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OZET

N. BENTHAMIANA BIiTKIiSINDE AKTIF iINSAN FAKTOR IX
REKOMBINANT PROTEINININ VARYANTLARININ KLONLANMASI,
EKSPRESYONU, SAFLASTIRILMASI VE KARAKTERIZASYONU

Ilaha MUSAYEVA
Yiiksek Lisans Tezi, Tarimsal Biyoteknoloji Anabilim Dah
Damsman: Prof. Dr. Tarlan MAMMEDOV
Aralik 2017, 33 sayfa

Yiriitilen bu c¢aligmada, insan FIX geni kodon optimize edildi, klonlandi ve
N.benthamiana bitkisinde yalniz veya modifiye edilmis enzimler, VKD-GC ve Furin ile
birlikte eksprese edildi. Ilaveten, bitki glikolizasyonunun bitkide iiretilmis FIX’nin
aktivitesi ve stabilitesi tizerindeki spesifik etkisini ¢alismak i¢in FIX, deglikolizasyon
enzimleri olan PNGase F veya Endo H ile ko-eksprese edildi. Bitkide tiretilmis FIX
varyantlart IMAC kolon kullanilarak kismen piirifiye edildi ve kiyaslamali enzimatik
aktiviteleri hesaplandi. Bitkide tiretilmis ve kismen piirifiye edilmis FIX varyantlarinin
aktivitesi kromogenik yontemle belirlendi. Sonuglar, bitkide iiretilen FIX’nin insan
FIX’a kiyasla %10 goreceli aktiviteye sahip oldugunu gosterdi. Buna ragmen, yalniz
tiretilen ve Furin veya VKD-GC ile ko-eksprese edilen FIX proteinlerinin aktiviteleri
arasinda kiigiik farklilik ya da herhangi bir farklilik gézlemleyemedik. Furin veya Furin
ve VKD-GC ile birlikte ko-eksprese edilen FIX proteininin insan FIX proteinine kiyasla
yaklasik olarak %12’lik goreceli aktiviteye sahip oldugunu gozlemledik. Ilaveten, biz
bitkide tretilen FIX’nin farkli varyantlarmin aktivite ve stabilite analizini yaptik.
FIX’nin Endo H ve PNGase F deglikolize varyantlarinin insan FIX’a kiyasla goreceli
aktiviteleri sirastyla 13.6 ve 12.5°dir. FIX nin bitkide tiretilmis glikozillenmis ve in vivo
deglikozillenmis formlarinin stabilitesi 37°C’de 24 saatlik inkiibasyondan sonra
belirlendi. Glikozillenmis FIX’nin (%50’nin kalma siiresi), PNGase F in vivo
deglikozillenmis ve Endo H in vivo deglikozillenmis formlarinin in vitro yari émrii
Western blot analiziyle protein bantlar1 analiz edilerek, sirasiyla 25.80, 37.99 ve 80.57
saat olarak hesaplandi. Bu sonuglar FIX’nin bitkide iiretilmis Endo H in vivo deglikolize
formunun glikolize FIX ve PNGase F in vivo deglikolize formuna kiyasla yiiksek
sicaklikta daha stabil oldugunu gosterdi.

ANAHTAR KELIMELER: Gegici gen anlatimi, Hemofilia B hastaligi, in vivo
deglikolizasyon, Karboksilasyon, Proteolitik kesilme.

JURI: Prof. Dr. Tarlan MAMEDOV
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ABSTRACT

CLONING, EXPRESSION, PURIFICATION AND CHARACTERIZATION OF
FACTOR IX VARIANTS iN N. BENTHAMIANA PLANT

Ilaha MUSAYEVA
MSc Thesis in Agricultural Biotechnology
Supervisor: Prof. Dr. Tarlan MAMMEDOV
December 2017, 33 pages

In this study, human FIX was codon optimized, cloned, and expressed in N.
benthamiana plant alone or with modified enzymes, VKD-CG and Furin. In addition, to
study the specific effect of plant glycosylation on stability and activity of plant
produced FIX, FIX was also co-expressed with deglycosylating enzymes, PNGase F or
Endo H. Plant produced FIX variants were then partially purified using IMAC column
and their comperative enzymatic activities were performed. Activities of plant produced
partially purified FIX variants were determined by chromogenic assay. The results
showed that plant produced FIX possess about 10% relative activity to human FIX.
However, we observed very little or no difference between FIX activities, produced
alone or produced with co-expression with furin or VKD-GC. About 12% relative
activity to human FIX was observed for plant produced FIX, produced with co-
expression with furin or furin plus VKD-GC genes. In addition, we also performed a
stability and activity analysis of different variants of plant produced FIX. The activities
of Endo H and PNGase F deglycosylated FIX variants were 13,6 and 12,5% relative to
human FIX, respectively. The stability of plant produced glycosylated and in
vivo deglycosylated forms of FIX were examined after incubation at 37°C for 24
hours. In vitro half-life (time to 50% remaining) of glycosylated, PNGase F in
vivo deglycosylated, and Endo H in vivo deglycosylated forms of FIX were calculated
by analyzing protein bands on Western blot, which were 25.80, 37.99 and 80.57 hours
respectively. These results demonstrate that the plant produced Endo H in
vivo deglycosylated form of FIX appeared to be more stable compared to glycosylated
FIX or PNGase F in vivo deglycosylated counterparts at elevated temperatures.

KEYWORDS: Carboxylation, Hemophilia B disease, in vivo deglycosylation,
Proteolytic cleavage, Transient gene expression.
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ONSOZ

Bu tez calismasinda Hemofilia B hastaliginda tedavi amagli kullanilabilecek
rekombinant Faktor IX proteininin varyantlarinin karakterizasyonu ve tanimlanmasi
calismalari yiiriitiilmiistiir. Oncelikle tez konumun belirlenmesi asamasindan itibaren,
yonlendirmeleri, laboratuvar deneyimlerini higbir zaman bizden esirgememesi ayrica
sabirli ve titiz bir sekilde yardim etmesiyle, tezimin sonuglanmasini saglayan tez
danismanim Prof. Dr. Tarlan MAMEDOV’a tesekkiirlerimi sunarim.

Deneysel calismalarim boyunca teknik olarak yardimlarini esirgemeyen ve her
zaman yanimda olan, desteklerini hi¢ esirgemeyen Rifat Ungér, Kader Cigek ve Burcu
Giile¢’e tesekkiirii bor¢ bilirim. Bu zorlu siirecte tiim motivasyonumu bu kisilere
bor¢luyum.

Uzun siireli caligmalarim sirasinda her kararimda yanimda olup, 6zgiir bir sekilde
yasamimi devam ettirmeme katkisi olan canim aileme sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.
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GIRIS I. MUSAYEVA

1. GIRIS

Hemofilia B hastaligi, kan koagiilasyonunda 6nemli role sahip pihtilagma faktorii
olan Faktor IX proteininin eksikligi durumunda ortaya ¢ikan X-kromozumuna bagimli
hastaliktir. Hemofilia B pihtilasmanin normal olarak gerceklesmedigi ve hastalik
insidansinin 1/30000 oldugu kanama hastaligidir. Eskiden koagiilasyon hastaliklar1 kan
veya taze donmus plazmanin yer degistirilmesi yoluyla tedavi ediliyorken, artik
hemofilia hastalar1 daha giivenli tedavi yontemi olan yar1 dmrii uzun olan rekombinant
proteinlerin kana enjekte edilmesiyle tedavi edilmektedir. Hemofilia B tedavisinde
kullanilacak rekombinant proteinlerin yari1 omriiniin uzun olmasinin istenme nedeni,
kanda uzun siire pargalanmadan proteini tutabilmek ve buna baglh olarak enjeksiyon
stiresini minimize ederek hastanin yagam kalitesini yiikseltmektir. Su anda hemofilia B
hastalar1 ya insan kanindan elde edilen plazmadaki FIX’nin elde edilmesi ya da fare
ovaryum hiicrelerinde (CHO) iiretilen rekombinant FIX ile tedavi edilmektedir. Buna
ragmen bazi FIX preparatlar1 oldukca pahalidir ve eldesi de ¢ok zordur.

Rekombinant Faktor IX protein iiretimi igin gesitli stratejiler kullanilmaktadir.
Son zamanlarda insana ait rekombinant proteinlerin dogal formuna en yakin sekilde
katlanabilmesi igin 0karyotik anlatim sistemi olan bitkiler kullanilmaktadir. Proteinin ti¢
boyutlu yapisi tam korunmasa da bu yapisina en yakin formda katlanabilmesi i¢in
gecirmesi gereken bazi post-translasyonel modifikasyonlar saglanmalidir. Simdiye
kadar rekombinant FIX {retimi icin kullanilan farkli ekspresyon sistemleri post-
translasyonel modifikasyonlar, gilivenlik ve yliksek maliyet nedeniyle kisitlamalara
maruz kalmistir. Hala hemofilia B tedavisi i¢in giivenli ve diisiik maliyetli terapotik
protein iiretimine acil olarak gereksinim vardir. Bitkiler alternatif ekspresyon sistemi
olarak kullanilmaya baslanmis ve hedef proteinlerin liretimi i¢in endiistri ve akademi
tarafindan genis 6l¢ekte kullanilmaktadir. Bitkiler diger ekspresyon sistemlerine kiyasla
Okaryotik post-translasyonel mekanizmasina ve bir haftadan kisa bir siire zarfinda
biomasin kg basina ylizlerce mg degerinde hedef protein biriktirebilme yetenegine sahip
olmasi agisindan daha avantajlidir.

Faktor IX proteininin  gegirdigi modifikasyonlar (y-karboksilasyon, [-
hidroksilasyon, N-bagl glikolizasyon, O-bagli glikolizasyon, siilfasyon, fosforilasyon,
sinyal ve propeptid dizilerinin uzaklastirilmasi) en kompleks protein olgunlagma
stirecidir. Simdiye kadar y-karboksilasyon ve propeptidin kesilip uzaklastirilmasi gibi
FIX’nin biyolojik aktivitesi i¢in 6nemli olan modifikasyonlarin bitki ekspresyon
sisteminde saglanabilmesi daha once gergeklestirilemedi. Bu caligmada, Faktor IX
proteininin y-karboksilasyon, N-bagli glikolizasyon, sinyal ve propeptid dizilerinin
uzaklagtirllmas1 modifikasyonlarint gegirmesi saglanmistir. Ylriitilen bu ¢aligmada,
insan FIX geni N.benthamiana bitkisinde yalniz veya modifiye edilmis enzimler, VKD-
GC ve Furin ile birlikte eksprese edildi. Ilaveten, bitkiye spesifik glikolizasyonun
bitkide tiretilmis FIX’nin aktivitesi ve stabilitesi lizerindeki etkisini ¢alismak i¢in FIX,
deglikolizasyon enzimleri olan PNGase F veya Endo H ile ko-eksprese edildi.
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2. KAYNAK TARAMASI
2.1. Hemofilia B Hastah@

Hemofilia yumusak dokulari, eklemleri ve kaslar1 etkileyen kanama hastaligidir
(Peyvandi 2016). Hemofilia B hastalig1, koagiilasyon kaskadinda 6nemli role sahip olan
Faktor IX proteininin eksik iiretilmesiyle baglantili olarak ortaya ¢ikan X kromozumuna
bagl kalitsal kanama hastaligidir. Hemofilia B plazma Faktor IX aktivitesini baz alarak
siddetli (1%), orta (1%-5%) veya hafif (5%-40%) fenotip gostermektedir (Nazeef,
Sheehan 2016). Siddetli fenotip, kas ve eklemlerde spontan ve tekrarlayan kanama
epizodlari ile; orta fenotip, sik-sik spontan kanama ile; hafif fenotip ise nadiren beliren
spontan kanama ile karakterize edilmektedir. Hemofilia B hastaliginin goriilme sikligi
1/30000 canli dogumdur.

