda
tanimlanan epitoplar asi gelistirme igin 6nerilmistir (15).

Covid-19 hakkindaki temel bilgiler, asi tasariminin
ivilestirimesi calismalarinda faydali olmaktadir. Ornegin,
Walls ve ark. (16), asilarin ve viral giris blokerlerinin
tasariminda kritik 6neme sahip olacak ektodomain
trimerinin  kriyo-EM yapilarini  bildirmiglerdir. Ayrica,
SARS-CoV-1'e karsi murin poliklonal antikorlar
kullanarak SARS-CoV-2'nin konak hucrelere giriginin
gucli  sekilde inhibe edildigine dair kanitlar da
bulunmustur. Bu virGsler arasinda korunmus “S”
epitoplarinin bagisiklama igin uygun olabileceg@i ve belki
de 6nceden var olan bagisiklama modellerinin Covid-19
ile miicadelede faydali olacagdi degerlendiriimektedir. Asi
tasarimindaki bu gelismelere paralel olarak hizli ve
biyuk ©lgekli Uretime uygun asi platformlarinin
tanimlanmasi gerekmektedir. Ozellikle de gelismekte
olan ulkelerde genis kapsamli asilama kampanyalarin
uygulanmasinda glvenli, disuk maliyet, kolay dagitim
ve teslimat olmasi gereken nitelikler arasinda vyer
almaktadir. Asilar ¢ogunlukla enjeksiyonla insan ve
hayvanlara verilse de adiz ya da burundan sprey
seklinde uygulanan asilar da bulunmaktadir. inaktif veya
zayiflatimis  Ozellikteki asilarin ~ maliyetli  olmasi,
uygulama sirasinda ve sodjuk muhafaza kosullarinda
karsilagilan zorluklar, insanlarin tamamina ulasiminin
gerceklesmemesi gibi ¢esitli dezavantajlari vardir. Bu
nedenle 1990l yillarin basinda genetik alanda yapilan
calismalardan biri olan transgenik gen teknolojisi ile
bitkilerden daha ucuz maliyetli, her kesimden insana
kolay ulastirilabilen ve isiya dayanikli yenilebilir asi
formu gelistirilmistir (17).

Bitki Bazh Yenilebilir Asilar

Son dénemlerde bitkiler, ekzojen proteinlerin uygun
sekilde ¢ogalmasini kolaylastiran ve ekonomik olarak
uygulanan yeni biyofarmasoétik sistemlerin
tasarlanmasinda yaygin olarak kullaniimaktadir (18, 19).

Geleneksel asilarin dezavantajlarina karsi son
zamanlarda vyenilebilir Grlnlerin gelistiriimesi alaninda
arastirmalar yapilmigtir.  Yenilebilir as1 Uretiminde
bitkilerin kullanilmasinin ¢gesitli faydalari goérulmustur.
Bunlardan ilki, biyofarmasoétik endustrisinde bitki asilari
daha dislk Uretim maliyetlerine ve Oolgeklendiriimeye
sahiptirler (20, 21). Bununla birlikte, biyomolekil
Uretiminden farkli olarak yenilebilir agi formulasyonlari
uygulama &éncesi herhangi bir tedavi veya saflastirma
gerektirmediginden uretim maliyetinin dismesine neden
olmaktadir. Bu konuda yapilan arastirmalarin gcogunda
kiltir patatesi kullaniimistir.  Ancak pisirme veya
kaynatma islemi antijenik proteinlerin cogunun etkisinin
zayiflamasina neden olabileceginden, yenilebilir agsi
Uretiminde patates kullanimmnin iyi bir tercih olmadigi
belirtiimistir (22). Buna karsin, basarili genetik déntsim
yontemlerinin tasarimi ve geligtirimesi ile domates,
misir, tatin, muz, havug ve yer fistigi gibi bitkiler
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Sekil 1. Bitki bazli asilarin gelisiminde izlenecek akis semasi (17)

yenilebilir asi Uretiminde énem kazanmiglardir. Bugtine
kadar, marul, domates, patates, papaya, havug, kinoa ve
titln gibi yenilebilir gok sayida bitki tiri asi antijenlerine
donudstirtlmastir (23).

