ARASTIRMA

Gllhane Tip Dergisi 2009; 51: 91-93

© Gilhane Askeri Tip Akademisi 2009

HBeAg gen bolgesinin Saccharomyces
cerevisiae’da ekspresyonu

Mehmet Yapar (*), Kenan Sener (*), Orhan Bedir (**), Ertan Altayl (***), Ayhan Kubar (*)

OZET

HBeAg/anti-HBe serokonversiyonu hepatit B enfeksiyonlarinin tanisinda sik
kullanilan gostergelerden birisidir. Bu calismada serolojik testlerde kullanilan
HBeAg proteinini elde etmek amaciyla hepatit B viriisii (HBV) “e” antijen gen
bolgesi Saccharomyces cerevisiae’ya aktarildi ve eksprese ettirildi. Bunun
icin dncelikle HBeAg gen bélgesi PCR yontemiyle cogaltildi. Daha sonra
amplikonlar TOPO® TA ekspresyon kiti ile pYES2.1 plazmidine klonlandi ve
kompetan bakteriye (TOPO 10F Escherichia coli) transforme edildi. Am-
pisilinli LB agarda cogaltilan kompetan bakteriden pYES2.1+HBeAg plaz-
midi izole edildi ve S.c. EasyComp transformasyon kitiyle Saccharomyces
cerevisiae'ya transforme edildi. Son olarak, HBeAg’nin maya tarafindan
eksprese edilip edilmedidi iki farkll otomatize sistem araciligiyla kontrol edil-
di. Elde edilen HBeAg ireten maya hiicreleri sonraki ¢alismalarda retilen
proteinlerin pur olarak elde edilmesine imkan saglayabilir.
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SUMMARY

Expression of HBeAg gene region in Saccharomyces cerevisiae
HBeAg/anti-HBe seroconversion is one of the markers frequently used in
the diagnosis of hepatitis B infection. In this study, the “e” antigen gene
region of the hepatitis B virus (HBV) was transformed to Saccharomyces
cerevisiae and expressed by the yeast in order to obtain HBeAg protein used
in serologic tests. Firstly, HBeAg gene region was amplified by PCR method.
Later, the amplicons were cloned into the plasmid pYES2.1 via the TOPO®
TA expression kit and transformed into the competent bacteria (TOPO10F
Escherichia coli). The plasmid pYES2.1+HBeAg was isolated from the
competent bacteria, which was cultivated on LB media supplemented with
ampicillin, and transformed to Saccharomyces cerevisiae via the S.c. Easy-
Comp Transformation Kit. Finally, whether HBeAg was expressed by the
yeast was checked through two different automatized systems. HbeAg pro-
ducing yeast cells obtained may render it possible to purely isolate proteins
in future studies.
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Girig

Hepatit B viriisti (HBV) tizerinde, tanimlandig: giin-
den bu yana ¢ok yogun c¢alismalar yapilmistir ve gelis-
tirilen serolojik yontemler ile bu viriisiin neden oldugu
enfeksiyonlarin tiim diinyada ne denli yaygin oldugu
ortaya konmustur. Glintimiizde ¢cogunlugu gelismekte
olan tilkelerde olmak tizere 350 milyondan fazla insa-
nin HBV tastyicist oldugu tahmin edilmektedir (1,2).
Tastyiciligin belirlenmesinde kullanilan serolojik gos-
terge hepatit B virtistiniin yiizey antijeni (HBsAg) iken,
buna eslik eden hepatit B viriis “e” antijen (HBeAg)
varlig1 genellikle viriistin aktif replikasyonu olarak ka-
bul edilmektedir (1). HBeAg varlig1 genc tastyicilarda
yetiskin tasiyicilara gore daha yiiksek iken, anti-HBe
prevalansi ise yasla birlikte artis gostermektedir (2).