2.2.  Faktor IX Geni ve Post Translasyonel Modifikasyonlari

FIX kan koagiilasyonunda Onemli rol oynamaktadir. Ciinkii aktivitesinin
yoklugu veya eksikligi X kromozumuna bagli kalitsal kanama hastalig1 olan Hemofilia
B hastaligina neden olmaktadir. FIX geni 8 ekzon ve 7 introndan olusuyor ve 34 kb
uzunlugundadir.

Cizelge 2.1. FIX genine ait ekzonlarin sematik gosterimi

I I Il v \Y Vi Vil | VI

Ekzon I: FIX proteinini ER liimenine hedefleyecek hidrofobik sinyal peptidini; Ekzon

hidrofobik heliksi; Exon 1V ve V: EGF1 ve EGF2 domainlerini; Exon VI-VIII: Serin
proteaz bolgesini kodluyor.

Cizelge 2.2. Olgun FIX proteininin énemli bolgeleri

Kalsiyum baglama | 47 48, 53, 54, 61, 63, 66, 67, 72, 73, 76, 82, 86, 93, 94, 96, 110,
bolgeleri 111, 281, 283, 286, 288, 291 a.a
Kalsiyum veya

Magnezyum baglama
bolgeleri 82’ 86 a.a

Sarj gecis sistemi 267, 3151 411 a.a

Koagiilasyon faktorlerinin olgun protein olabilmeleri igin post-translasyonel
endoproteolitik islenme siireglerine gereksinimleri vardir. Koagiilasyon Faktor X, 28-
kalintidan olusan sinyal prepeptid ve 18-kalintidan olusan 6ncii propeptid iceren 461 a.a
uzunlugunda 6ncii molekiil olarak sentezlenen vitamin K-bagimli glikoproteindir. Bu
protein sinyal peptid ve propeptidin kesilmesi, disiilfit bagin olusmasi, ilk 12 glutamik
asit kalintisinin y-karboksilasyonu, Asp 64’iin kismi B-hidroksilasyonu, Asn 157 ve Asn
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167°nin N-bagh glikozilasyonu, Ser 63, Ser 61, Thr 159;169;172 ve 179’un O-baglh
glikolizasyonu, Tyr 155’in siilfasyonu ve Ser 158’in fosforilasyonu, sinyal ve propeptid
dizilerinin uzaklastirilmast dahil post-translasyonel modifikasyonlara maruz kaliyor
(Furie vd. 1988; Kaufman vd. 1998). Bu simdiye kadar g6zlenen en kompleks terapdtik
protein olgunlagmasidir. Olgun FIX proteini agirhi@inin yaklasik olarak % 17°si kadar
karbohidrat tasiyan 415 a.a’ten olusan, 57 kDa agirliga sahip tek zincirli kan proteinidir

(Di Scipio vd. 1978).
Trypsin )— C

w Proteaz domaini
181-415a.a

Baglayici
kalintilar

Kisa
84-87 a.a
Hidrofobik bolge

41-46 a.a

47-83 a.a 88-127 a.a

1-40 a.a

Aktivasyon peptidi
146-180 a.a

Sekil 2.1. Faktor 1X olgun proteininin sematik gosterimi.

FIX iki tane epidermal biiyiime faktorii (EGF)-benzeri domain ve C-terminal serin
proteaz domainini takip eden N-terminal y-karboksiglutamik asitten olusuyor.

1 46 145 180 415

sq- ca L EcF - EGF —Api— F o —

134

194

EQKRNVIRII 254
= 314

374

41s

Sekil 2.2. Insan FIX proteininin domain yapisi ve amino asit dizisinin sematik
gosterimi. Sinyal peptid (S) ve propeptid (P) olgun FIX proteininden kesilip atiliyor. y-
karboksi glutamik asit: 66, 67, 74, 76, 79, 85, 86, 89, 92, 95, 99; B-hidroksilasyon: 164;
O-bagl glikolizasyon: 53, 61, 159, 169, 172; N-bagh glikolizasyon: 157, 159;
Siilfasyon: 155; Fosforilasyon: 158 (Liu vd. 2014).

Koagiilasyon faktorlerinin olgun protein olabilmeleri i¢in post-translasyonel
endoproteolitik islenme siireglerine gereksinimleri vardir. FIX proteininin olgunlagma
stirecinde endojen furin ile proteolitik olarak kesilmesi gerekmektedir. Insan furininin
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ilk translasyon iiriinii 794 amino asit uzunlugundadir ve bir propeptid ve olgun
proteinden olusuyor. Molekiiliin C-ucuna oldukg¢a yakin trans-membran domain olarak
isimlendirilen trans golgi agina demirlenmis sistein zengin bolge olan, ‘P’ veya ‘orta’
domainin yaninda yerlesen olgun furin proteininin katalitik domaini N-ugta yerlesiyor.
Furinin C-terminal sitozolik kuyrugu furin molekiillerinin trans golgi ag1, endozomal
bilesikler ve hiicre yiizeyi arasindaki taginmasindan sorumludur. Furin, trans golgi agina
trans-membran domaini vasitasiyla demirlenmistir (Jones vd. 1995; Chapman vd. 1994,
Takahashi vd. 1995; Molloy vd. 1994; Schafer vd. 1995).

Bir diger 6nemli post-translasyonel degisim y-karboksilasyondur. Koagiilasyon
proteinleri olan faktor II, VII, IX ve X, protein C ve protein S karacierde sentezleniyor
ve vitamin K-bagimli y-karboksilaz enzimi tarafindan post-translasyonel modifikasyona
maruz kaliyor. Bu enzim proteinin amino ucunda yerlesen 9-12 glutamik asit kalintisini
y-karboksiglutamik asit kalintisina doniistiiriiyor.

FIX proteininin Gla domaini 10-13 gamma-karboksiglutamik asit kalintisindan
olusuyor ve aktif {i¢ boyutlu konformasyonunun stabilizasyonu ve membran birlesmesi
icin Ca™® ve Mg*? ionlarinin her ikisine de gereksinim duyuyor. Gla domaini bazi1 orta
ve diisiik diizeyde afiniteli Ca*? baglama bolgesine sahiptir (Amphlett vd. 1981). EGF1
ve proteaz domaini ise yiiksek afiniteli Ca* baglama bolgesine sahiptir (Rao vd. 1995).
Bu domainlere Ca"™®nun baglanmas1 FIX’min biyolojik &zelliklerine katki sagliyor
(Freedman vd. 1995). Metal ionlarinin yoklugunda Gla domaininin yapis1 yiiksek
derecede bozuluyor, bu da metal ionlarinin yapisal stabilizasyon i¢in 6nemli oldugunun
kanitidir. Kalsiyum ionlarinin varliginda Gla domaini (kalsiyum ionlart 5 ve 6; Gla
kalintilart 17 ve 21) fosfolipid membran iizerindeki fosfotidilserinin serin grubu ile
etkilesime geciyor (Mingdong vd. 2004).
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Sekil 2.3. FIX proteininin Gla domaini: FIX’nin yiizeyinde yerlesen ii¢ tane Mg** (Mg
g I\/Ig'7, and Mg's) ionlarimin her biri su molekiilleri ile bipiramidal koordinasyona
sahiptir. Mg*? serbest kosullarda Mg®, Mg~ ve Mg® ionlar1 Ca** ionlan ile yer
degistirerek ion ve oksijen atomu arasindaki bag 2.11°den 2.34 A’a uzuyor. Mesafedeki
kiiglik degisiklik FIX’ nin dort derecelik rotasyonuna neden oluyor (Yasuo vd. 2003).
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Sekil 2.4. FIX’nin ylizeyinde yerlesen Mg+2 jonlarimin Ca*? ionlari ile yer degistirmesi
ve FIX’nin dort derecelik rotasyonu.

Fizyolojik koagiilasyon sirasinda FIX’nin aktivatorlerinden bir tanesi
FVl1la/doku faktorii (TF) kompleksidir. Bu reaksiyonda Gla ve EGF1 domainleri TF ile
etkilesime geciyor.

Sekil 2.5. TF/FVIla ile FIX kompleksi arasindaki etkilesimin ¢izimi: TF (sitoplazmik
kuyrugu yok)-yesil; FVIIa’nin agir zinciri (proteaz domain)-kirmizi; hafif zincir (Gla,
EGF1, EGF2)-sari; FIX’nin agir zinciri (proteaz domain)-beyaz; hafif zincir (Gla,
EGF1, EGF2)-mor renkle gosterilmistir. FVIIa’a baglanmis Ca*? ionlar yesilimsi-mavi
renkte; FIX’a bagli olanlar ise turuncu renkte gosterilmistir. Bu modele (Chen vd. 2002)
gore FIX’nin Gla ve EGF1 domainlerinin ikisi de TF’e baglaniyor. FIX nin aktivasyon
peptid segmenti FVIIa’nin aktif bolgesindeki proteoliz reaksiyonu igin hazirdir. FIXa;
platelet yiizeyinde FVIIla ile FIX birlestiginde olusuyor ve daha sonra koagiilasyon
kaskadinda FIX’1 aktivite ederek FIXa’a doniistiiriiyor. Bu birlesmede EGF2 ve FIXa
FVIlla’a baglanma spesifitesi gosteriyor (Amy vd. 2003). Koagiilasyonun baglamasinda
yer alan 6nemli proteinler: TF, FVIla, FIX ve FX (Hockin vd. 2002).
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Sekil 2.6. Koagiilasyonun mekanizmasi: Koagiilasyon kanin TF’e maruz kalmasiyla
basliyor ve TF ve FVII/FVIIa arasinda Ca*® bagimh kompleks olusuyor. Bu kompleks
FX’1 aktive ediyor. Baslangic FX, TF/FVIla kompleksi sayesinde direkt olarak aktive
edilerek olusuyor ve bu sayede kiigiik trombin molekiilleri olusarak FXa ve FIXa’nin
platelet yiizeyinde birlesmesini saglayan FVIII ve FV’nin aktivasyonuna neden
oluyorlar (Hoffman vd. 1995). FX’nin direkt aktivasyonu TFPI tarafindan hizlica
durduruluyor ve FXa’nin dolayli yoldan olusumu FIX araciligiyla gergeklesiyor ve bu
stire¢ etkili koagiilasyonun devamlilig1 i¢in dnemlidir (Bajaj vd. 2001). (Ca, kalsiyum;
F, faktor; PL, platelet fosfolipit membran; II, protrombin; Ila, trombin; TF, doku
faktorii; TFPI, doku faktor yolak inhibitorii) (Amy vd. 2003).

