Tiirk Mikrobiyol Cem Derg 46(2):58-62, 2016
doi:10.5222/TMCD.2016.058

Aragtirma

Human Papillomavirusun L1 Gen Bolgesinin Klonlanmasi ve

Aciklatilmas
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OZET

Amag: Bu calismada, human papillomavirusun (HPV)
yiiksek patojenik genotiplerinin (HPV 16 ve HPV 18) L1
gen bolgesinin klonlanmasi ve prokaryotik sistemde agikla-
tilmasi rapor edilmistir.

Gereg ve Yontem: Oncelikle, HPV 16 ve 18 DNA pozitif
doku oOrneklerinden HPV DNA’lari izole edildi. Daha
sonra, L1 gen kismi polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile
cogaluldr ve pHOHTC His6HaloTag® T7 plazmid vektirde
klonlandi. Bu vektorler Escherichia coli’ye transforme
edildi ve transforme bakteri hiicreleri ampisillin iceren
vasata selekte edildi.

Bulgular: Transforme E. coli hiicrelerinden elde edilen
rekombinant vektorlerde L1 geni varligi restriksiyon enzim
analizi ve PCR-tarama testleri ile belirlendi. Ampisillin
iceren vasat ortaminda iiretilen his-isaretli L1 proteinleri
piirifive edildi. Piirifiye rekombinant L1 proteinleri sodyum
dodesilsiilfat-poliakrilamid jel elektroforez (SDS-PAGE)
ile belirlendi.

Sonug: Bu calisma ile elde edilen HPV LI proteininin ast
olarak kullamimi potansiyeli bulunmaktadur. Bu nedenle bu
proteinin okaryotik sistemde aciklatilmast ve ast calismala-
rt planlamaktayiz.

Anahtar kelimeler: Ekspresyon, Human papillomavirus,
HPYV, klonlama

SUMMARY

Cloning and Expression of L1 Gene Region of Human
Papillomavirus

Aim: In this study, cloning and prokaryotic expression of
L1 gene region of highly pathogenic genotypes (HPV 16
and HPV 18) of human papillomavirus (HPV) were
reported.

Materials and Methods: Initially, HPV DNAs were isolated
from HPV 16 and 18-positive tissue samples. Later,
amplification of L1 gene of HPV was carried out by
polymerase chain reaction (PCR). The amplified product of
LI gene was cloned into the pH6HTC His6HaloTag® T7
plasmid vector. The recombinant plasmid was used in
transforming Escherichia coli. The transformed bacterial
cells were selected onto ampicillin containing media.

Results: The recombinant vectors obtained from the
transformed E. coli cells were subjected to restriction
endonuclease and PCR-screening analysis in order to
confirm the identity of L1 gene. The his-tagged LI proteins
synthesized onto the media containing ampicillin were
purified. The purified recombinant LI proteins were
detected by sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel
electrophoresis (SDS-PAGE).

Conclusion: The LI protein obtained from this study is a
potential vaccine. Therefore, we are planning for the expression
of this protein in eukaryotic system and vaccine studies.
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GIRIS

Human papillomavirus (HPV), Papillomaviridae
ailesinde yer alan, cift iplikli sirkiiler DNA’ya
sahip ve 50-55 nanometre biiyiikliigiinde ikosa-
hedral kapsid yapida zarfsiz bir virustur®”.

HPYV epitelyotropik bir virus olup deri ve muko-

zalarda genellikle papillomatoz ile hiperplastik
lezyonlara neden olur. HPV’nin yol agtig1 lez-
yonlar genellikle lokalize olup, kendiliginden
iyilesir veya belirtisiz latent enfeksiyonlar olu-
sur. Ancak belli HPV tipleri kanser gelisiminde
kofaktdr olarak rol oynar. Giinlimiizde HPV
ozellikle serviks, anogenital bolge, deri, iist
solunum ve {iist sindirim yollar1 kanserlerinde
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saptanmis onkojenik bir DNA virusu olarak
degerlendirilmektedir®-.

HPV’ler L1 proteinindeki DNA sekans bolgeleri
baz alinarak simiflandirilmaktadir®. Bu siniflan-
dirmaya gore 120’den fazla HPV genotipi belir-
lenmistir. En son yapilan gruplandirmada HPV
genotipleri onkojenik potansiyellerine gore 3
gruba ayrilmigtir®. Bunlar diisiik, orta ve yiik-
sek riskli HPV gruplaridir.

