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ABSTRACT

Kumaunang, M. and Y. Mandik, 2010. Characterization of transcript genome product of Chaperone Bacillus
sp. RP1.

Molecular chaperone is the group of protein that assist in the correct folding or assembly of other proteins in
vivo. The objective of this research was to characterize the product of gene encoding chaperone from Bacillus
sp. RP1 by using in-silico analysis. Analysis of 1053 bp from DNA fragment isolated by PCR showed that it has
97% similarity with putative chaperone of Geobacillus kaustophilus (BA000043.1) and 86% similarity with DnaK
operon of B. stearothermophilus (X90709.1). Structure prediction of DnaJ Bacillus sp. RP1 showed that it has
similar J-domain with that of DnaJ Escherichia coli but cys-rich domain is different.

Keywords : chaperone, gene characterization, in-silico analysis.

PENDAHULUAN

Keberadaan protein dalam sel tidak hanya Untuk mencegah terjadinya kesalahan dalam
bergantung pada kebenaran proses transkripsi gaelipatan protein dibutuhkan sistethaperong yang
translasi. Untuk menjadi molekul protein yang aktiberfungsi membantu proses pelipatan protein daa jug
dan memiliki fungsi fisiologis, molekul protein he&r dapat membantu pelipatan kembali molekul protein
mengalami  proses pelipatan untuk mencapgang telah salah melipat (Frydman, 2001). Sistem
konformasi tiga-dimensi yang tepat (Hartl & HayerbnaK, yang terdiri dari protein-proteileat-shock
Hartl, 2002). Pelipatan protein membutuhkan bantu@maK, DnaJ, dan GrpE, merupakan salah satu sistem
molekul chaperoneserta katalis pelipatan. Paradigmahaperone utama dalam sitosolEscherichia coli
mendasar dari molekukhaperone adalah bahwa (Langer et al, 1992). Molekul chaperone DnaJ
molekul chaperonemengenal dan mengikat bentukmerupakan molekul homodimer, yang terdiri dari
protein non-natif secara selektif untuk membentubmpat domain, yaitu domain-J, G&&gion, Cysrich,
struktur kompleks yang stabil (Fink, 1999). dan domain terminal-C. Domain Cyish memiliki

Kebanyakan rantai polipetida yang dihasilkaempat motif yang mirip dengan urutan asam amino -
ribosom memerlukan perlindungan terhadap kondi€IXXCXGXG-, yang merupakan motif lestari protein
lingkungan, sepertiheat-shock(kejutan panas) dan pengkode oksidoreduktase sehingga diduga memiliki
stres oksidatif (Gething and Sambrook, 1992). Keindiaktivitas tiol-disulfida oksidoreduktase (Linket al,
lingkungan di bawah tekanan seperti itu dap&003).
menyebabkan molekul protein tidak melipat atau Telah banyak dilakukan studi analisissilico
bahkan salah melipat. Protein yang tidak melipati atterhadap produk gen (Lira-Ruahal, 2003; Wada and
yang salah melipat dapat mengalami interaksi deng8higemori, 2006; Sivasudha and Kumar, 2008;
permukaan hidrofobik protein non-natif lainnya. HaKumaunang et al, 2009). Studi in-silico dapat
ini dapat menyebabkan terjadinya agregasi paddakukan sebagai studi pendahuluan hubungan antara
protein yang merupakan pemicu timbulnya berbagsiruktur, fungsi, dan stabilitas suatu protein geba
jenis penyakit, seperti Alzheimer dan Parkinsoproduk gen (Radford & Dobson, 1999). Berdasarkan
(Radford and Dobson, 1999). Selain itu, kesalahgemikiran adanya aktivitas tiol-disulfida
pelipatan protein dapat menyebabkan protewksidoreduktase dalanhaperonemembuat penelitian
mengalami degradasi. Degradasi protein merupakem akan dilaksanakan untuk mengkarakterisasi gcodu
pemicu timbulnya sejumlah penyakit, misalnggstic gen pengkodechaperone dari sumber organisme
fibrosis retinitis pigmentosa, dan penyakit Gaucheermofilik Bacillussp. RP1.

