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OZET

N. benthamiana’da URETILMIS INSAN FIX’nin HAFIF ve AGIR
ZINCIRLERININ TASARLANMASI, URETIiMi ve KARAKTERIZASYONU

Rabia AKCORA
Yuksek Lisans Tezi, Tarimsal Biyoteknoloji Anabilim Dah
Damisman: Prof. Dr. Tarlan MAMMEDOV
Haziran 2019; 36 sayfa

Hemofili B kandaki faktor IX proteini eksikligine neden olan X kromozomu
mutasyonunun neden oldugu kalitsal bir hastaliktir. Faktor IX proteini aktive olmak igin
iki asamal1 proteolitik kesime maruz kalmaktadir. Argl145 bélgesinde ki kesilme ile iki
zincirli inaktif FIXa olusur. Bu islemin ardindan Arg180 bdlgesinde hidroliz meydana
gelir ve hafif zincir (LC) iceren N-terminal ile agir zincir (HC) igeren C-terminal
arasinda disiilfit baglar olusarak aktif proteaz FaktOr 1Xab meydana gelir. Aktif Faktor
IX, dort yapisal domain icerir: N-terminustan baslayarak y-karboksiglutamik asit (Gla)
domaini, iki tane epidermal buyiume faktor-benzeri domain ve son olarak proteolitik
domainidir. Halen, hemofili B'li hastalar ya insan kanindan plazmada FIX elde edilerek
ya da CHO (Cin hamsteri yumurtalik) hiicrelerinde iiretilen rekombinant FIX'le tedavi
edilmektedir. Bununla birlikte, bu sistem son derece pahali ve 6lgeklendirilmesi zor bir
sistemdir. Bitki ifade sistemi ise umut verici bir ifade yontemi olmustur ve diger ifade
sistemlerine kiyasla birtakim avantajlara sahiptir. Bu ¢alismanin amaci, in vivo olarak
baglanmast mimkun olmak (zere bitkide gecici gen ekspresyon sistemi kullanilarak
faktor 1X’un hafif ve agir zincir domainlerinin tiretimini denemektir. Bu ¢alismada, HC
ve LC genleri N. Benthamiana kodonlari kullanilarak tasarlanmis ve kodon
optimizasyonu yapilmistir. Kodon optimizasyonu yapilmis HC ve LC genleri
sentezlenmis ve daha sonra bitki ekspresyon vektoriine klonlanmigtir. Klonlanmis
plazmidler, elektroporasyon yoluyla Agrobacterium tumefaciens’in soyu olan AGL1'e
aktarilmistir. Nicotiana benthamiana bitkileri, HC ve LC genlerini barindiran agro ile
infiltre edilmistir. Ekspresyon ve optimizasyonun onaylanmasindan sonra her iki gen,
HC ve LC'nin muhtemel baglanmalar1 igin agro-infiltrasyon yoluyla bitki hucrelerine
aktarilmistir. LC ve HC genleriyle infiltre edilen bitki toplanip, ekstre edilmis ve
saflagtirllmistir. Son olarak FIX aktivitesi gerceklestirilmistir. Aktivitenin, insan Furine
gore %10'dan daha yiiksek olmadig1 saptanmistir.

ANAHTAR KELIMELER: Agir zincir, Gegici gen anlatimi, Hafif zincir, Hemofili B,
Rekombinant faktor IX.

JURI: Prof. Dr. Tarlan MAMMEDOV
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ABSTRACT

DESIGN, PRODUCTION AND CHARACTERIZATION OF LIGHT AND
HEAVY CHAIN OF HUMAN FIX PRODUCED in N. benthamiana

Rabia AKCORA
MSc Thesis in Agricultural Biotechnology
Supervisor: Prof. Dr. Tarlan MAMMEDOV
June 2019; 36 pages

Hemophilia B is an inherited disease caused by a mutation on X chromosome
that result the deficiency of factor IX protein in blood. The Factor IX protein undergoes
a two-step proteolytic cleavage to be activated. Two chain inactive Factor IXa are
formed with interruption on Argl45. Following this process, hydrolysis occurs in
Arg180 region and the disulphide bonds between the N-terminal containing the light
chain (LC) and the C-terminus containing the heavy chain (HC) are formed, and the
active protease Factor 1Xab was present. Activated Factor 1X contains of four structural
domains: the carboxyglutamic acid (Gla) domain as the N-terminus, two epidermal
growth factor-like domains and finally the proteolytic domain. Currently, patients with
hemophilia B are treated either by obtaining FIX in plasma from human blood or by
recombinant FIX produced in CHO (Chinese hamster ovary) cells. Studies have shown
recombinant FIX has also been successfully produced in mammalian cell cultures.
However, this system extremely expensive and difficult to scale up Plant expression
system is promising expression system and has a number of advantages compared to
other expression systems. The goal of this study was to attempt the production of factor
IX light and heavy chain domains by transient gene expression method in plant for
possible of assembly in vivo. In this study, HC and LC genes were engineered and
codon optimized using N. benthamiana codons. Codon optimized HC and LC genes
were de novo synthesized and then cloned into plant expression vector. Cloned
plasmids were transferred into Agrobacterium tumefaciens starin AGL1 by
electroporation. Nicotiana benthamiana plants were infiltrated by agro harboring HC
and LC genes. After confirmation the expression and optimization, both genes were
introduced into plant cells by agroinfiltration for possible assembly of HC and LC. Plant
infiltrated with LC and HC genes were harvested, extracted, purified and performed
FIX activity. The activity was not higher than 10% relative to human Furin.

KEYWORDS: Heavy chain, Hemophilia B, Light chain, Recombinant factor IX,
Transient gene expression.
COMMITTEE: Prof. Dr. Tarlan MAMMEDOV
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1. GIRIS

Hemofili kanin koagiilasyon mekanizmasindan sorumlu faktorlerin islevsel
bozuklugu ya da eksikliginden kaynaklanan kalitsal bir hastaliktir. Bu hastaligin insan
hayatin1 6miir boyu etkiledigi ve nesilden nesile kalitsal olarak aktarildig1 bilinmektedir.
(Soucie vd. 1998). Hemofili genetik agidan X’e bagli olarak ¢ekinik gegen bir kanama
bozuklugu oldugu bilinmekte ve tasiyiciligii kadin yapmaktadir (Jorio vd. 2008).
Kanda pihtilagmada gorevli olan faktdr proteinlerinin eksiklikliginden kaynaklanan
hemofilinin en yaygin olan tiirleri faktor VIII eksikliginde meydana gelen Hemofili A
ve faktor IX proteininin fonksiyonel bozuklugundan meydana gelen Hemofili B
hastaligidir (Atilla vd. 2003).

Hemofilia B hastaligi X-kromozomuna bagli olarakfaktér IX eksikligi veya
islevsel bozuklugu ile karakterize edilen kanama hastaligidir (Mannucci vd. 2001).
Faktor IX proteini koagiilasyon mekanizmasinin esas yolaginda yer alan ve molekiiler
agirlign 55 kDa olan tek zincirli serin proteaz ailesine ait plazma glikoproteinidir.
Karacigerde iretilen faktor IX proteini biyolojik aktivitesini kazanmak icin
posttranslasyonel modifikasyonlar gecirmektedir (Schuettrumpf vd. 2005).

Faktor IX proteini X kromozomunun q27.1 bandinda bulunup 34 kilobaz (kb)
uzunlugundadir. 8 ekzon ve 7 intron bolgesinden olusmaktadir (Cao vd. 2013). Faktor
IX plasmada zimojen halinde bulunur. Aktif hale gelebilmesi icin proteaz aktivitesi
gerekir. Aktivite gosterebilmesi icin ise vitamin K gereklidir. Faktor 1X proteini faktor
Xl tarafindan proteolitik kesime ugrayarak iki zincirli bir yapiya doniisiir. Bunlardan
birisi agir zincir (HC) 38,000 Da ve hafif zincir (LC) 17, 700 Da’luk bir kisimdir. ilk
kesim 180. ve 181. amino asit arasinda gerceklesir. Bu ilk kesimden sonra aktif form
olan peptid fIXaa olarak adlandirilir. Ikinci kesimde ise agir zincirden 11,000 Da’luk
bir polipetit zinciri kesilir ve 27,000 Da’luk bir kisim olusur. Bu ikinci kesimden sonra
ise fizyolojik aktif FIXaP olusur. Olusan bu aktif FIXaf proteini etkili bir proteaz
degildir fakat, FVIIla ile kompleks kurarak (Ca+2 yoluyla baglanarak) ve fosfolipit
yardimiyla Faktor X u aktif hale getirebilir.

