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1. OZET
Bu ¢alismada, Hepatit B viriisiiniin (HBV) yiizey antijeni geni (HBsAg),
polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) yOntemiyle ¢ogaltildi ve bir ekspresyon

vektorii icine klonlandi.

Oncelikle kronik HBV’li bir hastanin serumundan HBV DNA’s1 elde
edildi. Daha sonra, HBsAg geni pcDNA3.1/V5S His-TOPO vektorii igine
yerlestirildi. Elde edilen rekombinant plazmit E.coli hiicrelerinin
transformasyonunda kullanildi.

Vektor igindeki HBsAg geninin varligi polimeraz zincir reaksiyonu tarama
deneyi (PZR-T) ile tespit edildi. Ayrica, ayni amag i¢in restriksiyon enzim kesim
deneyi yapildi. Boylece HBV’nin HBsAg geni bir ekspresyon vektorii igine
yerlestirildi.

Rekombinant vektor, ilerde DNA immiinizasyonu ve ELISA yapimi gibi

farkli ¢aligmalar igin kullanilabilecektir.

Anahtar Kelimeler: Hepatit B viriisii, polimeraz zincir reaksiyonu,

klonlama.



2. ABSTRACT

In the present study, Hepatitis B (HBV) surface antigen (HBsAg) was
amplified by polymerase chain reaction (PCR) and cloned into an expression
vector.

Firstly, HBV DNA was extracted from serum a patient with chronic HBV.
Then, HBsAg gene was placed into pcDNA3.1/V5 His TOPO vector. The
resulting recombinant plasmid was used for transformation of E. Coli cells.

The presence of HBsAg gene in the vector was confirmed by PCR-
Screening assay. Furthermore, Restriction enzyme cutting assay was performed
fot the same purpose. So HBsAg gene of HBV was cloned into an expression

vector.

The recombinant vector will be used for further studies such as DNA

immunization and ELISA development in the future.

Key words: Hepatitis B virus, polymerase chain reaction, cloning.



3.GIRIS

Hepatit B viriisii (HBV) karacigerde akut ve kronik hepatite sebep olan
6nemli bir viral patojendir (37).‘ Kronik hepatit B virlis infeksiyonunun
hepatosellular karsinomanin (HCC) olusumunda en o6nemli etkenlerden biri
oldugu bilinmekle beraber HCC’nin etyolojisinde HBV ’nin rolii heniiz tam olarak
bilinmemektedir (27,40). Diinyada yaklasitk 400-500 milyon kisinin kronik
~ tasiyict oldugu ve her yil 1 milyondan fazla insanin HBV ile iligkili HCC’dan
dolay1 hayatin1 kaybettigi kabul edilmektedir (3,21,24,37).

Hepatit B viriisiine kars1 koruyucu asilamada Oncelikli hedef protein
viriisiin yiizey antijenidir (HBsAg).
HBsAg, HBV ile karsilagan kisilerde ilk saptanan viral antijendir. Infeksiyondan
yaklasik bir ay sonra ortaya ¢ikar ve birkag hafta iginde en yiiksek diizeye ulagir.
Akut HBV infeksiyonunda hastalik belirtilerinin kaybolmaya baslamasiyla
beraber 2-3 ay i¢inde kaybolur. HBsAg’nin infeksiyondan sonra hasta serumunda
6 aydan daha uzun siire bulunmasi kroniklesme kriteri olarak
degerlendirilmektedir. Kronik infeksiyonda HBsAg kaybolmaz ve genellikle
yillarca yiiksek titrede bulunmaya devam etmektedir. Bu &zellikleriyle HBsAg
akut ve kronik hepatit B infeksiyonunun gerek tanisi gerekse hastalik seyrinin

takibi i¢in gilivenilir bir viral antijen olarak degerlendirilmektedir (6,16,41,39).

3.1. HEPATIT B VIRUSUNUN GENEL OZELLIKLERI VE GENOM

YAPISI
Hepatit B viriisti, Hepadnaviridae ailesinin Orthohepadnaviriis cinsine

dahil bir virlistiir. Ailenin diger tiyeleri, Woodchuck (dag sigani) Hepatit viriisii

(WHV), Ground Squarrel (yer sincabi) Hepatit virtisi (GSHV), Pekin



Ordeklerinden izole edilen Duck (6rdek) Hepatit viriisii (DHBV) ve Heron
(balik¢1l) Hepatit viriisti (HHBV)’diir. Hepatit B virtistiniin tek dogal konakgisi ise

insandir (39).

1963 yilinda, Blumberg, Avusturalya Aboriginlerinin ve pek ¢ok defa kan
transfiizyonu yaptirmis Amerikan hemofiliaklarinin serumunda bir antijenin
varhigint tespit etmistir. 22nm ¢apindaki bu partikiiller 6nce °‘Avusturalya
Antijeni’ daha sonra ise hepatit B ylizey antijeni teriminin kisaltilmig sekli
‘HBsAg’ olarak isimlendirilmistir (20,28,39).

Viremisi olan HBV tasiyict kaninda viriis ile iligkili, bitytikliik, yap1 ve

konsantrasyon agisindan farklilik gosteren ii¢ farkl tip partikiil belirlenmistir (39).

1. Tam (Complete) partikiil; ( viryon, Dane partikiilii );

HBV’nin bulagiminda primer neden olan Dane partikiilleri, kiiresel sekilde olup
42-47 nm ¢apindadir. Tam bir virion yapisinda ve infektiftir. Olgun viriis (Dane
partikiili) niikleokapsid ve ylizey antijeninden olusan 7 nm kalinhigindaki bir
ortiiden olusmustur. Non iyonik deterjanlarla  ortii kaldinldiginda 25-27 nm
biiyiikliglinde i¢ ¢ekirdek (core, niikleokapsid) agiga ¢ikar. Nukleokapsidin temel
yapi proteini 22 kilodalton agirliktaki C proteini (HBcAg) dir. Bu bélge anti-HBs
antikorlari ile reaksiyon vermez. Farkli antijenik &zellige sahip yapisi nedeni ile
kendi spesifik antikorlar ile reaksiyon vermektedir. Bu proteinin 6zellikle viriis-
replikasyonu ve yapilanmasi sirasinda virlis genomunun korunmasi “ Packaging ”
inda 6nemli rol aldigi bilinmektedir. Bu antijenik yapilarin disinda kor kisminda

virlis DNA’si;, DNA polimeraz enzimi ve 3’ ucunda DNA’ya kovalent olarak



bagl polipeptidi igerir. Ayrica protein kinaz aktivitesi bulunmakla birlikte bu

enzimin konak orijinli oldugu sanilmaktadir.
2. Eksik ( Incomplete ) partikiil;
iki farkli sekilde bulunmaktadir.

a- Kiiresel partikiiler; Yaklasik olarak 22nm ( 16-25 ) nm ¢apindaki, infektif

Ozelligi bulunmayan ve niikleik asit igermeyen yapilardir.

b-Tiibiiler ( filamentéz ) partikiiler; Aktif HBV replikasyonunun oldugu
kigilerin serumlarinda daha ¢ok bulunan, 22 nm ¢apinda, 50-500 nm uzunlugunda,
niikleik asit icermeyen ve infektif 6zelligi bulunmayan yapilardir .

Her ii¢ partikilde de HBsAg antijenik determinant (epitop)
bulunmaktadir. Infekte kisinin kaninda miligram diizeyinde HBsAg
bulunabilmektedir. Bunun  buyiik kismu tam olmayan  partikiiller
seklindedir.Viremik bir tasiyict kaninda 10"/ml kiiresel partikiil, 10'%/ml
filament6z partikiil ve 10%/ml viryon bulunabilmektedir (17,31,39).

Hepatit B viriisii, sitopatojenik etkisi olmayan, hepatotropik, zarfli, 3200
niikleotid uzunlugunda negatif anlamli sarmalla, 1700-2800 niikleotid
uzunlugunda pozitif anlamli sarmaldan olusan, kismen ¢ift sarmall sirkiiler bir
DNA’ya sahip ve bilinen tiim hayvan viriisleri i¢inde en Kkii¢iik olamidir
(17,22,24).

Negatif zincirin 5° ucunda, sentez sirasinda * primer ” olarak gérev yapan
terminal bir protein bulunurken, pozitif zincirin 5’ucunda aym islevi yapan bir
RNA oligomeri yer alir. Negatif sarmalin 3° ucu ise 9-10 nukleotidlik artik ug

(terminal redundancy) ile smurlamir. Bu alan viral replikasyon sirasinda pozitif



DNA sarmalinin sentezindeki bir kaip DNA’dan digerine atlama isleminde
DNA polimerazin da etkisi ile kisa zincirin tamamlanmasinda ve sonugta siiper
kiviimli, tamamen ¢ift sarmalli, ¢ember seklindeki DNA molekiiliiniin
olusumunda rol oynar (17).

Hepatit B virisii genomunda genetik bilginin tamami uzun sarmal iizerinde
kodlanmis olup bu sarmalin iizerinde 7 tane protein kodlayan, 4 tane agik okuma

bolgesi (open reading frames, ORF) belirlenmistir.

Bu ORF’ler virisiin kor (core;C), zarf (surface;S), polimeraz(P) ve X proteinlerini
kodlayan niikleik asit dizilerine sahiptir.(17,20) Ayrica son yillarda yapilan
caligmalarda HBV genomu iizerinde belirlenen 4 ORF’ye ilave olarak ORFS ve

ORF6 olarak isimlendirilen bagka ORF’lerde belirlenmistir.

