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HEPATIT B VIRUSU TASIYICISI TRANSGENIK
FARE MODELININ GELiSTIRILMESI

DEVELOPMENT OF A HEPATITIS B VIRUS CARRIER
TRANSGENIC MICE MODEL

Miige CANER', Sezen ARAT? Rifat BIRCAN?

OZET: Hepatit B virus (HBV) enfeksiyonlarinin immiinopatogenezi ile ilgili
calismalara énemli katkilar olan transgenik fare modellerinin gelistiriimesi, yaklasik
20 yilldan bu yana devam etmektedir. Bu amagcla tim HBV genomunu ya da secilmis
viral genleri tasiyan cesitli soylar gelistiriimis ve HBV replikasyon ve patogenez
mekanizmalarinin aydinlatiimasindaki yararlari vurgulanmigtir. Bu ¢alismada HBV tagiyicisi
bir fare modelinin gelistiriimesi ve Uretilmesi amaclanmistir. Bunun icin mikroenjeksiyon
yéntemi ile fare embriyolarina tim HBV genomu aktariimig, transgenik manipulasyon
sonrasi fare yavrularindan HBV tasiyicisi olanlar HBV-DNA molekulinun replikasyonu
ve ekspresyonunun gosterildigi molekdiler yontemler ile saptanmistir. Transgen aktarimi
TUBITAK Marmara Arastirma Merkezi Transgen Laboratuvar’'nda gergeklestirilmistir.
HBV-DNA tagiyan fareler, kuyruk dokularindan elde edilen DNA 6rneklerine uygulanan
polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ve fare serumlarina uygulanan dot-blot hibridizasyon
yontemiyle belirlenmistir. Transgenik farelerde integre HBV-DNA varlidi, fare karaciger
doku kesitlerine uygulanan in situ hibridizasyon ydntemiyle saptanmistir. HBV-DNA
molekullerini tasiyan fare karacigerlerinden izole edilen total RNA molekdlleri, revers
transkriptaz PCR yo6ntemiyle saptanmis ve HBV-DNA ekspresyonunun gerceklestigi
gOsterilmistir. HBV tasiyici farelerde, HBsAg varligi karacigerde imminohistokimyasal
yontemle gosterilmis, ayrica HBsAg ve HBeAg pozitifligi ELISA ydntemi ile tespit
edilmistir. HBV genomu aktarilan fare embriyolarindan yaklasik %10’nunda HBV
genomu, ekspresyonu ve ekspresyon UruniU saptanmigtir. Heterozigot tasiyici fareler
kendi aralarinda ciftlestirilerek homozigot HBV transgenik fare soyu elde edilmistir.
Gelistirdigimiz bu HBV transgenik fareler, Ulkemizde Uretilen ilk transgenik fareler olma
Ozelligi tasimaktadir. Tim dinyada oldugu gibi tlkemizde de énemli bir saglik sorunu
olan HBV enfeksiyonlarinin ve virusun patogenezi ile ilgili calismalarda, Urettigimiz bu
tastyici transgenik farelerin katkisi olacagi disundlmektedir.

Anahtar sézctikler: HBV enfeksiyonu, HBV tasiyicisi transgenik fare modeli.

ABSTRACT: The studies for the development of transgenic mice models which
provide important profits for the studies concerning immunopathogenesis of hepatitis
B virus (HBV) infections are in progress since 20 years. For this purpose different
lineages bearing whole HBV genome or selected viral genes have been developed
and their usage in clarifying the HBV replication and pathogenesis mechanisms have
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been emphasized. The aim of this study was to develop and breed a HBV carrier mice
model. In the study the full HBV genome has been transferred to mouse embryos by
microinjection procedure. Following transgenic manipulation, the HBV carriers among the
daughter mice have been detected by molecular methods in which HBV-DNA replication
and expression have been shown. The manipulations for transgene transfers have
been performed in TUBITAK Marmara Research Center Transgene Laboratory, Gebze,
istanbul. The HBV-DNA carrier mice have been demonstrated by polymerase chain
reaction (PCR) using the DNA samples obtained from tail tissues and also by dot-blot
hybridization of the mice sera. Integrated HBV-DNA has been detected by applying
in-situ hybridization to the liver tissue sections. HBV-DNA expression has been shown
by reverse transcriptase PCR method with total RNA molecules that have been isolated
from the liver tissues of the HBV-DNA carrier mice. HBsAg has been detected in the
liver by immunohistochemical method, and HBsAg and HBeAg have additionally been
demonstrated by ELISA. HBV genome, expression of the genome and the expression
products have been determined in approximately 10% of the mice of which HBV-DNA
have been transferred. By inbreeding heterozygote carrier mice, homozygote HBV
transgenic mice line have been obtained. These HBV transgenic mice are the first
lineages developed in our country. It is hopefully thought that this HBV carrier transgenic
mouse model may contribute to the studies on the pathogenesis of HBV infections
which are important health problems in the world as well as in Turkey.

