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RINGKASAN

Cellulose-binding module (CBM) merupakan suatu domain protein yang umum
dijumpai pada berbagai jenis enzim selulase. Fungsi dari CBM ini bisa dimanfaatkan untuk
proses binding dan imobilisasi suatu protein pada matriks selulosa. CBM bisa diperoleh dari
beberapa organisme, salah satunya yaitu Trichoderma reesei. Untuk mendapatkan suatu gen,
tidak harus diisolasi dari organisme asal. Sekuen gen bisa diperoleh secara sintetik melalui
analisis bioinformatika sesuai dengan sekuen gen yang sama dengan yang ada di GeneBank.
Analisis bioinformatika bisa digunakan untuk mencari sekuen gen baru ataupun gen yang
sudah ada. Penelitian ini bertujuan untuk mendapatkan gen sintetik cbmsyn secara cepat dan
efisien tanpa mengurangi aktivitas protein, yang selanjutnya dapat diligasikan dengan gen lain
sehingga berfungsi sebagai enzim imobil. Dari hasil analisis bioinformatika, diperoleh DNA
sekuen berukuran sekitar 498 pb dengan panjang protein 166 asam amino. Sekuen tersebut
dimodifikasi dengan menambahkan beberapa situs restriksi, yaitu BamHI, Afel, dan Scal.
Sekuen DNA yang diperoleh telah dioptimasi dengan kodon Pichia pastoris.

Kata Kunci : Bioinformatika, Cellulose-binding module, Gen Sintetik, Trichoderma reesei
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BAB 1. PENDAHULUAN

Cellulose-binding module (CBM) merupakan suatu domain protein yang umum dijumpai
pada berbagai jenis enzim selulase. CBM umumnya berfungsi dalam proses pengikatan enzim
selulase pada substratnya, yaitu selulosa sehingga dapat memfasilitasi kerja dari enzim selulosa
tersebut (Wang et al. 2001). Fungsi CBM ini dapat dimanfaatkan untuk proses pengikatan
(binding) dan imobilisasi suatu protein pada matriks selulosa (Wahyuni, 2016).

CBM awalnya diklasifikasikan sebagai Cellulose Binding Domain (CBD) berdasarkan
penemuan awal dari beberapa modul yang mengikat selulosa (Ito et al. 2004). CBM
mengandung 30 sampai 200 asam amino dan ada sebagai single domain atau double domain
dalam satu protein. Posisi CBM bisa berada di ujung C-terminal atau N-terminal dan kadang-
kadang terpusat dalam rantai polipeptida (Shoseyov et al. 2006).

CBM dapat diperoleh dari berbagai organisme, salah satunya adalah Trichoderma reesei.
Trichoderma adalah mikroorganisme penghasil sistem enzim selulase yang telah sering
digunakan dalam industri. Untuk mendapatkan gen penyandi protein CBM, tidak harus
diisolasi dari organisme asal. Sekuen gen bisa diperoleh secara sintetik melalui aplikasi
bioinformatika.

Metode bioinformatik berbasis web digunakan untuk mencari anotasi (penamaan),
pemetaan genom, dan analisis sekuen lanjut lainnya yang dijalankan secara online melalui
program yang tersedia secara gratis di web. Keunggulan metode tersebut adalah hemat dan
dapat menjadi penelitian pendahuluan sebelum percobaan secara nyata dilakukan (Jhala, 2011).

Analisis bioinformatik ini bertujuan untuk membuat gen sintetik comsyn dengan program
berbasis web. Analisis yang dilakukan adalah untuk mencari sekuen gen cbmsyn yang berasal
dari organisme T. Reesei yang telah ada di GeneBank. Penelitian ini bertujuan untuk
mendapatkan gen sintetik cbmsyn secara cepat dan efisien tanpa mengurangi aktivitas protein,

yang selanjutnya dapat diligasikan dengan gen lain sehingga berfungsi sebagai enzim imobil.



BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Kajian Bioinformatika

Bioinformatika adalah ilmu gabungan antara ilmu biologi dan ilmu komputer.
Bioinformatika hadir sebagai alternatif pencarian sekuen enzim baru menggunakan analisis
filogeni (kekerabatan) untuk mencari spesies terdekat berdasarkan data genome yang ada di
Gene Bank. Metode bioinformatika berbasis web digunakan untuk mencari anotasi
(penamaan), pemetaan genome, dan analisis sekuen lanjut lainnya yang dijalankan secara
online melalui program yang tersedia secara gratis di web (Narita, 2012). Perkembangan
internet juga mendukung berkembangnya bioinformatika. Basis data bioinformatika yang
terhubung melalui Internet memudahkan para ilmuwan dan peneliti mengumpulkan hasil
sekuensing ke dalam basis data tersebut atau memperoleh data sekuens biologis sebagai bahan
penelitian. Selain itu, pengembangan dan penemuan program terbaru dari aplikasi
bioinformatika melalui internet memudahkan para peneliti mengakses program-program
tersebut dan kemudian memudahkan dalam penerapan program tersebut dan

mengembangkannya (Mount, 2011)

2.2. Cellulose-Binding Module

Polikarbohidrat tidak larut, seperti selulosa, merupakan substrat yang sulit untuk
degradasi enzim. Hal ini karena sulitnya jangkauan substrat yang padat untuk situs katalitik
enzim dan sebagian karena heterogenitas struktur fisik. Karakteristik substrat ini menetapkan
persyaratan khusus untuk hidrolisis enzim. Salah satu solusi untuk degradasi enzim dengan
substrat terlarut yaitu dihasilkan substrate-binding module yang berbeda. Contoh modul
tersebut dapat ditemukan dalam carbohydrate-active enzyme seperti selulase, hemiselulase,
dan kitinase.

Cellulose-Binding Module (CBM) merupakan suatu domain protein yang umum
dijumpai pada berbagai jenis enzim selulase. CBM umumnya berfungsi dalam proses
pengikatan enzim selulase pada substratnya, yaitu selulosa sehingga dapat memfasilitasi kerja
dari enzim selulosa tersebut (Wang 2001). Fungsi dari CBM ini dapat dimanfaatkan untuk
proses pengikatan (binding) dan imobilisasi suatu protein pada matriks selulosa.

CBM awalnya diklasifikasikan sebagai Cellulose Binding Domain (CBD) berdasarkan
penemuan awal dari beberapa modul yang mengikat selulosa (Ito et al. 2004). CBM
mengandung 30 sampai 200 asam amino dan ada sebagai single domain atau double domain



dalam satu protein. Posisi CBM bisa berada di ujung C-terminal atau N-terminal dan kadang-
kadang terpusat dalam rantai polipeptida (Shoseyov et al. 2006).

CBM telah ditemukan di dalam protein hidrolitik dan non hidrolitik. Protein yang
memiliki aktivitas hidrolitik (contoh: selulase dan xylanase) meliputi molekular kompleks yang
berisikan modul yang mempunyai ciri-ciri tersendiri (biasanya modul katalitik), yang biasanya
bergabung dengan urutan linker yang relatif tidak terstruktur (Shoseyov et al. 2006). CBM juga
telah ditemukan pada beberapa polisakarida selain selulase dan xylanase. Pada Trichoderma
reesei, CBM telah diidentifikasi dalam hemiselulosa, endomananase, dan acetilxylanase.

Beberapa tahun belakangan, penggunaan CBM telah dimanfaatkan dalam beberapa
bidang bioteknologi. Ada beberapa sifat dasar CBM yang menjadikannya banyak diaplikasikan
dalam beberapa bidang, diantaranya yaitu CBM biasanya dapat melipat sendiri dan dapat
berfungsi secara otonom pada protein kimera, penempelan matrix yang berlimpah dan murah,
memiliki sifat fisik dan kimia yang baik, serta dapat mengendalikan pengikatan yang spesifik
(Shoseyov 2006).
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Gambar 1 Struktur Cellulose Binding Module
Sumber : Lehtio 2001



BAB 3. TUJUAN DAN MANFAAT PENELITIAN

3.1. Tujuan Penelitian

Penelitian ini bertujuan untuk membuat gen sintetik cbmsyn melalui aplikasi

bioinformatika berbasis web.

3.2. Manfaat Penelitian

Penelitian ini bermanfaat untuk menjadi dasar dalam menghasilkan suatu protein khimera
atau protein fusi antara CBM dengan gen sintetik lainnya yang dapat memfasilitasi imobilisasi

suatu enzim pada matriksnya.



BAB 4. METODE PENELITIAN

4.1. Material

4.2.

Gen cellulose-binding module (cbmsyn) dibuat secara sintetik yang dirancang

berdasarkan informasi sekuens gen com (wild type) yang terdapat pada GeneBank.

Metode

1.