(Dobson, 2001).
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BAHAN DAN METODE kesamaan 83% dengan operon DnaK d&i
stearothermophilugX90709.1).
Bahan dan Alat Pada sekuensing terhadap DNAJR-DJR2 denga

Bacillus sp. RP1 diperoleh dari Laboratoriummenggunakan primer DJR2 berhasil diperoleh 109¢
Protein dan Enzim, Departemen Kimia, ITB (Putrajukleotida. Selanjutnya dilakukan analis&i ASTn
1999). Escherichia coli Topl0 E-mcrA, A(mrr- terhadap ke-1099 pb DNAJ-DJR2. Analisis terhadar
hsdRMS-mcrBC), p80lacZAM15, AlacX74, recAl, 204 pb DNAJR-DJR2 (Gambar 2) menunjukkan
araD139, galU, galK,A(ara-leu)7697, rpsL (StrR), tingkat kesamaan 97% dengan protelraperone G.
endA1, nupG, diperoleh dari Laboratorium Proteinkaustophilus(BA000043.1). Sedangkan sebanyak 138
dan Enzim, Departemen Kimia, ITB, dan digunakafukleotida menunjukkan tingkat kesamaan 87%
sebagai sel inang untuk perbanyakan DNA plasmigdengan operon DnaK darB. stearothermophilus
Plasmid yang digunakan adalah pGEWM (Promega (X90709.1).
yang diperoleh dari Laboratorium Rekayasa Genetika, Hasil sekuensing terhadap DNAJ-DJF1 dan

eks KPP Bioteknologi, ITB. DNAJ-DJR2  selanjutnya  digabungkan untuk
memperkirakan urutan nukleotiddnaJ Bacillus sp.
Manipulasi DNA RP1. Selanjutnya dilakukan penjajaran terhadap has

_ ) ) ~ penggabungan DNAJ-DJF1 dan DNAJ-DJR2 tersebu
Prosedur manipulasi DNAn vitro dan teknis terhadap urutan nukleotidahaperone putative G.
transformasi telah dilaporkan (Kumaunang dagaustophilus (BA000043.1) serta dnalJ B.
Natalia, 2007). stearothermophilus(Q45552), dengan menggunakan
program ClustalX dan Genedoc Analisis BLASTn
Penentuan urutan nukleotida fragmen dnal terhadap 1053 pb hasil penggabungan uruta
dan Analisisin-silico nukleotidadnaJ Bacillussp. RP1 menunjukkan tingkat
kemiripan 97% terhadapchaperone putative G.
ustophilugBA000043.1) serta 86% terhadap operon
naK dariB. stearothermophilué<90709.1).
Deduksi terhadap urutan asam amidoal

Penentuan urutan nukleotiddnaJ dilakukan
dengan prosedur meliputi perbanyakan DNA deng
PCR Big Dyd" Terminator serta penentuan urutan

nukleotida menggunakakutomatic Sequencé?3ox. rlr%acillus sp. RP1, berhasil ditemukan daerah lestar

Analisis urutan nukleotida dilakukan dengapada ujung N-terminal, yang merupakan motif
menggunakan prograLASTR ClustalX DNAStar, pengenal untuk DnaJ, yaitu urutan His-Pro-Asp. iBela

dan Genedoc Analisis struktur dilakukan dengan.t dit K | t motif ikatan Zn (-C-X
menggunakan program Geno3D (Combieal, 2002), itu, ditemukan pula empat motif pengikatan Zn (

: . -C-X-G-X-G-) pada domaitys-rich
sedangkan tampilan struktur digunakan progra?ﬁ e :
Yasara (http://www.YASARA.org). Prediksi model struktur DnaBacillus sp. RP1

dilakukan dengan menggunakan program Geno3l
(Combetet al, 2002). Model struktur domain-J DnaJ
HASIL DAN PEMBAHASAN Bacillus sp. RP1 diperkirakan terdiri dari empat

Urutan nukleotida hasil sekuensing fragmestruktur a-heliks. al terdiri atas Asp5 sampai Gly11,

DNA ‘molekul chaperone Bacillussp. RP1 ‘hasil il terdiri atas Thrl7 sampai Lys3@yll terdiri atas
pemurnian de_ngalGFX P.CR DNA and Gel Band Asp4l sampai Ser57, sedangkanV terdiri dari
Purification Kit dengan primer DJF1fqrward) dan Asp59 sampai Arg67. Motif lestari HPD berada di
DJR2 ¢eversg berturut-turut diberi nama DNAJF- ?.ptarwlldanalll (Gambar 3)