Sekil 1. Hepatit B viriisiiniin genom yapist

KSEKOGRETIM KU RULY

C.YU
T SOKTMANTASYON



Bunlardan ORFS5 digerleri gibi negatif sarmalin iizerinde bulunurken, ORF6
pozitif sarmalin iizerinde yer alir (23). Bu agik okuma bolgelerinden, ORF 5, 70-
100 kodon biiyiikliigiinde olup, X gen ORF si ve P-ORF ile ortilmiistir ve AUG
baglama kodonuna sahip olmayip bu genin nasil agiklandigi bilinmemektedir.
Standart AUG baglangici sinyalinin haricinde bir baslangi¢ kodonunun bu
proteinin agiklanmasinda sorumlu olabilecegi diisiiniilmektedir. Gergekten, adeno-
associated virus genomunda bulunan ACG’nin protein sentezi i¢in baslangi¢
kodonu gorevi gérdiigiiniin agiklanmast ve ORF 5’in 5’ ucu yakininda ACG
kodonuna rastlanmasiyla yukaridaki ihtimal giig kazanmugtir. Diger bir ihtimal X

ve P geninin transkripsiyonu esnasinda bir gati degisiminin oldugudur.

Yeni kesfedilmis olan ORF 6, viriisiin pozitif DNA ipligi tizerinde
bulunur. Bu nedenle, anti-sense mRNA molekiillerinden sentezlenmektedir.
Bununla birlikte, ORF 6 yaklagik olarak 210 aminoasit uzunlugunda ve
komplementer DNA ipliginin polimeraz, X, Pre-core ve ORF 5 gen sekanslariyla
ortilmistiir. Ayrica, transkripsiyon baslangi¢ kodonu AUG bulunmakla birlikte
ORF 6 geninin viriis gen eksprasyonunda &nemli bir rolii oldugu ve yalnizca viriis
replikasyonunun  spesifik  béliimlerinde agiklandigina  iliskin  bulgular

bulunmaktadir (23).

Hepatit B virus genomunda replikasyonda gorev alan 3 tane 6nemli
replikasyonu diizenleyici (cis-acting) element bulunmaktadir. Bunlardan ilk ikisi
direkt tekrar (DR) elementleri olup, DR1 ve DR2 olarak isimlendirilmektedirler.
Direkt tekrar element 1, pre-kor ORF icerisinde bulunmakta ve negatif sarmalin
sentezi igin baslangig bolgesini meydana getirmektedir. Cis-elementlerden DR2,

pre-core ORF’de bulunmakta ve pozitif sarmalin sentezinin baslangig bolgesini



olusturmaktadir. Yaklagtk 10-12 niikleotidden olusan bu bolgeler viral
DNA’larin 5° uglarmi bir arada tutarak viral genomun yapisal biitlinliigiini
saglamaktadirlar. Son cis-acting element retroviriislerinin 5° — unique bdlgesine
benzerliginden dolay1 ** US-like ” olarak isimlendirilmekte ve fonksiyonel olarak

DRI ile benzerlik gostermektedir (33).

Hepatit B virus genomunda bulunan niikleotidlerden bir kismi ise sinyal
elementleri olarak fonksiyon géstermektedir. Bunlardan ilki 4 adet promotor (pre-
S1; S, X ve pre-C promotor) sinyali igermektedir. Hepatit B viriisiiniin genomik
diziliminin analizi neticesinde, bu promotorlarin TATA ve CAAT kutular1 olarak
bilinen klasik promotorlarla benzerlik géstermedikleri belirlenmistir. Ikinci
6nemli sinyal elementi ise, giiglendirici olarak ifade edilen enhancer (Enhl ve 2)’
lerdir. Bu elementler, promotorlarla birlikte ORF’lerin transkripsiyonlarini
diizenlemektedirler. Ayrica son yillarda yapilan ¢alismalarda enhancerl elementi
ile interferon-stimulated regulatory elementi (ISRE)’nin gen dizilimindeki kismi
benzerlik nedeniyle enhancer]’in aktivitesinin interferon (IFN) indiiklenmesinde
baskilayict bir rolii olabilecegi tespit edilmistir.  Viral genom yapisinda
yukandaki elementlere ilave olarak, S geni igerisinde bulunan ve Enhl’le
baglanuli olarak glikokortikoid hormonu varhiginda gen agiklanmasini 4-5 kat
arttiran farkli bir sinyal elementi (Glikokortikoid cevap elementi, GRE)
bulunmaktadir. Bagka bir sinyal elementi ise pol-A ekleme sinyalidir. Bu sinyal
dizilimi 44 niikleotidden olusmakta ve C-ORF icinde yer almaktadir. Hepatit B
virlis  transkriptlerinin  tamami  yalmzca tek tip pol-A  ekleme sinyali
kullanmaktadir ve bu nedenle tiim transkriptlerin 3’ ucu benzer dizilime sahiptir

(6,9,26).



3.2 HEPATIT B ViRUSU GENOMU TARAFINDAN KODLANAN

PROTEINLER
3.2.1. Kor Proteinleri

Yaklasik olarak 640 niikleotit uzunlugunda olan HBV nin C geni iizerinde
bir ORF bulunmasina ragmen, gen iizerinde okuma isleminin basladig: iki farkh
kodon (niikleotit 1816 ve 1903) yer alir. Bu nedenle pre-C ve C olmak iizere iki
bolgeye ayrilan C geni, antijenik 6zellikleri farkli iki degisik protein sentezleme
kabiliyetine sahiptir (6,17).  Genin pre-C bolgesinde bulunan ilk AUG
kodonundan baslayarak viriisin HBeAg proteni sentezlenmektedir. Protein

yaklasik 17x10° mol.A.’na sahip, suda eriyebilen ve prekiirsér bir proteindir(2,6).

Pre-C’nin 1816 ve 1903. niikleotidleri arasinda yer alan genom bolgesi 29
aminoasitlik bir peptidin tiretiminden sorumludur. Agiklatilan bu sinyal peptidleri
sayesinde  protein konak hiicre endoplazmik retikulumuna gitmektedir.
Endoplazmik retikulumda peptidaz tarafindan kesime ugramakta ve bunun
sonucunda protein sinyal peptitleri 19 aminoaisitini kaybetmektedir (6,17). Sinyal
bolgesinden geriye kalan 10 aminoasit ise kor partikiillerine dahil olmasin:
engellemekte ve salgisal protein olmasimi saglamaktadir. [slenmis olan protein
(15-18 kDa) golgi cisimcigi iizerinde HBeAg olarak sekrete edilir. Viryonun
yapisina katilmayan bu proteinin fonksiyonu heniiz tam olarak bilinmemektedir.
Ancak in vitro aragtirmalar sonucunda; HBeAg nin viral replikasyon igin gerekli
olmadigi ispatlanmistir. Bununla birlikte, bu proteinin konake¢idaki immiin yanitin

diizenlenmesinde rolii oldugu bilinmektedir.



HBeAg ile HBcAg ortak determinantlar igerir. Kanda dolasan HBeAg
spesifik olarak serum albumini, immiinglobulin ve antitripsine baglanma
ozelligine sahiptir. Bundan dolay: yapisindaki HBcAg ile ilgili determinantlar
maskelenir ve 6zgiil olarak anti-HBe’ye baglanabilirken, anti-HBc ile reaksiyona

girmez (6,15,17,19,34).

Yiiksek diizeyde viremik HBsAg tasiyicilarinin serumlan iizerinde yapilan
calismalarda bu serumlarin bol miktarda HBeAg icerdigi tespit edilmistir.
Bundan dolayt HBeAg’nin aktif HBV replikasyonunun belirlenmesinde uygun
bir marker olabilecegi diisiiniilmiis ve uzun yillar vireminin tespit edilmesi
amaciyla 6nemli bir parametre olarak kullamlmistir. Ancak HBV mutantlarinin
belirlenmesiyle birlikte gerek HBeAg ve gerckse anti-HBe’nin vireminin

saptanmasinda ¢ok giivenilir parametreler olmadig anlagilmistir (17,37

HBV C geni tarafindan sentezlenen diger bir proteinde ayni transkriptin
ikinci AUG kodonundan agiklatilmaya baslanan yaklasik olarak 183 aminoasit
uzunlugunda ve 22 kDa biiyiiklikte HBcAg proteinidir. Viriis genomunun 1903-
2452. niikleotitleri arasindaki dizilim tarafindan sentez edilen bu proteinin 6n
kisminda 29 aminoasitlik sinyal peptidi bulunmadigindan bu protein endoplazmik
retikuluma gidemez ve konak hiicre sitoplazmasinda kalir. Bu proteinin karboksi
terminal ucunda argininden zengin ve bu nedenle oldukg¢a bazik 6zellige sahip
olan 34 aminoasitlik bir boliim vardir. Bu dizilim sayesinde, viral DNA ile

HBcAg arasinda giiclii bir baglanti olusmaktadir (6,17,34).

HBeAg ekstraselliiler ortama (serum) sekrete edildigi halde, HBcAg kanda

serbest halde belirlenemez ve yalmizca dane partikiillerinin icinde igsel bir yapi



unsuru olarak bulunur (2,17). HBcAg’'nin kor partikiil yapisini olusturmast,

kendine ait bir birlesme kapasitesinden kaynaklanmaktadir (6).

