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1. OZET

Bu ¢alismada, hepatit B viriisiiniin kor antijeni (HBcAg) geninin Escherichia
coli (E. coli)’de klonlanmasi ve HBcAg proteinin dkaryotik hiicrelerde agiklatilmasi
rapor edilmigtir. Caligmada, dncelikle, HBcAg geni, hepatit B viriisle infekte hasta
serumundan izole edilen DNA’dan polimeraz zincir tepkimesiyle (PCR) ¢ogaltildi ve
pUC19 plazmitine yerlestirildi, Elde edilen rekombinant plazmit (pHBc-1) E. coli
hiicrelerinin transformasyonunda kullanildi. pHBc-1 plazmiti i¢indeki HBcAg
geninin varhift PCR ve enzim sindirme deneyleri ile dogrulandi. Daha sonra,
rekombinant plazmit klonlarindan EcoRI ve Hindlll restriksiyon enzimleriyle
uzaklastinlan HBcAg geni, Okaryotik eksprasyon plazmiti olan, pcDNA3 igine
yerlestirildi. Olusturulan rekombinant plazmit, pcDNA-HBc, igindeki HBcAg
geninin varlif1 yine restriksiyon enzim sindirimi deneyi ile test edildi. Daha sonra,
pcDNA-HBc, okaryotik Vero hiicrelerine transfekte edildi ve pcDNA-HBc
plazmitini istikrarh bir sekilde tasiyan hiicre hatlan,Vero-HBc¢, genetisin igeren
kiiltlir vasatinda segildi. Vero-HBc hiicrelerinde HBcAg proteinin agiklanmasi
Western Immunoblot deneyi ile test edildi. Immunoblotlamada Vero-HBc
~ hiicrelerinde 21 kilodalton (kDa) bityiikliigiinde HBcAg proteini belirlendi.

Sonug olarak, bu ¢alismada giintimiiziin en ciddi saghk sorunlarindan birini
olugturan hepatit B virisiin kor antijenini sifreleyen gen klonlanarak o6karyotik
hiicrelerde agiklatilmistir. Bir viral proteini sifreleyen genin izolasyonundan
cksprasyonuna kadar olan agamalari i¢eren ¢alisma, bu alanda tlilkemizdeki ilklerden

birini temsil etmektedir.



2. ABSTRACT

In the present study, cloning of (HBcAg) gene in Escherichia coli and
expression of the gene in eukaryotic cells are reported. Hepatitis B virus (HBV) core
antigen gene was amplified from the sera of HBV infected patients in a polymerase
chain reaction (PCR) and placed into pUC19 plasmid. The resulting recombinant
plasmid, termed pHBc-1, was used in transformation of E. coli cells. The presence of
HBcAg in pHBc-1, was confirmed by both PCR and restriction enzyme digestion,
which has only single restriction site in HBcAg coding sequence. Later, HBcAg gene
was excised from pHBc-1 and inserted into a eukaryotic expression vector pcDNA3.
Again, the placement of HBcAg gene in the resulting plasmid pcDNA-HBc was
tested with restriction enzyme digestion. For this purpose, EcoR I and Hindlll
enzymes which were also utilized in the insertion of the gene into the plasmid in the
first place, were used. Afterwards, pcDNA-HBc was transfected into Vero cells.
Cells stably transfected with pcDNA-HBc plasmid (Vero-HBc) were seleceted in
geneticin containing culture medium. The presence of HBcAg gene in Vero-HBc
cells were again confirmed with PCR assay. Additionally, the expression of HBcAg
gene by Vero-HBc cells were tested in Western Immunoblotting assay. The result of
immunoblotting assay demonstrated that, Vero-HBc cells indeed express a 21 kDa
protein reacting with anti-HBcAg antibody.

In conclusion, in the present study, it was shown that HBcAg gene of hepatitis
B virus, one of the most serious health hazards of modern day world, was cloned in
E.coli and expressed in Vero cells. The expressed HBcAg seems to have authentic

antigenic  properties as determined by Western Immunoblotting assay.



This study represent one of the early experiments in this country in which a viral
gene was isolated, cloned and expressed. It appears that this study will provide
valuable reagents for carrying in depth investigations about the function and

immunogenicity of one of the most interesting proteins of HBV.



3. GIRIS

Hepatit B viriisii (HBV) akut, kronik hepatit ve siroza sebep olan dnemli bir
viral patojendir, Ayrica, kronik hepatit B viriis infeksiyonu ile hepatoselliiler
karsinomanin insidansi arasindaki gii¢lii epidemiyolojik iligki nedeniyle de, HBV en
yaygin kanser etkenlerinden birisi olarak bilinmektedir. Yaklagik 300 milyon kisinin
kronik tasiyict oldufu ve her yil binlerce insamin bu virils sebebiyle hayatim
kaybetigi kabul edilmektedir (41).

Hepatit B viriisiiniin varligt uzun yillardir bilinmesine ragmen, viriisiin
replikasyon stratejisinin anlagilmast, virils yap: unsurlarinin teshis ve tedavi amagh
tiretilmeleri molekiiler biyolojideki, 6zellikle rekombinant DNA teknolojisindeki,
gelismelerden sonra miimkiin olmustur (35, 50, 60, 90).

Rekombinant DNA  teknolojisi mikrobiyolojide mikroorganizmanin
belirlenen gen parcasinin kolaylikla ¢ogaltilmasina, ¢alisiilmasma ve bu gen
parcasimin agikladifi proteinin {retilmesine imkan saglamaktadir. Geleneksel
izolasvon ve saflastirma yontemleriyle saglanan proteinlere kiyasla, bu yontemle
proteinlerin tiretimleri ucuz ve kolaydir (1, 7, 8, 12, 93). Bu nedenle, test kitlerinin
hazirlanmasinda ve infeksiyonlara karsi immiinizasyonda kullanulan proteinlerin bu
teknolojiyle tiretimi yayginlagmistir.

Hepatit B viriisiine kargt koruyucu amagh agilamada ve konakgida sekillenen
virlis 6zgiil antikorlarinin belirlenmesinde 6ncelikli hedef protein viriisiin yiizey
antijenidir (HBsAg). Ancak, infekte karaciger hiicrelerinden sentez edilen HBcAg
proteininin ve bu proteine karsi konak¢ida sekillenen immiin yanitinin virlisiin
patogenezini belirleyen onemli determinantlardan biri oldugu son yillardaki

calismalarla ortaya konmustur (6, 87, 92).



Hepatit B viriis kor proteininin T-hiicre bagimsiz antikor yamt olusturan iyi
bir immiinizan oldugu bilinmekte ve bu proteine karsi sekillenen T hiicre yanmtinin
viriisiin karacigerden temizlenmesindeki etkinligi kabul edilmektedir. Ancak, baz:
olgularda HBcAg’ye kargi olusan T hiicre yanitinin immiinopatojenezden sorumlu
oldugu da ifade edilmektedir (6, 17, 91). Ayrica, birlikte konak¢tya sunuldugu diger
proteinlere kargi immiin yaniti artiran ideal bir tasiyict molekil oldugunun
belirlenmesi, HBcAg proteininin hem HBV hem de diger mikroorganizmalara kars:
daha etkin asilar hazirlanmasina yénelik ¢aligmalarda kullanimina sebep olmustur

(39, 49, 53, 74, 79, 100).

3.1. Hepatit B Viriisii

Viral hepatitler yiizyih agkin bir stredir tammlanmis ve epidemiyolojik
verilere gore uzun yillar tip A ve B (serum hepatit) olarak simflandirilmigtir. Ancak,
viral infeksiyona sebep olan viral ajanlar yillar sonra belirlenmistir. Bugtin hepatit B
viriisi  (HBV); karaciger hastaliklarina sebep olan ve bu nedenle hepatit viriisleri
olarak isimlendirilen grubun en 6nemli iiyesi olarak kabul edilmektedir (41).

Hepatit B viriisiin yiizey antijeninin (HBsAg) serum hepatitli (tip B hepatit)
kigilerde kesfinden bugiine kadar yapilan epidemiyolojik ¢aligmalar, HBV
infeksiyonunun tiim diinyada yaygin oldugunu gostermistir. Ayrica, yapilan bu
¢aligmalar kronik HBV infekte bireylerde hepatoselliiler karsinoma (HCC) riskinin,
infeksiyonu tasimayan kisilere kiyasla, 200 kat daha yiksek oldugunu ortaya

koymustur.



Gerek viriisiin sebep oldugu infeksiyonun yayginligi gerekse olusturdugu hastalik
tablosu nedeniyle, HBV Diinya Saglik Organizasyonu (WHO) tarafindan halk
sagligint tehdit eden en oOnemli infeksiyon ajanlarindan birisi olarak kabul

edilmektedir (20, 41).

3.1. 1. Viriisiin Genel Ozellikleri

Hepatit B viriisiniin HBsAg proteininin belirlenmesinden sonra yapilan
¢aligmalar virlisin morfolojisinin belirlenmesi ve taksonomisinin yapilmasina
yonelmistir. Ancak, 1980°li yillara gelinceye kadar viris hakkinda simirh bilgiler
edinilmigtir. Bunun baslica nedenleri arasinda bu viriis icin deneysel hayvan
modelinin olusturulamamas: ve viriisin hiicre kiiltiirlerinde iretilememesidir.
llerleyen yillarda bu viriise morfolojik olarak benzerlik gosteren, agackakan, yer
sincab: ve ordeklerde dogal infeksiyona neden olan bagka viriisler de belirlenmistir.
Hem bu virislerle yapilan deneysel c¢aligmalar hem de 1980°li yillardan sonra
biyoteknoloji ve molekiiler biyolojideki hizli gelismeler, HBV’nin morfolojisi ve
biyolojisinin anlagiimasina imkan tanimigtir (20, 60).

Hepatit B virust Hepadnaviridae ailesinin Orthohepadnavirus cinsinde yer
* almaktadir (76). Virisle infekte insan serumlarinin elektronmikroskobik bakisinda
morfolojileri birbirinden farkli olan iig tip partikiil belirlenmigtir. Bu partikiillerden
birincisi infektif 6zelligi olan, kuresel sekilli, niikleik asit iceren ve yaklagik 42
nanometre (pm) capindaki olgun HBV virionlaridir (Dane partikiilii). Ikinci partikiil
yaklaélk 22 nm ¢apinda, niikleik asit icermeyen ve infektif olmayan kiiresel
yapilardir. Sonuncu partikiil ise nukleik asit icermeyen ve yaklagik 20 nm ¢apinda

olan tibuler yapilardir.



Bu son partikiiller 6zellikle HBV replikasyonunun oldugu kisilerin serumlarinda
belirlenmekte ve HBsAg partikiilleri ad1 verilmektedir (60, 94).

Olgun hepatit B virionu kismen ¢ift iplikli DNA’y1 gevreleyen 27 nm ¢apinda
niikleokapsid ile 7 nm kalinlikta zarftan olusmustur. Viral zarfin yapisini, virisiin S
gen bolgesi tarafindan sentez edilen 3 farklt molekiler agirlikta ve yapidaki
polipeptit olugturmaktadir (60).

Olgun HBV’nin deterjanlarla pargalanmast sonucunda ortaya ¢ikan 27 nm
¢aptndaki 6zyapty1 (nitkleokapsid) ise C geninin ikinci AUG kodonundan baglayarak

agiklatilan HBcAg proteini gekillendirmektedir (41, 60, 96).

3.2.2. Genom Yapisi

Hepatit B virusii, 3200 niikleotit uzunlugunda negatif anlamli sarmalla 1700-
2800 niikleotit uzunlugunda pozitif anlamh sarmaldan olusan, kismen ¢ift sarmalh
sirkiiler bir DNA’ya sahiptir. Viriis replikasyonu agamasinda kisa olan pozitif sarmal
virion yapisinda bulunan DNA polimeraz enzimiyle uzatilmakta ve bdylece yaklagik
3200 niikleotitten olugan ¢ift sarmal DNA olugmaktadir (41, 50, 60).

Hepatit B viriis genomunun diger pek ¢ok viriise kiyasla daha az sayida
nitkleotitten olugmasi, viriisiin genom diziliminin belirlenmesini kolaylastirmgtir.
Yapilan niikleotit dizilim analizi neticesinde, HBV genomunun negatif anlamli
sarmalin tizerinde en az 4 tane agik okuma bolgesi (open reading frames, ORF)

belirlenmigtir (41, 60). Bu ORF’lerde ise viriisiin kor (core; C), zarf (surface; S),
poiimeraz (P) ve X proteinlerinin sentez ig¢in dizilimlerin bulundugu ortaya

konmustur.



Hiicrese]l RNA polimeraz II tarafindan virlisiin negatif sarmalina
komplementer ve biiyiikliileri 3.4, 2.4, 2.1 ve 0.7 kilobaz (kb) olan 4 adet
~ islenmemis mRNA kopyalanmaktadir. En uzunu olan 3.4 kb’lik transkript hem yeni
viron DNA’larimin iiretilmesi i¢in kalip gérevi gérmekte hem de HBcAg, HBeAg ve
polimeraz proteinlerinin sentezini temin etmektedir. Diger transkriptlerden 2.4 ve 2.1
kb’lik transkriptler tarafindan pre-S1, pre-S2 ve S proteinleri sentez edilmektedir. En
kisa transkriptden ise X proteini agiklanmaktadir. (41, 60).