Son zamanlarda, domuz gribi, kuduz ve hepatit
B'yve kargi bazi bitkisel kokenli asilarda klinik
arastirmalar yapimistir. Bu aragtirmalarda en umut
verici sonuglar influenza asilarinda tespit edilmistir (24,
25). Bu asilarin, insan ve fare hiicrelerinde yapilan in-
vitro testler sonucunda givenilir ve bagisiklik olusturma
ozelliklerinin pozitif oldugu degerlendirilmistir (26).
Bununla birlikte, disuk maliyetli agi gelistirmenin nihai
hedefinin saflastirma gerektirmeden ve jelatin haplar
veya tabletleri icinde dondurularak kurutulmus 6zellikte
oral formilasyonlarin Uretilmesi oldugu belirtilmistir (27).
Bu oral agilar, enjekte edilebilir agilarin uygulamasinda
ortaya ¢ikan agri gibi dezavantajlarin ve invaziv dagilim
yolu ile iligkili risklerin 6nlenmesinde de etkili
olabilmektedir (28). Baslangigta, beklenenden daha
yavas oldugu kabul edilmekle birlikte bitki bazli oral
asllarin gelistirilmesi bir gergeklik kazanmistir (27, 29).
Bitki bazli asilarin gelistirimesinde uygulanan olasi
yontemler Sekil 1°de gésterilmistir (17).

Yenilebilir Agilarin Uretim Yoéntemleri

Yenilebilir asilar, secilen bitki hlicresine transgenin
dahil edilmesiyle Uretilmektedir. Transgenin
entegrasyonu, vektorle dogrudan veya dolayli gen
transferi yontemiyle birlestirimeden yapilabilmektedir.

Yenilebilir asi Gretim yontemleri Sekil 2'de gosterilmistir.
Transgen, antijenin hicrelerle birlesmesi gereken yere
bagli kararli transformasyon ve gegici transformasyon

olmak (zere iki sistem ile bitkilerde eksprese
edilebilmektedir (30).
Dogrudan Gen Transformasyon Yontemi:

Dogrudan gen transformasyonu basit bir yontemdir. Bu
yontemde secilen DNA veya RNA dogrudan bitki
hicresine verilir. En yaygin kullanilan dogrudan gen
transferi yontemi biyolistik yontemdir. Gen tabancasi
veya mikro mermi bombardimani yOntemi olarak da
bilinmektedir. Agrobacterium tirlerinin aracilik ettigi gen
transferinin mumkun olmadigi durumlarda
kullanilmaktadir (31, 32). Bu transformasyon yénteminde
DNA veya RNA, mikro tasiyici gorevi géren altin veya
tungsten ile kaplanir. Daha sonra kaplanmis DNA gen
tabancasina yerlestirilir ve ylksek basing altinda Helyum
gazina maruz birakilmaktadir. Kaplanmis DNA, yuiksek
basing etkisiyle hareket ederek hedeflenen bitki
hicresine yerlesmektedir. Ancak bu yodntem ylksek

maliyetlidir (33, 34). Nukleer transformasyon ve
kloroplast transformasyon, biyolistik yontemle
yapilabilmektedir. Bunlar, iki tip antijjen ekspresyon

yontemidir (35). Homolog olmayan genin rekombinasyon
yoluyla bitki hicresinin ¢ekirdegine dahil edilmesi
nlkleer transformasyon olarak tanimlanmaktadir. Protein
ekspresyonunu arttirmak igin genin kloroplasta enjekte
edilmesine ise  kloroplast transformasyonu adi
verilmektedir. Yenilebilir asi Uretiminde en yaygin
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kullanilan yontem kloroplast transformasyonudur (36,
37). Biyolistik yontemler ile; kolera, Lyme hastaligi,
sarbon, tetanoz, veba, rota \virisi ve koépek
parvovirisine karsi asi uretilmektedir (38).