Dogal infeksiyonun seyri sirasinda, timusa bagimsiz antijen ozelligi
gosteren HBcAg’ye karsi yiiksek titrelerde antikor cevabi gelismesi bu antijenin
¢ok kisa bir siirede olsa serumda serbest halde bulundugunu diistindiirmiis,
Chermella ve Ark bu durumu géstermislerdir. Ancak HBcAg ile anti-HBc siiratle
birlesip, kompleks olusturdugundan serolojik tanida HBcAg’nin saptanmaya

calisiimast uygun degildir (17).

HBYV ile infekte hepatositlerden saflastirilan HBcAg partikiilleri ile virion
korlarinda proteinkinaz ve proteaz aktivitesi oldugu gosterilmistir. Bu 6zellik kor
polipeptidleri i¢inde sadece p23“e aittir. Yapilan caligmalar proteinkinaz’in segici
bir sekilde polipeptidin serin ve treonin aminoasitlerini fosforilize ettigini ve
HBeAg olusumunda rol oynadigini gostermektedir. Ancak bu aktivitenin hiicresel

yada viral kaynakli olup olmadig: tam olarak bilinmemektedir (17,34).

Hepatit B viriisii kor proteininin en belirgin 6zelliklerinden  birisi
immiinojenik bir protein olmasidir. HBcAg’nin immiinojenitesi HBsAg’den daha
fazla olup gerek hiicresel T immun yanit gerekse humoral immiin yaniti
sekillendirebilen iyi bir immiinojenik proteindir. HBV ile infekte hastalarin
tamamina yakininda HBeAg ve HBcAg’ne karsi hiicresel ve humoral cevap
gelisir. Bu konu ile ilgili yapilan ¢alismalarda her iki antijenin de T ve B
hiicrelerini taniyan epitoplara sahip oldugunu géstermektedir. HBcAg’ye 6zgiil T
hiicreleri HBsAg humoral cevabini baslatabilir yada bu yanita fonksiyonel yardim
saglayabilir. Béylece genetik kaynakli S epitop cevapsizliginin iistesinden

gelinmesine yardim eder. Bu anlamda, S antijen agilarina HBcAg eklenmesinin



insanlardaki etkinligi artirabilece§i ve S antijenine karsi immun cevap
vetersizliinin = s6z konusu oldugu bireylerde antikor yamt gelistirebilecegi
digiiniilmektedir. Ancak anti-HBs'nin tersine HBcAg'ne kars1 olusan antikorlar
koruyucu degildir. Erken beliren ve uzun siire kalict ozelligi olan anti-HBc
antikorlari, HBV infeksiyonu gegiren saghkli bireyler yaninda persistan HBV

infeksiyonlu hasta serumlarinda da bulunur.

Anti-HbcIgM  akut dénemde; HBsAg’nin kaybolup anti-HBs’nin heniiz
belirlenmedigi dénemde pozitiflesir. Fakat bu antikorun tek basina akut
infeksiyon gostergesi olarak algilanmasi yanhstir. Ciinkii HBsAg tasiyicilar ile
¢ogu kronik hepatitli hastalarda diisiik titrelerde de olsa bu antikorlara rastlanir.
Dolayistyla anti-HBcIgM'nin pozitifliginden gok, negatif bulunmas daha anlaml:

olarak degerlendirilmektedir(6,17).

3.2.2 Polimeraz (P) Proteini

P geni, HBV genomunun yaklagik %’iinii olusturan en uzun gendir.
Niikleotid 2309 ile 1623 arasinda yer alir. Yaklagik 832 aminoasitten olusmus 92
kDa molekiil agirliginda bir protein sentezler (17). Aymca bu proteinin
retroviriislerin polimeraz protein geniyle benzerlik gostermesi, reverz transkriptaz
aktivitesine sahip bir polipeptid kodlayabilecegini diisiindiirmiis ve P geni
sekansindan elde edilen sentetik peptidlere karsin olusturulan antikorlarin.
deterjanla muamele edilmis HBV viryonlarindaki revers transkriptaz etkinligini
immiinopresipite ettigi  vurgulanmistir. Bu  protein revers transkriptaz,

endontikleaz (Rnase H) ve hem DNA hemde RNA’ya bagimli polimeraz



aktivitesine sahiptir. Genetik analizler sonucunda aminoterminal ugtan
karboksiterminal uca dogru diizenlenmis degisik fonksiyonel bolgeler

tanimlanmustir (6,17.34,37).

a-Terminal protein; Negatif DNA sarmalimin sentezlenmesinde RNA

pregenomunun revers transkripsiyonu igin primer olarak hizmet verir.

b-Spacer bélge; Bu bolgenin enzim aktivitesi iizerine direkt etkisi yoktur,

¢ikarilmasi durumunda aktivite kaybi olmaz.

¢-DNA polimeraz / revers transkriptaz aktivitesi; DNA polimeraz aracilig ile
once eksik sarmal tamamlanir ve gift sarmallh bu DNA’dan tek sarmalli RNA
sentezlenir. Daha sonra RNA’dan ters transkriptaz aktivitesiyle tek sarmalli DNA

ve bundan da komplementer eksik sarmal sentezlenir.

d-RNase H aktivitesi; RNA pregenomunun sindirilip yok edilmesinde
endoniikleaz gorevi tistlenir. Ancak etkinlikleri farkli olan bu bslgelerin viral bir
proteaz tarafindan pargalanma sonucunda mi yoksa yapinin biitlinliigiiniin

korunmasiyla mi islev gérdiigii heniiz tam olarak agikhiga kavusmamistir (17).

Hepatit B viriistiniin tersine transkripsiyon mekanizmasinda kullanilan
revers transkriptaz enziminin katalitik bélgesinde polimerizasyon i¢in gerekli olan
lyi korunmus tirozin-metionin-aspartat-aspartat (YMDD) yapisi bulunmaktadir.
Lamivudin tedavisi géren HBV ile infekte hastalarin %30-40’da tedaviden birkac
hafta sonra, HBV DNA miktarinin yeniden artmaya basladig1 belirlenmistir. Bu
hastalarda yapilan ¢alismalarda YMDD  yapisinin degistigi ve metionin
aminoasitinin valin yada izolésin aminoasitlerinin birine degistigi goriilmiistir.

Fansiklovir verilen hastalarda ise YMDD mutasyonundan ziyade revers



transkriptaz geninin 508 ve 515. niikleotitlerinde mutasyon gériilmiistiir. Ayrica
immiin sistemi baskilanmis hasta serumlarinda yiiksek titrede bu mutasyona sahip

viriisler belirlenmistir (6,32).

P proteininin immiinojen 6zelligi vardir. Hasta serumunda bulunan anti-
DNA polimeraz antikorlari, sentetik peptid antijenleri ile gésterilebilmektedir

T
3.2.3. X Proteini

X proteini 154 aminoasitten olusmakta ve viral genomun 1376 ile 1838.
niikleotidleri arasinda yer alan ve en kii¢iik gen bolgesi olan X geni tarafindan

kodlanmaktadir.

Kanatli hayvan hepadnaviriislerinde bulunmadigi halde tiim memeli
hepatit B viriislerinde bulunur. Rekombinant DNA teknolojisi kullanilarak
gergeklestirilen deneylerle bu proteinin HBV’nin enhancer elementlerinin
transaktivasyonunu  sagladigi  belirlenmisti.  Viral siklus ve HBV
patobiyolojisinde bu proteinin fonksiyonu (veya fonksiyonlar1) heniiz tam olarak

aydinlatilamamustir.

X proteini, kB sekansi (hiicresel transkripsiyon faktér NFkB icin baglayici
DNA bolgesi) tarafindan regiile edilen transkripsiyonu aktive eder. Bu DNA
bdlgesi bazi viriisler (Insan Immiin Yetmezlik Viriisii tip 1; HIV-1 ve Simianviriis
40; SV-40) ile hiicresel faktérleri (B-interferon geni) regiile eden ortak bir
enhancer sekansidir. Buna bagh olarak da X proteini; B-interferon enhancer
elementlerince kontrol edilen transkripsiyonu ve HIV tip 1 ile SV40 viriisiinii

aktive eder. Fakat bu aktivasyonun NfkB benzeri hiicresel bir faktér aracilig: ile



mi yoksa direkt etki ile mi oldugu heniiz belli degildir. Ayfica X proteini timor
stipressdr gen {Urlintiniin (p53) islevini bozar ve bu nedenle X proteininin

hepatoselliiler karsinoma gelisiminde etkin oldugu diisiintilmektedir (6,17,34).

Viriistin kor promotoru, enhancer II, DR1 ve DR2 elementleri X gen
bélgesi i¢inde yer aldigindan ve X proteini HBV genlerini trans-aktive ettiginden

dolay1 bu bolgede meydana gelen mutasyonlar 6nemli gériilmektedir (23).

Bu gene ait ORF’de ortaya ¢ikan herhangi bir nokta mutasyonu veya gen
silinmesi viral gen agiklanmasina ve ¢ogalmasina neden olan yeni bir genotip
ortaya ¢ikarmaktadir. Sonug¢ olarak, bu mutasyona sahip hastalarda
gergeklestirilen HBV serolojik testlerinin bir kismi veya tiimii negatif sonug

verebilmektedir (6).

