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ABSTRAK
Penelitian ini bertujuan mengetahui apakah strategi yang digunakan dapat berhasil mengkloning dan

mengekspresikan sekuen DNA target (daerah DBL3x gen var2csa) pada inang E.coli. Strategi kloning dilakukan
melalui tahapan: perbanyakan sekuen DNA target melalui teknik PCR menggunakan primer yang didesain sendiri,
peligasian sekuen DNA target pada vektor kloning pCR2.1-TOPO, dan memperbanyaknya pada inang E.coli
TOP10. Strategi ekspresi dilakukan melalui tahapan: perbanyakan sekuen DNA target melalui teknik PCR
menggunakan primer yang mengandung situs pengenalan enzim restriksi endonuklease tipe II: NcoI dan XhoI,
pemotongan dengan enzim NcoI dan XhoI, peligasian pada vektor ekspresi pET-28a (+), dan pengekspresian pada
inang E. coli BL21 (DE3) dengan induser isopropyl-1-thio-ß-D-galactoside (IPTG) 1 mM. Strategi kloning
berhasil mendapatkan sekuen daerah DBL3x gen var2csa berukuran 948 pb. Strategi ekspresi berhasil
mendapatkan protein DBL3x berukuran 38 kDa.

Kata kunci: kloning, ekspresi, DBL3x, var2csa, Escherichia coli

ABSTRACT
The objective of this study is to see are the strategies approach that used successfully clone and express

DBL3x region of var2csa gene in E.coli host. The cloning strategies are amplifying DNA target through PCR
technique using self design oligonucleotide primer, inserting into cloning vector pCR2.1-TOPO, copying in
E.coli TOP10 host. The expression strategies are amplifying DNA target through PCR using self design primer
with specific site for restriction enzyme NcoI and XhoI, digesting with NcoI and XhoI, inserting into pET-28a (+)
expression vector, and expressing in E. coli BL21 (DE3) host by adding isopropyl-1-thio-ß-D-galactoside (IPTG)
1 mM as a inducer. This study successfully cloned DBL3x region of var2csa gene with 948 pb in size and
successfully expressed protein DBL3x with 38 kDa in size in E.coli system.

Keywords: cloning, expression, DBL3x, var2csa, Escherichia coli

PENDAHULUAN

Bakteri Escherichia coli merupakan

bakteri gram negatif yang banyak

dimanfaatkan untuk berbagai kepentingan.

Salah satunya adalah penggunaannya

sebagai tempat diproduksinya protein asing

(heterologous) (Kuchenreuther et al., 2010;

Natarajan et al., 2011). Protein asing yang

diproduksi pada E.coli dapat berasal dari

gen yang bersumber dari sel prokariot

(Šnajder et al., 2015) ataupun sel eukariot

(Nausch et.al., 2013; Peng et al., 2013).

Umumnya sel E.coli digunakan digunakan

sebagai inang (host) pendahuluan sebelum

ekspresi lebih lanjut protein heterologous

pada inang yang lebih kompleks, misalnya

sel eukariot tanaman. Ekspresi protein

heterologous pada inang eukariot dipilih
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pada tahap lanjutan karena kelebihannya

dibanding inang prokariot, yaitu

keberadaan sistem modifikasi pasca

translasi protein yang dimiliki sehingga

protein heterologous yang dihasilkannya

dapat berbentuk seperti aslinya, baik

struktur maupun keaktifannya secara

biologi (Badosa et.al., 2013). Ekspresi

tingkat lanjut pada inang eukariot memiliki

tingkat kerumitan yang tinggi (Ivashuta et

al., 2011), oleh karena itu sel prokariot

seperti bakteri E.coli dipilih sebagai inang

pendahuluan.

Bakteri E.coli dijadikan pilihan

pertama dan utama untuk kloning dan

ekspresi pendahuluan gen heterologous

dikarenakan beberapa kelebihan yang

dimilikinya. Bakteri E.coli mudah dan cepat

ditumbuhkan, biaya relatif tidak mahal,

mudah ditoleransi oleh sebagian besar

protein asing, memiliki tingkat ekspresi

yang tinggi (Sambrook & Russel, 2001),

dan secara genetik sudah dikarakterisasi

dengan baik (Baneyx, 1999).