Key words: HBV infection, HBV carrying transgenic mice.
GiRiS
Hepatit B virusu (HBV) dinyada akut ve kronik karaciger hastaliklar ile
hepatoseluler karsinomanin (HCC) en yaygin ve en énemli etkenlerindendir.

HBV enfeksiyonu Asya ve Afrika’nin gelismemis ve gelismekte olan Ulkelerinde
endemik olup, bu tlkelerde nufusun %15-20’si taslyici durumundadir'2.

Cembersel, kismi ¢ift iplikli genoma sahip olan HBV, kucuk, zarfli bir
hepatotropik DNA virusudur®. Genellikle HBV’nun dogrudan sitopatik bir
virus olmadigi ve enfeksiyon sirasindaki karaciger hasarindan antiviral immun
yanitin sorumlu oldugu kabul edilmektedir. Ancak bu géris, transgenik bir
model elde edilinceye kadar dogrudan test edilememistir; zira dag sicani ve
Ordek hepatit viruslarinin immunobiyolojisi dogal konaklarinin birbirine yakin
olmamasi nedeniyle tam olarak anlasilamamigtir*s. Patogenez mekanizmalarinin
arastirimasi, konak tipi ve in vitro klltir sistemlerinin kisithhgi/yoklugu nedeniyle
zor olmustur. HBV enfeksiyonunun patogenez mekanizmalari hakkinda
bilinenlerin cogu Hepadnaviridae ailesinin diger Uyelerinden elde edilmistir.
1980’li yillarin ikinci yarisindan itibaren immun sistemi iyi bilinen ve insanin
immun sistemine ¢cok benzeyen inbred kicuk hayvan modeli olan HBV
transgenik fare modeli gelistiriimistir®®. Boylece HBV ya da karacigere 6zgul
promotorlar tarafindan kontrol edilen HBV zarf, kor, prekor ve X proteinlerini
eksprese eden bir transgenik soy elde edilmistir®'2. Bu gelisme HBV patogenezi
ile ilgili bircok bilinmeyenin arastirimasinda énemli rol oynamistir.

Bu calismanin amaci, hepatit B enfeksiyonunun immunopatogenezinin
arastirimasinda kullanilabilecek bir HBV tasiyicisi transgenik fare soyunun
gelistirilmesi ve Uretilmesidir.
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GEREC ve YONTEM

Transgenik Uriinlerin Hazirlanmasi: Tim HBV genomundan uzun olan ve
uc kisimlarda fazlaligi olan HBV kékenli Griin Hielderberg Universitesi Molekiiler
Biyoloji B6lumd’nden temin edildi. HBV 1,3 plazmidi (pT HBV 1,3), Grinin HBV
“enhancer-1” dizisinden 6nce baglar, tim HBV genomunu kapsadiktan sonra
HBV’nin tek poliadenilasyon bolgesinin asagisinda biter>'". 5 ug pT HBV 1,3
plazmid DNA, 100 ul TE tamponda ¢6zuldi ve 26 ul plazmid sollisyonu daha
once tarif edildigi sekilde E.coli HB 101 ve Nova Blue kompetan hicrelere
aktarilarak ampisilin iceren LB sivi besiyerinde inklbe edildi'®. Plazmid DNA’s,
E.coli DNA’sindan plazmid saflastirma kiti ile (Maxi plus purification kit, Promega
ve Qiagen) izole edildi ve Hind lll ve Sac | restriksiyon enzimi ile kesildi.
Kesilmis olan HBV-DNA, DNA saflastirma kiti (MBI Fermentas) ve Agar ACE
enzim sistemi (Promega) ile agaroz jelden izole edildi. Saf olarak elde edilen
HBV-DNA, transfer ortaminda ¢6zuldl ve mikroenjeksiyonda kullanildi.

Transgenik Manipulasyon: Galismada “outbred” (akraba olmayan) CD-1
ve CB6F1 (C57BL/6XBALB/C) hibrid embriyolari sirasi ile dondr ve alici olarak
kullanildi. HBV transgenik fare, Pt HBV 1,3 plazmidinden kesilerek elde edilen
Hindlll/Sacl fragmaninin enjekte edilmesi ile Uretildi. Transgenik manipulasyon
Turkiye Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Enstitist Marmara Arastirma Merkezinde
(TUBITAK-MAM) bulunan “Transgen Laboratuvari’nda gerceklestirildi. Donérler
6-7 ve alicilar 8-9 haftalikti. Tim fareler deney boyunca karanlik ve aydinlik
doéngusunde (12:12 saat) birakildi.