FIX proteininin aktivasyon siireci FIX’da Argl45-Alal46 ve Argl80-Vall181
baglarinin proteolitik kesilmesi ve bunun sonucu olarak 35 amino asitten olusan
aktivasyon peptidinin ayrilmasindan ibarettir (Di Scipio vd. 1978). Olusan FIXa N-
terminal 18 kDa hafif zincir (1-145 a.a), C-terminal 28 kDa agir zincir (181-415 a.a) ve
onlar1 bir arada tutan tekli disiilfit bagindan olusmaktadir. Hafif zincir Gla, EGF1 ve
EGF2 domainlerinden olusuyorken, agir zincir katalidik triad 6zelligi gosteren Ser-365,
His-221 ve Asp-269 amino asitlerinden olusan serin proteaz domainini igeriyor. Gla ve
EGF1 domainlerinin ikisi de FIX/TF/FVIIa {glii kompleksinin olusumu sirasinda
FIX’nin TF’ye baglanmasinda yer aliyor.

Arg-145°teki kesilmenin fizyolojik dnemi FIXa ve onun 6nemli kofaktdrii olan
FVIlla arasindaki baglanma afinitesinin artmasiyla iliskilidir (Lenting vd. 1995). Arg-
145°teki hidroliz aktif bolge Ser-365’1 ¢evreleyen katalitik bolgenin gelisimi i¢in 6nemli
olan yapisal olarak yeniden diizenlenmeye neden oluyor (Lawson vd. 1991). FIXa’nin
EGF1 domainine Ca*® baglanmasi, FVIIIa ile optimal etkilesimi saglamak igin platelet
ylizeyi iizerindeki proteaz ve EGF2 domainlerinin dogru sekilde yerlesimine neden olan
yapisal elementler sagliyor (Mathur vd. 1997).

Sonug olarak, insan Faktor IX proteini tek zincir glikoproteini olarak kanda
sirkiile oluyor. In vitro aktivasyonla Faktor IX disiilfit bagli agir ve hafif zincir ve
aktivasyon peptidi olarak parcalaniyor. Insan Faktdr IX proteini koagiilasyon
mekanizmasmin i¢ yolaginda yer alan 57 kDa molekiiler agirhiga sahip tek zincir
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glikoproteinidir ve yolakta kalsiyum gerektiren reaksiyon olan aktive olmus Faktor XI
(Faktor XIa) vasitasiyla aktive oluyor. Faktor Xla ile aktivasyon siiresince aktif enzim
olan Faktor [Xa olusuyor. Faktor 1Xa distilfit bagl agir ve hafif zincir ve disiilfit bagh
olmayan karbohidrat zengin aktivasyon peptidinden olusuyor (David vd. 1984).

2.3. Hemofilia B Tedavi Yaklasimlari

Kan hastaliklariin tedavisinde 6nemli olan rekombinant kan proteinlerinin
viicut dolasiminda yar1 dmriinii uzatmaktir.

Polietilen glikol (PEG) polimerlerinin terapotik ajanlara serbest sistein kalintilar
tizerinden kovalent olarak baglanmasi rekombinant FIX proteininin yar1 Omriini
uzatmakta umut vaad edici yaklasimlardan birisi olmustur (Coyle vd. 2014; Tiede vd.
2013; Negrier vd. 2011). Diger metot ise IgG’nin kristalize edilebilir fragmentinin
fizyonudur. 2014’te Fc flizyon teknolojisini kullanarak iiretilen Alproliks FDA
tarafindan Hemofilia B hastaliginin tedavisinde kullanilmak iizere onaylanan ilk
biyolojik olarak tasarlanmis rekombinant FIX’dir (Peyvandi vd. 2016). Albiimin fiizyon
teknolojisi, rekombinant FIX’nin yari Omriiniin uzatilmasinda kullanilan bir diger
yontemdir. Albiimin insan plazmasinda en bol bulunan proteindir ve yar1 Omriiniin
uzunlugu ~3 haftadir (Powell vd. 2013). FIX ile albiiminin birlesmesiyle olusan yeni
rekombinant fiizyon proteini (rIX-FP, Idelvion) 5 kat gelisme gosterdi yani, yar1 dmrii
92 saat oldu. rIX-FP proteini markete sunulan FIX iriinlerinden farmakokinetik profil
olarak gelisme gosterdi (Powell vd. 2014). Faz III ¢alismalar1 rIX-FP hemofilia B
hastalarinda kanamanin tedavi edilmesi ve Onlenmesi i¢in giivenli ve etkilidir
(Santagostino vd. 2012; Martinowitz vd. 2015).

Diger onemli tedavi yaklasimlarindan birisi de insan FIX proteininin
rekombinant ekspresyon sistemlerinde iiretilmesidir. Simdiye kadar iiretim memeli
hiicre kiiltiiriinde denenmis ve basarili olunmustur. Ancak diger ekspresyon
sistemlerinden daha ¢ok avantaja sahip olan ekspresyon sistemi bitkilerdir. Bu
calismanin 6zgiinliigli insan FIX proteininin bitki ekspresyon sisteminde iiretilmeye
calisiimasidir.

2.4. Bitkide Rekombinant Protein Uretimi

Bitkiler tretim sistemleri olarak hayvan patojenlerinin kontaminasyonu
bakimindan giivenilir olmalari, yiiksek iiretim kapasitesi ve nispeten diigiik yatirim
gerektirmesi gibi bazi avantajlara sahiptir. Bugiine kadar rekombinant proteinlerin
bitkilerde iiretimi igin niiklear transformasyon, kloroplast transformasyonu ve bitki
RNA viral vektorleri ile enfeksiyon yontemleri kullaniliyordu. Bu yontemle iiretilen
proteinler hayvan modellerinde test edildiginde bazi bitkide iiretilen antijenlerin koruma
i¢in hiicresel immiin yanitinin gergeklesmesi olduk¢a zordu.

Bitki temelli gecici ekspresyon sistemi asi antijenleri, terapdtik proteinler,
antibodiler ve endiistriyel enzimler dahil ¢esitli rekombinant proteinlerin iiretimi i¢in
umut vaad edici teknolojidir. Bu sistemler diger ekspresyon sistemlerine kiyasla {istiin
yararlar sunmaktadir; hizli {retim gizelgesi, disik maliyet girdisi, yiiksek
Olgeklenebilirlik, yiiksek tiretim kapasitesi ve higbir memeli patojenlerini igermemeleri.
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[laveten bitkiler N-glikolizasyonun islevsel aktiviteleri i¢in énemli oldugu
memeli proteinleri dahil ¢ogu glikozillenmis proteinlerin ekspresyonu igin yararl bir
teknik olan N-bagli gikolizasyon gibi Okaryotik post-translasyonel modifikasyonlara
sahiptir. Hedef proteinin bitkide tiretilmesi iki temel stratejiyle gergeklesiyor; transgenik
ve transient ekspresyon. Transgenik sistemde, hedef gen bitki niiklear genomuna veya
kloroplast genomuna birlesiyor (Daniell 2006; Franken vd. 1997). Transient ekspresyon
sisteminde ise, hedef geni tasiyan genetik olarak tasarlanmis bitki virtisleri bitkiye dahil
oluyor ve rekombinant protein bitki konak genomuna dahil olmadan eksprese oluyor.
Transient ekspresyon stabil transformasyona kiyasla ¢esitli avantajlara sahiptir; zaman
acisindan verimli olmasi, hedef proteinin yiiksek ekspresyonu, sistemin dlgeklenebilir
ve istikrarli olmasi, daha az ¢evresel hasarla tiretim olanag1 (Yusibov vd. 2010).

2.5.  N-ve O- Glikolizasyon Mekanizmalari

Genellikle cogu terapotik protein bioaktiviteleri, farmakokinetikleri, stabiliteleri
ve ¢ozinirliikleri i¢in en azindan proteolitik kesilme ve glikolizasyona gereksinim
duyuyor.

Cogu bitki proteini salgi yolaklarinda preprotein olarak sentezleniyor. Diger
okaryotik hiicrelerde oldugu gibi bitki hiicresinde de proteinler salgi yolaklarina amino
terminal sinyal peptidiyle yonlendiriliyor. Sinyal peptidleri kesildikten sonra proteinler
ER liimenine salintyor. Artik protein dogru bir sekilde katlanabiliyor veya
birlesebiliyor. Cogu protein ER liimenini proprotein olarak terk ediyor ve proprotein
proteinin salg1 yolaginda proteolitik olgunlagmasi sirasinda kaybolacak polipeptidler
igeriyor. Karbohidratlarin polipeptid zincire baglanmasi proteinin termal denatiirasyona
dayaniklilik, proteolitik parcalanmadan korunmasi ve ¢dziiniirliigii gibi fizikokimyasal
ozelliklerini kuvvetli bir sekilde etkiliyor (Gomord vd. 2004). Ayni1 zamanda proteinin
immiinogenetik 6zelligi, spesifik aktivitesi ve ligand-reseptor etkilesimi gibi onemli
biyolojik islevlerini de degistirebiliyor. Glikoprotein salgi yolagi boyunca tasinirken
Asparajine N-bagli oligosakkarit, ER ve Golgi cisimciginde seker ilavesi veya kesilme
stireclerini iceren bazi protein olgunlagsma reaksiyonlarina maruz kaliyor. Bitki ve
memeli N-glikan olgunlagmalarindaki temel farklilik; memelilerde Golgi cisimciginde o
(1,6)-bagl fukoz kalintilar1 ve terminal sialik asit olusurken, bitkilerde B (1,2) ksiloz ve
a (1,3) fukoz dallanmasi olusuyor. N-bagh glikolizasyon bazi 6karyotik proteinlerin
katlanmasi i¢in 6nemli degisimdir.

Swiss-Prot veribankasinda biofarmasdtik olarak kabul edilen okaryotik
proteinlerin %50’den ¢ogu glikoproteinlerdir (Apweiler vd. 1999). Karbohidratlarin
proteinlere baglanmasi iki farkli kategoride siniflandiriliyor: N-Glikanlar, protein
zincirinde Asn’nin amid grubuna baglanir ve O-Glikanlar, Ser, Thr, hidroksilizin veya
hidroksiprolin ~ (Hyp)  kalintilarina  baglaniyor. ~ N-glikolizasyon  ipid-bagl
oligosakkaritlerin yeni olugsmus polipeptidlere es—translasyon veya translasyon sonrasi
transferi olacak sekilde endoplazmik retikulumda (ER) gerceklesiyor. O-Glikanlar
endoplazmik retikulum (ER) ve golgi cisimciginde katlanmis proteinlere
monosakkaritlerin transferi asamasinda sentezleniyorlar. Antibodiler, kan proteinleri ve
interferonlar gibi ¢ogu terapdtik glikoproteinlerin - biyolojik aktivitesi onlarin
glikolizasyon durumuna baglidir ve bu neden biofarmasétiklerin heterolog ekspresyon
sisteminde glikolizasyon yetenekleriyle birlikte tiretilmesi durumunu agikliyor (Gomord
vd. 2004).
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Sekil 2.7. Bitki ve memeli glikoproteinlerinde yaygin olarak bulunan glikan yap1 ve
baglarinin gesitleri (Gomord vd. 2004).