Dolayli Gen Transformasyon Yoéntemi: Bu
yontemde vektér araciliyi ile bir gen transferi s6z
konusudur. Ydntemde, istenen bitki hucrelerine ilgili
proteinin Uretilmesi icin bakteriler veya viral etkenler
bulastinimaktadir (39).

Yenilebilir As1 Uretim

Yontemleri
Dogrudan Gen Dolayli Gen
Transformasyon Transformasyon
Y dntemi Yéntemi

Agrobacterium spp. Aracih

Biyolistik (Gen Tabancasi) g -
en Transfen

Yontemi

Polietilen Glikol (FEG)
Elektroporasyon

Diger Yéntemler (Lazer,
Mikrosgimlar, Ultrason vb.)

Sekil 2. Yenilebilir asi Gretim yontemleri (30)

Yenilebilir Ag1 Modeli Olarak Kullanilan Baslica
Bitki Tiirleri

Patates: Bu urln, tetanoz, difteri, hepatit B ve
Norwalk virlisiine karsi yenilebilir asi Uretiminde uygun
bir numunedir. Escherichia coli suslarinin neden oldugu
enterite kargl patatesten yenilebilir asi gelistiriimesine
yonelik ilk denemeler yapilmistir (40). Ayrica, vizon
enterit virisine karsi patatesten yenilebilir bir agi da
gelistiriimistir. Patatesten yenilebilir agi Uretmenin temel
faydasi, donlstirme ve ¢ogaltma kolayligina sahip
olmasidir. Depolama igin buzdolabina ihtiyag yoktur.
Baslica dezavantajlardan biri pisiriimesi antijenlerin
denatuire olmasina yol agmaktadir (41).

Piring:  Yenilebilir  agsilarin  gelistiriimesinde
kullanilan bir diger bitki turaddr. Piring, diger bitkilere
gére bebek mamasinda ve yiksek antijen
ekspresyonunda yaygin olarak kullaniimigtir. Ancak
yavas buylr ve sera kosuluna ihtiyac duyulmaktadir.
2007 yihinda, Oryza sativa adli transgenik piringte
yapilan bir arastirmada E. coli'ye kargi dnemli miktarda
antikor olusmustur. HBsAg'nin piring tohumlarindaki
fonksiyonel ifadesi 2008'de onaylanmigtir.  Piring
bitkisinden gelistirilen asilarin halk saghig! Gzerinde efkili
olacag belirtiimektedir (41, 42).

Muz: Yaygin olarak yenilebilir asi uretiminde
kullanilan bitki taradur. Pisirmeye ihtiyag
duymamaktadir. Pigirildikten sonra proteinlerin yok
edilmedigi belirtilmistir. Yapraklar antijen igermektedir.
Baslica dezavantaji, meyve vermesinin 2-3 yil slirmesi
ve meyvesinin olgunlasgtiktan sonra hizla bozulmasidir
(43).
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Domates: Koronavirisin neden oldugu akut
solunum yolu sendromu (SARS)' na karsi etkili ilk asi,
domates kullanilarak yapiimistir. Norwalk virlisiine kargi
patatesten  Uretilen asilardan daha iyi  etki
g6stermektedir. Domatesin yapraklari, gdvde, meyve ve
diger dokulan Vibrio cholera B toksininden CT-B
proteinlerini eksprese etme yetenegine sahiptir (44).
Ayrica HBsAg'yi eksprese etmek igin de domatesler
kullaniimistir. Bu bitkiden beta-amiloid proteinlerinin
ekspresyonu ile Alzheimer hastaliina kargsi etkili bir agsi
gelistiriimistir. Ayrica domatesten pndmoni, septisemi ve
bubonik (hiyarcikh) veba asilarinin da gelistirildigi
bildirilmistir. Hizh bliylime ve genis ¢apta yetistirilebilme
ozelligine sahip bitkidir. Domates, bilesiminde yer alan
yuksek A vitamini ile bagisikhik  tepkisini
artirabilmektedir. Ancak, c¢abuk bozulabilme 6zelligine
sahip bitkilerdir (44, 45).