Yiiksek riskli gruptaki viruslar, servikal invaziv
karsinomda en sik belirlenen tiplerdir. HPV tip
16, 18, 45, 56 ve 58 bu grupta yer almaktadir.
HPV 16 ve HPV 18 servikal skuamoz hiicreli
karsinom ile iligkili iken, servikal adenokarsi-
nomlarla HPV 18 daha cok iligkili bulunmustur.
Serviks kanserlerinde tespit edilen HPV tipleri-
nin yaklasik %80’sinde HPV 16 ve HPV 18
belirlenmistir. Bu nedenle HPV tipleri icerisinde
HPV 16 ve HPV 18 en o6nemli tipler olarak
degerlendirilmektedirler. Giinlimiizde HPV
enfeksiyonuna yonelik en etkin miicadele
HPV’nin yiiksek patogenik genotiplerinin L1
gen bolgesinde aciklatilan rekombinant protei-
nin as1 olarak kullanilmasidir®.

Bu calismanin amaci HPV nin yiiksek patojenik
genotipleri olan HPV 16 ile HPV 18’in L1 gen
bolgesinin rekombinant DNA teknolojisi kulla-
nilarak klonlanmasi ve aciklatilmasidir.

GEREC ve YONTEM

DNA Ornekleri

Calismanin baglangic materyalini daha 6nceki
caligmalarimizda HPV enfekte oldugu tespit
edilen dokularda elde edilen ve -80°C’de tutulan
HPV pozitif DNA ornekleri olusturdu®.

Inzort Geninin Cogaltilmasi

HPV tip 16 ve 18 oldugu belirlenen DNA 6rnek-

leri ile proofreading polymerase (PromegaCo.,
ABD) ve EcoRI-Xhol restriksiyon enzim tanima
bolgelerini de bulunduran primerler (Tablo 1)
kullanilarak yaklasik 1500 baz cifti uzunlukta
lirinler elde edildi.

Tablo 1. inzort genin ¢cogaltilmasinda kullamlan primerler.

HPYV 16 Primerleri HPYV 18 Primerleri

Sense Primer; Sense Primer;
5’GCTGAATTCAATATGC(G) 5’-GCTGAATTCAATATGGCCTGT
AGGTGACTTTTTATTTA-3* ATACACGGGTC-3’

Anti-sense Primer; Anti-sense Primer;
5’GGTCTCGAGACATTACA 5’GGTCTCGAGACA
GCTTACGTTT-3’ TTACTTC (G)CTG GCAC-3’

Polimeraz zinciri reaksiyonu (PCR) ile ¢ogalti-
lan L1 geni %1’lik low-melting agaroz jelde
ultra violet 1s1k kaynaginda goriintiilendi. Genleri
iceren agaroz jel bolgesi steril bistiiri ile kesile-
rek mikrosantrifiij tiipii icerisine alindi. Jeldeki
DNA’lar GENECLEAN® II (MP Biomedicals,
Kaliforniya, ABD) ile yliksek miktarda ve temiz
iriinler olarak elde edildi. Elde edilen DNA’larin
konsantrasyonlar1 spektrofotometrede Olciildii
ve kullanilincaya kadar -80°C’de saklandi®?.

Klonlama

PCR ile amplifiye edilen ve -80°C’de tutulan
HPV L1 gen bolgeleri pHOHTC His6HaloTag®
T7 plazmid vektore (PromegaCo., ABD) yerles-
tirildi. Bu amagla, EcoRI enzimi ile kesilen
plazmid DNA ile insort genlerin ligasyonu 2X
Rapid Ligation Buffer icinde T4 DNA Ligase
enziminin oldugu ortamda gerceklestirildi.
Rekombinant plazmidlerin transformasyonlari
amaciyla soguk CaCl, iceren ortamda high-
efficiency competent hiicreler (E. coli IM109
kompetent hiicreler) kullanildi. Transforme hiic-
reler 100 ug/ml ampisilin iceren LB agar pleyt-
lerinde iiretildi. Klonlama islemini takiben
rekombinant plasmid vektorlerin belirlenmesi,
ampisilin direncli klonlarin se¢cim yodntemine
ilave olarak, PCR tarama (PCR screening method)
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ve EcoRI-Xhol restriksiyon enzim kesimi metot-
lart kullanilarak gerceklestirildi®®.