HBV-DNA Analizi: Fare kuyruk dokusundan elde edilen total genomik DNA,
geleneksel proteinaz K fenol/kloroform izoamilalkol metodu ile ekstrakte edildi'®.
Dogumdan 1.5 ay sonra fare yavrularinin kuyruklan kiguk parcalara ayrildi ve
proteinaz K iceren lizis tamponunda 37°C’de 2 saat bekletildi. Ortama pH 8.0 tris
ile doyurulmus 300 pl fenol eklendikten sonra 10 dakika 5000 rpm’de santrifij
edildi. Ust faz temiz bir tipe alindi ve ilk islem tekrarlandi. Ust faza 100 pl
kloroform/izoamilalkol (24:1) ve buzda sogutulmus etanol eklenip -20°C’de bir
gece bekletildi. inkiibasyon sonrasi 30 dakika 13000 rpm’de santrifiij edildi ve
pelet %70’lik etanol ile yikandi. Daha sonra 6rnekler 50 ng/ul olacak sekilde
sulandirildi ve diger butin deneyler bu sulandirilan érnekler ile yapildi.

TE tamponda c¢o6zilen DNA 6rnekleri, niceliksel ve niteliksel olarak
degerlendirildi; bu amagcla sirasiyla DNA miktarlar spektrofotometre ile dlgtldu
ve agaroz jelde UV floresan ile géruntilendi. Tasiyici fareler, integre DNA
molekilinin “nested” polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile analizi ile belirlendi.
DNA izolasyon metodunda RNAz enzimi kullaniimadigindan éncelikle fare beta-
aktin primerleri ile PCR yapildi. Daha sonra 200 ng HBV-DNA korunmus Pre
S ve S bolgesinden segilen cift HBV-DNA primeri ile gogaltild.

ilk PCR, kuyruk genomik DNA 20 pm “sense” 5- TAC CAC AGG CAT
TGT GAT GG-3’, “anti-sense” 5’- AAT AAT AGT GAT GAC.CTG GCC GT-
3’ beta-aktin primerleri kullanildi. Denatlirasyon 94°C’de 60 saniye, primer
yapismasi 57°C’de 60 saniye, uzama 72°C’de 60 saniye olarak 24 dbéngu ve
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son uzama 72°C’de 10 dakika olacak sekilde yapildi. Daha sonra total genomik
DNA 20 pmol “sense” 5’- GAC TCT CTG TAA TGT CAA CGA CC- 3’ ve “anti-
sense” 5 TTC CCA CCT TAT GAG TCC AG GA-3’ primer cifti, 2 mM MgCl,
200 p© M dNTP, 200 ng DNA kullanilarak uygulandi. Baslangic denattrasyonu
95°C’de 5 dakika, denatlrasyon 95°C’de 30 saniye, primer yapismasi 55°C’de
60 saniye, uzama 72°C’de 2 dakika, 24 siklus ve son uzama 72°C’de 7 dakika
olacak sekilde yapildi. 10 ul PCR 0rin0 elektroforezle analiz edildi ve UV
floresan ile gorintilendi®®.

integre HBV-DNA ayni zamanda taslyici farelerde “dot-blot” hibridizasyon
metodu ile arastinldi. Tagsiyici farelerin 100 ul serum &rneklerinden elde edilen
viral DNA, STENMBSA (Sukroz, Tris, EDTA, NaCl,, MgCl,, BSA) yastik kullanilarak
HBV probu ile hibridize edildi'*. Bu amacgla, naylon membrana yUklenen
Ornekler fikse edildikten sonra (Gene Screen Plus, Dupont). Dig ile igaretli
HBV-DNA probu iceren hibridizasyon soltsyonu ile bir gece 42°C’de bekletildi.
Noktalar (dot), Dig isaretleme kitinin (Roche) immunolojik saptama protokoll
ile belirlendi. Tim deneylerde negatif ve pozitif kontroller kullanildi.

Serolojik Analiz: Tastyici hayvanlarin serumlari, ticari kit ile (Abbott
Laboratories, USA) taranarak HBV DNA’nin ekspresyon urlnleri saptandi®.
Ancak serum miktarlarinin yetersiz olmasi nedeniyle sadece HBsAg ve HBeAg
arastinlabildi.

Histolojik Analiz: Taslyici farelerin karaciger érnekleri %38’lik formaldehit
ile bir gece tespit edildikten sonra ardarda etanol banyosundan (%70, %90,
%95 ve %100) gecirilerek suyu alindi. Toluende iki kez inkiibasyondan sonra
bir gece parafinde fikse edildi ve parafine gdbmull 6rnekler 4-6 um kalinhidginda
kesilerek hematoksilen-eozin (HE) ile boyandi'®.