Marul: Bu bitki hem hayvanlar hem de insanlarda
E. coli'nin neden oldugu enterik hastaliklara kargi etkili
olan model bir bitkidir. Evcil ve yaban domuzlarin en
bulasici viral hastaliklari arasinda yer alan Domuz virisu
olarak da bilinen Klasik Domuz Veba Virisi (Classical
Swine Fever Virus)ne karsi glikoprotein E2 eksprese
edilmis marul gelistiriimistir. Bu bitki baslica taze olarak
tuketilir ve hepatit B virlisine karsi faydali etkilere neden
olmaktadir. Yenilebilir asi olarak kullanilabilecek son
derece etkili bitkidir (46).

Tatln: Yenilebilir bir bitki olmamasina ragmen
yenilebilir asilarin  geligtirimesinde  6rnek  olarak
kullaniimaktadir. Gastroenterite neden olan Norwalk
virisu i¢in 1996 yilinda tatinden bir asi gelistirilmigstir.
Transgenik tatun, tavuk bulagici anemisine kargi VP1
proteinini eksprese etme yetenegine sahiptir. Ayrica
tutin, hepatit B ile ilgili bir polipeptidi eksprese
etmektedir. Koksidiyoza karsi asi gelistiriimesinde de
kullaniimaktadir (47).

Havug: Sadece saghga yararh ve lezzetli degil,
ayni zamanda yenilebilir asi1 formlari olarak da
kullanilabilen bir bitkidir. HIV, E coli, Helicobacter
pylori'ye karsi agilar, transgenik havuglarda uretildiginde
potansiyel etkileri gorilmektedir. Bagisiklik sistemi zayif
olan kisilerde, bu tip antijen iceren yenilebilir havug
asisinin fayda saglamayacagi belirtiimektedir (48).

Covid-19’a Karsi Bitki Bazh Asi Gelistirme imkanlan

Geleneksel asilara gore yenilebilir agi gelistiriimesi
yonteminin avantajlari  olmasina ragmen COVID-19'a
neden olan SARS-CoV-2'ye karsi alternatif yenilebilir asi
Uretim yoéntemi ¢ok az arastinimistir. Son yillarda
COVID-19 sorunun ¢dziimii amaciyla asi niteligindeki
virls proteinlerinin domateslerde Uretilmesine
odaklaniimistir.  Nitekim  biyoinformatik ~ yontemler
kullanilarak bagisiklik tepkisinin olusmasi i¢in en uygun
asl aday! olan antijenler tespit edilmektedir. Bu islem,
patojen etkenin genom yapisinin bilgisayarda analizi ile
gerceklesmektedir. Daha sonra domatesin nikleotit
dizilimi ve Agrobacterium tumefaciens bakterisi
tarafindan gerceklestirilen transformasyonu en uygun
hale getiriimektedir. Domates bitkilerinden yeni
epitoplarin  ekspresyonu sonucunda ¢ok sayida
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rekombinant proteini elde edilmektedir. SARS’a neden
olan SARS-CoV-1, COVID-19'a sebep olan SARS-CoV-
2 virlst ile % 70 genomik benzerlik gdstermektedir.
Ancak geligtirilen transgenik domatesin deneysel olarak
farelere  verilerek SARS-CoV-1’e  kargi  yuksek
dederlerde  antijen  Uretiminin  kaydedildigi  klinik
calismalara devam edilmemistir. Glnimizde SARS-
CoV-1 virusu ile olan benzerlik durumu rehber alinarak
SARS-CoV-2’nin  genomik ve proteomik  dizilimi
kullanilarak bagisiklik cevabini olusturacak en iyi
antijenlerin elde edilmesi icin biyoinformatik
yontemlerden yararlanilan analiz yapma sureci devam
etmektedir (17).