Memeli glikoproteinleri  transgenik  bitkilerde eksprese olduklarinda
glikozilleniyorlar. Bitkiler insan kaynakli biofarmasdtiklerin = glikolizasyonunda
yetersizdir. Bu nedenle son donemlerde insan kaynakli biofarmasdétiklerin bitkide
iiretimi zamani N-glikolizasyon noktalarinda optimizasyon ile degisim yapiliyor.
Bitkilerde N-glikolizasyonun dizayni sirasinda farkli stratejiler uygulanabiliyor. En
mantikli strateji immunojenik glikanlarin bitkide iretilecek farmasdotiklere ilavesini
engellemektir. Bunun igin protein ER igerisinde depolanmali ve immunojenik
glikopeptidlerin eklendigi, Golgi sisternasina gecisi engellenmelidir. Bu nedenle
proteinin karboksi terminaline KDEL dizisi ekleniyor. Bu sayede proteinin
immunojenik aktvisitesini distirecek yliksek mannoz tipi N-glikanlarin proteine
eklenmesi engellenmis olucaktir. Bir diger Onemli strateji ise Golgi glikozil
transferazlarin ~ inhibisyonudur. o  (1,3)-fukoziltransferaz  ve B (1,2)-
ksiloziltransferazlarin genlerinin susturulmasi proteinin bitkiye spesifik glikoepitoplar
olmadan iretimini sagliyor (Koprinovova vd. 2003). Bir diger cazip strateji ise
bitkilerde bitki N-glikanlarin1 memeli glikoziltransferazlarin1 eksprese edecek sekilde
tasarlamaktir. Heterolog glikoziltransferazlarin etkili bir sekilde ekspresyonu Golgide
insan P (1,4)-galaktoziltransferazin katalitik domainine Arabidopsis Thaliana B (1,2)-
ksiloziltransferazin hedeflenmesinden sorumlu dizinin fiizyonu ile basarilmistir (Bakker

vd. 2003).

Hedef proteinlerin dogal dizilerini, konformasyonlarini ve biyolojik
aktivitelerini koruyorken, onlar1 bitkilerde glikolize olmayan formda iiretmek igin
onemli stratejilerden bir tanesi bu proteinleri bakteriyal peptid-N-glikozidaz F (PNGase
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F) ve Endo-B-N-asetilglukozaminidaz (EC3.2.1.96, Endo H) enzimleri ile enzimatik
deglikolizasyona ugratmaktir.

Endo-B-N-asetilglukozaminidaz H (Endo H, EC 3.2.1.96) Streptomyces plicatus
ve bazi diger Streptomyces tiirlerinden salgilanan glikohidrolazdir (Tarentino vd. 1976).
Bu enzim oligosakkaritlerin N-asetilglukozamin ¢ekirdeklerinin B-1,4-glikozidik bagini
kesiyor ve glikoproteinin asparajin kalintisina bagli bir N-asetilgitobiozu uzaklastirtyor
(Trimble vd. 1978; Muramatsu 1971). Enzim yalnizca hibrid ve yiiksek mannoz tipli N-
glikan yan zincirlerini uzaklastirabiliyor (Maley vd. 1989). Endo H glikoproteinlerin ve
onlarin 6ncii molekiillerinin islev ve yapilarinin arastirilmasi i¢in miikemmel bir aragtir.
Bir glikoproteinin Endo H enzimine olan hassasligi o molekiiliin veya molekiiliin
fonksiyonel gruplarmin glikan igeriginin belirlenmesine yardimect olur (Frisch vd.
2013). Glikopeptidaz F (PNGase F) ve Endo H gibi glikohidrolazlar glikoproteinlerden
N-glikan yan zincirlerini uzaklastiriyor (Lisowska vd. 2012).
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Sekil 2.8. Endo H ve PNGase F enzim kesimlerinin sematik gosterimi. PNGase F (in
vivo veya in vitro deglikolizasyon) deglikolize proteinin glikolizasyon bslgesinde (N-X-
S/T) asparajinin aspartata deamidasyonu nedeniyle amino asit degisimine neden oluyor.
Endo-p-N-asetilglukozaminidaz H (EC 3.2.1.96, Endo H) deamidasyona neden
olmaksizin asparajine bagli tek N-asetil-D-glukozamin kalintisini  (GlcNAc)
uzaklastirtyor. Bu enzim hem yiiksek mannoz hem de hibrid N-glikanlar1 kesebiliyor
buna ragmen asparajin bagli glikoproteinlerden kompleks N-bagli glikanlar1 kesemiyor
(Mamedov vd. 2017).
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3. MATERYAL VE METOT
3.1.  Genlerin Tasarlanmasi ve Kodon Optimizasyonu

Endo H geni N.benthamiana bitkisinde anlatimi yapilacak sekilde kodon
optimizasyonu ile tasarlandi ve GENEART AG (Thermo Fisher Scientific) sirketi
tarafindan sentezlendi. N.Benthamiana bitkisinde anlatim yapabilmesi i¢in Endo H
geninin sinyal peptid dizisi (1-42 a.a) Nicotiana tabacum N-terminal tiitiin
patogeneziyle iliskili protein la (PR-1a) sinyal peptid
(MGFVLFSQLPSFLLVSTLLLFLVISHSCRA, protein sekresyonu siiresince kesiliyor)
dizisi ile yer degistirildi. Ilaveten C-terminal FLAG epitopu kodlama dizisi
(DYKDDDDK) ve endoplazmik retikulum tutum sinyali olan KDEL igeriyor. PNGase
F N.benthamiana bitkisinde anlatimi1 yapilacak sekilde kodon optimizasyonu ile
tasarlandi ve Integrated DNA Technologies (IDT) sirketi tarafindan sentezlendi.
N.benthamiana bitkisinde {iretilebilmek igin optimize edilen gen boélgeleri ilaveten C-
terminal FLAG epitopu kodlama dizisi (DYKDDDDK) ve endoplazmik retikulum
tutum sinyali olan KDEL igeriyor. Furin geni N.benthamiana bitkisinde anlatimi
yapilacak sekilde kodon optimizasyonu ile tasarlandi ve satin alindi. FIX geni
N.benthamiana bitkisinde anlatimi yapilacak sekilde kodon optimizasyonu ile tasarlandi
ve sentezlendi. N.benthamiana bitkisinde iiretebilmek icin optimize edilen gen bolgeleri
N-terminal tiitin ~ patogeneziyle iligkili ~ protein la  sinyal dizisi
(MGFVLFSQLPSFLLVSTLLLFLVISHSCRA, protein sekresyonu siiresince kesiliyor)
ve C-terminal ¢oklu histidin afinite piirifikasyon etiketi (6xHIS-CAT CAC CAT CAC
CAC CAT) ve endoplazmik retikulum tutunma sinyali olan KDEL dizisi igeriyor.

3.2.  Genlerin Klonlanmasi ve Birlikte Ekspresyonu

Genleri uglarinda Agel/Xhol kesim bolgelerini igerecek sekilde tasiyan plazmid
vektorleri satin alindi. Plazmid vektorler icinde korunan kalip DNA’lar, uygun
restriksiyon enzimleri yardimiyla kesilip ¢ikarildi. Kalip DNA fragmentleri, %1°lik
agaroz jellerde yiritiiliip plazmid vektérden ayristirildiktan sonra jelden uygun kitler
kullanilarak izole edildi. Gen bdlgeleri ayni kesim bolgelerine sahip olacak sekilde
sentezlenmis uygun ekspresyon vektorlerine klonlandi. FIX poretininin Endo H,
PNGase F, Furin ve VKD-GC genleri ile uygun oranlarda ko-ekspresyonu saglanip in
vivo ortamda iiretimleri saglandi. FIX genini satin alinan vektdrden uzaklagtirmak igin,
40uL ornek tizerine 8 pL yiikleme boyasi (Thermo Scientific 6x, Katalog No: R0611)
eklendi. GeneRuler 1kb DNA Ladder (Thermo Scientific) ile birlikte jele yiiklenerek
110V 1.5 saat yiiriitiilerek 1.8 kb boyutundaki bant bistiiri yardimiyla jelden kesilerek,
tiretici firmanin (Zymoclean Gel DNA Recovery Kit, Katalog No: D4007) 6nermis
oldugu protokol kullanilarak jelden geri kazanim gergeklestirildi. Geri kazanim sonrasi
1 uL ornegin lizerine 9 pL. DNAaz/RNAaz/Poteaz igermeyen su ve 2 pL yiikleme
boyast (Thermo Scientific 6x, Katalog No: R0611) eklenerek GeneRuler 1 kb DNA
Ladder ile birlikte jele yiikleme yapilir. Genin boyutuna bakarak dogrulugu
belirlendikten sonra modifiye edilmis pGREEN vektorii, FIX, Furin, VKD-GC
genleriyle; modifiye edilmis pEAQ vektorii (Sainsbury F vd. 2009), FIX geniyle
ligasyona ugratildi. Ligasyon reaksiyonu 0,5 pl modifiye edilmis pGREEN vektorii, 1 pl
FIX geni, 10 pl 2x Ligasyon Tamponu, 8,5 ul DNAaz/RNAaz igermeyen su ve 1 pl
Quick Ligase (NEB, ABD); 0,5 ul modifiye edilmis pEAQ vektorii, 4 ul Furin geni,
10ul 2x Ligasyon Tamponu, 5,5 ul DNAaz/RNAaz icermeyen su ve 1 ul Quick Ligase
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(NEB, ABD); 0,5 ul modifiye edilmis pGREEN vektorii, 1 ul VKD-GC geni, 10 ul 2x
Ligasyon Tamponu, 8,5 pul DNAaz/RNAaz igermeyen su ve 1 pul Quick Ligase (NEB,
ABD); 1 ul modifiye edilmis pEAQ vektori (Sainsbury F vd. 2009), 7 ul FIX geni, 10
ul 2x Ligasyon Tamponu, 5 ul DNAaz/RNAaz icermeyen su ve 1 pl Quick Ligase
(NEB, ABD) 20 dk oda sicakliginda gergeklestirildi. Hemen sonra ligasyon firiinii
plazmid, 1s1 soku metodu kullanilarak, E.coli XL;Blue kompetan hiicrelerine transforme
edildi. Bu metoda gore, ligasyon trtini (21ul) E.coli XL;Blue kompetan hiicrelerinin
(100pl) iizerine eklendi ve buzda 5 dk inkiibe edildi. Sonrasinda karisim 42°C’de su
banyosunda 50 sn bekletildi ve hemen buza aktarilarak 5 dk buzda bekletildi. Ornege,
400 pl LB besiyeri eklendi ve 37°C’de 225 rpm’de 1 saat inkiibe edildi. Sonugta elde
edilen kiiltiirden 2000xg’de 3 dk santrifiij yapilarak 100 pl alinip konsantre olarak
50pg/ml kanamisin igeren LB plakaya yayma yapildi ve 37°C’de bir gece inkiibe edildi.
Yaklasik 24 saat sonra plakalardan koloniler secildi ve 50pg/ml kanamisin igeren 3 ml
LB besiyerine ekilerek 37°C’de bir gece inkiibe edildi. Plazmidler, E.coli XL;Blue
hiicrelerinden Zyppy Plasmid Miniprep Kitiyle (Zymo Resaearch, ABD), iireticinin
tavsiyelerine uygun olarak saflagtirildi. E.coli XL;Blue hiicrelerinden piirifiye edilen
plazmidler (1 ul), rekombinant FIX, FIX + Endo H, FIX + PNGase F, FIX + Furin ve
FIX + Furin +VKD-GC proteinlerini eksprese etmek i¢in, A.tumefaciens AGL; susu
kompetan hiicrelerine (100ul) elektroporasyon yoluyla aktarildi ve BBL medium (10
g/L soy hydrolysate, 5 g/L yeast extract, 5 g/L NaCl, and 50 mg/L kanamaycin)
igerisinde 28°C’de 1 gece ¢alkalamaya birakildi. Modifiye edilmis pEAQ (pEAQ-FIX
ve pEAQ-Furin) ve modifiye edilmis pGREEN (pGREEN-FIX ve pGREEN-VKD-
GC) konstruktlar1 6-7 haftalik N.benthamiana bitkilerine siringa vasitasiyla manuel
olarak infiltre edildi. Modifiye edilmis pEAQ vektorii hem istenen geni hem de
baskilayici1 protein tek bir plazmit araciligiyla eksprese edebildigi i¢in sadece geni
iceren vektorii direkt infiltre etmek yeterlidir. Modifiye edilmis pGREEN vektorii
baskilayici protein icermedigi i¢in bitki immiin baskilayici protein olarak kullanildi.
FIX proteinini ve FIX varyant formlarin1 in vivo olarak iiretebilmek igin bitki
infiltrasyonu FIX, Endo H, PNGase F, Furin ve VKD-GC proteinlerinin eksprese
edecek A.tumefaciens susu AGL; hiicrelerinin farkli oranlarda (pGREEN-FIX;
PGREEN-FIX (0,5) + pEAQ-Furin (0,5); pGREEN-FIX (0,5) + pEAQ-Furin (0,4) +
pGREEN-VKD-GC (0,1); pPEAQ-FIX (0,9) + pBI-Endo H(0,1); pEAQ —FIX (0,9) +
pBI-PNGase F (0,1)) kullanimiyla gergeklestirildi.

