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ABSTRACT

Diabetes is a metabolic disorder characterized by hyperglycemia. There were 215 million
diabetic patients in 2014 and the number is expected to rise in 2040. Generally, insulin is used
to treat diabetic patients. Insulin production by recombinant technology has been done, though
still inefficient, by using E. coli and S. cerevisiae expression system. Another alternative
expression system is methylotrophic yeast Pichia pastoris. In this research, proinsulin has
been expressed by P. pastoris intracellularly. P. pastoris strains used in this research were
X33, GS115, and KM71H. All recombinant strains were MutS. Best cultivation media was
BMGY. Proinsulin expression was observed at 25°C. Pichia pastoris strain that expressed
proinsulin best was GS115-PlI. It was supported by PCR in which the strain GS115-PI gave
504 bp-sized bands. Based on proinsulin formation time, the final methanol concentration of
0.5% in 72 hours was found to be the best treatment.
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ABSTRAK

Diabetes melitus merupakan kelainan yang ditandai dengan hiperglikemia. Penderita diabetes
pada tahun 2014 di dunia mencapai 215 juta dan diperkirakan akan meningkat pada tahun
2040. Umumnya penderita diabetes diberi pengobatan insulin sehingga menunjukkan akan
ada peningkatan kebutuhan insulin. Produksi insulin dengan teknologi DNA rekombinan telah
dilakukan dengan menggunakan sistem ekspresi E. coli dan S. cerevisiae namun masih belum
efisien. Sistem alternatif lain adalah ragi metilotropik Pichia pastoris. Dalam penelitian ini
dilakukan ekspresi proinsulin dari P. pastoris secara intraseluler. Galur P. pastoris yang
digunakan dalam penelitian ini adalah X33, GS115, dan KM71H. Semua galur rekombinan
adalah MutS. Media tumbuh terbaik adalah BMGY. Ekspresi proinsulin terlihat pada suhu
25°C. Hasil PCR menunjukkan bahwa galur GS115-Pl yang dapat menghasilkan pita
amplikon berukuran 504 bp. Hasil PCR ini dibuktikan oleh hasil seleksi galur yang
menunjukkan bahwa galur GS115-PI dapat mengekspresi proinsulin dibandingkan galur
lainnya. Berdasarkan kecepatan pembentukan pita protein proinsulin, variasi konsentrasi akhir
metanol 0,5% dengan lama induksi 72 jam merupakan perlakuan terbaik.
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Received: 23 December 2018 Accepted: 09 May 2019 Published: 03 July 2019

93


mailto:efrida.martius@bppt.go.id

Pengaruh Variasi Konsentrasi Metanol dan Lama Induksi... Martius et al.

PENDAHULUAN

Diabetes mellitus merupakan suatu
kelainan metabolik yang ditandai dengan
hiperglikemia karena tidak adanya atau
rendahnya kadar insulin dalam tubuh
(Baeshen et al. 2016). Diabetes mellitus
umumnya dibagi menjadi dua tipe yaitu tipe |
dan tipe Il. Tipe | disebabkan rendahnya
produksi insulin dari tubuh, sedangkan tipe Il
disebabkan tubuh tidak dapat menggunakan
insulin yang dihasilkan (WHO 2016).
Berdasarkan perkiraan International Diabetes
Federation (IDF 2015), prevalensi diabetes di
dunia sebesar 415 juta jiwa dan di Indonesia
sebesar 10 juta jiwa. Indonesia sendiri berada
pada posisi ke tujuh setelah China, India,
Amerika Serikat, Brazil, Rusia, dan Meksiko.
Berdasarkan perkiraan IDF, angka penderita
diabetes akan semakin meningkat sehingga
jumlah penderita diabetes mencapai 642 juta
jiwa pada tahun 2040. Akibatnya posisi
Indonesia diperkirakan akan naik ke posisi
enam. Secara umum penderita diabetes
diobati dengan insulin sehingga keperluan
insulin akan semakin meningkat.