Immiinohistokimyasal Analiz: Tasiyici hayvanlarin karaciger kesitlerinde
HBsAg yerlesimi, isaretli avidin-biotin saptama ydntemiyle goésterildi. Kisaca,
PBS icindeki parafine emdiriimis kesitler 10 dakika 37°C’de %0.3 hidrojen
peroksit ile muamele edildi ve PBS ile yikandi. Daha sonra kesitler anti-HBs
monoklonal antikoru (Primer antiserum, Dako) ile 30 dakika inkibe edildi.
Tekrar PBS ile ylkamadan sonra streptavidin-peroksidaz konjugati ile 10 dakika
oda isisinda bekletildi. Peroksidaz aktivitesi 5 dakika diaminobenzidin (DAB;
Sigma) ile isleme koyulup hematoksilenle boyandiktan sonra goérlntulendi'®.
Bu stirec izmir Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakliltesi Patoloji Laboratuvar’nda
gerceklestirildi.

integre HBV-DNA Molekdiliiniin Ekspresyonu: HBV gen ekpresyonu
standart ters transkriptaz PCR (RT-PCR) ile belirlendi'®. RNA, asidik guanidin/
izotiyosiyonat/fenol/kloroform yéntemi ile tasiyici farelerin karaciger dokularindan
izole edildi. Yaklasik 0.5 g karaciger dokusu kuglik parcalara kesildikten
sonra denatlrasyon sollsyonunda ¢6zlldd; 0.1 hacim 2 M pH: 4.0 NaOH
ve ortama suyla doyurulmus fenol/kloroform/izoamilalkol (49:1) eklendi.
15 dakika buzda inklUbasyondan sonra karisim santriflj edildi ve Ust faza
izopropanol eklendikten sonra bir gece -20°C’de bekletildi. Santrif(ij sonrasi
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elde edilen pelet tekrar denatlrasyon sollisyonu ve izopropanol ile muamele
edildi, soguk etanol ile presipite edildi ve TE tamponda ¢6zuldi. Bu yontemde
kullanilan soltsyonlar bir RNAz inhibitéri olan DEPC igeren su ile hazirlandi.
RNA miktar spektrofotometrik olarak hesaplandi. Formaldehit agaroz jel
elektroforezi uygulandi ve RNA 6rnekleri UV’de géruntilendi. PCR iki adimda
yuratulda; birinci adimda total RNA molekuliinden c-DNA elde edildi. Bunun
icin 125 U ters transkriptaz (RT) enzimi, 20 U RNAz inhibitér, 2 mM MgCl,,
20 pmol dis HBV’'ye 6zgull “sense” 5-GAC TCT CTG TAA TGT CAA CGA
CC-3’ ve “anti-sense” 5-TTC CCA CCT TAT GAG TCC AAG GA-3’ primerleri
kullanildi. ikinci adimda, c-DNA birinci asamada oldudu gibi RT enzimi ve
icte bulunan HBV’ye 6zgul ikinci “sense” 5-GGA GGC TGT AGG CAT AAA
TTG GT-3’ ve “anti-sense” 5-GGC GAG GGA GTT CTT CTT CTA GGG G-
3" kullanilarak gerceklestirildi. c-DNA sentezinde déngu 42°C’de 30 dakika,
baslangic denatirasyonu 95°C’de 5 dakika, denatirasyon 94°C’de 60 saniye
idi. PCR urlnleri UV floresanda analiz edildi.

In situ Hibridizasyon (ISH): Tasiyici farelerin karaciger kesitleri polilizinle
kapl lamlara alindiktan sonra bir gece 56°C’de inkiibe edildi'”'8. Ornekler
parafinlerinden kurtulmak icin 3’er kez 15 dakika ksilen ile muamele edildi.
Deparafinize edilen kesitler daha sonra dereceli etanol banyolarindan ardarda
gecirilerek dehidrate edildi ve 3 dakika PBS ile yikandi. Kesitler sindirim
tamponu ile 37°C’de 30 dakika inklibe edildikten sonra tekrar dereceli etanol
(%75, %95, %100) banyolarindan gecirilip oda isisinda kurutuldu. Herbir kesite
10 ul hibridizasyon tamponu (Digoxigenin Labeling Kit, Roche) eklendi ve
30 dakika 37°C’de nemli ortamda inkiibe edildi. iki kez 3 dakika PBS tampon
solusyonunda yikandiktan sonra kesitlerin tekrar seri etanol banyolar ile sulari
alindi ve oda isisinda kurutuldu.

