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RINGKASAN

Identifikasi Sisi Aktif pada Rekombinan Sucrose Phosphate Synthase
Menggunakan Metode Site-Directed Mutagenesis;

Siti Nurul Afidah, 131810401025; 2017; 45 halaman; Jurusan Biologi Fakultas
Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam Universitas Jember.

Sucrose Phosphate Synthase (SPS) adalah enzim kunci yang berperan dalam
sintesis sukrosa. Pada tanaman, SPS mengkatalisis pembentukan sucrose-6-
phosphate (S6P) dari uridin diphosphate glucose (UDP-G) dan fructose-6-
phosphate (F6P). SPS tanaman umumnya terdiri dari tiga domain: domain N-
terminal, wilayah tengah, dan domain terminal C. Penelitian sebelumya
melaporkan penghilangan pada domain N-terminal menunjukkan peningkatan
aktivitas spesifik SPS rekombinan hingga 10 kali lipat (Sawitri et al., 2016).
Domain tengah berisi domain glycosyltransferase (GTD) dan berperan untuk
fungsi katalitik SPS. Namun, mekanisme pengikatan katalitik dan substrat masih
belum jelas karena kurangnya informasi mengenai struktural SPS tanaman.
Sehingga pada penelitian ini dilakukan identifikasi sisi aktif enzim SoSPS1
dengan tujuan untuk menemukan asam amino penting yang berperan dalam
pengikatan substrat pada SoSPSL1.

Dalam penelitian ini, cDNA dari SoSPS1 dimutasi pada bagian GTD
menggunakan metode site-directed mutagenesis dan diekspresikan pada
Escherichia coli untuk mendapatkan rekombinan SoSPS1. Asam amino yang
dijadikan target mutasi pada penelitian ini diperoleh dari studi bioinformatika,
yaitu dengan menghomologikan SoSPS1 dengan enzim lain yang sefamili.
Analisis yang digunakan untuk melihat ekspresi dan karakter biokimia
rekombinan SoSPS adalah analisis Western blot dan uji aktivitas enzim. Hasil
yang diperoleh yaitu terdapat beberapa asam amino pada bagian GTD yang
berperan dalam fungsi katalitik SoSPS1, diantaranya yaitu R496 dan D498.
Rekombinan SoSPS1 dapat dieskpresikan pada bakteri E. coli yang ditunjukkan
dengan terbentuknya pita protein pada ukuran +100 kDa. Uji aktivitas enzim
dilakukan untuk mengetahui karakter biokimia dari rekombinan SoSPS1. Selain
dilakukan analisis pada R496 dan D498, juga dilakukan analisis beberapa asam
amino yang berada di sebelahnya seperti S495 dan P497. S495A dan P497A
menunjukkan aktivitas yang lebih tinggi daripada kontrol positif, R496A dan
D498A menunjukkan aktivitas yang lebih rendah daripada kontrol positif. Hal ini
menunjukkan bahwa asam amino R496 dan D498 memiliki peranan penting
dalam regulasi aktivitas SOSPS1 dan dalam pengikatan substrat.

Dengan diketahuinya sisi aktif SoSPS1 terhadap substrat, maka
selanjutnya dapat dilakukan rekayasa protein pada sisi aktif tersebut sebagai
strategi baru untuk meningkatkan afinitas pengikatan substrat dan untuk
meningkatkan proses sintesis sukrosa.
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BAB 1. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang
Sukrosa merupakan komponen penting dalam kehidupan tanaman.

Sukrosa berperan sebagai gula transportasi dalam mekanisme pertumbuhan dan
perkembangan tanaman. Selain itu, sukrosa juga berfungsi sebagai produk
simpanan fotosintesis dan transduksi sinyal dan stres. Enzim yang berperan
dalam metabolisme sukrosa diantaranya adalah SPS (Sucrose phosphate
synthase), SuSy (sucrose synthase), dan SPP (sucrose phosphate phosphatase)
yang dikelompokkan dalam sucrose biosynthesis related proteins (SBRP)
(Cumino et al., 2002; Salerno dan Curatti, 2003). Struktur protein SBRP
mempunyai fungsional domain yang sama vyaitu glycocyltransferase domain
(GTD). SPS merupakan enzim kunci yang berperan dalam sintesis sukrosa dan
memainkan peran fisiologis untuk mengatur fluks karbon menjadi sukrosa. SPS
tanaman umumnya terdiri dari tiga domain yaitu domain N-terminal, domain C-
terminal, dan daerah tengah yang merupakan GTD dan berperan untuk fungsi
katalitik dari SPS (Castleden et al., 2004). Enzim SPS berperan sebagai katalisator
pembentukan sucrose-6-phosphate (S6P) dari fructose-6-phosphate (F6P) dan
uridine diphosphate glucose (UDP-G) (Barker et al., 2000).