3.3. Rekombinant Hisg Etiketli Faktor IX Varyant Proteinlerinin Saflastirilmasi

Proteinler HisPur™ Ni-NTA resin (Cat. No. 88221, Thermo Fisher Scientific)
kullanilarak immobilize edilmis metal ion afinite kromatografisi (IMAC) yardimiyla
saflagtirildi. Modifiye edilmis pPGREEN vektorii tarafindan tiretilmis FIX, FIX + Furin,
FIX + Furin + VKD-GC igin 5dpi’da (dpi-infiltrasyon sonrast gecen siire) 30 gram
yaprak agirligimmin 3 kat1 kadar 1mM DIECA (Sodyum Dietilditiyokarbamat) i¢eren 20
mM fosfat temelli tamponda homojenize ve ekstrakte edildi. Ekstre 20000xg, 25 dakika,
+4°C’de santrifiigasyon yontemiyle temizlendi. Siipernatant daha 6nceden dengeleyici
tamponla (20 mM sodyum fosfat, 0,3 M NaCl, 10 mM imidazol, pH 7,4) yikanmis
HisTaq kolondan gegirildi. Kolon hacminin 10 kat1 (10CV) kadar dengeleyici tampon
ve gene 10 kat1 (10CV) kadar eliisyon tamponu (20 mM sodyum fosfat, 0,3 M NacCl,
250 mM imidazol, pH 7.4) ile yikandi.
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Modifiye edilmis pEAQ vektorii tarafindan tiretilmis FIX, FIX + Endo H, FIX +
PNGase F i¢in 5 dpi’da 30 gram yaprak agirliginin 3 kati1 kadar ImM DIECA (Sodyum
Dietilditiyokarbamat) igeren 50 mM fosfat temelli tamponda homojenize ve ekstrakte
edildi. Ekstre 20000xg, 25 dakika, +4 °C’de santrifiigasyon yontemiyle temizlendi.
Siipernatant daha onceden dengeleyici tamponla (50 mM sodyum fosfat, 0,5 M NacCl,
20 mM imidazol, pH 7,4) yikannmis HisTaq kolondan gegirildi. Kolon hacminin 10 kat1
(10CV) kadar dengeleyici tampon ve gene 10 kat1 (10CV) kadar eliisyon tamponu (20
mM sodyum fosfat, 0,5 M NaCl, 300 mM imidazol, pH 7,4) ile yikandi. Eliisyon
sonrasi piirifiye edilmis proteinleri igeren fraksiyonlar tiiplere toplandi ve proteinlerin
molekiiler agirligina uygun olarak secilmis Millipore 10K concentrator yardimiyla
konsantre hale getirildi. Fraksiyonlardaki total protein miktar1 Bradford yontemiyle
tespit edildi. Konsantre edilmis proteinler kullanilincaya kadar -80°C’de saklandi.

3.4. SDS-PAGE ve Western Blot Analizi

Protein Ornekleri (5x Laemli Buffer ile hazirlanmistir) %10 SDS-PAGE
akrilamid jellerde ayrildiktan sonra polivinilidin fluorid membranlara (Millipore,
Billerica, MA) transfer edildi ve membranlar 0.5% I-Block (Applied Biosystems,
Carlsbad, CA) ¢ozeltisi vasitasiyla bloke edildi. Histidin etiketli proteinler saflastirilmis
fare anti-His antikoru (Cat. no. 652502, BioLegend) ile saptandi. Daha sonra
membranlar 1xTBS’le (Tris Tamponlanmis Salin) yikanarak fazla birincil antikorlar
uzaklastirildi ve membran ikincil antikor olarak goat anti-mouse IgG H&L (HRP)’le
(Cat. No. ab98790, Abcam, ABD) inkiibe edildi, devaminda 0.5% I-Block (Applied
Biosystems, Carlsbad, CA) ve 1xTBS’le (Tris Tamponlanmis Salin) yikama yapilarak
baglanmamus ikincil antikorlar uzaklastirildi. Son olarak, kemiluminesans tespit, ECL
western-blotting reaktifleri olan SuperSignal West Pico Stable Peroxide (2,5 ml) ve
Luminol/Enhancer (2,5 ml) soliisyonlar1 (SuperSignal West Pico, Thermo Fisher
Scientific Grand Island, NY) wuygulandi. Fotograflar GeneGnome XRQ
Chemiluminescence goriintiileme sistemi (Syngene Corp, ABD) kullanilarak c¢ekildi.
GeneTools Software yardimiyla protein miktarlart matematiksel olarak hesaplandi.

3.5. Faktér IX Kromogenik Aktivite Ol¢iimleri

Kismen pirifiye edilmis FIX protein varyantlarina ait 6rneklerin enzimatik
aktivitesi tiretici firmanin (BIOPHEN Factor IX Kiti) 6nermis oldugu protokole uygun
sekilde belirlendi. Bu metot oldukga basit, hizli ve hassastir. Ticari olarak tiretilmis
rekombinant FIX proteini aktivite 6l¢iimiinde standart olarak kullanildi ve renk gelisimi
405nm’de absorbans degeri oOlgiilerek belirlendi. Aktivite testinin prensibi (Sekil 2.9)
trombin, fosfolipitler ve kalsiyum Faktor Xla varliginda test edilen 6rnekte bulunan
Faktor 1X'i Faktor [Xa'ya aktive eder. Faktor 1Xa, ayni zamanda trombinle aktive
edilmis faktér VIII: C ve fosfolipitler (PLP'ler), kalsiyum ile birlikte bir enzimatik
kompleks olusturur. Bu kompleks, test sisteminde bulunan Faktor X'y1 Faktor Xa'ya
aktive eder. Bu aktivite, dogrudan testin siirlayic1 faktorii olan Faktor IX miktari ile
ilgilidir. Uretilen Faktér Xa, Faktér Xa kromojenik substrat iizerindeki spesifik
aktivitesi ile orantili olarak oOlgtliir: Faktor Xa, substrati kesiyor ve pNA'y1 serbest
birakiyor. Analiz edilen numunedeki Faktor X miktari ile tiretilen Faktor Xa aktivitesi
arasinda dogrudan bir iliski vardir ve 6lglim substrat molekiilii olan pNA’nin miktari ile
baglantili olarak 405 nm’de olgiiliiyor.
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Ca++
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FVII:C*: Thrombin ile aktive olmus FVIII:C
PLps: Fosfolipidler

Sekil 3.1. Faktor IX kromogenik aktivite testinin temel prensibi.
3.6.  Faktor IX Varyantlarinin Stabilite Degerlendirilmesi

FIX poretini ve onun Endo H ve PNGase F enzimleri ile ko-ekspresyonu
saglanan varyant formlarina ait Ornekler diisiikk baglama kapasiteli polipropilen
Eppendorf tiiplerine aliquot edlildi ve 37°C’ de 1, 4, 8, 16, 24 saat inkiibe edildi.
Inkiibasyondan sonra &rneklere uygun miktarda SDS yiikleme boyas1 eklendikten sonra
Western analizi yapildi. FIX varyantlarinin degredasyonunu hesaplamak amaciyla
Western blot analizindeki her Ornege ait protein bantlari Gene Tools yazilimi
kullanilarak Syngene jel goriintiileme sistemi araciligtyla belirlendi.

3.7.  Deneylerde Kullanilan Soliisyonlarin Hazirlanmasi

e  %1’lik agaroz jel: 0,6 gr agaroz tartilip jel beherine kondu ve iizerine 60 ml
IXxTAE buffer eklendi. Agaroz tamamen ¢ozlinene kadar yaklasik olarak 1 dk
20sn mikrodalga firinda bekletildi. Cozeltinin sicakligi diistiikten sonra 1,2 uL
Etidyum Bromid (EtBr) eklendi. Karisim taraklar1 dnceden yerlestirilmis yatay
elektroforez kiivetine kabarcik kalmadan dokiildi ve jelin polimerlesmesi
beklendi.

e 1M CaCl,:1.47gr CaCl, tartildi ve 10 mL otoklavlanmis ddH,O igerisinde
¢Ozildii.

e 0.1M CaCl,: 1ml 1M CacCl; ¢ozeltisinden alind1 ve 9 ml bidistile suda ¢oziildii
0.1M 10 ml CaCl; hazirland:.
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e 0.1M CaCl; /9015 gliserol: 1mL 1M CaCl;, ¢ozeltisinden alind1 ve 3mL %50
gliserol, 6mL otoklavlanmis ddH,O igerisinde ¢oziildii.

e LB-Broth: 25 gr LB-Broth 1000 ml saf su igerisinde ¢oziildi. 121°C’de 30dk
otoklavlandi.

o  %70’lik alkol: 70 ml etil alkol son hacim 100 ml olacak sekilde bidistile su ile
karigtirildi.

e |I-block: 0,5 gr I-block son hacim 100 ml olacak sekilde 1xTBS igerisinde
manyetik karistirici iizerinde 3-5 saat tamamen ¢oziinlinceye kadar karistirildi.

e %I10’luk SDS: 10 gr Sodyum dodesil siilfat (SDS) ve iizerine 90 ml
otoklavlanmis ddH,O eklenerek tamamen ¢6ziinmesi i¢in birakildi.

e 1xRunning Tamponu: 3,03 gr Tris, 14,3 gr glisin, 10 ml %10 SDS alinarak son
hacim 1000 ml olacak sekilde otoklavlanmis ddH,O igerisinde ¢6ziildii.

e IxTransfer Tamponu: 5,8 gr Tris, 2,93 gr glisin, 370 pL alinarak son hacim
1000 ml olacak sekilde otoklavlanmis ddH,O igerisinde ¢oziildii.

e 5xTBS hazirlanmasi: (20 mM Tris (pH:5,5), 150 mM NaCl) 12,115 gr Tris,
43,88 gr NaCl 800 ml olacak sekilde otoklavlanmis ddH,O igerisinde ¢oziildii.
pH 7,5 olacak sekilde HCI ile ayarlama yapildi ve son hacim otoklavlanmis
ddH,0 ile 1000 m!l’e tamamlandi.

e 1XTBS hazirlanmasi: 200 ml 5xTBS alind1 ve son hacim otoklavlanmis ddH,O
ile 1000 ml’e tamamlanda.

e %I10’luk APS: 60 mg APS tartildi ve son hacim 600 ul olacak sekilde
otoklavlanmis ddH,O igerisinde ¢6ziildii.

e 15M Tris-HCI (pH: 8,8): 92,5 gr Tris tartildi ve 400 ml otoklavlanmigs ddH,O
icerisinde ¢oziildi. pH 6N HCI ile 8,8’e ayarlandiktan sonra son hacim
otoklavlanmis ddH,O ile 500 ml’e tamamlandi.

e 0,5M Tris-HCI (pH: 6,8): 30 gr Tris tartildi ve 400 ml otoklavlanmis ddH,O
igerisinde ¢oziildi. pH 6N HCI ile 6,8’¢ ayarlandiktan sonra son hacim
otoklavlanmis ddH,0O ile 500 ml’e tamamland.