DJF1 dan DNAJR-DJR2. Dengan menggunakal . C

primer DJF1 berhasil disekuensing sejumlah 926 pgéam sz?ndoelanansgelaSél:;r:jy; S!?jl;nggmt:;g?g?ﬁ 8
Melalui program Editseq dari DNAStar, ditentukan Gambar 4) D)ellri hasil pemodelan diveroleh bahwe
urutan nukleotida komplemennya. Selanjutny ' P P €

. omain cys-rich DnaJ Bacillus sp. RP1 memiliki
dilakukan BLASTtn terhadap 926 pb DNAJ-DJF1 g ) .
tersebut. Analisis ini dilakukan untuk mengetah emiripan dengan Dnaff. coll (PDB ”?' 1EXKA,
tingkat kesamaan nukleotida DNAJF-DJF1 denga artinez-Yamoutet al, 2000). Dari hasil pemodelan
S

urutan nukleotida yang ada pada basis Gaaebank ruktur strlljlktur diperkirakan balh l\(N a doma:iys-richf
- : DnaJ Bacillus sp. RP1 memiliki empat moti
Analisis terhadap 717 pb urutan nukleotida DNAJF ngikatan Z#. Motif | adalah -CDTCQGRG-, motif

DJF1 (Gambar 1) menunjukkan tingkat kesamaan qu(% “CQHCHGSG-, motif Ill: -CCPVCGGTG-, dan

dengan protein chaperone G. kaustophilus . . :
(BAOD0043.1). Sedangkan 279 nukleotida hagf©lf IV: -CPTCGGTG-. DnalBacillus sp. RP1
emiliki bentuk seperti huruf V yang diperpanjang.

sekuensing - DNAJF-DJFL  menunjukkan tmgkaﬁasing-masing sayap yang membentuk V terdiri atas
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dua motif untuk pengikatan Zn Motif | dibentuk dari dibentuk oleh Cys29, Cys32, Cys55, dan Cys58.
Cysl12, Cysi5, Cys69, dan Cys72, sedangkan motif I

* 20 * 40 * 60 *
CNAJF- DIF  : kEgYYecdedanTEe ANACATANe A A RETYYn e Ce VYT Ao e AdYoYe e : 70
CNAJ- CECKA :  leyAevyNeCCeCanicee \NVAACALNeCen A RIEAvy Ieee CeCeive e feCAAee e : 70
(D \VANENOZ IS T T T CAACAAGUAGSCT TIICCSAANEAAACOCAIPAT TCAAATTCCHAGOCAACARACCT GIAACAQ e : 70
TTTCAACAACCcgCCcCTTt CCaAAagaAACgCAaATTCAAATTCCCe CgCAACAgACCTCcgACACgTCCC

80 * 100 120 140

DNAJF-DIF @ @& AEECCACOEIAACCCCCCACAAE EACCTTTUTASACO RReoeeeCACCee A aC . 140
DNAJ- GECKA : @ ACSCCACCERAACCCCCCACAAE EACCTCTYCTeCeeypieeeeeCACCee A aC . 140
AT d A

DNAJ- C4555 ASGCCACHIAAACCCCCCACAAR ECAAACAIICT(eCeeymie T(@NeeeCCC aC @ 140
A CCCAgcCCACCgaAACCCCCCACAAgeCCCacgt ct Tgt Cc CCATTCc CACCCcagc CCgCAAgTgAC

* 160 * 200 *

180 *
CNAJF-DIF AEECA [eeCeACeCq COCCCATCCTCAABCCEOCHEATAT qICCeel eCeedNeCeeC : 210
DNAJ - GECKA AeeCARCANECeACECC GOCCCATCCTCAASCGOCGEEACRTGeCCeey eTceeCeeC : 210
DNAJ- C4555 ASEeCAECANICSACECq GECCCATCCTCAAIICHICCSACSTEICOYAYN eTeeyeA€eC : 210

aAgcCAaCAagCgACgCCgTTTCCc CCCATCCTCAAC CCc CCgACaTCt CCcgt ¢ TCCCCt CCc ACgCCe

220 * 240 * 260 * 280
DNAJF-DJF @ [eCOEA [@eleCACAAATCEOCAACET G8CCCCCCACECHACCCCTO@AAACCECCGEAAAAAAATIICASCINEME{S)
DNAJ- CECKA : [eCOEA [@eleCACAAATCEOCAACET G8CCCCCCACECHACCCCTO@AAACCECHAAAAAAAATIICASCINEEME{S]
DNAJ- C4555 @ [eAAIR AYACARAAAT QIACEACAT GICCCCCCAQICGECCCCTRAAACHACGEAAAAAAATISCALICEVA:{Y]

