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OZET

Bu calismada, hepatit B virusu (HBV) enfeksiyonlarinin tani ve izleminde énemli bir serolojik belirle-
yici olan anti-HBc testinde kullanilan gerekli proteini elde etmek amaciyla, HBV kor antijeni gen bolgesi-
nin rekombinant DNA teknolojisi ile 6karyotik ekspresyon vektoriine yerlestirilmesi planlanmistir. Calis-
mada HBV DNA'sI pozitif hasta serumlari kullanilmis ve HBc antijenini kodlayan genin primerleri dizayn
edilerek, HBcAg gen bdlgesi polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile ¢cogaltilmistir. Daha sonra “Invisorb
Spin Rapid PCR Kit” (Invitek, Almanya) ile saflastirilan amplikonlar, TOPO® TA ekspresyon kiti (Invitrogen,
ABD) ile pYES2.1 plazmidine klonlanmig ve bu plazmid CaCl, yontemiyle kompetan bakteriye (TOPO
10F’ Escherichia coli) transforme edilmistir. Kompetan bakteri, ampisilinli LB (Lysogeny Broth) agarda ¢o-
Jaltildiktan sonra “pYES2.1 + HBcAg” plazmidi izole edilmis ve “S.c. EasyComp transformasyon kiti” (In-
vitrogen, ABD) ile Saccaromyces cerevisiae'ya transforme edilmistir. Son asamada, HBcAg'nin maya tara-
findan eksprese edildigi “in house” ELISA yéntemiyle dogrulanmustir. Ulkemizde hepatit B'nin serolojik
tanisinda kullanilan kitlerin biylik cogunlugunun ithal triinler oldugu ve bu durumun Ulke ekonomisine
getirdigi yuk dikkate alindiginda, bu ve benzeri calismalarla elde edilen deneyim ve bilgi birikiminin, ken-
di 6z kaynaklarimizla elde edilecek trtinlere dontismesinde 6nemli katkisi olacagi diistinGlmustir.

Anahtar sozciikler: Hepatit B virusu, kor antijeni, klonlama, gen ekspresyonu.

ABSTRACT

In this study, the core antigen (HBcAg) gene region of hepatitis B virus (HBV) was transformed and
expressed into an eukaryotic expression vector by recombinant DNA technology in order to obtain the
protein used in anti-HBc tests which is being one of the most important marker for the serodiagnosis of
HBV infections. For this purpose, HBV-DNA positive patient sera were used as the source of viral nucleic
acids, and the primers coding HBcAg gene region have been designed. After the amplification of HBcAg
gene region by polymerase chain reaction (PCR), the amplicons purified by Invisorb Spin Rapid PCR Kit”

* Bu calisma TUBITAK 1007 Programindaki 105G056 (KP-GR-01) projesi kapsaminda yer alan bir calisma olarak des-
teklenmistir.
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(Invitek, Germany), were cloned to pYES2.1 plasmid via the TOPO® TA expression kit (Invitrogen, USA)
and this plasmid was transformed to competent bacteria (TOPO 10F Escherichia coli) by CaCl, method.
After competent bacteria were grown on LB (Lysogeny Broth) agar media supplemented with ampicil-
lin, the plasmid “pYES2.1 + HBcAg” were isolated and transformed to Saccaromyces cerevisiae via the
“S.c. EasyComp Transformation Kit” (Invitrogen, USA). Finally, the expression of HBcAg by the yeast was
confirmed with the use of in house ELISA method. Since the diagnostic kits used in our country for he-
patitis B serology are usually imported products, this creates a great economical burden. Thus, the ex-
perience and knowledge that builds up following such studies will help to produce our own diagnostic
products using our equity.

Key words: Hepatitis B virus, core antigen, cloning, gene expression.