Pada penelitian sebelumnya dilaporkan bahwa terdapat 2 macam gen
pengkode SPS pada tanaman tebu, yaitu SoSPS1 dan SoSPS2. Kedua gen
pengkode SPS tersebut diketahui mempunyai ekspresi yang berbeda. SoSPS1
diekspresikan pada organ fotosintetik, sedangkan SoSPS2 diekspresikan pada
organ non-fotosintetik (Sugiharto et al., 1997). Penelitian ini menggunakan
SoSPS1(Saccharum officinarum Sucrose Phosphate Synthase) karena SoSPS1
dianggap menjadi enzim yang bertanggung jawab dalam biosintesis sukrosa pada
tanaman tebu. Penelitian sebelumnya melaporkan bahwa SoSPS1 telah
dikarakterisasi dan diekspresikan di Escherichia coli dan insect cell melalui teknik
rekombinan protein. Pada penelitian tersebut dilaporkan bahwa penghilangan pada
domain N-terminal SoSPS1 dapat mengakibatkan peningkatan spesifik aktivitas

SPS hingga 10 kali lipat (Sawitri et al., 2016). Sampai saat ini informasi mengenai
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sisi aktif pada GTD SoSPS1 sendiri masih belum banyak dilaporkan, sehingga
dilakukan penelitian identifikasi sisi aktif enzim SoSPS1 untuk mempelajari peran
fisiologis dari SOSPS1 terkait dengan kemampuan enzim mengikat substrat.

Sisi aktif enzim berperan penting dalam reaksi Kkatalitik enzim dengan
substrat dan pengaturan metabolisme sel (Berg et al., 2007). Salah satu metode
yang digunakan untuk identifikasi sisi aktif SoSPS1 adalah dengan alanine
scanning mutation (ASM). ASM adalah screening asam amino dengan mengganti
asam amino target menjadi alanine menggunakan metode site-directed
mutagenesis (SDM). Pada prinsipnya ASM dan SDM merupakan metode yang
mirip. SDM adalah metode untuk mengubah sekuen nukleotida DNA dengan
melakukan perubahan nukleotida dari sumber manapun tanpa memerlukan vektor
khusus (Brown, 2010). Dengan diketahuinya sisi aktif SOSPS1 terhadap substrat,
maka selanjutnya dapat dilakukan rekayasa protein pada sisi aktif tersebut sebagai
strategi baru untuk meningkatkan afinitas pengikatan substrat dan meningkatkan
proses sintesis sukrosa.

Dalam penelitian ini, cDNA dari SoSPS1 dimutasi pada bagian GTD
menggunakan metode SDM dan diekspresikan pada Escherichia coli untuk
mendapatkan rekombinan SoSPS1. Hasil ekspresi rekombinan mutan SoSPS1
akan memberikan informasi mengenai sisi aktif enzim melalui analisis aktifitas

enzim dan Western blot untuk mengetahui ekspresinya.

1.2 Rumusan Masalah

Dalam melakukan rekayasa protein perlu adanya informasi mengenai sisi
aktif pada GTD enzim SoSPS1 yang berperan dalam pengikatan substrat,
sedangkan sampai saat ini belum tersedianya informasi yang jelas mengenai posisi
sisi aktif dan asam amino yang berperan dalam pengikatan substrat pada enzim
SoSPS1 karena belum ditemukannya struktur protein SPS tanaman. Oleh karena
itu pada penelitian ini perlu dilakukan identifikasi asam amino yang berperan

penting dalam fungsi katalitik pada SoSPS1.
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1.3 Batasan Masalah

Asam amino SoSPS1 yang dijadikan sebagai target mutasi pada penelitian
ini merupakan asam amino yang diperoleh berdasarkan hasil studi bioinformatika.
Mutasi dilakukan pada satu asam amino yang dianggap paling berperan dalam
fungsi katalitik dan beberapa asam amino di sebelahnya untuk dijadikan sebagai
pembanding. Analisis yang dilakukan pada penelitian ini adalah uji aktivitas

enzim dan Western blot.

1.4 Tujuan Penelitian
Penelitian ini bertujuan untuk mengidentifikasi sisi aktif pada GTD enzim
SoSPS1 dengan metode site-directed mutagenesis untuk mengetahui asam amino

penting yang berperan dalam pengikatan substrat pada SoSPS1.

1.5 Manfaat Penelitian

Manfaat dari penelitian ini adalah dapat memberikan informasi mengenai
asam amino penyusun enzim SoSPS1 yang berperan aktif dalam pengikatan
substrat, sehingga selanjutnya dapat dilakukan rekayasa protein pada sisi aktif
tersebut sebagai strategi baru untuk meningkatkan afinitas pengikatan substrat dan

meningkatkan sintesis sukrosa.
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BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Sucrose Phosphate Synthase (SPS) dan Peranannya dalam Metabolisme
Sukrosa

