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ABSTRACT

Plasmid pHIS1525 is a shuttle vector for E. coli/ B. megaterium, which contains a signal peptide for secretion of heterologous proteins,
and also equipped with a His-tag encoding sequence. The aim of this research was to recombine the -xylosidase encoding gene from
G. thermoleovorans I'T-08 into plasmid pHIS1525. The B-xylosidase encoding gene (xyl) was amplified by PCR method from pTP510,
a recombinant plasmid containing xylanolytic enzyme encoding gene from G. thermoleovorans IT-08. The xyl gene was inserted into
plasmid via MCS of pHIS1525 between Sacl and Sphl restriction sites and propagated in E. coli DH10p. The recombinant plasmids
were analyzed by restriction analysis and sequencing. This research showed that the xyl gene was successfully amplified from pTP510
and recombined into plasmid pHIS1525 in E. coli DHI10B. The sequence of the inserted gene contained a signal peptide and His-tag

encoding sequences. The recombinant plasmid was called pSMX.
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PENDAHULUAN

Escherichia coli sudah menjadi "workhorse” untuk
produksi berbagai protein rekombinan dan telah digunakan
secara luas sebagai sel inang untuk kloning berbagai gen
heterologus dengan berbagai sistem ekspresi. Namun
demikian, ada beberapa kendala yang seringkali terjadi pada
proses produksi protein heterologus. £. coli tidak mempunyai
mekanisme eksport protein, sehingga protein yang diproduksi
dalam jumlah besar akan diakumulasi secara intraseluler dan
hampir semuanya dalam bentuk badan inklusi (Choi and Lee,
2004; Schallmey et al., 2004).

Bakteri Gram positif Bacillus megaterivm mempunyai
beberapa kelebihan dibandingkan dengan sel inang lain
untuk produksi protein rekombinan. Bakteri ini mampu
mengekspresikan beberapa DNA heterologus, tidak
menghasilkan protease alkalin, dikenal stabil dalam
melakukan replikasi dan memelihara plasmid, serta tidak
ditemukan adanya endotoksin pada dinding selnya. Beberapa
vektor ekspresi dan galur B. megaterium telah dikembangkan
dan digunakan untuk produksi berbagai protein, misalnya
glukosiltransferase (Wangetal., 2005), levansucrase (Malten
etal., 2006; Yang et al., 2006), dextransucrase dan penisilin
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amidase (Yang et al., 2006) dan fragmen antibodi scFv
(Jordan et al, 2007).

Plasmid pHIS1525 merupakan shuttle vector untuk
ekspresi gen heterologus di Z. coli dan Bacillus megaterium,
yang dikonstruksi untuk keperluan produksi, sekresi dan
pemurnian satu tahap suatu protein heterologus yang
mengandung penanda histidin (His-tag) (Malten et al.,
2006; Hollman et al., 2006).

Ekspresi gen x)/ dalam sistem pHIS1525/B. megterium
diharapkan dapat mengoptimalkan produksi enzim -
xilosidase ekstraseluler. Tujuan penelitian ini adalah untuk
melakukan rekombinasi gen penyandi B-xilosidase asal
Geobacillus thermoleovorans 1T-08 ke dalam plasmid
pHIS1525 dan dipropagasi di £. coli DH10p. Untuk tahapan
penelitian selanjutnya, plasmid rekombinan yang diperoleh
di ekspresikan di dalam sistem pHIS1525/B. megaterium.

MATERI DAN METODE
Sampel Penelitian

1. Plasmid rekombinan pTP510/E. coli DH5a metupakan
koleksi Laboratorium Biokimia Departemen Kimia
Fakultas Sain dan Teknologi Unair.
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2. Plasmid pHIS1525/F. coli DH10B serta bakteri
E. coli DH108 dan B. megaterium MS941 diperoleh
dari Institute of Microbiology, Technical University
Braunschweig, Germany.

Cara Kerja

Semua prosedur molekuler dilakukan sesuai dengan
prosedur standar Sambrook and Rusell (2001).

Isolasi dan pemurnian DNA plasmid

Isolasi DNA plasmid pTP510, pHIS1525 dan plasmid
rekombinan dilakukan dengan menggunakan kit QZ4prep
Spin miniprep.

