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OZET

Bu calismada, hepatit B virtisi (HBV)'niin yiizey antijeni geni (HBsAg), polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)
yontemiyle cogaltildi ve bir ekspresyon vektorii igine klonlandi. Oncelikle kronik HBV’li bir hastanin serumun-
dan HBV DNA’s elde edildi. Daha sonra, HBsAg geni pcDNA3.1/V5 His-TOPO vektérii igine yerlestirildi.
Elde edilen rekombinant plazmid, Escherichia coli hiicrelerinin transformasyonunda kullanildi. Vektor icinde-
ki HBsAg geninin varhgi, PCR tarama deneyi (PCR-T) ile tespit edildi. Ayrica, ayni amag igin restriksiyon en-
zim kesim deneyi yapilarak HBsAg geninin bir ekspresyon vektorii igerisine yerlestirildigi teyit edildi.
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SUMMARY
Cloning of HBsAg Gene of Hepatitis B Virus in to an Expression Vector

In the present study, the surface antigen (HBsAg) of HBV was amplified by polymerase chain reaction
(PCR) and cloned into an expression vector. For this purpose, HBY DNA was obtained from a patient with
chronic HBV infection. Then, the PCR product of HBsAg gene of HBV was cloned into pcDNA3.1/V5 His-
TOPO vector. The resulting recombinant plasmid, termed pFHBsAg, was transformed into jM109 compe-
tent bacterial cells. The presence of the HBsAg gene was confirmed by PCR screening assay. Moreover,
enzyme digestion assay was also performed for the same purpose. Both assays indicated that HBsAg gene of
HBV was placed into the expression plasmid.
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Hepatit B viriisii (HBV), karacigerde akut ve kro-
nik hepatite sebep olan ve diinyada heniiz kontrol al-
tina alinamamis en 6énemli hastalik ajanlarindan biri-
dirlll. Diinyada yaklasik 400-500 milyon kisinin kro-
nik tasiyici oldugu ve her vil 1 milyondan fazla insanin
HBV ile iliskili hepatoseliiler karsinoma (HCC)dan
dolayr hayatini kaybettigi kabul edilmektedirl1-4l.

HBV, vaklastk 3200 niikleotid uzunlugunda ne-
gatif anlamh sarmalla 1700-2800 niikleotid uzunlu-
gunda pozitif anlamh sarmaldan olusan, kismen cift
sarmalli sirkiiler bir DNA'va sahiptirl2.5-71. HBV nin
S bolgesi, S geni ile pre-S bolgelerinden olusmakta
ve {i¢ ayn viral zarf proteinini kodlamaktadir. Temel-
de tek bir gen tarafindan kodlanan bu proteinlerde-
ki farkhliklar sentezin ayni gen tizerindeki farkh bas-
langic kodonlarindan baslamast nedeniyle olmakta-
dirl8-10], L proteini pre-S1, pre-S2 ve S; M proteini
pre-S2 ve S; S proteini ise sadece S geni tarafindan
kodlanur.

HBV'ye karsi koruyucu asilamada éncelikli hedef
protein viriisiin S gen bélgesi tarafindan kodlanan
yiizey antijenidir (HBsAg)!10-141,

Diinya Saghk Orgiitii (DSO) niin, biitiin diinyada
yeni hepatit B olgularinin énlenmesine yonelik glo-
bal stratejisinde, biitiin kan ve kan {riinlerinin
HBsAg acisindan test edilmesi ve toplumdaki HBV
tasiyicilarimin belirlenmesine 6zel bir énem verilme-
si gerekliligi vurgulanmaktadir(10],

Medikal tedavisi kisith olan hepatit B infeksiyon-
larinin taninmasinda veya immiinizasyonda kullani-
lacak antijenin hazirlanmasi amaciyla HBV nin {ire-
tilmesi miimkiin olmadigindan, daha basit ve ucuz
yolla elde edilmesi icin cesitli metodlar gelistirilmistir.
S6z konusu yéntemlerden en énemlisi rekombinant
DNA teknolojisi kullanilarak, HBV yiizey antijeninin
cesitli sistemlerde aciklatilmast yoluyla cok miktarlar-
da elde edilmesidir.

Giintimiizde heniiz etkin bir tedavisinin olmama-
st nedeniyle, hepatit B infeksiyonundan ast ile ko-
runma yolu 6nemini korumaktadir. Rekombinant
DNA teknolojisi ile gelistirilen asilar halen basaryla
uygulanmakta ve yeterli koruma saglamaktadir(15],

Bu bilgilerin 15131 altinda yapilan bu calismada, ta-
misal veya korunma amaclh olarak daha sonraki ca-
lismalara temel olusturmasi amaciyla HBsAg gen
bolgesinin klonlanmast amaclanmustir.