Viral DNA’ya baglanmayan HBxAg'nin HBV ile infekte hastalarin
karacigerlerinde agiklandigina dair ¢aligmalar vardir. X sekansina karsi olusan
antikorlar, HCC ve HBV ile infekte karaciger dokularindaki X proteininin
saptanmasinda kullanilmis ve HBxAg yiizey ve kor antijenlerinden ¢ok daha az
olarak tespit edilmistir. X sekansina ait sentetik peptidler, hasta serumlarinda anti-
HBx antikorlarinin saptanmasinda kullanilmis ve bu markerin HCC’un erken

tanisinda yararli olabilecegi bildirilmistir (17).



3.2.4. Kalif (yiizey) Proteinleri

Sekil 2. Hepatit B virGisiiniin S geninin genom organizasyonu

Hepatit B virusunun, S bolgesi, S geni ile preS bolgelerinden olusmakta ve
¢ ayn viral zarf proteinini kodlamaktadir. Bunlar L (large), M (middle) ve S
(small) proteinleridir. Bu proteinler hem Dane partikillerinin yiizeyinde hem de
infekte hastalarin karaciger ve serumlarinda saptanan 22 nm. ¢apindaki  kiresel
ve tibiiler (eksik viral) partikillerin yapisinda bulunmaktadir. Onceleri S geninin
tek bir protein kodladigy diigiinilmiistir. Fakat, jel elektroforez  teknigi ile bu
genin, 3 temel proteinin glikolize formlan ile birlikte, agirhklan birbirinden farkl
6 adet polipeptidi sentezledigi gosterilmistir. Temelde tek bir gen tarafindan
kodlanan bu proteinlerdeki farkliliklar sentezin aym gen fizerindeki  farkh
baslangig kodonlarindan baglamas: nedeniyle olmaktadir (6,17,39). Bu proteinler

aym karboksil ucunu paylagmalarina karsin amino uglan farklidir. L proteini pre-

1.C. YOKSEKOGRETIM KURULD
DPOKIMANTASYON



S1, pre-S2 ve S; M proteini pre-S2 ve S; S proteini ise sadece S geni tarafindan
kodlanir. Bu proteinler  golgi organelinde glikolize olur ve infeksiyoz viryon
endoplazmik retikulumdan tomurcuklanirken viryonun zarfini olustururlar. Ayrica
M ve S proteinleri endoplazmik retikuluma 22 nm’lik kiiresel partikiiller olarak
tomurcuklanirlar. Filament6z partikiiller ile viryonlarin protein kompozisyonlari
birbiriyle aymdir. Ancak kiiresel partikiillerde ayni oranda S ve M proteini

bulunmakla birlikte, L proteini 20 kat daha azdir (35,39,43).

Translasyon islemi gen iizerindeki ilk kodondan baslarsa pre-S1 + pre-S2
+ S bolgelerinin timii okunacagindan kilifin biiyiik proteini (L proteini: LHBs)
sentezlenir. Bu proteinin glikolize edilmemis formu 39 kDa molekiil agirliginda
iken glikolize edilmis formu 42 kDa agirhgindadir ve sirasiyla p39°, gp42’
seklinde gosterilir. Uzunlugu ise HBsAg subtipine gére degiskenlik gosterir.
Ornegin subtip “ ad ” 389 aminoasit, subtip *“ ay ” ise 400 aminoasit’den meydana

gelmektedir (17,39).

LHBs en fazla Dane partikiillerinin yiizeyinde bulunur. Tiibiiler
partikiillerin kilifinda da orta miktarda L proteinine rastlanir ama kiigtik kiiresel

partikiillerdeki miktar1 gok azdir (17).

L proteini,virionun hepatosite tutunmasinda. kor partikiillerinin
kiliflanarak Dane partikiilii olusumunda ve konaker hiicresinden salinmasinda rol

almaktadir (39).

Heniiz tam olarak tanimlanmamis bir reseptor olmasina ragmen 21. ve 47.
aminoasitleri arasindaki bélgenin hepatositlere tutunma ozelligine sahip oldugu

saptanmis ve bu bolgeye karst olusan antikorlarn baglanmay1 engelledigi



gosterilmistir. Dane partikiilerinin olugsmast, bir araya gelmesi ve konak hiicreden
salinmasi i¢in M proteininin varligi sart olmamakla birlikte S ve L proteinlerinin

mutlaka sentezlenmis olmasi gerekmektedir.

Semptomatik olmayan HBsAg tastyicilarinda diisiik diizeyde ama devamli
tretilen LHBs proteininin hepatositlerde lezyon olusumuna ve hepatoselliiler

karsinomaya neden olabilecegi diisiiniilmektedir.

L proteininde amino-terminal ucunda glisin aminoasitine bagli miristik
asit vardir. Kilif proteinleri iginde asetillenmis halde bulunan tek polipeptid
LHBs’dir. Bu nedenle pre-S1 proteini hiicreden tek basina salinamaz. Bu
molekiiliin sekresyonu i¢in S proteinine gerek vardir. Ancak agin L protein
konsantrasyonlart M ve S proteinlerinin salimmini bloke eder. Yiizey
proteinlerinin sekresyonundaki bu karisik durum ve LHBs / SHBs orani
hepatositlerde olusan partikiiliin morfolojisini belirler. LHBs diizeyleri %5’den
daha az oldugunda sadece 22 nm’lik kiiresel partikiiller meydana gelirken, daha
yliksek konsantrasyonlarda tiibiiler partikiiller sekresyona ugramakta asiri LHBs
konsantrasyonlarinda ise filament sekresyonu énlenmektedir. Diger taraftan kor

partikiillerinin kiliflanabilmesi iginde L proteinine ihtiyag vardir (6,19,23,39).

Translasyon islemi S geni iizerindeki ikinci kodondan baslarsa bu kez pre-
S2 +S bélgelerinin iiriinii olan M protein (MHBs) sentezlenir. Bu protein 33 kDa
molekiil agirliginda 281 aminoasitten olusmus bir polipeptid (p33°) olup,
¢ogunluklabir yada iki bélgesi glikolize edilmis haldedir. Glikolize formu 36 kDa
agirhgindadir ve gp36° seklinde gosterilir. Bu proteinin 133-139. aminoasitleri

arasindaki bolgesi gruba 6zgii epitop tasirken, 137-143. aminoasitleri arasindaki

bolgesi ise tipe zgii epitoplar bulundurmaktadir.



Her ii¢ partikiil tipinde de mindr komponent olarak bulunan MHBs nin
miktari viryon ve tiibiiler partikiillerde en az, 22 nm’lik kiiresel partikiillerde ise
LHBs’den biraz daha fazladir. Bu protein replikasyonun olmadigi durumlarda
HBsAg i¢inde yer almaz. Bu nedenle pre-S2 antijeninin varligi viral

replikasyonun géstergesi olarak kabul edilmektedir (8,17).

L ve M proteinleri infeksiyonun erken dénemlerinde ortaya ¢ikar ve ozgiil
antikorlarin olusmasiyla beraber serumdan kaybolmalari iyilesmenin gostergesi
olarak degerlendirilir (39). M proteini hepatositlere baglanmada énemlidir. Pre-S2
proteini albumine baglanmadigi halde gluter aldehitle polimerize edilmis insan
serum albuminine (poly-HSA) baglanabilmektedir. poly-HSA albumini normalde
insan serumunda bulunmamasina karsin hepatositlerin ylizeyinde bulunmaktadir.
Bu proteinin hepatositlere tutunmasinda onemli bir diger reseptor ise pre-S2

glikandir (6,17).

Hepatit B viriistiniin pre-S bélgelerinden sentez edilen proteinler (pre-S1
ve pre-S82) hidrofilik aminoasitlerden olugmus olup lipit zardan disar1 dogru
¢ikinti yapmislardir. Bu nedenle, bu proteinlere kars: olugan antikor yanit1 viriise
karsi korunmada 6nemli olup hedef hiicre reseptorlerine baglanma proteinleri
olarak da gorev yaptklan disinilmektedir. Pre-SI'in 27-35 ve 72-78
aminoasitleri arasindaki bolgeler ile pre-S2’nin 120-145 aminoasitleri arasindaki
bolgenin nétralizan antikorlarin  olusumundan sorumlu bolgeler olduklar

bilinmektedir (6,18,29).

Translasyon islemi sadece S bélgesinden baslarsa kilifin kiigiik proteini (S
protein; SHBs) sentezlenir. Bu protein 24 kDa molekiil agirhginda 226

aminoasitten olusmus bir peptid olup glikolize edilmis formu 27 kDa



agirhigindadir. Sirasiyla p24° ve gp27° seklinde gosterilir. HBsAg nin  biiyiik
béliimlerini olusturup B lenfosit i¢in inmiinojenik epitoplar tasimaktadir

(8,17,31,45).