Amplifikasi gen penyandi j-xilosidase dalam pTP510

Amplifikasi gen penyandi -xilosidase (gen xyl)
dilakukan dengan metode PCR menggunakan plasmid
rekombinan pTP510 sebagai cetakan (template) dan
sepasang primer yang didesain berdasarkan atas sekuen
gen xy/ dalam pTP510 dan sekuen sisi-sisi restriksi yang
disediakan pada MCS. Peta restriki plasmid pTP510 dan
pHIS1525 tercantun pada Gambar 1.
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Gambar 1. Peta Restriksi (a) pTP510, (b) pHIS1525.

Primer yang berhasil didesain adalah sebagai
berikut.

Pxyl-F : 5’-TTATTGAGCTCTCGAATATTCTAAC
CCAG-3’

Pxyl-R:5’-CAAGAGCATGCAATATTTCAGGAATA
TATTTAAACC-3’

Kondisi amplifikasi adalah sebagai berikut: Pra-
denaturasi pada 95° C selama 5 menit. Proses amplifikasi
yen xy/ dilakukan dalam 30 siklus. Pada setiap siklus reaksi
terdiri atas beberapa tahapan reaksi: (1) denaturasi pada
95° C selama 1 menit, (2) annealing pada 53° C selama 45
detik, (3) perpanjangan rantai pada 72° C selama 2 menit
dan (4) penambahan (extension) pada 72°C selama 7 menit.
Produk PCR (amplikon) yang diperoleh dianalisis dengen
elektroforesis gel agarosa 1%.
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Rekombinasi gen penyandi B-xilosidase dalam
plasmid pHIS1525

Proses rekombinasi gen penyandi p-xilosidase dalam
plasmid pHIS1525 dan transformasi di . co/i 108 dilakukan
melalui beberapa tahapan sebagai berikut: (1) pemotongan
ganda (double digest) amplikon xy/ dan plasmid pHI1S1525
dengan 2 jenis enzim restriksi Sacl dan Sphl, (2) rekombinasi
(ligasi) amplikonxy! dan plasmid pHIS1525 menggunakan
enzim ligase (3) transformasi plasmid rekombinan ke dalam
sel kompeten £. coli DH10p.

Seleksi transforman

Seleksi transforman dilakukan dengan memindahkan
koloni-koloni bakteri . coli DH108 yang tumbuh ke dalam
media LB padat (+ Amp 100 pg/ml). DNA plasmid dari
beberapa transforman dipilih secara acak, dianalisis restriksi
dan elektroforesis gel agarosa 1%.

Sekuensing

Tahapan sekuensing dilakukan untuk mengetahui
sekuen fragmen gen yang terinsersi ke dalam vektor.

HASIL DAN DISKUSI

Amplifikasi Gen Penyandi S-Xilosidase (xyl) dari
pTP510

Proses amplifikasi gen xy/ dilakukan menggunakan
alat PCR dengan plasmid pTP510 sebagai DNA cetakan
(template). Gambar 2 memperlihatkan bahwa gen xy!
berhasil diamplifikasi dari plasmid pTP510, menghasilkan
amplikon xy/ yang ditunjukkan dengan adanya pita DNA
di sekitar 1500 pb pada elektroforegram.

Gambar 2. Analisis produk PCR (amplikon) dengan
elektroforesis gel agarosa 1% p TP = plasmid pTP510
(DNA cetakan), M = DNA penanda; X = amplikon
xyl sebelum pemurnian; X’ dan X’= amplikon xy/
setelah pemurnian.
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Rekombinasi Gen Penyandi p-Xilosidase (xyl) dalam
Plasmid pHIS1525/E. coli DH10p

Amplikon xy/ (+ 1500 pb) dan plasmid pHIS1525
(+ 7000 pb) dipotong ganda dengan enzim restriksi Sacl/
Sphl) sehingga menghasilkan fragmen DNA sengan ujung
lengket yang komplementer. Kemudian kedua fragmen
DNA tersebut diligasikan menggunakan enzim ligase dan
selanjutnya ditransformasikan ke dalam sel kompeten
E. coli DH10p.