Analisis struktur, fungsi, ekspresi gen cbmsyn dengan menggunakan database bio-

informatika dari situs http://www.ncbi. nim.gov dan PubMed, http://www. uniprot.org

dan http://www. ensembl.org. Sekuen gen cbm yang diperoleh kemudian dioptimasi
dengan kodon Pichia pastoris menggunakan program DNAWorks 3.2;

. Analisis sekuen protein CBM (domain protein, karakteristik fisiko-kimia, profil skala

asam amino, prediksi signal peptide, prediksi target peptide) dengan menggunakan
situs http://www. expasy.org, Prosite, Protparam, Pro-Scale, Psipred, SignalP,
TargetP dan PeptideCuttter;

Analisis struktur 3D protein CBM dengan menggunakan situs Protein Data Bank,
http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/ menu PSIPRED dan 3D protein menggunakan situs
http://www.pdb.org menu Swiss Model dan software PYMOL; dan

Analisis desain primer dengan menggunakan software Primer3 dari sekuens gen yang
memiliki similaritas tinggi (pada daerah basa domain cds) dengan keunikan basa
untuk dibuat desain primer. Untuk menghindari hairpin pilih sekuen hasil desain

primer software PerlPrimer.


http://www.ncbi/
http://www/
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BAB 5. HASIL DAN LUARAN YANG DICAPAI

5.1. Hasil

Pembuatan gen tidak harus diisolasi dari organisme asal. Gen bisa dibuat secara sintetik
dengan metoda kajian bioinformatika. Bioinformatika mampu menjadi basis data untuk
mengelola informasi biologis dan analisis ekspresi gen.

Cellulose-Binding Module (CBM) merupakan suatu domain protein yang umum
dijumpai pada berbagai jenis enzim selulase. Fungsi dari CBM ini dapat dimanfaatkan untuk
proses pengikatan (binding) dan imobilisasi suatu protein pada matriks selulosa.

CBM telah ditemukan di dalam protein hidrolitik dan non hidrolitik. Protein yang
memiliki aktivitas hidrolitik (contoh: selulase dan xylanase) meliputi molekular kompleks yang
berisikan modul yang mempunyai ciri-ciri tersendiri (biasanya modul katalitik), yang biasanya
bergabung dengan urutan linker yang relatif tidak terstruktur (Shoseyov et al. 2006). CBM juga
telah ditemukan pada beberapa polisakarida selain selulase dan xylanase. Pada Trichoderma
reesei, CBM telah diidentifikasi dalam hemiselulosa, endomananase, dan acetilxylanase
(Margolles et al. 1996; Stalbrand et al. 1995).

Beberapa tahun belakangan, penggunaan CBM telah dimanfaatkan dalam beberapa
bidang bioteknologi. Ada beberapa sifat dasar CBM yang menjadikannya banyak diaplikasikan
dalam beberapa bidang, diantaranya yaitu CBM biasanya dapat melipat sendiri dan dapat
berfungsi secara otonom pada protein kimera, penempelan matrix yang berlimpah dan murah,
memiliki sifat fisik dan kimia yang baik, serta dapat mengendalikan pengikatan yang spesifik
(Shoseyov 2006).

Dalam penelitian ini, dibuat suatu gen sintetik dari organisme Trichoderma reesei
(Hypocrea jecorina). Sekuen gen cbmsyn diperoleh dari genebank melalui NCBI dengan
nomor akses M15665. Berikut adalah hasil sekuen dari gen cbmsyn:

1 ATGCATCACCACCAT CATCACGATG TTGCTTCTAATGAACAAAAGTTGAT

TTCTGAAGAG
61 GATTTGGGATCCCAGCAAACTGTTTGGGGTCAATGTGGCGGTATCGGTT

GGTCTGGACCA
121 ACTAACTGTGCTCCAGGTTCTGCTT GTTCTACTTTGAACCCATACTACGC

TCAATGTATT
181 CCAGGTGCTAC TACAATCACTACATCTACTAGACCACCAAGTGGTCCTA

CAACTACTACC



241 AGAGCCACTTCTACAAGTTCATCAACTCCTCCCACATCTAGCGCTGATTAC
AAGGACGAT

301 GATGATAAGAGTACTCCACCTCCACCAGCTTCCTCTACCACGTTTTCTA
CGACTTCTAGA

361 TCTTCTACTACTTCATCTTCTCCATC TTGTACTCAAACTCATTGGGGACAG
TGTGGTGGT

421 ATTGGATACTCTGGTTGTAAGACTTGTACGTCCGGTACAACTTGTCAAT
ACTCTAACGAT

481 TACTACTCACAATGTTTG

Gambar 2. sekuen gen cbmsyn yang telah dimodifikasi dengan memuat beberapa situs restriksi
(GGATCC: BamHI; AGCGCT: Afel AGTACT: Scal.