Agir zincir domaini katalitik modiil icerirken, hafif zincir domaini; linker
(baglanma kismi), Gla modiil ve 2 tane epiderman growth factor-like domain icerir
(Bowen 2002). Daha sonra hafif ve agir zincirlerin polipeptit (17,000 ve 27,500)
kisimlart disiilfit baglar ile birleserek aktif bir proteaz olusturur. Olusan bu proteaz
Faktor X’u proteolitik olarak keserek aktiflestirir ve pihtilagsma siirecini baglatir. Ancak
faktor X’un aktiflesebilmesi igin Ca* iyonlarina, fosfolipitlere ve Faktor Vllla’ya
ihtiya¢ vardir. Bu sekilde faktdr X zincirleme bir reaksiyon olusturarak yarali bolgede
¢oziilmeyen fibrin ag1 olusturup pihtilasmay1 gergeklestirir. Ayrica Faktor 1X Feedback
yaparak daha ¢ok Faktor 1X olusmasini saglar ve bu bélgede daha gok piht1 olusumuna
yardimci olur (Brandstet vd. 1995).
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Sekil 1.1. Insan faktdr IX geninin genomik organizasyonu (Bowen DJ. 2002)

Hemofili tedavisinde en yaygin olan yontem koagiilasyon faktdr konsantreleri
ile yerine koyma tedavisidir. Plazma kaynakli iiretilen faktorlerde viral enfeksiyon riski
olmasi sebebiyle 1990’11 yillar da rekombinant olan faktorlerler iiretilmeye baslanmistir
(Akdeniz  2015). FaktorlX proteini  rekombinant ekspresyon  sistemlerinde
Uretilebilmektedir. Yapilan arastirmalara bakildiginda memeli hiicre kiiltiirlerinde
iretildigi ve basarili olundugu gozlenmistir. Ancak bitkide gegici gen ekspresyon
sisteminin Okaryotik posttranslasyonel mekanizmaya sahip olmalari, diisiik maliyette
uretilebilmeleri, memelilere ait patojen icermemeleri nedeniyle diger ekspresyon
sistemlerinden daha avantajlidir(Schillberg vd. 2005). Ayrica bitkilerde uretilen
proteinlerin, bakteri ve memeli hiicre kilturlerinde kontaminasyona neden olan
toksinleri icermemektedir (Boehm 2007).

Bu c¢alismanin 6zgiinligii de insan FIX proteininin hafif ve agir zincir
domainlerinin bitki ekspresyon sisteminde iiretilmeye c¢alisilmasidir. Hedef protein
bitkide transgenik ve transient ekspresyonu olmak (zere iki temel stratejiyle
uretilmektedir. Transgenik sistem de Uretilmek istenen hedef gen kloroplast genomuna
veya bitki nlkleer genomuna entegre olmaktadir (Daniell 2006). Transient sistemde ise
hedef geni tasiyan bitki viriisleri konak bitkiye aktarilir ve eksprese olacak gen bitKi
genomuna entegre olmadan ifade olur. Bu metot hedeflenen proteinin yiksek
ekspresyonu, kisa siirede iiretilmesi, sistemin istikrarli ve Ol¢eklenebilir olmast
nedeniyle stabil transformasyona nazaran daha avantajlidir (Yusibov ve Mamedov
2010).
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Yapilan bu c¢alismada N. Benthamiana bitkisinde transient ekspresyon metodu
kullanilarak faktor IX proteinine ait agir ve hafif zincirlerin ve aralarindaki distilfit

bagin olusmas1 ile aktif faktdor IX proteinin invitro {retilebilme potansiyelini
arastirilmistir.
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2. KAYNAK TARAMASI
2.1. Hemofili Hastahig:

Tarihte hemofili hastaligi ilk olarak Endillsli bir bilgin olan Ebul-Kasim
Zehravi (932-1132) tarafindan bildirilmistir. Giincel olarak baktigimizda hastalik 1803
yilinda Dr. John Conrad Otto tarafindan tanimlanmistir. Hastalifin ailede ki bireylere
gecis sekli ise 1820 yilinda Nasse tarafindan saptanmistir. 1839 yilinda Schonlein bu
hastaliga hemofili ismini vermistir (A¢ikgoz vd. 2013).

Hemofili hastalig1 kanin pithtilagamamasindan kaynaklanan ve nadir goriilen bir
kanama bozuklugu durumudur. Hastaligin diinya da insanlar1 herhangi bir 1rk
g0zetmeksizin etkiledigi bilinmektedir. Agirlik olarak erkeklerde yaygin olan bir
hastalik olarak goriilse de tasiyiciligin1 kadinlar yapmaktadir. Genetik agidan X’e bagl
olarak resesif gecen kanama bozuklugu durumudur. Kan da 13 ¢esit pihtilasma faktorii
bulunmaktadir. Her birinin eksikligi ayr1 bir hastalik olarak tanimlanir. Ancak en yaygin
ve en ¢ok probleme sebep olan tiirii faktoér VIII eksikliginde meydana gelen Hemofili A
ve faktér IX proteininin fonksiyonel bozuklugundan meydana gelen Hemofili B
hastaligidir (Atilla vd. 2003). Hemofili hastalig1 koagiilasyon mekanizmasinin bozukluk
derecesine gore;

e Agir hemofili; faktor seviyesi %1 ve agagisinda olanlar
e Orta siddette hemofili; %]1-5 aras1 faktér bulunduranlar
e Hafif hemofili; %6-40 aras1 olanlar (Frachon vd. 2000-2002).

Hastalarin yaralanma durumunda kanamalar1 uzun siirmekte veya ayak bilegi,
diz, dirsek gibi boliimlerde iceri kanamalar olusmakta bu da organ ve dokulara zarar
vermektedir. Sonug¢ itibariyle insan hayatin1 tehdit eden bir hastalik oldugu
bilinmektedir.

2.2. Hemofili Insidansi

Pihtilasma faktorlerinin  yetmezliginden kaynaklanan hastaliklarin = %85°ni
Hemofili A olusturmakta, her 5.000-10.000 erkek dogumunda bir goriilmektedir
(Acikgoz vd. 2013). Siklik oranina bakildiginda Hemofili B’ye gore 5-6 kat daha fazla
oldugu bilinmektedir. Hemofili B ise hastaliklarin %15 kadarini olusturmaktadir
(Soucie vd. 1998). Hastaligin etkileri arastirildiginda diinyada ki irklar iizerinde bir
farklilik gdstermedigi goriilmistiir. Hastaligin teshisi ve klinik bulgular1 hastanin yasi
ilerledik¢e saptanabilir. Hemofilinin derecesine gore teshis daha erken ya da gec
yaslarda yapilabilmektedir (Atilla vd. 2003).

2.3. Hemofilinin Genetigi

Kalitsal olan hemofili hastalig1 genetik agidan X’e bagli, resesif olarak nesilden
nesile gecen bir kanama bozuklugu oldugu bilinmektedir. Pihtilagma faktorleri X
kromozomu tarafindan taginmaktadir. Bu durum da hemofili olan bir kadininin her iki
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kromozonun hemofiliye sebep olan anormal gen tagimasi gerekmektedir. Bu sebepten
kadinlarda erkeklere oranla daha nadir goriilen bir hastaliktir. Eger iki X
kromozomundan yalnizca biri anormal gen tasiyorsa bu durumda kadin hastalik
tastyicisidir. Erkekte ise X kromozomu anormal gen tasiyorsa hemofili olagandir.

Anne Normal Hasta Tagiyici Normal
Baba kadin Erkek : kadin erkek
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Sekil 2.1. Hemofilide herediter ge¢is (Akdeniz N. 2015)
2.4. Koagulasyon Mekanizmasi

Viicudun yara almasi durumunda kan damarlarinda kanamayi durdurmak igin
pthtilasma siireci baslamaktadir. 1lk olarak kan akismin azalmasi igin serotenin
salgilanir ve damar biiziiliir. Daha sonra trombositler devreye girer ve onlarin salgiladig
0zel maddeler vasitasiyla pihtilasma da gorevli olan enzimler bir noktada toplanir.
Pihtilasmada gorevli olan trombin proteini ihtiya¢ oldugu kadar iiretilmektedir. Gorevi
suda erime 6zelligi olan ve plazmada serbest halde bulunan fibrinojeni, suda erimeyen
fibrine doniistiiriir. Fibrinler yapiskan uglar sayesinde diger fibrinlere baglanarak uzun
zincirler olusturmaktadirlar. Olusan bu zincirler ag haline gelerek kan akisimi
Onlemektedir. Pihtilasma siireci intrensek ve ekstrensek sistem olmak {izere iki farkli
yol ile baslamaktadir. Intrensek yolakta, Faktor X1I damar yiizeyinde ki ilgili maddelere
baglanarak aktif hale gelir ve ilk olarak Faktér XI daha sonra sirasiyla Faktor IX ve
Faktor X’u aktive eder. Intrensek yolakta kalsiyuma ihtiyac yoktur. Ekstrensek yolda ise
dokularin tiimiinde bulunan ve hiicre de hasar meydana gelince ortaya ¢ikan doku
tromboplastini (Faktor 111), Faktor VI ile birleserek Faktor X’u aktif hale getirir. Faktor
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X, Faktor V ile birlikte protrombini (Faktor I1) trombine gevirir. Trombin ise fibrinojeni
(Faktor 1) fibrine gevirir. Aktive faktorler daha sonra karaciger de yikilirlar (Amy vd.
2003).

intrinsik Yol
(Hasrali Damar)

[Extrinsik Yol ]
Xl —— Xlla (Doku Hasar)

XI——> Xla

IXL" IXa +VIlla «— VIII III(Doku Faktori) + VIla St M
Ortak Yol X - /> Xa . X

o el + . Doku Fakt6rii Yolak
i / v Va o T o Inhibitérii (TFPI)
4 \L —— Antitrombin

‘..-"':II (Protrombin) — IIa (Trombin) <

I (Fibrinojen) ———  Ia (Fibrin)

' l%XIIIa < XIII

[Akﬁf Protein C (APC) , ] Capraz Bagh Fibrin Polimer
(Protein C+ Protein S+ Thrombomdulin) 5
(Saglam Piht1)

Sekil 2.2. Koagiilasyon Kaskadi (Colak E. 2005)
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Cizelge 2.1. Pihtilasma faktorleri

Pihtilasma
Faktorleri | Es Anlamhlar
Faktor | Fibrinojen, plazma proteinidir. Trombin tarafindan fibrine dontstiiriliir.