Son yillarda yapilan galigmalarda HBV genomu iizerinde belirlenen 4
ORF’ye ilave ORF5 ve ORF6 olarak isimlendirilen baska ORF’ler de belirlenmistir.
Bunlardan ORFS yine negatif sarmalin {izerinde bulunurken, ORF6 pozitif sarmalin
tizerindedir (50).

Hepatit B viriis genomunun en belirgin 6zelligi tist Gste gelen ORF’ye sahip
olmasidir. Bu ise ayni dizilimden birden farkli proteinin agiklatilmasina imkan
saglamaktadir. Bu nedenle, HBV genomu aym niikleotit uzunluguna sahip olan
viriislerle kiyaslandiginda daha ¢ok sayida protein agiklatmaktadir (50, 60).

Hepatit B viriisli genomunda replikasyonda gérev alan 3 tane 6nemli cis-
acting element bulunmaktadir. Bunlardan ilk ikisi direkt tekrar (DR) elementleridir.
Bunlar DR1 ve DR2 olarak isimlendirilmektedir. Direkt tekrar element 1, pre-kor
ORF igerisinde bulunmakta ve negatif sarmalin sentezi igin baslangi¢ bolgesini
meydana getirmektedir. Cis-elementlerden DR2 de pre-core ORF’de bulunmaktadir
(60). Bu ise pozitif sarmalin sentezinin baslangi¢ bolgesidir. Yaklasik 10-12
niikleotitden olusan bu bélgeler viral DNA’lann 5° uglarmm bir arada tutarak viral

genomun yapisal biitiinliigiinii saglamaktadirlar.



Son cis-acting element retroviruslerin 5’-unique bolgesine benzerliginden dolay:
“US-like” olarak isimlendirilmekte ve fonksiyonel olarak DR1 ile benzerlik
gostermektedir (50).

Hepatit B viriis genomunda bulunan niikleotitlerden bir kismt ise sinyal
elementleri olarak fonksiyon gérmektedir (50, 60). Bunlardan ilki 4 adet promotor
(pre-S 1, S-, X- ve pre-C promotor) sinyalidir. Hepatit B viriisiiniin genomik
diziliminin analizi neticesinde, bu promotorlarin TATA ve CAAT kutulan olarak
bilinen klasik promotorlaria benzerlik gostermedikleri belirlenmistir. Ikinci énemli
sinyal elementi ise, giiglendirici olarak ifade edilen enhancer (Enh 1 ve 2)’lerdir. Bu
elementler, promotorlarla birlikte ORF’lerin transkripsiyonlarini diizenlemektedirler.
Viral genom yapisinda yukardaki elementlere ilave olarak, S geni igerisinde bulunan
ve Enh 1’le baglantili olarak glukokortikoid hormonu varliginda gen agiklanmasini
4-5 kat artiran farkli bir sinyal elementi (Glikokortikoid cevap elementi; GRE)
bulunmaktadir. Bagka bir sinyal elementiyse pol-A ekleme sinyalidir. Bu sinyal
dizilimi 44 niikleotitten olusur ve C-ORF i¢inde yer almaktadir. Hepatit B viriis
transkriplerinin tamami yalnizca tek tip pol-A ekleme sinyali kullanmaktadir ve bu
nedenle tiim transkriplerin 3’ ucu benzer dizilime sahiptir.

Molekiller diizeyde yapilan c¢alismalarin ilerlemesi sonucu HBV
genomlarindaki farkliliklar tespit edilmis ve niikleotit benzerliklerine bakilarak, % 90
oraninda birbirine benzeyen HBV suslari ayni gruba konmustur. Bu gruplandirmaya
gore, A’dan F’ye kadar degisen 6 farkh genotip ortaya ¢ikanlmistir. Ayrica, HBsAg

subtipleri arasinda genotip diizeyde farkhhigin % 4 oldugu belirlenmistir (56, 86).



3.2.3. Viris Proteinleri

3.2.3.1. Yiizey Proteinleri

Hepatit B viristiniin S gen bolgesi tarafindan yiizey proteinleri
kodlanmaktadir. Bu proteinler hem Dane partikiillerinde hem de 22 nm’lik kiiresel ve
20 nm’lik tiibiiler partikiillerde bulunmaktadir. Onceleri S geninin tek bir protein
kodladifn diigliniilmiistiir. Fakat, jel elektroforez teknigiyle bu genin agirliklan
birbirinden farkl1 6 adet polipeptiti (3 temel proteinin glikozile formlariyla birlikte)
sentezledigi gosterilmistir. Bir genden farkli proteinlerin sentez edilmesi bu gen
tizerindeki farkhi translasyon baslangi¢ kodonundan kaynaklanmaktadir. Ug farkli
bolgeden olusan S geninde 2850-3174. niikleotitler arasinda pre-S1 bolgesi
bulunmakta ve bu bolge tarafindan 108 amino asitten olusan polipeptit sentez
edilmektedir. Yiizey geni icerisinde bulunan ikinci bolge 3174-157. niikleotitlerin
olusturdugu pre-S2 bolgesidir ve 55 amino asitten olusan polipeptite ait dizilim
bulunmaktadir. Yiizey geni igerisinde son bolge ise 157-833. niikleotitler arasimdaki
dizilim olup, bu bolge tarafindan 226 amino asitten olugan polipeptit
aciklatilmaktadir. Bu 3 gen bolgesinin baslangi¢ dizilimleri farkli fakat 3’ uglan
ortaktir (20, 36, 94).

Translasyonun pre-S1°den baslamasi neticesinde 390 amino asitten olusan ve
40 kDa molekiiler agirlikta olan S geninin tamamina ait protein sentez edilmektedir.
Sentezlenen bu protein ylizeyin biiyiik proteini olarak (large yiizey proteini; LHBs)
isimlendirilmektedir. Bu proteininin glikozile formu 42 kDa olup, en fazla Dane
partikiillerinde ver almakta ve virionun hedef hiicreye baglanmasinda rolii

bulunmaktadir (50).
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Bilinen kesin bir reseptor belirlenememis olmasina karsin 21. ve 47. amino
asitlerin hepatositlerin yiizeyine tutunmasinda 6nemli oldugu tespit edilmistir. Dane
partikiillerin olugmasinda ve salnmasinda LHBs proteini kesinlikle gereklidir.
Ayrica, semptomatik olmayan HBsAg tasiyicilarinda dusiik diizeyde ve devamli
iiretilen LHBs proteininin hepatoselliller lezyonun olusmasina ve hepatoselliiler
karsinomaya neden olabilecegi dusiiniilmektedir. Large proteinin aminoterminal
ucunda glisin amino asitlerine bagh bir miristik asit bulundugundan, hiicreden tek
basina salinamamaktadir (36, 41, 50).

Hepatit B virlisiiniin S geninin 2. translasyon baslangig diziliminden
baslayarak sentez edilen protein ise viriisin Pre-S2 ve S gen bolgesinine ait
niikleotitlerce kodlanmaktadir. Sentez edilen bu protein yaklasik 35 kDa molekiiler
agirliktadir ve 280 amino asitten olusan yiizeyin orta proteinidir (medium yiizey
protein; MHBs). Medium yiizey proteinin glikozile formu 36 kDa’dir. Bu proteinin
133-139. amino asitler arasindaki bolgesi gruba 6zgii epitop tasirken, 137-143. amino
asitler arasindaki bolgesi ise tipe Ozgii epitoplar bulunmaktadir. Bu protein,
firetiminin olmadi§1 durumda HBsAg igerisinde yer almamaktadir. Bundan dolay:
pre-S2’nin varlig: viral replikasyonun gostergesi olarak degerlendirilmemektedir.
Medium proteini de LHBs proteini gibi infeksiyonun erken doneminde ortaya
¢ikmakta ve bunlara karsi olugan antikorlarin tespiti iyilesme belirtisi olarak kabul
edilmektedir. Bu protein hepatositlere baglanmada o6nemlidir. Pre-S2 proteini
albimine baglanmadif1 halde gluteraldehitle polimerize edilmis insan serum
albiiminine (poly-HSA) baglanabilmektedir. poly-HSA albiiminin normalde insan

serumunda bulunmamasina karsin hepatositlerin ylizeyinde bulunmaktadir.
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Bu proteinin hepatositlere tutunmasinda Onemli bir diger reseptor ise pre-S2
glikandir (5, 36).

Hepatit B viriisiiniin pre-S bolgelerinden sentez edilen proteinler (Pre-S1 ve
pre-S2) hidrofilik amino asitlerden olugmuslardir ve lipit zardan disart dogru ¢ikinti
yapmiglardir. Bu nedenle, bu proteinlere karsi olusan antikor yamit viriise kargi
korunmada olduk¢a 6nemlidir ve bunlarin hedef hiicre reseptorlerine baglanma
proteinleri olarak da gorev yaptiklan disiniilmektedir (5).

Viriisin S geni Uzerindeki 3. translasyon baslangi¢ dizilimi olan S’den
baslayan sentezle birlikte 24 kDa molekiiler agirlikta, yiizeyin kii¢iik proteini (small
yiizey protein; SHBs) olugmaktadir. Bu proteinin glikozile olmus formu ise 27 kDa
molekiiler agirhktadir. Proteinin her iki formu 6zellikle 20 nm’lik viral partikillerin
yapisinda lipid membrana gémuli olarak fazla miktarda bulunmaktadir. Bu
partikilller infekte plazmada elde edilerek uzun yillar ay1 olarak kullamlmuglardir
(36).

Yiizeyin kiigiik proteinini olugturan amino asitlerin bazi boigelerindeki
dizilim farklhiliklanna gore HBsAg iizerinde en az 5 antijenik determinant
bulunmaktadir. Bunlar; a, d/y ve w/t olarak isimlendirilmektedir. Tim subtiplerde
“a” determinant1 ortak olup, 124-147. amino asitler arasinda kalan hidrofilik bir
bolgede yer almaktadir. Bu bolgeye karsi olusan antikorlar HBV’nin hepatositlere
baglanmasini engellemekte ve tim subtiplere karyi etkili bir aginin olugmasin
saglamaktadir. Hepatit B viriisiinin S geni {izerinde bulunan bu ‘deter‘r_‘ninantm
yapisinda bulunan sistein amino asidinin disilfit baglanyla olusturdugu bi; kopri ve
124 ile 147. amino asitleri gevreleyen iki ilmik sayesinde ¢ok iyi bir gekilde

korunmaktadir.
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Virionun di yiizeyinde yer alan “a” determinanti dogal infeksiyon veya agilamadan
sonra olusan anti-HBsAg antikorlarinin bilyiik kismina baglanabilmektedir (2, 76,
10).

Yiizey gen bolgesi igerisinde yer alan 2. bir determinant ise d/y ve w/r’dir. S

<& Y

proteinin 122. amino asidinde lizin varsa “d”, arjinin varsa “y” determinant:

€6 37

olugmaktadir. Ayrica, proteinin 160. amino asidinde arjinin bulunmasi “r

<« bl

determinantim1 lizin bulunmast ise “w” determinantimi isaret etmektedir. Bu
determinantlar arasinda “w” antijenik gesitlilik gOstermekte ve tim “w”
determinantlarinda lizin bulunmasina kargin 4 farkli “w” subtipi (adw, ard, ayw vw
ayr) tespit edilmektedir. Subtiplerle yapilan son caligmalara gore, toplam 9 adet
degisik HBsAg subtipi (aywl, ayw2, ayw3, ayr, ayrl, adwl, adw2, adw3, adw4)
oldugu agiklanmugtir. Ayrica, “x” ve “g” yeni determinantlar bulunmustur (10, 76).

HBsAg subtipleri arasinda biyolojik farkliliklar olmamasina karsin,
dunyadaki dagilimlant arasinda bolgelere gore farkliliklar gosterilmigtir. Bundan
dolay1, epidemiyolojik c¢aligmalarda HBsAg subtiplerinin belirlenmesi infeksiyon
kaynaginin tespit edilmesinde ve toplumdaki yayilisinin takibinde fayda
saglamaktadir (2, 76).

Subtiplere gore HBsAg fenotipleri farkh bir ¢ografik dagilim gosterse de
farkhiliklar HBV infeksiyonunun seyri iizerine her hangi bir etki yapmamaktadir.
Bunun nedeni bilinen tum subtiplerde “a” determinant: ortak oimas! ve bir subtipe
karsi olugsan antikor cevabinin diger subtipe karsi da komyuculugudur. Ancak,
mutasyon “a” determinantindan meydana gelirse bilinen subtiplere karsi olusan

koruma ortadan kalkmaktadir. Bu determinantda meydana gelen en 6nemli mutasyon

145. amino asitte glisinin arjinine doniigmesidir.

13



Bu mutasyon sonucunda ise immin yamttan kagan viriisler (escape virus)
olugmaktadir. Yiizey geninde sekillenen diger mutasyonlar da 137, 142, 144, 146.
amino asitlerde meydana gelebilmektedir. Bu mutasyonlarda viriisiin antijenik yapist
degismediginden ilk zamanlarda 6nemsenmemistir. Ancak, daha sonralar, 6zellikle,
karaciger transplantasyonu yapilan hastalarda bu mutasyonlarin re-infeksiyona sebep
oldugu anlasiimustir (36).