¢  %10’luk Resolving jel (dort jellik): 9,7 ml otoklavlanmis ddH,0, 5 ml %40

Akrilamit-Bis soliisyonu, 5 ml 1,5 M Tris-HCI, 200 uL %10 SDS, 10 pL
TEMED ve 100 pL %10’luk APS eklenerek hazirlandu.
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e %10’luk Stacking jel (dort jellik): 7,95 ml otoklavlanmis ddH,O, 1,25 ml %40
Akrilamit-Biss soliisyonu, 3,15 ml 1,5 M Tris-HCI, 125uL %10 SDS, 12,5uL
TEMED ve 62,5 uL %10’luk APS eklenerek hazirlandi.

e Birincil Antikor (Western Blot 1:500): 20 pL antikor alindi ve 10 ml I-block
icerisinde ¢ozildii.

e Ikincil Antikor (Western Blot 1:2500): 4 uL antikor alindi ve 10 ml I-block
icerisinde ¢ozildii.

e 0,5SM EDTA hazirlanmasi: 14,612 gr EDTA tartildi ve 80 ml otoklavlanmis
ddH0 igerisinde ¢o6ziildii. pH 8’e ayarlandiktan sonra son hacim otoklavlanmis
ddH,0 ile 100 ml’e tamamlanda.

e 50XTAE tampon cozeltisi hazirlanmasi: 242 gr Tris otoklavlanmis 700 ml
ddH-0 igerisinde ¢oziildii. Karistma 100 ml 0,5 M EDTA (pH : 8) ve 57,1 ml
Glasiyal asetik asit eklenerek ¢ozdurildi. pH 8,5-8,6 olacak sekilde
ayarlandiktan sonra son hacim otoklavlanmig ddH,O ile 1000 ml’e tamamlandi.

e IXTAE tampon ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 20 ml 50x TAE tampon
¢Ozeltisinden alinarak son hacim otoklavlanmis ddH,O ile 1000 ml’e
tamamlandi.

e 1M Tris c¢ozeltisinin hazirlanmasi: 12.114 gr Tris tartildt ve 100 mL
otoklavlanmis ddH,O icerisinde ¢6zdiiriildii.

e %0.01 Bromofenol mavi cozeltisinin hazirlanmasi: 100 mg Bromofenol
tartild1 ve 20 mL otoklavlanmis ddH,O ic¢erisinde ¢ozdiiriildii.

e SDS/Western Jel Yiikleme Soliisyonu (5x)-Laemli Bufferin hazirlanmasi: 50
mL falkon icerisine 7.5 mL %25’lik 2-merkaptoetanol kondu. Uzerine 100
mg/20 mL Bromofenol mavi stok ¢ozeltisinden 660 pL ilave edilip karistirild.
Karisima 11.9 mL Gliserol, 1M Tris ¢6zeltisinden 9.375 mL ve 3.333 mL SDS
ilave edilerek pH 6.8’¢ HCI ile ayarlandi. Daha sonra karigim ImL olacak
sekilde tiiplere aliquout edilir. Tipler kullanilmak iizere -20°C’de saklandi.
Protein ornekleri jele yiiklenmeden once hacminin 1/4’i kadar (5x) Laemli
Buffer eklenip kaynatilir.

e SDS jel boyama c¢ozeltisinin (Coomassie staining) hazirlanmasi: 100 ml
Asetik asit, 500 ml metanol ve 1 gr Coomassie Blue R250 son hacim 1000 mL
olacak sekilde otoklavlanmis ddH,O igerisinde ¢oziildii.

e SDS jel boya uzaklastirma cozeltisinin (destaining) hazirlanmasi: 200 ml

metanol ve 100 ml Asetik asit son hacim 1000 mL olacak sekilde otoklavlanmig
ddH.0 igerisinde ¢oziildii.

16



MATERYAL VE METOT I. MUSAYEVA

¢ SYS mediumun hazirlanmasi: 10 gr soyhidrolizat, 5 gr yeast extract ve 5 gr
NaCl 800 ml otoklavlanmis ddH,O igerisinde ¢oziildii. pH 1M KOH veya
NAOH ile 7,0’a ayarlandiktan sonra son hacim otoklavlanmig ddH,O ile 1000
mL’e tamamlandi. 121°C’de 30dk otoklavlandi.

e SOC mediumun hazirlanmasi: 20 gr bactotripton, 5 gr bacto yeast extract, 2
ml 5M NaCl, 2,5ml 1M KCI, 10 ml 1M MgCl,, 10 ml 1M MgSO, 800 ml
otoklavlanmis ddH,O igerisinde ¢oziildiikten sonra son hacim 1000 ml’e
tamamlanarak 121°C’de 30dk otoklavlandi. Cozelti otoklavdan ¢ikarildiktan
sonra sicakligin 50°C’ye kadar diismesi beklendi. Daha sonra steril kabin altinda
20 ml 1M glukoz eklendi ve +4°C’ye birakildi.

¢ MMA mediumun hazirlanmasi: 1,952 gr MES ve 10 ml 1M MgCl, 800 ml
otoklavlanmis ddH,O igerisinde ¢oziildi. pH 1M KOH veya NAOH ile 5,8’¢
ayarlandiktan sonra son hacim otoklavlanmis ddH,O ile 1000 mL’e tamamlandi.
121°C’de 30 dk otoklavlandi.

e Asetosyringene (AS) 100mM stok c¢ozeltisinin hazirlanmasi: 0,3924 gr
Asetosyringene tartildi ve 12 ml %95’1lik etanolda ¢ozdiiriilerek iizerine 8 ml
bidistile su eklenerek son hacim 20 ml’e tamamlandi. 1L MMA i¢in 200ul
Asetosyringene gereklidir.

e 1xPBS tablet c¢ozeltisinin hazirlanmasi: 1 tablet PBS (137 mM NaCl, 2 mM
KCI ve 10 mM fosfat buffer iceriyor) 100 ml otoklavlanmis ddH,O igerisinde
¢Ozildii.

e 1xPBS (protein piirifikasyonu i¢in, 20mM): 15,48 ml 1M Na,HPO, ve 4,52
ml 1M NaH;PO, 800 ml otoklavlanmis ddH,O igerisinde ¢oziildii ve lizerine
17,53 gr NaCl ilave edilip tamamen ¢dzdiiriiliinceye kadar karistirildi. pH 7,4’e
ayarlandiktan sonra son hacim otoklavlanmig ddH,O ile 1000 ml’e tamamlandi.

e 10mM Binding Buffer: 5 ml 100 mM imidazol stok ¢dzeltisinden alindi ve
tizerine 45 ml 50 mM Sodium Fofat (PBS) ilave edilip karistirildi.

e 25 mM Wash Buffer: 12,5 ml 100 mM imidazol stok ¢ozeltisinden alindi1 ve
tizerine 37,5 ml 50 mM Sodium Fofat (PBS) ilave edilip karistirildi.

e 250 mM Elution Buffer: 0,851 gr imidazol tartildi ve tizerine 50 ml 50 mM
Sodium Fofat (PBS) igerisinde ¢oziildii.

e 250 mM NaH;PO4: 6,8995 gr NaH,PO4xH,0 tartildi ve 250 ml otoklavlanmis
ddH;0 igerisinde ¢oziildii.

e 250 mM Na;HPO,: 8,8725 gr Na;HPO, tartildi ve 250 ml otoklavlanmis
ddH.0 igerisinde ¢oziildii.
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e 500 mM NaCl: 29,22 gr NaCl tartildi ve ve 1000 ml otoklavlanmis ddH,O
i¢erisinde ¢Ozildii.

e 50 mM Sodium Fofat (PBS) Piirifikasyon Cozeltisinin Hazirlanmasi: 500
mlotoklavlanmis ddH,O igerisinde 29,22 gr NaCl ¢ozdiiriildii. Karisim igerisine
162 ml 250 mM NayHPO4 soliisyonu eklendi ve karistirildi. pH 7,5 olacak
sekilde 250 mM NaH;PO, kullanilarak ayarlandi ve son hacim 1L’e
tamamlandi. Soliisyon 0,45 pm’lik filtreden gecirelerek steril edildi.

e 100 mM imidazol stok ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 0,3404 gr imidazol tartildi
ve 50 ml 50 mM Sodium Fofat (PBS) i¢erisinde ¢oziildii.

e 20 mM Binding Buffer: 10 ml 100 mM imidazol stok ¢ozeltisinden alindi ve
tizerine 40 ml 50 mM Sodium Fofat (PBS) ilave edilip karistirildi.

e 20 mM Wash Buffer: 10 ml 100 mM imidazol stok ¢ozeltisinden alindi ve
tizerine 40 ml 50 mM Sodium Fofat (PBS) ilave edilip karistirildi.

e 300 mM Elution Buffer: 1,0212 gr imidazol tartildi ve {lizerine 50 ml 50 mM
Sodium Fofat (PBS) igerisinde ¢oziildii.

3.8. Kompetan Hiicre Hazirlanmasi
XL;Blue E.coli kompetan hiicre hazirlanmasi:

1- 100 puL XL;Blue hiicreleri 10 mL LB’ye inokiile edilerek 37°C 1sitmali ¢alkalayicida
1 gece bekletildi.

2- Ertesi giin O.D 6lgiildii. ODgpo=4.12

3-1 giin onceki kiiltiirden 412 pL alinarak 100 mL LB’ye inokule edilerek 37°C 1sitmali
calkalayicida 3 saat ¢alkalamaya birakildi.

4- Ornekler 10 dk buz iizerinde birakildi.

5- 1M CacCl, (1.47 gr CaCl, + 10 mL ddH,0=1M CaCl,) hazirland:.