Sukrosa merupakan komponen penting bagi kehidupan tanaman. Sukrosa
merupakan gula transportasi yang berperan dalam mekanisme pertumbuhan dan
perkembangan tanaman. Selain itu, sukrosa juga berfungsi sebagai produk
simpanan fotosintesis dan berperan dalam transduksi sinyal dan stres.
Metabolisme sukrosa dalam tanaman diperantarai oleh beberapa enzim yang
dikelompokkan dalam sucrose biosynthesis related proteins (SBRP). Salah satu
dari SBRP tersebut adalah SPS. SPS merupakan salah satu enzim yang berperan
penting dalam memainkan peran fisiologis untuk mengatur fluks karbon menjadi
sukrosa. Enzim SPS berperan dalam pembentukan sucrose-6-phosphate (Suc-6-P)
dengan cara mengakatalisis transfer gugus glikosil dari gula donor yang diaktifkan
seperti UDP-G ke gula akseptor F6P (Barker et al., 2000; Chua et al., 2008).
Terdapat berbagai gula donor dalam biosintesis sukrosa antara lain UDP-G, NDP-
G (nucleoside diphosphate glucose) dan lain-lain. SPS bakteri spesifik terhadap
substrat NDP-G, sedangkan SPS tumbuhan hanya spesifik tehadap substrat donor
UDP-G (Lunn et al., 1999; Chua et al., 2008).

Enzim lain yang termasuk dalam SBRP adalah Sucrose Phosphate
Phosphatase (SPP) dan Sucrose Synthase (SuSy). Enzim SPP berperan memutus
ikatan phosphate dari sucrose-6-phosphate sehingga dihasilkan sukrosa dan
phosphate anorganik. Sedangkan SuSy merupakan enzim yang mengkatalisis
pembentukan S6P, namun SuSy cenderung melakukan reaksi pemecahan molekul
sukrosa (Cumino et al., 2002; Salerno dan Curatti, 2003). Proses biosintesis
sukrosa dapat dilihat pada Gambar 2.1.

Kloning SPS pertama kali dilakukan pada beberapa tanaman seperti jagung,
bayam, kentang, sugarbeet, padi. Namun terdapat perbedaan kuantitatif yang
signifikan antara spesies tanaman seperti sifat regulasi SPS secara in vitro
(aktivasi Glucose-6-P dan penghambatan Pi) serta modulasi SPS secara in vivo.

SoSPS1 (Saccharum officinarum Sucrose Phosphate Synthase) merupakan SPS
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yang berasal dari tanaman tebu. SOSPS1 diekspresikan pada organ fotosintetik
dan memiliki aktivitas (Sugiharto et al., 1997). SPS tanaman termasuk SoSPS1
terdiri atas 3 domain vyaitu glycosyltransferase (55 kDa), C-terminal
phosphohydrolase (30 kDa) dan N-terminal (20 kDa). Domain
glycosyltransferase bertanggung jawab untuk fungsi katalitik SPS, domain N-
terminal bertanggung jawab dalam regulasi alosterik enzim, sedangkan C-terminal
berperan penting dalam regulasi katalitik enzim seperti halnya SPP (Sawitri et al.,
2016).
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Gambar 2.1 Biosintesis sukrosa pada tanaman yang dikatalisis oleh SPS (Salerno dan
Curatti, 2003)

2.2 Alanine Scanning Mutation (ASM) dan Site-directed Mutagenesis (SDM)

ASM adalah skrining asam amino dengan mengganti asam amino menjadi
alanin menggunakan metode SDM. Alanin merupakan residu subtitusi yang
umum dipilih untuk melakukan mutasi. Hal ini dikarenakan penggantian asam
amino dengan alanin tidak mempengaruhi atau mengubah konformasi rantai
utama suatu protein. Alanin juga tidak menimbulkan efek elektrostatik dan efek
sterik yang ekstrim. Selain itu, penggunaan alanin dinilai lebih efektif dalam

melakukan mutasi single amino untuk menganalisis protein (Lefevre et al., 1997).
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SDM merupakan metode untuk mengubah sekuen nukleotida DNA dengan
melakukan subtitusi, delesi, atau sisipan nukleotida dari sumber manapun tanpa
vektor khusus. Aplikasi dari SDM dapat digunakan untuk mempelajari perubahan
aktivitas protein akibat rekayasa, untuk memilih target mutasi serta untuk
memperkenalkan dan menghapus situs endonuclease restriksi. Selain itu, aplikasi
SDM juga dapat digunakan untuk mempelajari unsur-unsur ekspresi gen (Brown,
2010; Kunkel, 1985).

Metode SDM dilakukan menggunakan mesin Polymerase Chain Reaction
(PCR). Prinsip dasar SDM dapat dilihat pada Gambar 2.2.