Protrombin, Yapimi i¢in K vitamini gereklidir. Karacigerde sentezlenerek

Faktor 11 buradan kana verilir.

Doku Faktori  (Tromboplastin), protrombini  trombine ceviren

tromboplastinin sekillenmesinde bazi faktorler ve kalsiyum iyonu ile
Faktor 111 | beraber gorev yapar.
Faktor IV | Kalsiyum, kanin pihtilasmasinda mutlaka gerekli bir iyondur.

Proakselerin (Labin faktor, Ac-globulin), serumda bulunmasina ragmen
Faktor V pihtilagsma sirasinda protrombinin trombine ¢evrilmesinde gereklidir.
Faktor VI | Yoktur

Serum protrombin konversiyon akseleratorii (SPCA), 3. Faktor tarafindan
Faktor VIl | protrombin aktivatoriiniin sekillenmesinde gereklidir.

Antihemofilik ~ faktor (AHF), Antihemofilik  Globulin (AHG),
Faktor VI | Antihemofilik faktor A

Plazma tromboplastin komponenti (PTC),Antihemofilik faktor B, Plazma
Faktor IX |tarafindan protrombin aktivatoriiniin sekillenmesinde gereklidir.
Faktor X Stuart faktor, Stuart power faktor; Eksikli kanamaya sebep olur.

Plazma tromboplastin antesedan1 (PTA), Antihemofilik faktér C, Eksikli
Faktor X1 | kanamaya sebep olur.
Faktor X11 | Hegeman Faktoriin, kanin yabanci yiizeylerle temasinda aktive olur.
Faktor X111 | Fibrin stabilize edici faktor.

2.5. FIX Pihtilasma Faktoriiniin Biyokimyasi

Hemofili B kanda bulunan faktor IX proteininin yapisinin bozulmasi, miktarinin
azalmast veya olmamasi durumunda kanin pihtilasamamasindan kaynaklanan bir
hastaliktir (Cilingir vd. 2005). Tlrkiye’de bulunan 5450 hemofili hastasindan 950’si
hemofili B vakasidir (Anomim 1). Pihtilasma faktorlerinden biri olan Faktor 1X proteini
koagulasyon mekanizmasin da yer almaktadir. Faktér IX un molekiiler agirligi 55kDa
kadar olup, tek zincirli serin proteaz ailesine ait plazma glikoproteinidir. Faktor X
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proteini X kromozomunun q27.1 bandinda bulunup 34 kilobaz (kb) uzunlugundadir. 8
ekzon ve 7 intron bolgesinden olusmaktadir (Cao vd.2013).

Ekzon I-FIX proteininin, ER’nin limenine hedefleyen hidrofobik sinyal peptidini
kodlar.

Ekzon 11-Pro-peptid ve Gla domainini kodlar.

Ekzon 111-FIX proteininin lipid mebranina baglanmasini saglayan hidrofobik heliksi
kodlar.

Ekzon 1V ve V-EGF1 ve EGF2’yi kodlar.
Exon VI-VI11-Serin proteaz bolgesini kodlar.

FIX proteini karacigerde tretilmektedir. Biyolojik aktivitesini kazanabilmesi
icin posttranslasyonel modifikasyon geciren serin proteaz ailesine ait zimojendir
(Schuettrumpf vd. 2005). Aktif hale gelebilmesi igin proteaz aktivitesi gerekir. Aktivite
gosterebilmesi icin ise vitamin K gereklidir.

Faktor IX proteini, Faktor XI tarafindan proteolitik kesime ugrayarak iki zincirli
bir yapiya doniisiir. Bunlardan birisi agir zincir (HC) 38,000 Da ve hafif zincir (LC) 17,
700 Da’luk bir kisimdir. ilk kesim 180. ve 181. amino asit arasinda gerceklesir. Bu ilk
kesimden sonra aktif form olan peptid fIXaa olarak adlandirilir. Ikinci kesimde ise agir
zincirden 11,000 Da’luk bir polipetit zinciri kesilir ve 27,000 Da’luk bir kisim olusur.
Bu ikinci kesimden sonra ise fizyolojik aktif FIXap olusur. Aktive olmus Faktor 1X
(Faktor IXa) dort adet yapisal domainden olusur. N-terminustan baglayarak -
karboksiglutamik asit (Gla) domaini, iki tane epidermal blylme faktor-benzeri domain
ve proteolitik domaindir (Gui vd. 2002).

1 46 145 180 4

e -
o

S‘- Gla = EGF = EGF-‘- Serine Protease Domain =

Sekil 2.3. Insan FIX proteininin yapist ve amino asit dizisi (Liu ve ark. 2014)

Olusan bu aktif FIXaf3 proteini etkili bir proteaz degildir fakat, FVIlla ile
kompleks kurarak (Ca** yoluyla baglanarak) ve fosfolipit yardimiyla Faktdr X’u aktif
hale getirebilir. Agir zincir (HC) domaini katalitik modul icerirken, hafif zincir (LC)
domaini; linker (baglanma kismi1), Gla modiil ve 2 tane epiderman growth factor-like
domain icerir (Bowen 2002). Daha sonra hafif ve agir zincirlerin polipeptit (17,000 ve
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27,500) kisimlar disiilfit baglar1 ile birleserek aktif bir proteaz olusturur. Olusan bu
proteaz Faktor X u proteolitik olarak keserek aktiflestirir ve pihtilagsma siirecini baslatir.
Ancak faktor X’un aktiflesebilmesi icin Ca*? iyonlarina, fosfolipitlere ve Faktor
Vllla’ya ihtiya¢ vardir. Bu sekilde faktor X zincirleme bir reaksiyon olusturarak yarali
bolgede ¢oziilmeyen fibrin ag1 olusturup pihtilasmayi gergeklestirir. Ayrica Faktor IX
Feedback yaparak daha ¢ok Faktor IX olusmasini saglar ve bu bolgede daha ¢ok pihti
olusumuna yardime1 olur (Brandstet vd. 1995).

Sekil 2.4. a) FIXap proteini Ribbon modeli b) FIXap proteini kati ylizey modeli
(Brandstet H. vd.1995)

Sekil 2.4.a. Hafif zincirin N-terminal Gla domain kismi sar1 ve yesil renlerde, Gla
rezidiileri de kirmiz1 top ve ¢ubuklarla gosterilmistir. Ayrica EGF-1 ve EGF2 (baglayici
peptit) acik yesil renkte gosterilmistir. Agir zincirin katalitik domain kismi ise kirmizi
renkte gosterilmistir.

Sekil 2.4.b. FIXaB proteininin kat1 yiizey gosteriminde ise rezidiilerin korunma
durumlarma gore renklendirilmistir. Ornegin, kanama hastaligina sebep olan (Bleeding
disorder) mutasyon kirmizi renkle gosterilirken FIX proteininde spesifik korunan amino
asitler pembe, diger FIX proteininde korunan rezidiiler agik mavi ve varyant rezidiiler
ise mavi renkte gosterilmistir.

2.6. Hemofili Tedavisi

Hemofili bir kanama bozuklugu hastaligidir. Kanamanin viicutta en sik oldugu
yerler yumusak dokular, kaslar ve eklemlerdir. Bazi eklemler de kanama daha sik
goriilebilir ve hastaligin onceligi eklem kanamalaridir. Fakat diger sistemlerde meydana
gelen kanamalar da mortaliteyi ve morbiditeyi arttirabilmektedir. Hemofili tedavisine
her seyden 6nce multidisipliner yaklasilmalidir. Hastanin izlem ve tedavisinde Fizik
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Tedavi, Ortopedi, Hepatoloji, Hematoloji, Dis Hekimligi ve Immunoloji gibi bilim
dallar1 birlikte yol almalidir (Uniivar vd. 2011).

2.6.1. Hemofili tedavisinde genel ilkeler

e Hemofili hastalarinin hastalik tipi, derecesi ve kullanilan faktor diizeyi gibi bilgileri
tastyan bir kimlik kart1 olmalidir.

e Akut kanamalar 2 saat iginde tedavi edilmelidir.

e Hastaya uygun faktér verilmesine ragmen kanamanin durmamasi durumunda
vicutta herhangi bir inhibitér madde varligi arastirilmalidir.

e Hastaya uygun dozda faktor diizeyi uygulanmalidir.

e Viicutta pthtilasma mekanizmasina etki eden ilaclardan kaginilmalidir.

e Hastaya diizenli olarak en uygun egzersiz yontemleri yaptirilmalidir (Colak 2015).

