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ONSOz

Bu tez konusu, Saglk Bilimleri Enstitisti Mudurlaganian 4 Aralik 1998 gin
ve 127 sayili oturumunda kabul edilmis ve Yiiksek Lisans Doktora Merkezinin
YUK.LIS.DOK.MRK. : 0530-81-98/107 Sayili emri ile baglatiimistir.

Bitin dinyada yaygin olarak gérUIen’ hepatit B virusuna bagh akut hepatitin
ortalama %5’inin kroniklestigi ve bunlarin énemli bir b8lumunun siroza donustuga;
sirozlu olgula‘rda da hepatosellliler karsinoma gelisme riskinin yiiksek oldugu
bilinen bir gercektir (37). Halen en énemli korunma yolu ise asilanmadir.

Hepatit B virusunun bulasmasi baslica parenteral, cinsel, maternal ve
horizontal yolla olmaktadir. Infeksiyonun énceden tanimlanmasi ve korunulmast
6nemlidir. Bu nedenle tani amagl olarak bir ¢ok kit hazirlanmig, korunma igin de
cesitli agilar yaptimistir.

Bu tezin c¢ahsiimasindaki amacimiz, Hepatit B ylzey antijeninin kendi
laboratuvarimizda elde edilebilmesini saglamaktir. Bunun igin bir ¢ok ydntem
bulunmaktadir. Biz, bunlar iginde hiicre kiltiirl sistemini segerek dogala en yakin
antijen formunu elde etmeyi hedefledik. Boylece elde edilecek bu antijenin, daha
ileri caligmalayla hepatit B asisi hazirlanmasinda veya tani kitlerinin yapiimasinda
da kullanilabilmesini amaglédlk.

Doktora egitimim slresince yardimlarini gérdigim tim 6gretim Gyeleri ve
laboratuvar personeline tesekkir ederim.
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GIiRIS

Hepatit B infeksiyonlari morbidite ve mortalite ydninden simdiye kadar
cbziimlenememis 6nemli bir halk saghgt sorunudur. Tim diinyada 400 milyondan
fazla tasiyici oldudu, akut hepatit B olgularinin %5’inin kroniklestigi ve bunlarin da
énemli bir bélimunin siroza doénustig; sirozlu vakalarda da hepatosellller
kanser gelisme riskinin oldukg¢a yiksek oldugu gézéniine alinirsa gerek hepatit B
infeksiyonlarinin  6énceden tanimlanmasinin  gerekse profilaktik  olarak
immunizasyonun énemi ortadadir (5,32).

Medikal tedavisi kisith olan hepatit B infeksiyonlarinin taninmasinda veya
immunizasyonunda kullanilacak antijenin hazirlanmasi amaciyla Hepatit B
virusunun (HBV) Uretiimesi mimkin olmadiindan, daha basit ve ucuz yolla elde
edilmesi igin gesitli metodlar gelistiriimistir. S6z konusu yéntemlerden en énemlisi
rekombinant DNA teknolojisi kullanllarak,: Hepatit B virusu yilizey antijeninin
(HBsAg) cesitli sistemlerde ekspresyon yoluyla bol miktarlarda elde edilmesidir
(1,15,17,18,15,20,24,27). Bu amagla ilk olarak Escherichia coli (E.coli) olmak
Uzere prokaryotik hiicreler sik kullaniimistir (18,27). Ancak bu sekilde elde edilen
antijien tanisal amaglar igcin uygun olsa bile asi hazirlanmasinda uygun
bulunmamistir. Clnkl 6karyotik metabolizmalarda yapilan proteinler sentez
sonrasi da bazi degisikliklere ugramaktadirlar (7,25). Bu degisiklikler de proteinin
fonksiyonlari, antijenitesi, stabilitesi gibi bazi 6zelliklerini etkilemektedir. Bu
nedenle 6zellikle terapétik amagh Uriin elde edilmesinde, prokaryotik sistemler
yerine mayalar ve hicre kiltlrleri gibi Okaryotik sistemlerde ekspresyon
calismalan yapiimistir. Okaryotik sistemlerden elde edilen HBsAg'nin konak
hiicrelerde viral infeksiyon sirasinda yapilan HBsAg'ye daha yakin oldugu
gorilmis ve elde edilen irin as1 yapiminda kullamlmigtir (11). Guntimtzde bu
yontemle Uretilen birkag asi cesidi vardir (29).

Bu calismada, HBV pozitif hasta serumundan Polimeraz Zincir Reaksiyon
(PCR) teknigi ile HBsAg gen bdlgesi amplifiye edilerek, E.coli klonlama vektori,
pMelBac transfeksiyon plazmidi ve baculovirus transfeksiyon sistemi kullaniimig
boéylece Trichiplusia ni'den elde edilen ovarium hiicre kultirinde rekombinant

olarak HBsAg elde edilmesi amaglanmistir.



Kullanilan ydéntemlerin bir ¢odunun molekiler biyolojik teknikler oldugu
g6z6nine alinirsa, calismanin iki yonden de; hem hastanemiz Mikrobiyoloji
Laboratuvarlarina molekiler tekniklerin yerlestiriimesi hem de diger bir cok
proteinin rekombinasyon yoluyla elde edilebilmesi konusunda 6énemli katkilar
saglayacag! kanisindayiz.



GENEL BILGILER
HEPATIT B VIRUSU

Hepatit B virusu hepadnaviridae grubundandir. Bu grupta yer alan diger
viruslar, dag sigani hepatit virusu (woodchuck hepatitis virus), yer sincabi hepatit
virusu (ground squirrel hepatitis virus) ve érdek hepatit B virusu (duck hepatitis B
virus) dur (5).

Hepatit B infeksiyonu 6zellikle Uzak Dodu Asya’da ve tropikal Afrika’da olmak
Uzere tim Dinya'da epidemiyolojik édnemini strdirmektedir. Anilan bélgelerde
poptllasyonun yaklasik %10’nunun veya daha fazlasinin kronik tasiyict oldudu
tahmin edilmektedir. Tim dtnyada 400 milyondan fazla HBV tasiyicisi oldugu
tahmin edilmektedir (32) .

GUnUmiizde de heniiz etkin bir tedavi ajaninin olmamasi nedeniyle hepatit
B'den asi ile korunma yolu 6nemini korumaktadir. Rekombinant DNA teknolojisi ile
geligtirilen asilar halen basariyla uygulanmakta ve yeterli koruma saglamaktadir
(29).

VIRYON YAPISI: Hepatit B virusu infeksiyonu sirasinda farkli partikiller
olusturan nadir viruslardandir. Elektron mikroskop ¢alismalari sonucu elde edilen
verilere gore g farkli tipte partikiil gézlenmektedir.

a) Dane partiktli olarak adlandirilan giff kabuklu partiktller. Bunlar 42-47 nm

capindadirlar (34).

b) 20 nm g;aplndaki kuresel partikiller (5).
c) 20 nm gapindaki filament&z partikiller (5).
Bunlardan Dane partiktlt HBV’nin infeksiyoz viryon formudur.

VIRAL GENOM: Hepatit B virusu, 3.2 kilobaz (kb) buytkliginde kismen gift
sarmalli bir DNA’'ya sahiptir (Sekil-1). Negatif uzun zincirin 5’ucunda bir protein
bulunmaktadir. Pozitif zincir daha kisa olup bunun da 5’ucunda oligoriboniikleotid
vardir (21). Ayrica her iki zincirin 5’uglarinda 10-12 nikleotidlik kisa diziler seklinde
tekrarlayan bélgeler (Direct repeats-DR1 ve DR2) bulunur. Viral DNA’nin

batanlagl bu bdigelerinden birbirlerine koheziv tutunmalari ile saglanir (5,32)




2.1kb RNA

2.4 kb RNA

: 0.7 kb RNA
+ Sekil-1: Hepatit B virusu genomik yapisi (5,33)

Hepatit B virus DNA'sinda dért adet gen okuma bélgesi (ORF) vardir.
ORF’lerin transkripsiyonu en az dért promoter ve iki glclendirici (enhancer) dizi ile
kontrol edilmektedir (4,5,6,32). Bu genlerin organizasyonu oldukga kompakt
yapida olup birbirleri icine girmiglerdir. P geni viral polimerazi ve negatif zincirin
ucunda bulunan terminal proteini kodlar; C geni niikleokapsidin yapisal proteinini
kodlar; S geni yltzeyel glikoproteinieri kodlar; X geni ise fonksiyonu henliz tam
anlamiyla ortaya konulamamis olan X proteinini kodlar (33).

S geni, buytklaga farkli ¢ adet prétein kodlamaktadir (24). llk ATGnin
basladigi bdlge pre-S1 olarak adlandirilir ve 39 kilodalton (kd) agirhgindaki L
proteinini kodlar (38). Ikinci ATG pre-S2 bélgesini baslatir ve buradan baglayan
okuma ile 31 kd agirigindaki M proteini yapilir (26). Son okuma bélgesi ise klasik
olarak bilinen HBsAg veya simdilerde daha yaygin olarak S proteini diye bilinen 24
kd'luk proteini kodlamaktadir (30). Her iki pre-S bélgesinin kodladigi proteinier,
dolasimdaki S-iligkili proteinlerin kiigtk bir kismini olusturmaktadir. L proteini %1-
2, M proteini ise %15'lik bir oranda bulunur. L proteinin az bulunmasina karsin viral



birlesme ve infektivitede o6nemli rol oynadigr dusinilmektedir. Fraksiyonel
calismalar, serumda bulunan degisik HBV partikillerinde farkh oranlarda zarf
proteinlerinin bulundugunu géstermistir (36).:

S genindeki organizasyonun benzeri 6z (core) protein geninde de (C geni)
bulunmaktadir. C kod bélgesinde de iki ATG baslangic kodonu vardir. Klasik
olarak bilinen Hepatit B core Antijeni (HBcAg) daha igteki baslangig kodonundan
kontrol edilir. llk kodon pre-C bélgesini baslatir ve buradan yapilan protein ile
Hepatit B e Antijeni (HBeAg) sentezienir (5).