Rekombinant L.1 proteininin iiretimi

Rekombinant plazmid transforme E. coli IM109
kompetent hiicreleri 37°C’de, sallayicinin bulun-
dugu ortamda LB besiyerinde bir gece i¢in iire-
time birakildi. Bu siire sonunda LB besiyeri
5000 rpm’de 15 dakika santrifiij edildi ve tist
siv1 farkll bir kapta toplandi. Elde edilen bu tist
sivida His6HaloTag protein piirifikasyon sistemi
(PromegaCo., ABD) kullanilarak histidin igaretli
L1 proteinlerin piirifikasyonu gerceklestirildi.
Elde edilen iiriinlerin bir kismui, iiretim ve piirifi-
kasyonun basarisinin dogrulanmasi amaciyla,
sodyum dodesilsiilfat—poliakrilamid jel elektro-
forez (SDS-PAGE) ile test edildi®.

SDS-PAGE

Uretim ve piirifikasyonun basarisinin dogrulan-
mast liretilen rekombinant proteinlerin SDS-
PAGE’de gocii ve goriintiilenmesi ile saglandi.
Bu amagla bir 6nceki adimda elde edilen piirifiye
proteinler lizis solusyonu ile parcalandi. Daha
sonra, proteinler Laemmli’nin araliklt SDS-PAGE
sistemi kullanilarak %5°lik yigimlayici ve %10’lik
ayirict jelde, vertikal elektroforez cihazinda mole-
kiil agirliklaria goére ayrigtirildi®.

BULGULAR

HPV tip 16 ve 18 oldugu belirlenen DNA 6rnek-
leri kullanilarak insort DNA’lar PCR ile sentez
edildi. PCR ile ¢ogaltilan insort L1 geni %1’lik
agaroz jelde ultraviolet 151k kaynaginda goriintii-
lendi (Sekil 1).

HPV L1 gen bolgesini iceren rekombinant vek-
tore ile transforme E. coli hiicrelerinden elde
edilen DNA’larin dogrulanmasi i¢in EcoRI-
Xhol restriksiyon enzim analizi gerceklestirildi
(Sekil 2).
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1500 bp

1000 bp

500 bp

100 bp

Sekil 1. HPV pozitif doku drneklerinde amplifiye edilen L1 gen
bolgesinin %1’lik agaroz jelde goriintiisii. Hat 1 ve 3; HPV-
16 pozitif doku orneklerinde cogaltilan L1 gen bolgesi, Hat 2;
HPV-18 pozitif doku orneklerinde cogaltilan L1 gen bdlgesi,
M; DNA marker.

Sekil 2. HPV L1 gen bélgesini iceren rekombinant plazmidin
restriksiyon enzim analizi ile dogrulanmasi. Hat 1; pH6HTC
His6HaloTag® T7 plazmid, Hat 2; L1 gen bolgesini iceren re-
kombinant pH6HTC His6HaloTag® T7 plazmid, Hat 3; HPV-
16 L1 gen bolgesini iceren rekombinant plazmid, Hat 3; HPV-
18 L1 gen bolgesini iceren rekombinant plazmid.

Rekombinant vektorle transforme edilen E. coli
hiicrelerinden aciklatilan ve piirifiye edilen L1
proteini %10’luk SDS-PAGE’de incelendi.
Rekombinant vektorle transform E. coli iist s1vi-
larinda piirifiye edilen proteinin “coomassie”
mavisiyle boyanmasinda bu proteinin yaklagik
55 kDa biiyiikliige sahip oldugu belirlendi (Sekil
3, Hat 5 ve hat 6).
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48 kDa

Sekil 3. SDS-PAGE goriintiisii. Hat 1; Protein marker, Hat 2;
E. coli iist sivi, Hat 3; Rekombinant vektorle transforme E. coli
iist sivisi, Hat 4; Kontrol E. coli piirifiye iist sivisi, Hat 5 ve 6;
Rekombinant vektorle transform ve piirifiye E. coli iist sivisi.

TARTISMA

HPYV ile serviks kanserleri arasindaki epidemiyo-
lojik iliskinin anlagilmasindan sonra bu virusa
kars1 agilarin iiretilmesine yonelik caligmalar hiz
kazanmigtir. HPV in-vitro hiicre kiiltiirlerinde
tiretilebilen virus degildir. Bu nedenle HPV’ye
karst klasik zayiflatilmig veya inaktive agilarin
gelistirilmesi olasi olmamugtir. Zhou ve ark.!?,
1991 yilinda okaryotik hiicrelerde HPV 16 nin
kapsid proteinleri olan L1 ve L2 genini ¢cogaltarak
VLP (virus-like partikiil) sentezlemigler ve asi
calismalarinin baglatilmasinda 6nemli bir adim
atmiglardir. Daha sonraki yillarda bagka aragtir-
macilar VLP’yi saflagtirmiglar ve VLP’lerin mor-
folojik olarak dogal virionlara benzerlik goster-
melerini belirlemislerdir. Ayrica bu VLP’lerin
yiiksek titrasyonda nétralizan antikor ve T hiicre
yanmit1 olusturabildigini ispatlamiglardir™-1¥. Bu
yapilar giintimiizde bir¢ok iilkede kullanilan koru-
yucu agilarin temelini olusturmaktadir.