Insulin merupakan hormon sepanjang
51 asam amino yang diproduksi oleh sel
pakreas. Hormon ini berfungsi dalam
pengaturan  metabolisme gula darah
(Gurramkonda et al. 2010). Pada awalnya
insulin diproduksi dari pankreas hewan,
namun insulin yang dihasilkan dari hewan
mengakibatkan komplikasi. Sehingga metode
produksi diganti ke rekayasa produksi analog
insulin  (Quainzon dan Cheikh 2012).
Umumnya prekursor insulin (proinsulin) telah
diekspresikan melalui E. coli atau S.
cerevisiae. Meskipun E. coli memiliki laju
pertumbuhan yang sangat cepat, protein
yang dihasilkan akan membentuk badan
inklusi sehingga perlu dilakukan solubililasi
dan pelipatan ulang (Polez et al. 2016).
Prekursor insulin larut yang dihasilkan dari S.
cerevisiae dapat disekresi ke dalam
supernatan (Gurramkonda et al. 2010).
Namun protein yang dihasilkan oleh S.
cerevisiae mengalami hiperglikosilasi
berlebih. Selain itu, protein terglikosilasi dari
S. cerevisiae memiliki ikatan a1,3 glikan yang
bersifat hiperantigenik. Akibatnya, protein
tersebut  tidak terlalu  cocok  untuk
diaplikasikan sebagai senyawa terapeutik ke
manusia (Baeshen et al. 2016).
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Pichia pastoris merupakan sistem
ekspresi alternatif yang menjanjikan. P.
pastoris merupakan ragi metilotropik yang
dapat menggunakan metanol sebagai
sumber karbon (Shen et al. 2016). Ragi ini
memiliki beberapa keuntungan seperti: dapat
mencapai densitas sel yang tinggi, kultur
medium yang murah, memiliki promoter
AOX1 yang berkontribusi dalam kualitas serta
kuantitas protein yang dihasilkan (Baeshen et
al. 2014). P. pastoris berpotensi untuk
memproduksi protein rekombinan prokariot
atau eukariot yang diproses dengan benar
(secara intraseluler maupun ekstraseluler)
(Looser et al. 2015), serta protein yang
dihasilkan oleh P. pastoris tidak mengalami
glikosilasi berlebih sehingga protein tersebut
lebih mirip struktur protein eukariot tinggi
(Baeshen et al. 2016). Pada umumnya
terdapat tiga galur P. pastoris yang
digunakan dalam produksi protein
rekombinan yaitu X33, GS115, dan KM71H
(Ahmad et al. 2014; Sturmberger et al. 2016;
Safder et al. 2018).

P. pastoris telah digunakan untuk
mengekspresi beragam protein  seperti
insulin, gen lysozime, dan pleucidin cDNA
(Baeshen et al. 2016; Samalla 2015).
Penelitian tentang ekspresi proinsulin secara
ekstraseluler dari P. pastoris juga telah
dilakukan dengan hasil yang memuaskan.
Hasil penelitian dari Baeshen et al. (2016)
menunjukkan ekspresi proinsulin secara
ekstraseluler sebanyak 5 mg/L dengan
volume kultivasi sebanyak 25 mL. Ekspresi
protein secara intraseluler mempunyai
keunggulan berupa hasil produksi protein
lebih tinggi dibanding ekspresi secara
ekstraseluler karena protein akan terhindar
dari hidrolisis oleh produk metabolik sel
seperti enzim proteolitik (Yin et al. 2012).
Metanol sebagai sumber karbon yang
digunakan untuk menginduksi ekspresi
proinsulin dari P. pastoris (Vanz et al. 2014).
Gurramkonda et al. (2010) menggunakan 6
g/L metanol untuk memproduksi proinsulin
secara ekstraseluler namun terjadi
penurunan produksi proinsulin dan kematian
sel. Maka dari itu Gurramkonda et al. (2010)
menurunkan konsentrasi metanol menjadi 2
g/L dan tidak terjadi kematian sel. Hal ini
menunjukkan bahwa konsentrasi metanol
yang digunakan berperan dalam viabilitas
dan kemampuan ekspresi P. pastoris.



Berdasarkan kemampuan P. pastoris
yang telah dijelaskan di atas, maka tujuan
penelitian ini adalah untuk mengkaji
kemampuan ekspresi proinsulin  oleh
beberapa galur P. pastoris serta mengkaiji
pengaruh variasi konsentrasi dan lama
induksi terhadap ekspresi proinsulin secara
intraseluler.

BAHAN DAN METODE

Waktu dan tempat penelitian

Penelitian ini dilakukan di Laboratorium
Balai Bioteknologi, Badan Pengkajian dan
Penerapan Teknologi (BPPT) Gedung 630,
Kawasan Puspiptek, Tangerang Selatan,
Banten. Waktu penelitian dimulai
dari September 2017- Agustus 2018.

Kloning plasmid

Plasmid pPICZA-PI ditransformasi ke
dalam sel kompeten E. coli TOP10
mengikuti metode dari Sambrook dan
Russel (2001). Sel E. coli rekombinan
ditumbuhkan ke dalam media Luria Broth
(LB) rendah garam padat (1% tripton, 0,5%
yeast extract, 0,5% NaCl, dan 2% agar)
dengan suplementasi 25 pg/mL Zeocin™
pada suhu 37°C, 16-18 jam. Koloni tunggal
yang tumbuh kemudian diregenerasi untuk
keperluan isolasi plasmid dalam media LB
rendah garam cair dengan suplementasi
Zeocin™ pada suhu 37°C, 160 rpm, 16-18
jam. Isolasi plasmid dilakukan dengan kit
high-speed plasmid mini dari Geneaid
(Taipei). Hasil isolasi kemudian
dilinearisasi dengan Sacl sesuai prosedur
Thermo Fisher (Massachussets). Hasil
isolasi dan linearisasi dianalisis dengan
elektroforesis agarosa.