1. Mutant strand synthesis
Perform thermal cycling to:
)" * denature DNA template

* anneal mutagenic primers
containing desired mutation
* extend and incorporate primers

@ © with PfuUltra DNA polymerase
Pl 2. Dpnl digestion of template
£, %% Digest parental methylated and
" ' ' hemimethylated DNA with Dpni
J
A

3. Transformation
Transform mutated molecule
into competent celis for nick repair

Gambar 2.2 Cassette Mutagenesis (Smith, 2007)

Prinsip dasar SDM adalah memanfaatkan ikatan antara vektor double-
strand DNA (dsDNA) dengan insert yang diinginkan dan dua primer
oligonukleotida sintetik. Primer oligonukleotida yang digunakan dalam
melakukan SDM merupakan primer yang didesain khusus untuk menghasilkan
mutasi yang diinginkan (Kunkel, 1985). SDM biasanya dilakukan menggunakan
kit PCR tertentu yang komposisinya telah disesuaikan atau telah didesain untuk
melakukan mutasi. Kit SDM juga dilengkapi enzim restriksi Dpnl untuk

mendigest template DNA yang diamplifikasi (Gambar 2.2). Dpnl sendiri
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merupakan enzim endonuclease yang diisolasi dari golongan bakteri Pneumoniae.
Dpnl memiliki sisi pemotongan yang spesifik yaitu pada bagian 5’GmATC- 3’
dari sekuen DNA (de la Campa et al., 1988).

2.3 Produksi Protein Rekombinan

Protein rekombinan merupakan protein yang diperoleh dengan
memanfaatkan teknologi rekayasa genetika. Protein rekombinan dibuat dengan
cara mengkloning DNA tertentu ke dalam plasmid vektor ekspresi yang kemudian
ditransformasikan ke dalam sel. Gen target yang diinginkan diisolasi, lalu
dipindahkan ke dalam plasmid vektor kloning untuk memperbanyak jumlah gen.
Setelah itu gen target disubkloning pada plasmid vektor ekspresi sehingga dapat
diekspresikan atau diproduksi suatu protein (Schumann et al., 2004).

Dalam memproduksi protein rekombinan SoSPS1 diperlukan komponen-
komponen sebagai berikut:

2.3.1 Escherichia coli strain BL21

Escherichia coli merupakan suatu bakteri yang umum digunakan sebagai
inang dalam ekspresi protein rekombinan (Robinchon et al., 2011). Kelebihan
penggunaan E. coli adalah waktu regenerasinya yang relatif cepat yaitu + 20
menit, sehingga memungkinkan protein dapat diproduksi dengan jumlah banyak
dalam waktu singkat (Rosano et al., 2014). Strain BL21 dari E. coli umum
digunakan untuk ekspresi protein rekombinan karena strain ini tidak menghasilkan
Lon dan ompT protease. Lon dan ompT protease merupakan enzim yang dapat
mendegradasi protein rekombinan. Selain itu, E. coli strain BL21 juga mampu
hidup pada media yang miskin nutrisi (Grodberg dan Dunn, 1988). Oleh karena
itu, strain ini sangat memungkinkan untuk ekspresi protein rekombinan terutama
yang rentan terhadap enzim hidrolisis.

Transkripsi protein rekombinan dalam E. coli strain BL21(DE3) dilakukan
oleh T7 RNA polymerase. T7 RNA polymerase dalam genom E. coli strain BL21
tersebut mampu mentranskripsi delapan kali lebih cepat daripada E. coli yang
menghasilkan RNA polimerase. Enzim T7 RNA polymerase bekerja dibawah
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kendali T7 promoter atau lacUV5 promoter (Studier dan Moffatt, 1986; Zhang et
al., 2015).
2.3.2 Plasmid pTcrHis A

Plasmid pTrcHis A merupakan salah satu sistem yang digunakan untuk
produksi protein rekombinan dalam E. coli. Penggunaan plasmid pTrcHis A
dalam ekspresi protein memungkinkan terjadinya tingkat ekspresi yang tinggi. Hal
ini dikarenakan pada plasmid pTrcHis A terdapat trc promoter. trc promoter
merupakan promoter hybrid antara -35 (trpB) dan -10 (lacUV5) (Brosius et al.,
1985; Amman et al., 1983; Mulligan et al., 1985). Plasmid pTrcHis A juga
memiliki gen pengkode histidine tag 6x yang memfasilitasi pemurnian protein
rekombinan menggunakan kromatografi affinitias logam nikel (Saeed et al.,

2006). Peta plasmid pTrcHis A secara lengkap dapat dilihat pada Gambar 2.3.

BamH |
Xho |/Ava |
Bglll

Pst |

Kpn |
EcoR |
BstB |
Hind Il

c
Nhe |

- EK MCS

EcoRV

Apal

Comments for pTrcHis B:
4404 nucleotides

Gambar 2.3 Peta Plasmid pTrcHis A, B, C (Saeed et al., 2006)
2.3.3 Mekanisme Induksi isopropyl p-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG)
Isopropyl p-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG) merupakan reagen induksi

yang umum digunakan dalam produksi protein rekombinan (Collins et al., 2013).