6- 10 mL 0.1M CacCl; (1M CaCl, + 9 mL ddH,0=0.1M CaCl,) hazirlanarak buz {izerine
birakildi.

7- Hiicreler 50mL falkon igerisine transfer edildi ve 600 rpm, +4°C’de 3 dk
santrifiijlendi. Siipernatant atild1.

8- Pellet iizerine 10 mL soguk 0.1M CaCl; eklenerek pellet ¢ozdiiriildii.

9- Cozdirildiikten sonra karisim 20 dk buz tizerinde bekletildi.

10- 0.1M CaCl,/%15 gliserol hazirlandi.

11- Buz tizerindeki karisimin iizerine 5 mL soguk 0.1M CaCl,/%15 gliserol eklenerek,
invert edilerek karistirildi.

12- 100 pL olacak sekilde 1.5 mL ependorf tiiplere aliqout edilerek -80°C dondurucuya
birakildi.

p-soup iceren Agl; kompetan hiicre hazirlanmasi:

1-100 uL p-soup i¢eren Agls hiicreleri igerisine 15 uL. karbamisilin ve 3 uL rifamisin
eklenmis 5 mL LB’ye inokiile edilerek 28°C 1sitmali ¢alkalayicida 1 gece bekletildi.
2- Ertesi giin O.D 6lgiildii. ODgpp=4.152

3- Hiicreler 50 mL falkon igerisine transfer edildi ve 5 dk buz tizerinde birakildu.
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4- 3000xg +4°C’de 5 dk santrifijjlendi. Siipernatant atildi. Pellet iizerine %10’luk
gliserol eklenerek karigtirildi.

5- 3000xg +4°C’de 5 dk santrifiijlendi. Stipernatant atildi. Pellet tizerine 2,5 ml %10’luk
gliserol eklenerek karigtirildi.

6- 100 uL olacak sekilde 1.5 mL ependorf tiiplere aliqout edilerek -80°C dondurucuya
birakildi.
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4, BULGULAR VE TARTISMA
4.1. Faktor IX Genininin Klonlanmasi

FIX geninin niikleotid dizisi verileri NCBI veri tabaninda mevcuttur. Bu dizilere
dayanarak, FIX geninin kodlama boélgesinin uglarinda Agel ve Xhol kesim bolgesi
iceren vektorler satin alindi. Enzim kesimi ve jelden geri kazanim iglemleri materyal ve
metot’da belirtilen sekilde uygulandi. FIX geninin jelden geri kazanim sonrasi
goriintiisic Sekil 4.1°de gosterilmistir.  Sekilden de goriilebilecegi gibi beklenen
boyuttaki 1,8 kb gen iiriinii elde edildi.

0'GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder,
ready-to-use
lwipRsm %

«— FIX Geni
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Sekil 4.1. FIX geninin jelden geri kazanimi
4.2.  Plazmidlerin Olusturulmasi ve Proteinlerin Heterolog Ekspresyonu

FIX geni varyantlarinin iglevsel bir proteini kodladigini deneysel olarak
kanitlamak amaciyla, genin varyantlarinin kodlama bolgeleri E. coli ekspresyon vektori
modifiye edilmis pGREEN ve pEAQ vektoriine (Sainsbury F vd. 2009) klonland: ve
ekspresyon susu E.coli XL;BLUE’a transforme edildi. pEAQ-FIX plazmidlerinin,
baglanma bdlgeleri olan Agel ve Xhol enzimleriyle kesilmesiyle plazmidlerin dogru
sekilde kuruldugu gosterildi. Rekombinant FIX wvaryantlar1 Aglipsoup kompetan
hiicresinde, fazladan 6 N-bakiyeli terminal uzatmayla (Histidin etiketi), flizyon proteini
olarak eksprese edildi. Beklenen protein boyutlar1 Western blot ve SDS-PAGE
analizleriyle gosterildi.

4.2.1. Rekombinant FIX proteininin iiretimi

FIX geni kodon optimizasyonuyla tasarlandiktan sonra modifiye edilmis pEAQ
vektoriine klonland: ve ekspresyon susu E.coli XL;BLUE’a transforme edildi ve LB
Agar plate’e yayma yontemiyle ekildi. Ertesi giin kolonilerden izole olanlar secildi ve
kanamisin igeren LB sivi besiyerine inokule edildi. Bir sonraki giin Zyppy Plasmid
Miniprep Kitiyle (Zymo Resaearch, ABD), iireticinin tavsiyelerine uygun olarak
plazmid izolasyonu yapildi. Agaroz jele yiikleme yapilarak gergek koloniler secildi
(Sekil 4.2).

20



BULGULAR VE TARTISMA

. MUSAYEVA

PEAQ-FIX
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Sekil 4.2. pEAQ-FIX’in Agel ve Xhol kesim enzimleriyle kesimi: 1) GeneRuler 1kb

DNA Ladder

Isaretlenmis koloniler hem geni (1.8 kb) hem de vektorii (10 kb) tasimaktadir.
Belirlenmis kolonilerden % 90°lik gliserol ile stok hazirlanarak Agli’a transformasyon
asamasina gec¢ilmistir. Agli’a transformasyon sonrasi 5 dpi’da yapraklar toplanarak
materyal ve metot’da belirtildigi gibi ekstraksiyon yapilarak, western analizi yapildi.
Elde edilen bulgular dogrultusunda (Sekil 4.3) 57 kDa boyutundaki FIX proteininin in
Vivo olarak tiretilebildigini gostermis olduk.

FIX Proteini M
- — > P o=
N
— —
kil

60 kDa

Sekil 4.3. pEAQ vektorii tarafindan tiretilmis rekombinant FIX proteinin Western blot
analizi: M: Magic Marker XP Western Protein Standardi (ThermoFisher Scientific).
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4.2.2. Rekombinant FIX + Furin proteininin iiretimi

FIX’nin aktivasyon siireci FIX’da Argl45-Alal46 ve Arg180-Vall81 baglarinin
proteolitik kesilmesi ve bunun sonucu olarak 35 amino asitten olusan aktivasyon
peptidinin ayrilmasindan ibarettir (Di Scipio vd. 1978). Bu siire¢ i¢in gereken enzim
endojen furindir. Furin enzimi serin proteaz ailesinin bir {iyesi olan Vitamin K-bagimli
proteinlerin proteolitik islenme siirecinde kilit rol listlenmektedir. Yapilan bir ¢alismada
furin sitozolik ve trans-membran domainlerinden yoksun olacak sekilde C-
terminalinden 87 a.a uzaklastirillarak 6xHistidin iceren bolge ile degistirildi ve
kisaltilmig versiyonda tiretimi saglandi (Louise vd. 1993). Daha 6nceki bir ¢alismada ise
trans-membran domain icermeyen rekombinant furin iretilmis ve trans-golgi aginda
kalmak yerine hizli bir sekilde slipernatanta salgilandigi tespit edilmistir (Rehemtulla
vd. 1992). Bu nedenle furinin dogru bir sekilde ekpresyonu i¢in trans-membran domaini
kodlayan bolgenin elimine edilmesi gerekmektedir. Bu literatiir bilgisinden yararlanarak
furin enzimi tasarlandi. FIX proteininin proteolitik kesimini saglamak amaciyla furin
enzimi ile ko-ekspresyonunu sagladik ve in vivo iretilebilirligini Western analiziyle
ispatlamis olduk.
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Sekil 4.4. FIX proteininin Furin enzimiyle proteolitik kesiminin Western blot analiziyle
gosterilmesi. M: Magic Marker XP Western Protein Standardi (ThermoFisher
Scientific).

4.2.3. Rekombinant FIX + Furin + VKD-GC proteininin iiretimi

Biz FIX’1 modifiye edilmis proteinler olan Furin ve VKD-GC ile ko-eksprese
ettik. Yukarida gosterildigi gibi bitkide tretilen furinin ekspresyonu Western blot
analiziyle dogrulandi (Sekil 4.4). Bitkide iiretilen furinin aktivitesi daha Once bizim
laboratuvarimizda gosterilmistir. Yani, bitkide iretilen furinin in vivo ve in vitro olarak
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aktivitesi dogrulanmisti. FIX’nin propeptidi, Gla domaininin N-terminal 18 amino
asitlik kismidir. Furin bu 18 amino asitlik kiiciik fragmenti kesip uzaklastirmaktadir.
FIX ile Furin ile kesilmis FIX bantlar1 arasindaki boyut farki ¢ok kiigiik oldugundan,
Western blot analizinde bu farki gormek olduk¢a zordur. Fakat biz hala Western blot
analizinde kiiciik boyut farkini gorebiliyoruz (Sekil 4.4). VKD-GC transmembran
protein oldugu i¢in bitkide iiretilen VKD-GC’nin aktivitesi ve ekspresyonunu
dogrulamak ¢ok zordur. VKD-GC in vitro aktif olmayabilir, aksine in vivo kosullarda
ise aktif olabilir. Buna ragmen, yalniz iiretilen veya Furin veya VKD-GC ile ko-
eksprese edilen FIX proteinlerinin aktiviteleri arasinda kiiciik farklilik ya da herhangi
bir farklilik gézlemleyemedik. Furin veya Furin ve VKD-GC ile birlikte ko-eksprese
edilen FIX proteini insan FIX proteinine kiyasla yaklasik olarak %12’lik goreceli
aktiviteye sahiptir. Bu sonuglar, dolayli olarak bitkide trans-membran domainiyle
birlikte tam uzunlukta iiretilen VKD-GC’nin FIX protein kalitesi iizerinde herhangi bir
etkisinin olmadigin1 gostermektedir ve muhtemelen VKD-GC, N. benthamiana
bitkisinde in vivo aktif degildir. Laboratuvarimizin suanki ¢alisgma konusu olan VKD-
GC’nin islevsel olarak aktif halde bitkide ekspresyonunun gelistirilmesi oldukg¢a
Oonemlidir.

4.2.4. Rekombinant FIX + Endo H ve FIX + PNGase F proteinlerinin iiretimi

Normalde FIX glikoprotein olmadigi halde N. benthamiana bitkisinde
rekombinant iiretimi zamani belirttigimiz olas1 glikolizasyon noktalarinda istenmeyen
bir durum olarak glikolizasyona ugramaktadir. /n vivo FIX iiretimini ve aktivitesini
artirmak icin Endo H ve PNGase F enzimleriyle ko-ekspresyon yapmamin mantikli
olacagi dogrultusunda strateji gelistirdik. Western analizi sonucu Sekil 4.6’da goriildiigii
gibi yaklagik olarak 5 kDa’lik boyutsal eksilme ile FIX proteininin deglikolizasyona
ugradigini deneysel olarak kanitlamis olduk.
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Sekil 4.5. FIX proteininin Endo H ve PNGase F enzimleriyle ko-ekspresyonunun
Western blot analizi. M: Magic Marker XP Western Protein Standardi (Thermo Fisher
Scientific).
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4.3. Rekombinant His6 Etikteli Faktor IX Varyant Proteinlerinin Saflastirilmasi

Rekombinant Faktor IX ve varyant proteinlerinin HisPur™ Ni-NTA rezin (Cat.
No. 88221, Thermo Fisher Scientific) yardimiyla nikel yiiklenmis, immobilize metal
afinite kromotografisi yontemiyle siipernatant fraksiyonundan etkili sekilde piirifiye
edilmesiyle, proteinin yiiksek derecede ¢oziilebilir oldugu goriilmiistiir.