Meskipun inang E.coli memiliki

beberapa kelebihan untuk mengkloning dan

mengekspresikan protein heterologous

terutama yang bersumber dari sel eukariot,

namun keberhasilannya ditentukan banyak

faktor. Salah satunya adalah ketepatan

penggunaan strategi yang diterapkan.

Ketidaktepatan strategi kloning dan

ekspresi yang dipilih menyebabkan

keberhasilan kloning dan ekspresi gen

heterologous pada skala praktek menjadi

berkurang atau bahkan gagal (Rosano &

Eduardo, 2014). Pada penelitian ini gen

var2csa bersumber dari protozoa (sel

eukariot) diklon dan diekspresikan pada

inang sel prokariot E.coli sebelum

diekspresikan pada inang sel eukariot.

Strategi yang digunakan dalam penelitian

ini terbagi menjadi dua, yaitu strategi

kloning dan strategi ekspresi. Strategi

kloning dilakukan dengan pengisolasian

DNA protozoa, perbanyakan sekuen DNA

target menggunakan teknik Polymerase

Chain Reaction (PCR) dengan primer yang

didesain sendiri, ligasi pada vektor kloning,

perbanyakan pada inang E.coli, dan seleksi

E.coli yang sudah mengandung sekuen

DNA target menggunakan beberapa

penanda molekuler. Strategi ekspresi

dilakukan dengan perbanyakan sekuen

DNA target melalui PCR dengan primer

yang didesain sendiri sehingga memiliki

daerah pemutusan enzim restriksi, ligasi

pada vektor ekspresi, perbanyakan, seleksi,

dan ekspresi pada inang E.coli. Rumusan

dalam penelitian ini adalah apakah strategi

yang digunakan dapat berhasil

mengkloning dan mengekspresikan sekuen

DNA target pada inang E.coli?

Tujuan penelitian ini adalah

mengetahui apakah strategi yang digunakan

dapat berhasil mengkloning dan

mengekspresikan sekuen DNA target

(daerah DBL3x gen var2csa) pada inang
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E.coli. Penelitian ini diharapkan

memberikan informasi penting untuk dapat

dijadikan bahan pertimbangan dalam

mengkloning dan mengekspresikan gen

heterologus eukariot pada sel inang

prokariot E. coli.

METODE PENELITIAN

Untuk strategi kloning, sekuen DNA

target, yaitu daerah DBL3x gen var2csa P.

falciparum dengan panjang 948 pb

diamplifikasi (diperbanyak) dengan teknik

polymerase chain reaction (PCR) sesuai

metode Saiki et al. (1988) yang telah

dimodifikasi. Program PCR yang

digunakan adalah tahap pre-denaturasi:

94oC (5 menit), 48oC (30 detik), 72oC (2

menit), tahap denaturasi: 94oC (1 menit),

tahap annealing primer: 48oC (1 menit), dan

tahap pemanjangan (sintesis): 72oC (1

menit), 72oC (5 menit). PCR berlangsung

dalam 35 siklus. Primer untuk teknik PCR

didesain spesifik target memanfaatkan

beberapa software seperti BioEdit Sequence

Alignment Editor (http://www.mbio.ncsu.

edu/bioedit/bioedit.html) dan PerlPrimer

v1.1.21 (http://perlprimer.sourceforge.net/

download.html). Sekuen primer hasil

desain adalah F3x-3D7 (5’-ACCAATAAT

AAAATGAAATCAA-3’) dan R3x-3D7

(5’-TCCTACATATTTATTTTCATAT-

3’). Sekuen target hasil amplifikasi PCR

dimurnikan menggunakan metode

QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen,

2006). Sekuen target yang murni

diligasikan pada vektor kloning pCR
®
2.1-

TOPO
®

(Invitrogen) menghasilkan molekul

rekombinan. Molekul rekombinan lalu

ditranformasikan ke dalam sel inang E.coli

TOP 10 (Invitrogen) melalui metode kejut-

panas. Seleksi sel inang yang mengandung

sekuen target dilakukan dengan

penumbuhan bakteri pada media LB agar

yang mengandung antibiotik ampisilin

(konsentrasi akhir 100 µg/mL) dan teknik

blue-white screening. Konfirmasi terakhir

keberadaan sekuen target pada sel inang

E.coli dilakukan dengan metode PCR

colony menggunakan primer universal

M13F TOPO (5’-GTAAAACGACGG

CCAG-3’) dan M13R TOPO (5’-CAG

GAAACAGCTATGAC-3’).

