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OZET

Biz bu ¢alismada HBV'nin yiizey antijen (surface) genini "PCR-dependent TA cloning" yéntemi ile E. co-
li'ye klonladik. Amacimiz rekombinant DNA teknolojisinin genel prensiplerini kullanarak gen aktarimlarini ger-
ceklestirmek ve ileride elde edecegimiz uriinleri hastaliklarin korunma (asi) ve tanisinda (antijen) kullanmak-

tir.

Anahtar Kelimeler: HBV, s gen, Klonlama

SUMMARY

Cloning of Hepatitis B Virus Surface Gene Region to Escherichia coli

In this study, we cloned HBV s gene to E. coli by using PCR-dependent TA cloning procedure. Our aim
was to achieve gene transfer via general principles of recombinant DNA technologies and to use the cloned
DNA fragments in future expression studies to obtain antigens to be utilized for diagnostic and immunizati-

on procedures.
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GIRIS

Hepatit B viriisii, genomu kiiciik, sirkiiler, kis-
men cift iplikcikli ve yaklasik 3200 niikleotid uzunlu-
gunda bir DNA viristidiirlll. Viriis, gelismekte olan
toplumlarda oldukca yaygin olmasi nedeniyle biiyiik
bir tibbi neme sahiptir. Ozellikle, viriisiin karaciger-
de olusturdugu komplikasyonlar toplum saghg aci-
sindan son derece 6nemlidir(2-6].

Hepatit B viriis yiizey antijen gen bolgesi yapisal
olarak bir "open reading frame (ORF)” ve 3 farkh
protein kodlayan bélgeden olusmustur. Hepatit B vi-
riis ayrica core/precore, X ve pol gen bélgelerine
sahiptir. Bu genler birbirlerine gecen yani overlap-
ping bir yapwya sahiptirlll.

Guintimiizde viral genom ile ilgili yapilan molekii-
ler calismalar, bu viriisle ilgili hizh bilgi birikimi sagla-
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mistir. Seksenli yillarda rekombinant DNA teknigi
sayesinde mayalara HBsAg geni aktarilmasi ile ilk
rekombinant HBV asist insanhigin hizmetine sunula-
rak sonraki calismalara da oOnciiliik etmis-
tir(1.3.10.11.12]_ (Jlkemiz son 15-20 yil icinde hizla ge-
lisen ve bize bir cok yararlar saglayan bu teknoloji-
nin heniiz baslangi¢c asamasinda olup bir cok tilkenin
gerisinde bulunmaktadir.

MATERYAL ve METOD
Viral Genom Ekstraksiyonu

HBV kaynag olarak klinik érneklerden saglanan
pozitif serumlar toplandi. Bu serumlardan HBV-
DNA ekstraksiyonu su sekilde yapildi:

Altmis mikrolitre hasta serumu t{izerine 50
mg/mL konsantrasyondaki pronase E (Sigma)den
10 pL ve 250 pL pronase E tampon c¢ozeltisi (20
mM Tris-HCL pH: 8.0, 10 mM EDTA pH: 8.0, 10
mgL/mL SDS) ilave edildi. 40°C'de 1 saat inkiibas-
yonu takiben &rnek alkali fenol-kloroform-izoamil al-
kol (25:24:1) ile muamele edilerek etil alkol ile
HBV-DNA'lar ¢oktiiriiliip yikandi. Kurutulan HBV-
DNA 20 pL distile su ile siispanse edildi. Bu sekilde
elde edilen 25 adet HBV-DNA birbirleri ile karistiri-
larak ortak bir havuz olusturuldu. Bu DNA havuzu
calisma yapilana kadar -20°C'de saklandi.

Primerlerin Saptanmasi

PCR reaksiyonu ve HBV s gen bolgesinin klon-
lanmasi icin kullanilacak oligoniikleotidlerin tespit
edilmesi amaciyla bsliimiimiizde bir bilgisayar prog-
rami yazildi. Internet aracihg ile ulastigimiz Diinya
Gen Bankasindan mutant HBV'ler de dahil olmak
lizere 100'den fazla komplet genom dizisi kopyala-
narak bir dosya olusturuldu. Bu dosya {izerinden
HBV s gen bdlgesi tespit edilerek en uygun s gen
baslangic ve bitis oligoniikleotidleri secildi. Bu oligo-
larin 5' uclarina klonlama sonrasi ekspresyon vektor-
lerine aktarimi kolaylastirmak amaciyla sense tarafa
Kpnl, antisense tarafa da Sacl restriksiyon endoniik-
leaz enzim alanlar ilave edildi. Tiim bunlarin sonun-
da oligoniikleotidler;

Sense: 5' ggt acc aac atg gag aac atc 3'

Antisense: 5' gag ctc aat gta tac cca gag aca aa
3' olarak belirlendi.