HBsAg'nin yapisinda lizin, histidin, arginin, aspartik asid, treonin, serin,
glutamik asid, prolin, glisin, alanin, sisteih, valin, metyonin ve izol8sin aminoasitleri
bulunmaktadir. Antijenin yapisinda kolesterol, non-polar lipidler ve tripolar lipidler
de bulunmaktadir (5).

GKARYOTIK HUCRELERDE PROTEIN EKSPRESYONU

Prokary<;tik sistemlerde heterolog rekombinant proteinler basanli bir sekilde
eksprese edilmektedir. Ancak bu sistemlerin bazi dezavantajlarindan dolay:
aragtiricilar dkaryotik ekspresyon sistemleri tizerine ydnelmiglerdir. Bakterilerden
elde edilen proteinlerden bazilarinin stabilitesinin  bazilarinin da biyolojik
aktivitelerinin olmamasi veya proteinlerin izole edilmeleri sirasinda bakteriyel
pirojenik artiklann triine karigabilmesi gibi istenmeyen durumlan engelleyebilmek
icin degisik 6karyotik sistemler gelistiriimistir.  Proteinlerin translasyon sonrasi
gerekli bazi modifikasyonlan icin de okaryotik sistemlerde ekspresyon gerekli
olmustur. Okaryot hiicrelerde bir proteinin ekspresyonu sirasinda ¢ok sayida
modifikasyonlar géralebilmektedir. Bunlar;

1. Distilfit baglarinin olusumu. Bu islem disiilfit izomeraz enzimiyle yapilr.

Uygun sekilde katlanmayan proteinlerin stabilitesi ve aktivitesi bozuk olabilir.

2. Prekirsor proteinin uygun sekilde proteolitik bélinmesi.
3. Glikozilasyon. Proteinin stabilitesi ve belirgin 6zellikierinin ortaya gikmasi igin
gereklidir. En yaygin glikozilasyon iki sekilde gérilmektedir.

a) O-iligkili glikozilasyon. Serin ve threonin amino asitlerine baglanma

seklinde olup en yaygin olan glikozilasyondur (25).



b) N-iligkili glikozilasyon. Asparagine aminoasidine baglanma seklinde olur
(12).

4. Proteinlere degisik gruplarin ilavesi. Bu modifikasyonlara &rnek olarak
fosforilasyon, asetilasyon, siilfasyon, acilasyon, karboksilasyon ve
palmitasyon verilebilir.

Okaryotik sistemlerin hepsinde yukarida sayilan modifikasyonlarin tumunt
birden yapabilme &6zelligi olmadigindan spesifik modifikasyon gereken proteinler
icin uygun olan sistemin segilmesi gereklidir.

Okaryotik ekspresyonda kullaniimak {izere bir gok vektér hazirlanmistir. Bu
vektorlerde genel olarak su 6zellikler bulunmaktadir (7).

1. Segilebilir 6karyotik bir gen.

2. Okaryotik kaynakli promoter dizisi.

3. Okaryotik transkripsiyon ve translasyon stop dizisi .

4. mRNA poliadenilasyon dizisi.

Vektér plazmidde uygun bakteri igin uygun bir replikasyon orjini bulunur. Ayrica
konak kromozomuna entegre edilecekse konak kromozomal DNA'sina karsilik
gelecek sekilde DNA dizileri bulunmahdir.

Cesitli sekillerde diizenlenmis olan vektdrler mayalarda, bécek hicrelerinde
ve memeli hiicrelerinde kullanilabilirler (7).

Bakteri veya memeli hiicresine DNA sokma islemine "transformasyon" denir.
Ancak memeli hicreleri igin transformasyon deyimiyle, daha ¢ok uUreme
6zelliklerindeki degisimler anlagildigindan, ikisinin ayrimini yapmak igin, memeli
hiicrelerine eksojen DNA sokulma iglemine "transfeksiyon" denilmektedir.

Mayalari transforme etmek i¢in ginimiizde baslica tg¢ teknik kullaniimaktadir
(7).

1. Maya duvarini enzimatik veya kimyasal vyollarla etkileyip protoplast
olusturulmasi.

2. Lityum asetat teknigi.

3. Elektroporasyon teknigi.

Kaltare édilmis hayvan hicreleri ise iki sekilde transfekte edilmektedir.

1. Hicreler Ca-fosfat, DEAE dextran veya lipozom ve DNA karigimiyla presipite
edilir (3).



2. Elektroporasyon yapilir.
Glunimiizde sik kullanilan 6karyot hiicre ekspresyon sistemleri sunlardir.

MAYA KULTUR SISTEMLERI

SACCHAROMYCES CEREVISIAE (S.cerevisiae) EKSPRESYON SISTEMi:
S.cerevisiae ekspresyon sistemi bir ¢ok avantajlarindan dolay: klonlanan genlerin
ekspresyonu igin yogun bir sekilde kullanilmistir (2,15,17,18,19). Mayanin genetik
ve fizyolojik dzellikleri ¢ok iyi bilinmektedir. Kiigik ve blylk kiltir sistemlerinde
kolaylikla Uretilebilmektedir. Gugla promoier dizilerine sahiptirler. Ekspresyon
vektorll olarak 2 mikron (2u) adi verilen dogal bir plazmid kullaniimaktadir. S.
cerevisiae bir cok posttranslasyonel modifikasyonlari yapabilmektedir. Normalde
ortama ¢ok az istenmeyen protein sekrete ettiginden eksprese edilen Uriin daha
saf olarak elde edilebilmektedir. Yillardir hamur endistrisinde kullaniimasindan
dolayr American Food and Drug Administration (FDA) tarafindan "emniyetli
organizma" (Generally Recognized As Safe=GRAS) olarak tanimlanmigtir. Bu
nedenle ilag veya farmasétiklerin Uretiimesinde kontrole gerek kalmadan
kullanilabilirler. Bir ¢ok asi, farmasétik ve diyagnostik drlinler S.cerevisiae ile
Uretilebilmektedir (7).

DIGER MAYA SISTEMLERI: S.cerevisiae ekspresyon sisteminde baz
proteinler hari¢ elde edilen Urlin miktarinin az olmasi, proteinlerin hipoglikozile
olmasi gibi bazi nedenlerden dolayl daha iyi sistemlerin gelistiriimesi igin
calismalar yapiimistir. Bu amagla diger bazi mayalar kullaniimistir. Kluyveromyces
lactis, Schizosaccharomyces pombe, Yarrowia liplytica, Pichia pastoris
(P.pastoris) ve Hansenula polymorpha ekspresyon sistemleri diger maya
sistemlerine 6érnek olarak verilebilir (7).

HBsAg’'nin MAYADA EKSPRESYONU: Metilotrofik bir maya olan
P.pastoris, biyoreaktdrlerde kolaylkla ve ucuz bir sekilde uretilebilmektedir. Bu
maya HBsAg Uretimi i¢in kullaniimis ayrica bunun igin entegrasyon vektéri de
yapilmistir. HBsAg geni, vektér Uzerinde alkol oksidaz gen 1 (AOX1p) bdlgesi ile
ayni genin terminasyon ve adenilasyon dizisi (AOX1t) arasinda yerlestirilmistir.
AOX1 geni P.pastoris'de metanol ile regtile ediimektedir. Ortamda metanol varsa
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alkol oksidaz proteini oldukga yiiksek oranlarda induklenebilmektedir. Plazmid
stabilitesini saglamak icin, hazirlanan vektér plazmidde 3'-AOX1 gen pargasi da
bulunur. Bdylece c¢ift caprazlamayla (double crossover) plazmid DNA'si ve
kromozomal DNA AOX1p ve 3'-AOX1-bdlgelerinden entegre olur (7).

Entegre mayalar ayirmak igin, histidinol dehidrogenaz geni eksik olan
mayalar (HIS4-) kullanilir. Sokulan gen Uzerinde HIS4 geni bulundugundan

entegre olmus P.pastoris'ler histidinsiz ortamda da treyebilecektir. Diger bir segim
yolu da metanollu ortamda yavas treyen mayalari tespit etmektir. Entegre olmus
mayalarda AOX1 geni bozuldugundan bunlar metanollu ortamda yavas bir ireme
karakteri gésterirler. Sonugta entegre olmus P.pastoris, histidinsiz ortamda da
treyebilen ve metanolle yavas (ireyen maya tipinde olacaktir (7).

Metanolle indiikleme sonucu AOX1 promoteri aktive olur. Klonlanmig HBsAg,
virusla infekte insan hiicrelerindeki antijenle ayni subtinit komplekslere sahiptir ve
nétralizan antikorlarla reaksiyon verirler. Ikiyiizkirk litrelik bir kalturden yaklasik
olarak 9x10° doz as! elde edileb‘ilmektedir (7).

MEMELi HOCRE KULTUR SiSTEMLERI

Memeli hiicre ekspresyon sistemlerinde kullanilan vektérlerin bir ¢ogu
dnceleri SV40, polyomavirus, herpesvirus ve sidir papillomaviruslarindan elde
edilmigtir (25). Ancak bunlar bir ¢ok proteinin eldesinde uygun olmadi§indan
mayalar igin kullanilan ekspresyon vektérleri ve baculovirus temelli sistemler
gelistiriimistir (8,16,20,23). Insanlar igin Uretilen bazi kemoterapétik proteinler
sadece memeli hicrelerinde sentezlenebildiginden ve posttransiasyonel
modifikasyonlar ancak bu . tir hiicrelerde yapilabildiginden, memeli hiicresinde
ekspresyon sistemlerinin gelistiriimesi gerekli olmustur (9,25) .