Untuk strategi ekspresi, sekuen DNA

target yang berhasil diklon pada sel inang

E.coli dicek kebenaran susunan

nukleotidanya menggunakan teknik

sekuensing berdasarkan metode Sanger et

al. (1977) dimodifikasi melalui perangkat

Automatic DNA Sequencer ABIPrism 377

(Perkin Elmer). Sekuen DNA target yang

telah dicek kebenaran susunan

nukleotidanya diamplifikasi dengan teknik

PCR menggunakan primer yang didesain

spesifik sehingga memiliki situs

pengenalan pemotongan enzim restriksi

endonuklease NcoI dan XhoI. Primer hasil

desain yang digunakan adalah F3x-Nco (5’-
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GCATccatggGAACCAATAATAAAATG

AAATCAAGT-3’) dan R3x-Xho (5’-

GCCCctcgagTCCTACATATTTATTTTC

ATATTTTG-3’). Sekuen DNA target

dipotong dengan enzim NcoI dan XhoI (10

unit/μl) dan diligasi pada vektor ekspresi

pET28a (+) (Novagen) menghasilkan

molekul rekombinan. Molekul rekombinan

ditransformasi melalui metode kejut-panas

ke dalam sel inang E.coli BL21 (DE3).

Seleksi keberadaan sekuen target pada sel

inang E.coli BL21 (DE3) dilakukan dengan

penumbuhan sel E.coli pada media LB agar

yang mengandung antibiotik kanamisin

(konsentrasi akhir 25 µg/ml) dan metode

PCR colony. Sel inang E.coli yang

mengandung molekul rekombinan dengan

sekuen target terdapat di dalamnya dikultur

pada media LB cair yang mengandung

0,2% glukosa dan 25 µg/ml kanamisin

semalam (37
o
C, 300 rpm). Setelah OD600

kultur sel mencapai kisaran 0.6-0.8, sel

E.coli dicuci menggunakan media LB cair

yang baru untuk menghilangkan kandungan

glukosa di dalamnya. Sel E.coli yang telah

dicuci dikultur kembali pada media LB cair

yang mengandung isopropyl- β-thio-

galactosidase (IPTG) 1 mM untuk

diinduksi ekspresi protein targetnya.

Induksi ekspresi dilakukan beberapa jam

untuk memonitor keberadaan protein hasil

ekspresi.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Strategi Kloning

Hasil amplifikasi sekuen DNA target,

daerah DBL3x gen var2csa melalui teknik

PCR menggunakan primer F3x-3D7 dan

R3x-3D7 disajikan pada Gambar 1. Hasil

ini menunjukkan primer F3x-3D7 dan R3x-

3D7, pada kondisi PCR yang sesuai berhasil

secara spesifik mendeteksi sekuen target.

Primer ini dapat mengikat secara

komplemen pada sekuen DNA cetakan

sehingga proses perbanyakan sekuen DNA

baru dapat dilakukan oleh enzim DNA

polimerase. Keberadaan DNA target yang

berhasil diperbanyak secara in vitro (PCR)

dibuktikan dengan adanya pita DNA target

pada posisi yang sesuai (Sambrook &

Russell, 2001; Lodge et al., 2007). Hasil ini

juga membuktikan bahwa strategi desain

primer F3x-3D7 dan R3x-3D7 yang

digunakan berjalan dengan tepat.

Untuk sekuen DNA target dengan

kandungan basa A+T yang kaya, seperti

pada daerah DBL3x gen var2csa yang

mencapai 80,6% (Hyman et al., 2002),

desain primer harus dilakukan dengan hati-

hati. Untuk mengatasi permasalahan

lemahnya ikatan hidrogen yang terbentuk

antara basa A dan T, maka primer didesain

melalui bantuan beberapa software

bioinformatika seperti BioEdit dan

PerlPrimer. Pada penelitian ini, software

BioEdit digunakan untuk mensejajarkan
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Gambar 1. DBL3x gen var2csa hasil amplifikasi PCR. M: 100 pb DNA Ladder sebagai pita
DNA standard, 1: Pita DNA daerah DBL3x 948 pb, 2: Kontrol Negatif. 4 µl produk
PCR + 3 µl