Dari hasil pencarian sekuen gen cbmsyn yang ada di geneBank melalui NCBI, diperoleh
sekuen gen cbmsyn dari T. Reesei (Hypocrea jecorina), yang terdiri dari 498 pasang basa.
CBM mempunyai nama lain yaitu Endoglucanase EG-1. Gen tersebut telah dimodifikasi
dengan menambahkan beberapa situs restriksi seperti BamHI, Afel, dan Scal. Sekuen DNA
tersebut kemudian di optimasi dengan kodon Pichia pastoris menggunakan program
DNAWorks 3.2.

Setelah diperoleh sekuen DNA gen cbmsyn, selanjutnya dicari sekuen protein melalui

program UniProt.

MNKSVAPLLL AASILYGGAV AQQTVWGQCG GIGWSGPTNC APGSACSTLN 58
PYYAQUIPGA TTITTSTRPP SGPTTTTRAT STSSSTPPTS SGVRFAGWVNI — 1@@
AGFDFGCTTD GTCVTSKVYP PLKNFTGSNN YPDGIGOMQH FVNEDGMTIF 158
RLPVGWOYLY NNMNLGGNLDS TSISKYDQLY QGCLSLGAYC IVDIHNYARW — 280
NGGIIGOGGP TNAQFTSLWS QLASKYASQS RVWFGIMNEP HDWNINTWAA 258
TVQEWTAIR NAGATSQFIS LPGNDWQSAG AFISDGSAAA LSQVTNPDGS 300
TTNLIFDVHK YLDSDNSGTH AECTTMNIDG AFSPLATWLR QMNRQAILTE 350
TGEGNVOSCI QDMCOQIQYL NONSDVYLGY VGWGAGSFDS TYVLTETPTS 480
SGNSWTDTSL VSSCLARK 418

Gambar 3. Sekuen Protein Endoglukanase EG-1
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Gambar 4. Domain protein Endoglucanase EG-1
Berdasarkan dari struktur domain Endoglukanase EG-1, dapat diketahui bahwa pada protein
tersebut terdapat linker dan sisi katalitik enzim.
Untuk mengetahui apakah pada protein endoglucanase EG-1 mempunyai signal peptide

atau tidak, maka dilakukan analisis dengan menggunakan signalP.
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Gambar 5. Prediksi signal peptide protein Endoglucanase EG-I

Struktur 3 dimensi protein endoglucanase EG-I dari T. Reesei dapat diketahui
mengguunakan software Swiss Model. Secara umum, struktur endoglucanase EG-1 adalah

sebagai berikut



Gambar 6. Struktur 3D protein Endo- glukanase EG 1

Untuk mengetahui presentasi asam amino, berat molekul, isoelektrik point (pl) dan sifat
fisiko kimia lain dari protein Endoglucanase EG-I dilakukan analisis dengan menggunakan
Postparam Expasy.

Tabel 1. Sifat Fisika dan Kimia protein Endoglucanase EG-I

Parameter Protein Endoglucanase EG-1
Berat Molekul 42870.67
pH isoeleltrik 5.17
Komposisi asam amino ala (A) 128 25.7%
Cys (C) 132 26.3 %
Gly (G) 89 17.9%
Thr (T) 150 30.1 %
Komposisi atom Carbon C 1555

Hydrogen H 2614
Nitrogen N 498
Oxygen O 649

Sulfur S 131
Ci1555H2614N4980649S131

Total jumlah atoms: 5447

Index aliphatic 25.70

Grand average of | 0.837

hydropathicity (GRAVY)

Untuk melihat hidrofobisitas sekuens asam amino protein Endoglucanase EG-I

dilakukan analisis menggunakan Protscale.
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Gambar 7. Hasil analisis berat molekul pada setiap posisi gen untuk protein Endoglucanase

EG-1 dengan menggunakan software Protsclae

Dilakukan desain primer dari sekuen yang dipilih dan dimasukkan ke dalam program

primer3 output. Dan diperoleh beberapa alternatif desain primer sebagai berikut:

