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ABSTRAK

Penghasilan protein heterolog oleh Aspergillus niger sering dihadkan oleh protease
yang dihasilkan oleh hos sendiri. Bagi menambah baik penghasilan protein heterolog,
gen mengekod protease ataupun faktor transkripsi yang mengawal atur pengekspresan
gen protease perlu dinyahaktifkan. Objektif kajian ini adalah untuk menyahaktifkan
gen mengekod faktor transkripsi prtT, menentukan penghasilan protease ekstra sel
oleh mutan priT dan menentukan aktiviti serta kestabilan protein heterolog yang
dihasilkan oleh mutan prtT. Gen prtT telah dinyahaktifkan dalam A. niger PY1l
melalui kaedah penggantian gen dan mutan yang terhasil telah disahkan melalui
analisis tindak balas berantai polimerase (PCR) dan pemblotan Southern. Analisis
transkripsi berbalik tindak balas berantai polimerase (RT-PCR) menunjukkan bahawa
tahap pengekspresan gen protease pepA, pepB dan pepF dalam mutan AnAprtT
didapati berkurangan berbanding 4. niger PY11 sama ada dalam keadaan yang teraruh
atau tidak teraruh. Pengasaian aktiviti proteolitik ekstra sel secara kualitatif yang
dilakukan di atas agar medium minimum yang mengandungi kasein dan gelatin
mengesahkan bahawa AnAprtT mempamerkan fenotip mutan. Ia dicirikan melalui
kehilangan pembentukan zon ‘halo’ di sekeliling koloni walaupun AnApreT
menunjukkan pertumbuhan koloni yang sama dengan 4. niger PY11l. Pengasaian
aktiviti proteolitik ekstra sel turut diukur secara kuantitatif melalui pencernaan bovine
serum albumin (BSA) di mana aktiviti protease ekstra sel 4AnAprtT didapati kekal
rendah berbanding 4. niger PY1l yang menunjukkan peningkatan secara linear
sepanjang 6 hari pengkulturan. Penyahaktifan prtT ternyata tidak memberi kesan
terhadap pertumbuhan AnAprtT apabila pertumbuhannya didapati setara dengan A.
niger PY11. Seterusnya, protease ekstra sel 4. niger PY11 dan AnAprtT dicirikan
melalui kaedah kromatografi cecair berprestasi ultra-pengionan elektrosemburan nano
aliran-spektrometri jisim selari (UPLC-nanoESI-MS/MS). Keseluruhannya, sebanyak
20 protease ekstra sel dikenal pasti daripada sampel hari ke-5 hingga 9 bagi 4. niger
PY1l dan AnApriT. Daripada jumlah tersebut, 15 merupakan protease yang
bergantung kepada prtT manakala lima lagi adalah protease yang tidak bergantung
kepada pr¢T. Bagi membandingkan keefisienan 4. niger PY11 dan AnAprtT sebagai
hos untuk penghasilan protein heterolog, gen kutinase daripada Glomerella cingulata
di bawah kawalan promoter glukoamilase A telah diintegrasikan ke dalam kedua-dua
genom. Aktiviti kutinase daripada transforman A. niger PY1l dan AnApriT yang
membawa gen kutinase G. cingulata rekombinan masing-masing meningkat kepada
20 dan 36 kali ganda lebih tinggi berbanding strain induk tak tertransformasi. Ini
mencadangkan bahawa keupayaan mutan untuk menghasilkan protein heterolog tidak
terjejas dengan penyahaktifan pr¢T. Selain itu, jumlah enzim heterolog juga dihasilkan
dengan lebih tinggi dalam AnAprtT berbanding 4. niger PY11l. Aktiviti kutinase
heterolog daripada kedua-dua strain didapati stabil pada suhu 4°C selama 6 minggu.
Manakala semasa penyimpanan pada suhu 25°C, aktiviti kutinase heterolog daripada
AnAprtT didapati kekal sehingga lebih daripada 80% selepas dua minggu
penyimpanan berbanding aktiviti kutinase daripada 4. niger PY11 yang tinggal
kurang daripada 3% dalam tempoh yang sama. Kesimpulannya, pembangunan mutan
faktor transkripsi pr¢T telah mengurangkan aktiviti protease ekstra sel dalam 4. niger
di samping dapat meningkatkan penghasilan dan kestabilan protein heterolog.