PCR Uygulanmasi
PCR reaksiyonu icin uyguladigimiz protokol;

50 pL PCR soliisyonu icin: 2 pL dNTP (10 mM),
4 pL MgCl, (25 mM), 5 pL 10xTaq buffer, 0.5 pL
sense primer, 0.5 YL antisense primer, 2 uL 5U Taq

polimeraz, 10 pL HBV-DNA ve 26 pL distile su ka-
nstirildi. Karisim, Termal Cycler'da asagidaki prog-
rama gore reaksiyona sokuldu:

94°C...ccoooee. 5 dk
94°C.oeii 30 sn
50°C..ccceeeiiiiinnn. 30 sn
T1°Cooiiiiiiin, 1dk
(20 siklus) ve

/8 S ORI 10 dk
Klonlama

Klonlama icin PCR dependent TA Cloning yén-
temi kullanildi. Bu amacla PCR 2.1-TOPO vektor
(Invitrogen) kullanildi. Vektér 3890 bp uzunlugunda,
lacZa komplementasyon alani ve iki EcoRlI restriksi-
yon endoniikleaz alaninin ortasinda timin niikleotidi
bir "overhang” (cikint1) olusturacak sekilde dizayn
edilmistir. Klonlama reaksiyonunda yanlis pozitifligi
engellemek icin PCR tiriinii 6nceden prep-A gen
DNA piirifikasyon matriksi (Bio-Rad) ile muamele
edilerek kisa PCR iirtinleri ve oligoniikleotidler or-
tamdan uzaklastinldi. Klonlama reaksiyonu, PCR
2.1 TOPO ile PCR trtinlerininin karisimindan olu-
san 5 pL'lik soliisyonun oda 1sisinda 5 dakika bekle-
tilmesi seklinde yapildi. Bu stireyi takiben reaksiyon
{irlinii transformasyon islemine kadar buz tizerinde
tutuldu.

Transformasyon

Bu amacla Top 10 F' E. coli (Invitrogen) kullanil-
di. Bakteri 6nce kompetan hale getirildi. Daha son-
ra CaCl, kimyasal transformasyonu ile plazmidler
bakteri icine sokuldu. Transformasyon islemi sonra-
sinda bakteri, 60 pg/mL ampisilin iceren ve yiizeyi-
ne daha dénceden X-gal (Sigma) ve IPTG (Sigma) sii-
riilmiis olan LB agara ekildil13l.

BULGULAR

Sense ve antisense oligontikleotidler kullanilarak
HBV-DNA genomundan PCR ile cogaltilan HBV s
gen urtin Sekil 1’de 750 bp olarak goriilmektedir.

Transformasyon islemi sonunda klonlamanin ol-
dugu varsayilan LacZa-komplementasyonu bozulan
renksiz kolonilerden alinan bakterilerin miniprep so-

nucu elde edilmis 3890+750 bp = 4640 bp uzunlu-
gundaki sirkiiler plazmidleri Sekil 2'de gdsterilmistir.

Rekombine plazmidin iki tarafinda bulunan
EcoRlI alanimin bu enzimle kesilmesi sonucu plazmid
icine sokulan 750 bp uzunlugundaki HBV s geninin
geri cikarilabildigi Sekil 3'te gosterilmistir.
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TARTISMA

Gen klonlanmasinin rekombinant DNA teknolo-
ji alaninda yeri ve énemi oldukca fazladir. Genetik
klonlama sayesinde bugiin diger yontemlerle elde
edilmesi zor ya da pahali olan cesitli tirtinlerin sente-
zi kolay ve bol olarak yapilabilmektedir. Insiilin, in-
terferon ve hepatit B viriis asisi gibi tirtinler bunlar-
dan bazilandir(1.5,12], Seksenli yillardan itibaren diin-
yada bircok tilke bu alanda hizli bir ilerleme kayde-
derken, heniiz tilkemizde bu teknolojiye dayah calis-
ma ve arastirmalar baslangic asamasindadir. Ozellik-
le icinde bulundugumuz vil icinde alinan bir kararla
toplumda HBV’ye Kkarsi bagisiklama kampanyasi
icin ithal edilecek asilarin getirecedi ekonomik bedel
gozoniine alindiginda, rekombinant DNA teknoloji-
sinin arastirma asamasindan cikip uygulama alanla-
rina sokulma gerekliligi ortadadhr.