HBV genomunun kor bolgesine ait iki acik okuma
bolgesi (“Open Reading Frame”; ORF) bulunmaktadir
ve eger sentez Pre-C kisminda yer alan Adenin Urasil
Guanin (AUG) baslangic kodonundan baslarsa 212
amino asidlik bir translasyon {irtini ortaya ¢ikmakta-
dir ve bu trtin HBeAg'nin oncili (p2S) olan bir mo-
lekdldir (1,2). Akut olgularda serumda HBeAg, HBsAg
ile hemen hemen ayni donemde belirir ve HBsAg’'den
once kaybolur. HBeAg'nin kaybolmasi ve ozellikle
spesifik antikoru olan anti-HBe'nin ortaya c¢ikmasi
(HBeAg/Anti-HBe serokonversiyonu) hastali§in iyiles-
meye dogru gittiginin kanit1 olarak kabul edilmektedir
(1). Hem HBeAg, hem de anti-HBe serolojik yontemler-
le saptanabilmektedir. Hepatit B virtistiniin iiretilmesi
pratikte miimkiin olmadigindan, antijenik yapilarin
elde edilmesinde daha ¢ok rekombinant DNA teknolo-
jisi kullanilmaktadir. Bu teknoloji sayesinde HBV'nin
antijenik proteinleri degisik sistemlerde ekspresyon
yoluyla bol miktarda tretilebilmektedir (3).

Bu calismada HBV DNA’s1 porzitif hasta serumlarin-
dan PCR yontemiyle cogaltilan HBeAg gen bolgesinin
pYES2.1 TOPO TA okaryotik ekspresyon vektoriine
yerlestirilerek bu antijeni eksprese edecek maya hiicre-
lerine transformasyonu amaclandi.
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Gereg ve Yontem

HBeAg gen bdlgesinin elde edilmesi: Klonlanacak PCR
drtinlerinin elde edilebilmesi amaciyla HBeAg'ye
0zgii primerlerin dizayni, GenBank’ta bulunan HBV
komple genom dizilerinden 97 tanesi referans ali-
narak kendi yazilimimiz olan OligoYap 4.0 isim-
li bilgisayar programi araciliiyla hazirlandi (4).
HBeAg icin “sense” primer (1812. baz) olarak 5’
CCATGCAACTTTTTCACCTCTGCC 3’ ve “antisense”
primer (2457. baz) olarak 5’ AGTTTCCCACCTTATGA
GTCCAAGG 3’ dizileri tespit edilerek sentezlettirildi
(MWG, Almanya). Rutin tani laboratuvarimizda HBV
yoniinden pozitif bulunan hasta serumlarindan elde
edilen DNA’lar kullanilarak PCR islemi daha énce ta-
nimlandig1 sekilde yapild: (5). PCR sonrasi yapilan
agaroz jel elektroforezinde elde edilen amplikonlara
ait bandlar jelden kesilerek “Invisorb Spin Rapid PCR
Kit” (Invitek-Almanya) ile tiretici firmanin Onerileri
dogrultusunda piirifiye edildi.

Ekspresyon vektorinin hazirlanmasi ve kompetan bakte-
riye aktariimasi: HBeAg gen bolgesine ait PCR {irtinleri-
nin plazmid vektoriine klonlanmast i¢in pYES2.1 TOPO
TA ekspresyon kiti (Invitrogen, ABD) kullanildi. Uretici
firma Onerileri dogrultusunda PCR amplikonundan 4
pl, tuz soliisyonundan 1 pl, TOPO vektoriinden 1 ul
karistirilip oda 1s1sinda S dakika bekletildi. Elde edilen
rekombinant vektor CaCl, metodu ile hazirlanan kom-
petan bakteriye (TOPO 10F Escherichia coli) transforme
edildi (6). Transformasyon sonrasi bakteriler 100 pg/ml
ampisilin iceren LB (Luria Bertni) agar [%1 tryptone
(Merck/Almanya), %0.5 yeast extract (Difco/ABD), %1
NaCl (Merck/Almanya), 15 gr/lt agar (Difco/ABD)-steril
distile su icinde] plaklara yayilarak ekildi. Inkiibasyon
sonrasi iireyen kolonilerden Plasmid Mini Kit (Qiagen,
Almanya) kullanilarak, tretici firma 6nerileri dogrultu-
sunda yogun plazmid (120 pg/ml) izolasyonu yapild.
Bu plazmidlere pYES 2.1+HBeAg ad1 verildi. HBeAg gen
bolgesine ait PCR {irtinlerinin klonlama bolgelerine gi-
rip girmedigini kontrol etmek icin, “sense” primer vek-
tor tizerindeki “GAL1 forward priming site” alanindan,
“antisense” ise amplikon tizerinden secilerek, kit kul-
lanma kilavuzunda belirtilen reaksiyon kosullarinda
PCR islemi yapildi.