DEVELOPMENT OF prtT MUTANT AND SECRETOME ANALYSIS TO
INCREASE HETEROLOGOUS PROTEIN STABILITY IN Aspergillus niger

ABSTRACT

Production of heterologous proteins in Aspergillus niger is often limited by the high
levels of proteases produced by the fungus. To improve heterologous production,
protease genes or a transcription factor controlling expression of extracellular
protease-encoding genes has to be deactivated. The objective of this work are to
deactivate a gene encoding transcription factor pr¢7, determine the production of
extracellular proteases by the prtT mutant and determine the activity and stability of
heterologous protein produced by the pr¢T mutant. The prtT gene was inactivated in
A. niger PY11 via gene replacement and the mutant produced was verified via
polymerase chain reaction (PCR) and Southern blotting. Reverse transcriptase-
polymerase chain reaction (RT-PCR) analysis showed reduced expression levels of
several protease genes, pepA, pepB and pepF in AnAprtT as compared to A. niger
PY1l either in induced or non-induced conditions. A qualitative extracellular
proteolytic activity assays conducted on the AnAprtT mutant confirmed that this
strain exhibited the mutant phenotype, characterised by loss of halo production on
minimal medium containing casein and gelatine plates even though the mutant has
similar colonial growth to the parent strain. Extracellular proteolytic activity was also
measured quantitatively via bovine serum albumin degradation whereby the protease
activity of A. niger PY11 showed a linear increase throughout six days culturing
while AnAprtT protease activity remained very low. Growth of 4. niger PY11 and
AnAprtT was comparable indicating that disruption of prtT did not affect fungal
growth. Subsequently, extracellular proteases of 4. niger PY11 and AnApriT were
characterized via Ultra Performance Liquid Chromatography-nano Electrospray
Ionisation-Tandem MS/MS (UPLC-nanoESI-MS/MS). Overall, 20 extracellular
proteases were identified from day 5 to 9 for samples of both 4. niger PY11 and
AnAprtT. Of these, 15 of them were found to be prfT—dependent while the other five
were priT- independent. To compare the efficiency of the 4. niger PY11 and AnApriT
as hosts for heterologous protein production, the Glomerella cingulata cutinase gene
under control of the glucoamylase A promoter was integrated into each genome.
Cutinase activity of 4. niger PY11 and AnAprtT harbouring the recombinant G.
cingulata cutinase gene was increased 20 and 36-fold higher, respectively than the
untransformed parental strains, suggesting that the ability of the mutant to produce
heterologous protein was not affected by deletion of prtT. Moreover, heterologous
total enzyme was produced higher in AnAprtT compared to A. niger PY1l.
Heterologous cutinase activity in both strains was stable at 4°C for six weeks.
Meanwhile, the heterologous cutinase activity in AnAprtT was retained with greater
than 80% activity after two week incubation at 25°C compared to less than 3%
activity remaining in 4. niger PY11. In conclusion, development of pr¢T transcription
factor mutant reduced extracellular protease activity in 4. niger as well as increased
the production and stability of the heterologous proteins.
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BAB I

PENDAHULUAN

1.1 LATAR BELAKANG

Kulat berfilamen digunakan secara meluas dalam industri bioteknologi sebagai kilang
sel untuk penghasilan bahan kimia, farmaseutikal dan enzim (Meyer 2008). Strain
industri kulat berfilamen berupaya menghasilkan produk komersil dalam kuantiti yang
besar dalam bioreaktor seperti sefalosporin 25 g/L, glukoamilase 30 g/L, selulase 40
g/L, penisilin 50 g/L dan asid sitrik 140 g/L (Gordon et al. 2000; Grimm et al. 2005;
Papagianni 2004). Antara kulat berfilamen yang mendominasi industri bioteknologi
sebagai hos pengekspresan adalah Aspergillus niger, Aspergillus oryzae dan

Trichoderma reesei (Nevalainen et al. 2005).