Mekanisme induksi IPTG yaitu IPTG akan berikatan dengan protein repressor lac.
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Ikatan tersebut menyebabkan perubahan struktur protein repressor lac. Perubahan
struktur protein repressor lac menyebabkan protein tersebut terlepas dari sekuen
operator lac pada genom E. coli. Terlepasnya repressor lac memungkinkan RNA
polimerase untuk dapat berikatan dan dapat mentranskripsi T7 RNA polimerase.
T7 RNA polimerase akan mentranskripsi insert yang terdapat pada vektor plasmid
(Berg et al., 2007).

Sebelum daerah multiple cloning site (MCS) pada plasmid pTrcHis A
terdapat operator lac yang berfungsi sebagai pengontrol. Selain itu juga terdapat
lacl yang berperan sebagai protein repressor bagi operator lac. Lacl diekspresikan
ketika bakteri berada pada fase awal pertumbuhan, sehingga menginaktifkan
operator lac dan menyebabkan protein rekombinan tidak dapat ditranskripsi.
Namun ketika dilakukan induksi, IPTG akan berikatan dengan lacl sehingga
operator lac aktif dan ekspresi protein rekombinan dapat terjadi (Bell dan Lewis,
2000; Daber et al., 2007).

2.4 Purifikasi Protein Rekombinan SoSPS1

Purifikasi protein rekombinan SoSPS1 dilakukan dengan metode affinitas
menggunakan resin Ni-NTA (nikel-nitriloatriacetic acid). Resin Ni-NTA adalah
resin dengan muatan ion nikel (Ni%*) yang mampu mengikat 6x histidin-tag yang
telah bergabung dengan N- atau C-terminus protein rekombinan (Higgins dan
Hames, 1999). Histidin merupakan asam amino yang berperan penting sebagai
mediator pengikatan sebagian besar protein pada ion Ni?* dalam kolom. Jika
protein target telah terikat pada resin Ni-NTA, maka protein tersebut perlu dielusi
untuk dapat dikeluarkan dari kolom. Elusi protein target dilakukan dengan
menggunakan larutan buffer yang mengandung imidazol. Imidazol memiliki
struktur yang sama dengan rantai samping histidin, sehingga secara efektif
keduanya bersaing untuk dapat berikatan dengan ion Ni?* pada konsentrasi yang
lebih tinggi (Janknecht et al., 1991).

Pada penelitian Sawitri et al., (2016) purifikasi SoSPS1 dilakukan dengan
mengombinasikan metode afinitas purifikasi his-tag dengan purifikasi

menggunakan ion exchange. Purifikasi menggunakan ion exchange merupakan
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purifikasi protein yang didasarkan pada muatan dari setiap protein. Resin ion
exchange yang biasa digunakan untuk purifikasi ada 2 macam yaitu anion
exchanger dan cation exchanger. Sedangkan yang digunakan untuk purifikasi
SoSPS1 yang diekspresikan pada bakteri E. coli adalah anion exchange. Purifikasi
protein tersebut dilakukan untuk mendapatkan protein murni yang siap digunakan
untuk melakukan analisis lebih lanjut seperti Western blot dan aktivitas enzim
(Janson, 2011; Sawitri et al., 2016).
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BAB 3. METODE PENELITIAN

3.1 Tempat dan Waktu

Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Divisi Biologi Molekuler dan
Bioteknologi, Center for Development of Advanced Science and Technology
(CDAST) Universitas Jember mulai April — Oktober 2017.

3.2 Alat dan Bahan

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini yaitu micropipet, sentrifuge,
laminar air flow (LAF), shaker, autoclave, mesin Polymerase Chain Reaction
(PCR), kromatografi resin Ni-NTA, kromatografi resin ion exchange, plate
microtiter reader, SDS-PAGE dan membran transfer.

Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini yaitu sel bakteri E. coli
strain BL21, vektor pTrHisA yang telah disisipi cDNA enzim SoSPS1, kit Quick
Change Lighting Site-directed Mutagenesis (Agilent), readymix PCR Promega,
marker DNA 1 kb ladder (Geneaid), UDP-glucose dan Fructose-6-P, antibodi
poliklonal SPS dan antibodi sekunder rabbit (BioRad), media Luria Berthani
(LB), buffer ekstraksi, Tris-HCIl, NaCl, Ampisilin, isopropyl f-D-1-
thiogalactopyranoside (IPTG), imidazole, gliserol, nitro blue tetrazolium (NBT),
5-bromo-4-chloro-3-indolyl-phosphate (BCIP), HCI, NaOH dan resolsinol.

