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ONSOZ

TAg-1018 no'lu Tubitak tarafindan destekli proje kapsaminda, vi-
ral hastaliklarin vanisira, tumoral ve kaltsal hastaliklarain
tanisina olanak saglayacak Rekombinant DNA Telknolojiszine davalza
Molekliler Hibridizasyon yontemi, Marmara Universitesi Tip FaklUltesi
Tibbi Biyocoloji ve Genetik Anabilim Dali labotatuvarinda basari ile
oturtulmustur.
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TURK1YEDE KRON1K KARACIGER HASTALARINDA SERUM HBV DNA
DUZEYLERININ DOT-BLOT YONTEMI iLE SAPTANMASI

GIR1S

Hepatit B virdsu (HBV)infeksiyonu, kronik hepatit, siroz ve he-
patoselliiler karsinoma gibil tedavisi mumkin olmavan onemll karaci-
ger hastaliklarina yol acmaktadir(2,22) Hepatit B vyizey antijeninin
(HBsAg) seropozitif olmasina dayanarak, dinyada 300 milyondan fazla
kisinin HBV ile kronik olarak infekte oldupgu disinilmektedir(1,18).
Tirkiyede hepatit B tasayicilizi ise bolgeler aras: farklilaklar
bir vana barakildiginda ortalama %8 dir(9,12).Bu nedenlerle Hepatit
B, viris infeksiyonu,dinyanin diger ulkelerinde oldugu gibi Ulke-
mizde de halk sagligil acisaindan bUyik bir sorun teskil etmektedir,

Hepatit B virusunln replikasyonunu zo0steren en duvarl: ve en
guvenilir parametre serum HBV DNA dir(3,4,5), Serum HBV DNA, Hepa-
tit B e antijeni (HBsAg) ve DNA polimeraz aktivitesine kivasla gore
viral replikasyonun daha hassas ve erken gostergesidir. Avrica bu
parametre tedavive alinacak hastalarin secinine ve uygulanan teda~»
vinin etkinliginin izlenmesine de olanak saglamaktadair. ,

;Ozelllkleqapti~HBe"pozztlf olaa, pre—-core bolge31nde mutésy@n;f,'

goésteren virdslerin replikasyonunun saptanmasinda, dolayisivla te-

davi sdilecek hagtalarin seciminde sevum HEYV DNA tel kriterdir,w,a'~;
(6,7,11).

Serum HBV DNA duzeyleranxn taylﬂl, diurkive ' de az sayzda mexr--
kezde ticari sekilde hazirlanmis kitlerle yapilmaktadir Ancak b
yontem hem malivetinin viuksek, hen de, dusuk serum HBY DNA duze,

lerinde duyarlaliginin az olmasznd&n dmzayz tercih ﬂézimemektedlr.,¢4ﬁ

- -Bu projenin amaci, kronik Hgthaslylallar;nda Zzerum HBV DNA du- . -
~-zeylerinin duverls ve pglivenilir bir vontem olan dot-blot hibridi-
‘.zasyon ydOntemi ile saptanmasi ve HBV arastirmasa icin DNA dizi .
~analiz yontemleri bilimsel alt yapisinin hazirlanmasaidar,
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GEL1ISHME

SERUM HBV DNA DUZEYI§i§ DOT-BLOT HiBEiEiZéﬁXﬁﬁ YONTEMI 1LE
ANALIZI . - V ,

Serum HBV DNA sinin dot-blot hibridizasyon yonteni ile tavini
probun eldesi, hasta serum Srneklerinin ve standartlarin hazarlan-
masi, naylon membrana yilklenmesi, probun radyoaktivite ile izaret -
lenmesi, prehibridizasyon, hibridizasyon, vikama ve ctoradyopran
asamalarindan olusur . Otoradyogran sonrasinda membrana yuklenmis
srneklerin HBV DNA diizeyleri sintilasyon sayacinda sayilan
radyoaktiviteye gobre cizilen standart egri tizerinden hesaplanir.

A)Bakterileriden Probun Elde Edilmesi

1) Transformasyon -

Bu calaismada kullanalan prob, 4.7 kb 13k Tetrasiklin direnc geni
tasiyan PBR 322 plazmidine Yho I enzimivle eklenmis 4 adet 2 2kb
11k HBV genomunu jcermektedir (HBY senomd “he 1 enzimi kesim bolgele
ri icermemektedir). BRL DH5 alfa kompetan E.Coli hilcreleri (Gibco)
treticinin transformasyon protokolune uyaun olarak bu ligasyon uri-
nii (HBV DNA+plazmid) kullanilarak tran=forme edilmistir. -70°C de
saklanan kompetan hucrelerden 100 1l alinarak onceden sogutulmus
olan polipropilen tuplere (Falcon 5059) konulmus ve 5 ng/ul olacak
sekilde dilile edilmis clan 2 ul ligesyon urunt ile karastaivilmis-
tir.. Ayraica, transformasyon etkinligini gostermek icin kontrol DHA
dan (PUC 19) 5 ul (0.05 ng) alinarak 100 ul kompetan hicre iceren
tiipe konulmus ve her iki tip 30 dakika sureyle buz iistinde inkibas-
yona,blrakllmlstlr.inkubasyonu takiben bu tupler, 1831 soku saglamak