Human papova BK virusu (BKV), bir ¢ok insan hicre kiltiirlerinde
ekstrakromozomal olarak ylksek sayllarda kopyalanabilmektedir. BKV
genomundan kapsid ve viral core proteinlerini kodlayan gen silinerek ve kalan
kisim E.coli plazmidine klonlanarak gesitli vektérler elde edilmistir (7).

Bu vektor diger iki genetik elemanla kombine edilmistir.



1. SV40'dan alinan ve neomisin direng¢ genini kontrol eden promoter bélgesi
(Neo')

2. Mouse mammary tumor promoter (MMTP) bélgesi. Bu bdige, sitokrom P-450
dioxine responsive enhancer (DRE) dizisiyle kontrol edilir. DRE bdlgesi
promoterden ayn bir bélge olup toksin dioksin variginda mRNA sentezini
arttirir. "

Istenilen bir gen DRE-MMTP bélgesinin 3' ucuna klonlandiinda ortama
konulacak d=U§Uk miktardaki 2,3,7,8-tetrachlorodienzo-p-dioxin (TCDD) ile
indiklenebilir. Ayrica yine ortama konulacak neomisin derivesi G418 ile de yiiksek
oranda vektdr iceren hiicrelerin segimi yapilabilir. Bu sekilde hazirlanan vektérler
insan hicrelerinde B1-interferon ve Herpes simplex virus glikoprotein B sentezinde
kullaniimigtir (7,23).

BACULOVIRUS BiYOLOJisi

Autographa californica nuclear polyhedrosis virus (AcMNPV) Baculovirus
familyasinin prototip bir virusudur ve 30'dan fazla Lepidopteran bécek tirin
infekte edebilmektedir. Yizyirmisekiz kb blytkliginde ¢ift zincirli, sirkuler
stpersarmal bir DNA's1 vardir (35). AcCMNPV infeksiyonu sirasinda ekstraselltler
partiktller ve okliizyon partikillleri olmak Uzere iki ¢esit viral progeni meydana
gelmektedir. Oklizyon virus partikillleri polyhedra denilen protein igine
gémilmuslerdir. Polihedrin proteini 33.000 dalton adirliginda bir proteindir (35).
Infekte Spodoptera frugiperda hiicre Kkultiirlerinde polihedrin oldukca fazla
miktarlarda birikmektedir (23,25,28).

Polihedrin proteinleri viral partikilleri dig gevre sartlarina karsi korumaktadir.
Infekte larva &ldiiginde bozulan dokulardan dis gevreye milyonlarca polihedra
dagiimaktadir. Bunlarin bulastigi bitkileri yiyén diger larvalara da gegis bu sekilde
saglanmis olur. Barsakta g¢tziinen polihedralardan agida ¢ikan viral DNA'ar
endositoz ve);a fuzyon yoluyla i¢ dokulara geger. Viral DNA, hiicre niikleusunda
veya nikleus porlarinda kilifindan aynlir. Hlcreye girdikten 10 saat sonra

tomurcuklanmayla hiicreden atilmalar baslar. Ekstraselliler virus konsantrasyonu
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infeksiyondang 36-48 saat sonra maksimuma ulasir. Polihedrin proteinlerinin
birikmesi 4-5 glin stirer. Hiicre lizis olmaya basglayinca da durur (23,25).

Polihedrin geninin sekanst gikariimis ve haritasi yapiimistir. Viral replikasyon
icin gerekli olmamasi ve gi¢li bir prometeri bulunmasi nedeniyle ekspresyon
vektorlerinin dizayninda kullanilmistir (16,25).

BOCEK HUCRE KULTURU EKSPRESYON SiSTEMI

Baculoviruslar bir ¢ok bdcek hiicresini infekte edebilmektedirler. Bu tir
infeksiyonlar sirasinda baculoviruslarin iki formu gérilmektedir. Birinci form,
infekte hticreler tarafindan salinan ve diger hiicreleri de infekte edebilen viryonlar,
ikinci form ise protein bir matriks i¢cinde hapsedilmis olan ve bir ¢ok viryon igeren
yaplilardir. Bu matriks i¢indeki proteine polihedrin, hapsedilmig olan viryonlara da
polihedron denilmektedir. Bu tirden bir ¢ok paketlenmis viryon konak hicrenin
parcalanmasiyla birlikte disar salinirlar. Viryonlar, polihedrin iginde dig sartlara
karsi korunurlar. Polihedron bir diger organizma tarafindan alindiginda, polihedrin
¢odzinlr ve viryonlar serbest kalarak infeksiyon sikliisiinii baslatirlar. Infeksiyon
basladiktan sonra 36-48 saat iginde polihedrin sentezi baslar ve 4-5 giin boyunca
surer. Infekte hiicre lize olup organizma éliince biter (25).

Polihedrin promoteri gigla bir promdterdir. Ayrica viral reprodiiksiyon bu
gene bagll degildir. Buradan yola ¢lkarak, eder polihedrin geni, heterolog bir
protein geniy]e degistirilirse, istenen proteini biyik miktarlarda elde etmek
mimkin olmaktadir (25). Bu temele dayanarak arastiricilar baculovirus
ekspresyon vektorlerini gelistirmiglerdir. Bu is i¢in en ¢ok kullanilan viruslardan biri
AcMNPV dir (20,25). Autographa californica ve 30'dan fazla bécek tirdl bu virus
tarafindan infekte edilebilmektedir. Bir ¢ok b&dcek hiicre kultirinde de aretilebilen
AcMNPYV icin en sik kullanilan hiicreler Spodoptera frugiperda kurtgugundan elde
edilmektedir (28,31). Bu hiicrelerde polihedrin promoteri asirn sekilde aktiftir.
Orjinal baculovirus ile meydana gelen infeksiyonlarda, ytuksek oranlarda polihedrin
sentez edilebilir (25).
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LAHANA KELEBEGI (Trichoplusia ni)

Eriskin kelebegin 3-4 cm kanat agikhgl olup Uzerinde grimsi kahverengi
benekler bulunmaktadir. Disileri 10--12 giinde bir 200-350 yumurta birakirlar.
Yumurtalar, toplu igne basi buyukluginde, yuvarlak ve beyaz renklidir,
Yumurtalardan 3-6 gin sonra larvalar gikmaya bagslar. Larvalar g¢ikar ¢lkmaz
yapraklari yemeye baslarlar. Larvalarin beslenmesi 2-4 hafta strer. Yumurtalarin
ve larvalarin gelismesi serin aylarda daha uzun sirer (14).

Larvalar agik yesil renkte olup Uzerlerinde iki beyaz ¢izgi vardir. Geng
larvalarin boylan 1-2 mm kadardir. Olgun larvalar 3 cm uzunluja kadar
erigebilirler. Bas ve boyun kisimlarinda tg adet silindirik ayaklar bulunur (14). Agik
yesil renkte olan geng pupalar olgunlastikga kahverengine dénerler. Etraflari koza

ile ¢evrilidir. Tium kis boyu pupa durumunda kalirlar (39).
BACULOVIRUS TRANSFER VEKTOR

Rekombinant baculovirus elde etmek ic¢in ilk adim transfer bir vektoér
olusturmaktir. Bu plazmid, E.coli esasl olmaktadir. Plazmid DNA'sinda g
komponent bulunmasi gereklidir.

1. 5-AcMNPV DNA pargasi ve buna bitisik promoter bélgesi.

2. Digardan sokulacak DNA icin klonlama bélgesi.

3. Polihedrin terminasyon ve poliadenilasyon sinyal bolgesi ve buna bitisik

AcMNPV DNA-3'bolgesi (23,25).

Polihedrin kodlama bdlgesi, DNA segmentinden silinmigtir. Polihedrin
promoter bolgesiyle terminasyon bolgesi arasinda polihedrin geni yerine klonlanan
DNA dizisi bulunur (7).

Elde edilen transfer vektér ile dogal AcCMNPV, konak hiicre igine transfekte
edilir (cotransfection). Transfekte olan bazi hiicrelerde ¢ift caprazlamayla transfer
vektér ile AcMNPV arasinda gen aligverisi gerceklesir. Bdylece, transfer
vektérdeki klonlanmis gen AcMNPV'ye gecer (7). Caprazlama sonucu polihedrin
genini kaybetmis olan AcMNPV viryonlar belirgin hiicre lizis bélgeleri olustururlar.
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Okliizyon-negatif bu plaklardan rekombinant baculoviruslar kolaylikla izole
edilebilmektedirler (9).

Rekombinant baculovirus ile infekte edilen konak hiicrelerden 4-5 giin sonra
ilgili proteinler elde edilebilmektedirler. Bu sistemle elde edilen proteinler hem
miktar olarak c¢oktur hem de posttranslasyon modifikasyonlar dogala yakindir
(23,25,28).

Hicre transfeksiyon metodunda bazi degisiklikler yapilarak iglem biraz daha
basit hale getirilmigtir. Hucrelerin transfer vektér ve pdrifiye baculovirusla
kotransfeksiyonu yerine, 6nce baculovirusla infeksiyon ve ardindan vektérle
transfeksiyon vyapilabilir. Béylece zaman alici bir islem olan baculovirus
purifikasyonu "basamagina gerek kalmaz (9). Ayrica plak olusumu yerine
rekombinant baculoviruslari saptamak icin DNA hibridizasyonu kullanilabilir.