2.6.2. Faktor konsantreleri

Hemofili tedavisinde ki en biiyiik basarilardan biri de faktor konsantrelerinin
kullanim1 olmustur. Faktor konsantreleri plazma kokenli ve rekombinant olarak iki
sekilde iiretilmektedir. Faktor kullanimi hemofili tedavisinde olumlu etki saglamstir.
Ancak plazmadan elde edilen faktoér konsantreleri hastalara viral enfeksiyon
tasiyabileceginden bu durumu engellemek igin viral inaktivasyon saglayan yontemler
gelistirilmistir (Hill vd. 2003). 1990’11 yillarda ise hemofili tedavisinde yeni bir soluk
olan rekombinant faktorler tretilmeye baglanmistir. Rekombinant faktorlerle plazmadan
elde edilen faktorler arasinda etkinlik acgisindan fark olmadigr gozlenmistir.
Rekombinant faktorler iiretim acisindan plazma kokenli faktorlere gore pahali olsa da
viral enfeksiyon riskinin neredeyse hi¢ olmadigi saptanmistir (Mannucci 2003).

Faktor uygulamasinda kilogram basina ilk verilecek doz asagida formuliize edilen
estitlik ile hesaplanir.

Faktor Miktart = (Hedef faktor dizeyi — Hasta faktor diizeyi) = kg = 0,5

Ik doz uygulamasindan sonra hasta igin hedeflenen faktor diizeyini korumak icin
yiiklenilen dozun yaris1 kadar1 her 8-12 saatte bir tekrarlanmaktadir.

Rekombinant faktorlerin doz hesaplamalar: farklilik gosterebilir.

v Faktor V11 igin ilk doz: 50 iU/kg, sonra 12 saat arayla 25 [U/kg,
v Faktor IX icin ilk doz: 80-100 1U/kg, sonra 18-24 saat arayla 40-50 1U/kg uygulanur.

Hemofiliklerin tedavi sireleri ise ortalama 10-21 giindiir (Uniivar vd. 2011).
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2.6.3. Taze dondurulmus plazma (TDP)

Faktor diizeyinin istenilen miktarda olmasi i¢in ¢ok fazla TDP’ye ihtiya¢ vardir.
Bu da asir1 voliim ylklenmesine sebep olacagindan agir tip hemofililerin kanamalarinda
kullanigsizdir, ancak hafif tip hemofililerde faydalidir (Johnson vd. 1998).

TDP 200-250 ml hacmindedir ve mililitrede Tedavi icin TDP’nin gunlik doz
miktarinal0-20 mililitre/kilogram ile baslanmaktadir. Milimetrede 0.6-0.9 unite FVIII
faktori ve VWEF ile 0.9-1 Unite FIX icermektedirler (Hill vd. 2003).

2.6.4. Desmopressin (DDAVP)

Desmopressin damar endoteli i¢ersinde depolanmis Faktor VIII ve plazminojen
aktivatOrlerini uyararak plazmaya salimmlarimi saglar. Boylece plazma dizeyi
arttirtlmis olur. Bu tedavi yontemi orta ve hafif derecedeki hemofiliklerde kullanilir
(Ozalp 2002).

2.6.5. Antifibrinolitik tedavi

Antifibrinolitik tedavide en sik kullanilan ilag¢ traneksamik asittir. Burun ve agiz
ici kanamalar: antifibrinolitik ilaclarla durdurulabilir. Traneksamik asit plazmini inhibe
ederek kanamay1 durdurabilmektedir (Colak 2015).

2.6.6. Yardimal tedaviler

Hemofili hastalar1 icin tavsiye edilen yardimci tedaviler ise dncelikle hastalarin
korunmasi, siskinlik ve agri durumunda buz uygulamalari, istirahat, kompresyon ve
yukarida tutma metotlaridir (Akdeniz 2015).

2.7. Bitkide Gegici Gen Anlatimi

Rekombinant proteinlerin  diretimi  i¢in  ¢esitli  ekspresyon  sistemleri
gelistirilmistir. Bunlardan bazilar1 bitki, bocek, bakteri, maya ve memeli hiicre
kiltirleridir. Bitki ekspresyon sistemi diger ekspresyon sistemlerine gore bircok
avantaja sahiptir. Uretim acisindan daha diisiik maliyetli olmasinin yan1 sira 6karyotik
translasyon sonras1 modifikasyon mekanizmasina sahip olduklar i¢in gegici gen ifadesi
metodu kullanilir ve istenilen protein ¢ok kisa bir siirede tiretilebilmektedir (Scholthof
ve Scholthof 1996; Mett vd. 2008; Yusibov ve Mamedov 2010; Yusibov vd. 2016).
Bitkiden dretilen proteinler de bakteri ve memeli hicre kdiltirlerinden bulasacak
kontaminasyon riski ¢ok az bulunmaktadir. Memelilere ait olan patojenleri de
icermezler (Schillberg vd. 2005).Heterolog proteinler bitkilere gecici olarak transforme
edilerek kisa bir zaman icersinde ¢oklu olarak iiretilebilmektedirler (Shamloul vd.
2014). Transgenik bir bitki hattinin olusturulmasi, hedeflenen proteinin bu bitkilerden
tiretilmesi uzun bir zaman gerektirdigi gibi maliyet olarakta tiretimi masrafli olmaktadir.
Bunun nedeni ise hedef preoteinin transgenik bitkilerde diisiik seviyelerde ekspre
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olmasi ve elde edilen iiriiniin saflagtirma siirecinin zor ve Uriin maliyeti gerektirmesidir
(Edelbaum vd. 1992; Kusnadi 1997).

Bitkide gegici gen ifadesi yonteminin genel olarak avantajlarina bakildiginda
uygulamanin kolayligi, kisa bir siirede tretilmesi, diisiik maliyetli olmas1 ve protein
Uretiminde bitki basina diisen yiiksek verim miktaridir (Kapila vd. 1997). Bitkilerde
gecici protein iiretiminde bitki dokulara gonderilen vektorler, rekombinant bitki viral
vektorleri ya da bakteriyel binary vektorlerdir. Gegici gen ifadesindeki en gelismis
kullanim ise agro-infiltrasyon metodu ile bitkiye gonderilen, binary vektorlerle bitki
viriislerinin bilesenlerini birlestiren “launch vektorleri” dir (Shamloul 2014). Bitkiye
gen aktarimida cogunluk olarak binary vektorler kullanilsa da Agrobacterium
tumefaciens'in bir DNA segmenti olan T-DNA vektori bitki ¢ekirdegine aktariimaktadir
(Gelvin 2003).

Binary vektorler iki bdliimden olusurlar. Birinci boliin T-DNA’y1 tasiyan
kasettir. Ikinci béliim ise E. coli ve A. Tumefaciens’in replikasyon fonksiyonlarini,
seciciligi saglayan gen bolgelerini ve plazmitin hareketlilik fonksiyonlarini kodlayan
genleri igerir (Komarova 2010; Komori vd. 2007; Lee ve Gelvin 2008). Bitki gecici gen
ifadesi sisteminde kullanilan vektorler de kendini kopyalayabilen viruslerden
yararlanilir. Bu virlislerden bazilari: Potato X virus (PVX), Tobacco mosaic virus
(TMV), Tobacco etch virus (TEV), Cowpea mosaic virus (CPMV). Ayrica bu vektorler
Agrobacterium ile bitkiye infiltrasyon esnasinda bitki hiicrelerine aktarilabilmek i¢in T-
DNA’nin igersine yerlestirilebilirler.

Tiim bu yapilan arastirmalar ve uygulamalara ragmen bitkide {iretilen
proteinlerin verimleri bazi faktorler tarafindan etkilenmektedir. Bunlardan bazilari
vektoriin boyutu, ifade verimliligi, gen susturulmasi gibi durumlardir. Agro-infiltre
edilen bitkide transkripsiyon sonrast gen susturulmasi (PTGS) rekonbinant proteinin
verimini etkiler. Transkripsiyon sonrast gen susturulmasini azaltmak i¢in gen susturma
bastiricilart kullanilmalidir. Bunlardan biri Tomato bushy stunt virus (TBSV) elde
edilen p19 proteinidir (Peyret ve Lomonossoff 2015; Mardanova vd. 2017).

Bitki gecici gen ifade sisteminde agro-infiltrasyon metodu kullanilarak bitki
binary vektorleri vasitasiyla elde edilen proteinlerin, duragan olarak transforme edilen
bitkilere nazaran 5-20 kat daha fazla iiretim elde edildigi gézlenmistir. Boylece bu
yontemin gerek ticari olarak gerekse akademik olarak protein Gretiminde tercih edilir
hale geldigi saptanmistir (Sainsbury ve Lomonossoff 2008).

12
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Benasy valktes va dlapravon kasetlen
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Sekil 2.5. Bitkide gecici gen anlatiminin gésterimi (Mardanova vd. 2017)

Sekil 2.6. a) Hiicre soliisyonunun siringa yardimiyla bitkiye infiltrasyonu; b) Bitkinin
infiltrasyon sonrasi durumu
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Organizma ve Plazmitler

E. coli’nin bir susu olan XL1Blue hiicreleri, Prof. Dr. Mehmet Inan araciligiyla
temin edildi (Gida Miihendisligi, Akdeniz Universitesi).