“amacivla 45 saniye siireyle herhangi bir ajitasyona tabi tutulmadan

42°C 1ik su banyosunda bekletilmistir.
2 Kﬁltﬁrr{LB},'

a)s.0.c *

42”0 iik inkibasyonun ardindan, tipler 2 &aki%a stireyle baz'

- ustine alinmis ve lzerlerine 900 ul oda 1s1s51inda bekletilmis* 5.0.C

eklenerek~37ac'de {1 saat siireyle 225 rpm 1ik bir calkalanma hizainda
inkiibe edilmistir. —

fCalismada kullanilan solusyon ve tamponlar ekte belirtilmistir.




b)LB Kati besiyeri*

Bunu takiben,HBV DNA tasiyan plazmid ile transforme olmus E . Coli
kiltir Uridninden 50 ul,100 ul,350 ul alinmis ve 12.5 ug/ml
Tetrasiklin iceren LB kultir plagina ekilerek gece bovu 27% de
inkiibasyona blrakllmlstlr Ayni iglem, 5.0.C tamponu ile 1:100
sulandarilmis kontrol DNA'saina da uygulamnmastar,

¢}LB Sivi besiyeri

tnkiibasyon siiresinin scnunda her 2 plakta da dreme gizlenmis ve
plazmide takili HBV DNA'si dceren E.Coli kolonilerinden 1 tanesi
alanarak,12.5 ug/ml Tetrasiklin dceren 10 mil'lik B kiiltlir ortamina
ekilmis ve 160 rpm'de gece boyvu 3736 de inkibe edilmistir. Gliserol
stok hazirlamak amaciyla,bu kultir ortamlndan 200 ul alinmis ve
Uzerine 800 ul gliserol eklenerek -70°C de saklanmistir.

3)Modifive Alkalen Lizis

Transforme edildikten sonra kiltir ortaminda cegaltllmlé E;deli

hilcrelerinden HBY DNA tasavan plazmidi izole etmek amacavia modifi-

yve Alkalen Lizis yontemi kullanalmistair. Bu yontemin secilme nedeni
kaynatma, lizoczim ve fenol/kiorofornm ekstraksivony olmaksizan 10
dakika gibl kisa bir surede uygulenabilmesidir yYonteme gore, 1B
kiltir Urinunden 1.5 ml alinarak iki kez 30 saniye sire jle santri-
fiii edilmig ve tibln dibinde 50 ul barakildibtan sonra kalan szuper
natan atilmistar. Ardindan hucre peleti vortekslenerek hiicreler iyi
ce suspanse edilmis ve suspansiyon Uzerine 300 ul TENS* konula-
‘rak 5 saniye slrevle vortekslenmistir kElde edilen koyu kavamla: bu
‘kKarisama 300 ul 3.0 M Sodyum Asetat Ph 5.2 eklenmis ve vortekslen-
; ‘ en  hiicre atiklari ile kromozomal DNA vi1 cOktirmek amacaiy
la iki dakika mikrosantrifiijde santrifiijlenmistir. Supernatan temiz
“bir tibe alinarak 0.9 ml %99 luk soguk etanol ile karistarilmis;
iki dakika sura,zle tekray santrifiujlenmis ve elde edilen pelet 1im
%70 1ik sopuk etanol ile yikanmistair. Coktirilen pelet 37°C de 3
" dakika sureyle kurutulmayl takiben 40 ul suda gezulmug ve uzerlne
clacak sekilde 10 ug/ml RNase* eklenmistlr ‘

4 .Gorilintileme

. Plazmid DNA sani goruntillemek amaciyla mini prep urtund %1 agaroz-
Tuk (TAE 1x)? gelde yuribulmus ve 17.5 kb dak (4.7 kb 4%3 2 kb)
4 adet HBV genomu iceren plazmid bandi gozlenmigtir. Cogaltilan
plazmidin HBY DNA sin1 tasadigin: gosiermek amacavia da, Xho 1
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kesimi yapilmis ve 4.7 kb ve 3.2 kb olmak Uzere 2 ayri band goril-
mistur. ,

Calismamizda kullanilacak probun eldesi smrasxﬂda transiormasyon
asamasi ile probdan.standartlarain hazirlanmasa aragxnda cok zaman
gectiginden transforme edilmis E Coli hiuicreleri oOnce LB kiiltiiy orta
minda ¢ogaltilmig ve bu kiultlr hacmine daha sonra Modifiye Alkalen
lizis uygulanarak HBV DNA tasayan plazmldln varlxg;ndan xho 1 kesi
miyle -bir kez daha emin olunmustur.