Seleksi E. coli DH10B yang membawa plasmid
pHIS1525 rekombinan dilakukan dengan menganalisis
DNA plasmid dari 10 (sepuluh) transforman yang dipilih
secara acak. terdapat 4 (empat) DNA plasmid dengan
ukuran yang lebih besar dibandingkan dengan DNA plasmid
pHIS1525, yaitu DNA plasmid dari transforman 1, 2, 5 dan
9 (Gambar 3). Transforman yang diduga membawa DNA
plasmid rekombinan tersebut berturut-turut dinamakan £.
coli DH10p rekombinan; E1, E2, E3, dan E4. Kemudian
dianalisis lebih lanjut untuk mengetahui ukuran DNA
plasmid serta ukuran dan struktur gen yang terinsersi ke
dalam plasmid pHIS1525.

Gambar 3. Analisis DNA plasmid rekombinan dengan
elektroforesis gel agarosa 1% pHIS: vektor
pHIS1525. Nomor 1-10: DNA plasmid dari
transforman 1-10.

Pemotongan ganda (double digest) plasmid rekombinan
E1 menggunakan enzim restriksi Sacl/Sphl, dilakukan
untuk mengetahui ukuran gen sisipan dalam plasmid
pHIS1525.

Pemotongan ganda DNA plasmid rekombinan (E1)
menggunakan enzim restriksi Sacl/ Sphl menghasilkan dua
fragmen DNA, yang ditunjukkan dengan adanya dua pita
DNA pada elektroforegram dengan ukuran sekitar 7000
pb dan sekitar 1500 pb (Gambar 4B). Pita DNA dengan
ukuran + 1500 pb tersebut sama dengan ukuran amplikon
xyl (Gambar 4C), yang mendekati ukuran gen penyandi
B-xilosidase dalam plasmid pTP510 (1530 pb). Sedangkan
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Gambar 4. Analisis plasmid rekombinan E1 dengan
elektroforesis agarosa 1%. A = Uncut plasmid, B =
hasil pemotongan ganda plasmid E1 dengan Sacl/
Sphl, C = Amplikon xy/; pHIS = plasmid pHIS1525
M = DNA penanda DNA )/ Hindlll (Fermentas).

fragmen DNA yang berukuran + 7000 pb, sama dengan
ukuran plasmid pHIS1525 (Gambar 4D). Oleh karena itu,
dilakukan sekuensing untuk membuktikan apakah gen
sisipan dalam plasmid pHIS1525 yang mempunyai ukuran
sekitar 1500 pb merupakan gen penyandi p-xilosidase.

Sekuensing

Dari hasil sekuensing plasmid rekombinan dengan
primer walking dan perunutan nukleotida ini, dapat
diperoleh sekuen gen sisipan dalam plasmid pHIS1525
sebagai berikut.

Pada penelitian ini, amplifikasi gen penyandi
B-xilosidase (gen xy/) dari pTP510 dilakukan dengan
metode PCR menggunakan sepasang primer yang didesain
dengan memperhatikan data sekuen gen penyandi asal
G. thermoleovorans 1T-08 (GenBank dengan nomor akses
DQ345777) dan sekuen sisi restriksi di sekitar muitiple
cloning site (MCS) dari vektor plasmid pHIS1525. Gen
xyl diinsersikan ke dalam plasmid pHIS1525 melalui
MCS, secara langsung downstream sekuen penyandi signal
peptide (SP, ), di antara sisi restriksi Sacl dan Sphl.