A. niger merupakan kulat berfilamen yang menarik kerana kapasiti
perembesan protein yang tinggi dan sering digunakan sebagai organisma model. 4.
niger diberi status ‘generally regarded as safe’ (GRAS) kerana mempunyai sejarah
panjang dalam penghasilan makanan yang selamat digunakan. Status GRAS ini juga
membantu untuk mendapatkan kelulusan bagi produk makanan dan dadah yang baru
(Lubertozzi & Keasling 2008). 4. niger mempunyai beberapa kelebihan sebagai hos
pengekspresan berbanding sistem pengekspresan yang lain. Antaranya termasuklah:
(1) berupaya menghasil dan merembeskan protein pada jumlah yang banyak ke dalam
medium pengkulturan, (2) berupaya mengekspreskan protein eukariot dengan
pelipatan yang betul dan berfungsi terutama bagi protein yang memerlukan modifikasi
pos-translasi seperti glikosilasi dan pembentuken jambatan dwisulfida dan (3)
rekombinan yang stabil boleh dipencilkan dan ini membolehkan pembiakan strain

dilakukan secara terkawal (van den Hombergh et al. 1997b).



A. niger telah dibangunkan untuk penghasilan protein homolog dan juga heterolog.
Walaupun 4. niger dapat merembeskan protein homolog dengan efisien, namun
terdapat kekurangan dari segi keupayaan kulat ini untuk menghasilkan protein
heterolog. Faktor-faktor seperti tahap transkripsi yang rendah bagi sesetengah gen,
ketidakstabilan mRNA dan translasi yang tidak cekap bagi protein bukan hos telah
menghadkan tahap penghasilan protein heterolog. Selain dari itu, persaingan dengan
protein natif hos untuk memasuki sistem rembesan juga merupakan faktor yang
mengurangkan tahap penghasilan protein heterolog. Walaupun berjaya dirembes
keluar dengan efisien, protein heterolog juga menghadapi masalah ancaman degradasi
oleh protease ekstra sel yang dihasilkan oleh hos (Gouka et al. 1997b; Sharma et al.
2009). Degradasi protein heterolog oleh protease ekstra sel seperti aspergillopepsin
telah ditunjukkan dalam beberapa kajian (Archer et al. 1992; Berka et al. 1990;
Broekhuijsen et al. 1993).

Sebagai sebahagian daripada gaya hidup saprofitik, 4. niger merembeskan
sejumlah enzim proteolitik yang signifikan. Menurut Pel et al. (2007), genom A.
niger mengekod hampir 200 gen protease. Protease ini tertumpu sama ada di dalam
sel termasuk vakuol, pada dinding sel atau dirembes ke dalam medium sebagai
protease ekstra sel (Gouka et al. 1997b; van den Hombergh et al. 1997b). Daripada
200 protease tersebut, sebanyak 32 diramal mempunyai isyarat peptida atau
mempunyai persamaan yang tinggi dengan protease ekstra sel daripada organisma
lain (Pel et al. 2007). Bilangan protease yang besar ini menggambarkan

pengawalaturan protease yang kompleks dalam 4. niger.

Spektrum protease bagi spesies Aspergillus adalah pelbagai dan jenis protease
yang dihasilkan bersifat spesifik terhadap spesies. Spektrum proteolitik 4. niger
menunjukkan protease asidik seperti pepA, pepB, pepF dan pepG mendominasi
protease ekstra sel yang dihasilkan oleh kulat ini (Berka et al. 1990; Inoue et al. 1991;
Krishnan & Vijayalakshimi 1985; Mattern et al. 1992; van den Hombergh et al.
1994). Menurut van den Hombergh et al. (1997b), aktiviti protease asidik sering
dikaitkan dengan masalah degradasi protein homo'og dan heterolog dalam 4. niger
kerana kulat ini diketahui mudah melakukan pengasidan medium pengkulturan.

Selain itu, tiga protease yang berhomolog dengan protease vakuol daripada yis iaitu



pepC, pepE dan cpy juga telah diklonkan daripada 4. niger (Frederick et al. 1993;
Jarai et al. 1994b). Seterusnya, empat gen (pepAa, pepAb, pepAc dan pepAd) yang
mengekod protease aspartik mirip-pepsin dikenal pasti melalui pendekatan

perbandingan genom oleh Wang et al. (2008).

Gen yang mengekod pengawal atur spesifik bagi gen-gen protease dan gen
yang mengekod pengawal atur domain-luas adalah dua kumpulan gen pengawal atur
yang terlibat dalam pengawalaturan pengekspresan protease (Braaksma & Punt
2008). Gen prtT adalah satu-satunya gen pengawalatur-spesifik protease yang dikenal
pasti dalam spesies kulat dan yis setakat ini. Faktor transkripsi pr¢T daripada 4. niger
telah diklon dan dicirikan oleh Punt et al. (2008). PrtT didapati mengawal atur
pengekspresan beberapa gen protease ekstra sel di dalam 4. niger (Punt et al. 2008).
Penyahaktifan prtT telah menyebabkan pengurangan aktiviti protease ekstra sel
dalam 4. niger. Selain prtT, gen pengawal atur domain-luas seperti pacC, ared dan
credA turut mempengaruhi pengekspresan pelbagai enzim termasuklah protease

(Braaksma & Punt 2008).