GiRis

Tedavisi problemli olan hepatit B enfeksiyonunun tanimlanmasinda, tedavinin taki-
binde ve immiinizasyon ile ilgili konularda, oncelikle bu virusa ait antijenler ve enfekte
kiside bunlara karsi olusan antikorlar belirleyici olarak kullanilmaktadir. Bu belirteclerin en
onemlilerinden birisi, hepatit B virusu (HBV) genomunun C gen bdlgesinden kodlanan
HBcAg (hepatitis B core antigen)’dir. EGer sentez kor bolgesindeki baslangi¢c kodonun-
dan baslarsa yaklagik 183 aminoasitlik bir polipeptid (HBcAg) ortaya cikmaktadir'.
HBV'nin pratikte Uretilmesi mimkiin olmadigindan, bu antijenik yapilarin elde edilme-
sinde daha ziyade rekombinant DNA teknolojisi kullanilmaktadir. Bu teknoloji sayesinde
HBV'nin antijenik proteinleri degisik sistemlerde ekspresyon yoluyla bol miktarda treti-
lebilmektedir?.

Bu calismada, HBcAg gen bdlgesinin rekombinant DNA teknolojisi kullanilarak
pYES2.1 TOPO TA okaryotik ekspresyon vektoriine yerlestirilmesi ve kor proteinin elde
edilmesi amaclanmistir.

GEREC ve YONTEM

Calismada, HBcAg amplikonlarinin elde edilmesi amaciyla HBV DNA'si pozitif hasta
serumlari kullanildi. HBcAg gen boélgesi, daha once tanimlandigi sekilde polimeraz zin-
cir reaksiyonu (PCR) yéntemi ile cogaltildi®. “Sense” primer (1899. baz) olarak 5’ gcatg-
gacattgacccttataaagaatttg 3’ dizisi ve “antisense” primer (2457. baz) olarak 5" agtttcc-
caccttatgagtccaagg 3’ dizisi kullanildi. PCR sonrasi elde edilen amplikonlar “Invisorb
Spin Rapid PCR Kit” (Invitek, Almanya) ile Uretici firmanin onerileri dogrultusunda saf-
lastirild.

HBcAg gen bdlgesine ait amplikonlari, plazmid vektoriine klonlamak icin “pYES2.1
TOPO TA” ekspresyon kiti (Invitrogen, ABD) kullanildi®. Elde edilen rekombinant vektér
CaCl, metodu ile hazirlanan kompetan bakteriye (TOPO 10F" Escherichia coli) transfor-
me edildi ve bu bakteriler 100 ug/ml ampisilin iceren LB (Lysogeny Broth; Difco) agar
plaklarina ekildi. inkiibasyon sonrasi Greyen kolonilerden “Plasmid Mini Kit” (Qiagen, Al-
manya) kullanilarak Gretici firma onerileri dogrultusunda yogun plazmid izolasyonu ya-
pildi. Bu plazmidlere pYES 2.1 + HBcAg adi verildi ve HBcAg gen bdélgesine ait amplikon-
larin klonlama bélgelerine girip girmedigi Uretici firma onerilerine gore kontrol edildi.
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Ekspresyon vektorli olarak kompetan Saccharomyces cerevisiae hucreleri kullanildi.
YEPD (Yeast Extract Peptone Dextrose) sivi besiyerine ekilen mayalar, OD, degeri 1 ola-
na kadar 30°C’de inkilibe edildi. Daha sonra “S.c. EasyComp Transformation” (Invitro-
gen, ABD) kitinin kullanma kilavuzuna gore hazirlanan kompetan maya hiicrelerine
transformasyon yapildi ve urasil icermeyen besiyeri plaklarinda (SC-U besiyeri) treyen
koloniler transformant olarak degerlendirildi®.

Sivi indiiksiyon besiyerinde lireyen mayalarin parcalanmasi daha 6nce tanimlanan se-
kilde yapildi®. HBcAg ekspresyonunun kontrolii amaciyla, HBcAg antijeni ile kapli 96 cu-
kurlu mikroplaklar hazirlanarak “in house” ELISA yontemi uygulandi’. Hazirlanan plaklar,
antijen tespiti icin kullanilan herhangi bir ticari ELISA kitindeki sollsyonlar kullanilarak
anti-HBc pozitif oldugunu bilinen hasta serumuyla isleme alindi. Negatif kontrol olarak
anti-HBc negatif hasta serumu kullanildi.