Transformasi P. pastoris

Proses pembuatan sel kompeten dan
transformasi P. pastoris menggunakan kit
EasyComp™  (Invitrogen, USA).  Sel
kompeten P. pastoris ditransformasi dengan
plasmid pPICZA dan PpPICZA-Pl. Sel
rekombinan ditumbuhkan dalam media padat
YPD (1% yeast extract, 2% pepton, 2%
dekstrosa, dan 2% agar) dengan
suplementasi 100 pg/mL Zeocin™ pada suhu
28°C selama 4 hari. Koloni tunggal yang
tumbuh  diregenerasi untuk keperluan
pembuatan stok gliserol. Stok gliserol
disimpan dalam —80°C.
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Seleksi klon

Proses seleksi klon dilakukan dengan
menumbuhkan koloni P. pastoris hasil
transformasi dalam media buffered complex
medium containing glycerol (BMGY) (1%
yeast extract, 2% peptone, 100 mM bufer
kalium fosfat pH 6,0, 1,34% YNB, 4 x10°%
biotin, dan 1% gliserol) pada suhu 30°C, 250
rpm selama 1 hari. Kultur disentrifugasi pada
hari selanjutnya dan pelet diresuspensi dalam
buffered minimal medium  containing
methanol and/or histidine (BMM(H)) (100 mM
bufer kalium fosfat pH 6,0, 1,34% YNB, 4
x10°% biotin, 0,5% metanol, dan 0,004%
histidine) pada suhu 25°C, 250 rpm.
Sebanyak 1 mL sampel diambil dan induksi
metanol sebanyak 0,5% dilakukan setiap 24
jam. Ekstraksi protein intraseluler P. pastoris
rekombinan dilakukan berdasarkan prosedur
dari Haar (2007). Analisa protein intraseluler
dilakukan dengan Tricine SDS-PAGE.

Analisa pita protein dengan SDS-PAGE

Analisa SDS-PAGE dilakukan
berdasarkan metode dari Schégger (2006).
Alat SDS-PAGE yang digunakan yaitu produk
ATTO (AE6450). Elektroforesis dilakukan
dalam dua bufer yaitu bufer katoda (Trisin 1
M, Tris 1 M, SDS 1%) di bagian dalam tangki
dan bufer anoda (Tris 1 M). Gel kemudian
divisualisasi dengan Coomassie Brilliant Blue
(CBB) R-250. Pada awalnya gel direndam
dalam larutan fiksasi (amonium asetat 0,1 M,
metanol 50%, asam asetat 10%), kemudian
dalam larutan staining (CBB R-250 0,1%,
metanol 40%, asam asetat 10%) selama 30
menit dan dalam larutan destaining (metanol
40%, asam asetat 10%) hingga terlihat pita
protein dan gel menjadi bening.

Pewarnaan perak dilakukan jika pita
protein tidak terlihat setelah pewarnaan CBB
R-250. Prosedur pewarnaan perak mengikuti
prosedur Chevallet et al. (2006). Gel yang
telah diwarnai dengan CBB R-250 direndam
ke dalam larutan 50 mM amonium hidrogen
karbonat kemudian ke dalam larutan fiksasi
(30% (v/v) etanol, 10% (v/v) asam asetat).
Selanjutnya gel dibilas dalam larutan 30%
(v/v) etanol dan dilanjutkan dengan
pembilasan gel dalam air ultrapure.
Kemudian gel disensitasi dalam 0,8 mM
Na;S;0s; dan dilanjutkan dengan inkubasi
dalam larutan 12 mM AgNOs. Setelah itu gel
diinkubasi dalam larutan developer (3% (w/v)
K>COs + 6,25 pL 10% (w/v) NaS203 + 14 pL
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formalin 37%). Pewarnaan gel dilakukan
hingga cukup. Selanjutnya gel direndam
dalam larutan stop (4% (w/v) Tris + 2% (v/v)
asam asetat). Pada tahap akhir, gel dibilas
dalam air ultrapure.

Konfirmasi hasil integrasi gen proinsulin

Tiga koloni terpilih hasil seleksi
ditumbuhkan dalam media cair YPD + Zeocin
pada suhu 30°C, 160 rpm selama 20 jam.
Selanjutnya  dilakukan isolasi genom
mengikuti prosedur Bust n’ Grab dari Harju et
al. (2004). Konsentrasi genom diukur dengan
menggunakan spektrofotometer Nanodrop™
(Thermoscientific).