HBsAg fazla miktarda sistein veya sistin, prolin, 16sin ve fenilalanine
sahiptir. Asidik ve bazik aminoasitler az miktarda bulunur. HBsAg'nin igerisinde
sisteinin fazla miktarda bulunusu partikiiliin antijenik yapisimin korunmasiyla
ilgili fonksiyonel bir rol oynadigini géstermektedir. Ciinkii, rediiksiyon ve
alkilasyon onun immiinolojik aktivitesini kismen veya tamamen harap eder.
Ayrica az miktarda bulunan asidik ve bazik aminoasitlerde; lizin, arginin, histidin,
glisin, alanin, threonin, valin, methionin, serin, aspartik ve glutamik asit
aminoasitleridir. HBsAg’ nin yapisinda kolesterol, non-polar lipidler, hatta
tripolar lipidlerin de bulundugu ortaya ¢ikarilmistir. HBsAg’nin lipid yapisinin
%065’ini  phosphotidyl ~ choline, %30’unu  sphingomyeline ve %5’ini
lysophosphatidyl choline olusturur. Bu lipidlerden ayr olarak yapisinda
karbonhidrat bulunan iki ¢esit lipid daha tespit edilmistir. Bunlardan birisi
sialikaside sahip olmayan ve suda ¢&ziinebilen glycosphingolipid’dir. Bu
komponent HBsAg’nin spesifik bir haptenidir. Bunlar %3,6 ile %6,5 kadar

karbonhidrata sahiptir (2,7,17).

SHBs’yi olusturan aminoasitlerin belli bolgelerdeki dizilis farkliliklarina
gore HBsAg fizerinde en az 5 antijenik determinant bulundugu saptanmistir.
Bunlar a, d/y ve w/r olarak isimlendirilmektedir. Biitiin subtiplerde ortak olarak
yer alan gruba 6zgiil “a” determinanti; 124-147. aminoasitleri arasindaki hidrofilik
bir bolgedir. Bu bolgeye karsi olusan antikorlar HBV’nin hepatositlere

baglanmasini engellemekte ve tim subtiplere karst etkili bir agimn olusmasin
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saglamaktadir. SHBs iizerindeki bolge, yapisinda yer alan 7 adet sistein
arasindaki intramolekiiler disiilfid képriilerince olusturulan ve 127 ile 147.
aminoasitlerini  gevreleyen iki ilmik sayesinde oldukga iyi bir sekilde
korunmaktadir. Virionun dig yiizinde bulunan “a” determinanti; a1 veya dogal
infeksiyon sonrasi olusan anti-HBs’lerin biyiik kismuni baglama ozelligine

sahiptir (6,17,37).

HBsAg nin diger iki determinanti d/y ve w/r’dir. SHBs’nin aminoasit 122
pozisyonunda lizin varsa “d”, arginin varsa “y” determinant: olugmakta; aminoasit

»

160 pozisyonundaki arginin “r”  determinantini meydana getiren, lizin “w”

subtipinin tamimlanmasinda kullanilir. Tiim “w” determinantlarinda lizin
bulunmakla birlikte pozisyon 127°deki aminoasite gore 4 farkli “w” subtipi
saptanmustir. Bunlar adw, adr, ayr, ayw subtipleridir. Ayrica yapilan son
¢alismalara gére, toplam 9 adet degisik HBsAg subtipi (aywy, ayw, , ayws, aywy ,

ayr , adw; , adwy , adrg’ ve adrg) tanimlanmugtir. Ayrica “x” ve “g” gibi yeni

determinantlarin varhigi da gésterilmistir (6,17,30,37).

Bazi olgularda subtip determinantlarin ,benzer partikeller iizerinde awr,
adwr, adyw, adyr ve adywr seklinde de birarada bulunabilecegi bildirilmistir.
Bunun sebebi olarak fenotipik karisim yada karigik enfeksiyonlardan sekillenen
genotipik rekombinasyonlarin olabilecegi ifade edilmektedir.. Hepatit B viriisii
tirleri A’dan F'ye degisen 6 grupta isimlendirilirler ve cografik olarak farkli

yayilima sahiptirler (1,12,38).

Polimeraz zincir reaksiyonu ve DNA dizileme tekniginin kullanimindan
sonra HBsAg’nin immunodominant olan ‘a’ determinantinda nokta mutasyonlari

belirlenebilmistir. Bu tipten variant HBV’niin ,koruyucu anti —~HBsAg’lerden
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kurtularak enfeksiyona sebep oldugu bildirilmistir ve bu durum ‘anti-HBS
escape’ olarak isimlendirilmistir (5,11.13). Hepatitis B virus tasiyici annelerden
dogan ¢ocuklara hiperimmiin (anti-HBS) globulin ve HBsAg ile aktif
immunizasyonun yapilmasi gerekliligi tavsiye edilmektedir.Ancak, yapilan bazi
caligmalarda incelenen gocuklarin %2-3’iinde pasif yada aktif immunizasyon
olmasina ragmen HBV enfeksiyonu gelismistir. Bu ¢ocuklarda yapilan DNA
dizileme analizi sonucunda HBV proteininin ‘a’ determinantinda 145,
aminoasitinde glisinin yerine arjinin bulunduran escape mutant belirlenmistir.

Ayrica 129. Aminoasitinde glutamin yerine 16sin bulunduran mutantlar

belirlenmistir (4,36,42).

Kronik HBV infeksiyonunun dogal seyri boyunca karaciger ve serumda
pre-S bélgesinde mutasyon yoniinden yaygin bir artis oldugu g6zlenmistir.Pre -S
bolgesinde meydana gelen bu mutantlarin da escape mutant olabilecegi ve viral
replikasyonu etkileyebilcegi diisiiniilmiistiir.Ozellikle pre-S2 bélgesinde meydana
gelen delesyon mutasyonlar ve diger mutasyonlar yoniinde ¢alismalar artirlmistir

(@9.25).

Diinya Saglk Orgiiti’'ntin biitin diinyada yeni hepatit B olgularinin
onlenmesine yonelik global stratejisinde, biitiin kan ve kan tiriinlerinin HBsAg
agisindan test edilmesi ve toplumdaki HBV tasiyicilarinin belirlenmesine 6zel bir
onem verilmesinin gerekliligi vurgulanmaktadir. HBV prevalansi. kaynaklar1 ve
saglik sistemleri kisith olan iilkelerde daha yiiksektir. Kan ve kan iiriinlerinin
kontrol  edilebilmesindeki en ©6nemli engelin kaynak sikintisi oldugu

belirtilmektedir (39).
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Medikal tedavisi kisitli olan hepatit B infeksiyonlarinin taninmasinda
veya immiinizasyonda kullanilacak antijenin hazirlanmasi amaciyla hepatit B
virtisiiniin iiretilmesi miimkiin olrﬁadlgmdan daha basit ve ucuz yolla elde
edilmesi i¢in gesitli metodlar gelistirilmistir. S6zkonusu y6ntemlerden en énemlisi
rekombinant DNA teknolojisi kullanilarak, hepatit B viriisii yiizey antijeninin

cesitli sistemlerde agiklatilmasi yoluyla bol miktarlarda elde edilmesidir.

Giinlimiizde heniiz etkin bir tedavi ajaninin olmamasi nedeniyle hepatit
B’den a1 ile korunma yolu 6nemini korumaktadir. Rekombinant DNA teknolojisi
ile gelistirilen agilar halen basariyla  uygulanmakta ve yeterli koruma

saglamaktadir (44).

Bu bilgilerin 15131 altinda yapilan bu galismada tamisal veya korunma
amagl olarak daha sonraki galiymalarda temel olusturmasi amactyla HBsAg gen

bolgesinin klonlanmasi amaglanmustir.
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4. GEREC VE YONTEM
4.1. pcDNA3.1/V5 His-TOPO Plazmidi

pcDNA3.1/V5 His TOPO vekt6rii PCR iiriinlerinin direkt olarak
klonlanmasi ve memeli hiicrelerinde agiklatilmasi amaciyla kullanilan ve 5523
baz ¢ifti (b¢) uzunlugunda olan bir vektdrdiir. Pazmidin yapisinda, prokaryotik
hiicrelere  transformasyondan sonra rekombinant plazmidlerin  segiminde
kullanilan ampisiline direnglilik geni ve plazmitle transfekte memeli hiicrelerinin
segiminde kullanilan neomisine direnglilik genleri bulunmaktadir. Bunun yamisira,
E.coli’de ¢ogalmay: saglayan ColE1 orijin bolgesi ve transfekte edilen hiicrelerin
¢ekirdeginde episomal olarak replikasyonu saglayan SV40 erken promotor ve
orjin bolgesini de bulundurmaktadir. Plazmidin yapisinda bulunan insan
sitomegaloviriis (CMV) erken promotor/enhancer bélgesi rekombinant proteinin
yiiksek oranda sentezlenmesini saglamaktadir. Bununla birlikte plazmidde
mRNA’nin poliadenilasyonu ve transkripsiyonun sonlandiriimasinda etkinligi
arttiran SV40 poliadenilasyon sinyal bolgesi ile Bovine growth hormon (BGH)
poliadenilasyon sinyal bolgeleri bulunmaktadir. Ayrica T7 promotor bélgesi ile fl

orijin bolgeleri de plazmidin yapisinda bulunmaktadir.