Viriis Benzeri Pargaciklar (VLP'ler): Asi tasarimi
icin 6ne cikan bir yaklasim, virislere benzeyen, ancak
genomlari olmayan makromolekuler kompleksler olan
viris benzeri parcaciklarin (VLP'ler) kullanimi temeline
dayanmaktadir. Bu yontemde, VLP'ler viriislerin dogal
yapisina benzer ancak onlar kadar enfektif degildirler.
Atenie veya inaktif viruslerle formile edilen, reaktojenite
ve patojenik formlara dénisen agsilarin dezavantajlar
dnlenmektedir (49). influenza virlisli, insan papilloma
virlsu, insan immin yetmezlik virisud, sap hastalidi
virst, Norwalk virlis(, rift vadisi atesi virlsl ve hepatit B
virisunin neden oldudu vakalara karsi VLP'lerin tretimi
konusunda ¢ok sayida arastirma bulunmaktadir (50, 51).

VLP'lerin olusumuna yol agan rekombinant
sistemlerde ifade edilen SARS-CoV-1 ve MERS
antijenlerin benzerleri Covid-19 asisinin geligtiriimesi
yoniinde 6nemli rehber olusturmaktadir. Mortola ve Roy
(2004) tarafindan SARS- Cov igin “S” (Spike), “E”
(zarf), “M” (Membran) ve “N” (Nukleokapsid) yapisal
proteinlerini esas alan bakulovirlis/lbdcek hcreleri
ekspresyonu (Sf 9 hicreleri) uygulayan koronaviriis
VLP'leri Uretilmistir (52). 2007 yilinda, ilk kez SARS-
CoV-1 VLP'lerin imminojenitesi, M, E ve S proteinlerine
dayali bécek hicresi yapimi VLP'ler degerlendirilerek
tanimlanmisgtir. Enfekte bdcek hicrelerindeki VLP
olusumu elektron mikroskop ile gézlemlenmistir. Freund
adjuvani ile emilsiyon haline getirilen doért deri alti
VLP’nin kullanildigi asilama programina alinan farelerde
SARS CoV’a kars! yiksek antikor titreleri tespit edilmigtir
(53).

Zarfl virslerin VLP'lerinin bitkilerde Hemaglutinin
(HA) proteinini basarili bir sekilde eksprese etmesi
dikkate alindiginda, S proteinini de eksprese ederek
SARS-CoV-2  VLP'lerinin  birlegtiriimesi ~ mimkin
olabilmektedir (54). Bu amagla, VLP'lerin glikosilasyon
ve salgilama mekanizmasi ile Uretimin yapilmasi
maksadiyla trans-Golgi salgilanmasini hedefleyen
nikleer ekspresyonun bir proteine ihtiyaci oldugu
bildirilmigtir (55). Bu nedenle, COVID-19'a karsi bitki
bazli asilarin gelistiriimesi sirecinde bu galismalarin
kabul edilmesi faydali olmaktadir. SARS-CoV-2 virtsine
benzeyen VLP'lerin yani sira, olasi diger bir yaklagim
SARS-CoV-2 epitoplarini kabul ederek kimerik VLP'lerde
tanimlamaktatir. Bu durumda iligkili olmayan bir viristen
alinan VLP, mevcut hedef SARS-CoV-2 epitoplarinin
yapisal iskeleti olarak goérev yapabilmektedir (56).
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Multiepitopik  Asilar:  Koruyucu  bagisiklik
tepkilerini indikleyen epitoplar secilerek saglam ve
potansiyel bir rasyonel asi modeline sahip 6zellikte
multiepitopik asilar gelistirilmistir. Ozellikle rasyonel asi
tasariminda sadece immun koruma yéninden degil, ayni

zamanda guvenligi bakimindan da tekrarlama
calismalari oldukga dnemli olmaktadir (57).
Viral hastaliga karsi multiepitopik asilarin

gelistiriimesinde 6nemli faktor, genetik degiskenliktir.
Hatta, SARS-CoV 2 virlsunin iki ana tipi olan L ve S'ye
dénustigu ileri surulmastur. L tipi (~%70), S tipine
(~%30) karsi baskin ve S tipinden daha agresiftir. Tang
ve ark. (68), salgin ortaya ¢iktiktan hemen sonra insana
bulasmasinin engellenmesi ile L ve S tiplerinin
prevalansinin etkilendigini bildirmiglerdir (59).