A. tumefaciens AGL1-psoup hiicreleri, Prof. Sophien Kamoun araciligiyla temin
edildi (The Sainsbury Laboratory, Norwich, Ingiltere).

N. benthamiana bitkisi, Akdeniz Universitesi serasindan alinarak, bitki besleme
odalarinda, kontrollii sartlarda, belirli oranlardaki torf ve perlit (3:1 oraninda) karigimi
icerisinde deneylerde kullanilmak {izere yetistirildi. Deneylerde 6-7 haftalik gelisim
stirecinde ki bitkilerden yararlanildi.

Modifiye edilen pEAQ vektord, pl9 dahil susturma Uzerine etki eden
bastiricilart ve goklu ekspresyon kasetlerinin anlatimini saglar. Ayrica genleri kesim
enzimi bazli klonlama ve GATEWAY ile bitkiye dogrudan aktarabilir.

3.2. Besiyerleri
LB-Broth besiyeri

e Distile su 1000 ml
e LB-Broth 259

Besiyeri bilesenleri hassas terazi ile Olculip bir araya getirilerek distile su
icerisinde ¢ozdiiriildii. pH:7.0’a ayarland1 ve 121°C’de 30 dakika otoklavlanarak
sterilhale getirildi.

SYS (BBL) besiyeri

e Soyhidrolizat 109
e Yeast extract 59
e NaCl . 59

e Distilesu 1000 ml

Besiyeri bilesenler hassas terazi ile Olgiiliip bir araya getirilerek distile su
icerisinde ¢ozdlrildi. pH: 7.0’a ayarlandi ve 121°C’de 30 dakika otoklavlanarak
sterilhale getirildi.

SOC besiyeri

e Bactotripton 20 ¢
e Bacto yeast extract 5¢g
e NaCl5M 2ml
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e KCI1IM 2,5ml

e MgCI2 1M 10 ml
e MgSO4 10 ml

e Distile su 1000 ml

Besiyeri bilesenler hassas terazi ile Olgiiliip bir araya getirilerek distile su
icerisinde ¢ozduruldi ve 121 °C’de 30 dakika otoklavlanarak steril hale getirildi.
Besiyeri otoklavdan alinarak sicakligin 50°C’ye kadar diisiiriildii ve daha sonra steril
kabin icinde 20 ml 1M glukoz eklendi.

MMA besiyeri

e MES 1,952 ¢
e MgCI2 10 ml
e Distilesu 1000 ml

Besiyeri bilesenler hassas terazi ile oOlgiiliip bir araya getirilerek distile su
icerisinde ¢ozdurtldu. pH: 5.8’e ayarland1 ve 121°C’de 30 dakika otoklavlanarak steril
hale getirildi. 1L MMA besiyerine kullaniimadan 6nce 150ul Asetosyringene eklenildi.

Asetosyringene (AS, 100 mM) stok ¢ozeltisi

e Asetosyringene 0,3924 g
e Etanol (%95) 12 ml
e Distile su 8 ml

1L MMA besiyerine 150ul Asetosyringene eklenilmistir.
3.3. Cozeltiler ve Tamponlar
Agaroz Jel Elektroforezi

TAE Tamponu (50X)

e Tris-base 2429
o Glasiyal asetik asit 57.1ml
e EDTA (0.5 M, pH 8.0) 100 ml
e Distilesu 1000 ml

15



MATERYAL VE METOT R. AKCORA

EDTA (0,5 M, pH: 8.0, 100 ml)

e EDTA 14,612 g
e Distilesu 100 ml
Agaroz Jel (%1’lik)

0,6 g agaroz hassas terazide tartilarak (zerine 60 ml 1XTAE tamponundan
eklendi. Agarozun homojen halde ¢dziinmesi i¢in yaklasik olarak 2 dakika mikrodalga
firinda eritildi. Agaroz tamamen eridikten ve sicakligi elle tutulabilir sicakliga diistiikten
sonra 1,2 pl Etidyum Bromid (EtBr) eklendi ve karistirildi. Karisim istenilen boyutta
taragin yerlestigi elektroforez tankina dokiildii. Kabarciklar uzaklastirildi. Oda
sicakliginda jel donmaya birakildi.

Kompetan Hiicre Hazirlanmasi

1 M CacCl,

e CaCl, 1474
e Distilesu 10 ml
0,1 M CacCl,

e 1MCaCl; 1ml

e Distilesu 9ml

%50 Gliserol Soltisyonu
e Gliserol 509
e Distile su 50 ml

Hassas terazi Uzerinde tartilan 50 g sivi gliserol ile 50 ml distile su homojen
sekilde ¢ozdiiriildii. Karisim 121°C’de 30 dakika otoklavlanarak steril olmas1 saglandi.

0.1M CaCl2 %15 gliserol

e 1M CaCl, 1ml
e %050 gliserol 3ml
e Distile su 6 mi
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SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforezi (PAGE)

Tris HCI (1.5 M, pH: 8.8)

e Tris-base 925¢
e Distilesu 250 ml

pH, HCl ile dustirtilerek 8.8’e getirildi ve distile su ile 500 ml’e tamamlandi.
Tris HCI (0.5 M, pH: 6.8)

e Tris-base 3049
e Distilesu 250 ml
pH, HCl ile 6.8’edisiiriildi ve distile su ile 500 ml’e tamamlandi.

Yuritme Tamponu (1X)

e Tris-base 3,039
e Glycine 14,39
e SDS (%10) 10 ml
e Distilesu 990 ml

Ornek yuikleme tamponu (5X, Laemli Buffer)

e Tris-HCI (1 M) 9,375 ml

e Glycerol 11,9 ml

e SDS 3,33 gr

e 2-merkaptoetanol (%25) 7,5ml

e Bromofenol mavi stok ¢ozeltisi (100 mg/20 ml) 660 pul

pH, HCL ile 6,8’e diisiiriildii ve distile su ile hacim 40 ml’e tamamlandi. -20
°C’de dolapta muhafaza edildi.

Jel boyama ¢ozeltisi (Coomassie staining)

e Coomassie Blue R-250 19
e Metanol 500 ml
e Glacial acetic acid 100 ml
e Distilesu 400 ml
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Boya uzaklastirma cozeltisi (Destaining)

e Methanol

e Glacial acetic acid

e Distilesu

APS Solusyonu (%610)

e 60 mg APS, 600 pl distile su igerisinde ¢ozdiiriildii (Her kullanimda taze hazirlandi).

SDS Solusyonu (%10)

10 g SDS hassas terazide tartilarak 90 ml distile su icerisinde ¢ozdirald.

Jellerin hazirlanmasi (%10, 4 jel i¢in)

Cizelge 3.1. Jel hazirlama

Resolving jel Stacking jel
Distile su 7,95 ml 9,7 ml
%40 Akrilamit- | 1,25 ml 5ml
Biss sollisyonu
1,5M Tris-HCI | - 5mi
0,5 M Tris-HCI 3,15ml -
%10 SDS 125ul 200 pl
TEMED 12,5ul 10 pl
%10 APS 62,5 pl 100 pl

Stacking jel dokiildiikten sonra hava ile temas eden {ist fazin oksijenle etkilesime
girmemesi ve ylizeyin piriizsiiz donmasi igin pipetler araciligiyla iizerine 500 pl

izopropanol ilave edildi ve oda sicakliginda donmaya birakildu.
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Western Blotting
Transfer Tamponu (1X)
e Tris

e Glisin

e SDS (%10)

e Distilesu

TBS (5X)

e Tris-base

e NaCl

e Distile su

5840
2,939
370 wl

1000 mi

12,115 g
42,88 g

1000 mi

Bilesenler tartilarak distile su icerisinde ¢ozduruldi ve pH: 7,5egetirildi.

I-Block

e 0,5 g I-block hassas terazide o6lcilerek 100 ml 1XTBS icerisinde yaklasik 3 saat
manyetik karigtirici lizerinde ¢ozduralda.

Birincil antikor (primary antibody, 1:1000)

e 10 pl antikor, 10 ml I-block igerisinde ¢ozduruldi.

ikincil antikor (secondary antibody, 1:2500)

e 4 ul antikor, 10 ml I-block icerisinde ¢ozduralda.

Protein Purifikasyonu
1 M NaH,PO,

e NaH,PO4(H20)

e Distilesu

1M Na;HPO,

e NayHPO4

e Distilesu

19
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Sodyum fosfat tamponu (20mM)

e 1M Na,HPO, 15,48 ml

e 1M NaH,PO, 452 ml

e NaCl 17,53 g
e Distilesu 800 ml

Bilesenler hassas terazide olgllerek karistirildi ve pH:7.0’a getirildikten sonra
hacim 1000 ml’ye tamamlandi.

100 mM imidazol stok ¢ozeltisi
e Imidazol 0,34¢g
e Sodyum fosfat tamponu 50 ml

Bilesenler hassas terazide 6lctilerek karistirild1 ve +4°C’de dolapta muhafaza
edildi.