4.2. Serumdan HBV DNA’sinin Tespit Edilmesi ve izolasyonu

Hepatit B virlis DNA’siin izolasyonu igin, materyal olarak, Firat
Universitesi Arastirma-Uygulama Hastanesine basvuran ve Quantiplex bDNA
deney sistemi kullamlarak tespit edilen ve HBV ile infekte oldugu belirlenen
bireylerin kan serumlarindan elde edilen HBV DNA’si kullamldi.

a-Serumdan HBV DNA’sinin  Tespit Edilmesi; Bu amagla kullanilan
Quantiplex bDNA deney sistemine gore yapildi; bDNA deneyi sandvic niikleik

asit hibridizasyon deneyi olarak adlandirilan bir deneydir. Oligoniikleotid hedef
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prob ile kapli kuyucuklara 10°ar pl serum 6mekleri ,standart kontroller ve lizis
buffer calisma reaktifi eklenir.63°C’de 30 dak. inkiibasyona birakilir. Bu siirenin
sonunda viral DNA ile viral partikellerin ayrilmasi ve hedef prob ile hedef DNA
‘nin hibridize olmasi saglandi. Yikama islemlerinden sonra herbir kuyucuga
amplifier ¢alisma reaktifi eklenerek 53°C’de 30 dak. inkiibasyon islemi yapildi.
Bu stirenin sonunda bir 6nceki reaksiyona ait olan hedef probun ikinci kisminda
spesifik baglanmalarin  meydana gelmesi saglanarak sogutma ve yikama
islemlerinden sonra her bir kuyucuga enzimle iéaretli prob eklendi ve inkiibasyon
islemi tekrarlandi .Son agamada kuyucuklara dioxietan substrat eklenerek okutma
islemine gegildi. Sonuglar meq ve pg miktarlari olarak tespit edildi. 2.5 pg/ml ile
0.7 meq seviyelerinden daha yiiksek olan degerler pozitif olarak kabul edildi.

b- Serum HBV DNA’sinin izolasyonu; 1,5 ml’lik steril mikrosantrifijj
tiplerine 100 ul HBV hasta serumu ve 500 pl K-tamponu (20 mM Tris pH 8.0,
10 mM EDTA, 150mM NaCl, 10 mg/ml pronase, %0.2 SDS) ilave edilerek bu
tiipler 37 °C’de 2 saat bekletildi. Bu siire tamamlandiktan sonra tiiplerin icindeki
karisima, esit miktarda fenol-kloroform (fenol-kloroform-isoamilalkol 25:24:1,
Fluka, BioChemika, Switzerland ) eklendi. Tiipler 5 dk. karistinicida tutulduktan
sonra 12.000 rpm’de 15 dak. santrifiij islemi yapildi. Bu islem sonunda iist sivi
yeni bir tiipe aktarilarak 1/10 voliim 3M sodyum-asetat (pH 5,4) ile 2,5 voliim
mutlak etanol eklendi ve kanstirildi. Karisim —20°C’de 1 gece bekletildikten
sonra tekrar santrifiij islemine tabi tutularak tiiplerin dip kismina DNA peletinin
¢okmesi saglandi. Peletin iizerine %70lik soguk etanol ilave edilerek santrifiij

islemi tekrarlandi ve st sivi uzaklagtinldi. Tipiin dibindeki pelet DNA
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kurutulduktan sonra 60 pl steril dH,O sulandirildi ve PCR’da ¢ogaltilma islemine
kadar -20°C’de saklandi.
4.3. HBsAg Gen Bﬁlgesinin.PCR ile Cogaltilmasi

HBsAg gen bolgesini ¢ogaltmak igin kullanilan primerlerin segiminde Gen
Bankasin (AJ344117)’dan yararlanildi.

PCR ile HBsAg gen bélgesinin  ¢ogaltilmas: igin, 0,5ml'lik mikrosantrifiij
tiipiine, izole edilen HBV DNA’nin 10u!’si ile 2ul 20pmol P1-P2 primer (P15 G
ATG GAG AAC ATC GCA TCA GG 3, P25 GG TCA AAT GTA TAC CCA
AAG 3), 4pl 1,25mM dNTP (Promega, Co, Madison, WI, ABD), 5ul 25mM
MgCl, (Promega, Co, Madison, WI, ABD), 5ul 10XPCR buffer (Promega, Co,
Madison, WI, ABD) , 0.5ul 2U Taq DNA polimeraz (Promega, Co, Madison, W1,
ABD) ve 2,5ul 1XBSA ilave edilerek toplam 50pl’lik PCR karigimi hazirland.
HBsAg geni, 95°C’de 1 dak.lik 6n 1sitmay1 takiben, 95°C’de 30 sn., 55°C’de 1
dak., 72°C’de 1.5 dak’lik 32 dongiiden olusan PCR islemi ile ¢ogaltildi.
Gogaltilan HBsAg PCR iiriiniinii gériintilemek amaciyla 50 ml Tris-asetat
elektroforez tamponu (TAE;0,04 M Tris-asetat, 0,00lM EDTA) igine 0,75 ar
agaroz (Promega, Co, Madison, WI, ABD) konularak kaynatildi. Yaklagik
55°C’ye kadar sogutulduktan sonra eriyige 0.5ug/ml oraninda etidyum bromid
ilave edilerek donduruldu. Ornekler jelin kuyucuklarina 6X yiikleme tamponu
(%0,25 bromfenol mavisi. %30 gliserol) kullanilarak yiiklendikten sonra 150 V
dogru akimda, 30 dak. elektroforez islemi uygulandi. Daha sonra agaroz jele
ultraviole (UV) 151k kaynaginda bakilarak beklenen biiyiiklitkteki HBsAg gen

pargasi tespit edildi.
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4.4. HBsAg Geninin Agaroz Jelden Saflastirilmas:

PZR sonrasi elde edilen HBsAg gen bélgesi %1’lik agaroz jelden Wizard
piirifikasyon kiti (Wizard PCR Preps DNA Purification System, Promega Co.
Madison, WI, USA ) kullanilarak saflastinldi. Bu amagla, jelden bir bistiiri
vardimiyla kesilerek uzaklastirilan hedef DNA pargasi 1,5 ml’lik mikrosantrifiij
tiiptine alindi. Jelin Gizerine 1 ml resin ilave edilerek 65 °C’de su banyosunda 5
dak bekletildi. Erimis haldeki jel ve resin karisimi oda 1sisina alindi ve 10 dak. bu
1sida bekletildi. Daha sonra tiipteki igerik enjektére gekildi ve enjektériin ucuna
bir kolon takildi. Enjektoriin pistonu itilerek igerik kolondan gegirildi ve boylece
resinle bagli halde bulunan DNA’nin kolonda tutulmast saglandi. Enjektsre 2 ml
%380 1sopropanol ilave edilip piston itilerek kolondaki resin-DNA’nin yikanmasi
saglandi. Enjektériin ucunda takili bulunan kolon gikarilarak mikrosantrifiij
tiipline yerlestirildi ve 7000 rpm’de 1 dak. santrifiij edildi. Bu islem sonunda,
kolon yeni bir mikrosantrifiij tiipiine yerlestirilerek DNA’nin sulandirilmas:
amactyla st kismindan 25l steril dH,O eklendi. Oda 1sisnda 5 dak beklendi ve
7000 rpm’de 1 dak. santrifiij edildi. Bu islem sonunda mikrosantrifiij tiipiinde
toplanan siispansiyondaki DNA miktar1 spektrofotometrede (Jasco V —530,
Japonya) 6leiildii ve DNA -20 °C’de kullanilincaya kadar muhafaza edildi.

4.5. DNA Miktarimin Olgiilmesi

Sulandirilan DNA miktari spektrofotometrede 260 nm dalga boyunda
ol¢ildi. Bu amagla, bir mikrosantrifiij tiipiine alinan 10ul DNA 6rnegi dH,0 ile
500pl’ye tamamlandi. Spektrofotometrede Optik Dansite (OD)ygo:1 degeri ¢ift
sarmal DNA igin 50ug/ml miktarina es tutularak numunedeki DNA miktan

belirlendi.
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4.6. Kompetan E.coli Hiicrelerinin Hazirlanmasi

Kompetan hiicre hazirlamak amaciyla E.coli’nin JM109 susu kullanildi.
Bu hiicreler Lurie-Bertani (LB) agar pleytine (1 1t dH,O’da 10 gr Bakto-tryptone,
5 gr Bacto-yeast extract, 10 gr NaCl ve 15 gr agar eritildi ve 5M NaOH’den
200ul ilave edilerek pH'si 7.4%e ayarlandi. Otoklavda steril edilerek pleytlere
dokiildii) ekildi. Ekim yapilan pleyt 37°C’de 16 —18 saat bekletildi. Bu siire
sonunda iireyen ve yaklagik Imm ¢apinda olan bir koloniden 6ze yardimiyla
hiicreler alinarak 5 ml LB siv1 besiyerine (1 It dH,0’da 10 gr Bakto-tryoptone, 5
gr Bacto-yeast extract, 10 gr NaCl eritildi, otoklavda steril edildi ve kullanilincaya
kadar +4°C’de saklandi) ekildi. Ekim islemi yapilan besi yeri 37°C’de 2 saat
karigtiricida tutuldu. Bu siire sonunda besi yeri énceden 37°C’de 1sitilmig
100ml’lik LB sivi besi yerine aktarildi ve karstiricida tutulma islemine devam
edildi. Ug saat sonra, hiicrelerin iireme miktarlarini tespit etmek amaciyla 20
dak.’da bir spektrofotometrede &lgiim yapilarak ODggo’deki absorbans degeri
belirlendi. Yapilan &lglimler sonucunda absorbans degeri 0,6 olunca, besiyeri
icinde tiremis olan bakteriler 15 ml’lik santrifiij tiiplerine aktarildi ve 3.000
rpm’de 15 dak. santrifiij edildi. Bu islem sonunda iist sivi dokiildii ve dipte kalan
pelet 33 ml steril RF 1 ¢ozeltisi (100mM rubidyum klorid, 50 mM mangan klorit,
30 mM potasyum asetat, 30 mM kalsiyum klorid, %15 gliserol) i¢inde resiispanse
edildi. Hiicreler 20 dak. buz tizerinde tutulduktan sonra +4°C’de 3.000 rpm’de 15
dak santriftj yapildi. Santrifiij sonunda iist sivi dokiildii ve hiicreler 5 ml RE 2
¢ozeltisi(10 mM MOPS, 10 mm RbCl, %75 CaCl;2H,0, %15 gliserol) iginde
resiispanse edildi. Hiicreler buz iizerinde 15 dak. bekletildikten sonra 1,5 ml’lik

santrifij tiiplerine 100 pl olarak dagitildi. Daha sonra bu hiicreler —80°C’de
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mutlak etanolde donduruldu ve tansformasyonda kullanilincaya kadar —80 °C’de
saklandi.