Tahap PCR dilakukan  dengan
menggunakan thermal cycler (TaKaRa).
Konsentrasi genom hasil isolasi dilakukan
pengenceran sebanyak 50x. Komposisi
reagen yang ditambahkan per satu sampel
adalah nuclease free water (11,4 pL), 10x
bufer (2 pL), 25 mM MgSO4 (1,5 pL), dNTP (2
pL), primer F (0,8 pL), primer R (0,8 uL), DNA
polimerase (0,5 pL), dan DNA template (1
pL). Hasil PCR dianalisis dengan
elektroforesis agarosa kemudian pita
amplikon divisualisasi dengan uv
Transluminator.

Uji fenotipe

Uji fenotipe  dilakukan  dengan
menumbuhkan P. pastoris rekombinan hasil
seleksi koloni dalam media padat minimal
medium containing methanol and/or histidine

Gambar 1. Hasil transformasi E. coli TOP10 dengan
plasmid pPICZA-PI
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(MM(H)) (1,34% YNB, 4 x10° biotin, 0,5%
metanol, 0,004% histidin, 2% agar) dan
minimal medium containing glycerol and/or
histidine (MD(H)) (1,34% YNB, 4 x107 biotin,
1% gliserol, 0,004% histidin, 2% agar). P.
pastoris rekombinan ditumbuhkan dalam
media MM(H) terlebih dahulu kemudian
dalam media MD(H) pada suhu 30°C selama
48 jam. Berdasarkan kecepatan penggunaan
metanol, fenotipe dari P. pastoris dibagi
menjadi Mut* (penggunaan metanol normal)
dan MutS (penggunaan metanol lambat).
Kontrol Mut® yang ditumbuhkan dalam
masing-masing media adalah
GS115/pPICZ/lacz dan kontrol Mut® yang
ditumbuhkan adalah GS115 Albumin.
Pengamatan kecepatan pertumbuhan
sampel dilakukan setiap 24 jam.

Seleksi galur

Tiga koloni terpilih hasil seleksi
ditumbuhkan dalam media BMGY pada suhu
30°C, 250 rpm selama 1 hari. Kultur
disentrifugasi pada hari selanjutnya dan pelet
dipindah ke dalam media BMM(H). Ekspresi
proinsulin dilakukan pada suhu 25°C, 250
rpm, selama 4 hari. Sebanyak 1 mL sampel
diambil dan 0,5% metanol ditambah setiap 24
jam. Sampel protein dianalisis dengan Tricine
SDS-PAGE.

Optimasi ekspresi proinsulin

GS115-PI ditumbuhkan dalam media
BMGY pada suhu 30°C, 250 rpm, 1 hari.
Kultur disentrifugasi pada hari selanjutnya
dan pelet diresuspensi dalam media BMM(H).
Ekspresi proinsulin dilakukan pada suhu
25°C, 250 rpm, selama 6 hari. Sebanyak 1 mL
sampel diambil setiap 1 hari. Variasi
konsentrasi akhir metanol sebesar 0,5, 1, 1,5
dan 2% ditambahkan ke dalam kultur setiap 1
hari. Analisa protein dilakukan menggunakan
Tricine SDS-PAGE.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Kloning plasmid pPICZA-PI

Proses transformasi plasmid pPICZA-
Pl ke dalam E. coli berhasil karena E. coli
rekombinan dapat tumbuh dalam media
dengan suplementasi Zeocin. Hal ini
menunjukkan bahwa E. coli rekombinan
mengandung plasmid pPICZA-Pl yang
memiliki marka resistensi terhadap Zeocin
sehingga E. coli dapat tumbuh pada media



tersebut. Pertumbuhan E. coli rekombinan
memenuhi permukaan media sehingga
efisiensi transformasi tidak dapat dihitung.
Hasil transformasi E. coli ditampilkan dalam
Gambar 1.

Koloni tunggal yang tumbuh kemudian
diregenerasi dalam media LB cair dengan
suplementasi Zeocin untuk keperluan isolasi
plasmid. Terdapat dua jenis E. coli
rekombinan yang ditumbuhkan dalam media
yaitu E. coli yang mengandung plasmid
pPICZA (plasmid tanpa gen sisipan) dan E.
coli yang mengandung plasmid pPICZA-PI
(plasmid dengan gen sisipan). Proses
transformasi E. coli dengan pPICZA telah
dilakukan oleh peneliti Balai Bioteknologi
(BPPT). Proses transformasi dilakukan
menggunakan metode Sambrook dan Russel
(2001) sesuai dengan metodologi yang telah
dijelaskan sebelumnya. Plasmid pPICZA
berukuran 3,3 kb dan ukuran sisipan gen PI
berukuran 179 pb sehingga plasmid pPICZA-
Pl akan berukuran 3,479 kb. Hal ini akan
menyebabkan adanya perbedaan posisi
kedua pita plasmid pada gel elektroforesis.