Beberapa strategi telah dibangunkan untuk memperbaiki penghasilan protein
heterolog daripada 4. niger seperti memperkenalkan gen bersalinan tinggi ke dalam
genom kulat, menggunakan promoter yang kuat dan isyarat rembesan yang efisien,
mengaruh penghasilan komponen-komponen gerak balas protein ternyahlipat seperti
protein pengiring dan foldase, mencantumkan gen sasaran dengan gen yang mengekod
protein yang dirembes dengan efisien dan menggunakan strain hos yang kurang
menghasilkan protease (Sharma et al. 2009). Masalah protease boleh ditangani melalui
strategi bioproses dan pembangunan strain-kurang protease. Strategi bioproses boleh
dilakukan melalui pengoptimuman komposisi medium dan protokol fermentasi
(Braaksma et al. 2009; O’Donnell et al. 2001; Papagianni et al. 2002; Papagianni &
Moo-Young 2002; Xu et al. 2000). Strain-kurang protease pula dijana sama ada
melalui kaedah mutagenesis (Mattern et al. 1992; van den Hombergh et al. 1995) atau
dengan menyahaktifkan gen protease tertentu (van den Hombergh et al. 1997a; Wang
et al. 2008). Mutan protease yang terhasil ternyata dapat meningkatkan pengekspresan
protein heterolog (Wang et al. 2008; Zhu et al. 2012).



Tujuan kajian ini adalah untuk menambah baik A. niger PY11 sebagai hos
pengekspresan protein heterolog. A. niger PY11 adalah strain yang dibangunkan
dengan ciri-ciri khusus sebagai hos pengekspresan bagi penghasilan protein heterolog
yang tinggi. Dua protein rembesan utama iaitu glukoamilase A dan B-glukosidase A
telah dinyahaktifkan dalam strain ini bagi meningkatkan keefisienan perembesan
protein heterolog (Reginald Storms, komunikasi peribadi). Ketiadaan protein
rembesan utama hos akan meningkatkan peluang protein heterolog untuk memasuki

sistem rembesan dan dieksport ke luar sel.

Dalam kajian ini usaha dilakukan bagi menambah baik keupayaan A. niger
PY11 sebagai hos pengekspresan protein heterolog. Strategi yang digunakan adalah
dengan mengurangkan aktiviti protease ekstra sel melalui penyahaktifan faktor
transkripsi prtT. Pengurangan protease ekstra sel hos dijangka dapat meningkatkan
rembesan protein heterolog ke medium kerana kurangnya saingan untuk memasuki
sistem rembesan hos. Protein heterolog yang terhasil juga dijangka lebih stabil
semasa penyimpanan kerana kurangnya protease ekstra sel hos yang hadir dalam
medium pertumbuhan. Selain itu, protease ekstra sel 4. niger PY11 dan mutan prtT
dicirikan bagi mengenal pasti protease yang dikawal atur oleh prtT. Keefisienan 4.
niger PY11 dan mutan prtT sebagai hos pengekspresan untuk menghasilkan protein
heterolog kemudiannya diuji sebelum kestabilan protein heterolog yang dihasilkan
oleh kedua-dua strain dibandingkan. Usaha penambahbaikan strain ini diharap dapat
meningkatkan kuantiti dan kualiti protein heterolog yang dihasilkan oleh A. niger

PYI11.

1.2 OBJEKTIF KAJIAN

Objektif kajian in1 adalah:

1) Menjana dan mencirikan mutan AndprtT daripada A. niger PY11 melalui
strategi penggantian gen.

2) Mencirikan protease ekstra sel A. niger PY11 dan mutan AndprtT melalui
kaedah kromatografi cecair berprestasi ultra-pengionan elektrosemburan

nano aliran-spektrometri jisim selari (UPLC-nanoESI-MS/MS).



3) Membandingkan aktiviti dan kestabilan protein heterolog yang dihasilkan
oleh A. niger PY11 dan mutan AnAprtT.