BULGULAR

HBV DNA'sI pozitif hasta serumlarindan HBcAg gen bdlgesini hedefleyen primerlerle
yapilan PCR islemi sonrasinda, agaroz jelde 583 baz cifti (bc) ile uyumlu bélgede amp-
likonlara ait bant goriintusui elde edilmistir (Resim 1A). Bu amplikonlarin ekspresyon vek-
toriine yerlestiriimesiyle elde edilen pYES2.1 + HBcAg plazmidlerinin kontroli icin yapi-

Resim 1. A. HBcAg gen bélgesi primerleri ile yapilan PCR sonrasi jel gériintiisti (SM: Biiydikliik belirteci; Hat 1:
583 bg ile uyumlu amplikon), B. pYES2.1 + HBcAg plazmid kontrolii icin yapilan PCR jel gériintiisti (SM: Bii-
yiikliik belirteci; Hat 1: 687 bg ile uyumlu amplikon).
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lan PCR islemi sonrasinda, agaroz jel elektroforezinde beklendigi gibi 687 bc ile uyumlu
bolgede amplikonlara ait bant goriintlst saptanmigstir (Resim 1B).

Mayalarda HBcAg ekspresyonunun kontroli icin yapilan ELISA testinde, negatif kont-
rollere gore yaklagik 50 kati degerde pozitif sonuclar elde edilmistir.

TARTISMA

HBV’nin kdltiirde tretilememesi ve deneysel hayvan modellerinin kisitl olmasi nede-
niyle bu virusa ait calismalar siklikla rekombinant DNA teknolojisi ile yapilmaktadir.
HBV'nin kodladigi pek cok gen Griinl gerek klonlama gerekse ekspresyon vektorleri kul-
lanilarak cogaltilabilmekte ve uygun sistemlerde bu gen Uriinlerinin ekspresyonu mim-
kiin olabilmektedir. Ekspresyon icin prokaryotik veya okaryotik sistemler kullanilmakta-
dir. Ancak prokaryotlarda ekspresyon sonrasi posttranslasyonel modifikasyonlarin kisitli
olmasi nedeniyle daha cok 6karyotlar tercih edilmektedir®'?. Bu calismada da HBV kor
antijen gen bolgesinin pYES2.1 TOPO® TA ekspresyon vektériine klonlanmasi ve maya
hiicrelerine (S.cerevisiae) transforme edilerek eksprese edilmesi saglanmistir.

Bu konuda llkemizde de yapilmis cesitli calismalar mevcuttur ve bunlar konu ile ilgi-
li bilgi birikiminin artmasi yéniiyle dnemli calismalardir®''-13, Gerek kisith kaynaklarla ¢a-
hisiimasi, gerekse cok merkezin ve farkli deneyimlerin bir araya getirilmesindeki zorluklar
nedeniyle bu calismalarin llke ekonomisine katki saglayacak rtinlere dontsmesi kisith
olmustur.

Hepatit B enfeksiyonu ile ilgili testler, gerek tani gerekse tarama amaclh olarak hem te-
davi merkezlerinde hem de kan bankaciliginda olmak tzere pek cok saglk tnitesinde sik-
likla kullanilmaktadir. Bu konuda kullanilan serolojik ve molekiiler testlerin blyik cogun-
lugunu ithal Grtnler olusturmaktadir. Bu durumun Ulke ekonomisine getirdigi yik goz
ontne alindiginda, sahip olunan bilgi birikiminin, literatiire katkida bulunma ¢abasi ya-
ninda kendi 6z kaynaklarimizla elde edilecek urtinlere doniismesinde de kullaniimasi ge-
rekliligi ortadadir. HBV'ye yonelik tani kitlerinin gelistiriimesi amaciyla planlanmis ¢cok
merkezli bir projenin parcasi olan bu calismanin, yukarida s6zl edilen nedenlerden do-
layr 6nemli oldugu dustinilmektedir.
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