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Ozet

Alfa-galaktosidaz, gida endiistrisinde, 6zelikle seker yapiminda, biyoteknolojide ve
tipta bircok kullanim alanina sahip, 6nemli bir enzimdir. Aspergillus fumigatus IMI
385708 susu verimli bir sekilde termostabil a-galaktosidaz iiretmektedir, ancak
GRAS statiide degildir. Bu ¢alismada, A. fumigatus’un o-galaktosidaz geni (ag/B),
PANS52-4 (Acc. No: Z32699) ekspresyon vektoriine takilmis ve GRAS statiideki
Aspergillus sojae ATCC11906 susuna aktarilmistir. Bu sistem bir tetikleyiciye
ihtiyag duymaksizin, A. sojae’ de A. fumigatus’dan daha yliksek miktarda alfa-
galaktosidaz iiretimine olanak saglamustir. Uretimi artirmak amaci ile osmotik stres
uygulanmistir. Osmotik stres ajanlartyla transkripsiyon seviyesinde tetiklendigi
gosterilen gpdA promotdrii sayesinde alfa-galaktozidaz iiretimi normal kosullarda
biiyiitillen rekombinant susa gore 2,25 kat artirilmistir. Sonug olarak, A.
fumigatus’a gore alfa-galaktozidaz iiretimi A. sojae’ de 4 kat artirilmistir. Alfa-
galaktosidaz enzimi melas gibi ucuz kaynaklarda yiiksek verimde iiretilebilmistir.
Devam etmekte olan caligmalarda, Tepki Yiizey Metodu ( Response Surface
Methology ) ile heterolog a-galaktosidaz iiretim kosullarinin optimizasyonu
gerceklestirilmektedir.
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Giris

Alfa-galaktosidaz enzimi melibiyoz, rafinoz ve stakiyoz gibi oligosakkaritlerden,
polimerik galaktomannan ve galaktolipidlerden a-1,6 bagli terminal o-galaktoz
birimlerinin hidrolizini gerceklestirir. Yiiksek substrat konsantrasyonlarinda da
transgalaktozilasyon  reaksiyonunu  katalizlemektedir [1]. Endiistride,
biyoteknolojide ve tipta bircok kullanim alanina sahiptir. En 6nemli endiistriyel
kullanim alan1 gida endiistrisinde, seker yapimindadir. Siikrozun kristallesmesi,
diisiik miktarda rafinoz ve stakiyoz tarafindan dahi engellenebilmektedir. Rafinoz
ve stakiyozun enzimatik hidroliz ile siikroza c¢evrilmesi kristallesmeyi, dolayisiyla
da iriin verimini artirir.  Alfa-galaktosidaz ayrica rafinoz ve stakiyoz gibi
galaktosidleri yapilarindan uzaklastirarak soya fasulyesi gibi baklagillerin
sindirimini kolaylastirabilir ve galaktomannanlarin jellesme kapasitelerini artirir.



Tirkiye 10. Gida Kongresi; 21-23 Mayis 2008, Erzurum

Alfa-galaktosidaz enzimi mikroorganizmalarda, bitkilerde ve hayvanlarda yaygin
olarak bulunmaktadir. Mikroorganizmalar yiikksek miktarda {iiretimleriyle
digerlerine gore daha avantajlidir ve bunlar arasinda da fungal galaktosidazlar
hiicre dis1 salgilanmalari, asidik pH optimumlar1 ve genis stabilite profilleri
nedeniyle endiistriyel kullanim icin daha uygundur. A. fumigatus IMI 385708 susu
verimli bir sekilde termostabil a-galaktosidaz tiretmektedir ancak firsat¢i saprofitik
bir kiif mantaridir. Ozellikle bagisiklik sistemi zayif olan hastalarda o6liimciil
aspergilloza neden olabilmektedir ve endiistriyel iiretim icin uygun degildir. Bu
calismada, daha once pUCI9 klonlama vektoriine takilan, insan patojeni A.
fumigatus’un o-galaktosidaz geni pAN52-4 (Acc. No: Z32699) ekspresyon
vektoriine takilmis ve genel olarak giivenli kabul edilen (GRAS) Aspergillus sojae
ATCC11906 susuna aktarilmistir. pANS2-4, giiclii ve devamli iiretilen A. nidulans
gliseraldehit-3-fosfat dehidrojenaz promotorii  (gpdA) ile trpC sonlandirma
sinyalini ve A. niger glukoamilaz geninin preprosekansini iceren, bir iiretim ve
salgilama sistemidir. gpdA promotoriiniin osmotik stres ajanlartyla transkripsiyon
seviyesinde tetiklendigi goOsterilmistir [2]. pANS52-4 ekspresyon vektoriiniin ko-
transformasyonunda seg¢ici markor olarak kullanilan pAMDSPYG plazmidi A.
nidulans’in amdS ve A. niger’in pyrG genine sahiptir. Alfa-galaktosidaz enzimi
cesitli karbon ve azot kaynaginda iiretilebilmistir ve birbirine yakin {iretim
gozlenmistir. Bu ylizden, endiistriyel iiretimde en ekonomik kaynaklar
secilebilecektir. Optimizasyonda Tepki Yilizey Metodu gibi istatistiksel
yontemlerle, her seferinde tek bir faktoriin degistirildigi klasik yontemlerden daha
hizl1 sonug alinabilmektedir.

