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Abstract

In this study, we aimed to derive Chondroitin Sulphate (CS), which has the opportunity to be used in
osteoarthritis which is one of the major health problems of the ever increasing elder population in the world and
in other health-related fields, from microbial sources at high purity using the recombinant strains transmitting the
VHb/vgb system via safe biotechnological processes. The resources of animal origin such as cattle, pig, poultry
and shark are used for the production of CS. However, the tendency for the production of CS based on
alternative resources instead of animal resources has increased for many reasons. Nowadays, microbial
production methods gain importance as a strong alternative to CS synthesis. Our study aimed to create a novel E.
coli strain as a recombinant system which carry the common expression of genes by transforming the plasmids
of both pUCS8: 15, which carries the vgb gene, and pETM6-PACF, which carries the genes of kfoA, kfoC, kfoF
which are responsible for chondroitin synthesis. For this purpose, firstly, the plasmids of both pUC8:15 and
PETM6-PACF were transferred to the non-pathogenic E. coli strain and the presence of both plasmids was

confirmed with colony PCR method. This situation was documented with gel photographs.
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GIRIiS
Calismamizda, diinya niifusunun giderek yaslanmasi ile artan osteoartritin tedavisinde
ve pek cok medikal alanda kullanilan KS’1mn bilinen hayvan kaynaklarindan degil VHb/vgb
sisteminin entegre edildigi rekombinant suslar kullanilarak, giivenilir biyoteknolojik islemler
ile mikrobiyal kaynaklardan yiiksek saflikta elde edilmesi amaglanmaktadir. Giiniimiizde KS

icin hayvansal kaynaklar yerine, yapay sentez ve alternatif kaynaklara dayali iiretime

yonelim artmigtir. Yapay sentezlenen iirlinlerin diisiik dereceli 6zgiinliikleri onlar1 tartigsmali
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kilmaktadir. Bu durum, KS sentezinde giiclii bir alternatif olan mikrobiyal {iretim
yontemlerinin 6nemini arttirmaktadir [1]. Calismamizda, mikrobiyal KS iiretiminde

kullanim potansiyeli olan yeni bir rekombinant sus olusturulmasi amaglanmistir.
Materyal Metod

Calismamiz igin ilk once, pETM6-PACF plazmidi (Bu plazmid Rensselaer Polytechnic
Institute, Troy, NY’dan Mattheos Koffas ’dan temin edilmistir) midi prep ile ¢ogaltilmstir.
Daha sonrada yeni rekombinant organizmada ifadesini amagladigimiz, bir diger gen olan vgb
genini tasiyan pUCS:15 plazmidi, E.aerogenes [pUCS:15] susundan izole edilmis ve
cogaltilmistir.

Kompetan hiicre olusturulmasi

Kompetan hiicre olusturulmasi (hiicrenin eksojen kaynakli bir DNA molekiiliinii i¢ine
almasi i¢in yapilan islem) standart CaCl, yontemi [1] ile asagidaki protokol cergevesinde

gerceklestirilmistir.

Gece boyunca (15-18 saat) 37 °C 200 rpm’de kiiltiirii yapilan hiicrelerden 100 pl 6rnek
(inokulum) alinarak 20 ml LB iceren erlenlere ekim yapilmis ve bu kiiltiirler yine
calkalamali sartlar (200 rpm) ve 37 °C’de ODsoo degeri yaklasik 0.4-0.5 olana kadar inkiibe

edilmistir.

1. Belirtilen optik yogunluga ulasan kiiltiirler bir buz kabma gomiilerek 10 dk.
bekletildikten sonra, sogutmali (4°C) santrifiijde 14,000 rpm’de 4 dk. santrifiij edilmistir.

2. Toplanan pelete 10 ml soguk 0.1 M CaCl; eklenmis ve 30 dk. buz iistiinde tutulduktan
sonra 4 °C, 14.000 rpm’de 4 dk. santrifiij edilmistir.

3. Toplanan pelet 2 ml soguk 0.1 M CaCl: i¢inde siispanse edilmis ve transformasyon
icin hemen kullanilmistir.

Hiicrelerin Transformasyonu

E.coli ‘ye pETM6-PACF ve pUCS8:15 plazmidinin transformasyonu literatiirdeki
standart “1s1 soku” protokoliine gore asagidaki sekilde yapilmistir [1].

e Iki farkl1 bakteriye ait kompetan hiicreler i¢in ayr1 ayr1 uygulanan islemde: Hiicre ve
CaCl; siispansiyonundan 200 pl ependorf tiiplerine alinmis ve buz iistiinde 5 dk. inkiibe

edilmistir.
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e Siispansiyonun lizerine 0.1-1 pg DNA igeren 1-10 pul DNA soliisyonu eklenmis ve
buzda 30 dk. bekletilmistir.

e Tipler 42 °C’deki bir su banyosuna alinarak 50 sn. tutulmus ve sonra tekrar buza
gomiilerek 2 dk. bekletilmistir.

e Tipler 800 ul LB eklenerek hafif¢e calkalandiktan sonra 37 °C’de 30-90 dk. inkiibe
edilmistir.

e Amfisilin (100 ug/ml) igeren agar petri kaplarinda inkiibasyonlar1 saglanmistir.