CggTACATTccgCAgAAATCGec CaACY TCec CCCCECACY CCaCCCCTc AAACCYCCgAAAAAAATE CACC

* 300 * 320 * 340 *
CNAJF-DIF a eC AGCAOCCEECAECAES T CCCCCT[@CCCCCCCAACGECACCS G A 350
DNAJ- CECKA : g eC AGCAOCCEECAECAES T CCCCCT[@CCCCCCCAACGECACCS € A : 350
DNAJ- C4555 G €A ALICAIICARCARCAIYIT CCCCCTHC E :AC € a . 349

TcAAAATt CCaCCCCCcgTc CAc CAc CCec CAgCAge TCCCCCTe CCCCCCCAACCYCACGCcaCGCCgTcAA

360 * 380 * 400 * 420
CNAJF-DIF G q G A C ce A © 420
DNAJ- CECKA : G q COCATTTETA C oC A 420
DNAJ- C4555 € q JACATT A T da A 419

t CCc CCCCCgCCCCCCCATTTYTACATcaTCTTcCg CTcCAaCCaCATCACGTTTTTcaAACCe CACCCC

* 440 480 *

* 460 *
D \VANES DN ISR C A@CATATTTATTCCCAACTCCCGeTE C@CACCCECCCCT[@CCEOCAT CACATCCAACT] A 490
D \VANEYC =0 I CAGCATATTTATTCCCAACTCCCITE C@CACCCOCCCCT[@CEOCAT CACATCCAACT] A 490
B \VAN RN O L N C ANICATATTTATTCCCAACTCCCGO TR LICCGECARCQJCCCCTCCEECAT CARATCCAACT] A 489

CACCATATTTATTCCCAAGTCCCCc Tgt CCTTc GCCc CAgCC CCCGCTc CCc CATCAgATCCAACTgCCCA

500 520 * 540 * 560

*
DNAJF-DJF @ [@ AJJICGEEA HCAAGETCAAAAT] C@CCCACCCAAACECG eCle deeEqmdYde ¢ 559
DNAJ- CECKA : [e ATeeCdA HCAACGETCAAAAT] C@CCCACCCAAACECH eCle Cecomiaace : 559
DNAJ- C4555 : (e ACeeCAA LUCAAQITCAAAAT] (RACCCACCCAAACRCA eAle €CCCT AAe : 559

CgCTc CAt CCccAt CT CAACCcTCAAAATt CCCCCc CCCACCCAAACYCCCACCC CeTTcCCCTTgAAgC

600 620 *

* 580 * *
D\VAN] =Sy DV S C AAAACGECT CCCCAA CGeCCCTA CeA JWCACCAGCTCATOCTCCCCCTTCTEACCCCSuyAT]
DNAJ- CECKA : [eavvylieeCejieeeery. CGECCCTA CeA ALICACCASCTCATICTCCCCCTTCTeACCCCyAs]
DNAJ- C4555 : [eVyivee ACIEeeeyaT| CeCCCTA qQJA ASCACCAIICTCATCTCCCCCTTCTACCCCEYA]

CAAAACCYCTCCCCAAC CTgCCc CCCTAC CCCc AaCCCCAt CACCAC CTCATt CTCCCCCTTCETgACCCC

640 660 680 * 700

* *
[D\VN Ry DN RS C ACCAAECT CACOCAAAARCAAAACCAES T a a 1[@CC EACACRCIIE®AC : 699
DNAJ- CECKA : ([CleeVaCoiee CenyV VGOV YN EeoLCClle a aA@CC EACACRCIIE®AC : 699
CNAJ- C4555 : [cNeenVl ASISNe eV \CoLyVyNe o ATIKET| A ASCIAYA €T TCACCAIE®AT @ 699

CACCAAgCTCACc CAAAAgCAAAACCAgC TCt TCCCCCAGTTTCA Cggce Tc CCCCCagacAcgATCCAC
*
CNAJF-DIF  © dddecCeeCenCle eT . 717
CNAJ- CECKA : J@deCGeeCenCe eT . 717
CNAJ- Q4555 © (ElT[eAACSAWRTIE eC . 717
gAc CggCCgCAc CgCCCt