immun Kompleksleri: Bitkilerde immun
komplekslerin  (iK'ler)  Gretimi, yiiksek oranda
immunojenik ajanlar olusturan baska bir yaklasimdir.
iK'ler, antijen sunan hcreler tarafindan verimli bir
sekilde yakalanan ve iglenen makromolekiler varliklari
olusturan, onlari taniyan antikorlarla kompleks haline
getiriimis antijenlerden olusmaktadir (60). Protein sentezi
ve islenmesi icin bitki hiicrelerinden yararlanarak, antikor
ve IK fabrikalari olarak kullaniimiglardir (61). Ornegin, bir
monoklonal antikora kaynastirilan tetanoz toksini
fragmani C'ye dayali iK'ler, transgenik tiitiin bitkilerinde
Uretilmigtir (62). Bu yaklasimin baslica dezavantaji,
henliz SARS-CoV-2 igin mevcut olmayan antijeni
hedefleyen tanimlanmis antikorlara olan ihtiyagtir.
Bununla  birlikte, anti-SARS-CoV-1 S  protein
antikorlarinin SARS-CoV-2 karsilik ¢apraz reaktivitesi
rapor edilmistir (3).

Elastin Benzeri Polipeptit Flizyonlar: Enjekte
edilebilir agilarin Uretiminin bir parcasi olarak antijenlerin
saflastinimasi  zahmetli ve pahali bir faaliyettir.
Saflagtirma islemini basitlestirmek icin  kullanilan
alternatif yaklasim, sicakligin degistirilerek proteinin
cOkeltirilmesine izin veren, tersine gevrilebilir faz gegisi
adi verilen benzersiz bir 6zellige sahip olan elastin
benzeri polipeptitlerin (ELP) flizyonuna dayanmaktadir.
Bu yaklasim, bitki bazli asi adaylarinin gelistiriimesi igin
uygulanan karmasik/pahali affinite kromatografisine bir
alternatif olmaktadir (63).

Mukozal Asilarin ve Bagisikhgi Giiglendirme
Planlarinin Uygunlugu: Solunum yolu hastaliklarina
karsi  kullanilan agilarin  ¢odu parenteral olarak
uygulansa da, 6zellikle burun i¢i uygulanan mukozal
agsllar, patojen etkenlerin girigi igin kritik olan akcigerler
ve diger mukozal dokularda solunum yolu hastaliklarina
karsi bagisikligin olusmasinda etkili olmaktadirlar (64,
65).

Bazi firmalar, gecici ekspresyon sistemlerini
kullanarak bitki bazli VLP asilarinin Uretimine hali
hazirda baslamis olsa da, bu calismalar esas olarak
enjekte edilebilir asilarin  gelistirimesine  yonelik
olmaktadir (54, 66). Bu nedenle mukozal bagigiklama ile
ilgili alternatiflerin gelistiriimelidir. Bu amagla, SARS-
CoV-2 antijenlerini kararli bir sekilde eksprese eden
bitkilerin Uretilmesi, bu teknolojinin kullaniimasi i¢in yeni
imkanlar sunabilmektedir. Bu vyaklasim ile oral

69



CAKMAK O. ve GALICIOGLU M.

glclendirici ajanlarin gelistirimesine kullanilan SARS-
CoV-2 antijenlerini igeren yenilebilir bitki materyalleri
Uretilmektedir (67). Dondurularak kurutulmus bitki
materyali, termostabilite ve uygulanmasi kolay 6zellikleri
ile disuk maliyetli bir asi olarak kullaniimaktadir. Benzer
sekilde bitkilerde Uretilen saf antijenlerin, geleneksel bir
asinin  kullanildigi ve bitkiden elde edilen antijenin
takviye amacli olarak oral yoldan verildigi uygulamalarda
da basarili oldug@u bildirilmistir (68).

