
GİRİŞ

Hepatit B virüsü, genomu küçük, sirküler, kıs-
men çift iplikçikli ve yaklaşık 3200 nükleotid uzunlu-
ğunda bir DNA virüsüdür[1]. Virüs, gelişmekte olan
toplumlarda oldukça yaygın olması nedeniyle büyük
bir tıbbi öneme sahiptir. Özellikle, virüsün karaciğer-
de oluşturduğu komplikasyonlar toplum sağlığı açı-
sından son derece önemlidir[2-6].

Hepatit B virüs yüzey antijen gen bölgesi yapısal
olarak bir "open reading frame (ORF)” ve 3 farklı
protein kodlayan bölgeden oluşmuştur. Hepatit B vi-
rüs ayrıca core/precore, X ve pol gen bölgelerine
sahiptir. Bu genler birbirlerine geçen yani overlap-
ping bir yapıya sahiptir[1].

Günümüzde viral genom ile ilgili yapılan molekü-
ler çalışmalar, bu virüsle ilgili hızlı bilgi birikimi sağla-
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ÖZET

Biz bu çal›flmada HBV'nin yüzey antijen (surface) genini "PCR-dependent TA cloning" yöntemi ile E. co-
li'ye klonlad›k. Amac›m›z rekombinant DNA teknolojisinin genel prensiplerini kullanarak gen aktar›mlar›n› ger-
çeklefltirmek ve ileride elde edece¤imiz ürünleri hastal›klar›n korunma (afl›) ve tan›s›nda (antijen) kullanmak-
t›r.
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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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mıştır. Seksenli yıllarda rekombinant DNA tekniği
sayesinde mayalara HBsAg geni aktarılması ile ilk
rekombinant HBV aşısı insanlığın hizmetine sunula-
rak sonraki çalışmalara da öncülük etmiş-
tir[1,3,10,11,12]. Ülkemiz son 15-20 yıl içinde hızla ge-
lişen ve bize bir çok yararlar sağlayan bu teknoloji-
nin henüz başlangıç aşamasında olup bir çok ülkenin
gerisinde bulunmaktadır.

MATERYAL ve METOD

Viral Genom Ekstraksiyonu

HBV kaynağı olarak klinik örneklerden sağlanan
pozitif serumlar toplandı. Bu serumlardan HBV-
DNA ekstraksiyonu şu şekilde yapıldı:

Altmış mikrolitre hasta serumu üzerine 50
mg/mL konsantrasyondaki pronase E (Sigma)'den
10 µL ve 250 µL pronase E tampon çözeltisi (20
mM Tris-HCL pH: 8.0, 10 mM EDTA pH: 8.0, 10
mgL/mL SDS) ilave edildi. 40˚C'de 1 saat inkübas-
yonu takiben örnek alkali fenol-kloroform-izoamil al-
kol (25:24:1) ile muamele edilerek etil alkol ile
HBV-DNA'lar çöktürülüp yıkandı. Kurutulan HBV-
DNA 20 µL distile su ile süspanse edildi. Bu şekilde
elde edilen 25 adet HBV-DNA birbirleri ile karıştırı-
larak ortak bir havuz oluşturuldu. Bu DNA havuzu
çalışma yapılana kadar -20˚C'de saklandı.

Primerlerin Saptanması

PCR reaksiyonu ve HBV s gen bölgesinin klon-
lanması için kullanılacak oligonükleotidlerin tespit
edilmesi amacıyla bölümümüzde bir bilgisayar prog-
ramı yazıldı. İnternet aracılığı ile ulaştığımız Dünya
Gen Bankası'ndan mutant HBV'ler de dahil olmak
üzere 100'den fazla komplet genom dizisi kopyala-
narak bir dosya oluşturuldu. Bu dosya üzerinden
HBV s gen bölgesi tespit edilerek en uygun s gen
başlangıç ve bitiş oligonükleotidleri seçildi. Bu oligo-
ların 5' uçlarına klonlama sonrası ekspresyon vektör-
lerine aktarımı kolaylaştırmak amacıyla sense tarafa
Kpnl, antisense tarafa da Sacl restriksiyon endonük-
leaz enzim alanları ilave edildi. Tüm bunların sonun-
da oligonükleotidler;