S)KG1tur(TB)

HBV DNA sinin varlaigindan bu sek lde emin olunduktan sonra, 1 ml
LB kultur irinU,daha zengin bir besiyeri olan ve 100 ul (12. S ‘mg/ml
Tetrasiklin iceren 100 ml 1ik TB* (terrific broth) iceren 2 adet
erlene konmus ve 37°C de gzece boyu ajitasyonla inkibe edilmistir.
125 ml 1ik kiiltiir irtini 3000 rpm de 5 dakika siireyle santrifij-
lennis ve pelete Qiagen Inc prosediiri uysulanmaistir. Bu prosedur,
Modifiye Alkalen Lizis ile Qiagen resinin yiiksek ayirim czelligine
dayanmaktadar Caligmada, plazmid DNA haglsams kapasitesi 500 mg olan
Qiagen-tip 500 kullanilmis ve Ureticinin protokolinde Snerildigzi
gibi,LB yerine daha zengin bir besi yeri olan TB kullanildlgzaindan
kolona uygulanacak olan kidltir hac;ml 150 ml verine 125 ml ile
olarak belirlenmistir. ' - '

6)Y@iagen yvontemi

atHlcre Lizatinan Elde Ediimesi -

Santrifij sonrasi elde edilen bakterivel pelet, 10 ug/ml RNase A -
iceren P1* tamponunda suspanse edilmis ve 10 ml P2* tamponu eklen
dikten sonra hafifce karastirilarak oda isis=inda bes dakika sireyle

inkiibe edilmistir.Elde edilen viskoz lizata 10 ml sozuk P3* tamponu

ilave edildikten hemen sonra tilp 5-6 kez ters yiz edilerek karis-
tiridimis ve buz lstinde 20 dakika siireyle 1n§abaﬁyana birakailmas-
tir.Hicre lizatai, (30000 g) 12500 rpm de 4 9c de Sorvall AHT 629

crotor kullanilarak 30 dakika sursyie santrifililenmis ve berrak bir
supernatan elde edilmistir. (Temiz bir gug%rﬁatan éld@ %dllm@dlgl

takdirde santrifilj tekrarlanabilir) .

b)YKolondan Gecirefek Saflastirma

~‘giagen kolonu kullanilarak, lizattaki tuz, pH sartlari ve Qiagen’
in secicilipi savesinde sadece DNA nain kolona baglanmasi amaclan-
maktadir. Supernatandan 125 ul bir tibe ayraldiktan sonra (no.1)
kalan, 10 ml QBT tamponu ile dengelenmis olan Qiagen kolonuna
uygulanmistir Teplanan sivadan da 125 ul bagka bir tiipe aktaral-
diktan sonra(no.2) kolon, 2 kez 30 ml lik QC tamponu ile yikanmis
ve bu asamada da kolondan akan sividan 500 ul drnek ayralmistar
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(no.3).Boylece DNA nan fenol asamasi olmaksizan proteinlerden
arindirilarak kolona baglanmasi saglanmigtar.DNA daha sonra,kolonun
15 ml QF tamponu yikanmasi sonucu elie edilmic ve bu eluattan 50 ul

no.4 ayrilmastir{no.4).
c}DNA'nin Tuzdan Arlndlrilarak Kcns&ntra Edilmesi

DNA eluataina 0.7 hacim izopropanol eklenmis ve (15000 g),9000 rpm
de 4°C de sorvall AHT 629 rotor kullanilarak 30 dakika siireyle
santrifij edilmistir. Supernatanin atailmasini takiben pelet, 15 ml
%70 lik soguk etanol ile yikanmis ve 5-10 dakika oda isisinda kuru-
tularak 1300 ul TE* de cézﬁlmﬁstﬁr ' '

Spektrometrik olarak 260 nm de 0§tlk dan%1t¢ cletlmus ve DNA'nan
konsantrasyonu belirlenmistir. ,

d)Analitik Gelde Goruntuieme,

Qiagen prosedirinun her asamas;nda toplanan {no 1,2,3 ve 4)
drnekler %1 szarczliuk gelds yu?utuiwrw? plazmidin wldm adilme

verimi gozlenmlstlr

Elde edilen Plazmid DNA, Xho I enzimivle 37°C de 4 saat slre ile
inkibe edilmis ve large scale kesin Grﬂnﬁ %0.8 low melting agaroz-
luk gelde (1xTBE) yuriitillerek PBER 320 plagmidine ait 4.7 Eb’'lik ve
HBV. gencomuna 3 2 kb 11k HBY genomuna a;ﬁ 2 avra bant tesplt edil*
mistir.

71Prep A Gene §iqﬁert in ldeSLQ

‘Uzun siireli elektroforezi (100V sabit) takiben 3.2 kb 1lik HBV
genomuna ait olan band steril bir jiletle Transilluminator kullanl—
larak UV altanda gelden kesilmis ve Prep-A Gene matriks materyali =
den {Bio Rad Cat no. J52-8010) geciril@r%k inesert gat olarak aldm~

ed11m1$t1r

Silikaya dayali blr y@ntem olan Prep A Gerne, DHA nin hlzla tuz

. RNA, protein, organik molventler, 5DS ve enzim inhibe edici etkenA
_lerden uzaklastirilip, saf olarak konsantre edilmesi amaciyla

kullanalmistar.