beberapa sekuen DNA target dari berbagai

sumber untuk mencari daerah conserve

(tetap) yang akan dijadikan target

amplifikasi (perbanyakan) dengan PCR,

sedangkan software PerlPrimer digunakan

untuk mengetahui karakteristik primer yang

didesain agar menempel pada sekuen target

secara optimum. Menurut Hall (1999),

program BioEdit terintegrasi dengan

program bioinformatika lainnya seperti

ClustalW, BLAST yang memungkinkan

peneliti dapat mensejajarkan banyak sekuen

DNA secara bersamaan dan mencari

kedekatannya dengan data yang tersedia di

gene bank secara akurat, mudah

dioperasikan, bersifat open source (tidak

berbayar), dan yang terpenting memiliki

tingkat ketepatan yang tinggi. Sementara

itu, program PerlPrimer menurut Marshall

(2004) memiliki beberapa keunggulan

dalam mengkarakterisasi suatu primer,

yaitu ketepatan yang tinggi dalam

mengkalkulasi nilai melting temperature

(Tm) yang dibutuhkan dalam mengestimasi

suhu annealing (penempelan) primer pada

DNA cetakan untuk perbanyakan melalui

PCR dan dapat memprediksi kemungkinan

terbentuknya dimer primer (antarprimer

saling menempel sendiri) yang dapat

mengurangi tingkat spesifitas primer. Hasil

karakterisasi primer hasil desain dengan

software PerlPrimer disajikan pada Gambar

2. Berdasarkan hasil pada Gambar 2 dapat

diketahui bahwa primer F3x-3D7 dan R3x-

3D7 memiliki Tm 50,44 oC dan 48,22oC,

panjang primer 22 basa, kandungan basa

GC 18%, dan tidak diketemukannya

kemungkinan terjadinya penempelan yang

kuat antarprimer (dimer primer).

Karakteristik primer yang didapatkan

sesuai dengan parameter optimal desain

primer untuk PCR (Remm et al., 2004),

kecuali karakter kandungan GC yang lebih

rendah (<50%) karena ada penyesuaian

200 pb

300 pb

100 pb

700 pb

500 pb

1000 pb

1517 pb
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dengan kandungan GC pada DNA cetakan

yang kurang dari 20%.

Sekuen DNA target yang telah

diperbanyak dengan teknik PCR dan

dimurnikan disisipkan pada vektor kloning

pCR® 2.1-TOPO®.  Strategi pemilihan

vektor kloning didasarkan pada

karakteristik yang dimiliki vektor seperti

kemampuan disisipi sekuen DNA target

pada ukuran sesuai, memiliki marka genetik

untuk keperluan seleksi, dan jumlah copy

yang tinggi (Lodge et al., 2007). Alasan lain

pemilihan vektor kloning pCR® 2.1-

TOPO® adalah  adanya mekanisme

penyambungan sekuen DNA dengan

bantuan katalisis dari enzim topoisomerase

sehingga proses ligasi sekuen DNA target

dan DNA vektor menjadi molekul

rekombinan dapat terjadi lebih sederhana,

cepat, dan efektif (Shuman, 1991; Shuman,

1994). Keberhasilan strategi kloning dapat

dilihat dari keberadaan molekul

rekombinan pCR®2.1-TOPO®-DBL3x

(gabungan dari vektor pCR® 2.1-TOPO®

dan daerah DBL3x gen var2csa) pada inang

yang digunakan, yaitu E.coli TOP10.

Keberadaan molekul rekombinan ditandai

oleh adanya perbedaan warna pada koloni

E.coli TOP 10 (Gambar 3). Perbedaan ini

dapat dimungkinkan karena vektor plasmid

yang digunakan mengandung gen lacZα

(suatu marka genetik) yang apabila disisipi

DNA target akan menyebabkannya

kehilangan kemampuan menghasilkan

enzim β-galaktosidase sehingga koloni

bakteri akan berwarna putih meskipun

media ditambahkan senyawa X-gal sebagai

substrat dari enzim (Lodge et al., 2007).