Yenilebilir Aginin Avantajlari
Yenilebilir aginin baslica avantajlari sunlardir (36):

1. Bagisiklama igin tasiyici olarak etkilidir ¢linki
bagisiklik tepkisini artiran yardimci maddelere ihtiyag
duyulmamaktadir.

2. Geleneksel asllarda goézlenmeyen mukozal
bagisiklik ortaya ¢ikmaktadir.

3. Depolama, hazirlama, Uretim ve nakliye
edilmesinde maliyet acisindan etkindir. Biyoteknolojik
yontemle Uretilen asilar, soguk zincir depolamaya ihtiyag
duyan geleneksel asilarin aksine, asilari korumak igin
yilhk maliyeti artiran oda sicakliyinda stabildir. Ayrica,
tohumlarda daha az nem igerigi oldugu icin transgenik
bitki tohumlari kurutulmaktadir. Yag veya sulu ekstraktlar
daha fazla depolama olanagina sahiptir. Yenilebilir
asilarin uretimi toprak bakimindan zengin bdlgelerde
kolaylkla yapilabildiginden pahali ekipman ve
makinelere ihtiya¢ yoktur. Ayni zamanda bitki yetistirme
maliyeti de fermenterlerde yetistirilen hicre kiltiriine
gOre duslktur.

4. Bitkilerden Uretildigi icin kolaylikla temin
edilebilmektedir. Geleneksel asilarin uretiminde gerekli
olan 6zel Uretim alanlari ve sterilizasyon gibi bélumlere
ihtiyac duyulmadigindan dretim maliyeti digUktar.

5. Geleneksel asilarin aksine enjeksiyon yoluyla
uygulama gerektirmediginden kolaylikla kabul
edilmektedirler. Ayrica hem saglik personeli ihtiyaci
azalmakta hem de sterii  kosullara ihtiyag
duyulmadigindan dolayr kontaminasyon riski disik
olmaktadir.

6. Bitki turevli asilar, ¢cok sayida antijeni birlestiren
yeni agsilarin kaynagi olabilmektedir. Bu ¢ok bilesenli
asllar, birka¢g antijenin aynit anda M hdicrelerine
yaklasmasina izin verebildiginden ikinci nesil asilar
olarak adlandiriimaktadir.

7. Proteinlerin bulagici organizmaya donisme
olasihgi olmadigindan geleneksel agiya kiyasla bireyin
guvenligini artirmaktadir. Yenilebilir asilar, zayiflatimis
patojen etkenleri icermezler.

8. Hayvandan uretilme sistemine kiyasla yenilebilir
asinin seri olarak Uretimi kolay olmaktadir.
Yenilebilir Aginin Dezavantajlan

Yenilebilir asiya ulagsmak kolaydir ancak bazi
zorluklari vardir. Yenilebilir agi kullanimi ile ilgili baghca
sorunlar sunlardir (36):
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1. Asi proteini veya peptidine karsi immuntolerans
gelistirme olasiligi bulunmaktadir.

2. Dozaj formunun tutarhihgi, bitki turine ve
nesilden nesile, protein igerigi de hastanin yasi, agirhgi,
meyvenin olgunlugu ve bitki materyalinin/Grinin
standardizasyonu icin  yontemler bulunmadiginda
tiketilen gidanin miktarina goére farklilik gostermektedir.
Yenilebilir asinin duslik dozlar tlketildiginde daha az
sayida antikor Uretilmektedir. Buna karsin yuksek dozlari
ise bagisiklik toleransina neden olmaktadir.