10 mM Baglayici Tampon (Equilibration Buffer, His-tag)

e 100 mM imidazol stok ¢ozeltisi 5mi
e Sodyum fosfat tamponu 45 ml
Ekstraksiyon Tamponu (His-tag)

Ornek igin yeterli miktarda ki 10 mM Dengeleyici Tampon igerisine 1mM olacak
sekilde DIECA olgiilerek homojen olacak sekilde karistirildi.

25 mM Yikama Tamponu (Wash Buffer, His-tag)

e 100 mM imidazol stok ¢ozeltisi 12,5 ml
e Sodyum fosfat tamponu 37,5 ml

250 mM Eltsyon Tamponu (Elution Buffer, His-tag)

e Imidazol 0,851 g

e Sodyum fosfat tamponu 50 ml

1X PBS tablet ¢ozeltisi

1 tablet PBS (2 mM KCI, 137 mM NaCl, 10 mM fosfat buffer) 100 ml distile su
icerisinde ¢Ozduralda.
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3.4. Ticari Gen ve Plazmitin Kesimi

Agel ve Xhol restriksiyon endontkleaz enzimlerinin kesim bolgelerini iceren
ticari genlerin ve plazmidin kesimi gerceklestirildi.

Cizelge 3.2. Ticari genin kesimi bilesen ve miktarlari

Bilesen Miktar (ul)
pBSK-FIX- HC/pBSK-FIX-LC 20
Agel 2
Xhol 2
1.1 Buffer (BioLabs) 4
DNAaz icermeyen su 12
Toplam 40

Cizelge 3.3. Plazmid kesimi bilesen ve miktarlari

Bilesen Miktar (ul)
Plazmid 20
Agel 2,5
Xhol 5
1.1 Buffer (BioLabs) 5
DNAaz icermeyen su 17,5
Toplam 50

Cizelge 3.3.’de ki bilesenler sirayla miktarlarina gore deney tiipiine aktarilip karistirildi.
Kesim icin 37°C’lik inkiibatorde 1 saat bekletildi.

3.5. Ticari Gen ve Plazmitin Agaroz Jelden Geri Kazanimi ve Saflastirilmasi

Uygun restriksiyon endonikleaz enzimleri ile kesilen plazmid ve genler yeterli
miktarda ki 6X 6rnek yikleme tamponu (Thermo Scientific 6X, Katalog No: R0611) ile
karistirlldi. Geri kazanim i¢in uygun boyutta taragin yerlestirildigi elektroforez tankina
%1°1ik jel hazirlanilip dokiildii. Donduktan sonra &rnekler yiiklendi ve yiiriitiildii. Jel
icin: 1,2 g agaroz hassas terazi tzerinde tartildi ve 120 ml 1XTAE tampon igerisine
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eklendi. Agarozun homojen bigimde erimesi i¢in 5 dk kadar mikrodalga da 1s1l isleme
maruz birakildi. Sicakligi diistiikten sonra 2,4 ul Etidyum Bromid (EtBr) eklendi ve
karistirildi. Hazirlanan bu karisim 6nceden hazirlanan uygun tarakli elektorforez tankina
kabarcik olmayacak sekilde dokiildii. Jelin oda sicakliginda donmasi beklendi ve
ardindan Ornekler pipet yardimiyla jele yiiklendi. Orneklerin boyutunun dogru
belirlenmesi amaci ile ilk kuyuya GeneRuler 1kb DNA Ladder (Thermo Scientific)
yiiklendi. Yiiritme islemi 100 V da 45 dakika yapildi. Jel daha sonra transimilator
tizerine yerlestirilerek UV altinda analiz edildi. Uygun boyutlarda ki bantlar bisturi ile
kesilerek tiiplere alindi.

Jelden geri kazanim “Zymoclean Gel DNA Recovery Kit” (Katalog No: D4007)
protokoliine uygun olarak proses yiiriitiildii ve 6rnekler kazanildi. Kazanilan 6rneklerin
dogrulanmasi i¢in %1’lik jelde 110 V da 30 dk ydrutildi. Dogrulanan 6rnekler dolapta
-20°C’de muhafaza edildi.

3.6. Ligasyon Reaksiyonu

Cizelge 3.4. Ligasyon reaksiyonu miktar ve bilesenleri

Bilesen Miktar (ul)
Plazmid 1
FIX-HC / FIX-LC 5
2X Quick Ligase Buffer 10
Quick T4 Ligase 1
DNAaz icermeyen su 4
Toplam 21

Cizelge 3.4.de miktarlar1 belirlenen bilesenler mikrosantrifiij tipunde homojen halde
karistirtlmak i¢in diisiik hizda santrifiijjlendi. Reaksiyonun baglamasi i¢in 5 dk oda
sicakliginda bekletildi. Transformasyon i¢in karigim buz Uzerine alindi. (-20 de muhfaza
edilebilir)

3.7. E. coli XLI-Blue Kompetan Hiicre Hazirlanmasi

100 pl E. coli XLI Blue hiicreleri 10 ml LB besiyerine ekildi ve 37°C’lik
calkalamal1 inkiibatérde 1 gece inkiibe edildi. Sonraki giin O.D. 6l¢uldi (O.D.:4.12).
Hiicre soliisyonundan 412 pl alinarak 100 ml LB besiyerine ekim yapild1 ve 37°C’lik
calkalamali inkiibatorde inkiibasyona birakildi. Hiicre soliisyonunun belirli araliklarla
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0.D.’si olgiildii ve yeterli hiicre yogunluguna ulasildiginda hiicreler inkiibasyon alindi.
Hiicreler 50 mI’lik santrifiij tiipiine alinarak 10 dk. buzda inkiibe edildi. Ayn1 zamanda 1
M ve 0,1 M CaCl; hazirland1 ve buza kondu. Hiicreler inkiibasyonun ardindan +4°C
6000 rpm’de 3 dk. santrifiijlendi ve st faz atildi. Pelet iizerine soguk 0,1 M CaCl;
eklenerek hiicreler ¢6zdiiriildii ve buz ilizerinde 20 dk. inkiibasyona birakildi. Bu esnada
0,1 M CaCly/%15 gliserol solisyonu (1 ml 1 M CaCl,, 3 ml %50 gliserol, 6 ml distile
su) hazirlanarak buza kondu. Inkiibasyonun ardindan hiicreler +4°C 6000 rpm’de 3 dk.
santrifiijlendi ve tist faz atildi. Pelet 5 ml soguk 0,1 M CaCl, / %15 gliserol soltisyonu
icinde ¢ozdiiriildii ve 1,5 ml’lik tiiplere 100 pl olacak sekilde paylastirilarak -80°C’de
saklandi.

3.8. E. coli Hiicresine Transformasyon ve Plazmid izolasyonu

Ligasyon sonrasi iriinler E. coli hiicrelerine 1s1 soku yontemi ile transforme
edildi. Ligasyon islemi yapildiktan sonra 6rnegin iizerine -80°C’de dolapta muhafaza
ettigimiz 100 pl E. coli XL1Blue hicresi ilave edildi. Elde edilen karisim pipetaj
yapilarak karistirild1 ve buzun tizerinde 30 dk inkiibasyona birakild1. Inkiibasyon siiresi
biter bitmez ornekler 42°C’lik su banyosuna konularak 50 saniye tutuldu ve ani olarak
buz tizerine alindi. 5 dk. inklibasyona birakildi. Sure bitiminde steril kabin icinde
uzerlerine 400 pl LB besiyeri eklenerek, ¢alkalamali inkiibatérde 37°C’de 225 rpm’de 1
saat inkiibe edildi. Inkiibasyonun sonunda hiicreler 2000 Xg’de 3 dk. santrifiijlendi.
Cokmiis olan pellet kisminda ki hlcreler 100 pl supernatant ile ¢ozduruldu. Daha sonra
50pg/ml kanamisin iceren LBA plaklarina steril 6ze yardimiyla yayma yapildi ve
37°C’lik inkiibatorde bir gece inkiibasyona birakildi. Yaklasik 16 saat sonra petrilerde
koloniler gbozlenmeye baslandi. Koloniler 50 pg/ml kanamisin igeren 5 ml LB sivi
besiyerine ekildi. Son olarak 37°C’de 225 rpm’de bir gece inkiibasyona birakildi.

Plazmidler, E. coli XL1Blue hicrelerinden Zyppy Plasmid Miniprep Kiti (Zymo
Resaearch, ABD) protokoliine uygun olarak izole edildi. Deneylerde kullanilmak
lizeredolapta -20°C’de muhafaza edildi.

3.9. A. tumefaciens AGLI psoup Kompetan Hiicre Hazirlanmasi

A. tumefaciens AGLI psoup hucreleri streril kabin icinde 5 pg/ml tetrasiklin
iceren 20 ml LB siv1 besiyeri igerisine ekildi. Inkiibasyon i¢in 28 °C’lik ¢alkalamali
inkiibatérde 225 rpm’de bir gece bekletildi. inkiibasyon siresi bitiminde
spektrofotometre cihazi ile O.D. 6l¢ii yapildi.