Isolasi plasmid berhasil yang
ditunjukkan dengan adanya pita pada gel
elektroforesis. Meskipun begitu, konsentrasi
DNA hasil isolasi masih rendah dilihat dari
hasil pengukuran konsentrasi dengan
Nanodrop™ maupun dari hasil visualisasi pita
DNA. Rendahnya konsentrasi hasil isolasi
plasmid kemungkinan disebabkan sel bakteri
tidak terlisis sempurna, nuclease-free water
yang ditambahkan tidak tepat di tengah
matriks kolom, atau proses elusi plasmid

A A M A-Pl  A-PI A

@)
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yang tidak sempurna. Faktor lain yang
mempengaruhi hasil isolasi plasmid adalah
ukuran plasmid, jumlah salinan plasmid (copy
number), dan kondisi pertumbuhan bakteri
(Pronobis et al. 2016). Plasmid hasil isolasi
kemudian dilinearisasi. Hasil isolasi dan
linearisasi  plasmid ditunjukkan  dalam
Gambar 2. Berdasarkan hasil linearisasi,
kedua jenis plasmid tersebut telah linear.
Plasmid pPICZA-PlI menunjukkan ukuran
sebesar +3,5 kb, sedangkan plasmid pPICZA
sebesar 3,3 kb. Ukuran plasmid pPICZA-PI
lebih besar dari plasmid pPICZA karena
mengandung gen sisipan sehingga sesuai
dengan ukuran teoritis. Plasmid yang linear
ini kemudian ditransformasi ke dalam P.
pastoris.

Transformasi P. pastoris

Terdapat 3 galur P. pastoris yang
digunakan dalam proses transformasi yaitu
X33, GS115, dan KM71H. Masing-masing
galur ini ditransformasi dengan plasmid
pPICZA dan pPICZA-PI sehingga galur P.
pastoris selanjutnya ditambah huruf A (untuk
P. pastoris dengan plasmid pPICZA, contoh:
X33A), dan ditambah huruf Pl (untuk P.
pastoris dengan plasmid pPICZA-PI, contoh:
X33-PI). Proses transformasi P. pastoris
berjalan dengan baik seperti yang
ditunjukkan dalam Gambar 3. Masing-masing
galur P. pastoris rekombinan dapat tumbuh
dalam media YPD dengan suplementasi
Zeocin setelah diinkubasi selama 4 hari. Hal
ini  menunjukkan bahwa plasmid telah
terintegrasi ke dalam genom P. pastoris

M A A A-PI'  A-PI

(b)

Gambar 2. Hasil: (a) isolasi plasmid dan (b) linearisasi plasmid. A = pPICZA sebelum linearisasi, A-Pl = pPICZA-PI
sebelum linearisasi, M = Marka DNA 1 kb, A’ = pPICZA setelah linearisasi, A-PI' = pPICZA-PI setelah

linearisasi
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sehingga sel dapat mengekspresikan protein
resistensi Zeocin. Morfologi dari koloni P.
pastoris hasil transformasi berbentuk bulat
dengan warna putih krim. Permukaan koloni
licin dan koloni memiliki konsistensi yang
lunak sesuai dengan deskripsi ATCC®
28485™, Berdasarkan kemampuan

pertumbuhan P. pastoris rekombinan dalam
dengan

media YPD Zeocin, proses

transformasi disimpulkan berhasil.

Sel kompeten juga ditumbuhkan dalam
media YPD. Tujuan dari perlakuan ini adalah
untuk melihat pengaruh persiapan sel
kompeten terhadap viabilitas sel. Pada
Gambar 4 ditunjukkan hasil inkubasi sel
kompeten P. pastoris sebelum transformasi.
Sel kompeten ditumbuhkan dalam media YPD
dan diinkubasi pada suhu 28°C selama 2 hari.

Gambar 3. Hasil transformasi Pichia pastoris: (a) X33A, (b) GS115A, (c) KM71HA, (d) X33-PI, (e) GS115-PI, dan (f)

KM71H-PI

Gambar 4. Hasil regenerasi sel kompeten dalam media YPD: (a) X33, (b) GS115, dan (¢) KM71H
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Hasil inkubasi menunjukkan sel kompeten
dapat tumbuh dengan baik meskipun terdapat
kontaminasi jamur pada media X33. Dari hasil
ini dapat disimpulkan bahwa proses persiapan
sel kompeten tidak merusak sel.

