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TT Virusun ORF2b Geninin Klonlanmasi

Amag: Transfusion-transmitted virus (TTV) ilk olarak 1997 yilinda, kan transflizyonunu takiben
non-A-G hepatitli hastalarda belirlenmistir. Bu c¢alismanin amaci TTV'nin ORF2b gen
kisimlarinin genetik klonlanmasidir.

Gere¢ ve Yontem: Bu calismada TTV DNA pozitif hasta érneklerinden ORF2b gen kismi
polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile ¢cogaltildi ve pGEM®-T plasmid vektorde klonlandi.

Bulgular: ORF2b genleri bulunduran rekombinant vektorler restriksiyon enzim analizi ve PCR-
tarama testleri ile belirlendi.

Sonug: TTV’nin genlerin klonlanmasi (ilkemizde viral gen kitiphanelerinin zenginlesmesini
saglayacaktir. Ayrica, gelecek calismalarda bu rekombinant plasmidlerle agiklatilacak hedef
proteinler ELISA kitlerinin gelistiriimesinde kullanila bilinecektir.

Anahtar Kelimeler: Transfusion-transmitted virus, TTV, klonlama, PCR.

Cloning of ORF2b Gene of TT Virus

Objective: Transfusion-transmitted virus (TTV) was first identified in patients with non-A to -G
hepatitis following blood transfusion in 1997. The objective of this study is cloning of ORF2b gene
fragments of TTV.

Materials and Methods: In this study, the ORF2b genes from TTV DNA positive samples were
amplified by polymerase chain reaction (PCR) and cloned into pPGEM®-T plasmid vector.

Results: The recombinant plasmid vectors including ORF2b gene were detected by PCR-
screening test and restriction enzyme analysis.

Conclusion: The producing of the gene clones containing ORF2b gene of TTV will contribute the
enrichment of the viral gene library of our country. Moreover, the target proteins produced from
the recombinant clones in future studies will be used in terms of the development of ELISA kits.

Key Words: Transfusion-transmitted virus, TTV, cloning, PCR.

Girig

Transfusion-transmitted virus, Torque teno virus yada TT virus (TTV) tek sarmalli,
yaklasik 3800 baz uzunlukta sirkiiler DNA’ya sahiptir. Bu virus Circoviridae ailesinin
Uyeleri olarak klasifiye edilmektedir. Bu virus ayni ailede yer alan SEN virus (SENV) ile
birlikte non-A-G virus negatif post-transflizyonlu hepatitlerden sorumlu tutulmaktadir
(1-3). Yine Circoviridae ailesinin bir Uyesi olan ve genotipik ve fenotipik olarak 6zellikle
TTV ile benzer olan Simian TTV (s-TTV) ise primatlardan insanlara gegtigi ve saglikli

bireylere kiyasla, hepatit vakalarinda daha ylksek prevalansta oldugu belirlenmistir (4,
5).

Transfusion-transmitted virus ilk olarak 1997 yilinda kan transflizyonu yapilan
hepatitis hastalarinda belirlenmis ve bu nedenle de yeni bir posttransflizyon hepatit
etkeni olarak tanimlanmistir (1). Daha sonraki galismalarda bu virusun bir gok lkede,
hepatitli hastalara ilave olarak saglikli bireylerde de ylksek prevalansi tespit edilmistir.
Ancak, karaciger hastalarinda oldukca yuksek pevalansi sebebiyle, bu virus varligi ile
hepatitler arasinda iligki olacagdi kanisi gliglenmistir (2, 6).

Molekdiler biyoloji alaninda, 6zellikle biyolojik ve fonksiyonel olarak énem arz eden
bir gen bélgelerinin genetik klonlari, hedef gen bdlgesinin uzun sireli saklanmasi,
daha sonraki asamalarda dizilimlerinin ¢ikartiimasi ve Okaryotik veya prokaryotik
sistemlerde aciklatiimasi amaciyla siklikla kullaniimaktadir (7, 8). Ayrica, protein-gen
iliskisinin aydinlatiimasi igin klonlanan gen bdlgesinde nokta mutasyonlari yaparak
reverse genetik calismalari yapilabilmektedir. Genetik klonlamalar rekombinant DNA
asllamalari gelistiriimesi igin de baslangi¢c asamasidir (9).