Baculovirus sistemiyle bir ¢ok rekombinant protein elde edilebilmektedir.
Bunlar tabloda gérilmektedir (Tablo-I).

Tablo-l : Baculovirus vektorleriyle eksprese edilen genler (13,20,23).

A | B c| D E
AcMNPYV polihedrin genomik | 1050 2 Fosforile,cekirdek lokalizasyonu
Bluetongue virus cDNA |2800| 93 | Antijenik,imminojen (VP2),nétralizan (VP3)
nétralizan antijeni cDNA |2800| 92,5
VP2 VP3
Drosophila Kriuppel gen | cDNA - 72 | Antijenik, fosforile, ¢ekirdek lokalizasyonu
arana
E.coli kioramfenikol asetil | genomik | 785 | 27 | Aktif, antijenik
transferaz (CAT)

E.coli B-galaktozidaz genomik | 9200 [ 120 | Aktif
flzyon proteini

E.coli B-galaktozidaz genomik | 3000 | 110 | Akiif, antijenik

Hepatit B virus 6z antijeni | cDNA 572 | 25/22 | Antijenik

Hepatit B virus yluzey cDNA | 1236 [ 29/25 | Antijenik,.glikozile,lipoprotein partiktlleri

antijeni seklinde toplanma

Insan c-myc proto cDNA - | 64/61 | Antijenik,fosforile,gekirdek lokalizasyonu

onkogen

Insan koloni stimlle edici | cDNA - 34 | Aktif antijenik,glikozile,salgilanma,dimerik

faktér | toplanma

Insan a-interferon - - 19,5 | Aktif,antijenik,sinyal peptid bélinmesi,
salgilanma

A:gen, B:genin alindigi kaynak, C:genin base pair (bp) olarak buyuklugu, D:genin kodiadigi
proteinin kilodalton (kd) olarak agirligi, E:proteinin biyolojik ¢zelliklerini géstermektedir.
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A B c D E

Insan a-interferon genomik | 780 | 17/20,5 | Aktif sinyal peptid bélinmesi, glikozile,
antijenik, salgilanma

Human Immundeficiency |cDNA |2700| 150/120- | Antijenik,glikozile, proteolitik iglem

virus (HIV) env 130/41

HIV env cDNA - 160/120 | Antijenik,immiinojen, glikozite

HIV gag cDNA 1818 55/40 | Antijenik, proteolitik islem

HIV gag-pol cDNA | 3114 | 24/55/40 | Antijenik, proteolitik islem

Human T-cell Leukemia cDNA | 1750 40 HTLV-I LTR promoter trans-aktivasyonu,

Virus (HTLV)-i p40 antijenik, fosforile, cekirdek lokalizasyonu

Insan interlékin-2 cDNA | 1000| 16/15,5 |Aktif, antijenik, sinyal peptid bélinmesi,
salgilanma

Parainfluenza virus tip 3 cDNA | 1716 70 | Hemaglutinasyon, hemadsorbsiyon,

hemaglitinin-nérominidaz hemaglutinasyon-inhibisyon aktivitesi,
antijenik, immanojenik, nétralizan,

N koruyucu, glikozile

Influenza polimeraz PA cDNA 2200 87 Antijenik

Influenza polimeraz PB1 cDNA 2300 93 Antijenik, PB1-PB2 kompleks olugsumu

Influenza polimeraz PB1 cDNA 2300 85 Antijenik, PB1-PB2 kompleks olugsumu

Influenza (kus vebast) cDNA 11750 - Hemaglitinasyon, hemadsorbsiyon,

hemaglitinin hemolitik aktivite, antijenik, immiinojenik,
notralizan, koruyucu, glikozile, proteolitik
bélinme, hitcre ylazeyi

Influenza (A/PR/8/34) cDNA - 65 Hemaglutinasyon, hemadsorbsiyon

virus hemagltinin aktivitesi, glikozile, proteolitik bslinme,
hicre ylizeyi

Lymphocytic cDNA | 3300 72 Antijenik, glikozile, hucre yuzeyi

choriomeningitis virus

(LCMV) glikoprotein

prekirséri, GPC

LCM arenavirus (LCMV) |cDNA | 3300 62 Antijenik

niikleoprotein '

N.crassa aktivatér protein | genomik | 2900 100 Ozgul DNA baglanmasi

Phaeseolus vulgaris cDNA |1400| 51/45 |Antijenik, glikozile, salgilanma

phaseolin '

Polyoma virus T antijen cDNA - 100 Antijenik, immanojenik, koruyucu, glikozile
(O-iliskiliy,

Punta Toro phlebovirus N | cDNA 1900 27 Antijenik, immiunojenik, nétralizan

Punta Toro phlebovirus Ns | cDNA | 1900 26 Antijenik, immunojenik

Simian rotavirus SA11 c¢cDNA | 1397 41 Antijenik, immiinojenik, oligomerik

kapsid antijen VP86 toplanma

SV40 T, t antijenleri genomik | 2707 19 Antijenik

Solanum tubersum ¢cDNA | 1400 40 Lipid acil hidrolaz. acil transferaz

{patates) patatin

aktivitesi, antijenik

A:gen, B:genin alindigi kaynak, C:genin base pair (bp) olarak biyuklagu, D:genin kodiadid
proteinin kilodalton (kd) olarak agirligi, E:proteinin biyolojik 6zelliklerini gostermektedir.

Bu yontemle elde edilen proteinlerden Pseudomonas aeruginosa'ya

(P.aeruginosa) karsi elde edilen fare antikorlari, klinik uygulamada basariyla

kullaniimigtir.  P.

aeruginosa

lipoprotein

'e karsl

olan fare monoklonal

antikorlarinin * hafif ve agir zincirlerini kodlayan cDNA'lar transfer vekttre

klonlanmigtir. Her iki bélge ayni vektér Gizerinde bulunur ekspresyon yonleri terstir.
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Bu sekildeki dizilimle daha etkili bir transkripsiyon saglanmigtir. Rekombinant
baculovirus elde edildikten sonra bdcek hicrelerinin bunlarla infekte edilmesi
sonucu aktif monoklonal antikorlar elde edilmekte ve elde edilen antikorlar 6zellikle
immin sistemi bozuk, organ transplantasyonu yapilmis kisilerde P. aeruginosa
infeksiyonlarini dnlemek igin kullaniimaktadir (7).

BACULOVIRUS SISTEMINDE KARSILASILAN PROBLEMLER

Baculoviruslar kiltire edilmis bécek hicrelerini veya larvalanini kolaylikla
infekte edebildiklerinden, o6zellikle larvalar "ucuz protein fabrikalarn" olarak
kullanilabilmektedir. Larvalarla galismak hiicre kulttrlerine gére daha kolay ve
ucuz bir yéntemdir (23). ’

Baculovirus ekspresyon sistemlerinde hem hiicreler hem de larvalar 4-5 gin
gibi kisa én;url‘udur. Diger taraftan ticari amaglar icin 6nemli olan dretimin
devamlihgini saglamak amaciyla iki biyoreaktér kullantlir. Birinci reaktérde
hicreler Uretilirken ikinci reaktérde infeksiyon ve {rlin eldesi saglanir (8).

Devaml @rin elde etmenin bir diger yolu da rekombinant geni konak hiicre
DNA'sina entegre etmektir. Burada segilecek promoter 6nem kazanmaktadir. Bu
amagcla hazirlanan bir sistemde baculovirus IE1P promoteri kullaniimigtir (16).
Promoter ve terminatér (IE1p ve IE1t) bélgeleri arasina, klonlanmis gen sokularak
konak hiicre sadece bu DNA ile infekte edilir. Plazmidlerden bazilari konak hiicre
DNA'sina entegre olur ve bu hiicreler yapisal olarak siirekli test proteinini Gretirler.
Bu sekilde hazirlanan sistemlerde 6zellikle, glikozilasyon isteyen proteinlerin
sirekli olarak elde edilmesi mimkin olmaktadir. Ancak sistemden elde edilen
protein miktari dnceki paragrafta anlatilan sisteme gére daha az olmaktadir (16).

Cok ylksek duzeylerde ekspresyon elde edebilmek igin Spodoptera
frugiperda hicrelerinin %97'den fazlasinin canli olmasi ve treme safhasinda
bulunmasi gereklidir. Ureme ortamindaki veya islem basamaklarindaki en kiigik
degisiklikler bile polihedrine badh sistemlerde 6énemli derecede ekspresyon

dustklugine neden olabilmektedir (23).
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BAC-N-BLUE DNA TRANSFEKSIYON KiTi

Bac-N-Blue Transfeksiyon Kiti (Invitrogen-Nederland) linearize edilmis
AcMNPV DNA'’s| (Bac-N-Blue DNA) icermektedir (Sekil-2). Bac-N-Blue DNA'sinda
3 adet Bsu36 | kesim yeri vardir. DNA (zerindeki ORF1629, viral Greme igin
bulunmasi zaruniu olan bir bélgedir. Bu boélgedeki bir eksiklik virus Gremesini
olumsuz etkiler. Bsu36 | ile kesme sirasinda ORF1629'un 3’ bélgesinden bir parga
ayrilir. Viral Gremenin kazaniimasi i¢in kaybolan bu bélgenin vektérle tekrar geri
kazanilmasi gereklidir. Rekombinasyon sirasinda, transfer vektér ve linearize
edilmis DNA arasinda ORF603 ve ORF1629 bdélgelerinde meydana gelen
caprazlagmalar sonucu, virus genomundaki eksik ORF1629 bélgesi tamamianir ve
treyebilen rekombinant virus elde edilir. DNA tzerinde bulunan LacZ gen bélgesi,
istenirse mavi renkli plaklar elde etmek igin kullaniimaktadir (37). Bac-N-Blue
DNA'si ile vektér DNA's| arasindaki rekombinasyon sekil-2 ve 3'de gosterildigi gibi
ya ORF1629 ve ORF603 arasinda veya ORF1629 ile LacZ genleri arasinda olmak
Uzere iki bélgede gérilebilir. LacZ dizilerindeki rekombinasyon sonucu aktif B-
galaktozidaz tretimi saglanmaktadir. Béylece ortamda X-gal varsa mavi renkli
plakiar olugsmaktadir. Bu yolla rekombinant virusiari izole etmek daha kolay
olmaktadir (25).
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Sirkiiler Bac-N-Blue DNA’s1

Pgoa Bsu361Pse  BsudBl Bsu36l P
ORFG03 QRF162%
d 9
Bsu36 Iile kesilme
8

Linearize Bac-N-Blue DNA's1
81436 |
QRF&03 5" ORF1628

ORF&03 ORF1629

Genel Baculovirus Transfer Vektiirii

‘ Rekombinasyon

Rekombinant AcMNPV DNA’s1

Pros Pem, Py

B,
ORF&03 - insert Gen _ a2 ORF1629

Sekil-2: AcMNPV DNA’sinin (Bac-N-Blue DNA) genel transfer
vektériyle rekombinasyonu.