Bu yonteme gore gelden kesilen 3.2 kb lik bant mikrosantrifij
tibiine konulmus ve bir kac sanive santrifijlenersk gelin parce- ,
larinin tiibiin dibine toplanmasi saglanmistar. Gel hacminin ° kati.
hacim Prep A gene baglama tamponu eklenerek calkalanan tip, agaro-
zun c¢dziilmesi icin 37°C de birkac dakika slreyle bekletilmigtir.
Kullanilacak matriks hacmi Prep A Gene matriksinin super sarmal DNA
yi baglama kapasitesinin 0.2 ug DHA/ul matr;ks oiéugu gozonunde
bulundurularak hesaplanmiﬁtlr

Belirlenen uygun miktardaki Prep A gene matriksi tipe éklenmi$ ve
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hafifce vortekslendikten sonra 10 dakika siireyle oda isisanda inkii-
basyona birakilmistir. 30 ganiye siireyle yapilan santrifiju taki-
ben, silpernatan atilarak DNA peleti elde edilmistir.Daha sonra
pelat, DNA matrikesinin S0 kati baglama tamponu icinde vikanmaig:
hafifce vortekslenerek cozllmis ve kisa siireyle santrifijlenmis-~
tir.Bu yikama islemi 2 kez tekrar edilmistir. Elde edilen pelet,
matriks hacmi nin 50 kati yikama tamponu ile 3 kez yikanmis ve
santrifijlenerek supernatanin timd atilmistair.

Matrikse baglanmis olan DNA nin elusyonu amaciyla, matrikse
matriks hacmi kadar eliisyon tamponu sklenmis ve 37°C de & dakika
slireyle inkibe edilmistir. Bu sekilde, kati bir pelet elde etmek
lUzere santrifiijlenen DNA nin yvaklagik %75 inin supernatana gecmesi
saglanmistir. Pelette kalan DNA nin geri kazanilmasi amaciyla pe-
let, es hacim ellisyon tamponu ile bir kez daha yaikanmis ve DNA
iceren supernatanlar temiz bir tiipte toplanmistair.

B)Hasta Serum Orneklerinin ve Standartlarin Hazirlanmasi

1)Serum Yrneklerinin Hazirlanmasa

Serumdan konsantre HBV DNA elde etmek amaciyla 100 ul serum
1200ul sukroz* yastik iizerine yavasca konularak 25.000 rpm de 4°¢
de 4.5 saat Sorvall santrifijde TFT 800 tip rotor kullanilarak '
santrifidj edilmistir.Santrifij sonrasi gradient dokilerek tiibiin
kenarlari dibe degmeden tuvalet kagidi ile kurulanmis ve pelet,
100 ul 10X SSC icinde iyice ¢oézilmistiir.

2)Standartlarin Hazairlanmasa

Prep A Gene den gecirilen probdan kullan;larak 200 ul 10xSSC de
800 pg HBV DNA icerecek sekilde ilk standart hazirlanmis ve bu ka-

- risim, DNA nin kolay denatiire olmasi amaciyla 15 dakika sireyle

37°C de bekletilmistir.Daha sonra, ilk'standart 10x%55C ile sulandi-
ri larak seri diliisyona tabi tutulmus ve 800 pg a ek olarak 400,

200, 100,50,25,12.5 ve 6.25 Pg lik HBV DNA iceren toplam 8 adet
standart elde edilmietir. - i

Belirtilen sekilde hazirlanmis serum Srnekleri ve standartlar
100 ul 2 M Sodyum Klorir ile 200 ul 1 M Sodyum Hidroksit eklenerek
oda 1sisinda 10 dakika bekletilmis ve HBV DNA nin denatire edil-
mesi saglanmistair.

C}) Hasta Serum ve Standartlarin Membrana Yuklenmesi

Serum ve standartlardan alinan 160 ul lik &rnek Bio-Rad dot-blot
cihazi ve 5-10 mm Hg basinci saglayan Millipore vakum pompasi kulla
nilarak naylon membrana (Dupont Gene Screen Plus) aktarilmistir.
Orneklerin duplike olarak calisilmasina ek olarak ,membrana negatif
ve pozitif kontrol serum ornekleri de yiiklenmistir. Yikleme sonras:

6
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dot-blot dan cikarilan membran 0.5 M-tris pH 7.5 ile 0.5 M  Sodyum
Kloriir iceren karaisaimda 10 dakika siireyle bekletilerek notralize
edilmigtir. Bir ucu kesilerek ylkleme sirasinin karismamasy
saglanan membran, 80°C lik etivde iki saat kurutularak DNA'laran
membrana tespit edilmesi saglanmistir. Kurutulmay:i takiben, her bir
srnegin sintilasyan sayacinda dogru olarak sayilabilmesi amaciyla
membrandaki dot-blotlar kursun kalemle g¢izilerek belirgin hale ge~
tirilmistir.

D)Probun Isaretlenmesi

Hibridizasyon icin gerekli prob, Qiagen prosedurl sonrasi elde
edilen irdnin Xho I kesimini takiben %0.8 lik low melting agaroz
gelinde elektroforeze tabi tutularak gelden kesilen 3.2 Kb lak
bandin 65°C de eritilmesiyle hazirlanmis ve 25 ng 1ik alikot lara
ayrilarak -20°C de saklanmistir. tsaretleme o&ncesi, alikotlardan
birisi alinarak alfa 32P dCTP ile Random Primed kiti(Bio-labs)
kullanilarak isaretlenmistir.