Gambar 2. Karakteristisk primer forward F3x-3D7 dan Reverse R3x-3D7 dilihat menggunakan
software PerlPrimer v1.1.21.
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Gambar 3. Koloni E.coli TOP10 hasil kloning di dalam media LB agar mengandung ampisilin
dan X-gal. Koloni berwarna putih dilabel dengan penomoran 1-10.

Gambar 4.   Hasil PCR terhadap koloni E.coli TOP10 warna putih untuk identifikasi sekuen
DNA target. M: 100 pb DNA Ladder sebagai pita DNA standard. No. 1-10 : koloni
E.coli yang diduga mengandung daerah DBL3x, - : Kontrol negatif. 7 µl produk
PCR + 3 µl bufer loading dianalisis pada elektroforesis gel agarosa 1%, 90 Volt,
40 menit. Koloni No. 1, 3, 5, 6, 7, 8, dan 10 menunjukkan hasil positif dengan
adanya pita DNA berukuran 1150 pb (hasil penjumlahan 948 pb daerah DBL3x +
202 pb sekuen vektor pCR®2.1-TOPO® yang diamplikasi primer M13F TOPO dan
M13R TOPO).

Untuk memastikan keberadaan

molekul rekombinan pCR®2.1-TOPO®-

DBL3x dalam koloni E.coli TOP10

berwarna putih, strategi yang dilakukan

adalah melakukan analisis PCR colony.

Pada teknik PCR colony, primer yang

digunakan memiliki kemampuan kuat

menempel (komplemen) dengan sekuen

DNA vektor, sehingga jika di dalam koloni

bakteri terdapat molekul rekombinan

pCR®2.1-TOPO®-DBL3x maka akan

dihasilkan pita DNA pada posisi yang

diinginkan. Hasil analisisi PCR colony

disajikan pada Gambar 4. Beberapa koloni

E.coli TOP 10 berwarna putih

menunjukkan keberadaan pita DNA pada

panjang sekitar 1150 pb. Hasil ini

menandakan strategi kloning yang

dilakukan berhasil dengan baik.

Koloni E.coli TOP10
berwarna biru --> diduga
tidak mengandung molekul

rekombinan pCR®2.1-
TOPO®-DBL3x.

Koloni E.coli TOP10
berwarna putih --> diduga
mengandung molekul

rekombinan pCR®2.1-
TOPO®-DBL3x.

300 pb

500 pb

1517 pb
1200 pb
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Gambar 5. Hasil analisis sekuen DBL3x gen var2csa produk kloning dengan program blast-n.
Gen target DBL3x memiliki kedekatan 92-99% dengan data base DNA yang
tersedia (lingkaran).

Sekuen DNA target yang berhasil

diklon pada inang E.coli TOP10

dikonfirmasi susunan nukleotidanya

melalui teknik sekuensing dan

dibandingkan dengan susunan nukleotida

yang terdapat pada gene bank

memanfaatkan program bioinformatika

blast-n  (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.

cgi) (Zheng et al., 2000). Hasil yang

disajikan pada Gambar 5 menunjukkan

sekuen DNA target yang berhasil diklon

memiliki tingkat kemiripan 92-99% dengan

data base DNA yang tersedia (Morgulis et

al., 2008).

Strategi Ekspresi

Strategi ekspresi sekuen DNA target

diawali dengan didesain primer. Primer

dirancang mengandung situs pengenalan

enzim restriksi endonuklease tipe II, yaitu

NcoI dan XhoI. Keberadaan kedua daerah

ini diharapkan memudahkan proses ligasi

(penyambungan) sekuen DNA target ke

dalam vektor plasmid ekspresi yang

digunakan. Strategi desain primer serupa

dengan tahap kloning memanfaatkan

software BioEdit dan PerlPrimer.

Perbedaannya di dalam primer

ditambahkan situs pengenalan NcoI dan

XhoI. Karakteristik primer yang didesain

disajikan pada Gambar 6. Dari Gambar 6

diketahui nilai Tm primer 66,82oC dan

66,19oC, panjang 36 basa, kandungan GC

33%, dan tidak diketemukan kemungkinan

terjadinya penempelan yang kuat

antarprimer. Karakteristik primer yang

didesain sesuai dengan parameter optimal

desain primer untuk PCR (Remm et al.,

2004), kecuali pada kandungan GC yang

lebih rendah dari 50% dan panjang primer

melebihi 24 basa nukleotida. Menurut

Judelson (2006), primer bekerja dengan

baik (menempel pada sekuen DNA cetakan)
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Gambar 6.  Karakteristisk primer forward F3x-Nco dan Reverse R3x-Xho dilihat menggunakan
software PerlPrimer v1.1.21.

umumnya memiliki panjang 20-24 basa.