Dig ile isaretlenmis HBV’e 6zgul probu iceren 10 ul hibridizasyon
tamponu eklendi ve lamlar 94°C’de 2 dakika DNA denatlrasyonu igin isitildi.
Nemli ortamda 1 saat inkube edildi. Daha sonra lamlar kitte belirtildigi gibi
yikama solUsyonu ile yikandi ve 100 pl blok solisyonu ile muamele edildi
(Dig isaretleme kiti, Roche). Daha sonra ortama 100 pl anti-digoksigenin antikoru
eklendi ve 30 dakika inkube edildi. Bunu takiben lamlar 3 kez 3 dakika PBS
ile yikandiktan sonra 3 dakika boyama tamponu ile muamele edildi. 100 ul
boya sollsyonu nitroblue-tetrazolium (NBT) ile 100 kez sulandirildiktan sonra
lamlar Gzerine 5-bromo 4-kloro-indodil-fosfat (BCIP) konuldu ve karanlikta oda
Isisinda inkube edildi. 2-4 saat icinde gerceklesen renklenmeyi takiben drnekler
su ile yikanarak reaksiyon sonlandirildi. Lamlar mikroskopta degerlendirildi.
Dig isaretleme kiti uygulanirken kit kilavuzu kullanildi.

BULGULAR

Transgenin Hazirlanmasi: LB besiyerinde Uretilmis transforme hucrelerden
saflastirilan plazmid DNA’sinin miktari 876 mg/ml, A, /A,,, orani ise 1.94
olarak belirlenmigtir. Ayrica %1’lik agaroz jelde yudrutulerek UV floresan ile
goéruntilenmistir. Saflastirlmis plazmid DNA &6rneginin Hind 1ll ve Sac |
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restriksiyon enzimleri ile kesim islemi sonucu HBV-DNA bandi, agaroz jelden
kesilerek alinmis ve saflastinimistir. Bu islemden sonra HBV-DNA miktari ve
kalitesi belirlenmis ve 135 ng/ul ve A /A orani:1.9 olarak bulunmustur
(Sekil 1).

Transgenik Manipulasyon: PT HBV 1,3 plazmidinden kesilerek elde
edilen saflastinimis Sacl/Hindlll fragmani, transgenik maniplasyonda transgen
olarak kullaniimistir. 620 embriyo enjekte edilmis, canl olan 432 tanesi ise
Onceden protokolde belirtildigi gibi alicilara transfer edilmistir. Stre¢ sonunda
manipule edilmis embriyolardan 131 fare yavrusu dogmus, ancak bélgemizdeki
deprem sirasinda meydana gelen karisiklik nedeniyle 70 tanesi calismadan
cikarimistir.

260" 280

Tasiyicilarin Analizi: Fare beta-aktin primerleri ile yapilan PCR’da beklenen
blyuklukte band elde edilmis, PCR Urtnlerinin agaroz jelde gdéruntlilenmesi
sonunda da 7 tasiyici fare bulunmustur (Sekil 2). Ayrica “dot-blot” hibridizasyonu
ile gerceklestirilen transgen analizi sonunda da tasiyici farelerde noktalar (dot)
belirlenmistir (Sekil 3).

Serolojik Analiz: Taglyici hayvanlardan H,, H,, I, I,,1,, ve |, kodlu farelerin

serumunda HBsAg ve HBeAg pozitif bulunmustur.

Histolojik Analiz: Taslyicl hayvanlarin karaciger doku preparatlarinin, normal
karaciger dokusu ile karsilastirmali incelemesi sonunda HBV enfeksiyonuna
bagli herhangi bir sitopatolojiye rastlanmamistir (Sekil 4).

Immiinohistokimyasal Bulgular: HBV S gen ekspresyonu sadece bir
transgenik farede immunohistokimyasal yéntemle belirlenmistir. HBsAg, DAB
ile boyanmis kahverengi partikiller olarak hepatositlerin sitoplazmalarinda
gosterilmistir (Sekil 5).

ISH Bulgulari: Tasiyici farelerin karaciger kesitlerinde uygulanan ISH
sonunda HBV DNA’nin nikleustaki lokalizasyonu Dig ile isaretli HBV’e 6zgul
prob kullanilarak saptanmistir.

HBV Gen Ekspresyonu: Taslyici farelerde HBV S gen ekspresyonu RT-PCR
ile saptanmis ve %2’lik agaroz jelde gorintilenmistir (Sekil 6).

TARTISMA

Dunya capinda 300 milyondan fazla kisinin HBV ile kronik olarak enfekte
oldugu ve bu kisilerin primer karaciger kanseri gelistirme riskine sahip olduklari
bilinmektedir'-'°2°, HBV enfeksiyonlarinin immuinopatogenezinin aydinlatiimasi,
bu enfeksiyonlarin dnlenmesi ve tedavisinde blyuk dneme sahiptir. Bu amacla
in vivo calismalar icin hayvan modellerinin gelistiriimesi, yaklasik 20 yildan
bu yana devam etmektedir. Bu calismalarda, “inbred” farelerin déllenmis
yumurtalarina tim/kismi HBV genom kopyasi mikroenjeksiyon ile aktarilarak
HBV genom drUnlerini eksprese eden ve ayrica HBV replikasyonunun belirtilerini
gOsteren farkli HBV transgenik fare soylar elde edilmistir®®!. Transgenik fare
modellerinin, HBV’nun biyolojisi, immunobiyolojisi ve patogenezi konularinda
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Sekil 1. MBI kiti ile saflagtirimis HBV DNA'nin Sekil 2. HBV transgenik farenin PCR
agaroz jel elektroforezindeki gérintisu. arand. 1. sira: 6 X 174/Hae Il belirteci; 2.