3.3 Prosedur Penelitian
3.3.1 Studi Bioinformatika dan Desain Primer

Studi bioinformatika dilakukan untuk menentukan asam amino sebagai
target mutasi. Penentuan asam amino target dilakukan dengan cara
menghomologikan enzim-enzim yang memiliki domain glycosyltransferase atau
satu famili dengan SoSPS1. Studi bioinformatika dilakukan menggunakan
program Protein BLAST di National Center for Biotechnology Information
(NCBI), Multiple Sequence Aligment di Clustal Omega dan software Pymol
(Marchel-Bauer et al.,, 2017; Sievers et al., 2011; Delano, 2002). Setelah

ditemukan asam amino target, maka dilakukan desain primer sesuai target mutasi.
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3.3.2 Melakukan Mutasi SoSPS1 Menggunakan Metode Site-directed

Mutagenesis (SDM)

Mutasi SOSPS1 dibuat dengan metode SDM yang dilakukan dengan mesin
PCR, sehingga untuk melakukannya diperlukan kit PCR tertentu dan primer yang
telah didesain khusus sesuai mutasi yang dinginkan. SDM dilakukan dengan kit
Quick Change Lighting Site-directed Mutagenesis (Agilent) yang terdiri atas 5 pL
10x buffer reaksi, 2 pL plasmid pTrcHisA-SoSPS1, 1.25 pL primer
oligonukleotida 1, 1.25 pL primer oligonukleotida 2, 1 uL dNTP mix, 38.5 pL
ddH20 dan 1 pL DNA polymerase PfuUltra HF. Program PCR yang digunakan
untuk melakukan SDM dapat dilihat pada Tabel 3.1.

Tabel 3.1 Program PCR untuk Site-directed Mutagensis

Segmen Siklus Suhu Waktu
1 1 95°C 30 detik
95°C 30 detik

2 16 55°C 1 menit
68°C 3 menit

Produk hasil amplifikasi ditambahkan 1 pL enzim restriksi Dpnl dan di-

pipeting hingga tercampur. Setelah itu, diinkubasi pada suhu 37°C selama 1 jam.

3.3.3 Transformasi Plasmid pTrcHisA-rekombinan SoSPS1 ke E. coli strain BL21

Transformasi plasmid dilakukan dengan metode heat shock. 1 pl plasmid
pTrcHisA-rekombinan SoSPS1 ditransformasikan ke 50 pL sel kompeten E. coli
BL21 (DE3). Campuran tersebut diinkubasi dalam es selama 30 menit dan
dilakukan heat shock pada 42°C selama 40 detik. Campuran plasmid dan sel
kompeten diinkubasi kembali dalam es selama 2-3 menit. Setelah itu, campuran
tersebut ditambah media LB cair 500 pl (10 g/l tripton, 5 g/l ekstrak yeast, dan 10
g/l NaCl) dan digojog selama 1 jam pada 37°C dengan kecepatan 150 rpm. Sel E.
coli transforman sebanyak 150 pl ditumbuhkan pada media LB padat (10 g/l
tripton, 5 g/l ekstrak yeast, dan 10 g/l NaCl dan 15g/l agar) dan diinkubasi selama
16 jam pada suhu 37°C (Sambrook et al., 1989). Konfirmasi keberhasilan

transformasi dilakukan melalui PCR koloni dengan menggunakan primer spesifik
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gen SoSPS1. Primer yang digunakan untuk PCR koloni yaitu SPS-F (5’-
GATGTTGCTGCTCTCCTTTC-3") dan SPS-R (5’- CTTGACAACGCGAGGAT
CAT-3’). PCR koloni dilakukan dengan menggunakan readymix PCR dari
PROMEGA sebanyak 5 pl, 0.5 ul primer (forward dan reverse) dan ddH20O
ditambahkan sampai 10 pl. PCR dilakukan dalam 30 siklus dengan program
sebagai berikut : pre-denaturation 95°C 3 menit, denaturation 95°C 10 detik,
annealing 50°C 1 menit, extension 72°C 2 menit dan final extension 5 menit.
Hasil PCR kemudian dideteksi dan dielektroforesis pada 1% gel agarose selama
30 menit 100 V dan diwarnai dengan ethidium bromida. Marker yang digunakan
adalah 1 kb Ladder dari Geneaid. Hasil elektroforesis dilihat dengan Gel Imagine
System dari Major Science. Selain dilakukan konfirmasi dengan PCR koloni juga
dilakukan isolasi plasmid pTrcHisA-rekombinan SoSPS1 dari E.coli
menggunakan kit (Tiangen). Isolasi plasmid dilakukan dengan tujuan untuk
memverifikasi keberhasilan mutasi melalui sekuensing DNA (Sawitri et al.,
2016).

3.3.4 Produksi Protein Rekombinan SoSPS1 pada Sel Bakteri E. coli strain BL21
Koloni tunggal E. coli BL21 (DE3) positif transforman ditumbuhkan
dalam 20 ml Luria Broth (LB) yang mengandung 20 pg/ml ampisilin dan
diinkubasi overnight pada suhu ruang (kultur starter). Kemudian sebanyak 10 ml
kultur starter ditumbuhkan pada 50 ml LB yang mengandung 50 pg/ml ampisilin
dan 0.05 mM isopropil p-D-thiogalactopyranoside (IPTG). Setelah itu diinkubasi
overnight pada suhu 20°C. Sel-sel bakteri dipanen dengan sentrifugasi pada 6000
rpm selama 5 menit pada 4°C (Sawitri et al., 2016). Supernatant hasil sentrifugasi

dibuang dan pellet sel bakteri digunakan untuk ekstraksi protein.