Bu amacla, prob, 10 ul dH O ilavesi ile S dakika silireyle kayna-
ti1lmis ve hemen buza alaindiktan sonra sayfa Mde belirtilen reak-
siyon ortaminda,oda i1sisinda gece boyu inkiibe edilmistir.inkibas-
yonu takiben 5'er ul drnek alinarak 2 adet GFC 100 filtreye konul-
mus ve filtrelerden birisi dnce %10 TCA da sonra da %70 lik etanocl-
de 15 dakika siireyle 4 C de bekletilmistir.Her iki filtre 37°C de
kurutulduktan sonra Tricarb sintilasyon sayacainda 14 C kana-lainda
sayilmis ve elde edilen sayimlardan inkorporasyon verimi hesaplan-
mistair. :

E)Prehibridizasyon/Hibridizasyon

25 ml (200 ul/cm2) Hibridizasyon solusyonu es hacimde Formamid
ile karistirilarak icinde membran bulunan plastik kutuya konulmus
ve siirekli ajitasyon ile 42°C de 2 saat silirevle prehibridazyona
tabi tutulmustur. Bunu takiben prehibridizasyon solusyonuna isaret-
lenmis prob ve background sinvalini azaltmak amaciyla denatire
edilmis salmon sperm DNA ilave edilmistir.Prob prehibridizasyon

solusycnuna ilave edilmeden once 10 dakika kaynar suda bekletile-

rek denatiire edilmistir.Membran siirekli ajitasyonla 16-18 saat
siireyle gece boyu 42°C de inkibasyona birakilmistair.

F)Yikama

Hibridizasyon tamamlandiktan sonra membran, baglanmamis probun
uzaklastirilmasi: amaciyla birinci yakama solusyonu ile 5 dakika
oda isisinda, 2 kez; 2.yikama solusyonunda 30 dakika slreyle 65°C
de 2 kez; 3.yikama solusyonunda 30 dakika siireyle oda asisinda 2
kez yikanmistair.Tim yikamalarda ajitasyon uygulanmagtar.

7



G Otoradzogfém

Yikanmis membran oda 1sisinda 15-20 dakika b@kl@tildikten‘s@nra
XR 5 Omat filmi ile birlikte icinde intensifying screen bulunan
kasete konularak -70°%c de barakilmis ve film karanlik cdada banvo
edilmistir. ' ' -

Otoradyogrami takiben membrana yiklenmis olan ornekler ve stan-
dartlar membrandan kesilmis ve 4 Er /1t de PPO iceren 5 ml lik to-
luen icinde sintilasyon sayacinda sayilmistir. Standartlardan ‘ic
kanalinda sayim sonucu elde edilen degerlere gore ¢izilen egri baz
alinarak, serum orneklerindeki HBV DNA diuzeyleri PE cinsinden he-
saplanmistar. ' ' . '
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Calaismada kullanilan tampon ve salusyonlér:

Sukroz Gradient:

Tris 0.01M
Nacl 0.05M
EDTA 0.002M
BSA 10mg/ml
Sukroz %30
B-Met iul/ml

10X 855C:

Nacl 1.5M
NaAc 0,15 M- Ph: 7.0 Hecl
LB: '

Bacto tryptone; %1
Bacto maya ozutldl %0.5
Nacl %1

T8:

AL2(w/VvYy bacto tryptone
%2.4 {w/v) mava ozitu
%004 (v /v) gliserocl

KHZPO4 0.17M
KZ2HPO4 0.072M

TENS:

10mM Tris Ph 8/Hcl
imM EDTA

Nacl

D5

TAE :

i6M Tris
0. 8M NaAC

40mM EDTA Ph7.2/glasial asetik asit
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TBE (104 o

Tris 89 uM/ml ’
Borik asit 89 uM/ml
EDTA 2 nM/ml

Giagen Pi:

50mM . Tris Ph 8/HCL
10mM EDTA
100 ug/ml RNase

RNase A:

10 mM Tris/HCI pH 7.5

15 mM Nacl icinde 10 mg/ml RNase A

100 C de 15 dakika kaynatailair. Oda

i1s1isina gelince alikotlanarak -20°% de saklanar.

Qlégen p2:

200mM NaOH
%1 SDSs

Qiagen P3:

3M KAc Ph 5.5

Qragen QBT:

750mM Nacl

50mM MOPS

%15 etanol Ph- 7
%15 Triton X

Qragen QC:

iM Nacl
50mM MOPS
%15 etanol

Gragen QF:

1.25M Nacl
S0mM Tris/HCL
%15 etancl Ph 8.5

10
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¥hol Kesim ortama:

12 ‘iinite XhO I enzimi 1 ul
HBV : 1 ul
Digtile sBU ; 7oul
Xho I enzim tamponu 1 ul

Random primed reaksivon ortama:

Sy -Reaksiyon tamponu 10 ul
BSA 2 ul
dNTP mix 2 ul
Alfa 32 P dCTP 4 ul
Klenow enzimi 2.5 ul
S.0.C.

1 M KCL ve 1 M NaCL stogu hazarlanir. 1 M MgCL2 6 HZO ve

1 M Mg304 7 H20 karaisami filtreden gecilerek 2 M Mg stosu
hazirlanir. Daha sonra 2 M Glukoz stogu yapilar, 97 ml dH20,

2 gr. bactotryptone, 0.5 gr maya Hziti, 1 ml 1m NaCL ve 0.25 ml
1 M KCl karisimi otoklavlandiktan sonra oda 1sisina geldiginde
bu karisima, 1 ml 2 M Mz stok ile 1 ml 2 M glukoz eklenerek,
filtreden gec¢irilir. ' ' ' .