Bu calismada, TTV genomunun uU¢ agik okuma bdlgesinden (ORF) biri olan
ORF2b gen bélgesinin polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile ¢ogaltiimasi ve daha
sonra ¢ogaltilan bu gen bdlgelerinin genetik klonlanmasi amaglanmistir.
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Gereg ve Yontem

DNA Ornekleri: Calismanin baslangic materyalini
daha 6nceki calismada TTV DNA pozitif oldugu tespit
edilen ve Firat Universitesi, Tip Fakiltesi, Tibbi
Mikrobiyoloji Anabilim Dalinda — 80 °C’de tutulan serum
ornekleri olusturmustur (10). Bu serum érneklerinde DNA
ekstraksiyonlari  klasik Fenol:Kloroform:lzoamil Alkol
(25:24:1, v/v) metodu ile gercgeklestirildi (11).

inzort Geninin Gogaltiimasi: Spesifik primerler,
TTV pozitif serumlardan elde edilen DNA &rnekleri ve
GoTagq® DNA polimeraz enzimi (Promega Co., USA)
kullanilarak yaklagik 580 baz cift (b¢) uzunlukta inzort
DNA’lar PCR ile sentez edildi. Bu ¢alismada TTV’nin
ORF2b bolgesinin  amplifikasyonu igin  kullanilan
primerler (ORF2b F; 5-ATGGGCAAGGCTCTTAG-3 ve
R;  5- TTACTCGTCTGCCTCGATAGCGG -3) gen
bankasinda BLAST programinda segildi.

Polimeraz zinciri reaksiyonu ile cogaltilan 580 baz
cGifti (b¢) uzunluktaki gen bolgesi (amplikon) %71’lik low-
melting agaroz jelde, ultraviole i1sik kaynagi altinda steril
bisturi ile kesilerek mikrosantriflj tlpu icerisine alindi.
Jeldeki uzaklastirilan DNA’lar Wizard® SV Gel and PCR
Clean-Up System (Promega, Madison, USA) ile temiz
urlinler olarak elde edildi. Elde edilen DNA'larin
konsantrasyonlari spektrofotometrede Olcllerek
kullanilincaya kadar insertler -80 °C’de muhafaza edildi

(11).

pGEM®-T Plazmide Klonlama: Amplifiye edilen gen
artnleri pGEM®-T (pGEM®-T Easy Vector Systems
plazmid vektéru iginde, Uretici firmanin (Promega Co.,
USA) onerileri dogrultusunda klonlandi. Kisaca, purifiye
edilen amplikonlar pGEM®-T vektére 2X Rapid Ligation
Buffer ve T4 DNA Ligase enziminin oldugu ortamda
yerlestirildi.  Ligasyonu yapilan bu plazmid DNA’larin
transformasyonlari soguk CaCl, iceren ortamda high-
efficiency competent E. coli DH5a hucrelerine
gerceklestirildi. Transforme hucreler ampisilin 100 pg/mL
iceren LB agar pleytlerinde uretildi. Klonlama islemini
takiben rekombinantplasmidvektorlerin belirlenmesi
B-galactosidase bagli mavi-beyaz koloni segim
yontemine ilave olarak PCR tarama metodu (PCR
screening method) ve BstZl restriksiyon enzim kesmi
kullanilarak dogrulandi (12).

Bulgular

TTV pozitif serum Orneklerinde TTV ORF2b gen
bélgesine spesifik primerler ve GoTag enzimi kullanilarak
gerceklestirien PCR neticesinde amplifiye edilen
yaklasik 580 b¢ uzunlugunda hedef gen % 1’lik agarose
jelde ultraviolet 1sik kaynaginda goérintilendi (Sekil-1).

inzért hedef gen igermeyen pGEM®-T vektér
DNA’lari  (Sekil-2, Hat 1) ve inzort gen igeren
rekombinant vektéor DNA'lart % 0.75’lik agarose jelde
yurutaldu (Sekil-2, Hat 2). Ayrica, rekombinant pGEM®-
T vektor icinde spesifik gen bdlgelerinin varliginin
dogrulanmasi restriksiyon enzim analiz (Sekil-2, Hat 3 ve
4) ve PCR tarama testi (Sekil-3) metotlariyla
gerceklestirildi.
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Sekil 1. PCR ile ¢ogaltilan yaklagik 580 baz gifti
uzunlugundaki ORF2b gen bdlgesinin % 1’lik agarose
jelde goéruntisi. M; 100 baz cifti DNA marker, Hat 1, 2 ve
4; Serum o6rneklerde ¢ogaltilan ORF2b gen bdlgesi, Hat
3; TTV negatif serum 6érnegi.

