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ÖZET

Bu çalışmada, hepatit B virusu (HBV) enfeksiyonlarının tanı ve izleminde önemli bir serolojik belirle-
yici olan anti-HBc testinde kullanılan gerekli proteini elde etmek amacıyla, HBV kor antijeni gen bölgesi-
nin rekombinant DNA teknolojisi ile ökaryotik ekspresyon vektörüne yerleştirilmesi planlanmıştır. Çalış-
mada HBV DNA’sı pozitif hasta serumları kullanılmış ve HBc antijenini kodlayan genin primerleri dizayn
edilerek, HBcAg gen bölgesi polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile çoğaltılmıştır. Daha sonra “Invisorb
Spin Rapid PCR Kit” (Invitek, Almanya) ile saflaştırılan amplikonlar, TOPO® TA ekspresyon kiti (Invitrogen,
ABD) ile pYES2.1 plazmidine klonlanmış ve bu plazmid CaCl2 yöntemiyle kompetan bakteriye (TOPO
10F’ Escherichia coli) transforme edilmiştir. Kompetan bakteri, ampisilinli LB (Lysogeny Broth) agarda ço-
ğaltıldıktan sonra “pYES2.1 + HBcAg” plazmidi izole edilmiş ve “S.c. EasyComp transformasyon kiti” (In-
vitrogen, ABD) ile Saccaromyces cerevisiae’ya transforme edilmiştir. Son aşamada, HBcAg’nin maya tara-
fından eksprese edildiği “in house” ELISA yöntemiyle doğrulanmıştır. Ülkemizde hepatit B’nin serolojik
tanısında kullanılan kitlerin büyük çoğunluğunun ithal ürünler olduğu ve bu durumun ülke ekonomisine
getirdiği yük dikkate alındığında, bu ve benzeri çalışmalarla elde edilen deneyim ve bilgi birikiminin, ken-
di öz kaynaklarımızla elde edilecek ürünlere dönüşmesinde önemli katkısı olacağı düşünülmüştür.

Anahtar sözcükler: 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”
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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 CaCl2 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.
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GİRİŞ

Tedavisi problemli olan hepatit B enfeksiyonunun tanımlanmasında, tedavinin taki-
binde ve immünizasyon ile ilgili konularda, öncelikle bu virusa ait antijenler ve enfekte
kişide bunlara karşı oluşan antikorlar belirleyici olarak kullanılmaktadır. Bu belirteçlerin en
önemlilerinden birisi, hepatit B virusu (HBV) genomunun C gen bölgesinden kodlanan
HBcAg (hepatitis B core antigen)’dir. Eğer sentez kor bölgesindeki başlangıç kodonun-
dan başlarsa yaklaşık 183 aminoasitlik bir polipeptid (HBcAg) ortaya çıkmaktadır1.
HBV’nin pratikte üretilmesi mümkün olmadığından, bu antijenik yapıların elde edilme-
sinde daha ziyade rekombinant DNA teknolojisi kullanılmaktadır. Bu teknoloji sayesinde
HBV’nin antijenik proteinleri değişik sistemlerde ekspresyon yoluyla bol miktarda üreti-
lebilmektedir2.

Bu çalışmada, HBcAg gen bölgesinin rekombinant DNA teknolojisi kullanılarak
pYES2.1 TOPO TA ökaryotik ekspresyon vektörüne yerleştirilmesi ve kor proteinin elde
edilmesi amaçlanmıştır. 

GEREÇ ve YÖNTEM

Çalışmada, HBcAg amplikonlarının elde edilmesi amacıyla HBV DNA’sı pozitif hasta
serumları kullanıldı. HBcAg gen bölgesi, daha önce tanımlandığı şekilde polimeraz zin-
cir reaksiyonu (PCR) yöntemi ile çoğaltıldı3. “Sense” primer (1899. baz) olarak 5’ gcatg-
gacattgacccttataaagaatttg 3’ dizisi ve “antisense” primer (2457. baz) olarak 5’ agtttcc-
caccttatgagtccaagg 3’ dizisi kullanıldı. PCR sonrası elde edilen amplikonlar “Invisorb
Spin Rapid PCR Kit” (Invitek, Almanya) ile üretici firmanın önerileri doğrultusunda saf-
laştırıldı.

HBcAg gen bölgesine ait amplikonları, plazmid vektörüne klonlamak için “pYES2.1
TOPO TA” ekspresyon kiti (Invitrogen, ABD) kullanıldı4. Elde edilen rekombinant vektör
CaCl2 metodu ile hazırlanan kompetan bakteriye (TOPO 10F’ Escherichia coli) transfor-
me edildi ve bu bakteriler 100 µg/ml ampisilin içeren LB (Lysogeny Broth; Difco) agar
plaklarına ekildi. İnkübasyon sonrası üreyen kolonilerden “Plasmid Mini Kit” (Qiagen, Al-
manya) kullanılarak üretici firma önerileri doğrultusunda yoğun plazmid izolasyonu ya-
pıldı. Bu plazmidlere pYES 2.1 + HBcAg adı verildi ve HBcAg gen bölgesine ait amplikon-
ların klonlama bölgelerine girip girmediği üretici firma önerilerine göre kontrol edildi. 
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Ekspresyon vektörü olarak kompetan Saccharomyces cerevisiae hücreleri kullanıldı.
YEPD (Yeast Extract Peptone Dextrose) sıvı besiyerine ekilen mayalar, OD600 değeri 1 ola-
na kadar 30°C’de inkübe edildi. Daha sonra “S.c. EasyComp Transformation” (Invitro-
gen, ABD) kitinin kullanma kılavuzuna göre hazırlanan kompetan maya hücrelerine
transformasyon yapıldı ve urasil içermeyen besiyeri plaklarında (SC-U besiyeri) üreyen
koloniler transformant olarak değerlendirildi5.