Strategi yang sama juga dilakukan dalam desain
primer untuk kloning gen penyandi levansucrase
(LevA773) dengan beberapa vektor ekspresi untuk B.
megaterium yaitu : pMM1525, pHIS1525, pSTREP1525
dan pSTREPHIS1525, yang masing-masing menghasilkan
protein rekombinan: LevA773, LevA733His, StrepLevA733
dan StrepLevA733His (Malten et al., 2006).
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ATGAAAAAAGTACTTATGGCATTCATTATTTGTTTATCGCTGATTCTATCTGTTTTAGCCGCTCCGCCG
TCTGGCGCAGGCGCCGCATTGAAGATCTCCGGAGCTCTCGATATTCTAACCCAGTAATTAAAGGGTTTT
ATCCGGATCCCAGTATTTGTCGAGTAGGTAGTGATTATTACTTAGTTACAAGTTCATTCCAGTACTTCC
CTGGGGTTCCAATTTTTCATAGTACTAATTTAATTAATTGGAATAAGATAGGATATTGTTTAATTAGAC
CAAGTCAACTTATGTTAAATAATGCAACAAATAGAAGTGGTATATTTGCACCTACCCTTCGTTATCATG
AGGGAATTTTTTATTTAATAACAACAAACGTAACACTAAAGAAGAACTTTATTGTTATGTCCGAAGATC
TACAAGGGGAATGGTCTGAACCGATTTGGATTGATGGATGGGGAGGCATTGATCCATCACTATTTTTTG
ATAACGATGGGAAGGTTTATATTACCGGGACAAATGATAATGCTAGGGGTGAAGAATTAGGAATTTACC
AAGCAGAAATAGATTTAAAGAAAGGAAGTATTATAGGTGAAAGAAAACT CATATGGAAAGGTACAGGCG
GCTCTTACCCGGAAGCCCCCCATTTATATAAAGTTAATGGCTGGTATTATTTATTAATCGCAGAAGGAG
GTACAGAGTATGGTCATATGGTGACCGTTGCAAGGAGTAAATATCCCTTCGGTCCTTTCGAAAGTTGTC
CTTTTAATCCAATATTAACTCATAGAAGCACAAACCATCCTCTTCAGGCAATCGGTCATGCTGATATTG
TTCAGTATCATGACGGAAGTTGGTGGGCAGTTTTTCACGGTACTCGTCCCATCTCTTATCCACCGAAAC
ACCATTTGGGCAGAGAGACTTGTTTAGCTCCTATCAAGTGGACAGACGATGGTTGGCCTATTATTGGTT
ACAACGGAAGAATTGATATTAAAATGGATGCTGGTTATCTGCCTGTGAAAGAAAAAAATATTGGGGATG
AGATCATTGAAGATGATTTTAACAGTGATATTTTTTCTACAGATTGGAATTTTATTCAAAACCCTCGCC
TTGAACACTATTCTTTGAAGGGACGTCCTAGTTGGTTAAAAATGCGGGGTACAGAAAAAACATTGAATG
ATATAAATTCCCCAACGTTTATTGGGCGGCGCCAAGAACATTTTGTTTGTAATGTGTCGACATTATTAG
AATTTAAACCGAATCAGGATAATGAGGAAGCTGGGCTAACCGTTTATATGAATGAAAAGCACCACTATG
AAATTGCCCTAACAAAGAAAAATGGACGAATAAATGTAGTTTTGAAGAAAACTGTAGGGGATATTCAGG
TTGTTGTAAATTCATTAGAGTATTTCTCTAATACGATTATTTTTTCTATTCAAGCTAATCCGGAAGAAT
ACAAGTTTTCATTTGTTGATCCTAATACAGGTCAGACTTATCTATTAGGAACAGGACTTACTACACTTT
TATCTACGGAGGTTGCAGGAGGGTTCACAGGCGTTTACTTTGGGTTATATGCCACTGGTAATGGAAAAG
TTTGTACGGCTCCCGCCTTTTTTGATTGGTTTAAATATATTCCTGAAATATTGCATGCCGGCCTGAGAG

GATCG TAA
Keterangan:
ungu : ATG = start codon; TAA = stop codon
Hijau : sekuen Signal peptida (SPlipA)
Merah : GAGCTC = enzim restriksi Sacl
Hitam : sekuen S-xilosidase
GCATGC = enzim restriksi Sphl
Orange : CATCACCATCACCATCAC = sekuen 6 x His

Amplikon gen xy/ yang diperoleh dari amplifikasi
dari plasmid pTP510 merupakan fragmen DNA ujung
tumpul (blunt end) yang didesain mengandung sisi restriksi
Sacl (GAGCTC) pada ujung 5’ dan sisi restriksi Sphl
(GCATGC) pada ujung 3’. Pemotongan ganda amplikon
xyl dengan enzim restriksi Sacl/ Sphl dimaksudkan untuk
menghasilkan fragmen DNA dengan ujung lengket (sticky
end). Enzim restriksi Sacl memotong fragmen DNA pada
sekuen GAGCT | C dan komplemennya C | TCGAG,
sedangkan enzim restriksi Sphl memotong fragmen DNA
pada sekuen GCATG | C dan komplemennya C | GTACG.
Plasmid pHIS1525 yang juga dipotong ganda dengan
enzim restriksi Sacl/Sphl menghasilkan vektor kloning
yang mempunyai ujung-ujung lengket yang komplementer
dengan ujung-ujung lengket amplikon gen xy/. Dengan
demikian, baik amplikon gen xy/ maupun vektor kloning
pHIS1525 mempunyai ujung-ujung lengket yang saling
komplementer.