FIX, FIX + Furin ve FIX + Furin + VKD-GC proteinleri IMAC yo6ntemiyle
saflastirildiktan sonra SDS-PAGE ve Western analizi yapilarak degerlendirilmistir.
Saflagtirma sonrasi SDS-PAGE analiziyle kendi proteinimiz disinda bitkide baskin
oranda bulunan kendi proteini olan Rubisco da gozlendigi ve FIX proteininin
boyutununun Rubisconun boyutuna yakin oldugu i¢in western analizi yapilarak
proteinimize spesifik antikorlar araciligiyla deneysel analizini tamamlamis olduk.

A

BSA stansart protein olarak, ug

¢ £ §pEd

H

Sekil 4.6. N. benthamiana bitkisinde iiretilmis rekombinant FIX (A), Furin ile ko-
eksprese edilmis FIX (B) ve Furin ve VKD-GC ile ko-eksprese edilmis FIX (C)

proteinlerinin IMAC kolon piirifikasyonu sonrast SDS-PAGE (Coomassie Blue’yla
boyanmis) analizi.
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Sekil 4.7. N. benthamiana bitkisinde iiretilmis rekombinant FIX, Furin ile ko-eksprese
edilmis FIX, Furin ve VKD-GC ile ko-eksprese edilmis FIX proteinlerinin IMAC kolon
piirifikasyonu sonras1 Western blot analizi. Farkli miktarlardaki Histaq proteini (100,
50, 25 ve 10 ng) pirifiye edilmis orneklerdeki FIX miktarlarinin belirlenmesinde
standart olarak kullanildi.

4.4. Faktor IX Varyantlarimn Stabilite Degerlendirmesi

37°C

24 saat 16 saat 8 saat 4 saat lsaat Baslangic

Glikozillenmis FIX
e mmeSEePpPo@B&®

Glikozillenmis FIX

SelbaaBBBe®

EndoH in vivo deglikozillenmis FIX

SaONBeena®BES e

I PNGaseF in vivo deglikozillenmis FIX

Sekil 4.8. Glikozillenmis ve deglikozillenmis FIX varyant proteinlerinin Western Blot
analizi.

25



BULGULAR VE TARTISMA I. MUSAYEVA

Cizelge 4.1. Saflastirilmis FIX, FIX + Endo H ve FIX+ PNGase F proteinlerinin
stabilite degerlendirilmesi

Protelrller ve . Baslangic 37°C 1 saat 37°C 4 saat 37°C 8 saat 37°C 16 saat 37°C 24 saat
Kayip yiizdeleri
FIX 100% 86.93% 72.08% 69.10% 50.99% 4651%
FIX-Kayip
Protein Yiizdesi 0% 13.07% 27.92% 30.90% 49.01% 53.49%
FIX + Endo H 100% 98.78% 98.55% 98.54% 94.72% 84.91%
FIX+ PNGase F 100% 92.39% 73.88% 69.42% 68.99% 62.59%
FIX+ PNGase F-
Kayip protein 0% 7.61% 26.12% 30.58% 31.01% 37.41%
yiizdesi

Saflastirtlmis pEAQ vektorli tarafindan {retilmis FIX protein orneklerinin
37°C’de belirlenen siirelerde bekletildikten sonra yapilan Western blot analiz
sonuglarmin GeneTools programi yardimiyla baslangi¢ proteine 100 degeri verilerek,
diger proteinlere denk gelen degerler hesaplandi. Bu sonuca gore FIX proteinin yari
omrii 25,80 saattir.

Saflastirtlmis FIX + EndoH protein 6rneklerinin 37°C’de belirlenen siirelerde
bekletildikten sonra yapilan Western blot analiz sonuglarinin GeneTools programi
yardimiyla baslangic proteine 100 degeri verilerek, diger proteinlere denk gelen
degerler hesaplandi. Bu sonuca gore FIX + Endo H proteinin yar1 6mrii 80,57 saattir.

Saflastirilmis FIX + PNGaseF protein orneklerinin 37°C’de belirlenen siirelerde
bekletildikten sonra yapilan Western blot analiz sonuglarinin GeneTools programi
yardimiyla baslangic proteine 100 degeri verilerek, diger proteinlere denk gelen
degerler hesaplandi. Bu sonuca gore FIX + PNGase F proteinin yar1 6mrii 37,99 saattir.

4.5. Faktor IX Varyantlarinin Kromogenik Aktivite Degerlendirmesi

Faktor IX varyant proteinlerinin Bradford analizine gore protein miktarlar
belirlendikten sonra kromogenik aktivite degerlendirilmesi yapilarak bulunan absorbans
degeriyle insan FIX standart proteiniyle kiyaslanarak goreceli olarak aktivite yiizdesi
belirlendi.

26



BULGULAR VE TARTISMA I. MUSAYEVA

Cizelge 4.2. FIX varyant proteinlerinin insan FIX proteinine gore goreceli aktivite
lizdesi
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Insan FIX,pozitif Bitki tiretimi FIX Bitki tiretimi Bitki tiretimi Bitki tiretimi Bitki tretimi
kontrol FIX, Furinleko-  FIX, Furin + VKD-GC FIX, Endo H ile le ko- FIX, PNGase File le
eksprese uretilmis  ile le ko-eksprese  eksprese Uretilmis ko-eksprese
uretilmis dretilmis

Elde edilen bulguya gore FIX varyantlari igerisinde insan FIX proteinine kiyasla
en yiiksek goreceli kromogenik aktivite degerini FIX + Furin vermektedir. Furin
enziminin kromogenik aktivite degerleri 6lgiit alindiginda FIX proteininin aktivasyonu
icin gerekli olan proteolitik kesimi sagladigi ve FIX proteininin hem in vivo hem de in
vitro aktivitesi tizerine artirict etki gosterdigi gozlemlenmistir.
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S. SONUC

Faktor IX kan koagiilasyon yolaginin i¢ ve dis yolaginda dnemli rol oynayan 55
kDa agirliginda, tek zincirli, vitamin K-bagimli plazma zimojenidir. Bu ¢aligmada biz

N. benthamiana bitkisinde insan FIX varyantlarinin kodon optimize ettik, klonladik,
eksprese ettik, iirettik ve islevsel aktivitelerini degerlendirdik. Insan FIX proteini
bitkisinde yalniz veya modifiye edilmis enzimler, VKD-GC ve Furin ile birlikte {iretildi.

Bitkide tretilmis FIX varyantlart IMAC kolon kullanilarak kismen piirifiye
edildi ve kiyaslamali enzimatik aktiviteleri hesaplandi. Bitkide {iiretilmis ve kismen
purifiye edilmis FIX varyantlarinin aktivitesi kromogenik yontemle belirlendi. Biz
bitkide iiretilen FIX’nin insan FIX’a kiyasla %10 goreceli aktiviteye sahip oldugunu
belirledik. Buna ragmen, yalniz iretilen veya Furin veya VKD-GC ile ko-eksprese
edilen FIX proteinlerinin aktiviteleri arasinda kiigiik farklilik ya da herhangi bir farklilik
gozlemleyemedik. Furin veya Furin ve VKD-GC ile birlikte ko-eksprese edilen FIX
proteininin insan FIX proteinine kiyasla yaklasik olarak %12°1lik goreceli aktiviteye
sahip oldugunu go6zlemledik. Bu sonuglar, dolayli olarak bitkide trans-membran
domainiyle birlikte tam uzunlukta iiretilen VKD-GC’nin FIX protein kalitesi lizerinde
herhangi bir etkisinin olmadigin1 gostermektedir ve muhtemelen VKD-GC, N.
benthamiana bitkisinde in vivo aktif degildir.

Biz ayn1 zamanda N. benthamiana bitkisinde FIX’nin deglikozillenmis varyant
formlarm tirettik ve spesifik bitki glikozilasyonunun FIX stabilite ve aktivitesi lizerinde
olan etkisini gozlemledik ki, her ikisi de protein katlanmasiyla baglantilidir.
Rekombinant proteinlerin  glikolizasyonu enzim aktivitesi, protein stabilitesi,
farmakokinetik ve immiinojenesiteyi etkiledigi i¢in olduk¢a 6nemlidir (Varki vd. 1999).
Insan Faktdr IX zimojeni olast N-glikolizasyon bdlgeleri olarak aktivasyon peptidinde
(11 kDa, amino asitler 146-180), Asn-157 ve Asn-167 noktalarina sahiptir ve bu bolge
FXla veya FVlla doku faktorii tarafindan proteolitik olarak kesilip, uzaklagtiriliyor
(Kurachi vd. 1982). Kan koagiilasyonunun i¢ yolaginda Faktor IX’ nin, FXIa tarafindan
Faktor [Xa’ya aktivasyonu sirasinda, 11 kDa’lik aktivasyon peptidi, bahsi gegen iki N-
glikolizasyon bdlgeleri arasindaki peptid bagin kesilmesiyle Faktor IX molekiiliinden
uzaklastiriliyor. FIX’nin bitkide tiretilmis glikozillenmis ve in vivo deglikozillenmis
formlarinin  stabilitesi 37°C’de 24 saatlik inkiibasyondan sonra Dbelirlendi.
Glikozillenmis FIX’nin (%50’nin kalma siiresi), PNGase F in vivo deglikozillenmis ve
Endo H in vivo deglikozillenmis formlarinin in vitro yar1 dmrii Western blot analiziyle
protein bantlar1 analiz edilerek, sirasiyla 25.80, 37.99 ve 80.57 saat olarak hesaplandi.
Bu sonuglar FIX’nin bitkide tiretilmis Endo H in vivo deglikolize formunun glikolize
FIX ve PNGase F in vivo deglikolize formuna kiyasla yiiksek sicaklikta daha stabil
oldugunu gosterdi. Sunu da belirtelim Ki, insan plazmasinda Faktor IX’nin
konsantrasyonu 2.5-5 ug/ml arasinda degismektedir ve yar1 omrii yaklasik olarak 24
saattir. Bizim sonuglarimiz FIX’nin bitkide iiretilmis Endo H in vivo deglikolize
formunun glikolize FIX ve PNGase F in vivo deglikolize formuna kiyasla yiiksek
sicaklikta daha stabil oldugunu gosterdi. Ilaveten, Endo H deglikozillenmis varyantin
aktivitesinin ayn1 proteininin glikozillenmis veya PNGase F deglikozillenmis
formlarinkinden birazcik daha fazladir. Bu sonuglar dolayli olarak, bitkide {iretilen
FIX’nin protein katlanmasi iizerinde bitkiye spesifik glikolizasyonun etkisinin oldugunu
gostermektedir.
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Ozetle, bitkide iiretilen FIX’nin insan FI1X’a kiyasla %10-12 goreceli aktiviteye
sahip olmasina ragmen bitki ekspresyon sistemi hizli, giivenli (patojen igermemesi) ve
maliyet acisindan uygun olmasi nedeniyle bu sekilde bitkide iiretilen FIX ¢ogu
uygulamada kullanilabilir. Ornegin, savas sirasinda Ozellikle askeri personellerin
yaralanmasi1 durumunda kanamayir durdurmak i¢in FIX pedlerin yapiminda c¢ok
kullanish olacaktir.
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