4.7. HBsAg Geninin pcDNA3.1/V5His- TOPO Vektoriine
Yerlestirilmesi ve Kompetan E. coli’ye Transformasyonu

Jelden piirifiye edilmis HBsAg geninin 4pl’si ile 1ul pcDNA3.1/V5His-
TOPO vektériinden (invitrogen) hazirlanan karigim — mikrosantrifiij tiipiine
konularak oda 1sisinda 5 dak. ligasyon i¢in bekletildi. Bu siire sonunda im
6XTOPO durdurma soliisyonu ilave edilerek reaksiyon sonlandinildi. Onceden
hazirlanan kompetan JM109 hiicrelerinin 100u1’sine, 6ul ligasyon iiriinii ilave
edildikten sonra yarim saat bekletildi. Daha sonra 42°C’de 2 dak. bekletilerek -
hiicre porlarinin agilmasi ve transformasyonun gergeklesmesi saglandi. Agilan
hiicre porlarinin tekrar kapanmasini saglamak amaciyla hiicreler +4°C’de 2 dak.
bekletildi. Hiicrelerin iizerine 400pl LB sivi besi yeri ilave edilerek 37°C’de
sallayici tizerinde 1.5 saat birakildi. Transforme hiicreler 60ug/ml ampisilin igeren
LB kati besi yerine ekildikten sonra 37°C’de 1 gece bekletildi.

4.8. Polimeraz Zincir Reaksiyonu Tarama Deneyi (PZR-T)

Transformasyonu takiben | gece bekleme siiresinden sonra ekim yapilan
pleytde ¢ok sayida bakteriyel koloni gozlendi. Bu bakteriyel kolonilerin
rekombinant plazmidi igerip i¢ermediklerini tespit etmek amaciyla PZR-T deneyi
yapildi. Bu amagla , 0.5 ml'lik mikrosantrifiij tiiplerine 2ul 10XPCR Buffer, 2ul
25mM MgCl, 3ul 1,25mm dNTP, 4ul 20 pmol primerl-primer2 ve 4ul steril
dH>Q’dan olusan ve toplam 15pul olan karisim birakilir. Daha sonra bir kiirdan
vardimiyla pleytdeki koloniden bir miktar alinarak hazirlanan karigimin igine

ilave edildi ve 95°C’de 10 dak bekletildi. Bu siirenin sonunda herbir tiipe 5ul Taq



DNA polimeraz (5u/ul ‘lik Taq DNA polimeraz enziminden 1pul alindi. 24 pl
steril dHO eklenerek sulandirildi. Bu karisimdan 5pl kullanildy) enzimi eklenerek
reaksiyona birakildi. 95°C’de Sdak.’hk 6n isitmadan sonra 94°C’de ldak.,
55°C’de 1 dak. ve 72°C°de 1 dak.’lhik 25 déngiiden olusan PCR islemi ile
¢ogaltldi. Bu iglem sonunda PCR iiriinlerini goriintiilemek amaciyla ornekler
%1.5’luk agaroz jele 6X yiikleme tamponu kullanilarak yiiklendi. Daha sonra 150
V dogru akimda 30 dak. elektroforez islemi gergeklestirildi. Jele UV 151k kaynagi
altinda bakilarak beklenen agirliktaki gen pargasinin varligi tespit edildi.

4.9. Plazmit DNA’sinin izolasyonu

PZR-T deneyi ile rekombinant plazmidi igerdigi tespit edilen hiicrelerden
plazmid DNA’sim izole etmek igin pleytden alinan bir koloni 30 ml LB sivi
besiyerine ekildi. Spektrofotometrede yapilan 6lgtimler sonucunda, ODgoy’deki
absorbans degeri 0,6 oluncaya kadar, besi yeri 37°C’de kangtiricr iizerinde
tutuldu. Bu siire sonunda 30 ml ampisilinli siv1 besi yerinde {ireyen bakteriler
37°C’de onceden 1sitilmuis 500 ml’lik ampisilin igeren LB sivi besi yerine
aktarildi. Besi yeri ODggo’deki absorbans degeri 0,4 oluncaya kadar 37°C’de
kangtiricr tizerinde bekletildi. Daha sonra plazmid DNA’smin alkali liziz
vontemiyle izole edilmesi islemi gergeklestirildi Ampisilinli LB siv1 besi yerinde
cogaltilan ve rekombinant plazmid igeren bakteri hiicreleri 15 ml’lik santrifiij
tiiplerine aktarildi ve tiipler 3.000 rpm’de 15 dak. santrifiij edildi. Ust sivi
dokiildiikten sonra hiicrelerin iizerine 1 ml STE ¢ozeltisi (0,1 M NaCl , 10 mM
Tris.Cl pH 8.0 ,lmm EDTA pH 8.0) eklendi ve hiicreler reslispanse edildi.
Karigim mikrosantriftij tiiplerine aktarildi, 12.000 rpm’de 5 dak. santrifiij edildi.

Santrifilj igleminden sonra iist sivi dokiildii ve hiicrelerin tizerine 100l Soliisyon
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I gozeltisi (dH,O’da 50 mM glukoz, 25mM Tris-Cl pH 8.0, 10mM EDTA igeren
ve otoklavda steril edilen eriyik) eklenip resiispanse edildi ve buz iizerinde 5 dak.
bekletildi. Daha sonra tiiplere 200 pl taze hazirlanan soguk Soliisyon II ¢ozeltisi
(dH>O’da 0.2 N NaOH ,%]1 sodyum dodesil siilfat igeren eriyik) eklendi ve buz
lizerinde 2 dak. bekletildi. Son olarak tiiplere,150 pl Soliisyon III ¢ézeltisi
(dH>O’da 3 M potasyum asetat, %10 glasiyel asetik asit igeren eriyik) birakildi ve
dikkatlice karnstirildiktan sonra buz iizerinde 5 dak. bekletildi. Daha sonra
santrifiij islemi tekrarlandi ve {ist sivi temiz bir tiipe aktarilarak iizerine 40ul
DNAase enzimi igermeyen pankreatik RNAase (10mg/ml konsantrasyona sahip
stok soliisyonundan) ilave edilip 37°C’de 1 saat bekletildi. Bu siirenin sonunda
fenol-kloroform ve etanol agamalari uygulanarak elde edilen rekombinant plazmit
DNA’lar 50 pl steril dH,O ile sulandirildi. Plazmit DNA’sinin  miktari
spektrofotometrede 6l¢iildii ve kullanilincaya kadar —20 °C’de saklandi.

4.10. Restriksiyon Enzim Kesim Deneyleri;

pcDNA3.1/V5His- TOPO  vektorii igine HBsAg gen bolgesinin
yerlestirildigi PZR-T deneyi ile dogrulanan ve alkali lizis metodu ile izole edilen
rekombinant plazmit DNA’st Xbal restriksiyon enzimi ile kesilerek gen
bélgesinin vektor igine dogru sekilde (oryantasyonda) yerlestigini tespit etmek
amaciyla enzim kesim deneyi yapildi. Enzim kesimi igin 5ul DNA soliisyonu, 5
ul 1X restriksiyon enzim soliisyonu (33mm tris-asetat pH 7.9 10 mM magnesium
asetat, 66mM potasyum asetat ve 0.1mg/ml BSA), 10 unite/ul konsantrasyondaki
Xbal enziminden 5 pl (Fermentas) ve 35pul steril dH,0 ilave edildi. Hazirlanan

karigim kesim igin 37°C’de 16 saat bekletildi. Kesim iiriinleri %1.5 lik agaroz jele
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yiiklendi. Elektroforez islemi i¢in 150 V dogru akim uygulandi. UV 151k kaynag:

altinda bakilarak gen bolgesinin dogru oryantasyonda yerlestigi tespit edildi.
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5. BULGULAR
5.1. HBsAg’nin pcDNA3.1/V5/His-TOPO’da Klonlanmas:

Hepatit B viriisii ile infekte olan bireylerin serumlarindan izole edilen
DNA'nin PZR’1 sonucunda 681 bg¢ uzunlugundaki HBsAg gen bolgesi
¢ogaltlmig ve bu gen bélgesi %1.5 agaroz jele yapilan yiikleme sonucunda
belirlenmistir (Sekil 3). Calismada PZR’1n kontrolii amaciyla HBV’nin HBsAg
gen  bolgesinin 259 be’lik bir gen bolgesini gogaltan 6zgiill primerler

kullanilmistir.