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 Uygulanması

PCR reaksiyonu için uyguladığımız protokol;

50 µL PCR solüsyonu için: 2 µL dNTP (10 mM),
4 µL MgCl2 (25 mM), 5 µL 10xTaq buffer, 0.5 µL
sense primer, 0.5 µL antisense primer, 2 µL 5U Taq

polimeraz, 10 µL HBV-DNA ve 26 µL distile su ka-
rıştırıldı. Karışım, Termal Cycler'da aşağıdaki prog-
rama göre reaksiyona sokuldu:

94˚C................. 5 dk 

94˚C................. 30 sn 

50˚C................. 30 sn 

71˚C.................1 dk

(20 siklus) ve

71˚C.................10 dk

Klonlama

Klonlama için PCR dependent TA Cloning yön-
temi kullanıldı. Bu amaçla PCR 2.1-TOPO vektör
(Invitrogen) kullanıldı. Vektör 3890 bp uzunluğunda,
IacZα komplementasyon alanı ve iki EcoRl restriksi-
yon endonükleaz alanının ortasında timin nükleotidi
bir "overhang” (çıkıntı) oluşturacak şekilde dizayn
edilmiştir. Klonlama reaksiyonunda yanlış pozitifliği
engellemek için PCR ürünü önceden prep-A gen
DNA pürifikasyon matriksi (Bio-Rad) ile muamele
edilerek kısa PCR ürünleri ve oligonükleotidler or-
tamdan uzaklaştırıldı. Klonlama reaksiyonu, PCR
2.1 TOPO ile PCR ürünlerininin karışımından olu-
şan 5 µL'lik solüsyonun oda ısısında 5 dakika bekle-
tilmesi şeklinde yapıldı. Bu süreyi takiben reaksiyon
ürünü transformasyon işlemine kadar buz üzerinde
tutuldu.

Transformasyon

Bu amaçla Top 10 F' E. coli (Invitrogen) kullanıl-
dı. Bakteri önce kompetan hale getirildi. Daha son-
ra CaCl2 kimyasal transformasyonu ile plazmidler
bakteri içine sokuldu. Transformasyon işlemi sonra-
sında bakteri, 60 µg/mL ampisilin içeren ve yüzeyi-
ne daha önceden X-gal (Sigma) ve IPTG (Sigma) sü-
rülmüş olan LB agara ekildi[13].

BULGULAR

Sense ve antisense oligonükleotidler kullanılarak
HBV-DNA genomundan PCR ile çoğaltılan HBV s
gen ürünü Şekil 1’de 750 bp olarak görülmektedir.

Transformasyon işlemi sonunda klonlamanın ol-
duğu varsayılan LacZα-komplementasyonu bozulan
renksiz kolonilerden alınan bakterilerin miniprep so-
nucu elde edilmiş 3890+750 bp = 4640 bp uzunlu-
ğundaki sirküler plazmidleri Şekil 2'de gösterilmiştir.

Rekombine plazmidin iki tarafında bulunan
EcoRl alanının bu enzimle kesilmesi sonucu plazmid
içine sokulan 750 bp uzunluğundaki HBV s geninin
geri çıkarılabildiği Şekil 3'te gösterilmiştir.
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TARTIŞMA

Gen klonlanmasının rekombinant DNA teknolo-
ji alanında yeri ve önemi oldukça fazladır. Genetik
klonlama sayesinde bugün diğer yöntemlerle elde
edilmesi zor ya da pahalı olan çeşitli ürünlerin sente-
zi kolay ve bol olarak yapılabilmektedir. İnsülin, in-
terferon ve hepatit B virüs aşısı gibi ürünler bunlar-
dan bazılarıdır[1,5,12]. Seksenli yıllardan itibaren dün-
yada birçok ülke bu alanda hızlı bir ilerleme kayde-
derken, henüz ülkemizde bu teknolojiye dayalı çalış-
ma ve araştırmalar başlangıç aşamasındadır. Özellik-
le içinde bulunduğumuz yıl içinde alınan bir kararla
toplumda HBV’ye karşı bağışıklama kampanyası
için ithal edilecek aşıların getireceği ekonomik bedel
gözönüne alındığında, rekombinant DNA teknoloji-
sinin araştırma aşamasından çıkıp uygulama alanla-
rına sokulma gerekliliği ortadadır. 