Bac-N-Blue DNA’s)
009 Bsuas | Bsu361 Pz

"ORF603 5 ORF1629

PMelBac Plazmidi

Sekil-3: ACMNPV DNA'sinin (Bac-N-Blue DNA) pMelBac transfer
vektérilyle rekombinasyonu.
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HIGH FIVE HOCRELERIN OZELLIKLERI

Bac-N-Blue Transfeksiyon Kitinde kullanilan High five hiicre dizisi (Invitrogen)
ilk kez Boyce Thompson Enstitistinde Trichoplusia ni (lahana kelebegdi) yumurta
hicrelerinden elde edilmigtir. Baglica 6zellikleri sunlardir ;

1. lkiye bélinme siireleri 24 saat kadardir.

2. Monolayer sekilde urerler.

3. Suspansiyon kulturlerinde ve serumsuz ortamlarda ureyebilirler.
4. Oldukga iyi sekresyon ekspresyonu saglanabilmektedir.

Hucreler en iyi 27°C’de Gremektedirler. 27°C’nin altinda ve 30°C’nin Ustinde
treme siklisleri bozulur. 30°C'nin Ustiinde uzun sire kalan hicreler Greme
yeteneklerini kaybetmektedirler,

Hucreler transfeksiyon ve plak testlerinden énce kultur plaklarinin ytzeyine
dizgiin bir sekilde yayimalidir. Bunun igin plaklar ileri geri hareketlerle
sallanmalidir. Yuvarlama hareketi yapilmamalidir. Flasklardaki medium
degistirilirken de nazik olunmahdir. Hiicreler ylizeye zayif tutundudu igin kolayca
ayrilabilirler.



GEREC ve YONTEM

Bu tez calismasi, GATA Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Ana Bilim Dall
Viroloji Bilim Dali laboratuvarlarinda 4 Aralik 1998-1 Subat 2000 tarihleri arasinda
gercgeklestirilmistir.

HBsAg PCR URUNUNUN HAZIRLANMASI
Geregler
Primer 1-HBVS1 (Operon Alameda)
Primer 2-HBVS2 (Operon Alameda)
deoksintkleozidtrifosfat-dNTP (Sigma Germany)
Taqg Polimeraz (GATA Turkiye)
Taq Buffer (Sigma Germany)
MgCl; (Sigma Germany)
Termal Cycler (MJ Research USA)
Prep-A-Gene DNA Purification Systems (BioRad USA)
TOPO TA Cloning Kit (Invitrogen Nederland)
TRIS-EDTA (TE) Buffer
10 mM Tris-HCI pH 8.0 (Sigma Germany)
1 mM EDTA pH 8.0 (Sigma Germany)
Ydntem
Klonlanacak HBsAg Urliniini elde edebilmek amaciyla internetten Dlnya
Gen Bankasindaki mevcut HBV genomlari alinmigtir. Bu genomlar Uzerinde
HBsAg bélgesini kodlayan boliimler tespit edilmistir. Daha sonra bu veriler Viroloji
Bilim Dal’'nda hazirlanan bilgisayar progfamlna yUklenerek en uygun primer
dizisini gikartiimistir. 4
Buna gé}e elde edilen HBsAg primerleri sunlardir.
Primer 1 (157 .bazdan baglamaktadir)
5 GGATCCATGGAGAACATCACATCAGG ¥
Primer 2 (834.bazdan baglamaktadir)
5 GAATCCTTTGTTTTGTTAGGGTTTAA 3
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Birinci primerin 5 ucuna BamHI, 2. primerin 5 ucuna da EcoRI dizileri
eklenmistir. Boylece pMelBaC vektériine dogru yénde baglanma amaglanmistir.
PCR reaksiyonu igin agagidaki ydontem uygulanmistir;

500 w'lik ependorf tlpiine;

primer1............. 1ul
primer2............. 1l
dNTP................ 1ul
templatq ........... 5ul
MgCla............... 1ul

10XTaq buffer...5 pl
Taq polimeraz...1 pl

Distile su.......... 35 ul konularak termal cycler ‘de 20 siklus yapilmigtir.

PCR Qriint olarak 703 bp uzunlugunda bir HBsAg inserti elde edilmistir (22).
Elde edilen reaksiyon driini %2 agaroz jelde yuritilip dogrulandiktan sonra
“‘Prep-A-Gene DNA Purification Systems” Kiti kullanilarak asagida bildirildigi
sekilde purifiye edilmistir. ’
1. PCR tuptndeki mineral oil ainmadan dikkatli bir sekilde alttaki akéz kisim
temiz bir tupe aktarilmigtir.
2. Tup igine 180 pl Prep-A-Gene Binding Buffer ve 20 ul Matrix konarak iyice
karistiriimis ve 10 dakika oda isisinda bekletilmistir.
3. Tup 13.000 rpm'de 30 saniye santrifiljlenerek Ustteki sivi atiimistir.
4. Pellet 500 pl Washing Buffer ile restispanse edilerek tekrar santrifiljlenmistir.
Bu islem iki kez tekrarlanmustir.
5. Pelletin oda isisinda 10 dakika kurumasi saglanmis ve 20 pl TE buffer
konularak tekrar restispanse edilmistir.
6. Tekrar santrifijlenerek dikkatli bir gsekilde sivi kisim temiz bir tlpe
aktariimistir.
Elde edilen pirifiye HBsAg gen bdlgesini plazmide klonlamak igin “TOPO TA
Cloning Kit” kullanilmigtir. Bu amagla;
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PCR Urind.........cccccoeunee. 4 pl

pCR-TOPO plazmid.......... 2 pl

Steril distile su................... 4 ul karisimi hazirlanarak oda isisinda bes dakika
bekletildikten sonra bir sonraki transformasyon basamagina kadar buzda

muhafaza edilmistir.

pCR+HBsAg VEKTORUNUN E.coli’ye TRANSFORMASYONU
Geregler
Luria Bertani (LB) broth

Tryptone .............. 10 g (Difco USA)
Yeast extract........ 5 g (Difco USA)
NaCl.....sceeriennens 10 g (Sigma Germany)
distile su............... 1000 ml

o] o TR 7.0

50 mM CaCl; (Sigma Germany)
Kompeten TOP10 F’ E.coli (Invitrogen Nederland)
pUC18 plazmid (Invitrogen Nederland)
Fast-Link™ Ligation and Screening Kit” (Epicentre USA)
Yoéntem
Hazirlanan pCR+HBsAg vektéri, bol miktarda elde edilebilmesi ve
saklanabilmesi amaciyla kompeten E.coli'ye transforme edilmistir. Transformasyon
icin sirasiyla agagidaki iglemler yapilmistir;
1. Bir gecé 6nceden kompeten E.coli LB besiyerine ekildi ve 37°C'de
inktibasyon iglemine tabi tutulmustur.
2. Ertesi gin bu besiyerinden 1 ml alinip 50 ml LB i¢ine ekildi ve 37°C'de
calkalamall inktibasyona birakilmistir.
3. Ureme durumu siklikla kontrol edilerek optik dansite (ODggo) 0.4 olana kadar
beklenilmigtir.
4. Optik Dansite 0.4 oldugunda bakteri kulttrii 4°C’de 5000 rpm'de 10 dakika
santrifijlenerek pellet elde edilmistir.
5. Elde edilen pelletin, 50 mM 10 ml soguk CaCl, ilave edilerek iyice

restiispanse olmasi saglanmis ve 4°C’de 20 dakika bekletilmistir.
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6. Tekrar 4°C’de 5000 rpm’de 5 dakika santrifije edilerek pellet toplanmistir.

7. Pellet 50 mM 1 ml soguk CaCl; ile iyice restspanse edilerek kompeten
hiicreler hazirlanmigtir. Elde edilen kompeten hiicreler kullanilana kadar
buzda bekletilmistir. |

8. Ug adet 750 pl'lik ependorf tup alinarak buz kabina kondmustur. Tupler; 1.tup
negatif kontrol, 2.tip pozitif kontrol ve 3.tup pCR+HBsAg olmak uzere
isaretlenmistir.