Hepatit B virlsiiniin S proteinine ait mutantlanini tagiyan kisilerde ya tek
basina HBV DNA pozitifligi ya da anti-HBsAg pozitifligiyle HBsAg birlikteligi gibi
az rastlanir serolojik sonuglar ¢gikmaktadir. Yiizey proteinlerinin mutasyonlari, daha
az olmakla birlikte, pre-S1 ve pre-S2 bolgelerinde de bir dizilimin silinmesi, yer
degistirmesi veya degismesi seklinde ortaya c¢ikmaktadir. Anti-HBsAg ve
HBsAg’ nin birlikte pozitif oldugu kronik hepatitli hastalarda pre-S2 bélgesinde 9-22
amino asitler arasindaki amino asitlerin bir kisminin goérilmedigi ve “a”
determinantinda 2 amino asitin yer degistirdigi gosterilmigtir. Ayrica, Pre-S2
mutasyonlu HBV varyantlarina 6zellikle fulminant ve kronik hepatitli olgularda daha
sik rastlandigt tespit edilmistir. Sayet, pre-S2 baslangi¢ kodonunda bir mutasyon
olursa sonugta MHBs proteinini sentezleyemeyen yeni bir defektif HBV varyanti
olugmaktadir (52, 82).

Akut HBV infeksiyonunda siklikla Pre-S1  bolgesi mutantlan
sekillenebilmektedir. Bu mutasyonun 183. bg’de bir delesyon sekillendirmesi, pre-

S1°deki T ve B hiicreleri taniyan epitoplan ortadan kaldiracak ve bu durum viriisiin

yok edilme ihtimalini sonlandiracaktir (52, 82).
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3.2.3.2. Polimeraz Proteini

Hepatit B virisiiniin yapisinda rastlanan diger bir protein de polimeraz (P)
proteinidir. Viriis partikiillerinde HBV polimeraz proteinlerinin elde edilmesindeki
basarnisizlik nedeniyle yakin zamana kadar bu protein hakkinda ¢ok az bilgi
edinilmigtir.  Son yillarda gergeklestirilen callsmalar neticesinde HBV
partikiillerininde rastlanan 70-90 kDa’lik proteinin 3.4’lik viral transkrip tarafindan
sentez edildigi ve polimeraz aktivitesine sahip oldugu gosteriimistir. Ayrica, bu
proteinin retroviriislerin polimeraz protein geniyle ortak dizilime sahip oldugu ve
retroviris polimeraz proteiniyle benzer fonksiyonu gergeklestirdigi belirlenmistir. Bu
proteinin tersine transkripsiyon (reverse transkripsiyon), endoniikleaz (RNaseH) ve
DNA polimeraz fonksiyonlar1 bulunmaktadir (20, 76).

Hepatit B viriis ¢ogalmasinda, retroviriislerde oldugu gibi, tersine
transkripsiyon mekanizmas: kullamlmaktadir. Bu mekanizmada kullanilan revers
transkriptaz enziminin katalitik bolgesinde polimerizasyon igin gerekli olan iyi
korunmug tirozin-metionin-aspartat-aspartat (YMDD) yapis1 bulunmaktadir.
Lamivudin tedavisi géren HBYV ile infekte hastalarin % 30-40’da tedaviden birkag
hafta sonra, HBV DNA miktarinin yeniden artmaya basladigi belirlenmigtir. Bu

s

hastalarda yapilan caligmalarda YMDD yapisinin degistigi ve metionin amino
asitinin valin ya da izolosin amino asitlerinin birine degistigi goérilmistiir.
Fansiklovir verilen hastalarda ise YMDD mutasyonundan ziyade revers transkriptaz
geninin 508 ve 515. nikleotitlerinde mutasyonu goriilmiistiir. Ayrica, immiin sistemi

baskilanmig hasta serumlarinda yiiksek titrede bu mutasyona sahip virisler

belirlenmistir (32).
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3.2.3.3. X Proteini

Bu protein 154 amino asitten olugsmugtur ve viral genomun 1376 ile 1838.
niikleotitleri arasindaki bolge tarafindan kodlanmaktadir. Rekombinant DNA
teknolojisi kullanilarak gergeklestirilen deneylerle bu proteinin HBV’nin enhancer
elementlerinin trans-aktivasyonunu sagladigi belirlenmistir. Ayrica, X geninde
mutasyon ve delesyon c¢alismalarinda elde edilen verilerin de bu gorlisli destekler
nitelikte oldugu ifade edilmistir. Ancak, fonksiyonunu yalnizca hepatositlerde
gergeklestirmesi, bu proteinin hepatosit faktorleriyle birlikte hareket ettigini akla
getirmektedir. Son yillarda gergeklestirilen ¢alismalarla bu proteinin bazi virisler
(Insan Immiin Yetmezlik Viriisii tip 1; HIV-1 ve Simianviriis 40; SV-40) ile hiicresel
faktorler (B-interferon geni) igin enhancer elementi gorevi gordiigli saptanmustir.
Ayrica, bu proteinin tiimdr bask: geni {irtintiniin islevini bozdugu belirlenmigtir ve bu
nedenle X proteininin HCC'nin gekillenmesinde etkin oldugu diisiiniilmektedir (62).

X proteini HBV genlerini trans-aktive ettiinden ve viriisiin kor promotoru ve
enhancer II , DR1 ve DR2 elementleri X gen bdlgesinin iginde oldugundan, bu
bolgede meydana gelen mutasyonlar olduk¢a dnemli goriilmektedir (50).

Bu gene ait ORF’de ortaya ¢ikan herhangi bir nokta mutasyonu veya
delesyonu viral gen agiklanmasi ve ¢ogalmasina neden olan yeni bir genotip ortaya
cikarmaktadir. Sonug olarak, bu mutasyona sahip hastalarda gergeklestirilen HBV
serolojik testlerinin bir kismu veya tiimii negatif sonug verebilmektedir (20).

X bolgesindeki mutasyonlar, HBV’nin replikasyonu sirasinda uzun veya kisa
zincirin  sentezinde Onemli olan DR dizilimlerinde delesyonlar seklinde

olabilmektedir.
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Ayrica, mutasyonlar X-ORF’nin 3” ucunda olursa kor promotorunun yapist
bozulmaktadir. Ancak, bu mutanta sahip virlis X promotorunu kullanarak kor
proteini sentez edebilmektedir (89).

Delesyonlar X bolgesinin orta kismindan baslayarak polimeraz ORF’nin 3’
ucunu igine alacak bolgeye dogru uzarsa polimeraz geninin kismi delesyonu
olmaktadir. Kronik HBV infeksiyonlu, HCC’li, fulminant hepatitli ve ilerlemis siroz
hastalarinda X geni 130. (AAG’nin ATG’ye) ve 131. (GTC’nin ATC’ye) amino
asitlerini kodlayan bolgelerinde nokta mutasyonlan goriilmiistiir. Bu iki mutasyon da
transkripsiyon i¢in gerekli olan enhancer II ve kor promotor bélgesi iginde yer
almaktadir. X geni mutantlarn anti-HBcAg negatif veya yiiksek diizeyde viriis
belirlenmis hastalarda, diyalize girenlerde ve sik kan transflizyonu yapilaniarda

ortaya konmustur (62, §89).

3.2.3.4. Kor Proteinleri

Hepatit B viriistiniin C geni yaklasik olarak 640 niikleotit uzunlugundadir ve
virlisiin 1816-2452. niikleotitleri arasinda bulunmaktadir. Hepatit B viriistiniin C-
ORF bolgesinden antijenik ve fiziksel ozellikleri birbirinden farkh olan iki adet
protein sentez edilmektedir (13, 70, 96). Bu genin pre-C bolgesinde bulunan ilk AUG
kodonundan baslayarak viriisiin HBeAg proteini sentezlenmektedir (31). Bu yaklasik
olarak 212 amino asit uzunlugunda ve 25 kilodalton (kDa) biiyiikliigtinde prekiirsor
bir proteindir. Genomun pre-C bolgesince agiklatilan amino ucundaki 29 amino
asitlik sinyal peptidleri sayesinde, bu protein endoplazmik retikuluma gitmektedir ve
burada kesime ugramaktadir. Endoplazmik retikulumdaki kesintide, protein sinyal

peptitlerinin 19 amino asitini kaybetmektedir.
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Sinyal bolgesinden geriye kalan 10 amino asit ise bu proteinin kor partikiillerine
dahil olmasini engellemekte ve salgisal protein olmasint saglamaktadir. Salinan bu
protein 15-18 kDa biiyiikliiktedir. Yeni virionlarin yapisina katilmayan ve HBV
replikasyonu igin gerekli olmayan bu proteinin fonksiyonu bugiin igin
bilinmemektedir. Ancak, bu proteinin konak¢idaki immun yamtin regiilasyonunu
sagladigina dair veriler elde edilmistir (13, 33, 77).

Yitksek diizeyde HBsAg tasiyan HBV infekte kisilerin serumlarinda bol
miktarda HBeAg de bulundugu belirlenmistir. Bu nedenle, HBeAg proteini aktif
HBV replikasyonunun tespitinde uygun bir marker olarak disinllmis ve
infeksiyonun seyrinin anlasilmasinda uzun yillar giivenilir bir parametre olarak
kullanilmistir. Ancak, HBV mutantlarinin belirlenmesiyle birlikte klinik seyrin
takibinde bu proteinin glivenirligi azalmistir (20, 76).

Viriistin HBeAg genin mutantlari, HBV infekte kisilerin serumlarinda
hibridizasyon teknikleriyle fazla miktarda viral DNA’ya rastlanmasina ragmen ayni
serumlanin HBeAg yoniinden negatif oldugunun belirlenmesiyle anlagilmustir.
Mutasyon igin 10 hassas bolge belirlenmis olmasina ragmen, pre-C genindeki en sik
mutasyon 1896. niikleotitte meydana gelmektedir. Bu mutasyon neticesinde bdlge
icerisinde stop kodonu olugmaktadir. Mutasyonun sekillenmesinden 1896.
nitkleotitteki guanin yerine adenin gelmesi sorumludur ve bu nokta mutasyonu
neticesinde normalde triptofan amino asiti kodonu (TGG) olan 28. kodon stop
kodonuna (TAG) doniismektedir. Bu mutasyon, HBeAg proteini sentezleme
yeteneginde olmayan varyant viriislerin olusumuyla karakterizedir. Bu nokta
mutasyonu HBcAg baslangig bolgesini etkilemediginden, varyant viriisler HBcAg

sentezlemeye devam etmektedirler.
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Olugan varyant viriislerin sitotoksik cevaptan kagtiklan belirlendiginde, bu mutasyon
viriisiin patogenezinde 6nemli olarak kabul edilmektedir (36, 43).

Stop kodonu olugmasindan baska, bir HBeAg mutanti da 1899. niikleotitdeki
guanin yerine adenin niikleotitinin gelmesidir. Degisim pre-C promotor bolgesinin
icinde olmas: nedeniyle. bu mutasyon hem HBeAg’nin iiretimini hem de viral
replikasyonu etkileyebilmektedir (10, 43).

Yukandaki mutasvonlara ilave olarak, sik sekillenen mutasyonlarindan biri de
kor promotor bélgesi igindeki 1762-1764. niikleotitlerden olusan degisimlerdir. Bu
mutasyon ile birlikte viral replikasyonun hizlandig1 ve buna bagh olarak da karaciger
tahribatinin artif1 kaydedilmistir. Siddetli karaciger tahribatinda bu mutant viriise
karst daha giiclii interferon yanitinin da etkili oldugu belirtilmistir (43, 10).

Hepatit B viriisiiniin HBeAg geninin mutasyonlarimin varligi semptomatik
HBV tasiyicilarinda, kronik hepatit B olgularinda, ciddi karaciger tahribati olan
hastalarda ve fulminant hepatit olgularinda belirlenmistir (10).

Viral C geni tarafindan sentezlenen diger bir protein de aymi transkriptin
ikinci AUG kodonundan ag¢iklatilmaya baslanan yaklasik olarak 183 amino asit
uzunlugunda ve 22 kDa biiyiiklitkte HBcAg proteinidir. Bu protein viriis genomunun
1903-2452. niikleotitleri arasindaki dizilim tarafindan sentez edilmektedir (40, 98).
Sentez edilen bu proteinin 5° ucunda arjininden zengin 34 amino asitlik bir dizilim
bulunmaktadir. Bu dizilim sayesinde, bu protein ile viral DNA giiglii bir baglanti
olusturmaktadir. Ayrica, HBeAg proteinden farkli olarak, 6n kismindan 29 amino
asitlik sinyal peptid bulundurmadigindan, bu protein endoplazmik retikuluma

gidememekte ve sitoplazmada kalmaktadir (9, 72).
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Bundan dolayi, bu protein salgisal olmayan partikiil yapilarin1 olugturmakta, kanda
serbest halde belirlenmemekte ve yalmzca virionda igsel bir yapi unsuru olarak
bulunmaktadir (72, 96). Bu proteinin kor partikiil yapisini olusturmasi, kendine ait
bir birlesme kapasitesinden kaynaklanmaktadir (19, 34, 83).

Infekte karaciger hiicrelerinden saflastirilan HBcAg partikiillerinin ve HBV
vironundaki korlarinin protein kinaz ve proteaz aktivitesine sahip olduklan tespit
edilmistir (64).