Biz bu çalışmada rekombinant DNA teknolojisi-
nin başlangıç aşamasından birisi olan gen klonlan-
masını PCR bağımlı TA cloning metodu ile gerçek-
leştirdik. Klonlama için farklı teknikler kullanmak
mümkündür[13]. Bizim bu tekniği tercih etmemizin
nedeni kolay uygulanabilir, hızlı ve pratik olmasın-
dandır. Metod temel olarak timin nükleotidinin over-
hang (çıkıntı) oluşturduğu lineer bir plazmidin, Taq
polimeraz enziminin terminal deoksinükleotidil
transferaz aktivitesi ile yeni sentezlenen DNA ipliği-
ne, kalıba bağımsız (template independent) tercihen
guanin nükleotidi sonrası, adenin nükleotidi ilave et-
mesi ve bu amplikon ile plazmidin topoizomeraz en-
zimi aracılığı ile birleştirilmesi esasına dayanmakta-

dır[6]. Klonlama aslında klonlanan gen ile ilgili dizi
analizleri veya başka amaçlara yönelik araştırmalar
için yapılmaktadır[13]. Özellikle klonlanacak gen üze-
rindeki restriksiyon alanlarının bilinmesi klonlama iş-
lemlerinin daha kolay yapılmasını sağlamaktadır.
Klonlama eğer bir rekombinant ürün elde edilmek
için yapılıyorsa gen aktarımı sadece restriksiyon
alanları ile sınırlı kalmayıp, aynı zamanda protein
sentezinin başlayacağı başlangıç ve bitiş kodonuna,
ayrıca elde edilen ürünlerin glikolize olup olmaması
gibi özelliklere de bağlıdır[1,3,5,10,12].
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Şekil 2. 1. yol, HBV s gen ile rekombine pCR2.1 vektörü-
nü; 2. yol, EcoRI ile kesilmiş rekombine pCR2.1 vektörü-
nü; 3. yol, rekombine olmamış pCR2.1 vektörünü; 4. yol,
EcoRI ile kesilmiş rekombine olmamış pCR2.1 vektörünü;
SM1 ve SM2 sırasıyla size marker 1 (Sigma supercoil
plasmid marker) ve size marker 2'yi (Sigma PCR marker)
göstermektedir
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Şekil 3. 1-7 yol, HBV s gen bölgesi ile rekombine pCR2.1
vektörünün EcoRI ile kesilmesini; SM size marker'ı (Sig-
ma PCR marker) göstermektedir
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Şekil 1. 1. yol, HBV s gen bölgesinin PCR amplifikasyonu-
nu; 2. yol, HBV s gen bölgesinin parsiyel amplifikasyonu-
nu; SM, size marker'ı (Sigma PCR marker) göstermekte-
dir
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Bu çalışmada bilim dalı laboratuvarımızda hazır-
lanan bilgisayar programı yardımı ve internet aracı-
lığı ile Dünya Gen Bankası veri tabanından elde edi-
len birçok mutant HBV-DNA dizilerinin karşılaştırıl-
ması ile elde edilen bilgiler ışığında HBV s geninin
başlangıç ve bitiş nükleotidlerini saptadık. Saptanan
bu nükleotidlerin (sense ve antisense) 5' uçlarına re-
kombinasyon işlemlerinin kolaylaşması ve bu gen
bölgesinin ekspresyonu amacıyla başka vektörlere
taşınması ve protein ürünlerinin elde edilmesini ko-
laylaştırıcı KpnI ve SacI gibi restriksiyon alanları yer-
leştirdik.

Rekombinant DNA teknolojisinin genel prensib-
lerini kullanarak gen aktarımını gerçekleştirdiğimiz
bu çalışmanın daha sonra yapacağımız gen ekspres-
yon çalışmalarına öncülük edeceği kanaatindeyiz. 
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