3. Asi
gOstermektedir.

stabilitesi  bitkilere  gore  farklilik

4. Patates gibi bazi yiyecekler ¢ig olarak
tuketilemez ve yapisinda bulunan proteinin denatire
veya zaylflatacak sekilde pisiriimesine ihtiyac
duyulmaktadir.

5. Yenilebilir asi icin degisen ortam kosullari da
blyulk bir problemdir. Asi iceren patatesler 40C'de daha
uzun sire saklanabilirken domatesler ise bu sicaklik
kosullarinda uzun sure muhafaza edilememektedir. Bu
nedenle, mikrobiyal bozulma vyoluyla enfeksiyonu
Onlemek icin bu asilarin uygun sekilde saklanmasi
gerekmektedir.

6. Toleransa yol agabilecek yanhs asi
uygulamasinin 6nlenmesi amaciyla "asi meyvesi" ve
"normal meyve" arasinda uygun ayirt edici karakterlere
ihtiya¢ duyulmaktadir.

7. Bitkilerin ve insanlarin glikozilasyon (proteinlere
seker ilavesi) modelleri farklidir, bu durum asilarin
fonksiyonlarini etkileyebilmektedir.

Sonug

Ozellikle son on yillik ddnemde bitkilerin yenilebilir
kisimlarinda antijen veya antikor eksprese edilerek bazi
salgin hastaliklarin énlenmesi amaciyla elde Uretilecek
yenilebilir asilarin arttirimasina ydnelik olarak birgok
girisim s6z konusu olmustur. Covid-19'un ortaya ¢ikmasi
ile olusan tehdide karsi koymak icin yeni biyolojiklerin,
Ozellikle de asilarin geligtirimesine yonelik kiresel bir
acil durum ortaya cikmistir. ik deneysel asilarin
Uretilmesinde inaktif asilar temel olsa da, alternatif olarak
alt birim asilarin gelistiriimesi arastinimaldir. Bitki bazh
yenilebilir bir asi, ihtiyaca hizla yanit vermek i¢in uygun
bir yaklagimdir. Ancak yenilebilir asinin gelecekteki
durumu birgok kritere baglidir. Bu tir agsilar uretilirken,
bitkilerin biuyume surecindeki guvenilirlik ve kalitelerinin
yuksek seviyede surdurilmesi amaciyla izlenebilirlikleri
oldukga énemlidir. Clnkl genetigi degistirilmis bitkiler ile
genetigi  degistiriimemis bitkiler arasinda tozlagsma
esnasinda c¢apraz bulasma olabilmektedir. Ayrica
yenilebilir agi tretiminde kullanilan genetigi degistiriimis
bitkilere bdceklerin veya kuslarin temasi sonucunda,
DNA ya da antijen su kaynaklarina ve gida zincirine
dahil olarak dogal yasami etkileyebilmektedir. Bitki
sistemlerinin multiepitop proteinlerini basariyla Uretimi
g6z 6nune alindiginda, COVID-19'a karsi bu tur asilarin
Uretilmesi son derece uygulanabilir olmaktadir.
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Mevcut ekspresyon teknolojileri ile Covid-19
asllarinin  geligtiriimesi  calismalari  yapiimaktadir.
VLP'ler, yuksek immunojenitesi, antijenik
determinantlarin korunmasi ve replikasyon kapasitesinin
olmamasi ile iligkili, verimli ve glvenli asilarin
gelistiriimesi icin c¢ekici bir yaklagsim olugturmaktadir. Bu
nedenle, ana SARS-CoV-2 yapisal proteinlerine
dayanan VLP'ler, koronavirlis enfeksiyonlarina karsi agl
gelistrmede dikkat c¢ekici bir yaklagima neden
olmaktadir.

Yenilebilir agilar dusik maliyetleri ve 6zellikle
yaslilar igin mukozal bélmelerde uygun himoral yanit ve
uzun sdireli koruma ile karakterize bagisiklik profilleri
nedeniyle 6zel bir éneme sahiptirler. Bu gelismelere
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