Gambar 1. Penjajaran nukleotida DNAJF_DJEhaJ Bacillussp. RP1, dengan Dn&3. kaustophilugDNAJ-GEOKA,
BA000043.1), dan DnaB. stearothermophiluNAJ-Q4555, X90709.1)
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*

* 20 40 *
DNAJ- CECKA : [@eC AC@AAAAACCCCACEAAACABCACATOAAAAAACCCT AIICHAAACCT TS 55
DNAJ- C4555 : [eeC ACFIAAAACCCCACRAAACARCACATIAAAAAACCCTASCCEEAACCT T 55
DNAJR- DJR2 : (@eC AGRIAAAACCCCACEAAIICABCACATOAAAAAACCCT AIJICHAAACCT TS 52

CCgc CTCAgcaAAAACCCCACgAAaCAc CACATC AAAAAACCCTAL CCaAACCTT

60 * 80 * 100 *
[D\VANEY € S6 AR T CCAAEBACTATCATCCACATCTEAACAAACEOCCECABCCOCCCCACAA A . 110
[D\VANENOZ TSI N T CCAAVRACTATCATCCACATCTRAACAAACIECCOCAIICGECCCCACAA A . 110
[D\VAN] 2SR ONT VR T CCAACBACTATCATCCACATCTEAACAAAGEOCCECABCCOCCCCACAA A 107

TCCAAgC ACTATCATCCACATCTgAACAAACGCE c CCgCACc CCc GCCCACAAGTTTA

120 * 140 * 160

[D\V-WENC =/ VNN \AECAAATTAAACAECCCTACCAACTETTAACCCATCATEAAAACCCCCCCCES T AN 613
[D\VANEN @711 VACAAAT TAAACARCCCTACCAACTHIT TAACCCAT CAT[EAAAACCCCCCCOIT AN 1)
ACCAAATTAAAC 2

DNAJR- DJR2 - NECCCTACCAACTIETTAAGCCAT CATIEAAAACCCCCCCOES T ARETY)
AgGAAATTAAAGAgGCGTACGAAGT Y TTAAGCCATCGATGAAAAGCGGGCCCyc TA

200

* 180 *
DNAJ- CECKA : [@en\CeC T| Al Ao AAACAAAACETIMICC : 204
DNAJ- C4555 : (GEAT(EA T| A a GG ARAT - G CC : 203
DNAJR-DIR2 : [@&RCeC ALl ACO@TACCOACACETIMICA : 201

CGAcCgc TTt GGCCAt GCCGAcCCgAaccA AcGt TTgg

Gambar 2. Penjajaran nukleotida DNAJR_DJRBRaJ Bacillussp. RP1, dengan Dndd. kaustophilugDNAJ-GEOKA,
BA000043.1), dan DnaB. stearothermophiludNAJ-Q4555, X90709.1)

dengan untai3 yang tersusun dari residu Asn51
sampai Arg53. Model struktur domaays-rich DnaJ
Bacillus sp. RP1 menunjukkan adanya perbedaar
dengan domairtys-rich E. coli(Martinez-Yamoutet
al., 2000) dan DnaJ Q45552 yang keduanya memiliki ¢

untai 3, juga dengan DnaJ Q5KWZ8 yang memiliki 2
untaif3.

CYS 69 ¢

Gambar 4. Prediksi struktur domain cys-rich DnaJ
Bacillussp. RP1. Untap ditunjukkan dengan

Gambar 3. Prediksi struktur domain-J Dnd&hacillus sp. pita berwarna merah. Residu sistein berwarna
RP1. Struktur pita menunjukkan unt&i- hijau. Analisis struktur dilakukan dengan
heliks. menggunakan program Geno3D (Comle¢t

al., 2002), sedangkan tampilan struktur
. digunakan program Yasara
' Pada Gambar ' .4. terlihat pulg bahwa DnaJ (http:/Avww. Y ASARA.org).
Bacillussp. RP1 memiliki 4 untdd. Untai31 dibentuk
oleh residu Glul0 yang paralel dengan ufitaiyang Hasil-hasil di atas menunjukkan bahwa gen yanc

tersusun oleh residu Val78. Sedangkan, udfayang diperolen dari isolasi dengan metode PCR

dibentuk oleh residu Val38 sampai Ser40 paralglenggunakan  primer-primer  yang  dirancang
berdasarkan urutan nukleotida dnaJ B.
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