Ornekler 50 mI’lik santrifiij tiplerinde 5 dk buz iizerinde inkiibasyona birakildi.
Daha sonra drnekler +4 °C 3000 Xg’de 5 dk. santrifiljlendi. Hiicreler pellet kisminda
oldugu i¢in ist faz atildi. Pelet iizerine 20 ml %10’luk gliserol eklenerek
¢Ozdurtldi. Tekrar +4 °C 3000 Xg’de 5 dk. santrifljlenerek iist faz atildi. Son olarak
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pellet Gzerine 2,5 ml %10’luk gliserol ilave edilerek ¢Ozdurildi ve mikrosantrifij
tiplerine 100 pl olacak sekilde paylastirilarak -80 °C”de muhafaza edildi.

3.10. A. tumefaciens Hucresine Transformasyon ve N. benthamiana Bitkisine
Infiltrasyon

E. coli hiicresinde ¢ogaltilan ve izolasyonu yapilan FIX-HC ve FIX-LC genlerini
iceren PGreenll plazmiti istenen proteini Uretmesi icin A. tumefaciens hicresine
elektroporasyon metodu kullanilarak aktarildi. Onceden hazirlanarak -80°C’de
muhafaza edilen 100 pl’lik A. tumefaciens AGL1 psoup kompetan hicrelerine 1 pl
plazmid ilave edilerek karistirildi. Karigim pipet yardimiyla elektroporasyon kiivetinin
tam merkezine aktarildive elektrik soku uygulandi. Elektro sok sonrasi hicrelerin
uzerine 1ml SOC besiyeri eklenerek pipetaj yapildi ve drnekler mikrosantrifij tlpuine
alind1. Hiicreler inklibasyon icin 28°C’lik ¢alkalamali inkiibatérde 2 saat 225 rpm’de
bekletildi. Inkiibasyon siiresi dolan 6rnekler 2000 xg’de 3 dk. santrifiijlendi. Daha sonra
50pg/ml kanamisin iceren LBA plaklara 6ze ile yayma yapildi ve 28°C’lik inkiibatorde
iic gece bekletidi. inkiibasyon siiresi bitiminde olusan koloniler segilerek 50ug/ml
kanamisin iceren BBL s1v1 besiyerine ekildi. Ornekler 28°C’lik calkalamali inkiibatdrde
bir gece gelisim i¢in bekletildi.

Inkiibasyon siiresi dolan drneklerin spektrofotometre cihazi ile optik dansitesi
Ol¢iildii (O.D. > 1) ve degerler not edildi.

Orneklerin belirli bir miktar1 stok i¢in %90°1ik gliserol ¢dzeltisi ile 1:1 oraninda
olacak sekilde karistirilarak mikrosantrifij tiiplerine 1ml olarak paylastirilarak -80°C’de
dolapta muhafaza edildi. Orneklerin geri kalan kismi +4°C 5000 Xg’de 5 dk.
santrifiijjlendi. Hiicreler pellet kisminda oldugu ig¢in siipernatant atildi. Pellet
asetosyringene iceren MMA besiyerinde O.D.:1 olacak sekilde ¢ozduruldi. Son olarak
hiicreler manyetik karistiric1 tizerinde 2 saat boyunca oda sicakliginda inkiibasyona
birakildi.

Inkiibasyonun ardindan FIX-HC ve FIX-LC genlerini iceren hiicre soliisyonu
0O.D.:1 olacak sekilde ayarlandi ve enjektor yardimiyla bitkiye infiltre edildi.

3.11. Bitkiden Protein Ekstraksiyonu

Enjektor ile bitkinin yapraklarina infiltre edilen 6rnekler 5 glin sonra (dpi, day
post infiltration) toplandi. Infiltre edilmis yapraklar iist iiste getirilerek 1g olacak sekilde
parca alindi ve Uzerine yaprak agirliginin {i¢ katt 1XPBS tamponu ilave edilerek havan
icersinde havaneli kullanilarak ezildi. Pipet ile 1ml homojenattan alinip 1,5ml’lik
mikrosantrifuj tlplne aktarildi. Daha sonra 20000 Xg’de 5 dk. santrifiijlendi.
stipernatanttan analizler icin 40 pl 6rnek alind1 ve {lizerine 6rnek yiikleme tamponundan
10 pl ilave edildi. Geriye kalan siipernatant ayr1 bir tiipe alinarak -20°C’de muhafaza
edildi.
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3.12. SDS-PAGE ve Western Blot Analizi

SDS-PAGE analizini yapmak icin %10’luk jel hazirlandi. Ornekler
yiiklenmeden 6nce 100°C’de 5 dk. su banyosunda kaynatildi. Kaynayan drnekler 6nce
100 V’da 13 dk. daha sonra 200 V’da 45 dk. yiiritiildi. Yirttme islemi bittikten sonra
ist tarafta olan stacking jel kesilip atildi. Tamponu uzaklastirmak i¢in karistiric
uzerinde 5 dk distile su ile yikandi. Yikama isleminin ardindan distile su uzaklastirilarak
jelin {izeri kapanacak sekilde jel boyama cozeltisi eklendi ve boyamanin ger¢eklesmesi
icin 1 saat boyunca karistiricida bekletildi. Boyama islemi bitince jelin boyadan
armmast i¢in 15 dk’lik aralarla jel boya uzaklastirma soliisyonu ile yikamasi
yapildi.Jelin Uzerinde bantlar belirgin hale geldiginde goriintiisii alindu.

Western Blot analizinde de SDS-PAGE’de oldugu gibi %10’luk jel hazirlandi.
Ornekler su banyosunda 100°C’de 5 dk. kaynatildiktan sonra jele yiiklendi. Kasetler
western tankina yerlestirilerek {izerlerine yiirlitme tamponu ilave edildi. Yiirlitme 6nce
100 V 13 dk. sonra 200 V’da 45 dk. ydratildd. Yurutme tamamlandiktan sonra iist
fazda olan stacking jel kesilerek atildi. Jelde ki bantlarin membrana gecebilmesi igin jel
sandwich modeli seklinde memran ve filtre kagitlarinin arasina yerlestirildi. Daha sonra
kasetler tanka yerlestirilerek tizerlerine transfer tamponu ilave edildi ve 100 V da 1 saat
yuratildd. Yuratmenin ardindan membran karistirict iizerine alinarak % 0,5’lik 1-Block
solisyonu icinde 1 saat bekletidi. Boylece istenmeyen bantlar engellenmis olacak.
Bloklama isleminden sonra membrana 1 saat siireyle birincil antikor uygulandi.
(Histidin etiketli proteinlerin analizi igin anti-6XHis monoklonal antikor Cat. no.
652502). Bu islem sonunda antikoru membrandan uzaklastirmak i¢in 3X5 dk. olacak
sekilde I-Block soliisyonu iginde yikandi. Yikamalardan sonra membrana 1 saat sureyle
ikincil antikor uygulandi. Bu uygulamadan sonra memran yine 3X5 dk. tekrarlarla I-
Block icinde 1X TBS ile yikandi. Son olarak membranin {izerine goriintiilemede 1s1ma
yapabilmesi icin SuperSignal West Pico Stable Peroxide (2,5 ml) ve Luminol/ Enhancer
(2,5 ml) soliisyonlar1 (SuperSignal West Pico, Thermo Fisher Scientific Grand Island,
NY) uygulanarak 5 dk bekletildi. Goruntuleme icin Membran GeneGnome XRQ
Chemiluminescence gorinttileme sistemi (Syngene Corp, ABD) kullanildi.

3.13. 6XHis Etiketli FIX-HC ve FIX-LC genlerinin pirifikasyonu

FIX-HC ve FIX-LC genlerinin His etiketli formlari, HisPur Ni-NTA (Thermo)
yergcekimi akis (gravity-flow) kolon kromatografisi kullanilarak N. Benthamiana
bitkisinin yapraklarindan pirifiye edildi. FIX-HC ve FIX-LC genlerinin purifikasyonu
Igin ayr1 ayri; 25 g dondurulmus yapraklar havan ve havaneli yardimiyla yapragin 3 kati
olacak sekilde 75 ml ekstraksiyon tamponu (1XPBS/ 10mM Imidazole, 1mM DIECA
pH:7.4) icinde ogiitillerek 6z suyu ¢ikartildi. Elde edilen posali sivi gazli bezden
gecirilerek posa kismi ayristirildi, alta gegen stzlintl ise +4 derecede 20000Xg’ de 30
dk santrifujlendi. Siipernatant 0.45 um’lik filtreden enjektor yardimiyla gegirildi. HisPur
Ni-NTA (Thermo) yer¢ekimi akis kolonu (HisPur Ni-NTA rezin, Thermo) protokole
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uygun olarak hazirlandi. Kolona rezin aktarilarak, rezini miktarmin 2 kat1 kadar
baglayict tampon (1XPBS/10mM Imidazole, pH 7.4) ile yikandi. Elde edilen 75 ml
slipernatant, baglayici tampon ile yikanmis olan 2 ml rezinin bulundugu kolon iginden
gecirildi. Daha sonra kolon rezinin 10 kati kadar yikama tamponu (1XPBS/25mM
Imidazole, pH: 7.4) ile yikandi. Yikama isleminden sonra, rezine baglanan proteinlerin
ayristirilabilmesi igin elisyon tamponu (1XPBS/250 mM Imidazole, pH: 7.4) kolondan
gecirilerek ornekler fraksiyonlar halinde mikrosantriflyj tlplerine toplandi. Ayristirilmis
fraksiyonlar sonrasinda SDS-PAGE metodu ile analiz edildi. Istenilen dlgiide protein
iceren fraksiyonlar tek tiipte birlestirilerek Amicon Ultra 0.5 ml santriftj filtrelerinde
konsantre edildi. Konsantre edilen érnekler -80°C dolapta muhafaza edildi.