Ligasi ujung-ujung lengket yang komplementer dapat
berlangsung lebih efisien dibandingkan dengan ligasi ujung-
ujung tumpul. Hal ini disebabkan ujung-ujung lengket
yang komplementer (cocok) dapat saling berpasangan basa
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melalui pembentukan ikatan hidrogen, untuk membentuk
struktur yang relatif stabil. Akibatnya, enzim ligase dapat
bekerja dengan lebih baik, yang akan mempercepat
terbentuknya ikatan fosfodiester yang menyambung kedua
molekul DNA tersebut (Brown, 2001).

Analisis restriksi dilakukan dengan melakukan
pemotongan tunggal DNA plasmid menggunakan
enzim restriksi, untuk mengetahui ukuran DNA plasmid
rekombinan dan DNA sisipan. Pemotongan DNA plasmid
menggunakan enzim restriksi Sacl akan membuka plasmid
sehingga menjadi bentuk liniernya, yang ditunjukkan
dengan adanya pita tunggal di sekitar 9000 pb pada
elektroforegram gel agarosa. Hal ini menunjukkan bahwa
plasmid rekombinan mempunyai ukuran sekitar 9000 pb,
yang lebih tinggi dibandingkan dengan ukuran vektor
plasmid (7474 pb). Dengan demikian, dapat diperkirakan
bahwa vektor plasmid telah terinsersi dengan DNA asing.

Untuk mengetahui struktur gen sisipan dalam plasmid
pHIS1525 rekombinan dan tingkat homologinya terhadap
gen penyandi B-xilosidase, maka dilakukan sekuensing
dengan primer walking. Lima primer yang telah berhasil
didesain dan digunakan untuk menentukan sekuen gen

153



sisipan dalam plasmid pHIS1525 rekombinan adalah:
Pxyl-1(F), Pxyl-1(R), PxvI-2(F), Pxy/-2(R) dan Pxy/-tengah,
sebagaimana digambarkan pada skema sebagai berikut.

Pxyl-1(F)

—» Payl-2(F) Pxyl-tengah
—_— ™

PWI'Z(R)‘PmT(R)

Hasil analisis sekuen gen xy/ yang terinsersi
dalam plasmid pHIS1525, menunjukkan sekuen DNA
dengan urutan sebagai berikut: start - signal peptide
(SPlipA) - gen xyl - His, - stop. Hal ini dapat dijelaskan
melalui diagram berikut ini:

Signal peptide

Start Sekuen gen xyl Hisg _ Stop

SPiipa 'Y
p— > I )

L4 L 4

Hasil analisis terhadap sekuen-sekuen secara
komputasi menggunakan program Bio Edit Sequence
Alignment Editor menunjukkan bahwa gen sisipan dalam
plasmid pHIS1525 mempunyai sekuen yang sama dengan
sekuen gen penyandi p-xilosidase asal G. thermoleovorans
IT-08 (Genbank nomor akses DQ345777), dengan tingkat
homologi sebesar 99,93%. Berdasarkan peta plasmid
pHIS1525 dan data-data yang diperoleh pada penelitian ini,
maka dapat digambarkan peta plasmid rekombinan yang
mengandung gen penyandi B-xilosidase, sebagai berikut:

Gambar 5. Peta Restriksi pSMX.

Dari hasil yang diperoleh pada penelitian ini, maka
dapat disimpulkan bahwa rekombinasi gen penyandi
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p-xilosidase asal Geobacillus thermoleovorans 1T-08
dalam plasmid pHIS1525 berhasil dilakukan, menghasilkan
plasmid rekombinan yang dinamakan pSMX.
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