Seleksi klon

Hasil transformasi dari masing-masing
P. pastoris rekombinan dengan gen sisipan
memberikan beberapa koloni tunggal. Seleksi
koloni dilakukan untuk memilih klon penghasil
pita proinsulin terbaik dari masing-masing
galur rekombinan. Berdasarkan perhitungan
bobot molekul (BM) dengan menggunakan
software Expassy, proinsulin hasil ekspresi P.
pastoris rekombinan berukuran 6 kDa dan
terdiri dari 53 asam amino. Sehingga pita
proinsulin akan berada di antara marka protein
terbawah yang berukuran 10 kDa dengan
standar insulin dengan ukuran 5,8 kDa.
Ekspresi proinsulin telah dilakukan pada suhu
30°C namun tidak terlihat pita proinsulin (data
tidak ditampilkan). Oleh karena itu, suhu
ekspresi diturunkan menjadi 25°C. Penurunan
suhu ini didasarkan dari hasil literatur
beberapa jurnal penelitian. Beberapa hasil
penelitan menunjukkan penurunan suhu
ekspresi P. pastoris memberikan hasil yang
lebih tinggi (Li et al, 2014; Maity et al, 2015;
dan Prabhu et al, 2016). Beberapa penelitian
lain juga menunjukkan bahwa proses ekspresi
protein rekombinan lebih baik pada suhu
rendah seperti pada suhu 23°C (Wu et al.
2012). Pita proinsulin mulai terlihat pada suhu
ekspresi ini (Gambar 5). Hal ini menunjukkan
bahwa proses ekspresi proinsulin lebih baik
dilakukan dalam suhu rendah.

GS115-PI X33-PI

I\ A
r 1

I 1
GNI G11 G12 G13 G14 G15 SI XNI X2

GS115
GS115/lac

Koloni terpilih

Gambar 5. Seleksi koloni dengan suhu ekspresi 25°C. Panah hitam menandakan koloni yang dipilih

»
>
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Pita proinsulin terlihat setelah dilakukan
pewarnaan perak. Perbandingan ketebalan
pita dilihat secara visual. Ketebalan pita tidak
diukur dengan menggunakan perangkat
lunak karena kerapatan antar pita sehingga
antar pita tidak terpisah. Pita proinsulin paling
tebal dari GS115-PI ditunjukkan oleh koloni
nomor 11 yang selanjutnya disebut G11,
untuk galur X33-PI ditunjukkan oleh koloni
nomor 2 yang selanjutnya disebut X2, dan
untuk galur KM71H-PI ditunjukkan oleh koloni
nomor 4 yang selanjutnya disebut K4.
Analisis seleksi koloni telah dilakukan
sebanyak tiga kali dan memberi hasil yang
konsisten sehingga membuktikan bahwa
koloni terpilih merupakan penghasil pita
proinsulin terbaik (Gambar 5).

Konfirmasi hasil integrasi

Proses konfirmasi integrasi gen sisipan
ke dalam genom P. pastoris dilakukan
dengan dua tahap yaitu isolasi genom P.
pastoris rekombinan serta amplifikasi gen
sisipan dengan PCR. Konsentrasi genom
yang diperoleh kemudian diukur dengan
menggunakan Nanodrop™. Rata-rata hasil
isolasi genom mencapai £3000 ng/pL. Hasil
isolasi genom ini kemudian diencerkan
sebanyak 50x agar dapat dipakai sebagai
cetakan DNA. Konsentrasi hasil pengenceran
genom berada pada rentang 100-700 ng/pL.
Kemurnian genom yang dilihat dari rasio
260/280 memberi angka di atas 2. Hal ini
menunjukkan adanya kontaminasi RNA yang
dapat dicegah dengan penambahan RNAse
untuk isolasi genom selanjutnya (Ashram et
al. 2016).

X33-PI

——
X3 X7 x8 M SI

KM71H-PI

K2 K3 K4 K6 Ké

2
L
b

Koloni terpilih
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P. pastoris rekombinan yang memiliki
gen sisipan akan menghasilkan amplikon
berukuran 504 pb yang merupakan ukuran

M X2 K4 G11

2500
2000
1500
1000
750
500

250

Gambar 6. Amplifikasi gen sisipan dari genom P.
pastoris rekombinan. (+) merupakan
kontrol positif, (-) merupakan kontrol
negatif. Pita amplikon yang sesuai
dihasilkan oleh koloni G11

(d)

gen AOX1 (325 pb) ditambah ukuran gen
sisipan (179 pb). Berdasarkan hasil
elektroforesis yang ditampilkan dalam
Gambar 6, hanya GS115-G11 vyang
menghasilkan pita amplikon berukuran 504
pb dan sesuai dengan kontrol positif. Kontrol
positif yang digunakan adalah plasmid
pPICZA-PI hasil isolasi dari E. coli
rekombinan. Sehingga, hasil ini mendukung
hasil analisis seleksi galur yaitu GS115-G11
merupakan galur yang dapat menghasilkan
proinsulin. Galur X33-X2 dan KM71H-K4
tidak memberikan pita amplikon yang
diharapkan. Hal ini bisa juga dilihat dari
konsentrasi cetakan genom dari masing-
masing galur yang belum optimum. Menurut
Lorenz (2012), jumlah cetakan yang dipakai
dalam proses PCR berpengaruh terhadap
hasil yang diberikan. Jumlah cetakan ini
menunjukkan jumlah salinan cetakan DNA
yang mengandung sekuen komplemen dari
primer PCR. Selain itu, salah satu faktor lain