1.sira: A DNA/ Hind Il belirteci; 2.sira: 3.2 kb sira: Pozitif kontrol (HBV pozitif hastadan

MBI kiti ile agarozdan saflastirimis HBV-DNA. ekstrakte edilen HBV-DNA); 3.sira: HBV

A B.C D B F G H
—

Sekil 3. “Dot-blot” hibridizasyonun
immunolojik saptama ile elde edilen
goruntasa. 1,11, ve 1, kodlu HBV-DNA
pozitif olan transgenik farelerden elde
edilen pozitif sinyaller gérilmektedir
(HBV ylzey geninin Pre S korunmus
bdlgesinden secilen dig ile
isaretlenmis prob kullaniimigtir).

negatif control; 4.sira: Bos; 5., 6. ve 7.
siralar: Sirasiyla |, I, ve I, kodlu HBV-DNA
pozitif transgenik farelerin 613 baz
ciftik PCR runleri.

Sekil 4. |, kodlu HBV taslyicisi transgenik farenin
karaciger dokusu. (HE boyama, 400x)
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Sekil 5. |, kodlu HBV transgenik farenin karaciger dokusunda immunohistolojik olarak
HBsAg saptanmasi. (Hepatositlerin sitoplazmasinda gorilen ok ile isaretli
koyu kahverengi lekeler HBsAg varligini géstermektedir; 400x)

Sekil 6. 1, I, ve | kodlu farelerin karaciger dokularindan elde edilen RNA érneklerinin RT-PCR

Urtnleri. 1.sira: 8 X 174/Hae |l belirteci; 2.sira: Negatif kontrol; 3.sira: Pozitif kontrol;
4.sira: Bos; 5., 6. ve 7.siralar: |, 1,, I, kodlu farelerin karaciger
dokularindan elde edilen RNA &rnekleri.

bilgilerimize 6énemli katkilarda bulundugu agiktir?'. Tum HBV genomunu ya da
secilmis viral genleri tagiyan cesitli soylar gelistiriimis ve HBV replikasyon ve
patogenez mekanizmalarinin ortaya konmasindaki yararlari gésterilmistir. Hatta,
son yillarda sadece viral replikasyon tzerinde degil, ayni zamanda virusun giris
ve virustan temizlenme mekanizmalar konusunda calismalara olanak taniyan
yeni, heyecan verici alternatif fare modelleri gelistirilmigtir2.

Transgenik fare modeli, HBV ile indUklenen karaciger hastaliginin
immunolojik bir temeli oldugunu ve MHC-I ile sinirli sitotoksik T lenfositlerinin
(CTL) bu surecte belirleyici rol oynadigini ortaya koymustur??23, Sitotoksik T
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lenfositlerinin, farelerde fulminant hepatit olusturacak kadar karaciger hasarina
yol actigi ifade edilmektedir. Sitia ve arkadaslarinin® HBV transgenik fareleri
virusa 6zgul CTL alicisi olarak kullandiklari calismada, polimorfonukleer
noétrofillerin ve Urettikleri matriksi degrade eden metalloproteinazlarin, CTL
ile baslatilan karaciger hasarini artiran antijene 6zgul olmayan mononukleer
hicre toplanmasina neden oldugunu gdstermislerdir®. Bunun yani sira Maier
ve arkadaslar®* HBV’e 6zgil CD8+ T lenfositlerini HBV transgenik farelerine
aktarmislar, antijen taninmasinin antiviral efektér fonksiyonu ve transfer edilen
CTLlerin yerlesimi tzerindeki etkisini incelemigler ve bunlarin salinimlarinin viral
eliminasyonu maksimuma cikardigini, doku hasarini ise minimuma indirdigini
aciklamislardir. Yine bu calismada, HBV transgenik farelerin karacigerlerinde
antijenin kalicihidina ragmen HBV’e 6zgul CTL tarafindan gama interferonun
Once hizla induklendigi daha sonra ise hizla baskilandigi gésterilmistir?. Ayrica
apoptoziste rol alan PD-1:PD-L1 gibi inhibitor yolaklarin blokajinin, CTL yanitinin
bu mekanizma ile baskilandigi olgularda viral kaliciidi ve kronik enfeksiyonu
tersine gevirebildigi 6ne surdlmustir?.