Untuk mengatisipasi turunnya spesifitas

primer, primer didesain memiliki basa

nukleotida G atau C pada ujing 3’

sekuennya.  Keberadaan nukleotida G atau

C pada ujung 3’ primer dapat meningkatkan

hasil amplifikasi PCR (Judelson, 2006).

Sekuen DNA target yang berhasil

diperbanyak dengan teknik PCR

menggunakan primer F3x-Nco dan R3x-

Xho, selanjutnya dipotong dengan enzim

restriksi endonuklease tipe II. Terdapat dua

strategi yang digunakan. Strategi pertama,

DNA produk PCR langsung dipotong

dengan enzim NcoI dan XhoI. Hasil

pemotongan enzim NcoI dan XhoI melalui

strategi pertama disajikan pada Gambar 7.

Strategi kedua, sebelum dilakukan

pemotongan dengan enzim NcoI dan XhoI,

sekuen DNA target dari hasil PCR terlebih

dahulu diligasikan pada vektor pCR®2.1-

TOPO®. Molekul rekombinan yang

didapatkan lalu dipotong dengan enzim

NcoI dan XhoI. Hasil pemotongan enzim

NcoI dan XhoI melalui strategi kedua

disajikan pada Gambar 8. Dari kedua

strategi ini, strategi kedua menjadi pilihan

terbaik karena enzim dapat memotong

sekuen DNA dengan baik dan dihasilkan

produk pemotongan yang diinginkan

(sekuen DNA berukuran 960 pb),

sedangkan pada strategi pertama, enzim

tidak berhasil memotong DNA. Ketidak

berhasilan pemotongan enzim pada strategi

pertama diduga karena enzim tidak mampu

menempel pada situs pengenalannya secara

tepat karena terlalu pendeknya jarak situs

tersebut dari ujung sekuen DNA target

produk PCR (hanya 5 basa nukleotida).
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Pada penelitian ini digunakan enzim

restriksi NcoI dan XhoI. Kedua enzim ini

akan menghasilkan ujung lengket (sticky

end) pada sekuen DNA target yang

dipotong. Ujung lengket akan memperbesar

peluang penempelan sekuen DNA target

kepada DNA vektor ekspresi yang

digunakan, dibandingkan enzim yang

menghasilkan ujung tumpul (blunt end)

(Pingoud & Albert, 2001). Selain itu,

penggunaan dua enzim restriksi ini secara

bersamaan akan menghindari kekeliruan

arah penempelan sekuen DNA target pada

DNA vektor ekspresi yang dapat

mengakibatkan kesalahan pembacaan

dalam proses ekspresi gen menjadi protein.

Gambar 7. Produk PCR DNA target  yang dipotong secara langsung dengan enzim NcoI dan
XhoI (lajur 1). Pita DNA Standard (M). Enzim tidak berhasil memotong sekuen DNA
target.

Gambar 8. Hasil pemotongan molekul rekombinan pCR®2.1-TOPO®- DBL3x dengan enzim
NcoI dan XhoI. M1: 1 kb DNA Ladder dan M2: 100 pb DNA Ladder sebagai pita
DNA standard. Lajur 1: pCR®2.1-TOPO®-DBL3x dan 2: kontrol positif tanpa
pemotongan enzim. 3: pCR®2.1-TOPO®-DBL3x dan 4: kontrol positif setelah
pemotongan enzim. Tanda panah menunjukkan adanya pita DNA target dengan
panjang 960 pb (DBL3x) dan 741 pb (kontrol positif). Deteksi dilakukan dalam
gel agarosa 1%, 90 volt, 40 menit.
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Gambar 9.  Hasil ekspresi daerah DBL3x pada E.coli BL21 (DE3). M : Pita Protein Standard
Broad range, T=0 : waktu induksi jam ke-0, T=1 :  jam ke-1, T=2 : jam ke-2, T=3
: jam ke-3, T=4 : jam ke-4. Tanda panah menunjukkan adanya pita protein target
yang semakin tebal seiring lamanya waktu induksi. Protein DBL3x diperkirakan
berukuran 38 kDa. 10 µl suspensi pellet dan 2x RSB SDS buffer diloading dalam
gel poliakrilamida 10%, 2 jam, 60-100 volt.