Ekspresyon vektoriiniin kompetan mayaya transformas-
yonu: Bu islem i¢in S.c. EasyComp Transformation
Kit (Invitrogen, ABD) kullanildi. Once Saccharomyces
cerevisiae’ya ait tek koloni YEPD (Yeast Extract Peptone
Dextrose) [%1 yeast extract (Difco/ABD), %2 pepton
(Merck/Almanya), %1 glukoz (Sigma/Almanya)-steril
distile su icinde] s1v1 besiyerine ekildi ve spektrofoto-
metrik olarak ol¢iilen 600 nm dalga boyundaki optik
dansite (OD,) degeri 1 olana kadar 30 °C’de inkiibe
edildi (7). Daha sonra kitin kullanma kilavuzunda be-
lirtildigi sekilde, hazirlanan kompetan maya hiicre-
lerine transformasyon islemi yapildi ve maya hiicre-
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leri urasil icermeyen SC-U besiyeri (Urasil icermeyen
SC besiyeri) [%0.67 yeast nitrojen base (Invitrogen/
ABD), %2 glukoz (Sigma/Almanya), %0.01 adenin-
arjinin-sistein-10sin-lizin—treonin-triptofan (Sigma/
Almanya), %0.005 aspartat-histidin-izoldsin-meti-
yonin—fenilalanin-prolin-serin-tirozin-valin (Sigma/
Almanya), %2 agar (Difco/ABD)-steril distile su icinde]
plaklarina ekilerek 30 °C’de inkiibe edildi. Normalde
urasil geni olmayan mayalar bu ortamda iireyemez-
ken, vektorti alan mayalar vektor tizerindeki urasil
geni sayesinde bu ortamda {iireyebildi. Bu nedenle
ireyen Kkoloniler transformant olarak degerlendirildi
(7). Transformantlar %20 galaktoz (Sigma/Almanya)
iceren sivi indiiksiyon besiyerine ekildi. Vektor tize-
rinde bulunan GAL1 promoteri sayesinde besiyerin-
deki galaktoz transkripsiyonu indikledi ve treyen
mayalar, klonlanmis geni eksprese edebildi (8).

HBeAg ekspresyonunun kontroli: Sivi indiiksiyon
besiyerinde tiireyen mayalarin parcalanmasi daha
once tamimlanan sekilde yapildi (9). HBeAg antije-
ninin maya tarafindan eksprese edilip edilmedigini
arastirmak icin parcalanmis maya ekstresi 3000 g’de
5 dakika santrifiij edildi. Ust siv1 baska bir tiipe ali-
narak 1000 kat sulandirildi ve rutin hepatit tam la-
boratuvarimizda bulunan mikropartikiil enzim im-
munassay prensibiyle calisan Abbott Axsym System
(Abbott/Almanya) ve kemiluminesen mikropartikiil
immunassay prensibiyle calisan Architect i2000 SR
(Abbott/Almanya) isimli iki farkli otomatize cihazda
HBeAg varlig1 yoniinden test edildi.

Bulgular

HBeAg primerleriyle yapilan PCR islemi sonrasinda
agaroz jelde 670 bp ile uyumlu bolgede amplikonlara
ait bant goriintisi elde edildi (Sekil 1a). Bu ampli-
konlarin ekspresyon vektoriine yerlestirilmesiyle elde
edilen pYES2.1+HBeAg plazmidinin kontroli i¢in ya-
pilan PCR islemi sonrasinda agaroz jel elektroforezin-
de beklendigi gibi 774 bp ile uyumlu bolgede amp-
likonlara ait bant gortintiisii elde edildi (Sekil 1b).
Rutin hepatit seroloji laboratuvarimizda kullanilan
Abbott Axsym System (Abbott/Almanya) ve Architect
i2000 SR (Abbott/Almanya) cihazlar ile parcalanmis
mayalarin bulundugu soliisyonda HBeAg varlig1 aras-
tirild1 ve her iki cihazda da reaktif (>1000 mIU/ml),
yani pozitif sonugclar elde edildi.