Yapilan calismalar, HBV X antijenini eksprese eden transgenik farelerde
hepatoselller karsinomanin ylksek oranda goérildigini ve bu proteinin
hepatokarsinogenezde roll olabilecegini ifade etmektedir®. Ancak yine de
X gen ekspresyonunun karsinogenez acisindan yeterli olmadigi ve HCC igin
baska epigenetik/genetik olaylarin gerekli oldugu vurgulanmaktadir. Bir baska
calismada da, tim HBV genomunu tagiyan transgenik farelerde HBV'nin tek
basina yetersiz bir karsinojen oldugu, buna karsin dietilnitrozamine (DEN)
gibi bir kanserojen variginda HCC gelisimini indtkledigi bildirilmistir®. Diger
taraftan Barone ve arkadaslari?” HBV dizilerini tagiyan transgenik fareleri, HBV ile
indiklenen HCC’nin molekuler mekanizmasini agikliga kavusturmak icin model
olarak kullanmiglardir. Bu arastiricilarin ¢alismalari, HBV ile module edilen yeni
genlerin tanimlanmasina olanak tanimis ve transgenik fare hepatositlerinde
apoptotik surecin kontrolden ciktigini goéstermistir?”.

HBV enfeksiyonu asilama ile énemli 6lcide engellenebilse de, kronik
hepatit icin etkin bir tedavi henliz mevcut degildir?®. Dolayisiyla hepatit B bliyk
bir saglik sorunu olmayi slrdirmektedir ve acilen yeni antiviral stratejilere
gerek vardir. Transgenik fare modeli ile yapilan ¢alismalar, hepadnaviruslarin
biyolojisini ve patogenezini bir gok yonden aciklia kavusturacak ve gelecekte
HBV enfeksiyonuna karsi yeni terapdtik yaklasimlarin gelistiriimesine katkida
bulunacaktir. Nitekim Akbar ve arkadaslarinin® calismasinda, dendritik htcre
kokenli bir asi hazirlanmis ve HBV transgenik farelerde tedavi edici potansiyeli
degerlendirilmistir. Bu arastiricilar, HBsAg ile uyarilan dendritik hlicreler yolu
ile kronik HBV enfeksiyonu icin oldukca etkin bir terapétik asi gelistirdiklerini
bildirmektedirler®.

Sunulan ¢alismada, HBV immUnopatogenezi ¢calismalarinda kullanilabilecek
tim HBV genomunu tagiyan HBV tagsiyicisi fare modeli gelistirilmistir. Elde
edilen transgenik farelerde HBV-DNA replikasyonu, ekspresyonu ve gen urunleri
cesitli yontemler ile belirlenmistir. Transgen aktanmi TUBITAK-MAM Transgen
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Laboratuvar’nda gerceklestirilmis, maniputlasyon sonrasi farelerin yaklasik
%10’unun transgenik olduklar saptanmigtir. Bu oranin disuk olmasinda 1999
yilindaki izmit-Gélcilk depreminin etkisi vardir; zira farelerin yansindan fazlasi
kafeslerin devrilmesi ve farelerin birbirine karismalari nedeniyle telef olmustur.
Daha sonra gerceklestirilen ve yayinlanan calismamizda da belirtildigi gibi
transgenik erkek ve disi fareler ciftlestirilerek cogalabilen strekli bir transgenik
homozigot fare soyu elde edilmistir®®. Gelistirdigimiz bu HBV transgenik fareler,
Ulkemizde Uretilen ilk transgenik fareler olma 6zelligini de tasimaktadir. Sonug
olarak, Ulkemizde de d6nemli bir saglik sorunu olan HBV enfeksiyonlarinin
ve virusun patogenezi ile ilgili calismalarda, Urettigimiz bu tasiyici transgenik
farelerin katkisi olacag inancindayiz.

TESEKKUR
Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji laboratuvari calisanlarina ve

Gzellikle HBV antijenlerinin immunohistokimyasal olarak gosterilmesini saglayan
Dr. Erdener Ozer’e tesekkur ederiz.

KAYNAKLAR

1. Beasly Y, Chen CS. Hepatocellular carcinoma and hepatitis B virus: a prospective study of
22.707 men in Taiwan. Lancet 1981; 2: 1129-33.

2. Vyas GN, Dienstag JL, Hoofnagle JH (eds). Viral Hepatitis and Liver Diasease, pp: 135-66.
1984. Grune and Stratton Co. New York.

3. Toillais P, Pourcel C, Dejean A. The hepatitis B virus. Nature 1985; 317: 489-95.
4. Lee W. Hepatitis B virus infection. New Engl J Med 1997; 337: 1733-45.

5. Summers J. Three recently described animal virus models for hepatitis B virus. Hepatology
1981; 1: 179-83.

6. Gordon JW. Production of transgenic mice. Methods Enzymol 1993; 225: 747-99.

7. Brinster RL, Chen HY, Trumbauer MK, Palmiter RD. Factors influencing frequency production
of transgenic mice. Proc Natl Acad Sci USA 1985; 86: 4438- 43.