Sekil 2. Rekombinant vektérde TTV ORF bdlgesinin
varliginin BstZl restriksiyon enzim analizi metotlariyla
dogrulanmasi. Hat 1; pGEM®-T vektér, Hat 2;
Rekombinant pGEM®-T vektér, Hat 3 ve; Hat 4; BstZI
enzimi ile kesilen rekombinant pGEM®-T vektor.
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Sekil 3. Rekombinant vektérde TTV ORF bdlgesinin
varliginin PCR-tarama testi ile dogrulanmasi. M; 100 baz
Gifiit DNA marker, Hat 1-3; ORF2b geni pozitif
rekombinant pGEM®-T plasmid vektorler.

Tartisma

Hepatit vakalarin viruslarla iligskileri uzun vyillardir
biliniyor olmasina ragmen, hepatit olgularinin gerek
patogenezi gerekse etyolojisi tam olarak
aydinlatlamamistir. Her gecgen gun, hepatitin etyolojik
ajani olabilecegi ifade edilen yeni viruslarin varhgi
belirlenmekte ve bu viruslarin klinik dnemine yonelik pek
cok calisma gerceklestiriimektedir (6- 13). Bu ¢alismada
s6z konusu olan TTV, klinik 6nemi ve patogenezleri tam
olarak ortaya konamamis olmalarina ragmen, hepatit
olusumunda sorumlu olabilecek viruslardan birisi olarak
kabul gérmektedir.
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Yaklasik 3800 nUkleotit uzunlukta olan TTV tam
genomlarinin analizi neticesinde virusun en az U¢ agik
okuma bélgesine sahip (ORF) oldugu tespit edilmistir. Bu
ORF’lerden en uzunlari ORF1'dir ve bu ORF virusun
kapsid proteinlerini kodlamaktadir. Kisa olan ve non-
yapisal proteinleri kodlayan ORF2 ise ORF2a ve ORF2b
olarak isimlendirilen iki kisma ayrilmistir (14-16). TTV
N22 gen bdlgesinin analizine gére TTV'nin en az 30
genotipi tespit edilmistir (16). ORF 2a gen bdlgesi tim
genotipler arasinda korunmus iken ORF2b gen bdlgesi
oldukca degiskendir (14-16).

Gerek ORF2a ve gerekse ORF2b’ye karsi DNA
pozitif bireylerde iyi immun yanit sekillenmedigi tespit
edilmigstir. Bunun ise her iki proteinin virusun non-yapisal
proteinleri olmasindan kaynaklanabilecegi
distintlmektedir (2, 16). Daha 6nce yapilan galismalarda
amaca uygun olarak TTV’nin ORF bdlgeleri bireysel veya
tam genom olarak farkl vektorlerde klonlanmistir (14-
16). Yaptigimiz taramalarda Ulkemizde TTV'nin ORF
boélgelerinin klonlanmasina dair herhangi bir calismaya
rastlanmamigtir.

Sonug olarak, mevcut ¢alismada TTV’nin belirlenmis
U¢ ORF bodlgesinden biri olan ORF2b’nin klonlanmasi
gerceklestirilimistir. Diger ORF bdolgelerinin klonlanmasi,
bunlarin da ORF2b ile birlikte sekanslatimasi ve
aciklatilmasi c¢aligmalari devam ettiriimektedir. Bu ve
benzeri calismalar llkemizde viral gen kitliphanelerinin
zenginlesmesini saglayacaktir. Ayrica, gelecek
calismalarda, uygun vektorlerde aciklatilacak hedef
proteinlerle tanisal ELISA kitleri dizayn edilecektir.
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