Ayni ORF bolgesinden agiklanmalar ve ortak amino asit dizilimlerine sahip
olmalarina ragmen antijenik olarak HBeAg ve HBcAg’ nin farkhiliklar g8stermesinin
Onemli iki nedeni bulunmaktadir (57, 70). Ilki, kanda serbest halde bulunan
HBeAg’deki HBcAg spesifik polipeptitlerin serum alblimin ve a-antitripsin
immunoglobulinleri tarafindan 6rtiilmesidir. Diger sebep ise, HBcAg proteinin kor
partikiillerini olustururken sekillendirdigi protein yapist nedeniyle, bu protein
lizerindeki HBeAg've 6zgll antijenik determinantlarin maskelenmesidir. Bu iki
nedenle in vivo ve in vitro ortamlarda, iki protein arasinda ¢apraz reaksiyon
sekillenmemektedir (57, 98).

Hepatit B viriisi kor  proteininin en belirgin 6zelliklerinden birisi
immiinojenik bir protein olmasidir (49). Bakteri hiicrelerinden iiretilen veya infekte
karaciger hiicrelerinde saflastinilan HBcAg proteinleriyle subiinit asilama neticesinde
sempanzelerin HBV infeksiyonlarindan korunduklan belirlenmigtir. Internal bir
antijen olmast nedeniyle bu korunmanin HBcAg’ye 6zgiil antikorlardan degil,

olusan giiclii hiicresel immiin yamttan kaynaklandig: belirlenmigtir (15, 27).
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Benzer ¢aligmalar sonucunda, HBcAg proteininin gerek T hiicreye bagimli gerekse T
hiicreden bagimsiz olarak humoral immiin yamt sekillendirebilen iyi bir immiinojen
oldugu anlagilmustir (6, 15, 17, 69). Bu nedenle, HBV infekte kigilerde HBcAg’ye
6zgil sivisal ve hiicresel etkin bir immin yanit gelismektedir. Bu proteine karst
sekillenen oOzellikle T hiicre yanitinin HBV infekte bireylerde infekte hiicrelerin
temizlenmesinde 6nemli oldugu belirlenmigtir (47). Ayrica, HBcAg 6zgiil T hiicre
yamtinin HBsAg 6zgiil immiin yanit1 giu¢lendirdigi ve bu nedenle HBcAg immiin
yanitinin Ozellikle S antijenine kargt antikor sentezinin gelismedigi bireylerde
olduk¢a oOnemli oldugu belirlenmigtir. Ancak, HBcAg T hiicre yanitin
infeksiyonlardaki imminopatogenezin de sorumlusu olduguyla ilgili bulgulara
rastlanmaktadir (15, 17, 48).

Hepatit B viriisiin Pre-C bolgesindeki mutasyonlaninin belirlenmesinden
sonra devam eden galigmalarla, benzer mutasyonlar C bolgesinde de belirlenmisgtir.
Kor bolgesinde meydana gelen mutasyonlarin buyik kissu T ve B hiicre
epitoplarini kodlayan bolgelerde meydana geldigi gosterilmis ve bunlarin HBV
infeksiyonunun seyrine etkidigi belirlenmigtir. Bunlardan en onemlisi sitotoksik T
lenfositi (CTL) epitopunu olusturan 18-27. amino asitler arasinda kalan bélgeye ait
mutasyonlardir. Bu mutasyon neticesinde CD8" CTL’lerden kagan mutant viriisler
olugmaktadir. Benzer etkili bir diger mutasyon da C bolgesinde yardimer T hiicre
epitopunu kodlayan niikleotitte meydana gelmektedir. Bu mutasyon CD4" T hiicre
cevabindan kagan virislerin ﬁ;gtilmesine sebep olmaktadir. En ¢ok Akdeniz
ulkelerinde goriilmesi nedeniylé, bu mutasyonun konaga ait faktorlere bagl olarak

sekillendigi distinilmektedir,
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Kor gen bolgest mutasyonlan pre-C mutasyonlariyla birlikte sekillenebilecegi
gibi ayn olarak da olugabilmektedir. Ozellikle kor promotorunda meydana gelen
mutasyonlar yalnizca HBcAg proteinini degil, kor, pre-kor ve polimeraz
mRNA’larinin ve bunlarin agikladigi proteinlerin miktarim etkilemesi nedeniyle
klinik agidan dnemli kabul edilmektedir.

Bugiin HBcAg ile ilgili bilinenlerin pek ¢ogu, bu proteine ait gen kisminin
klonlanmast ve aciklatilmast ¢aligmalan neticesinde ortaya konmustur. Hepatiti B
virisiinin kor geninin klonlanmasi ve agiklatilmast ilk olarak Pasek ve ark.
tarafindan gergeklestirilmistir (59). Ilk calismada, gen kaynag olarak piirifiye HBV
DNA’lar kullanilmigtir. Restriksiyon enzimlerle kesilen viral DNA’lant bulunduran
rekombinant plazmitlerin transforme edildigi £. coli hiicrelerinde HBcAg ve HBsAg
geninin klonlandig: ve agiklatildig: bildirilmistir. Ayn1 ¢aligmada, iki genin niikleotit
dizilimi belirlenmis ve HBcAg proteininin DNA’ya baglanma 6zelligi gosterilmigtir.
Ik olarak E. coli’den klonlanan ve agiklatilan HBcAg geni, bu ¢ahsmadan kisa bir
siire sonra, insan hiicre kiiltiirlerinde de agiklatilmigtir. Hirschnan ve ark. tarafinda
gergeklestirilen bu ¢aligmada da gen kaynafi olarak pirifiye HBV DNA’st
kullanilmustir (29). Viral DNA EcoRI enzimiyle kesildikten sonra pBR322 plazmidi
icerisine yerlestirilmis ve E. coli"de 3200 bg¢ uzunlugunda HBV DNA’si
klonlanmigtir. Elde edilen rekombinant plazmitlerin transfekte edildigi HeLa hiicre
kiiltiirlerinde, HBsAg ile HBcAg proteinlerine ilave olarak, 42 ve 20 nm ¢apindaki
viral partikillerin de dretildigi  gosterilmigtir  (29). Rekombinant DNA
teknolojisindeki gelismelere parelel olarak, ilerleyen yillarda, HBcAg klonlanmasi ve

agiklatiimas: galigmalarinda daha etkin plazmitlerin kullanimu bildirilmistir (80).
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Ayrica, HBcAg geni tasiyan modifiye rekombinant plazmitlerle transfekte edilen
insan hiicre kiiltiirlerinde HBcAg geninin agiklatilmasinin diizenlenmesi ¢alismalar
gerceklestirilmigtir. Bu galiyma, HBV infeksiyonunda hepatit ve karaciger kanserinin
gelismesinin anlagilmasinda model olusturmustur (103). Hepatit B viriisiiniin kor
geninin mayalarda agiklatilmas: neticesinde, bu gen bolgesi igerisinde iki farkli
translasyon baglangi¢ kodonu bulundugu ve bunun neticesinde degisik molekiiler
agirliga sahip iki proteinin sentez edildigi gosterilmistir. Sentez edilen 183 amino
asitlik proteinin viriisiin kor yapisinin olusumunda sorumlu oldugu bildirilmigtir (51).
Hepatit B virisiiniin kor proteinlerine yonelik benzer bir galismada, pre-C gen
bolgesinde sentez edilen amino asitlerin hidrofobik 6zellikte oldugu ve bunun ise
salgisal bir protein olusumuna sebep oldugu anlasiimigtir (58).

Ik yillarda HBcAg geni ve proteininin anlagtimasmna yonelik elde edilen
rekombinant DNA parcgalari, HBcAg proteininin etkin agtlann olusturulmasinda
degerli bir tasiyict molekiil oldugunun belirlenmesinden sonra, agt gelistirme
¢ahsmalarinda  kullaimlmaya  baslanmustir.  Oncii  ¢alismalar  pek  ¢ok
mikroorganizmaya karst etkin subtnit agilann  geligtirilmesi amaciyla
gerceklestirilmigtir. Bu amacgla, HBcAg geni ve buna gen flizyonu yontemiyle
eklenen diger genin birlikte agiklatildi: hibrid proteinlerin ideal subiinit agilar
olduklan: belirlenmistir (6). Caligmalarda, HBcAg proteini ile birlikte agiklatilan
insan immiin yetmezlik viriisiniin (HIV) zarf proteinine (80), Food and Mouth
Disease (Sap hastalifi) viriisiiniin epitoplarina (17) karst giighi immiin yanitlar

gosterilmigtir,
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Rekombinant DNA’lann injekte edildigi farelerde agiklatilan proteinlere
karst immin yamtin gosterildigi itk ¢aligmamn  yayinlanmasi, pek ¢ok
mikroorganizmaya karsi rekombinant DNA ag1 gelisgi‘rme caligmalarinin baslamasina
onculik etmistir. Hepatit B viriisiine yonelik bir ¢ok benzer ¢aligmalarda da HBcAg
proteini yalmz olarak ya da HBsAg proteiniyle birlikte kullamlmigtir (66). Ayrica,
rekombinant DNA’larla HBcAg proteini HBV’den farkli mikroorganizmalarin
proteinleriyle birlikte de agiklatilmigtir (42).

Bu ¢aligmada, 6ncelikle, HBV’nin HBcAg gen bolgesini igeren rekombinant
plazmitin olusturulmasi ve bu plazmitin E. coli’de klonlanmasi, daha sonra,
klonlanan rekombinant DNA’dan izole edilen HBcAg geninin 6karyotik eksprasyon
vektoriine yerlestirilmesi ve bu vektorle transfekte hiicrelerde HBcAg proteininin
agiklatitmas: amaglanmigtir. Boylelikle, 6nemli bir insan patojeni olan hepatiti B
virisiinin Onemli bir geni molekiler dizeyde analiz edilebilecektir. Bu genin
aciklatiimasiyla elde edilebilecek HBcAg protein diagnostik amaglardan, HBV’ye
karst olusan immiin yanitin diseksiyonuna kadar pek ¢ok konuda kullanilabilecektir.
Ayrica yukarida da belirtildigi gibi alternatif a1 yaklagimlannnda HBcAg’nin
okaryotik agiklama vektoriine yerlestirilmis versiyonlarinin kullammi ihtimalleri

aragtirlabilecektir.
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4. GEREC ve YONTEM

4.1. Plazmitler

4.1.1. pUCI9 plazmiti

Bu plazmit yabanci genlerin E. coli hiicrelerinde klonlanmas: i¢in siklikla
kullanilan 2686 baz ¢ifti uzunlugunda tasivict DNA olup pBR322 plazmitinden
derive edilmistir. Plazmitin yapisinda ampisiline dayamklilk geni yani sira
prokaryotik sistemde replikasyonu igin origin ve transkripsiyonu igin promotor
bélgeleri bulunmaktadir. Plazmitin igerdigi diger 6nemli bélge de £. coli”in Lac Z
genidir (Lac Z”). Lac Z’genin bir pargasi plazmitin origin bélgesiyle vabanci genin
yerlestirildigi bolgedir. Bu nedenle, yabanci genin bu bolgeye yerlesmesi bu genin
aktivitesinin kaybolmasina ve rekombinant plazmiti igeren E. coli hiicrelerinin

antibivotige ilave fenotipik se¢imine imkan tanimaktadir.

4.1.2. pcDNA3 plazmiti

Okaryotik hiicrelerde dogrudan agiklanan ve transfekte hiicrelerde stabil
olarak kalan, 5.4 kilobaz ¢ifti (kb¢) uzunlugunda bir vektordiir (Invitrogen
Corporation, Madison, WI, USA). Bu plazmit, pRc/CMV plazmitinden derive
edilmistir. Bu plazmitin yapisinda bulunan sitomegaloviriis (CMV) promotoru
plazmite yerlestirilen yabanci genin memeli hiicrelerinde yiiksek oranda sentezini
temin etmektedir. Yine plazmitin yapisindaki SV40 origin bolgesi, transfekte edilen
hiicrelerin ¢ekirdeginde episomal olarak dogrudan replikasyonunu saglamaktadir. Bu
vektordeki neomisine dayaniklililk geni neomisin, kanamisin ve genetisin igeren

ortamlarda plazmitle transfekte memeli hiicrelerin segilmesinde kullaniimaktadir.
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pCDNAS3 siklikla okaryotik eksprasyon vektérii olarak kullaniimakta ve bu
ozelligiyle bilinmektedir. Ancak, plazmitin yapisinda ampisiline dayanmiklihk geni,
ColE1 origini, T7 ve Sp6 promotoru bulunmakta ve bu nedenle de plazmit £. coli’de

¢ogalmakta ve agiklanmaktadir.

4.2. Serumdan HBV DNA ’smn izolasyonu

Bu caligmada, baslangi¢ materyali olarak Firat Universitesi Arastirma-
Uygulama Hastanesine bagvuran, ELISA ve rutin PCR taramalar1 sonucunda HBV
infekte oldugu belirlenen bireylerin serumundan 6ziitlenen HBV DNA’s1 kullamldi.