11
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Bu projede, Hepatit B yuzey antijeni (HBsAg) pozitif (ELIsA) olan
100 hastanin serum orneklerindeki HBV DNA diizeyleri dot-blot hibri-
dizasyon yontemi ile saptanmistir. Otoradyogramda gorilen sinval
kriter alinarak hastalaran 17'2inin (%17) HBV DNA acisindan pozitif
oldugu belirlenmistir. '

Kompetan E.Coli hilcrelerinin HBV genomu tasivan plazmid ile trans
formasyonu gerceklestirildikten sonra, bu hilcreler kiulture edilmis
ve kiiltur driniinden Qiagen yontemi kullanilarak plazmid izole
edilmistir.Tim HBV genomunu iceren 3.2 kb lik prob,¥h0 1 enzim
resimi sonucu elde edilmis ve Prep A Gen prosediirii uygulanarak
basari ile saflastirilmistair. o

Modifiye Alkalen Lizis yontemi kullanilarak 4 adet HBY DNA zeno-
munu (4x3.2kb) iceren PBR 322 plazmidinin (4.7 KB) varlaigi, %»0.8
1ik (1x TAE) agaroz gelde 17.5 kb'lik bir bandin gorilmesi ile
saptanmig ve boylece t+ransformasyon asamasinin basarila oldupy gHs~
terilmistir. - (Foto 1) Ardindan bu plazmidin XhO 1 enzim keoin
bdlgesi icermeyen HBV DNA genomu tasidipgini dogrulamak amacivla,
yapilan XhO I enzimi ile kesim sonrasi 32 kb' 11k HBY DNA sina ait
bir banda ek olarak, 4.7 kb'lik plazmid DNA'sina ait band gorunti-
lenmistir. (foto 2}.

Terrific Broth (TB) kiiltir ortamainda trans=forme olmus hicreler
kiltiire edildikten sonra large scale plazmid izolasyonu QGiagen
prosediirii uygulanarak gerceklestirilmis ve saflagtirma asamasini
gdrintiilemek amaciyla analitik gel yapilmastar. Bunun icip daha
snce protokolde belirtilen 1-4 no'lu drnekler, 0.7 hacim '
izopropanol ile c¢oktirilmus ve elde edilen pelet %70 etanol lile
yikanmayi takiben S ml TE pH 8.0'de coziulmiustur. Hazirlanan bu Or-
lerden t'er ul alinmis ve %1'lik agaroz gelde (1xTBE) virtituiduakten
sonra EtBr ile boyanarak UV altanda goriintiilenmistir. Boylelikle

_prob'un protein ve RNA 'dan uzaklastirilarak saflastirilmaes: gozlen-

mistir. {(foto 3.

Qiagen prosedirt kullanilarak izole edilen plazmidin %ho I enzim-
le kesimi yapilmis ve drin, %1.2 1ik (1% TBE) lLow Meltiing agaroz
gelde ylritilerek 4.7 kb 11k plazmid ve 3.2 kb lak HBV DNA senomuna
ait 2 ayri bant olarak godrilmis ve bu bantlardan HBV genomuna ait
olan 3.2 kb'lik bant steril jiletle kesilerek, Prep-A Gene uygulan-
mistir. (foto 4).

12



Prep A Cene sonrasi saf olarak elde edilen probun konsantrasyonu
spektrofotometrik olarak 260 nm'de ockunmus ve 0.8 ug/ul olarak he-

sapltanmastir.

Hibridizasyon bnecesioC P dCTP ile isaretlenen probun isaretlen-
me veriminin ortalama %60 oldupu saptanmistair.

Proje boyunca ylritiilen prosediire ornek clarak, membran vikleme
semasy (sekil 1), hibridizasyon sonrasi otoradyosranm sonucuy
(foto 5) ve standartlardan elde edilen sintilasyon savanm sonucla-
rina goére ¢izilen egri ile se-rum orneklerindeki HBV DNA duzevlieri-
2) ekte sirasayvla gosterilmek-

nin pg cinsinden belirlenmesi (sekil
tedir. ‘
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Serum HBV DNA dizeylerinin molekiiler 819 lmzlde son vallards re-
ligtirilen Rekombinant DNA Teknolojisine dayali dot-blot hibrdi-
zasyon yontemi ile tayini, Turkiye'de ilk kez Marmara Universiteci
Tibbi Biyoloji Labaratuvari'nda gerceklestirilmistir. '

HBV tasiyicilagi yliksek clan Ulkemizde serum HBV DNA sainan bu
yoéntem ile tayini, Snemli bir halk sazligi sorununa 181k tutmak-
tadair. -

Calismamizda kullanilan Molekiiler Hibritleme Yontemi, birtakaim
avantajlari da beraberinde getirmektedir. Ulkemizde serum HEYV DHA
diizeyleri bazi laboratuvarlar tarafindan ticari kitler kullanila-
rak saptanmaktadir; ancak, bu oldukca pahalli bir véontemdir Kullan-
digimiz yontemin ticari kitlere istiinlugd, maliyetinin disuk olmasa
dir. Ayraca, bazi laboratuvarlarda da serum HBV DNA, Polimeras Zin-
cir Reak31yonu (PZR) dile tayvin edilmektedir. Bu yontem laboraty
varimizda dizi analizi amaciyla uygulanmaktadir. Ancak, PR, asira
duyarlilaigi nedeniyle, ¢ok diisik serum HBV DNA dizeylerini yiksek
gistereceginden, klinik amacli, Bzellikle tedavi wdllﬁcek et o la-
rin sec¢iminde elverisli bir yontenm degildir.