Daha sonra Rekombinant klonlar secilip, sonuglar koloni PCR yontemi ile sorgulanmstir:

Bu amagla, standard PCR sartlarinda c¢alisilmistir ve agaroz jel elektroforezi ile goriintiileme

yapilmistir.

Agaroz Jel Elektroforezi
Uygun restriksiyon enzimleri ile muamele gérmiis kaynaktan (E.coli ) gelen pETM6-
PACF ve pUC8:15 plazmidleri igin agaroz jel elektroforezi ayr1 jellerde standart metotlar
kullanilarak yapilmistir . Jel hazirlama ve yiiriitme tamponu 5X stok TBE tamponunun
1X’e diliie edilmis halinden olugmaktadir (1 litre 5X stok TBE tamponu: 54 g Tris baz
(pH 8.3), 27.5 g borik asit, 20 ml 0.5 M EDTA (pH 8.0)). Jellerin hazirlanmasi ve

yuriitiilmesi genel olarak asagidaki protokole gore uygulanmistir [2].

a) Jeller i¢in 50 ml 1X TBE tamponuna % 1.5 (w/v) agaroz ilave edilmis ve
mikrodalga firinda agaroz tamamen eriyip soliisyon berraklagincaya kadar kaynatilmistir.
Soliisyon 1s1s1 60-70 °C diisiince 10 mg/ml etidyum bromid stok soliisyonundan 30 pl
eklenerek hava kabarcigi veya koplrme olmayacak sekilde hafifce karigmasi
saglanmstir.

b) Temiz ve kuru bir jel dokiim kalibina, tarak dislerini kapatacak kalinlikta
yukaridaki jel soliisyonundan dokiilmiis ve yaklasik 20 dk. beklenmistir.

c) Jel, dokiim kalib1 ile beraber jel yiiriitme tanki i¢ine alinarak taraklar ¢ikarilmis ve
jeli yaklasik 0.5 cm kapatacak miktarda jel yiiriitme tamponu tanka doldurulmustur.

d) Restriksiyon enzimi ile muamele gormils plazmid DNA’s1 ve kromozomal (PaJC)
DNA ve yine uygun restriksiyon enzimleri ile 6nceden kesilmis lambda (A) DNA’s1
uygun kuyucuklara eklenerek sabit voltaj (40-50 Volt) ve akimda (20-25 mA) jeller

elektroforeze tabi tutulmuslardir.

e) Jellerdeki DNA bantlagsma motifi UV 1sikta floresan 151k yayan Etidyum bromid ile
belirlenmistir. Bu boyanin DNA’ya baglanarak (interkalasyon) 300 nm UV i1s1k altinda
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emisyonu (1s1k yaymasi) DNA bantlarinin bulunduklar1 pozisyonlarda gériinmelerini ve

fotograflanmalarini miimkiin kilmistir.
f) Yukaridaki sekilde hazirlanan jellerin fotograflar ¢ekilmistir [2].
Tartisma
E.coli nin Transformasyon Sonrasi Jel Goriintiileri:

pETM6-PACF

(+) ktrl ile ayn1 boyda band goriilen kolonilerde ilgili plazmidin varligi pozitif olarak

belirlenmistir.

puUCS8:15
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(+) ktrl ile ayn1 boyda bant goriilen kolonilerde ilgili plazmidin varligi pozitif olarak

belirlenmistir.

Elde edilen jellerdeki bant yapilari yorumlandiginda her iki plazmidinde belirtilen E.
coli susuna basar1 ile transforme edildigi kanitlanmis ve kondroitin sentezi ig¢in
potansiyel kaynak olma 6zelligine sahip, kondroitin sentezinden sorumlu kfoA, kfoC,
kfoF genlerini tasityan pPETM6-PACF plazmidini ve vgb genini tasiyan pUCS8:15

plazmidinin ikisinin de yeni sustaki varlig1 kanitlanmistir.

Bu c¢alisma TUBITAK tarafindan 2158861 Proje nolu proje kapsaminda

desteklenmektedir.
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