MATERYAL ve METOD

HBsAg Polimeraz Zincir Reaksiyonu
Uriiniiniin Hazirlanmasi

HBsAg gen bolgesini cogaltmak icin kullanilan
primerler Gen Bank’tan elde edilen AJ344117 dizi-
si temel alinarak hazirland.

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) icin, Firat
Universitesi Arastirma-Uygulama Hastanesi'ne bas-
vuran hastalardan, Quantiplex bDNA deney sistemi
kullanularak HBV ile infekte oldugu tespit edilen bir
hastanin kan serumundan elde edilen HBV DNA's1
kullanildi. PCR ile HBsAg gen bélgesinin cogaltilma-
st icin, 0.5 mL’lik mikrosantrifijj tiipiine, elde edilen
HBV DNA’'nin 10 pLsiile 2 pL. 20 pmol P1-P2 primer
(P1: 5-G ATG GAG AAC ATC GCA TCA GG-3', P2:
5-GG TCA AAT GTA TAC CCA AAG-3), 4 uL
1.25 mM dNTP (Promega, Co, Madison, WI, ABD),
5 pL 25 mM MgCl, (Promega, Co, Madison, WI,
ABD), 5 pL 10XPCR buffer (Promega, Co, Madi-
son, WI, ABD), 0.5 pL 2U Taq DNA polimeraz
(Promega, Co, Madison, WI, ABD) ve 2.5 pL sigir
serum albumini (Promega, Co, Madison, WI, ABD),
ilave edilerek toplam 50 pL’lik PCR karisimi hazir-
landi. HBsAg geni, 95°C’de bir dakikalik én 1sitma-
y1 takiben, 95°C’de 30 saniye, 55°C’de bir dakika-
lik, 72°C’de 1.5 dakikalk 32 déngiiden olusan PCR
islemi ile cogaltildi. Elde edilen 681 bp uzunlugunda-
ki HBsAg gen bdlgesi piirifiye edilerek plazmide
klonlamak icin “TOPO TA Cloning Kit” (in vitrogen)
kullanildi.

HBsAg Geninin pcDNA3.1/V5His-TOPO
Vektoriine Yerlestirilmesi ve Kompetan
Escherichia coli’yve Transformasyonu

Jelden piirifiye edilmis HBsAg geninin 4 pL’si ile
1 pL pcDNA3.1/V5His-TOPO vektériinden (in vit-
rogen) hazirlanan karisim mikrosantrifijj tiiptine ko-
nularak oda 1sisinda bes dakikalik ligasyon icin bek-
letildi. Bu siire sonunda 1 pL 6XTOPO durdurma
soliisyonu ilave edilerek reaksiyon sonlandinldi. On-
ceden hazirlanan kompetan JM109 hiicreleri kulla-
nilarak transformasyon islemi gerceklestirildi. Trans-
forme hiicreler 60 pg/mL ampisilin iceren LB kat1 be-
siverine ekildikten sonra 37°C’de bir gece bekletildi.

Polimeraz Zincir Reaksiyonu Tarama
Deneyi (PCR-T)

Transformasyon sonrasi elde edilen bakteriyel
koloniler kullamlarak PCR-T deneyi yapildi. Bu
amacla, 0.5 mL’lik mikrosantrifiij tiiplerine 2 pL
10XPCR buffer, 2 uL 25 mM MgCl,, 3 pL. 1.25 mM
dNTP, 4 pL 20 pmol primer 1-primer 2 ve 4 yL ste-
ril dH,O’dan olusan ve toplam 15 pL olan karisim
birakildi. Daha sonra bir kiirdan yardimyla pleytde-
ki koloniden bir miktar alinarak hazirlanan karsimin
icine ilave edildi ve 95°C’de 10 dakika bekletildi. Bu
stirenin sonunda her bir tiipe 1 pL. Tag DNA polime-
raz enzimi eklenerek reaksiyona birakildi. 95°C’de
bes dakikalik 6n 1sitmadan sonra 94°C’de bir daki-
ka, 55°C’de bir dakika ve 72°C’de bir dakikalik 25
déngiiden olusan PCR islemi ile cogaltildi.
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Restriksiyon Enzim Kesim Deneyleri

pcDNA3.1/V5His-TOPO vektorii icine HBsAg
gen bdlgesinin yerlestirilmesi ile olusturulan rekom-
binant plazmid DNA’s1, alkali lizis metodu ile elde
edildikten sonra Xbal restriksiyon enzimi ile kesil-
dil16l. Enzim kesimi icin 0.5 mL’lik mikrosantrifijj tii-
piine 5 pLL DNA soliisyonu, 5 pL 1X restriksiyon en-
zim soltisyonu, 10 {nite/pL konsantrasyondaki Xbal
enziminden 5 pL ve 35 pL steril dH,O ilave edildi.
Hazirlanan karisim kesim icin 37°C’de 16 saat bek-
letildi.