3.3.5 Ekstraksi Protein Rekombinan SoSPS1
Pellet yang diperoleh ditambah buffer ekstraksi [50 mM Tris-HCI (pH
7,5), 150 mM NaCl, 1 mM MgCl, 1 mM EDTA]. Selanjutnya dilakukan sonikasi

sebanyak 280 siklus dan disentrifugasi pada suhu 4°C selama 20 menit dengan
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kecepatan 12.000 rpm. Supernatan yang dihasilkan dimurnikan menggunakan

pemurnian his-tag.

3.3.6 Purifikasi Protein Rekombinan SoSPS1 menggunakan resin DE52 dan Ni-
NTA

Supernatan yang diperolen (sampel protein soluble) dilewatkan pada
kolom yang berisi resin DE52 (anion exchanger) yang telah diekuilibrasi
menggunakan buffer ekstraksi. Larutan yang keluar ditampung (protein target)
dalam wadah dan ditambah buffer A [50 mM Tris HCI dan 10% gliserol].
Kemudian dilewatkan dalam kolom berisi resin DE52 baru. Campuran dalam
kolom dicuci dengan buffer A. Setelah itu protein target yang terikat pada resin
dielusi menggunakan buffer B [50 mM Tris HCI (pH 7,5), 150 mM NacCl].
Larutan yang keluar dari kolom ditampung untuk dilakukan purifikasi lanjutan.

Larutan hasil purifikasi resin DE52 dipurifikasi lanjut dengan resin Ni-
NTA. Sebelum digunakan resin Ni-NTA diekuilibrasi dengan buffer B. Kemudian
sampel dimasukkan dalam kolom dengan perbandingan sampel dan resin (1:1).
Larutan yang keluar dari kolom (protein tidak terikat) ditampung dalam
eppendorf. Setelah itu, campuran dalam kolom dicuci secara bertahap dengan
menggunakan buffer B yang ditambah 10 mM, 20 mM, dan 30 mM imidazol
untuk menghilangkan kontaminan yang ada dalam sampel. Kontaminan juga
ditampung dalam eppendorf. Protein murni yang telah terikat pada resin Ni-NTA
dielusi dengan menggunakan buffer elusi [50 mM Tris HCI (pH 7,5), 150 mM
NaCl dan 100 mM imidazol] dan ditampung dalam wadah untuk dilakukan

analisis.

3.3.7 Analisis Western Blot
a. SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulfate-polyacrylamide Gel Electrophoresis)

Gel yang digunakan untuk analisis SDS-PAGE ada 2 macam yaitu
separating gel dan stacking gel. Separating gel dibuat dengan konsentrasi
akrilamida 10% dengan stok 30% akrilamida 3125 pl, 2750 pl Tris-HCI pH 8.8,
75 pl SDS 10%, 75 pl ammonium persulfat (APS) dan 625 ul N, N, N, N'-
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tetramethylethylenediamine (TEMED), akuabides 1505 pl. Sedangkan stacking
gel dibuat dengan stok 30% akrilamida 450 pl, 380 ul 1 M Tris-HCI pH 6.8, 30 pl
SDS 10%, 30 ul APS, 5 ul (TEMED) dan akuabides 2110 pl. Sampel protein
rekombinan ditambah buffer loading dengan perbandingan 1:1, kemudian
didenaturasi pada suhu 95°C selama 3 menit. 10-20 pl sampel yang sudah
didenaturasi dimasukkan ke dalam sumuran gel dan dilakukan elektroforesis pada
70 volt selama 2,5 - 3 jam.
b. Transfer ke membran Polyvynilidene Diflouride (PVDF)

Protein yang telah dipisahkan dengan SDS-PAGE ditransfer ke membrane
PVDF dengan dialiri listrik (250 mA) selama 2 jam. Kemudian membran dicuci
dengan TBS (Tris Buffered Saline) sebanyak 3 kali masing-masing selama 10
menit. Setelah dicuci, dilakukan blocking dengan cara merendam membran pada
1% skim milk dalam TBS selama 30 menit.
c. Deteksi protein rekombinan SoSPS1 dengan immunoblotting

Deteksi protein rekombinan SoSPS1 dilakukan dengan memberikan
antibodi poliklonal SPS pada membran dan diinkubasi shaker overnight.
Membran dicuci dengan TBS sebanyak 3 kali masing-masing 10 menit.
Kemudian diinkubasi dengan antibodi sekunder rabbit yang telah ditambahkan
pada skim milk dalam TBS selama 1 jam. Membran dicuci kembali dengan TBS 3
kali masing-masing 10 menit. Setelah itu, dilakukan pewarnaan dengan 25 pl
BCIP dan 50 pl NBT yang dilarutkan dalam 10 ml buffer alkalin phospat.