9. Birinci tiipe 200 pl sadece hazirlanan kompeten hiicre konmustur. lkinci tiipe
200 pl kompeten bakteri ve 10 pl pUC18 plazmidi (200 pg/ml), Gglnci tipe
de 200 pl kompeten bakteri ve 10 ul pCR+HBsAg vekiéri konmustur.

10. Hazirlanan tupler daha 6nceden asagidaki sekilde programlanmig termal

cycler'e konarak tranformasyon islemi tamamlanmistir.

0°C'de.............. 20 dakika
42°C'de............ 1.5 dakika
0°C'de ............. 2 dakika

11. TUpleré 200 pl LB besiyeri ilave edilerek ¢alkalamali olarak 37°C'de 1 saat
inkiibasyona birakilmistir.

12. Inkiibasyon sonunda tiplerden 200 pl alinarak ampisilinli LB agara ekimler
yapiimig ve plaklar 37°C’de bir gece bekletilmistir.

13. Ertesi gun plaklar kontrol edildijinde negatif plakta hi¢ {ireme olmadigi
gorulmistlr. Pozitif kontrol plaginda ve transformasyon plaginda ise oldukga
yogun sayida koloniler gdzlenmigtir. pCR+HBsAg plaklarindaki kolonilerden
randomize 14 tanesi segilerek plazmid kontrolu i¢in isleme alinmigtir.

REKOMBINE BAKTERILERIN SEGIiMi: Elde edilen kolonilerden hangisinde

aranan plazmidin bulundugunun belirlenebilmesi amaciyla hizli yéntemle plazmid

aragtinimistir. Bu amagla “Fast-Link™ Ligation and Screening Kit” kullanilarak;

1. Mikrofiyj tupleri isaretlenerek herbirine 15 pl Protoplast buffer konulmustur.

2. Plaktan secilen koloniler tek tek alinarak sirayla tiplerin iginde iyice
karigtirilmigtir.

3. Protoplast olusumunu sadlamak amaciyla tlpler oda isisinda 10 dakika
bekletilmistir .
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4. Binde sekizlik (%0.8) agaroz jel hazirlanarak her bir kuyucuga 8-10 pli lysis
buffer konmustur.

5. Taplerden alinan protoplast buffer dikkatli bir sekilde jeldeki kuyucukiara ilave
edilerek 10 dakika bekletilmigtir.

6. Jel 100 voltta 20 dakika yiritilerek ¢ikan plazmidler incelenmistir. Daha agir
ilerleyen plazmidler rekombine plazmid olarak degerlendirilmistir.

REKOMBINE pCR+HBsAg PLAZMIDIN PURIFIKASYONU
Geregler '

LB Agar
Tryptone .............. 10 g (Difco USA)
Yeast extract........ 5 g (Difco USA)
NaCl......ccccvvveens 10 g (Sigma Germany)
Agar......ccoevveee.. 15 g (Difco USA)
distile su............... 1000 ml
PH...ooiis 7.0

Prep-A-Gene DNA Purification Systems (BioRad)
Alkali lizis solisyonu (%1 SDS, 0.2 M NaOH)
Potasyum asetat 2.5 M (pH 4.8)
TE buffer
Yontem

Uygun koloniden rekombine plazmidin bol miktarda elde edilmesi amaciyla
ampisilinli LB agar plagina ekim yapilmistir. Plak 37°C’de bir gece bekletilmis ve
asagidaki protoko! uygulanarak plazmidler toplanmistir. Bu iglem igin “Prep-A-
Gene DNA Purification Systems” kiti kullaniimistir;

1. Plaktaki kolonilerden 4-5 tanesi alinarak 200 pl restispansiyon buffer igeren
mikrofilj topine konmus ve pelletin iyice resispanse olmasi igin
vortekslenmisgtir. "

2. Tupe 200 pi alkali lizis solisyonu eklenmig ve bir kag kez altiist edilmigtir.

3. Tupe 206 ul potasyum asetat eklenerek yine altiist edilmistir.

4. Tup oda isisinda 13.000 rpm’'de 5 dakika santrifujlenerek pelletin iyice

¢cokmesi saglanmistir.
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5. Ustteki sivi dikkatli bir sekilde baska bir mikroftjj tiptine aktariimistir.

6. Tupe 300 ul DNA miniprep kit binding buffer konulmustur.

7. Uzerine 60 pl Prep-A-Gene matrix eklenerek 10 dakika beklenmistir. Bu
arada tUp altist edilerek matriksin karigmasi saglanmistir.

8. Temiz bir mikrofilj tlpune filire yerlestirilerek igine hazirlanan matriks
konuimustur ve 13.0000 rpm’de 30 saniye santrif(j edilmistir.

9. Filtre alinarak alttaki sivi atiimigtir. Filtre tekrar yerlestirilip Gzerine 500 pl
Prep-A-Gene wash buffer konulmus ve tekrar santrifiij edilmistir. Bu islem iki
kez tekrarlanmistir.

10. Pelletin 10 dakika havada kurumasi beklenilmis ve 100 pl TE buffer
eklenerek santrif(jj edilmistir.

11. Bu i§le;n sonucunda yaklasik 120 pg/ml konsantrasyonunda pCR+HBsAg
plazmidi elde edilmigtir.

Bundan sonraki basamakta, elimizdeki plazmidden bol miktarda HBsAg
inserti elde edilerek Bac-N-Blue DNA'slI ile rekombinasyon icin pMelBac
ekspresyon vektérine klonlama yaptlmistir.

HBsAg INSERTI ELDE EDILMESI

Geregler

PMelBac plazmid (Invitrogen Germany)

EcoR | (Boehringer Mannheim Germany)

BamH | (Boehringer Mannheim Germany)

SuRE-Cut buffer (Boehringer Mannheim Germany)
Yontem

pCR+HBsAg vektérinden HBsAg inserti elde etmek igin asagida bildirilen
yéntem takip edilmistir.

1. Mikrofijj tiipine ;

plazmid.................... 20 pl
EcoRl......cccovveeene 2 ul
BamHI..................... 2 ul
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2. Ertesi giin érnekten 2 pul alinarak %0.8 agaroz jelde yuratalmis ve plazmidin
kesilip kesilmedidi kontrol edilmigtir.

3. Kalan 6rnegin tim jele yuklenerek yﬂrﬁtﬂlmﬂgtur.

4. Jel Uzerinde ayrilan HBsAg insertleri dikkatli bir sekilde jelden kesilerek
allnm|§t|“r.

5. Jelden HBsAg DNA parcgalarini izole etmek igin Prep-A-Gene DNA
Purification Systems kiti kullaniimistir. Bunun i¢in asagida bildirilen yéntem
takip edilmigtir.

a) Kesilen jel pargalar 1.5 ml'lik mikrof{lj tiplne konarak Ulzerine 600 pl
Prep-A-Gene DNA Binding Buffer konulmus ve 10 dakika oda isisinda
bekletilmistir.

b) Jel tamamen eriyince 20 pl Prep-A-Gene DNA Matrix konulmus ve 5
dakika bekletilmistir.

c) Tup mikrofije yerlestirilerek 13.000 rpm’de 30 saniye c¢evrilmis ve Ustteki
sivi pipetle atilmistir.

d) Tup icine 500 ul Wash Buffer konarak ayni sekilde santrifiije edilmistir. Bu
yikama islemi iki kez tekrarlanmis ve tlpte kalan pelletin kurumasi igin 10
dakika oda isisinda bekletilmigtir.

e) Pellet Uzerine 20 ul TE buffer konulmus ve tekrar santrifije edilmigtir.
Sipernatan dikkatli bir gekilde pipetlenerek temiz bir tip igine alinmigtir.

f) Islemler sonucu yaklasik olarak 110 pg/ml yogunlugunda HBsAg DNA's|
elde edilmigtir.

HBsAg INSERTININ pMelBac VEKTORU iLE REKOMBINASYONU

Gerecler

Fast-Link DNA Ligation Kit'i (Epicentre USA)
PMelBac plazmid (Invitrogen Nederland)

Yontem

HBsAg DNA'si, “Fast-Link DNA Ligation Kit"i kullanilarak, énceden EcoRI ve

BamHl ile restrikte edilmis pMelBac vektéri ile rekombine edilmistir. Bu amagla

1. mikrofij tupine;
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10X Fast-Link Ligation Buffer.... 15 pl

ATP10MM...coooiiniiireee 1,5 ul
Fast-Link DNA Ligase................ 1 ul
pMelBac vektori...........cccee..eee. 5l
HBsAg inserti........ccccvvvvevievnneenn. 6 pl

konularak toplam 15 pul'lik bir Iigasyon’reaksiyonu saglanmigtir.

2. Kar|§|n] bes dakika oda isisinda bekletildikten sonra érnekten 2 pl alinip
%0.8 agaroz jelde kontrol yapiimistir.

3. Ligate olan pMelBac+HBsAg vektériini bol miktarda elde edebilmek
amaciyla pCR+HBsAg vektorinde yapilan TOP10F' E.coli'ye transforme
islemleri pMelBac+HBsAg igin de tekrarlanmigtir.

4. Sonugta elde edilen plazmid agaroz jelden tekrar pirifiye edilmis ve
elimizde ¢ok miktarda saf pMelBactHBsAg plazmidi bulunmasi
saglanmigtir.