BULGULAR

HBV HBsAg Geninin Polimeraz Zincir
Reaksiyonu ile Cogaltilmasi

HBV ile infekte olan bireylerin serumlarindan
izole edilen DNA'nin PCR’si sonucunda 681 bg
uzunlugundaki HBsAg gen bdlgesi cogaltilmis ve bu
gen bélgesi %1.5 agaroz jele yapilan yiikleme sonu-
cunda belirlenmistir (Sekil 1). Calismada PCR’nin
kontrolii amaciyla HBV'nin HBsAg gen bolgesinin
259 be’lik bir gen bolgesini cogaltan 6zgiil primerler
kullanilmistr.

Sekil 1. Hepatit B viriisii ile infekte bireylerin kan
serumlarindan izole edilen DNA'nin HBsAg gen
bolgesine 6zgiil primerler kullanilarak PCR ile ¢o-
galtilan HBsAg gen parcasinin %1.5 agaroz jelde
goruntilenmesi. 681 b¢'lik HBsAg geni (hat 1-3),
259 b¢'lik HBsAg gen parcasi (hat 4), negatif kont-
rol (hat 5), 100 b¢’lik DNA marker (hat 6).

Polimeraz Zincir Reaksiyonu Tarama
Deneyi (PCR-T)

HBV ile infekte bireylerin serum érneklerinden
izole edilen HBV DNA’s1 kullanilarak, HBsAg gen
bolgesi PCR ile cogaltildiktan sonra bu bolgenin
pcDNA3.1/V5/His-TOPO vektoriine yerlestirildigi
PCR-T deneyi ile dogrulanmustir.

Bu amacla, transformasyon islemi sonucunda el-
de edilen ve rekombinant plazmidi iceren bakteriyel
hiicre kolonileri kalip olarak kullanilarak, PCR sonu-
cunda cogaltilan HBsAg gen bolgesi sekilde gosteril-
mistir (Sekil 2). PCR’nin kontrolii amaciyla HBsAg
gen bolgesinin 259 be’lik bolgesine 6zgiil primerler
kullanilmis ve bu gen bolgesi de PCR-T deneyi sonu-
cunda tespit edilerek gériintiilenmistir.

Restriksiyon Enzim Kesim Deneyleri

Klonlama calismalar1 neticesinde, rekombinant
plazmidin olusturuldugu PCR-T deneyi ile dogrulan-
mistir. HBsAg gen bdlgesinin vektor icine hangi yo-
nelimde yerlestigini tespit etmek amaciyla rekombi-
nant plazmid DNA’s1, Xbal restriksiyon enzimi ile
kesilmistir. HBsAg gen bolgesi ve pcDNA3.1/V5/
His-TOPO vektérii niikleotid dizilimlerinde birer tane
Xbal restriksiyon enzimi kesim bolgesi icerdiginden,
kesim deneyi sonucucunda 632 b¢’lik ve 4891 be’lik
iki farkh uzunlukta DNA parcasi elde edilmistir. Pozi-
tif kontrol olarak pcDNA3.1/V5/His-TOPO-HBsAg
rekombinant plazmidi kullanildi. Kesim deneyi sonu-
cunda hedef gen bélgesinin dogru yénelimde yerles-
tigi tespit edilmistir (Sekil 3).

1.2 384 S 68 78 88 9% 10NN 512

Sekil 2. HBsAg gen bolgesine 6zgiil primerler kul-
lanilarak yapilan PCR-T deneyi sonucunda ¢ogalti-
lan iiriiniin %1.5 agaroz jelde gosterilmesi. Pozitif
PCR-T urini (hat 1-8), pozitif kontrol olarak kulla-
nilan 681 b¢’lik HBsAg PCR uriini (hat 9), negatif
kontrol (hat 10), 259 b¢'lik HBsAg gen parcasi (hat
11), 100 b¢’lik DNA marker (hat 12).
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Sekil 3. Rekombinant plazmidin varhiginin ve he-
def gen bolgesinin dogru sekilde (oryantasyonda)
yerlestiginin, Xbal restriksiyon enzimi kullanilarak
yapilan kesim deneyi sonucunda %2 agaroz jelde
goruntilenmesi. 100 b¢’lik DNA marker (hat 1),
Xbal restriksiyon enzimiyle kesilen rekombinant
plazmid DNA iiriinii (hat 2-4), pozitif kontrol ola-
rak kullanilan rekombinant plazmid DNA'si (hat
5), Lambda DNA/EcoRI + Hind Il agirlik markeri
(hat 6).