Bu amagla; 1.5 ml’lik steril mikrosantrifiij tiiplerine 100 yl HBV hasta
serumu ve 500 ul K-tamponu (20 mM Tris pH 8.0, 150 mM NaCl, 10 mM EDTA,
%0,2 SDS ve 10 mg/ml pronase) ilave edildi (4). Tupler 37 °C’de 2 saat bekletildi.
Bu siire sonunda tiiplerin igindeki karigima, esit miktarda fenol-kloroform (fenol-
kloroform-isoamilalkol 25:24:1: Sigma Chemical Co., St. Louis, Mo. USA) eklendi.
Tupler 30 sn. kanstmclda tutuldu. Tiplerin 12.000 rpm’de 15 dak. santrifiijiinden
sonra, iist stvi yeni bir tiipe aktarildi. Ustiine 1/10 volimde 3 M sodyum-asetat pH
5.4, 2.5 volim mutlak etanol eklendi ve karigtiriima isglemi tekrarlandi. Kangtm — 20
°C’de 1 gece bekletildi. Santrifiijden sonra, dip kismina ¢éken DNA peletinin iizerine
% 70 soguk etanol ilave edildi. Santrifij tekrarlandi ve ust sivi dikkatlice
uzaklastirildi. Topiin dibindeki pelet DNA oda 1s1sinda kurutuldu. Elde edilen DNA
50 ul steril dH,O ile sulandinld1 ve PCR’da ¢ogaltiima islemine kadar -20 °C’ye

saklandt.
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4.3. HBcAg gen bolgesinin PCR ile ¢cogaltilmast

Oligoniikletit primerler, daha ¢nce yaymlanmig ¢aligmanin verileri
kullanilarak (30), HBcAg gen kisminin baglangi¢-bitis niikleotitlerine EcoRI ve
HindlIl enzim tamma bolgeleri ile memeli hiicrelerde genin translasyon etkinligini
arttrmak i¢in primer 1 (P1)’in 5’ ucuna ATG baslangig kodonundan once Kozak
dizilimi (ACC) eklenmesiyle olusturuldu (38).

I1zole edilen HBY DNA’nin 10 pl’si ile 40 pl PCR kanisimi (50 mM KCI, 10
mM Tris-HCI pH 8.3 ve 1,5 mM MgCl; i¢inde 2 U Tag DNA polimeraz, Hindlll
tanima bolgesini iceren 20 pmol P1 5’-GGA AGC TTA4 CCA TGG ACA TTG ACC
CT-3’ ve EcoRI tanima bolgesini bulunduran 20 pmol P2- 5°-GGG AAT TCC TAA
CAT TGG GAT TC-3" ve 200 uM dNTP) ayn: tupte reaksiyona sokuldu (3). HBcAg
geni, 95 °C’de 1,5 dak.’lik 6n 1sitmadan sonra, 95 °C’de 30 sn, 46 °C’de 30 sn ve 72
°C’de 30 sn’lik 32 dongiiden olusan PCR islemi ile ¢ogaltildi. Cogaltilan PCR
orinini gortntilemek icin 50 ml Tris-asetat / EDTA elektroforez tamponu (TAE;
0,04 M Tris-asetat, 0,001 M EDTA) iginde 1 gr agaroz (Promega Co. Madison, WI,
USA) katilarak kaynatildi (67). Yaklasik 60 °C’ye sogutulduktan sonra eriyige 0,5
pg/ml oraninda etidyum bromid ilave edilerek agaroz jel donduruldu ve Grnekler jele
6X yiikleme tamponu (% 0,25 bromfenol mavisi, % 0,25 ksilen kayanol F F ve % 30
gliserol) kullamilarak yiklendi. Daha sonra, 150 V dogru akimda, 30 dak.
elektroforez islemi gergeklestirildi. Agaroz jele UV 1sik kaynaginda bakilarak

beklenen agirliktaki HBcAg gen pargast belirlendi.
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4.4. HBcAg geninin jelde saflastirimasi

PCR ile ¢ogaltilan HBcAg geni % 0.5 agaroz jelden ticari piirifikasyon
kitiyle (Wizard PCR Preps DNA Purification System, Promega Co. Madison, W1,
USA) saflagtinidi. Kisaca, jelden keskin bir bistiirti yardimiyla uzaklagtinlan DNA
pargast 1,5 ml’lik mikrosantrifiij tiipiine alindi. Uzerine 1 ml resin ilave edilip 65
°C’deki su banyosuna tagindi ve 1 dak. beklendi. Bu siire sonunda jel ve resin
karisimi oda 1s1sina alindi ve 10 dak. bu 1sida tutuldu. Tupteki icerik enjektore ¢ekildi
ve enjektorin ucu kolona takildi. Enjektér pistonu itilerek igerigin kolondan gegcmesi
ve resinle beraber bagli DNA’nin tutulmas: saglandi. Kolona 2 ml isopropanol ilave
edilip, piston itilerek resin-DNA yikandi. Kolona 200 ul dH,0 eklendi. Kolon
mikrosantrifiij tipiine yerlestirildi ve 7000 rpm’de 1 dak. santrifiij edildi.
Mikrosantrifij tipe toplanan DNA 50 pul steril dH>O ile sulandirnldi. Bu
sispansiyondaki DNA miktan spektrofotometrede (Jasco V-530, Japonya) Sl¢ildi

ve DNA -20 °C’ye kaldirildi.

4.5. DNA miktarmin olgiilmesi

Steril dH,O’da sulandirilan DNA miktart spektrofotometrede 260 nm dalga
boylarinda 6l¢iildi. Bunun i¢in, 10 ul alinan érnekler dH>0 ile 500 ul’ye tamamland:
ve spektrofotometrede Optik Dansite (OD)xo: 1 degeri ¢ift sarmal DNA igin 50

pg/ml miktarina e tutularak numunedeki DNA miktan belirlendi (67).
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4.6. HBcAg geninin restriksiyon enzimleriyle kesimi

Jelde saflagtinilan ve olgimii yapilan HBcAg geni EcoRI-Hindlll restriksiyon
enzimleriyle kesildi. Enzim kesimi i¢in steril mikrosantrifiij tiipiine 79 pul DNA
soliisyonu, 10 pl 10X restriksiyon enzim soliisyonu (25 mM tris-asetat pH 7.8, 100
mM potasyum asetat, 10 mM magmezyum asetat ve 1 mM dithiothreitol) ve 10
Unite/ul konsantrasyondaki EcoRI (Promega Co. Madison, WI, USA) ve Hindlll
(Promega Co. Madison, W1, USA) enzimlerinin her birinden S pl ile 1 pl bovine
serum albiimin (10 mg/ml konsantrasyondaki 100X BSA) ilave edildi. Kesim igin,
karigim 37 °C’de 1 gece bekletildi. Enzimle kesilmig DNA, ligasyon islemine kadar —

20 °C’de sakland1 (67).

4.7. Kompetan E. coli hiicrelerinin hazirlanmast

Bu c¢aligmada kompetan hiicre olarak E. coli DH5a susu kullanildi. Bu
hiicreler oncelikle Lurie-Bertani (LB) agar pleytine (1 It dH;0’da 10 gr Bakto-
tryptone, 5 gr Bacto-yeast extract, 10 gr NaCl ve 5 gr agar enitildi ve pH’sim1 7.4’e
ayarlamak i¢in 5 M NaOH’den 200 pl ilave edildi. Besi yeri otoklavda steril edilip,
pleytlere dokdldii) ekildi. Pleyt 37 °C’de 16-18 saat bekletildi. Bu siire sonunda
iireyen ve yaklagik 1 mm ¢apinda olan bir koloniden 6zeyle hiicreler alindi. Hiicreler
5 ml LB siv1 besi yerine (1 It dH,0’da 10 gr Bakto-tryptone, 5 gr Bacto-yeast
extract, 10 gr NaCl eritildi, otoklavda steril edildi ve kullanilincaya kadar + 4 °C’de
sakland1) ekildi. Bu iglemden iki saat sonra, ekim yapilan bu besi yeri onceden 37
°C’de 1sitilmis 100 ml’lik LB sivi besi yerine aktanldi. Ug saat sonra, besi yerinde
hiicrelerin dreme miktarlarint tespit etmek igin 20 dak.’da bir spektrofotometrede

ODsg0’deki absorbans degeri belirlendi.
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Absorbans degeri 0,6 olunca, besi yeri iginde iiremis olan bakteriler 15 mi’lik
soguk santrifiij tiiplerine aktarildi ve 4 °C’de 3000 rpm’de 15 dak. santrifiij edildi.
Santrifiij sonunda st sivi dokildi ve dipte kalan pelet hiicre 33 ml steril RF 1
¢ozeltisi (100 mM rubidyum klorid, 50 mM mangan klorit, 30 mM potasyum asetat,
30 mM kalsiyum klorid ve % 15 gliserol) iginde resiispanse edildi. Hiicreler 20 dak.
buz iistiinde tutuldu. Bu siire sonunda, bakteri hiicreleri + 4 °C’de 3.000 rpm’de, 15
dak. santrifiijle goktirtildi. Ust sty dokiildii ve hiicreler 5 ml RF 2 ¢ozeltisi (10 mM
MOPS, 10 mm RbCl, % 75 CaCl,2H,0 ve % 15 gliserol) i¢inde resiispanse edildi.
Hiicreler 15 dak. buz iizerinde bekletildi. Daha sonra, 1,5 ml’lik steril mikrosantrifij
tiiplerine 200 pl olarak dagitilarak hazirlanan kompetan £. coli hiicreleri — 80 °C’de
mutlak etanolde donduruldu ve transformasyonda kullanilincaya kadar — 80 °C’de

sakland1 (67).

4.8. pUC 19 plazmitinin E. coli’ye transformasyonu

Kompetan £. coli hiicrelere 5 ug/ml konsantrasyondaki pUC19 plazmitinden
10 pl eklendi. Transformasyon igin tiipler 30 dak. buz iizerinde birakildi. Bu siireyi
takiben, hiicreler éﬁce 90 saniye 42 °C’de ve sonra 2 dak. buz kabinda bekletildi.
Daha sonra, 800 pl LB sivi besi yeri eklendi ve 37 °C’de 1 saat kanstirict tizerinde
tutuldu. Bu siirenin sonunda hiicreler 60 pug/ml ampisilin iceren LB kat1 besi yerine
ekildi ve 37 °C’de 1 gece inkube edildi (67). Hiicrelerde ¢ogalan pUC19 plazmit

DNA’s1 izole edildi.
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4.9. Plazmit DNA 'stmin Izolasyonu

Ampisilin igeren LB kat1 besi yerinde E. coli’nin DH5-a susuna transforme
edilen pUC19 plazmit DNA’si izole etmek igin, bu pleytden alinan bir koloni 30
ml LB siv1 besi yerine ekildi. Besi yeri, ODggy’deki absorbans degeri 0,6 oluncaya
kadar, karistiricr iizerinde (300 siklus/dak.) 37 °C’de tutuldu. Bu absorbans degerine
ulastiktan sonra, 30 m! ampisilinli s1v1 besi yerinde tireyen bakteriler 37 °C’deki 500
ml’lik ampisilin igeren LB sivi besi yerine aktarildi. Besi yeri karistirict tizerinde 37
°C’de ODgpo’deki absorbans degeri 0,4 oluncaya kadar bekletildi. Bu deger elde
edilince, plazmit DNA'siun alkali liziz yontemiyle izole edilmesine gegildi (67).
Bunun i¢in; LB ampisilin besi yerinde ¢ogaltilan pUC19 transforme bakteri hiicreleri
15 ml'lik santrifiyj tiiplerine aktarildi ve tiipler 3.000 rpm’de 10 dak. santrifiij edildi.
Ust s1v1 dokiildiikten sonra hiicrelerin tizerine 1 ml STE ¢ozeltisi (0,1 M NaCl. 10
mM Tris.Cl pH 8.0, 1 mM EDTA pH 8.0) eklenerek, hiicreler resiispanse edildi.
Kangim mikrosantrifiij tiiplerine aktarilip, 12.000 rpm’de 5 dak. santrifiij edildi. Ust
sivi dokiildi ve hiicrelerin lizerine 100 pl sogutulmus Soliisyon I (dH;0’da 50 mM
glukoz, 25 mM Tris-Cl pH 8.0 ve 10 mM EDTA pH 8.0 igeren ve otoklavda steril
edilen eriyik) ekleyip, hizli bir sekilde siispanse edildi. Siispansiyon buz istiinde 5
dak. bekletildi. Daha sonra tiiplere 200 pl taze hazirlanan soguk Soliisyon II
(dH,0°da 0.2 N NaOH ile % 1 sodyum dodesil siilfat igeren eriyik) eklendi. Hig
beklemeden, tiiplere son olarak 150 ul Soliisyon III (dH>0’da 3 M potasyum asetat ve
% 10 glasiyel asetik asit iceren eriyik) birakildi ve karistirma islemi tekrarlandi. Tiip
buz iizerinde 5 dak. beklendi. Santriflij islemi tekralandi. Ust sivi temiz bir tiipe
aktarildiktan sonra, iizerine 5 pl DNAase/free pankreatik RNAase (10 pg/ml

konsantrasyona sahip stok soliisyondan) ilave edilip, 37 °C’de 1 saat beklendi.
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Bu siirenin sonunda, plazmit DNA’st fenol-kloroform ve etanol kullanilarak izole
edildi. Elde edilen plazmit DNA’lar 200 pl steril dH,0’da sulandirildi. Plazmit
DNA’sinin miktan stektrofotometrede olgiildii. Olgiimden sonra, plazmit DNA’si
EcoRI ve Hindlll restriksiyon enzimleriyle kesildi, agaroz jelde yaklagik 2630 bg

uzunlugundaki DNA pargast purifiye edildi ve DNA -20 °C’de sakland.