Daha sonraki basamakta pMelBac+HBsAg plazmidi, Bac-N-Blue DNA'si

icin transfer vektoril olarak kullanima hazirlanmistir.
TRICHIPLUSIA NI HUCRE KULTURUNE TRANSFEKSIYON iSLEMI

Geregler
Bac-N-Blue DNA (Invitrogen Nederland)
Grace’s Insect Media (Invitrogen Nederland)
Insectin plus lipozom (Invitrogen Nederland)
THM-FH Media (Invitrogen Nederland)
High Five Hiicre (Invitrogen Nederland)
ELISA (Organon USA)
Yontem
Bu amacgla Bac-N-Blue DNA'si pMelBac+HBsAg plazmidi ve InsectinPlus

lipozomlari G;ace's Insect Media iginde karistirthip yeni ekilmis bécek hicreleriyle
(High Five Cell) inkube edilmistir. Transfeksiyon iglemi icin;

1. Mikroftij tuptne 10 pl (0.5 pg) Bac-N-Blue DNA'si, 4 pul (4 png)

PMelBac+HBsAg plazmidi, 1 ml Grace's Insect Medium ve 20 ul InsectinPlus
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lipozom " konarak vortekslenmis ve kangim oda isisinda 15 dakika
bekletilmistir.

2. Bu arada hiicre kultirinin mediumu dikkatli bir sekilde uzaklastirilarak yerine
2 ml Grace's Insect Media's! ilave edilmistir (suplementsiz veya FBS'siz). Bu
sekilde, transfeksiyonu etkileyebilecek proteinler ortamdan uzaklastiriimigtir.

3. Kulturdeki medium tekrar atililarak yerine transfeksiyon karigimi konmus ve
plagin her yerine iyice yayllmasi saglanmistir.

4. Plaklar oda isisinda 2/dakika ¢alkalayarak 4 saat bekletilmistir.

5. Doért saat sonunda plakiara 1 ml TNM-FH medium ilave edilmis ve 27°C'de
72 saat inkiibasyona birakilmistir.

)

POSTTRANSFEKSIYON iSLEMI

Yetmisiki saat sonunda (reyen viruslar ortama salinacagindan sipernatan
alinarak daha sonraki rekombinant plak deneylerinde kullaniimigtir.

Bunun igin;

1. Pipetle her bir plaktan 2 ml medium alinip, steril bir tiipe aktarilmistir.

2. Plaklara 3 ml taze TNM-FH ilave edilerek 27°C'de 48 saatlik inkiibasyona
birakilmigtir.

3. Transfeksiyon sonrasi hiicreler 4 giin kontrol edilerek transfeksiyonun
basarili olup olmadigi gdézlenmistir.
Transfeksiyon igleminin gergekle§tigi belirlendikten sonra rekombinant

baculoviruslarin purifiye edilmesi igin plak testi yapiimistir.
PLAK TESTI

Dogal viruslarin hicreleri, rekombinant viruslardan daha fazla infekte
edebilme yetenegi oldudu icin ayrimin yapilabilmesi amaciyla plak testi
kullanilmistir.

HUCRELERIN HAZIRLANMASI: Plaklar TNM-FH ile islatilarak log fazindaki
hicrelerden konulmustur. Hicrelerin plagin her yerine yayilmasi amaciyla 10
dakika oda igisinda galkalanarak (8/dakika) bekletilmistir. Hicrelerin yapismasi
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icin 30 dakika bekletiimistir. Sonugta plaklar incelenerek Uremenin oldugu
gbzlenmistir.
VIRUS DILUSYONU: Viral stok iyice vortekslenerek 10 kat diliisyonlar
hazirlanmigtir: Her bir plak igin 1 ml'lik dilie virus soltisyonlar kullaniimistir.
VIRAL INFEKSIYON VE AGAROZ KAPLAMA iSLEMI: Bu islem igin;
1. Hazirlanan hicre kdltlrlerinin zerine 1 ml viral dilisyondan konulmustur.
2. Plaklar oda isisinda 2/dakika ¢alkalamayla 1 saat inklibe edilmistir.
3. TNM FH solisyonuyla hazirlanan %2,5'luk agaroz (150 pg/mi X-gallli)
42°C’lik benmariye yerlestirilmistir.
4. Kiltar plakliarindan medium tamamen aspire edilmistir.
5. Steril bir pipetle benmarideki agarozdan alinip kiltir plaklarinin yizeyine
dikkatli bir sekilde yayilmistir. ’
6. Plaklar 27°C'de 5-6 glin inklibe edilmistir.
7. |nki]basy_on sonunda mavi koloniler segilmistir.
Elde edilen kolonilerden daha sonra tekrar kaltir pasajlart yapilmistir. Hicre
kiltur sivisinda ELISA ile HBsAg yéninden arastirlimis ve sonuglarin pozitif
oldugu goézlenmistir.
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BULGULAR

Hepatit B virusu S bélgesine kionlamak amaciyla hazirlanmis primerler
kullanilarak gerceklestirilen PCR sonucu elde edilen {riin fotografi sekil-4'dedir.
Burada 2, 4 ve 5. yollarda pozitif hasta serumu kullanilarak elde edilmig
amplikonlar net sekilde goérilmektedir. Birinci yol PCR size marker (Sigma)
yoludur. Ikinci} yol negatif kontrol olarak kullaniimigtir. Pozitif serumlarin timiinden
de markerle uyumlu olarak yaklé§|k 700 bp uzuniugunda Uriin elde edilmistir.

2000 bp
750 bp

300 bp

50 bp

Sekil-4: P1 ve P2 kullanilarak yapilmis HBV S gen bélgesinin
PCR urunt jel fotografi. SM:size marker; PS:pozitif serum;
NK:negatif kontrol.
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PCR ur:ﬁnn HBsAg insertinin pCR-TOPO plazmidine klonlanarak kompeten
E. coli'ye ftransformasyonu sonrasinda elde edilen géruntiler Sekil-5'de
gérulmektedir. Burada 1. yol size markerdir. lkinci yol kompeten E.coli'nin
(transforme olmamisg E.coli'nin) plazmid profilini géstermektedir. Géraldiga gibi
kompeten bakteride plazmid bulunmamaktadir. Uglincll yolda yaklagik 4.6 kb
blyukligundeki pCR+HBsAg plazmidi goérlimektedir. Dérdincii  yolda
transformasyonda pozitif kontrol olarak kullanilan pUC18 plazmidi (2,6 kb) vardir.
6. yolda 3.9 kb buyukligundeki pCR-TOPO vektéri géralmektedir.

14174 bp
10102 bp

7045 bp
5012 bp

. V .
Sekil-5: HBsAg geninin pCR-TOPQ'ya klonlandiktan sonra
kompeten E.coli'ye transformasyon sonrasi elde edilen plazmid
jel géruntimleri. SM:size marker.
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Transformasyon sonrasi elde edilen kolonilerden segilen 14’Gnin plazmid
profilleri sekil-6’da gérildigu gibidir. Burada 1. yol supercoil size marker'dir.
Sekilde géruldaga gibi 2, 3 ve 5. yol haricindeki tim kolonilerde HBsAg inserti
pCR-TOPOQ'ya klonlanmustir. Ikinci, 3. ve 5. yoldaki kolonide muhtemelen insertsiz

pPCR bulunmaktadir.

o

Sekil-6: pCR+HBsAg vektdrinin E.coli'ye transformasyonu
sonrasi elde edilen kolonilerden yapilan plazmid izolasyonu
sonrasli ¢ekilen agaroz jel fotografi. SM.size marker.

-
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pCR+HBsAg vektoriniin enzimlerle kesilmesinden sonra elde edilen jel
fotografi sekil-7'de goéraldiga gibidir. Burada 1. yol PCR markeri, 6. yol ise
supercoil markeri géstermektedir. lkinci, 3. ve 5 yollarda gesitli metodlaria elde
edilmis pCR+HBsAg plazmidi (4.6 kb) 4. yolda ise BamHI ve EcoRI ile kesilmig
PCR+HBsAg plazmidi gértlmektedir. Enzimlerle kesim sonrast PCR markerin 700
bp’lik alanina uyumlu olarak HBsAg insértinin ayrildigi 4. yolda acik sekilde
géri]lmektedir;

5012 bp
3990 bp
2000 bp 2072 bp
2067 bp
750 bp
300 bp
50 bp

Sekil-7: pCR+HBsAg vektdruntn enzimlerle kesilmesinden sonra
elde edilen jel fotografi. SM: Size Marker
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Sekil-8'de  HBsAg insertinin  pMelBac vektérine klonlanmasi ve
transformasyon sonras! elde edilen pMelBac+HBsAg plazmidinin enzimlerle
restriksiyonu sonrasi elde edilen jel bulgularn gériimektedir. Burada 1.yolda
supercoil size marker, 2. yolda rekombine olmusg 5.5 kb buytkligindeki
pMelBac+HBsAg vektérii, 3. yolda HBsAg inserti, 4. yolda BamHI ve EcoRI ile
restrikte edilmis pMelBac+HBsAg vektori gériiimektedir. Sekilde de géraldagi gibi
enzimlerle restriksiyon sonrasi plazmide sokulan HBsAg inserti ayrilmig ve énde
gitmistir. 5. yolda ise enzimlerle kesilen pMelBac bulunmaktadir.

14174 bp

3990 bp
2972 bp
2067 bp

Sekil-8: HBsAg geninin pMelBac plazmidine klonlanmas! ve
enzimlerle restriksiyonu sonrasi ¢ekilen jel fotografi. SM:size marker.
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Sekil-9'daki fotografta, high five hiicrelerin Bac-N-Blue ve pMelBac+HBsAg
ile transfeksiyonu sonrasi yapilan plak testini gostermektedir. Plakta gériilen mavi
koloniler transfeksiyon igleminin basar ile gergeklestigi hiicreleri géstermektedir.