Sekil 3: Hepatit B viriisii ile infekte bireylerin kan serumlarindan
izole edilen DNA’nin HBsAg gen bélgesine 6zgiil primerler kullamlarak PZR
ile gogaltlan HBsAg gen parcasinin = %1.5 agaroz jelde goriintiilenmesi. 681
b¢’lik HBsAg geni (hat 1-3) , 259 bg’lik HBsAg gen pargasi (hat 4) , negatif

kontrol (hat 5) , 100 b¢’lik DNA marker (hat 6).

Hepatit B viriisii ile infekte bireylerin serum &rneklerinden izole edilen

HBV DNA’si kullanilarak, HBsAg gen bélgesi PZR ile ¢ogaluldiktan sonra bu



bélgenin  pcDNA3.1/V5/His-TOPO vektériine yerlestirildigi PZR-T deneyi ile
dogrulanmustir.

Bu amagla ,transformasyon islemi sonucunda elde edilen ve rekombinant plazmidi
igeren bakteriyel hiicre kolonilerinin kalip olarak kullanildigi ve PZR reaksiyonu
sonucunda HBsAg gen bdolgesinin gosterildigi elektroforez sonuglari  sekilde
gosterilmistir ($ekil 4). PZR reaksiyonunun kontrolii amaciyla HBsAg gen
bolgesinin 259 be’lik bolgesine 6zgiil primerler kullanilmis ve bu gen bolgeside

PZR-T deneyi sonucunda tespit edilerek goriintiilenmistir .

Sekil 4; HBsAg gen bolgesine 6zgiil primerler kullanilarak yapilan PZR-T
deneyi sonucunda ¢ogaltilan firiintin %1.5 agaroz jelde gosterilmesi. Pozitif PZR-
T iirtinti (hat 1-8). pozitif kontrol olarak kullanilan 681 bg’lik HBsAg PZR iiriinii
(hat 9), negatif kontrol (hat10), 259 b¢’lik HbsAg gen pargasi (hatl1), 100 bg’lik

DNA marker (hat12).

Klonlama ¢alismalar: neticesinde, rekombinant plazmidin olusturuldugu

PZR-T deneyi ile dogrulandiktan sonra, ek bir dogrulama deneyi olarak ve ayrica

HBsAg gen bolgesinin vektor igine hangi sekilde (oryantasyonda) yerlestigini
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tespit etmek amaciyla rekombinant plazmid DNA’si kullanilarak, Xbal
restriksiyon enzimi ile kesim deneyi gergeklestirilmistir. HbsAg gen bolgesi ve
pcDNA3.1/V5/His-TOPO vektorii niikleotit dizilimlerinde birer tane Xbal
restriksiyon enzimi kesim bolgesi igerdiginden, kesim deneyi sonucucunda 632
be'lik ve 4891 bg'lik iki farkli uzunlukta DNA pargasi elde edilmigtir. Pozitif
kontrol olarak pcDNA3.1/V5/His-TOPO-HBsAg rekombinant plazmidi kullamldi
ve kesim deneyi sonucunda hedef gen bdlgesinin dogru oryantasyonda yerlestigi

tespit edilirken klonlamanin olduguda bir kez daha ispatlanmis oldu (Sekil 5) .

Sekil 5: Rekombinant plazmidin varhiginin ve hedef gen bolgesinin dogru
sekilde (oryantasyonda) yerlestiginin, Xbal restriksiyon enzimi kullanilarak
vapilan kesim deneyi sonucunda %2 agaroz jelde goriintiilenmesi. 100 bg’lik
DNA marker (hat 1) , Xbal restriksiyon enzimiyle kesilen rekombinant plazmid
DNA iiriinti (hat 2-4) . pozitif kontrol olarak kullanilan rekombinant plazmid

DNA’si (hat 5) , Lambda DNA/EcoRI +Hind IIT agirlik markeri (hat 6).
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6. TARTISMA VE SONUC

Hepatit B viriisii, kronik hepatit. siroz ve hepatoselliiler karsinomanin
primer nedenlerinden biri olan ve diinyada heniiz kontrol altina alnamamis en
onemli hastalik ajanlarindan biridir. Viriisiin diinyada 450-500 milyon kronik
tagiy1cisinin meveut oldugu bildirilmistir (21,37).

Hepatit B virlis infeksiyonunun diinyadaki dagilimi cografik bolgelere
gore farkhilk gostermektedir. Bolgeler arasindaki bu farklilig: yaratan 6nemli
etkenlerden biri iilkelerin sosyo ekonomik durumlari ve bunun egitim ve saglik
sistemlerine olan etkisidir. Kisith kaynaklara sahip iilkelerde kan ve kan
triinlerinin etkin bir sekilde denetlenebilmesi 6niindeki en &nemli engelin bu
amagla kullamlacak malzemenin satin alinmasi igin gereken maddi kaynagin
bulunmayisi oldugu belirtilmektedir.

Tiirkiye, Hepatit B viriis yiizey antijeni pozitifligi %2-10 arasinda degisen
orta diizeydeki endemik bélgede yer almaktadir. Yurdumuzda 1972°den bu yana
vapilmis olan bir ¢ok calismada, bolgeler arasi farklar bulunmakla beraber
Turkiye’deki HBsAg seroprevelansinin %3,9-12.5 oldugu ve 4 milyon civarinda
tagtyict bulundugu bildirilmektedir (39).

Bugiin HBV’ne yénelik yapilan ¢alismalar ¢cogunlukla tanisal amaglidir ve
bu amaca yonelik olarak serum, tiikriik, asit sivisi, semen gibi viicut sivilarinda
viral antijen veya antikorlarin belirlenmesi i¢in kullamilan temel 6lgtim
yoéntemleri, serolojik-immiinolojik tam yéntemleri ile PCR (polimeraz zincir
reaksiyonu) taramalaridir.

Bu calismada ise rekombinant DNA teknolojisi kullamlarak HBV’niin

HBsAg gen bélgesi PCR teknigi ile gogaltilmistir. Calismanin ikinci asamasinda
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ise ¢ogaltilan gen bolgesinin klonlanmasi amaci ile pcDNA3.1/V5/His-TOPO
plazmiti kullanilmistir.

Hepatit B virGstiniin konak¢1 spektrumu insan ve sempanzelerle sinirhdir. Bu
nedenle HBV’'niin genom yapisi, replikasyonu ve niikleotid diziliminin
anlagilmasina yonelik yapilan ¢alismalarda HBV DNA’sinin klonlanmasi yéntemi
siklikla kullanilmustir. Hepatit B viriisii S geninin klonlanmasi ve ayrica bu genin
kodladig1 proteinin agiklanmasi amaciyla prokaryotik ve dkaryotik sistemler ile
maya hiicrelerinin kullanildigi pek ¢ok ¢alisma yapilmistir. Bu amagla ilk olarak
Eschericha coli (E.coli) olmak tizere prokaryotik hiicreler sik kullanilmigtir.
Ancak bu sekilde elde edilen antijen tamisal amaglar igin uygun olsa bile as1
hazirlanmasinda uygun bulunmamustir. Ciinkii 6karyotik metabolizmalarda
yapilan proteinler sentez sonrasi da bazi degisikliklere ugramaktadirlar. Bu
degigiklikler de proteinin fonksiyon, antijenite, stabilite gibi bazi &zelliklerini
etkilemektedir. Bu nedenle 6zellikle tedavi amagh {riin elde edilmesinde,
prokaryotik sistemler yerine mayalar ve hiicre Kiiltiirleri gibi karyotik
sistemlerde ekspresyon  ¢aligmalar yapilmugtir. Okaryotik sistemlerden elde
edilen HBsAg nin konak hiicrelerde viral enfeksiyon sirasinda vapilan HBsAg’ye
daha yakin oldugu goriilmiis ve elde edilen tiriin ag1 yapiminda kullanilmistir. Bu

yontemle Uretilen birkag ag1 ¢esidi meveuttur (44).

Son yillarda yapilan ¢alismalarda ise &zellikle viral promotor ve enhancerlere
sahip farkli vektdrler kullanilmistir. Bu amagla Baculoviriis ve Epstein-Barr viriis
tabanli vektorlerin HBV yﬁzey' antijeninin ekspresyonu ¢alismalarinda kullanimi
bildirilmistir. Ayrica HBsAg gen bolgesinin ekspresyonu ve tanisi icin farkh

hiicre kiiltiirti sistemleri kullanilmistir. Yapilan galismalarda bscek (Trichiplusia

Bl



ni) hiicre kiiltiiri ve Drosophilia Schneider-2 hiicreleri ile olusturulan hiicre

kiiltiirli sistemlerinin ayni amagh olarak kullanimi bildirilmistir (8,14,16,44).

Ulkemizde de HBV’ye y&nelik tamsal amagli gergeklestirilen serolojik
testler ve PCR taramalari bu viriisiin iilkemizde olduk¢a yaygin bir infeksiyon
ajant oldugunu gostermistir. Ancak viriisiin yapisal unsurlarinin , proteinlerinin
anlagilmasina ve tedavi amagh iiretilmesine yonelik ¢alismalar bu konuda heniiz
tam anlamiyla yeterli olamamaktadir.

Bu calismada, HBV'niin HBsAg geninin klonlanmasi basarilmistir.
Ulkemizde bu konuda pek ¢ok &ncii calisma yapilmigtir. Ancak yapilan bu
¢aligmalan takiben en uygun ve en etkili as1 olusturma ¢alismalarinin ve ayrica
ilkemizin farkli bolgelerinde en sik gériilen subtipleri belirleme ¢aligmalarinin

artirlmasinda fayda goriilmektedir.
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