Gambar 7 Uji fenotipe tiga koloni P. pastoris terpilih: (a) X33-X2 pada MD, (b) GS115-G11 pada MDH, (c) KM71H-K4
pada MD, (d) X33-X2 pada MM, (e) GS115-G11 pada MMH, dan (e) KM71H-K4 pada MM. (Keterangan
media: MD = Minimal Dextrose, MM = Minimal Methanol, MDH = Minimal Dextrose with histidine, dan MMH
= Minimal Methanol with histidine. Setiap cawan dibagi empat sektor, dari sektor bagian atas kiri searah
jarum jam: sampel P. pastoris terpilih (2 sektor), GS115 Sec HSA, dan GS115/pPICZA/lacz. Pertumbuhan
koloni yang ditampilkan merupakan hasil pengamatan hari kedua)
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yang mungkin terjadi adalah proses
annealing yang tidak terjadi pada sampel
X33-X2 dan KM71H-K4 sehingga tidak terjadi
amplifikasi gen proinsulin. Suhu annealing
pada umumnya berada pada rentang 52-
58°C (Lorenz 2012). Sehingga pada
penelitian berikutnya perlu dilakukan optimasi
konsentrasi cetakan dan suhu annealing
untuk galur X33-X2 dan KM71H-K4.
Fenotipe dari P. pastoris rekombinan
juga dapat dianalisis melalui hasil
elektroforesis di atas. P. pastoris dengan
fenotipe Mut* akan menghasilkan pita
amplikon berukuran 2,2 kb. Namun hasil
elektroforesis diatas tidak menunjukkan
adanya pita berukuran 2,2 kb dari sampel
sehingga terbukti bahwa fenotipe P. pastoris
rekombinan terpilih merupakan MutS,

Uji fenotipe P. pastoris rekombinan

Uji fenotipe dilakukan untuk
mengetahui fenotipe dari P. pastoris setelah
proses transformasi. Koloni uji disimpulkan
memiliki fenotipe Mut* jika dapat tumbuh
normal di kedua media minimal, sedangkan
fenotipe Mut® jika mengalami pertumbuhan
normal di media minimal dekstrosa namun
mengalami pertumbuhan yang lambat atau
tidak tumbuh sama sekali di media minimal
metanol.

Hasil uji fenotipe ditampilkan dalam
Gambar 7. Dalam uji fenotipe ini, terdapat
dua kontrol yang ditumbuhkan dalam
masing-masing media minimal yaitu
GS115/pPICZ/lacz dan GS115 Albumin.
GS115/pPICZ/lacz  merupakan  kontrol

X33-X2
X

f l
kDa M 0 24 48 72 96 Sl
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untuk Mut* sedangkan GS115/Albumin
merupakan kontrol untuk MutS.
GS115/pPICZ/lacz mengalami
pertumbuhan yang normal pada kedua jenis
media sedangkan GS115/Albumin
mengalami pertumbuhan yang lambat pada
media yang mengandung metanol. Hal ini
membuktikan bahwa kedua jenis kontrol
fenotipe tersebut sudah sesuai dengan
teori. Hal ini juga sesuai dengan hasil
penelitian dari Alias et al. (2011).

Koloni X33-X2 vyang ditumbuhkan
mengalami pertumbuhan normal pada media
MD, namun mengalami perlambatan
pertumbuhan pada media MM. Perbedaan
kemampuan pertumbuhan ini juga diamati
dari koloni GS115-G11, begitu juga dari
koloni KM71H-K4. Berdasarkan hasil analisis
ini, disimpulkan bahwa fenotipe dari ketiga
koloni uji merupakan MutS.

P. pastoris dengan fenotipe MutS
memiliki keuntungan dibanding P. pastoris
fenotipe  Mut*. Galur MutS tidak
memerlukan metanol dan oksigen dengan
jumlah sebanyak yang dibutuhkan galur
Mut* dalam proses peningkatan produksi
(misalnya skala industri) (Cereghino dan
Cregg 2000). Meskipun begitu, galur MutS
akan membutuhkan waktu induksi yang
lebih panjang karena penggunaan metanol
yang lebih lambat. Berdasarkan penelitian
Orman et al. (2009) dan Krainer et al.
(2012), P. pastoris dengan fenotipe Mut®
memiliki tingkat produksi dan efisiensi
yang lebih tinggi dalam ekspresi protein
rekombinan.