Biz bu calismada rekombinant DNA teknolojisi-
nin baslangic asamasindan birisi olan gen klonlan-
masin PCR bagimh TA cloning metodu ile gercek-
lestirdik. Klonlama icin farkh teknikler kullanmak
miimkiindiir13]. Bizim bu teknigi tercih etmemizin
nedeni kolay uygulanabilir, hizli ve pratik olmasin-
dandir. Metod temel olarak timin niikleotidinin over-
hang (cikint1) olusturdugu lineer bir plazmidin, Taq
polimeraz enziminin terminal deoksiniikleotidil
transferaz aktivitesi ile yeni sentezlenen DNA ipligi-
ne, kaliba bagimsiz (template independent) tercihen
guanin niikleotidi sonrasi, adenin niikleotidi ilave et-
mesi ve bu amplikon ile plazmidin topoizomeraz en-
zimi aracih@ ile birlestirilmesi esasina dayanmakta-

Sekil 1. 1. yol, HBV s gen boélgesinin PCR amplifikasyonu-
nu; 2. yol, HBV s gen boélgesinin parsiyel amplifikasyonu-
nu; SM, size marker't (Sigma PCR marker) gostermekte-
dir

1000 —|
750 —

500 —

Sekil 2. 1. yol, HBV s gen ile rekombine pCR2.1 vektorii-
nii; 2. yol, EcoRl ile kesilmis rekombine pCR2.1 vektorii-
ni; 3. yol, rekombine olmamis pCR2.1 vektoriinii; 4. yol,
EcoRl ile kesilmis rekombine olmamis pCR2.1 vektoriini;
SM1 ve SM2 sirasiyla size marker 1 (Sigma supercoil
plasmid marker) ve size marker 2'yi (Sigma PCR marker)
gostermektedir

dirlél, Klonlama ashnda klonlanan gen ile ilgili dizi
analizleri veya baska amaclara yonelik arastirmalar
icin yapilmaktadir13l. Ozellikle klonlanacak gen tize-
rindeki restriksiyon alanlarinin bilinmesi klonlama is-
lemlerinin daha kolay vapilmasim saglamaktadir.
Klonlama eger bir rekombinant {iriin elde edilmek
icin yapiliyorsa gen aktarimi sadece restriksiyon
alanlar1 ile simrl kalmayip, ayni zamanda protein
sentezinin baslayacag baslangi¢c ve bitis kodonuna,
ayrica elde edilen iiriinlerin glikolize olup olmamasi
gibi 6zelliklere de baghdir!1.3,5,10,12],

Sekil 3. 1-7 yol, HBV s gen bolgesi ile rekombine pCR2.1
vektoriniin EcoRl ile kesilmesini; SM size marker'i (Sig-
ma PCR marker) gostermektedir
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Bu calismada bilim dali laboratuvarimizda hazir-
lanan bilgisayar programi yardimi ve internet araci-
1131 ile Diinya Gen Bankasi veri tabanindan elde edi-
len bircok mutant HBV-DNA dizilerinin karsilastiril-
masi ile elde edilen bilgiler 1s151nda HBV s geninin
baslangic ve bitis niikleotidlerini saptadik. Saptanan
bu niikleotidlerin (sense ve antisense) 5' uclarina re-
kombinasyon islemlerinin kolaylasmasi ve bu gen
bolgesinin ekspresyonu amaciyla baska vektorlere
tasinmasi ve protein triinlerinin elde edilmesini ko-
laylastirici Kpnl ve Sacl gibi restriksiyon alanlari yer-
lestirdik.

Rekombinant DNA teknolojisinin genel prensib-
lerini kullanarak gen aktarimim gerceklestirdigimiz
bu calismanin daha sonra yapacagimiz gen ekspres-
yon calismalarina énciiliik edecegi kanaatindeyiz.
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