TARTISMA

HBV infeksiyonunun diinyadaki dagihmi cogra-
fik bolgelere gore farklihk gostermektedir. Bélgeler
arasindaki bu farklihg yaratan énemli etkenlerden
biri tilkelerin sosyoekonomik durumlar ve bunun
egitim ve saglik sistemlerine olan etkisidir. Kisith
kaynaklara sahip iilkelerde kan ve kan iriinlerinin
etkin bir sekilde denetlenebilmesinin &niindeki en
6nemli engelin, bu amacla kullamlacak malzemenin
satin alinmasi i¢in gereken maddi kaynagin bulun-
mayist oldugu belirtilmektedir.

Tirkiye, HBV yiizey antijeni pozitifligi %2-10
arasinda degisen orta diizeydeki endemik bolgede
yer almaktadir. Yurdumuzda 1972 yilindan bu yana
yapilmis olan bircok calismada, bolgeler arasi farklar
bulunmakla beraber Tiirkiye’deki HBsAg seropreva-
lansinin %3.9-12.5 oldugu ve 4 milyon civarinda ta-
syic1 bulundugu bildirilmektedir(101,

Bugiin HBV'ye yonelik yapilan calhismalar co-
gunlukla tarmsal amachdir ve bu amaca yonelik ola-
rak serum, tiikiirtik, asit svisi, semen gibi viicut sivi-
larinda viral antijen veya antikorlarin belirlenmesi
icin kullamlan temel élctim yontemleri, serolojik-im-
miinolojik tan yontemleri ile PCR taramalaridir.

Bu calismada, rekombinant DNA teknolojisi kul-
larularak HBV’nin HBsAg gen bolgesi PCR teknigi
ile cogaltilmistir. Calismamin ikinci asamasinda ise
cogaltilan gen bélgesinin klonlanmasi amaci ile
pcDNA3.1/V5/His-TOPO plazmidi kullanilmustr.

HBV’nin konakei spektrumu insan ve sempanze-
lerle siirlidir. Bu nedenle HBV'nin genom yapisi,
replikasyonu ve niikleotid diziliminin anlasilmasina
yonelik yapilan calismalarda HBV DNA’sinin klon-
lanmasi yontemi siklikla kullanilmistir. HBV S geni-
nin klonlanmasi ve ayrica bu genin kodladigi prote-
inin aciklanmasi amaciyla prokaryotik ve ékaryotik
sistemler ile maya hiicrelerinin kullamldigi pek cok
calisma yapilmistirl15-171. Bu amacla, ilk olarak E.
coli olmak tizere prokaryotik hiicreler sik olarak kul-
larulmustir. Ancak, bu sekilde elde edilen antijen tani-
sal amaclar icin uygun olsa bile as1 hazirlanmasinda
uygun bulunmamustir. Ciinkii dkaryotik metaboliz-
malarda, yapilan proteinler sentez sonrasi da bazi
degisikliklere ugramaktadir. Bu degisiklikler de pro-
teinin fonksiyon, antijenite, stabilite gibi baz1 6zellik-
lerini etkilemektedir. Bu nedenle o6zellikle tedavi
amach triin elde edilmesinde, prokaryotik sistemler
yerine mavyalar ve hiicre kiiltiirleri gibi ékaryotik sis-
temlerde ekspresyon calismalar yapilmistir9.12],

HBV’ye yonelik tanisal amach gerceklestirilen
serolojik testler ve PCR taramalari, bu viriisiin {ilke-
mizde de oldukca yaygin bir infeksiyon ajani oldugu-
nu gostermistir. Ancak virtisiin yapisal unsurlarinin,
proteinlerinin anlasilmasina ve tedavi amach {iretil-
mesine yonelik calismalar bu konuda heniiz tam an-
lamuyla yeterli olamamaktadir.

Bu calismada, HBV'nin HBsAg geninin bir acik-
lama vektoriine klonlanmasi basarilmistir. Gelecek-
te, okaryotik bir vektére klonlanan HBsAg geninin
aciklatilmasi ve gen {iriiniiniin elde edilmesine yéne-
lik calismalar planlanmaktadir. Ulkemizde bu konu-
da pek cok 6ncii calisma yapilmistir. Ancak yapilan
bu cahismalan takiben en uygun ve etkili as1 olustur-
ma calismalarinin ve ayrica tilkemizin farkh bolgele-
rinde en sik goriilen subtipleri belirleme ¢alismalari-
nin arttinlmasinda fayda goriilmektedir.
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