Sıvı indüksiyon besiyerinde üreyen mayaların parçalanması daha önce tanımlanan şe-
kilde yapıldı6. HBcAg ekspresyonunun kontrolü amacıyla, HBcAg antijeni ile kaplı 96 çu-
kurlu mikroplaklar hazırlanarak “in house” ELISA yöntemi uygulandı7. Hazırlanan plaklar,
antijen tespiti için kullanılan herhangi bir ticari ELISA kitindeki solüsyonlar kullanılarak
anti-HBc pozitif olduğunu bilinen hasta serumuyla işleme alındı. Negatif kontrol olarak
anti-HBc negatif hasta serumu kullanıldı. 

BULGULAR

HBV DNA’sı pozitif hasta serumlarından HBcAg gen bölgesini hedefleyen primerlerle
yapılan PCR işlemi sonrasında, agaroz jelde 583 baz çifti (bç) ile uyumlu bölgede amp-
likonlara ait bant görüntüsü elde edilmiştir (Resim 1A). Bu amplikonların ekspresyon vek-
törüne yerleştirilmesiyle elde edilen pYES2.1 + HBcAg plazmidlerinin kontrolü için yapı-
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Resim 1. A. HBcAg gen bölgesi primerleri ile yapılan PCR sonrası jel görüntüsü (SM: Büyüklük belirteci; Hat 1:
583 bç ile uyumlu amplikon), B. pYES2.1 + HBcAg plazmid kontrolü için yapılan PCR jel görüntüsü (SM: Bü-
yüklük belirteci; Hat 1: 687 bç ile uyumlu amplikon).
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lan PCR işlemi sonrasında, agaroz jel elektroforezinde beklendiği gibi 687 bç ile uyumlu
bölgede amplikonlara ait bant görüntüsü saptanmıştır (Resim 1B). 

Mayalarda HBcAg ekspresyonunun kontrolü için yapılan ELISA testinde, negatif kont-
rollere göre yaklaşık 50 katı değerde pozitif sonuçlar elde edilmiştir.

TARTIŞMA

HBV’nin kültürde üretilememesi ve deneysel hayvan modellerinin kısıtlı olması nede-
niyle bu virusa ait çalışmalar sıklıkla rekombinant DNA teknolojisi ile yapılmaktadır.
HBV’nin kodladığı pek çok gen ürünü gerek klonlama gerekse ekspresyon vektörleri kul-
lanılarak çoğaltılabilmekte ve uygun sistemlerde bu gen ürünlerinin ekspresyonu müm-
kün olabilmektedir. Ekspresyon için prokaryotik veya ökaryotik sistemler kullanılmakta-
dır. Ancak prokaryotlarda ekspresyon sonrası posttranslasyonel modifikasyonların kısıtlı
olması nedeniyle daha çok ökaryotlar tercih edilmektedir8-10. Bu çalışmada da HBV kor
antijen gen bölgesinin pYES2.1 TOPO® TA ekspresyon vektörüne klonlanması ve maya
hücrelerine (S.cerevisiae) transforme edilerek eksprese edilmesi sağlanmıştır. 

Bu konuda ülkemizde de yapılmış çeşitli çalışmalar mevcuttur ve bunlar konu ile ilgi-
li bilgi birikiminin artması yönüyle önemli çalışmalardır3,11-13. Gerek kısıtlı kaynaklarla ça-
lışılması, gerekse çok merkezin ve farklı deneyimlerin bir araya getirilmesindeki zorluklar
nedeniyle bu çalışmaların ülke ekonomisine katkı sağlayacak ürünlere dönüşmesi kısıtlı
olmuştur. 

Hepatit B enfeksiyonu ile ilgili testler, gerek tanı gerekse tarama amaçlı olarak hem te-
davi merkezlerinde hem de kan bankacılığında olmak üzere pek çok sağlık ünitesinde sık-
lıkla kullanılmaktadır. Bu konuda kullanılan serolojik ve moleküler testlerin büyük çoğun-
luğunu ithal ürünler oluşturmaktadır. Bu durumun ülke ekonomisine getirdiği yük göz
önüne alındığında, sahip olunan bilgi birikiminin, literatüre katkıda bulunma çabası ya-
nında kendi öz kaynaklarımızla elde edilecek ürünlere dönüşmesinde de kullanılması ge-
rekliliği ortadadır. HBV’ye yönelik tanı kitlerinin geliştirilmesi amacıyla planlanmış çok
merkezli bir projenin parçası olan bu çalışmanın, yukarıda sözü edilen nedenlerden do-
layı önemli olduğu düşünülmektedir.
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