Materyal ve Yontem

Aspergillus fumigatus IMI 385708 susu Slovak Bilimler Akademisi’nden temin
edilmis olup YpSs agarda 45°C’de biiyiitiiliip, 4°C’de saklanmaktadir. Alfa-
galaktosidaz iiretebilmesi i¢in, indiiksiyon amagli 0.5-2 % oraninda keci boynuzu
sakizi (LBG) siv1 YpSs ortamina eklenmektedir. Aspergillus sojae (ATCC11906)
(pyrG) susu Hollanda TNO kurumundan temin edilmistir, liridin oksotrofu olup,
diisiik proteolitik aktiviteye sahiptir. Stok kiiltiirleri {iridin ve urasil iceren CM
(Complete Medium)’de, [70mM NaNO3, 7mM KCI, 11mM KH,PO4, 2 mM
Mg2S04, 2 % glukoz, 0.5% maya 6ziitii, 0.2% kasamino asit, 1000X iz elementler,
1000X Vitaminler, 10mM iiridin, 10mM urasil] 30°C’de biiyiitiiliip, 4°C’de
saklanmaktadir. Transforme olan suslarda iiridin ve urasile gerek
duyulmamaktadir. Aspergillus sojae susunun rekombinant pANS52-4 ekspresyon
vektorll ile kotransformasyonu Punt ve van den Hondel tarafindan uygulanan
prosediire gore yapilmistir [3].

Osmotik stres caligmalarinda rekombinant A. sojae suslari kademeli olarak 0.5, 1,
1.5 ve 2 M NaCl ya da Na,SO, iceren ortamda osmotik stres kosullarina adapte
edilmistir.
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Heterolog o-galaktosidaz iiretimi farkli karbon (glukoz, laktoz, siikroz, melas,
fruktoz, maltoz, nisasta ve karboksimetil selliiloz), inorganik azot [(NH4CL,
(NH,4),S0,4, NH,NO;, KNO;, NaNO3)] ve organik azot (et oziitii, pepton, jelatin,
glisin, tripton, maya oziitii) kaynaklarinda calistlmugtir. Uretim kosullarinin
optimizasyonu i¢in Tepki Yiizey Metodu ( Response Surface Methology )
kullanilmaktadir. Minitab 15 programi kullanilarak yapilan TYM’de 3 faktorlii Box
and Behnken modelinden yararlanilmaktadir. Parametre olarak karbon (melas) ve
azot (0,5-2 NaNO;) kaynagi ile inkiibator ¢alkalama hizi secilmistir.

Bulgular ve Tartisma

Alfa-galaktosidaz geninin (ag/B) pAN 52-4 ekspresyon vektoriine takilmasi ve A.
sojae susuna transformasyonu:
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Sekil 1. Agaroz jel elektroforezi ile ligasyonun kontrolii; 1- Ligasyondan sonra
rekombinant plazmit (pANaglB), 2-Rekombinant plazmitin HindlIlIl enzimi ile kesimi.

Sekil 2. SDS-PAGE ile enzim iiretiminin karsilastirilmasi; 1- Transforme edilmeyen
A.sojae, 2,3- Transforme edilen A.sojae, 4- A.fumigatus.

Sekil 3. Alfa-galaktosidaz aktivite tayini.

A. fumigatus aglB geni pAN52-4 ekspresyon vektoriine Hindlll kesim bolgesinden
takilmistir ve rekombinant plazmitte ag/B geninin varligi Hindlll enzim kesimi ile
kontrol edilmistir (Sekil 1). Ayrica spesifik primerler kullanilarak yapilan PCR ile
aktartlan genin yonii tayin edilmistir. A. sojae susu rekombinant plazmit ile
transforme edilmistir ve transformant suslar iiridin prototrofisine gore se¢ilmistir.
Sekil 2 de goriildiigii gibi SDS-PAGE analizinde transforme A. sojae’de ve A.
Sfumigatus’da 57 kDa biiyiikliglindeki o-galaktosidaz protein bandi goriiliirken;
transforme olmayan A. sojae’de goriilmemistir. Enzim aktivite tayininde de
transforme A. sojae’de ve A. fumigatus’da a-galaktosidaz aktivitesi goriiliirken;
transforme olmayan A. sojae’de goriilmemistir. (Sekil 3).
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Dereceli olarak osmotik stres kosullarina adapte olan transforme A. sojae
suslarinda, adapte edilmeyen suslarda gbzlenen aktivitenin 2.25 kat yiiksek aktivite
gozlemlenmistir (Sekil 4) .
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Sonuclar

A. fumigatus’un o-galaktosidaz geni giiclii ve devamli iiretilen gpdA promotoriine
sahip  pANS52-4 ekspresyon vektorii iizerinde giivenli bir organizma olan
Aspergillus sojae  ATCC11906 susuna aktarilmustir. A. fumigatus’un aksine
herhangi bir tetikleyiciye ihtiya¢c duymaksizin A. sojae’ de A. fumigatus’dan daha
yiiksek miktarda alfa-galaktozidaz iiretimi goriilmiistiir. Osmotik stres ajanlariyla
transkripsiyon seviyesinde tetiklendigi gosterilen gpdA promotorii sayesinde tiretim
normal kosullarda biiyiitiilen rekombinant susa gore 2,25 kata kadar artirilmustir.
Sonug olarak, A. fumigatus’a gore alfa-galaktozidaz iiretimi A. sojae’ de 4 kat
artirllmistir. Simdiye kadar gerceklestirilen, iiretim kosullarinin optimizasyonu
calismalarinda bulunan optimum degerlerle yapilan dogrulama deneylerinde enzim
tiretiminin (5,2 U/ml) kontrol deneylerinde elde edilen ( 3,6 U/ml) iiretimden % 44
fazla oldugu gozlenmistir.
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