8. Chisari FV. Hepatitis B virus transgenic mice: insights into the virus and disease. Hepatology
1995; 22: 1316- 25.

9. Farza H, Hadchouel M, Scotto J, Toillais P, Babinet C, Pourcell B. Replication and gene
expression of hepatitis B virus in a transgenic mouse that contains the complete viral genome.
J Virol 1988; 62: 4144-52.

10. Larkin J, Clayton M, Sun B, et al. Hepatitis B virus transgenic mouse model of chronic liver
disease. Nat Med 1999; 5: 907-12.

11. Burk RD, Deloia JA, Elawady MK, Gearhat JD. Tissue preferential expression of the hepatitis B
virus (HBV) surface antigen gene in two lines of HBV transgenic mice. J Virol 1988; 62: 649-54.

12. Palmiter RD, Brinster RL. A transgenic mouse model of the chronic hepatitis B surface antigen
carrier state. Science 1985; 230: 1157-60.

13. Sambrook J, Fritsch EF, Maniatis T (eds). Molecular Cloning: A Laboratory Manual. 2™ ed.
1989. Cold Spring Harbor Press, New York.

14. Brechot C, Scotto Jacques, CP, Degos F, Trepo C. Detection of hepatitis B virus DNA in liver
and serum: a direct appraisal the chronic carrier state. Lancet 1981; 2: 765-8.

15. Hoofnagle JH, Schafer DF. Serologic markers of hepatitis B virus infection. Semin Liver Dis
1986; 6: 1-10.



16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

20.

30.

MIKROBIYOLOJi BULTENI 81

Ozer E, Ozer E, Helvaci M, Yaprak |. Hepatic expression of viral antigens, hepatocytic
proliferative activity and histologic changes in liver biopsies of children with chronic hepatitis
B after interferon-alpha therapy. Liver 1999; 19: 369- 74.

Blum HE, Haase AT, Haris JD, Walker D, Vyas GN. Asymmetric replication of hepatitis B virus
DNA in human liver: demonstration of cytoplasmic minus-strand DNA by blot analysis and in
situ hybridization. Virology 1984; 139: 87-96.

Anderson SM, Brooke PK, Van Eyck SL, Noell H. Distribution of human papillomavirus types
in genital lesions from two temporally distinct populations determined by in situ hybridization.
Hum Pathol 1993; 24: 547-53.

Chisari FV. Hepatitis B virus transgenic mice: models of viral immunobiology and pathogenesis,
pp: 149-73. In: Chisari FV, Oldstone MBA (eds), Current Topics in Microbiology and Immunology.
1995. Springer-Verlag, Heidelberg.

Guidotti LG, Chisari FV. To kill or to cure. Options in host defense against viral infection. Curr
Opin Immunol 1996; 8: 478-83.

Moriyama T, Guilhot S, Klopchin K, et al. Immunobiology and pathogenesis of hepatocellular
injury in hepatitis B virus transgenic mice. Science 1990; 248: 361-4.

Dandri M, Lutgehetmann M, Volz T, Petersen J. Small animal model systems for studying
hepatitis B virus replication and pathogenesis. Semin Liver Dis. 2006; 26:181-91.

Sitia G, lannacone M, Muller S, Bianchi ME, Guidotti LG. Treatment with HMGB1 inhibitors
diminishes CTL-induced liver disease in HBV transgenic mice. J Leukoc Biol 2007; 81: 100-7.

Maier H, Isogawa M, Freeman GJ, Chisari FM. PD-1:PD-L1 interactions contribute to the
functional suppression of virus-specific CD8+ T lymphocytes in the liver. J Immunol 2007;
178: 2714-20.

Yu DY, Moon HB, Son JK, et al. Incidence of hepatocellular carcinoma in transgenic mice
expressing the hepatitis B virus X protein. J Hepatol 1999; 31: 123-32.

Zheng Y, Chen WL, Louie SG, Yen TS, Ou JH. Hepatitis B virus promotes hepatocarcinogenesis
in transgenic mice. Hepatology 2007; 45: 16-21.

Barone M, Spano D, D'Apolito M, et al. Gene expression analysis in HBV transgenic mouse liver:
a model to study early events related to hepatocarcinogenesis. Mol Med 2006;12: 115-23.

Nassal M. Novel molecular approaches toward therapy of chronic hepatitis B. Arch Virol 1997;
142: 611-28.

Akbar SM, Furukawa S, Hasebe A, Horikke N, Michitaka K, Onji M. Production and efficacy
of a dendritic cell-based therapeutic vaccine for murine chronic hepatitis B virus carrierer. Int
J Mol Med 2004;14: 295-9.

Bagis H, Arat S, Mercan HO, et al. Stable transmission and expression of the hepatitis B virus
total genome in hybrid transgenic mice until F10 generation. J Exp Zoolog A Comp Exp Biol
2006; 305: 420-7.