Dot-blot Hibridizasyon ydnteminin bir diger Sremli Gzellisi, du-
varlilak limitinin serolojik ybntemlere kivasla cldukeca yilkeek
olmasidar. 1 pg gibi dusik bir HBV DNA dizevini saptavabilmesine ek
olarak, HBeAg ve DNA polimeraz aktivitesi gibi replikatif BOblerpe

lerin negatlf oldugu durumlarda HBV'nin replikasvona devan @ttzglnl‘

gbsteren ve infektivite hakkinda . bilgi veren gUVQHlAlY biv vonpiem-
dir (20,21). Bu yontem ayrica, serumdaki viral genomun direkt ola-
rak saptanmasina colanak tanidigindan yiksek spesifiteve Eabhiot
(13,15} . .

- Bunlarin yanisira, tedaviye alinacak hastalarin saptanmasine ve ,
tedavinin degerlendirilerek prognozun belirlenmesine olanak dasls.
maktadir. Tedaviye HBY replikasyonu gésteren hastalar alanmaltadir,
HBEV DNA bunun en duyarli gbstergesidir, =ik olarak kullanilan dlﬁpr
bir replikasyon gostergesi HbeAg'ye gbre cok daha hassastir (s . 21) .

Ozellikle Ulkemizde ve diger Akdeniz Ulkelerinde goriilen precore

bolgesinde mutasyon gcsteren virisler e -antijenini yapamemaktadair.

Bu. virdsleri tdalydn haztalarin  tedavive ullnmaalndak tel briter
saerum HBV DNA dair.(7,12,14,15,16,19,22). .

Ayrica, tedaviye yanitin degerlendirilmesinde de, ilk dezisiklik

gosteren parametre serum HBV DNA oldugundan, tedavinin izlenmesi
acisindan Snem tasimaktadar.

14
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olan hastalardan yanit alma olasaliklar:a oldukea dizuktirie, 9},

Ayrica, gerek standartlar, gerek pozitif ve negatif kontrolle
rin gerekse hata serum Srneklerinin duplike olarak mwembrana '
yiiklendiginde benzer sonuc¢larin elde edilmesi, bu kantitatit sonuc
veren ydntemin cogaltalabilirliginin de yiksek oldusunun bir
gbstergesidir.(8,11,14)) (Sema 1) ,

Fenol/kloroform ekstraksiyonu sirasainda yvasanabilecek olasi HBV
DNA kaybi gdz oniine alinarak, konsantre serum HBV DNA elde etmek
amaciyla sukroz gradient (yastak) kullanalmistir. Bu peletlene
igleminin, diger olumlu bir yani ise, serum komponentlerinin uzak-
lastirilmasi sonucu kontaminasyonu onlemesidir. (10,13) ,

Dot-blot yéntemi ile, tek bir membrana 96 drnek viblensbhilopelbtise
ve 1 hastanin tedavi 6ncesi ve tedavi sonrasi serumlari ayna
membranda ayni kosullarda degerlendirilebilmekte ve bu da, belli
bir kullanim kolayligi getirmektedir.

Bu projede, dayvaniklilig: ve belli bir islemden gecirildikten
sonra tekrar kullanilabilirligi goz onine alinarak nitroselliloz
membran yerine naylon membran kullanilmigtar.

orneklerdeki DNA'larin membrana tespiti icin DNA ipliklerini
kirma potansiveli nedeniyle UV 1sigi yerine BO?C 1ik etiivde
firinlama yontemi tercih edilmistir. .

Membranlarin, drneklerin ylklenmesinden sonra hibridizasyon
asamasina kadar oda isisinda uzun sure bekletilebilmesi ydntemin
bir dizer ozelligidir. - . - : . .

Calasmanin prehibridizasycon ve hibridizasyon agamasana etkileyen
en onemli dge asadair, clnkU hibridizasyonun gerceklesmesi icin

1s1n1in 2(A+T)+4(G+C) formiilii ile belirlenen Tm degerine ulasmas:
gerekmektedir. Ancak, tim HBV genomu prob olarak kullanaldaigindan
ve Tm degeri c¢ok yuksek cikacagindan prehibridizasyon ve hibridi-
zasyon solusyonlarina es hacimde formamid eklenerek, hibridizasyon
15151 42°C'ye ayarlanmistar.

Bu arada hibridizasyon asamasinda probla ©zgul olmayan bagianma-
_ larin dnlenmesi amacaiyla tek iplikli bir tasiyaici DNA (Salmon
Sperm DNA ) kullanilmistir. Bu =sayede zemin aktiviteszdi clmayan ya
da cok diigiik olan membranlar elde edilmistir. .