Sekil-9: High five hiicrelerin Bac-N-Blue ve pMelBac+HBsAg ile transfeksiyonu sonrasi yapilan
plak testi fotografi.
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TARTISMA ve SONUC

Prokaryotik ve okaryotik ¢esitli genlerin degisik sistemlerde ekspresyonu
yéninde bir ¢cok calisma yapilmig ve halen de bu konudaki aragtirmalar devam
etmektedir. Ozellikle Tip alaninda terapétik amacli heterolog proteinlerin yapimi
konusunda bu sistemler ucuz ve bol protein elde edilebilen yéntemler olarak ¢ok
faydali sonuclar vermigtir. Baglangi¢' ¢calismalarinda Pumpen ve ark.lan HBsAg
genini E.coli'de eksprese etmisler, Korec ve ark.lan da E. colide HBsAg genini
klonlamay! ve ekspresyonunu basarmislardir (18,27). Hepatit B ylzey antijeni,
sadece bakteri hiicresinin sitoplazmasinda eksprese edilmis ve ortama sekrete
edilmemigtir.  Diger taraftan prokaryotik sistemlerde  postiranslasyon
modifikasyonlarin bir gogunun mimkiin olmamasi ancak ¢zellikle de terapétik
amagch Urinlerin elde edilmesinde proteinin orjinal yapisinin  korunmasi
istenmektedir. Bu nedenle ekspresyon igin mayalar kullaniimistir. Bir ¢ok arastiric
tarafindan, cesitli maya hicrelerinde basarih bir sekilde HBsAg ekspresyonu
gergeklestirilmistir (15,17,18,19). '

Cesitli proteinlerin  Uretilmesinde bécek larvalarinin  kullaniimasi  hiicre
kulturlerine tercih edilmektedir. Bunun. nedeni larvalardaki ekspresyon diizeylerinin
kulturlere oranla 10 kat daha fazla olabilmesidir. Yapilan bir ¢alismada larvadan
3,6 mg polihedrin/insulin benzeri growth faktér 1l (IGF-II) elde edilirken hicre
kultirinden 0.3 mg/ml protein elde edilebilmistir (25).

Diger taraftan memeli orjinli genlerin ekpresyonunda elde edilecek trinin
biyolojik olarak aktif olmasi da énem tasimaktadir (23). Okaryotik proteinlerde
biyolojik aktiviteyi etkileyen bir gok etmen tanimlanmistir. Posttranslasyonel
modifikasyonlar (glikozilasyon, proteolizis, fosforilasyon, ADP-ribozilasyon,
acilasyon, sulfasyon gibi), tersiyer yapi (disilfid baglarinin olugsumu gibi) ve
kuaterner yapi (oligomerizasyon veya kompleks olusumiari gibi) bu etmenlerden
baslicalandir (12,25).

Boécek hiicreleri merheliye ait sinyal dizilerini tanimlayabilmekte ve bu
proteinleri aynen memeli hicresinin yaptidi gibi endoplazmik retikulumda
kesebilmektedir. Insan alfa ve beta interferonlar ve interldkin-2 (IL-2) ve interlékin-
3 (IL-3) insan hiicresindeki gibi taninmakta ve kesilmektedir (25). Bu olay tim
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proteinlerde olmasa bile eksprese edilen cogu protein igin gegerlidir. Yine
baculovirus kékenli Gretilen proteinlerden bazilarinda spesifik proteolitik kesmeler
de gézlenmistir. Ornegdin Kurado ve ark.lan yaptiklar bir galismada influenza
virusuna ait hemaglitinin proteininin kesildigini gostermislerdir. Hemaglitinin
kesilmesi flzyon aktivitesi ve viral patogenez agisindan énemlidir. Benzer sekilde
HIV zarf proteini de basarili bir sekilde bélinmustir (13,25).

Bir diger 6nemli modifikasyon protein glikozilasyonudur. En sik rastlanan
modifikasyon olan glikozilasyon, tim proteinler i¢cin olmasa da baz proteinlerin
biyolojik aktivitesinde énemli rol oynamakta’dlr. Proteinin stabilizasyonu, hicresel
etkilesimi ve intraselliler protein lpkalizasyonu icin gereklidir. Endoplazmik
retikulumda éérﬂlen bu olayda oligosakkarid, fosfolipid bir tasiyict araciliiyla
asparagine baglanir. Yapilan bir galismada oligosakkaridin proteine bagdlanma
yerinin memeli hiicresi ile bocek hiicresinde ayni olmasina karsin oligosakkarid
yapisinin farkli olabildigi gérulmusttr (12). Glikozilasyondaki bu farkhlik proteinin
biyolojik aktivitesinde degisiklik yapmamaktadir. Interlokin-2 bdcek hucrelerinde
glikozile olmamaktadir. Bununla birlikte memeli hicrelerindeki glikozilasyon
paternleri de farklilk gostermektedir. T hicre dizilerinden elde edilen IL-2'nin
%40'1 glikozile olmamaktadir (25).

Yapilan ¢aligmalarda bdcek hiicrelerinden elde edilen proteinlerden fosforile
olanlarin dogal konak hticrelerinden elde edilen proteinlerle ayni sekilde fosforile
olduklan goézlenmistir (7,25). Bir dijer ¢alismada da stzkonusu sistemle sentez
edilen HBsAg miktarinin diger sistemlerle karsilastirildiinda ¢ok daha fazla
oldugu gérulmustar (20).

Bu galismada hedef olarak segilen HBsAg ekspresyonunda elde edilmesi
amagclanan Griniin 6zellikle agi galismalarinda kullaniimasi amaglandigindan
biyolojik aktivitesinin ve antijenitesinin bozulmamasi, dogala yakin olmasi ve bol
miktarda elde edilebilmesi 6nemlidir. Maliyetin ucuz olmasi da géz ardi
edilmemelidir. Bu 6zellikler dikkate alindijinda baculovirus-bécek hicre kuitlr
sisteminin oldukga avantajl bir sistem oldugu gériilmektedir.

Ozellikle asi gibi tedavi amagh kullanhilacak Urlinlerde emniyet énemli bir
faktordur. Urliniin kullanimi ile gérilecek yan etkilerin minimum olmasi gerekir. Bu
nedenle elde*edilen proteinin mumkin oldugu kadar saf olmasi istenir. Memeli
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hiicre sisteminden elde edilen antijenin kullaniminda potansiyel bir risk, Griinin
eldesi sirasinda reziduel hiicresel DNA ile kontamine olmasidir. Baculovirus-b&cek
hicre sisteminde bdyle bir risk bulunmamaktadir. Ayrica baculoviruslarin
vertebralilar ic}in patojen olmamasi sistemin diger bir avantajidir. Mayalardan elde
edilen Uriinler oldukga saf olmasina karsin rezidiiel maya kontaminasyonlan
nedeniyle allerjik reaksiyonlar bildirilmistir (10). Baculovirus sisteminde ise boyle
bir olgu bildirilmemistir.

Yapilan bu c¢aligmada bir diger 6nemli unsur da rekombinant DNA
teknolojisinin laboratuvar pratigine sokulmasi olmustur. Uygulanan prokaryot
klonlama ve odkaryot ekspresyon teknikleri ile Bilim Dalimizda énemli teknolojik
ilerlemeler gergeklestirildigi kanisindayiz. Bu ¢alismalarin devami olacak sekilde
bundan sonraki hedefimiz, tretilen HBsAg aptijeni i¢in uygun, ucuz ve kullanigh bir
protein purifikasyon sisteminin laboratuvarimiza kazandiriimasi olacaktir.

Sonug¢ olarak denilebilir ki; baculovirus-bécek hicre kalturi sistemiyle
rekombinant proteinlerin eide edilmesi, kullanigh ve énemli avantajlari olan bir
yéntem oldugu gibi drinlerin tedavi, imminizasyon veya tanisal amagli

kullaniimasi i¢in de uygundur.
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OzZET

Bu galismada, Hepatit B virusu pozitif hastalarin serumundan PCR metodu
kullanilarak HBsAg gen bdélgesi amplifiye edilmig, bu- amplikonlar énce E.coli
klonlama vektériine aktarimig daha sonra bu vektdrden alinan gen bdlgesi
baculovirus’lar igin transfeksiyon vektéri olan pMelBac plazmidine klonlanmigtir.
Elde edilen rekombinant vekttr, bécek (Trichiplusia ni) hiicre kiltlirine (High Five
Cell) transfekte edilmistir. Daha sonra hicre kdiltari iginden, rekombine olan
hicreler ayniimig ve yeterli sekilde HBsAg Urettikleri ELISA ile gosterilmistir.

Calisma sonucunda rekombinant DNA teknolojisinin Bilim Dali laboratuvar
pratijine sokulmasi amacina da ulagiimigtir.

llave olarak baculovirus-bécek hiicre kiltir sistemi ile rekombinant
proteinlerin elde edilmesinin diger ydntemlere gére 6nemli avantajlar sagladig! da

gosterilmistir.
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SUMMARY
EXPRESSION OF HEPATITIS B VIRUS SURFACE ANTIGEN IN INSECT
CELLS (TRICHOPLUSIA NI) WITH A BACULOVIRUS SYSTEM

In this study, by using PCR method HBsAg gene was amplified from hepatit
B virus positive patients serum. These amplicons first transfered to E.coli cloning
vector and then the gene taken from this vector was cloned to pMelBac
transfection vector for baculovirus. Trichiplusia ni. The recombinant vector that
was obtained, transfected to insect (Trichiplusia ni) cell culture (High Five cell).
The recombinant cells were purified from cell culture and it was seen by ELISA
that they produce HBsAg sufficiently.

By completing this thesis study, it was achieved that the application of
recombinant DNA techniques has been a routine procedure in daily practice of our
laboratory.

In addition, it was shown that obtaining the recombinant proteins by using
Baculovirus-insect cell culture system has some advantages when compared with

other procedures.
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