Untuk keperluan ekspresi sekuen DNA

target menjadi protein, sekuen DNA target

yang telah dipotong enzim NcoI dan XhoI

diligasikan pada vektor ekspresi pET28a

(+). Strategi penggunaan sistem pET untuk

ekspresi gen disebabkan oleh beberapa

karakter unggul yang dimiliki vektor

ekspresi tersebut seperti keberadaan

promoter T7 yang dikenal kuat dan baik

dalam mengekspresikan gen pada inang

E.coli, adanya daerah pengenalan NcoI dan

XhoI sebagai tempat penyisipan sekuen

DNA target yang sudah mengandung

daerah pengenalan yang sama, terdapat

penanda genetik untuk keperluan seleksi,

dan keberadaan sekuen 6x His untuk

kemudahan pemurnian protein yang

diekspresikan. Pada penelitian ini, ekspresi

sekuen DNA target dilakukan pada inang

E.coli BL21 (DE3). Inang ini popular dan

paling banyak digunakan untuk

mengekspresikan protein rekombinan

(Sorensen & Mortensen, 2005; Wang et al.,

2014). Menurut Sorensen & Mortensen

(2005), latar belakang galur dan genetik

dari inang ekspresi sangat penting. Inang

E.coli BL21 (DE3) memiliki keunggulan,

seperti defisiensi enzim protease yang dapat

mendegradasi protein target, dapat

memelihara vektor ekspresi secara stabil,

dan memiliki kesesuaian genetik dengen

sistem ekspresi yang ada.

Strategi ekspresi sekuen DNA target

diawali dengan pemberian glukosa 0,2%

pada media pertumbuhan inang E.coli

BL21 (DE3) yang sudah mengandung

sekuen DNA target. Glukosa dijadikan

sebagai sumber energi untuk pertumbuhan

dan pemeliharaan level ekspresi basal

rendah oleh sel bakteri (Novagen, 2010).
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Setelah sel E.coli BL21 (DE3) tumbuh

dengan baik, senyawa glukosa dihilangkan

dari media LB cair yang digunakan.

Sebagai pengganti, ke dalam media

ditambahkan senyawa IPTG dengan

konsentrasi 1 mM. Senyawa ini berperan

menginduksi ekspresi gen pada inang

E.coli. Menurut Einsfeldt et al. (2011),

konsentrasi IPTG memiliki pengaruh yang

signifikan secara statistik terhadap ekspresi

suatu protein heterologous. Proses induksi

dilakukan dalam beberapa jam untuk

memonitor keberadaan protein target

sebagai hasil ekspresi. Hasil ekspresi

sekuen DNA target menghasilkan protein

target disajikan pada Gambar 9.

Dari hasil yang disajikan pada

Gambar 9, sekuen DNA target (DBL3x)

berhasil diekspresikan menghasilkan

protein DBL3x yang berukuran sekitar 38

kDa (dibandingkan dengan pita protein

standard). Waktu induksi empat jam (T=4)

menghasilkan pita protein paling tebal

dibandingkan waktu ekspresi satu jam

(T=1), dua jam (T=2), dan tiga jam (T=3).

Dari hasil ini dapat diketahui jumlah protein

yang diekspresikan sebanding dengan

waktu ekspresi. Semakin lama waktu

induksi, semakin banyak protein yang

diekspresikan oleh sel inang E.coli BL21

(DE3).

KESIMPULAN

Strategi kloning berhasil

mendapatkan sekuen DNA target, daerah

DBL3x gen var2csa dengan panjang 948

pb. Strategi ekspresi berhasil mendapatkan

pita protein target, protein DBL3x dengan

ukuran sekitar 38 kDA. Dengan demikian,

strategi yang ditempuh dalam penelitian ini

berhasil baik dalam mengkloning dan

mengekspresikan sekuen DNA target

DBL3x gen var2csa yang bersumber dari

sel eukariot pada sistem inang prokariot

E.coli.
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