15
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Serum HBV DNA ile probun spesifik baglanmasain: saglamak amaciyla
prob, Prep A Gene Matriksi kullanilarak saflastavriimict v Trans-
formasyonu ve probun saflastairalmas: asamas: titiz,. uzun ve —shmet.
li bir calismay: takiben gerceklestirilmistir . Ancak, prosediurin
geri kalan kismi deneyimli bir teknisyen tarafindan kisa sirede Uy
sulanabilmektedir . ' ' .

Bu projenin bir diger yarari da, gelecekte yapailacak HBV'e ilis-
kin molekiiler biyoloji calismalarainda kullanilmak ilizere alinizde
transforme olmus kompetan E . Coli hicrelerinin gliserol stosunun
bulunmasidir. '

Projede uygulanan yéntem cok sayida drnegin birlikte degerlendi-
rilmesine olanak sagladigindan, referans laboratuvarlar icin onem-
li ve gerekli bir yéntemdir. Ozel kogullar disainda acil uyziulams
gerektirmeyen dot-blot hibridizasyon yonteminde kullanilan HBY DNA
iceren serumlar -20°C de uzun sUre bozulmadan saklanabilmektedir,
Ayrica, serum HBV DNA sinin fragil olmayisi, Srneklerin kolayiibkla
transforme edilerek belli referans laboratuvarlarlnda'toplanzg ca~
lisilmasina olanak saglamaktadir. , =

Bu ¢aslisma ayrica bir backa proje kapsaminda calizilmakta colan
Tdrk Toplumunda HBV mutantlarinin dizi analizi ile saptanmasina
iliskin arastirmanin bilimsel alt yapbisinan olusturulmasina olanak
tanimistir. . . '

Viral hastaliklara ek olarak kalitszal ve timoral hastaliklaran
tanisinda da kullanilabilen duyarlzllgl'Va\ézgﬁllagﬁfyﬁksék’Glan;wa
kantitatif sonuc¢ veren dot-blot hibridizasy@n'yénteminin'ﬂarﬁara"'
Universitesi Tip Fakiiltesi laboratuvarinda basar: ile oturtulmus
olmasi, gelecekte yapilmasi planlanan'viral,itﬁmoral ve kalitsal
hastaliklarin molekiiler biyolojisine iliskin calismalara da bir
zemin olusturacag: disinilmektedir. -
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Kronik hepatit, siroz ve hepatoseliiler karsinoma gibi ciddi
karaciger hastalaklarinin etkenlerinden biri olan HBV enfeksiyonu,
ilkemizde dnemli bir saglik sorunu teskil etmektedir.

HBV ' 'nin replikasyonunu'gésteren en duyarla parametre olan serum
HBV DNA diizeyi, tedaviye alinacak hastalarin seciminde, tedavive

verilen yanitain 1zlenmeslnde ve prcgnozun b&llrl@nm951ndé onen

tagimaktadar.

Bu nedenle, calismamizda kronik karaciger hastalarainda serum HBV
DNA diizeyleri, duyarli, glivenilir, ozglil ve ucuz bir ybntem olan
dot-blot hibridizasyon yontemi ile saptanmis ve 100 hastanzn 17 -
sinde serum HBV DNA pozitif olarak bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: HBV*QNA,Vﬁot*blot hibridizasyon



ABSTRACT

HBV infection, one of the causative agents of chronic hepatitis,
cirhosis and hepatocelliler carsinoma is an important health prob
lem in Turkey. ,

Serum HBV is the most sensitive parameter of viral replication.
Therefore, 1ts level is valuable in choosing the patients to be
taken to therapy and evaluating the prognosis of the disease.

In our study, serum HBV DNA levels have been detected by uéing
dot-blot hybridization assay which is a sensitive, sgegifie and an
inexpensive method and 17 of 100 patients have been feuind pozitive

for serum HBV DNA.

RKey Words: HBV-DNA, Dot-blot hybridization
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) 1.ve ©.kuyu DMNA marker (DMNA/Hind ITl): 2 ve 4. kuyu,
kesilmemis Alkalen Lizis (17.5 kb); 3 ve 5, kuyu,

Xho I ile kesilmis Alkalen Lizis Urunti(17.5 kb.,4.7 kb,3.2
kb




Foto

2) Analitik Gel
1.kuyu,marker ( DNA/Hind II1I); 2-5. kuyular sirasivia
1-4 no'lu ornekler; 6.kuyu, Qiagen sonrasi elde edilen urdn



Foto &%

1.kuyu, marker
Urint; 2. kuyu,

4.7 kb ve

3.2 kby.

(DNA/Hind I11);
Xho I ile kesilmiz

Kuvu, kesilmeni= Qlagen
Qiagen drunu (17.5 kb,



len Membranin Otoradyogram Scnucu




DNA (pg)
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Sekil 2) HBV DNA dizeylerinin Standartlarin Sintilasyon Savan
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Sekil 4) Yikleme Semasi



H5 - He6 Spg 112, 5pg] HE

H13 45pg 35pg Hie e
—-

Tablo 1 : Serum HBV DNA diizeylerinin pPg cinsinden degerleri
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