3.14. Saflastirilmis FIX-HC ve FIX-LC domainlerinin Kromojenik Aktivite Testi

Saflastirilan 6rneklerleden 50 ul miktosantrifiij tiiplerine alindi. Uzerine sirastyla
protokole uygun olarak 50 ul R1 (human faktor X) ilave edilerek karistirildi ve 37°C’de
2 dk inkiibe edildi. Sire bitiminde tizerine 50 ul R2 (FXIla, trombin, Ca*?, fosfolipid)
ilave edilip 37°C de 3 dk inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda 6rnegin iizerine 50 ul R3
(FXa) ilave edilerek 37°C de 2 dk inkiibe edildi. Son olarak reaksiyonu durdurmak icin
50 ul %20’lik asetik asit ilave edildi. Totalde 250 ul olan érnekler plate yiklendi ve 25
°C’de 405 nm dalga boyunda 40 sn siireyle spektrofotometrede dl¢iime alindi.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. FIX-HC ve FIX- LC Ticari Genlerinin Jelden Geri Kazanim

BIOMATIC ve IDT tarafindan sentezlenen FIX-HC ve FIX-LC genleri uygun
restriksiyon enzimleri ile kesilerek jelde dogrulandi.

Sekil 4.1. Jelden geri kazanim tiriinleri. 1: FIX-HC (IDT) 2: FIX-LC (IDT) 3: FIX-HC
(BIOMATIC) 4: FIX-LC (BIOMATIC) M: Gene Ruler 1kb DNA Ladder

GeneRuler™ 1kb DNA ladder
0'GeneRuler™ 1kb DNA ladder,
ready to use

ng/05ug %
""" 300 60

300 60
700 14.0
300 6.0
300 6.0
300 60
700 14,0
250 50

= 250 50

3 250 50

= 60.0 120

[

= 250 50

2

5 500 250 5.0

o

=

& 250 50

Sekil 4.2. FIX-HC ve FIX-LCticari genlerin plazmit izolasyonu sonrasi dogrulama
amacli xhol enzimi ile kesimi
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4.2. Rekombinant FIX-HC ve FIX-LC Domainlerinin Uretilmesi

PGreenll-FIX-HC ve PGreenll-FIX-LC plazmitleri E. coli XLI Blue hiicrelerine
aktarilarak ¢ogaltildi ve dogrulanmasi i¢in uygun olan restriksiyon enzimleri ile kesildi.
Dogrulanan  plazmitler A. tumefaciens AGL1-psoup kompetan hicrelerine
elektroporasyon metodu kullanilarak aktarildi. Plazmit iceren A. tumefaciens hicreleri,
protein Uretimini saglamak amaciyla materyal-metot kisminda anlatildigi gibi manuel
olarak enjektdr yardimiyla bitkiye infiltre edildi. Infiltre edilmis olan bitkiler, kontrolli
sartlarda bitki biiylitme odasinda gozetim altina alindi. Bitki yapraklart infitrasyondan
bes giin sonra toplanarak ekstrakte edildi. Elde edilen 6rneklerden protein iiretiminin
olup olmadigin1 gézlemlemek amaciyla western blot analizi yapildi. Western analizi ile
uretilen proteinlerin boyutlari incelendi ve dogrulugu kanitland.
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Sekil 4.3. a) Optimize edilen oranlar kullanilarak yapilan western blot analizi.
M:MagicMark™  XP  Western Protein Standard, Catalog number: LC5602,
ThermoFisher Scientific. Reducing ve non-reducing sartlarda FIX'in LC, HC ve
LC+HC ifadesinin Western blot analizi. HC: FIX'in agir zinciri, LC: FIX'in hafif zinciri.
LC+HC: HC ve LC'nin tek hiicrelerde birlikte ekspresyonu; b) Biyokiitle western blot
analizi.Reducing ve non-reducingsartlarda FIX'in LC, HC ve LC+HC ifadesinin
Western blot analizi. HC: FIX'in agir zinciri, LC: FIX'in hafif zinciri. LC+HC: HC ve
LC'nin tek hiicrelerde birlikte ekspresyonu

4.3. Rekombinant FIX-HC ve FIX-LC Domainlerinin Saflastirilmasi

Histidin etiketli rekombinant rekombinant FIX-HC ve FIX-LC domainlerinin
saflagtirilmast materyal ve metot kisminda anlatildigr sekilde yapilmistir. Histidin
etiketli rekombinant FIX-HC ve FIX-LC domainlerinin saflagtiritlmasi sonucu yapilan
analizlerde protein safliginin yeterli oldugu saptanmistir. Saflastirma igleminden sonra
purifiye edilen proteinler fraksiyonlar halinde tiiplere topland1 ve proteinlerin molekuler
agirligina uygun olarak secilen Millipore konsantratér yardimiyla konsantre hale
getirildi. Fraksiyonlardaki total protein miktar1 Bradford yontemiyle tespit edildi.
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)

Sekil 4.4. Saflastirilmis HC+LC (co-express)’in Western blot analizi. Bitki Gretimli
PAB83 protein standart (1:25 ng 2:50 ng ve 3:100 ng). LC+HC infiltrasyon yapilmis
bitkiden saflagtiritlmis proteinin WB analizi (co-express, purifiye protein)
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Sekil 4.5. FIX domainlerinin insan FIX proteinine gore aktivite ylizdesi

Elde edilen bulgularda insan FIX proteinine kiyasla goreceli kromojenik aktivite
testini %10 olarak belirlenmistir.
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5. SONUCLAR

Hemofili hastaligi genetik olarak meydana geldigi i¢in tedavisi Oomiir boyu
siirmektedir. Bu yiizden tedavisinde kullanilan yontemler hastanin gerek sagligi gerekse
yasam standartlar1 konforu agisindan biiyiik 6nem arz etmektedir. Tedavisi icin bircok
farkl1 yontem uygulansa da en yaygin olani eksik olan faktdriin viicuda verilerek
giderilmesidir. Vicutta eksik olan bu faktorler gunumizde rekombinant olarak
uretilmektedir.

Rekombinant tiretim; viral bulagsma riskinin diisik olmasi, giiveninirligi, tiretim
icin kaynak cesitliligi, kolay ve diisiik maliyetli olmasi nedeni ile tercih sebebi
olmustur. Rekombinant proteinlerin {iretiminde bakteri, maya, bécek ve memeli hiicre
kalturleri kullanilmaktadir. Yapilan ¢alismalara bakildiginda faktor iiretiminin; insan
plazmasi, ¢in hamster ovaryum hicreleri ve bebek hamster bébrek hicrelerinde
tiretildigi gézlenmistir. Fakat viral inaktivasyon igin ¢esitli prosesler ve zaman gerekir.
Bu c¢alismada ise bitkide gecici gen anlatimi metodu kullanilirak, eksiliginde Hemofili
B’ye neden olan faktdr IX proteininin hafif ve agir zincir dominleri rekombinant olarak
tiretilmeye calisilmistir. Kaynak olarak bitkide {retilmesinin sebebi ise; insan
patojenleri tagitmamasi, viral enfeksiyon riskinin diisiik olmasi, bir hafta kadar kisa
siirede istenilen diizeyde protein iiretebiliyor olusu ve tabiki kolay ve diisiik maliyette
olmasidir.

Yapilan bu ¢alismada kodon optimizasyonu yapilarak satin alinan ticar1 FIX-HC
ve FIX-LC genleri uygun restriksiyon enzimleri ile kesilerek, jelden geri kazanim
metodu uygulanmig ve klonlanmistir. Genler istenilen plazmite aktarillarak uygun
tastyici vektor olan A. tumefaciens ‘e elektroporasyon yontemiyle transforme edilmistir.
Elde edilen ornekten dogru koloniler secilerek bitkiye enjektér yardimiyla manuel
olarak infiltre edilmis ve bitkide 5-6 gun igerisinde protein iretimi saglanmistir.
Uretilen proteinin western analizleri yapilarak dogrulugu kamitlanmistir. Proteinler
kromotografik yontemlerle saflastirilmistir. Son olarak aktivasyon testine tabi tutulup
insan alblimini stabilizator olarak karsilastirip %10’luk bir aktiviteye sahip oldugu
gbzlenmistir.

Elde ettigimiz sonuglara gore, FIX'in HC ve LC domainlerinin uygun bir sekilde
bir araya getirilebilmesi i¢in daha fazla arastirma ve miihendislige ihtiyag vardir. Buda,
laboratuvarimizin hedefledigi yakin gelecekteki arastirma konularindan biridir.
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