4.10. Rekombinant pHBc-1 plazmitinin olugturulmasi

Ayni enzimlerle kesilen 5 ul HBcAg (0,1 ug) geni (insert) ile 5 pl piirifiye
plazmit DNA (0,1 pg)’st (vektor) mikrosantrifiyj tiipinde birlegtirildi. Vektor ve
insert kanisinn 45 °C’ye tagind: ve bu 1sida 5 dak. bekletildi. Uzerine 2 ul 10X
bakteriofaj T4 DNA ligaz tamponu (200 mM Tris.Cl pH 7.6, 50 mM MgCl,, 50 mM
dithiotreitol ve 500 pg/ml si8ir serum albiimini, Promega Corporation, Madison,
WI, USA), 1 ul bakteriofaj T4 DNA ligaz (3 Unit/ul) (Promega Corporation,
Madison, WI, USA) enzimi, 1 pl 5 mM ATP ve 6 ul niikleaz free su eklendi.

Ligasyon i¢in 16 °C’de 12 saat beklendi.

4.11. Rekombinant pHBc-1 plazmitinin segimi

Ligasyon iirinleri £. coli DHS5a hiicrelerine daha once belirtilen metotla
transforme edildi. Transforme hiicrelerin seleksiyonu, 60 pg/ml ampisilinli LB agar
besi yerinde gergeklestirildi (67).

Rekombinant plazmiti igeren hicrelerin dogrudan se¢imi Isopropyl B-D
thiogalactopyranoside (IPTG) ve 5-bromo-4-chloro-3-indolyl 3-D-galactopyranoside

(X-gal) iceren agar besi yerinde gergeklestirildi.
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Bu amagla, 6nce 40 pl X-gal soliisyonu (20 mg/ml konsantrasyondaki
soliisyondan, Sigma Chemical Co., St. Louis, Mo. USA) ve daha sonra 4 pl IPTG
soliisyonu (200 mg/ml konsantrasyondaki soliisyondan, Sigma Chemical Co., St.
Louis, Mo. USA) ampisilinli kat1 besi yerine yayildi ve 37 °C’de 15 dak. beklendi.
Besi yerine 100 pl transformasyondan alinan . coli hicreleri ekildi. Pleyt 37 °C’de
16 saat bekletildi ve bu siire sonunda gériilen beyaz koloniler rekombinant pHBc-1

plazmit DNA’sinin izolasyonunda kullamidi.

4.12. Rekombinant pHBc-1 plazmitinin izolasyonu

Yukarida elde edilen beyaz koloniler alinarak, her biri ampisilin igeren 10 ml
LB stvt besi yerine ekildi. Ureyen hiicrelerden plazmit DNA’s: alkali liziz metotu ile
izole edildi. Bu DNA’min EcoRlI ve Hindlll kisitlayici enzim analizleri yapildi ve %
1,5°lik agaroz jelde goriintillendi. Ayrica, elde edilen plazmit pHBc-1 DNA’sinin
HBcAg genine sahip oldugu, bu gene spesifik primerlerle yapilan PCR ve PCR

iriiniiniin Mspl restriksiyon enzim kesim analiziyle de dogrulandi.

4.13. Rekombinant pcDNA-HBc plazmitinin olusturulmast

Rekombinant pcDNA-HBc plazmitinin olusturulmas: asagida tarif edilmisgtir.
Kisaca; 550 bg HBcAg geni rekombinant pHBc-1 plazmitinden EcoRI-Hindlll
enzimlerle kesildi. Bu gen kismt % 1,5’luk agaroz jelden piirifiye edildi. Okaryotik
eksprasyon vektorii olarak segilen pcDNA3 plazmiti E. coli hiicrelerinde ¢ogaltild
ve agaroz jelde izole edildi (67). Yukandaki enzimlerle pcDNA3 DNA’st kesildi ve

yaklagik 5350 b¢ uzunlugundaki kesim triinii agaroz jelde piirifiye edildi.
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Pirifiye edilen pcDNA3 DNA’simn multiple klonlama boélgesi igerisine HBcAg geni
faj T4 ligaz enzimi kullamlarak yerlestirildi. Ligasyon tiriinleri £. coli’nin DH5a
hiicrelerine transforme edildi. Transforme hiicreler ampisilin iceren LB agar besi
yerinde segildi. Segilen klonlardan HBcAg geninin varlig: restriksiyon enzim kesim
analizi ve PCR ile dogrulandi. Hepatiti B virisiiniin HBcAg genini i¢eren klonlardan

elde edilen rekombinant plazmit, pcDNA-HBc olarak isimlendirildi.

4.14. Rekombinant pcDNA-HBc ile Vero hiicrelerinin transfeksiyonu

Bu c¢aligmada transfeksiyon amaciyla Afrika Yesil Maymun Hiicreleri (Vero)
kullanildi. Hiicreler 25 cm®lik hiicre iiretme kablarinda, % 10 fotal buzag serumu
(FCS), 100 ug/ml streptomisin ve 100 IU/ml penisilin igeren Dulbecco's Modified
Eagle's Medium Nutrient Mixture F-12 (DME/F-12, Sigma Chemical Co., St. Louis,
Mo. USA) hiicre iiretme vasati iginde uretildi (21).

Rekombinant pcDNA-HBc ile Vero hiicrelerinin transfeksiyonu kalsiyum
fosfat (CaPQ,) ¢oktiirme yontemine gore yapildi (67). Kisaca; 0,1X TE (10 mM
Tris.Cl pH 8.0 ve 0,1 M EDTA pH 8.0) igerisinde 40 pg/ml rekombinant pcDNA-
HBc¢ DNA’s1 sulandinildi. Bu ¢6zeltiden steril mikrosantrifiij tiipiine 20 pl birakild
ve bunun izerine 250 pl 2X HBS (100 ml toplam hacimde 280 mM NaCl, 10 mM
KCl, 1,5 mM NaHPO4.2H,0, 12 mM dekstroz ve 50 mM HEPES igeren eriyik
hazirlandi. 0,5 N NaOH ile eriyigin pH’st 7’ye ayarlandi. Bu eriyik 0,22 pm’lik
membran filtrelerde sizilerek steril edildi ve 5 ml’lik miktarlarda - 20 °C’ye .
kaldinld1) ilave edildi. Uzerine yavag yavas 0,2 M steril CaCly’den 30 pl ilave edildi.

Oda sisinda 30 dak. beklemeyi takiben dibe ¢oken ¢okelti pipetle dagitildi.
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Tek tabaka olusturan Vero hiicreleri tistiindeki hiicre liretme vasati dokiildii ve kaba
0,5 ml CaPO4-DNA soliisyonu eklendi. Daha sonra, hiicreler oda 1sisinda 15 dak.
inkube edildi ve {izerine 5ml hiicre iiretme vasati ilave edildi. Hiicreler % 5 CO»
iceren 37 °C’deki etlive kaldirild: ve 4 saat inkube edildi. Transfeksiyonun 4.
saatinde, hiicrenin ylizeyi iki kez fosfatla tamponlanmis fizyolojik tuzlu su (PBS; 1 It
dH,0’da 8 gr NaCl, 0,2 gr KCl, 1,15 gr Na,PHO, ve 1,15 gr KH,POy ¢6zdirildii ve
bu ¢ozelti otoklavda steril edildi) ile yikandi. Hiicrelerin iistiine genetisin (SIGMA
Chemical Co. St. Louis. Mo. USA) iceren segici vasat (400 pug/ml genetisin distilfat
iceren hiicre liretme vasati) ilave edildi. pcDNA3 transfeksiyonu i¢in aym islemler
tekrarlandi. Hiicrelerdeki degisimler giinliik olarak mikroskopta incelendi ve 3
glinde bir segici vasat yenilendi. Transfeksiyonun 5. giinlinden itibaren seleksiyona
dayanamayan hiicrelerin kiiltlir kab: yiizeyinden ayrilmaya basladiklan goriildii. Bu
ayrilma 10. giinde tamamlandi. Transfeksiyonun 11. giiniinde seleksivona dayanan
hiicrelerin kolonileri belirlendi ve vasattaki genetisin miktan 200 pg/ml’ye
diistirtildii. Transfeksiyonun 13. giinlinde hiicre kolonileri gozle goriiliir hale geldi.
Transfeksiyondan yaklasik 1 ay sonra hiicrelerin tek tabaka olusturdugu gériildii. Bu
hiicreler bulunduklan kabin ylizeyinden tripsin-EDTA soliisyonu (1 It DME/F-12
vasat1 iginde 2 gr tripsin ve 0.2 gr Na-EDTA ¢6zdiiriildii. Bu soliisyon 0,45 ul’lik
membran filtrelerde siiziildii) kullanilarak kaldirildi. Santrifiijle ¢Oktiiriilen hiicreler 3
adet 25 cm?®lik hiicre kiiltiir kaplarina gegildi. Bu kaplardan biri PCR’da, biri de
Western Immunoblot ¢aligmasinda kullanildi. Diger kaptaki hilicreler % 10 dimetil

stilfoksit, % 40 FCS ve % 50 DME-F12 igeren 3 ml soliisyon i¢inde sulandirildi (21).
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Hiicreler, 1,5 ml’lik hiicre dondurma viyallerine birer ml aktarild: ve etenol iginde
—20 °C’de 2 saat bekletilerek donduruldu ve - 80 °C’de 3 saat ek beklemeden sonra

— 196 °C’ye kaldirldi.

4.15. Transfekte Vero hiicrelerinden DNA izolasyonu ve PCR

pcDNA3 ve rekombinant pcDNA-HBc transfekte Vero hiicrelerinde (Vero-
pcDNA3 ve Vero-HBc) DNA’nmin izolasyonu genomik DNA izolasyon kiti
(WizardTM Genomik DNA Purification System, PromegaACo. Madison, WI, ABD)
kullanilarak gergeklestirildi. Kisaca, tripsin-EDTA soliisyonu ile transfekte tek
tabaka hiicreler kaldinldiktan sonra 15 ml’lik santrifiij tiipiine aktarildi. Hiicreler
3.000 rpm’de 10 dak. santiiflij edildi. Tipteki tist s1iv1 dokiildii ve hiicre — 80 °C’de 30
dak. bekletildi. Daha sonra, 95 °C’de 5 dak. tutuldu. Bu islemleri takiben, pelet
hiicrenin iistline 600 pl Nuclei Lysis soliisyonu ilave edildi. Bu karisim
mikrosantriflij tiipline aktarildi ve {izerine 3 pl RNase (10 mg/ml) soliisyonu eklendi.
Tip bir kag kez calkaland:1 ve 37 °C’de, 30 dak. inkube edildi. Bu siire sonunda 200
pul Protein Presipitasyon Soliisyonu eklendi ve 30 sn. vortekslendi. Santrifiij iglemini
takiben, iist sividaki DNA dikkatlice alind1 ve i¢inde 600 pl isopropanol bulunan
temiz tiipe aktarildi. Tiipteki karigim dikkatlice salland: ve santrifiij tekrar edildi. Ust
sivi uzaklastirildi ve DNA peleti lizerine 600 pl % 70’-1ik etanol eklendi ve santrifijj
islemi tekrar edildi. Ust stv1 dikkatlice uzaklastirildiktan sonra tiip ters gevrildi ve
pelet DNA oda 1sinda kurutuldu. Daha sonra, DNA 50 pl steril dH,O’da resiispanse
edildi. Elde edilen DNA ve HBcAg’ye 6zgiil primerler kullarularak PCR kuruldu.
PCR iirtinleri % 2 agaroz jelde etidyum bromid boyamayla, daha 6nce tarif edildigi

gibi, goriintiilendi.
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4.16. Transfekte Vero hiicrelerinin pargalanmast

Tek tabaka olusturan Vero-pcDNA3 ve Vero-HBc kabindaki iist sivi
dokiildii. Kabin yiizeyi steril PBS ile 2 defa yikandi. Kaba 5 ml PBS ilave edildi ve
hiicreler steril bir kaziyiciyla kaldinldi. Kaptaki icerik santrifiij tiipiine aktanldi ve
1200 rpm’de 10 dak. santriftyj edildi. Coken pelet hicrelerin Ustiine 200 pl jel
yiikleme soliisyonu (% 0,2 sodyum dodesil siilfat; SDS, 125 mM Tris-HCI pH 6.8, %
10 gliserol, % 0,2 2-merkaptoetanol ve % 0,002 bromfenol mayvisi igeren soliisyon)
eklendi. Yukaridaki islemler 25 cm? hiicre kiiltiir kabinda tek tabak olusturan Vero

hiicreleri i¢in de tekrarlandi. Ornekler kaynar suda 5 dak. tutuldu (26).