Tartisma

Hepatit B virtisiyle ilgili ¢alismalar daha cok re-
kombinant DNA teknolojisi tizerinde yogunlasmistir.
Hepatit B virtistiniin kodladig1 antijenlerin hem klon-
lama hem de ekspresyon vektorleri kullanilarak ¢ogal-
tilmas1 miimkiindiir. Klonlanan gen bolgelerine ait
translasyon tirtinlerinin ekspresyonu icin prokaryotik

Yapar ve ark.
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Sekil 1. a. HBeAg gene bolgesi primerleri ile yapilan PCR sonrasi

jel goruintiist (SM: Size marker, Yol 1: 670 bp ile uyumlu amplikon)

b. pYes2.1+HBeAg plazmid kontroli i¢in yapilan PCR jel goruntiusi
(SM: Size marker, Yol 1: 774 bp ile uyumlu amplikon)

veya Okaryotik sistemler kullanilmaktadir. Ancak pro-
karyotik sistemlerde ekspresyon sonrasi posttranslas-
yonel modifikasyonlar kisithdir. Bu nedenle daha cok
Okaryotlar tercih edilmektedir (10-12). Bu calismada
da hepatit B virus “e” antijen gen bolgesinin pYES2.1
TOPO® TA ekspresyon vektoriine klonlanmasi ve maya
hiicrelerine (S.cerevisiae) transforme edilerek eksprese
edilmesi saglandi.

Rekombinant DNA teknolojisi son 30 yildir yogun
olarak kullanilan bir teknoloji olup, tilkemizde de ya-
pilmis pek cok calisma mevcuttur. Ozellikle HBV ile
ilgili yapilmis benzer ¢aligmalar vardir ve bunlar konu
ile ilgili bilgi birikiminin artmas: yoniiyle 6nemli ¢alis-
malardir (5,11,12). Kaynaklarin kisitli olmasi ve farkl
merkezlerdeki deneyimlerin bir araya getirilmesindeki
zorluklar nedeniyle mevcut bilgi birikimlerinin tam
kitleri, as1 ve tedavi amach triinler gibi iilke ekonomi-
sine hissedilir seviyede katki saglayacak triinlere do-
nismesi kisith olmustur.

Hepatit B enfeksiyonu ile ilgili serolojik testler hem
tani, hem de tarama amagli olarak birinci basamak sag-
Iik hizmeti veren kuruluslar da dahil olmak tizere pek
cok saglik merkezinde ve kan bankacilifinda oldukca
stk kullanilmaktadir. Kullanilan serolojik ve molekii-
ler testlerin biiytik cogunlugu ithal trtinlerdir ve tilke
ekonomisine hatir1 sayilir bir yiik getirmektedir. Bu
nedenle sahip olunan bilgi birikiminin literatiire katk:
saglama c¢abasi yaninda, kendi 6z kaynaklarimizla elde
edilecek tirtinlere dontismesi icin kullanilmasi tilkemiz
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bilim insanlari tizerine diisen bir gorevdir. Bu calisma-
nin, hepatit B enfeksiyonlarinin tanisinda kullanila-
cak serolojik ve molekiiler tani kitlerinin gelistirilmesi
amaciyla planlanmis ¢cok merkezli bir projenin parca-
s1 olmasi ve yukarida sozi edilen nedenlerden dolay1
onemli oldugu distintilmektedir. Bu ¢calismanin klon-
lama ve ekspresyon ile ilgili pratik deneyimlerimizi
artirdi@i distinilmektedir. Kullandigimiz pYES2.1
TOPO® TA ekspresyon vektorii HBeAg gibi proteinlerin
ekspresyonu icin kullanimi kolay ve verimli bir vektor
olarak degerlendirildi. Ekspresyonun bir 0karyot olan
mayada yapilmis olmasi, elde edilecek proteinin tanisal
amaclh hazirlanacak kitlerde kullanilabilmesine imkan
tanimaktadir. Sonucta HBeAg iireten maya hiicreleri
elde edildi ve sonraki calismalarda tiretilen proteinle-
rin piir olarak elde edilmesi planlanmaktadir.
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