Giiniimiizde lisans almis olan ve bircok iilkede
kullaniomma izin verilen HPV 16 ve 18 L1
VLP’ler ile yapilan bivalan (Cervarix®) ve HPV
6, 11, 16 ve 18 L1 VLP’ler ile yapilan quadriva-
lan agilardan (Gardasil®, Merck-Sanofi-Pasteur)

timit verici sonuglar elde edilmigtir'>. L1 protein-
lerinden elde edilen bivalan HPV agisinin 27
aylik takip siiresi icinde yeni enfeksiyonlara karsi
%92 ve persistan enfeksiyonlara karst %100
korudugu saptanmigtir. HPV tip 6, 11, 16 ve 18
L1 VLP’lerinden rekombinant maya teknolojisi
ile tiretilmis quadrivalan HPV agisinin HPV 16 ve
18 baglantili servikal intraepitelial neoplazi (“cer-
vical intraepithelial neoplasia”; CIN)’den ve per-
sistan enfeksiyonlardan %100, HPV 6, 11, 16 ve
18 baglantili CIN’den %99 ve external genital
lezyonlardan %95 korudugu tespit edilmigtir'®,

Gerceklestirilen bircok caligmada koruyucu asilar
neticesinde olusan HPV antikorlarinin dogal
enfeksiyondan sonra sekillenen antikorlara gore
en az sekiz kat daha yiiksek titrede olustugu gos-
terilmigtir. Ayrica olusan bu antikorlarin uzun
yillar yiiksek titrede seyrettigi belirlenmigtir®’'®.

Giintimiizde HPV agilar1, FDA onayz1 ile birlikte,
gelismis bircok iilkede bayanlara 11-12 yas gru-
bunda yaygin olarak kullanilmaktadir. Ayrica,
daha dnce as1 olmamalar1 durumunda, 26 yagina
kadar kullanilmasi 6nerilmektedir. Yirmi yedi
yagin lizerindeki kadinlara yapilmasi ise, olgula-
rin gec sekillenmesi ve maliyet hesaplamalari
dikkate alinarak, tavsiye edilmemektedir"®.
Uygun sekilde yapilan bir asilamadan sonra ise
yaklagik yedi yila yakin yiiksek ve koruyucu
titrede antikorlarin olustugu kaydedilmigtir®®.

Ulkemizde, bagta serviks kanserleri olmak iizere,
ist solunum yollar1 ve gastroentestinal sistem
kanser olgularinda HPV’nin belirlenmesi ve
genotiplendirilmesine  yodnelik  caligmalar
mevcuttur®2?, Ilimiz ve cevresinde tarafimiz-
dan yapilan calismalarda solunum, gastrointesti-
nal ve genital sistemlerin kanser olgularinda
HPV virusunun bu olgularda yiiksek siklikla
varligr gosterilmistir”>2», Gerek iilkemizde
gerekse ilimiz ve cevresinde goriilen kanser
olgularinin konu edildigi ¢aligmalarda HPV pre-

valansinin yiiksek oldugu belirlenmigtir®*-%.
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Ayrica, belirlenen HPV tiplerinin biiyiik kismini
HPV tip 16 ve 18 gibi yiiksek patojenik tipler
olusturur”. Bu bakimdan, sunulan bu sonuglar,
mevcut projenin iilkemiz agisindan gerekliligini
ve ileri taginmasint agik olarak desteklemektedir.

Mevcut proje ile HPV’nin iki énemli genotipi-
nin as1 olarak kullanilma potansiyeline sahip
proteinini agiklatan L1 gen bdlgesinin prokaryo-
tik agiklatilmasi bagsarilmistir. Bu bir 6n ¢alisma-
dir ve aym1 gen bolgesinin dzellikle Okaryotik
sistemde aciklatilmasi ile bu sistemde iiretilecek
proteinlerin as1 olarak kullanimi i¢in gerekli
olan caligmalar devam ettirilmektedir.
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