3.3.8 Uji Aktivitas Enzim

Aktivitas protein rekombinan sebagai suatu katalisator (enzim) ditentukan
dengan melihat aktivitasnya dalam merubah substrat menjadi produk. Protein
rekombinan SoSPS1 yang berhasil diisolasi (50 ul) direaksikan dengan assay
buffer (50 MM Hepes-NaOH pH 7.5, 20 mM F6P dan 20 mM UDP-G). Campuran
tersebut diinkubasi pada 25°C selama 10 menit. Reaksi enzim dengan substrat
dihentikan dengan menambahkan 35 pul 1 M NaOH dan dilakukan inkubasi pada
95°C selama 10 menit untuk mendegradasi F6P yang tidak bereaksi. Untuk

menentukan sukrosa yang dihasilkan dari reaksi enzim adalah dengan
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menambahkan 125 ul 0,1% (w / v) resolcinol dalam etanol 95% dan 375 ul 30%
(w/v) HCI pada sampel. Kemudian dipanaskan pada 95°C selama 5 menit. Diukur
absorbansinya menggunakan plate microtiter reader pada panjang gelombang 520
nm (Sawitri et al., 2016).
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BAB 5. PENUTUP

5.1 Kesimpulan

Berdasarkan studi bioinformatika ditemukan dua asam amino yang diduga
berperan dalam fungsi katalitik enzim SoSPS1 yaitu R496 dan D498. Dugaan
terkait kedua asam amino tersebut telah dikonfirmasi lanjutan dengan dilakukan
analisis Western blot dan uji aktivitas enzim. Rekombinan SoSPS1 menunjukkan
pola ekspresi protein yang sama dengan kontrol positif (AN). Namun hasil uji
aktivitas enzim menunjukkan R496A dan D498A memliki aktivitas lebih rendah
daripada kontrol positif (AN). Oleh karena itu dapat disimpulkan bahwa keduanya

adalah asam amino penting dalam fungsi katalitik enzim SoSPSL1.

5.2 Saran

Sisi aktif enzim SoSPS1 masih belum jelas diketahui karena pada
penelitian ini hanya dilakukan subtitusi satu asam amino untuk setiap rekombinan.
Efek yang ditimbulkan dari metode mutasi ini masih terbatas pada peranan asam
amino yang bekerja sendiri-sendiri dalam mengikat substrat dan tidak secara
berkesinambungan dengan asam amino lain. Oleh karena itu perlu adanya
konfirmasi lanjutan dengan melakukan mutasi dua atau lebih asam amino yang

menjadi kandidat dan berperan dalam fungsi katalitik enzim SoSPS1.
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LAMPIRAN

Lampiran 1. Primer yang digunakan untuk Site-directed Mutagenesis cDNA
SoSPS1

1. 5495 > S495A
(UCA) (GCA)
F>5- GATGATCCTCGCGTTGIEAAGGCCAGACCCGAAG -3
R > 5°- CTTCGGGTCTGGCCTTGECAACGCGAGGATCATC -3’

%GC = (21/34)100% = 61.7%
%mismatch = (1/34)100% =2.9%
Tm =84.05°C

2. R496 - R496A
(AGG) (GCG)
F > 5°- GATCCTCGCGTTGTCABBGCCAGACCCGAAGAAG -3’

R > 5- CTTCTTCGGGTCTGGCEBBTGACAACGCGAGGATC -3

%GC = (21/34)100% = 61.7%
%mismatch =(2/34)100% =5.88%
Tm =81.06 °C

3. P497 > PA9TA
(CCA) (GCA)
F>5- cc:TceCGTTGTCAAGG.chGAccc:GAAGAAGAAc-s’
R 5- GTTCTTCTTCGGGTCTGECCTTGACAACGCGAGG -3’

%GC = (20/34)100% = 58.8%
%mismatch = (1/34)100% =2.9%
Tm =82.75°C

4. D498 > D498A
(GAC) (GCC)
F > 5’- CGCGTTGTCAAGGCCAGCCCGAAGAAGAACATC -3’
R > 5’- GATGTTCTTCTTCGGGBCTGGCCTTGACAACGCG -3’
%GC = (20/34)100% = 58.8%
%mismatch = (1/34)100% =2.9%
Tm =82.75°C
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Lampiran 2. Tabel Perhitungan Uji Aktivitas Enzim

Sampel abs (OD = 520 nm) Sukrosa (ug) Protein Hg sukrosa/ug Hg sukrosa/pg protein/

(Lg) enzyme menit Rata2

Vector 0.210 0.210 -0.041 -0.041 -0.236 0.175 0.175 0.018 0.018 0.018
AN 1.550 1.559 9.200 9.262 2.298 4.003 4.030 0.400 0.403 0.402
S495A 1.110 1.196 6.166 6.759 0.986 6.253 6.855 0.625 0.685 0.655
R496A 0.250 0.240 0.234 0.166 0.434 0.540 0.381 0.054 0.038 0.046
P497A 1.079 1.094 5.952 6.055 0.986 6.036 6.141 0.604 0.614 0.609
D498A 0.234 0.241 0.124 0.172 0.313 0.397 0.551 0.040 0.055 0.047
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