4.17. Sodyum dodesil siilfat-poliakrilamid jel elektroforez

Sodyum dodesil siilfat-poliakrilamid jel elektroforez (SDS-PAGE) igin esas
itibariyle daha once tarif edilen prosediir takip edildi (25). Bu amagla yigimlayict ve
¢ozdiriici SDS-PAGE yontemi kullanildi. Kisaca, elektroforez igin once % $5’lik
yigimlayict jel eriyigi (5 ml eriyik i¢in; 0.85 ml % 30’luk akrilamid -bisakrilamid
(Akr./Bis.) , 0,65 ml 1 M Tris pH 6.8, 50 ul % 10 SDS, 50 ul % 10 amonyum
persilfat ve 3.4 ml dH,0 iceren kansima en son olarak 5 pul N, N, N’, N’-
tetrametiletilenamin (TEMED) eklendi) hazirlandi. Eriyik, bekletilmeksizin, 12x14
cm ebadindaki cam tabakalar arasina dokiildii, Gizerine 5 ml bitanol ilave edildikten
eriyigin polimerize olmasi beklendi. Yigimlayici jel polimerize olduktan sonra,
biitanol dokiildii ve jelin ylzeyi dH;0 ile yikandi. Cam tabakalar arasina tarak

yerlestirildi.
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Daha sonra, % 15 ¢ozdiiriicii jel eriyigi (30 m! eriyik igin; 15 ml % 30’luk Akr./Bis,
7.5 ml 1.5 M Tris pH 8.8, 0.25 ml % 10 SDS, 0.25 m! % 10 amonyum perstilfat ve 7

ml dH»0 igeren karisima son olarak 12 pul TEMED eklendi) hazirlandi. Eriyik,
| bekletilmeksizin, yigimlayici jelin lizerine dokiildii. Jel tam olarak polimerize
olduktan sonra, tarak ¢ikarildi ve cam tabaka elektroforez tankina yerlestirildi.
Elektroforez tankinin alt ve iist hazneleri tris-glisin elektroforez ¢ozeltisiyle (dH,0
icinde 25 mM Tris, 250 mM glisin pH 8.3 ve % 0.1 SDS) dolduruldu. Jeldeki farkli
tarak kuyucuklarina jel yiikleme soliisyonunda pargalanan 20 pl Vero-HBc ve Vero-
pcDNA3 hiicre lizatlari ve boyali protein molekiil agirhik markeri (Sigma Chemical
Co., St. Louis, Mo. USA) yiiklendi. Elektroforez cihazinin anot ve katot kablolar

gii¢ kaynagina bagland:. Elektroforez islemi 200 Volt’da, 4 saatte gergeklestirildi.

 4.18. Western Immunoblot Deneyi

Elektroforez isleminden sonra, jeldeki Omeklerin nitroselliiloz membrana
transferi daha 8nce belirtildigi gibi gergeklestirildi (26). Kisaca; jel ile aym: 6lgiilerde
3 adet Whatmann 3 MM kurutma kagidi ve bir adet nitroseliiloz membran kesildi.
Kurutma kagitlarin her biri anot tamponu 1 (0,3 M Tris pH 10.4, % 20 metanol), anot
tamponu 2 (0,025 M Tris pH 10.4, % 20 metanol) ve katot tamponu (0,025 M Tris
pH 9.4, % 20 metanol) bulunan kaplarda nitroseliiloz membran ise distile su kabinda
10 dak. bekletildi. Transfer islemi Semi-Dry sisteminde (IMM-Semi-Dry Blotter,

W.E.P., Comp., Seattle, WA., U.S.A.) 0,3 Amperde, 45 dak. siirede gergeklestirildi.



Transfer islemi bitiminde nitroseliilloz membran % S yagsiz siit tozu iceren PBS’de 2
saat bekletildi. Bloklama sonrasi membran, birer kuyucuk Vero-HBc ve Vero-
pcDNA3 6rmegi bulunacak sekilde kesildi. Membranlar % 0,01 tween 20 igceren PBS
ile yikandi. immunodeteksiyon asamasinda primer serum olarak; ticari ELISA kiti
(Abbott Murex, Wiesbaden, Germany) HBcAg pozitif kontrol serumu ve HBcAg
pozitif infekte insan serumu kullamildi. Serumlar 10 ml % 0,01 tween 20 igeren
PBS’de 1/20 oraminda sulandirildi, Membranlar, bu serum 6meklerinin bulundugu
kaplarda 37 °C’de 1 saat bekletildi ve 5 kez 10 dak. siireyle yikandi. Yikamay:
takiben, membranlar PBS-tween 20°de 1/3000 oraninda sulandirilan biyotinle igaretli
anti-human IgG (Sigma Chemical Co., St. Louis, Mo. USA) eriyiginde 37 °C’de 1
saat bekletildi ve yikamalar tekrarlandi. Membranlarin bulundugu kaplara 10 ml
PBS-tween 20°de 1/3000 oraninda sulandirilan avidinle isaretli at turpu peroksidaz
enzimi eriyigi (Sigma Chemical Co., St. Louis, Mo. USA) ilave edildi. Inkubasyon
ve yikamalar tekrarlandi. Membranlar, en son olarak, karanlik ortamda kromojen-
substrat eriyiginde (0,05 M Tris pH 7.6 igerisinde 0,5 mg/ml diaminobenzidine ve %
0,003 H;0; igeren eriyik renkli kaplarda taze olarak hazirlandi) 15 dak. tutuldu ve

dH>0 dolu bir kapta yikanip, kurutuldu.
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5. BULGULAR
3.1. HBcAg 'nin pUC19 'da klonlanmasi
Hepatit B viriisii ile infekte kisilerin serumundan izole edilen DNA’nin PCR’1
neticesinde yaklagik 550 bg uzunlugunda HBcAg geni ¢ogaltilmis ve bu gen pargast
% 2 agaroz jelde etidyum bromidle boyamada belirlenmistir (Sekil 1). Caligmada,
PCR;ln kontrolii amaciyla, HBV’nin HBsAg gen kismina 06zgil primerlerle

gerceklestirilen amplifikasyon neticesinde 259 b¢’lik bir gen pargasi elde edilmistir.

1 23 4 56 71 8981

Sekil 1. Hepatit B viriisii ile infekte kisilerin serumundan izole edilen
DNA’nin HBcAg primerleri kullanlarak yapilan PCR ile g¢ogaltilan HBcAg gen
pargasinin % 2 agaroz jelde goruntiilenmesi. Lambda DNA-HindlIl (hat 1) vel00
b¢’lik DNA merdiven markerleri (hat 10), 259 b¢’lik HBsAg gen pargas: (hat 2) ve

550 b¢’lik HBcAg geni (hat 3-9).

Hepatit B ile infekte bireylerin serum oOrneklerinden PCR ile gogaltilan

HBcAg gen kismmin pUCI9 plazmit vektore yerlestirildigi ve  klonlanan
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rekombinant plazmit DNA’sinin HBcAg genine sahip oldugu restriksiyon enzim
analizi (Sekil 2) ile dogrulanmistir. Rekombinant plazmit pHBc-1 DNA’simin £coRI,
Hindlll ve EcoRI-Hindll restriksiyon endoniikleaz enzimleriyle kesimlerinden
sonraki elektroforez motifleri Sekil 2’de gosterilmistir. Normal uzunlugu 2686 bg
olan pUC 19 (hat 2) i¢ine yaklastk 550 b¢ uzunlugunda (hat 6) HBcAg gen bolgesi
yerlestirildiginde yaklagik 3250 bg uzunlugunda rekombinant plazmit pHBc-1 (hat 3)
elde edilmigtir. pHBc-1, Hindlll (hat 4), FcoRI (hat 5) ve FEcoRI-Hindll
enzimleriyle (hat 6) kesilmigtir. Cift kesim analizleri sonucunda 550 b¢’lik HBcAg

geni tespit edilmigtir.

Sekil 2, Rekombinant plazmit pHBc-1 DNA’sinin Hindlll (hat 4), EcoR1 (hat
5) ve EcoRI-Hindlll (hat 6) restriksiyon endoniikleaz enzimleriyle kesim analizleri
ile pUC 19 (hat 2), rekombinant plazmit pHBc-1 (hat 3) ve Lambda DNA-Hindlll

agirhk markeri (hat 1) elektroforez motifleri.
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Klonlanan gen par¢asinin HBcAg geni oldugunun tespiti igin rekombinant
plazmit pHBc-1 DNA’sinin  kahp gorevi yaptifi ve HBcAg primerlerinin
kullamldigs PCR’la dogrulama yontemi gergeklestirilmistir. Bu deneyde beklenildigi
gibi 550 b¢ uzunlugunda HBcAg geni agaroz jelde goruntillenmistir (Sekil 3, hat 2-

6).

Sekil 3. Rekombinant plazmit pHBc-1 DNA’sinin kalip olarak kullanildigi ve
HBcAg primerleri ile gergeklestirilen PCR’da ¢ogaltilan griiniin % 2’lik agaroz jelde
gosterimt. 100 b¢’lik DNA merdiven marker (hat 1 ve 8), pozitif PCR artuni: (hat 2-

6) ve pozitif kontrol olarak kullanilan 259 b¢’lik HBsAg gen pargasi (hat 7).

Ek bir dogrulama deneyi olarak, rekombinant plazmit pHBc-1 DNA’sinin

kalip olarak kullanildigi PCR’da gogaltilan ve HBcAg geni olarak kabul edilen

parcanin Mspl restriksiyon enzim ile kesimi gergeklestirilmigtir (Sekil 4, hat 2).
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Hedef gen bolgesinin niikleotit dizilimi tek bir Mspl tamima bolgesi igerdigi
icin, enzim kesimi neticesinde beklenildigi gibi, 120 ve 430 bg’lik iki farkh

uzuniukta DNA elde edilmistir.

Sekil 4. PCR’da ¢ogaltilan 550 bg’lik gen kisminin Mspl restriksiyon
enzimiyle kesimi. 100 b¢’lik DNA merdiven marker (hat 1 ve 4), PCR uriinii (hat 3)

ve Mspl enzimiyle kesilen PCR artinii (hat 2).
5.2. HBcAg 'nin pcDNA 3 'te klonlanmast ve agiklatiimasi

Hepatit B viriis kor geninin pcDNA3’te klonlanmas: ve rekombinant pcDNA-

HBc’nin olusturulmasi asagida gematize edilmistir ($ekil 5).
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Sekil 5. Rekombinant pcDNA-HBc’nin olusturulmasi.



pcDNA3 iginde HBcAg’nin klonlanmasindan sonra elde edilen rekombinant
pcDNA-HBc’da HBcAg geninin bulundugunun dogrulanmasi igin gerceklestirilen
restriksiyon enzimlerle kesim deneyinde elde edilen gen pargalan agaroz jelde
gosterilmistir (Sekil 6).

Bu goriintiilemede; genom uzunlugu 5.4 kb’lik pcDNA3 (hat 7) ile HBcAg
geninin bu plazmite yerlestirilmesinden sonra elde edilen yaklagik 5.9 kb’lik
rekombinant pcDNA-HBc (hat 5 ve 6) DNA’s1 belirlenmistir. Ayrica, rekombinant
pcDNA-HBc’ nin EcoRI-Hindlll enzimleriyle kesimi (hat 2) ile 550 b¢’lik HBcAg

geninin varligi dogrulanmugtir.

1 2 3 4 56 7 8

Sekil 6. Rekombinant pcDNA-HBc’da HBcAg geninin varlifinin restriksiyon
enzimlerle kesimi ile dogrulanmasi. pcDNA3 (hat 7), pcDNA-HBc (hat 5 ve 6),
rekombinant pcDNA-HBc’nin EcoRI (hat 3), Hindlll (hat 4) ve EcoRI-HindIl

enzimleriyle kesimi (hat 2) ve Lambda DNA-Hindlll agirlik markeri (hat 1 ve 8) .
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Transfeksiyonun S. giiniindeki mikroskobik bakida, Vero-HBc ve Vero-
pcDNA3  hiicrelerinin  biiyik kismimin  genetisin igeren vasatinda seleksiyona
dayanamadiklari ve pargalanmaya basladiklari belirlenmigtir. Pargalanmalarin 10.
giine kadar devam ettigi, kalan hiicrelerin ise 13. giininde gozle goriilir koloniler
olusturdugu gorilmustir (Sekil 7).

Transfeksiyondan yaklagik | ay sonra ise hiicrelerin 25 cm? hiicre tiretme
kaplarinda tek tabaka olusturduklari gézlenmistir. Aymi vasat ortaminda iretilen
Vero hiicrelerinin ise transfeksiyonu 10. gininde tamamen pargalandiklar

kdydedilmistir.

Sekil 7. Rekombinant pcDNA-HBc plazmiti ile transfekte ve genetisine

fff?

i &,

direngli Vero hiicreleri (100x).



Calismada Vero-HBc hiicrelerin genetisine direng kazanmalari, genetisin
direnglilik geni ile birlikte pcDNA-HBc plazmitinin tagidigi HBcAg genini de
genetik  yapilarina  entegre ettikleri varsayilmigtir. Ancak, bu durumun
dogrulanmasinin yapilmasina gerek duyulmustur. Bu amagla transfekte hiicrelerden
genomik DNA izole edilmis ve bu DNA kalip olarak kullanilarak PCR
diizenlenmistir. Hepatit B virtisiiniin kor geninin varhinin belirlenmesi amaciyla

gergeklestirilen PCR’da, pcDNA-HBc ile transfekte Vero hiicrelerinde yaklagik 550

bg’lik HBcAg geni agaroz jelde belirlenmistir (Sekil 8).