KM71H-K4 GSlZlI.S-Gll
L

f ) T \
kbDaM SI 0 24 48 72 96 0 24 48 72 96

Pita proinsulin

Sambar 8. Hasil seleksi galur. M= marka protein, Sl= standar insulin. Kultur disampling pada jam ke- 0, 24, 48, 72,
dan 96. Pita proinsulin yang terekspresikan oleh GS115-G11
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Seleksi galur jelas dari galur GS115-G11 dan semakin
Seleksi galur dilakukan dengan tujuan tebal dari jam 72 ke jam 96. Berdasarkan

untuk  memilih  galur yang dapat hasil perbandingan ini, galur GS115-G11
mengekspresikan proinsulin terbaik. Hasil merupakan galur yang dipilih untuk analisis
seleksi galur ditampilkan dalam Gambar 8. pengaruh variasi metanol terhadap ekspresi
Berdasarkan Gambar 8, pita proinsulin tidak proinsulin.
terlihat jelas dari galur X33-X2 dan KM71H- _ _ _ _ _
K4. Meskipun pada lajur X2 induksi jam ke-96 Optimasi ekspresi proinsulin
memberikan pita yang tebal namun terlihat ~ Proses optimasi ekspresi proinsulin
bahwa pita tersebut berdekatan dengan dilakukan  dengan  melakukan  variasi
standar insulin. Hal ini menyebabkan pita konsentrasi  akhir ~ metanol  sebagai
tersebut tidak dapat disimpulkan sebagai pita penginduksi dalam media fermentasi. Tujuan
proinsulin. Pada KM71H-K4, terdapat pita dari perlakuan ini adalah untuk mengkaji
yang memiliki posisi sama dengan pita pengaruh variasi konsentrasi metanol yang
proinsulin namun pita tersebut samar-samar. diberikan terhadap ekspresi proinsulin. Hasil
Hal ini mungkin dikarenakan jumlah variasi konsentrasi akhir metanol ditampilkan
proinsulin yang sedikit. Pita proinsulin terlihat dalam Gambar 9.

kba M 0 24 48 72 96 120 144 Sl M 0 24 48 72 96 120 144 Sl

180

130

9

55

40

35

25
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10

@ (b)

kDa M 0 24 48 72 96 120 144 Sl M SI 0 24 48 72 96 120 144
180
130

70

55

40

30
25

15

10

© | (d)

Gambar 9. Variasi konsentrasi akhir metanol terhadap ekspresi proinsulin (kotak merah). Keterangan konsentrasi akhir
metanol: kDa = BM marka protein, M = marka protein, S| = standar insulin, (a) 0,5%, (b) 1%, (c) 1,5%, dan
(d) 2%. Kultur disampling pada jam ke-0, 24, 48, 72, 96, 120, dan 144
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Pita proinsulin berhasil diekspresi dari
masing-masing variasi konsentrasi metanol
dengan kecenderungan yang berbeda. Hasil
variasi metanol dengan konsentrasi akhir
sebesar 0,5% dan 1% memberikan pita
proinsulin yang terlihat jelas setelah 72 jam
induksi dan semakin tebal sampai 144 jam
induksi. Pita yang dihasilkan dari induksi
metanol 1% lebih tebal dibanding pita hasil
induksi metanol 0,5%. Hal ini menunjukkan
peningkatan konsentrasi metanol sebesar 1%
meningkatkan ekspresi proinsulin. Meskipun
demikian, penggunaan metanol dengan
konsentrasi akhir metanol sebesar 0,5%
sudah dapat mengekspresikan proinsulin.

Pita proinsulin dari hasil induksi metanol
sebesar 1,5% dan 2% mulai terlihat dari
setelah induksi 96 jam. Pita proinsulin paling
tebal hasil induksi metanol 1,5% terlihat pada
jam 96. Pita proinsulin menipis seiring
bertambahnya waktu induksi meskipun tidak
terlalu jelas secara visual. Ketebalan pita
proinsulin secara visual dari hasil induksi
metanol sebesar 2% tidak meningkat jauh
dibanding pita proinsulin hasil induksi metanol
1,5%. Secara visual, ketebalan pita proinsulin
pada jam ke-96 dari hasil induksi metanol
1,5% sama dengan pita proinsulin jam ke-96
dari induksi metanol dengan konsentrasi akhir
2%. Berdasarkan perbandingan di atas dan
dilihat dari kecepatan pembentukan pita
proinsulin, induksi metanol 0,5% merupakan
konsentrasi yang paling bak untuk
mengekspresikan proinsulin.

KESIMPULAN

Berdasarkan hasil penelitian yang
diperolen  disimpulkan bahwa proses
transformasi P. pastoris berhasil sehingga P.
pastoris rekombinan dapat tumbuh pada
media dengan suplementasi Zeocin. Fenotipe
transforman semua galur merupakan fenotipe
MutS. Berdasarkan hasil analisis SDS-PAGE,
GS115 merupakan galur yang dapat
mengekspresikan proinsulin secara
intraseluler. Hasil induksi metanol 0,5% dan
lama induksi 72 jam memberikan pita
proinsulin  paling tebal dan cepat
dibandingkan dengan variasi lain.
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