Primer3 Output

No mispriming library specified
Using l-based sequence positions

OLIGO start len tm gcs any th 3' th hairpin seg
LEFT PRIMER 130 20 58.12 55.00 0.00 0.00 0.00 GCICCAGGTICTGCTIGTIC
RIGHT PRIMER 283 20 58.88 55.00 0.00 0.00 0.00 CGCTAGATGIGGGAGGAGTT

SEQUENCE SIZE: 498
INCLUDED REGION SIZE: 498

PRODUCT SIZE: 154, PAIR ANY TH COMPL: 4.83, PAIR 3'_TH COMPL: 0.00

ADDITIOCHAL OLIGOS
start len = gck any cth  3' ch hairpin seq

1 LEFT PRIMER
RIGHT PRIMER
PRODUCT SIZE: 204, PAIR ANY _TH C

0.00 0.00 0.
] 5.81 0.00 0
00, PAIR 3°'_TH COMPL: 0

00 AACTCCICCCACAT

GRACIAGTTGTACT

2 LEFT PRIMER 270 20 58.88 $0.00 8.85 1.72 0.00 TCCCACATCTAGCE
RIGHT PRIMER 423 20 58.30 55.00 0.00 0.00

[ 0.00 ZATACCACCACACT
FRODUCT SIZE: 154, PFAIR ANY _TE COMPL: 0.00, FAIR 3'_TH C

3 LEFT PRIMER 118 20 58.19 0.00 GGACCARCTAACTGTGCICC
RIGHT PRIMER 33e 20 58.17 0.00 GTAGAGGRAGCTGETGEAGE

PRODUCT SIZE: 224, PFAIR

ANY _TH COMFL: 2.72,

PRIMER i11 21 0.00 GICTGGACCAACTIACTGIGC
RIGHT PRIMER 328 20 .00 8 0.00 CTGGTGGAGETGEASTACTC
FRODUCT SIZE: 218, FAIR ANY_TEH COMFL: 0.00, A '_TH COMFL: 0.00Q

Stacistics

ccn too in in not no om tm hagh nigh aaign
sid meny tar excl ok bad GC oo h 3'_th hair- poly end
ered Ne get reg reg GC: clamp low 1 compl pin X atab ok
Lefe 2394 0 0 0 0 €8 0 1427 186 9 1 28 0 0 €684
Raght 23384 o ¢ 0 0 12 0 1521 173 ¢ 4} 9 o ¢ €73
Pair Stata:
congidered 13806, unacceptable product aize 1800, primer in pair overlape a primer in a becter pair 189, ok €

libprimerS release 2.3.€

Gambar 8. Analisis primer

Dari hasil analisis primer, yang memenuhi syarat adalah primer 2 yang memiliki ukuran produk
154 bp dimulai pada basa ke 270. Forward Primerl ini memiliki panjang 20 basa, Tm 58.88°C,
dan % GC 50%. Reverse primer 1 memiliki panjang 20 basa, Tm 59.30°C, dan % GC 55%.

10



Primer ini tidak membentuk hairpin loop, dimer, maupun palindrome setelah dianalisis dengan

menggunakan software http://sg.idtdna.com /analyzer/ Applications/OligoAnalyzer/

5.2. Luaran yang dicapai

Luaran penelitian ini adalah publikasi jurnal ilmiah nasional tidak terakreditasi.

11



BAB 6. RENCANA TAHAPAN BERIKUTNYA

Adapun rencana untuk penelitian berikutnya yaitu :

1. Melakukan analisis PCR terhadap gen cbmsyn yang telah diisolasi secara sintetik

2. Meligasikan gen cbmsyn dengan plasmid pPICZa

3. Membuat plasmid rekombinan dengan meligasikan pPICZa-cbmsyn dengan gen pengkode

enzim lipase untuk menghasilkan suatu protein khimera

12



BAB 7. KESIMPULAN DAN SARAN

7.1.Kesimpulan
Dari hasil analisis bioinformatika, diperoleh DNA sekuen berukuran sekitar 498 pb

dengan panjang protein 166 asam amino. Sekuen tersebut dimodifikasi dengan
menambahkan beberapa situs restriksi, yaitu BamHI, Afel, dan Scal. Sekuen DNA

yang diperoleh telah dioptimasi dengan kodon Pichia pastoris.

7.2.Saran
Perlu dilakukan analisis PCR untuk mendeteksi adanya gen cbmsyn.

13
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