1 “ 3 4

Sekil 8. Rekombinant pcDNA-HBc ile transfekte Vero hiicrelerinde HBcAg
geninin varliginin belirlenmesi. 100 b¢’lik DNA merdiven markeri (hat 4), pozitif
kontrol 259 bg’lik HBsAg gen pargasi (hat 1), Vero-pcDNA (hat 2) ve Vero-HBc

(hat 3) DNA’s1yla gergeklestirilen PCR uriinleri.
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Vero-HBc hiicrelerinin HBcAg gen pargasina sahip olduklari anlasildiktan
sonra, bu genin hiicrelerde agiklanip, agiklanmadigi énem kazanmistir. Vero-HBc
hiicrelerinde HBcAg nin agiklanmasinin belirlenmesi amaciyla Western Immunoblot
deneyi en direkt test yontemi olarak segilmistir. Bu amagla, hiicre lizatlari 6nce %
15’lik agaroz jelde elektroforez edilmis daha sonra membrana transfer edilmistir.

Vero-pcDNA3 ve Vero-HBc proteinleri aktanilan nitrosellilloz membranlarin
immunodeteksiyonu neticesinde, Vero-HBc kuyucuklarinda hem ELISA kit
antikorlariyla hem de HBcAg pozitif HBV hasta serumuyla ozgil yanit veren

yaklasik 21 kDa agirhiginda proteinin varligi belirlenmistir (Sekil 9).
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Sekil 9. Vero-HBc hiicre protenlerinin Westernblot Immunoblot metoduyla
caligimast. Vero-HBc ve Vero-pcDNA3 lizatlarimin ELISA kiti HBcAg pozitif
kontrol serumu (A) ve HBcAg pozitif insan serumuyla (B) immunodeteksiyonu.
Vero-HBc (hat 1 ve 3), Vero-pcDNA3 (hat 2 ve 4) lizatlan ve boyali protein agirhk
markeri (Bu galismada kullanilan boyali markerin elektroforezinde 205 ve 116 kDa
bityiikliikteki proteinlerin ¢oziici jele gegmedikleri belirlenmistir. Ayrica, 66 ve 20
kDa’lik boyali protein markerleri ise goziicii jelde gorilmiiy fakat nitroselliiloz
membranda goruntiilenememistir. »; 45 kDa; ovalbimin, —; 29 kDa; karbonik

anhidrat, —; 20 kDa; Tripsin inhibitori)
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6. TARTISMA

Bu ¢aliyma iki- asamada gergeklestirildi. Caligmamin ilk agamasinda
rekombinant DNA teknolojisi kullamlarak pUC19 plazmitine yerlestirilen HBcAg
gen bolgesi E£. coli hicrelerinde klonlandi. Caligmanin ikinci agamasinda ise HBcAg
geninin yerlestirildigi Okaryotik plazmit DNA’si kullamlarak in vitro hiicre kiltiir
sisteminde HBcAg protei‘ni agiklatildi. Rekombinant pcDNA-HBc¢ tansfekte
hiicrelerden agiklatilan yaklagtk 21 kDa agirhginda HBcAg proteininin \)arllgx
Western Immunoblotla belirlendi.

Duyarh konak¢1 spekturumunun insan ve sempanzelerle smirli olmast
nedeniyle, HBV replikasyonunun, genom vyapisinin ve niikleotit diziliminin
anlagilmasina yonelik ¢aligmalarda klonlanmig HBV DNA’si siklikla kullaniimistir
(29, 59, 63, 68, 85, 101). Kor geninin klonlanmas: ve bu genin kodladig: proteinlerin
agiklanmas: amactyla prokaryotik, okaryotik ve maya hiicrelerinin konakg¢: olarak
kullafumx bildirilmigtir (6, 14, 22, 33, 37, 75, 97).

Hepatit B viriisii kor geni ilk olarak Pasek ve ark. tarafindan kloﬁlanmls ve E.
coli hicrelerinde agiklatilmustir (59). Bu ¢aligmada, RE’lerle kesilmis HBV DNA
pargalarinin bazilarina sahip rekombinant plazmitleri bulunduran transforme E. coli
hicrelerinde salgisal olmayan ve 21 kDa agirliginda bir protein belirlenmistir. Daha
sonraki yillarda gerceklestirilen benzer bir ¢aliymada E. coli’de, agiklatilan 21
kDa’lik proteinin yapisinin ve imminojenik ozelliginin HBcAg ile benzerligi
gosterilmigtir (63). Hepatit B viriisit kor partikiillerinin yabanci proteinlerin Qe'ya
epitopik bolgelerin immiin sisteme etkin bir gekilde sunumu igin ideal tasiyict

molekiil olduklari belirlenmigtir (73, 84, 92).
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Bu nedenle, yabanci proteinler yada polipetitler HBV kor partikiiliiniin olusumunu
engellemeyecek bir dizilimle kor proteininin amino ve karboksil uglarma ya da
internal bolgelerine yerlestirilerek birlikte agiklatilmiglardir (73, 84). Bu sekilde elde
edilen fiizyon veya hibrid proteinlere karst T bagimh ve bagimsiz giiglii immiin
yamtlar belirlenmistir (11, 80). Ornegin, insan immiin yetmezlik viris 1 (human
immunodeficiency virus 1; HIV-1)’in zarf proteinlerini tastyan HBcAg
partikiilleriyle immiinize edilen fareler, HIV proteinlerine kars1 giiglii immun yamt
gelistirmislerdir (80). Yine HBcAg partikiilleriyle birlikte verilen foot-and-mouth
disease (Sap Hastalig1; hayvanlarin ayak ve agiz hastalig1) viriisiiniin 19 amino asitlik
polipeptite kars: farelerde sekillenen immiin yanitm, aymi polipeptitin yalniz olarak
immiinizasyonuna kiyasla, 100 kat daha gii¢li oldugu gosterilmistir. (17). Benzer
yaklagimla elde edilen HBcAg partikiillerinin iizerindeki insan papillomaviriis tip
16’nin E7 epitopuna (87) ve insan rhinoviriis proteinlerine (11) karst immiinize
edilen farelerde T ve B hiicre yanit1 belirlenmistir. Yalmz subiinit asilarda degil aym
zamanda HBcAg partikiliinii ve yabanct proteini birlikte agiklayan rekombinant
plazmitlerin kullanildig: genetik tabanli agilamalarda da HBcAg proteininin etkin
agilar  gelistirmede kullamla bilecegi anlagilmigtir (42). Ornegin, genetik
immiinizasyon sonununda HBcAg partikiilleriyle birlikte agiklatilan Streptococcus
preumoniae’nin  polipeptitine, bu  polipeptitin  yalmz olarak verilmesiyle
kiyaslandiginda, oldukea giiglis immun yamt kaydedilmistir (42).

Hepatit B viriistiniin HBcAg geninin klonlgnmasg ve Okaryotik hiicrelerde
agiklatilmas: amaciyla gergeklestirdigimiz bu ¢alismada DNA kaynag: olarak klinik

numuneden elde edilen DNA kullanilmustir.

51



Molekiiler klonlama c¢aligmalarimn ilk yillarinda gen kaynag: olarak klinik
numunelerde izole edilen viral DNA’lar siklikla kullanilmigtir. Benzer yaklagimlar
ozellikle klinik seyir ile gen mutasyonlarimin iliskisinin anlagiimasina yonelik
klonlama ¢aligmalarinda gegerliligini korumaktadir (3, 16, 17, 39, 46). Ancak, son
yularda gergeklestirilen caliymada HBcAg geni igin DNA kaynagi olarak HBV nin
tiim genlerini igeren daha dnce klonlanmig rekombinant DNA’lar tercih edilmektedir
(53, 80). Bu ¢aligmalarda segilen primerlere ve flizyon gen yapisina bagh olarak 550-
580 bg uzunlugunda HBcAg geni belirlenmigtir.

Mevcut ¢aligmada klonlama vektorii olarak pUCI19 plazmit vektori
kullamlmustir. pUC19 plazmitinin etkin bir klonlama vektérii oldugu belirtilmistir
(16, 67). Aynica, pUC19 plazmitinin prokaryotik hiicrelerde eksprasyon vektorii
oldugu belirtilmistir (67). Bu g¢aligmada HBcAg geni, bu plazmitin klonlama bolgesi
igerisine ters oryantasyondan yerlestirilmistic. Bu nedenle, HBcAg proteininin
sentezi gerceklesmemis, bu plazmit yalnizca klonlama vektiirii olarak kullanilmgtir.

Prokaryotik hiicrelerde HBcAg geni igeren rekombinant plazmitlerle
gergeklestirilen transformasyon ¢aligmalarinda, HBcAg proteinlerinin bu hiicrelerde
salgisal olmayan partikiiler formda agiklandiklari gosterilmigtir. Bu nedenle, SDS-
PAGE analizi ve immunoblot deneyleri bakteri hiicre lizatlart kullanilarak
gergeklestirilmigtir. Bu ¢aligmalarda, rekombinant plazmitlerle transforme hiicrelerde
20-22 kDa biyiikliikkte HBcAg proteininin sentezlendigi ortaya konmugtur (19, 53,
72, 73, 78, 80).

Okaryotik hiicrelerde HBcAg pvrotein‘in aciklatilmasina yonelik onceki
caligmalarda viral promotor ve enhancerlara sahip farkli plazmit vektorler

kullanilmustir (33, 64, 101, 102).



Bu amagla, adenoviriisiin enhancer elementini ve ge¢ promotorunu bulunduran
pMLP plazmiti (33), SV-40 erken promotorlarina sahip pECE plazmiti (102),
adenoviriis ge¢ promotorlarim ve SV-40 enhancer elementini igeren pAdVPC
plazmiti (64) ve sitomegaloviriis erken promotorlarini bulunduran pCMV plazmidi
(101) kullammu  bildirilmigtir. Bu c¢aligmalarda, rekombinant plazmitlerin
transfeksiyonu amaciyla kalsiyum fosfat yonteminin kullanim genellikle tercih
edilmistir (33, 64, 85, 102). Transfekte hiicrelerin se¢iminde ise genetisin
seleksiyonunun baganli oldugu bildirilmigtir (24, 85, 95, 101). Bu ¢aligmalarda,
HBcAg rekombinantlar ile in vitro hiicre kultiirlerinin transfeksiyonu neticesinde,
hiicrelerde kor antijeni iretildigi belirlenmistir. Ayni ¢aligmalarda, transfekte
hiicrelerde kor antijeninin biiyikk oranda sitoplazmada biriktigi az bir kisminin ise
nitkleus membraninda belirlendigi kaydedilmistir. Bu nedenle, Western Immunoblot
calismalarinda hiicre lizatlart kullanilmig ve bu deneylerde HBcAg proteinine 6zgiil
20-22 kDa bityiikliigiinde proteine kargt immun tepkime belirlenmistir (33, 85, 101) .

Gerek SDS, gerekse Western Immunoblot deneylerinde 6zellikle deterjanlarin
etkisiyle, kaynatma ve blotlama asamalarinda pek ¢ok proteinin yapisal
ozelliklerinin bozuldugu ve buna bagl olarak, bu proteinlere karsi 6zgul immun
yanitin kayboldugu bildirilmistir (25, 26). Hepatit B viriisiinin HBcAg proteininin
yukaridaki faktére duyarh oldugu ifade edilmistir (57). Ancak, rediikleyici olmayan
sartlar altinda (proteinlerin, merkaptoethanol igermeyen protein yiikleme soliisyonu
icinde, kaynatma yapilmaksizin, 60 °C’de 20 dak. tutulduktan sonra elektroforezinin
yapilmasi)  gerceklestirilen ~SDS-PAGE  analizde, HBcAg partikiillerinin

monomerlerine ayriimadigt ve bu nedenle jele gegmedigi belirlenmistir (19).
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Bu nedenle, HBcAg protein sentezinin analizi ¢aligmalarinda, rediikleyici sartlarda
proteinlerin  islenmesinden sonra elektroforezi ve Western Immunoblot’s
gergeklestirilmistir (19, 33, 72, 73, 85, 101).

Ulkemizde HBV’ye yonelik yapilan gallsmqlar ¢ogunlukla tanisal amachdir.
Gergeklestirilen serolojik testlerde ve PCR taramalarinda, HBV’nin iilkemizde
oldukg¢a yaygmn bir infeksiyon oldugu gorilmustir (4). Gerekliligi goz ardi
edilmemekle birlikte, serolojik testler ve PCR taramalanyla elde edilen veriler
virlisiin epidemiyolojisini ve kimi durumlarda hastaligin seyrini anlamadan ileri
gidememektedir. Son yillarda, iilkemizde Hepatit B viriisiin yapisal unsurlarinin
anlagtimasina, proteinlerinin tamsal ve tedavi amagli iiretilmesine yonelik molekiiler
¢aligmalar gorilmeye baslamistir (99). Ancak, bu ¢aligmalarin sayisinin yetersiz
oldugu, igerik olarak daha ileri diizeylere taginmasi ve bu konuda da hizli adimlar
atilmas: gerekliligi, makalede verilen kaynaklarla kiyas edilince goriilebilmektedir.
Bu ¢aligmada, HBV’iiniin HBcAg geninin klonlanmasi ve agiklatilmasi basarilmistir.
Bu bakimda ulkemizde bu konuda 6ncii ¢alismalardan biri olma 6zelligine sahiptir.
Ancak, gerek rekombinat DNA teknolojisiyle iiretilen HBcAg proteininin tanisal,
tedavi ve teshis amagh kullanimi, gerekse olusturulan pcDNA-HBc plazmitinin
genetik tabanli HBcAg agist olarak test i¢in caligmanin devaminda fayda

gorilmektedir.
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