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Protein disulphide isomerase PDI is an enzyme that catalyses disuiphide-bond fonnation in protein to maintain the

native conformation, either through redox or isomertzation reactions. Few PDI's have been isolated From various organism

such as manunalian liven, plants, green algae and Saceharomyces cerevisiae. Disruption of the PD! in S. cerevisiae is haplo

lethal indicating that the product of this gene is essential for viability. PDI consist of 1590 ph, but the essential domain on PD!

gene have not been known complete. To study characteristics PDI protein domains, in this research was undertaken

construction PD! mutant on S. cerevisiae. !n vitro mutagenesis was carried out using hidroxilamin HA as mutagcn.

Recombinant plasnild were constructed by ligation of mutated DNA fragment 758 ph into a vector 6300 ph using fl DNA

ligase. The result showed some mutants were lethal, indicated that b and b' domains are essential for PD! on S. cerevisiac. Few

mutants poorly growth, and the other showed well growth.
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Pada umumnya protein ekstraseluler, seperti protein

yang terdapat pada jalur pencernaan dan permukaan set,

mempunyai ikatan disulfida Freedman et al. 1984.

Ikatan disulfida berperan penting untuk menstabilkan

struktur protein tersier dan kuartener sehingga protein

tersebut mempunyai aktivitas biologi yang khas. Meskipun

kondisi redoks dalam set memungkinkan pemberitukan

ikatan disul- fida secara spontan, namun ikatan disulfida

alami terbentuk melalui peran enzim foldase, salah satunya

ialah protein disuiphide isoinerase PDI Freedman et a!.

1984.

Protein disuiphide isonierase E.C. 5.3.4.1 merupakan

protein retikulum endoplasma, enzim mi mempunyai ke

mampuan yang luas terhadap substrat dan dapat berperan

dalam tiga tipe reaksi, antara tam: pembentukan ikatan di

sulfida, reduksi ikatan disutfida, dan isomerisasi ikatan

disulfida. Berlangsungnya reaksi di atas ditentukan oleh

potensial reduksi ditiol atau disulfida substrat protein dan

kondisi lingkungan Freedman a a!. 1984.

Pembentukan ikatan disulfida terjadi pada saat bertang

sungnya biosintesis protein, yaitu pada tahap kotranslasi

dan pascatranslasi. Pada eukariota, pembentukan ikatan mi
terjadi dalam lumen retikulum endoplasma. Sedangkan

pada sel prokariota, misalnya pada Escherichia co/i, tidak

ditemui adanya PDI, fungsinya digantikan oleh DsbC yang

berperan penting untuk pembentukan ikatan disulfida

protein periplasma. Reduksi dan isomerisasi ikatan disul

fida terjadi apabila ada kesalahan pasangan ikatan disulfida,

pada substrat protein.

Protein disu!p/zide isornerase merupakan enzim homo

dimer, masing-masing monomernya terdiri atas beberapa

domain antara lain: sekuen sinyal ss, sisi aktif a dan a',

sisi pengikatan substrat b dan b', serta sisi retensi pada

retikulum endoplasma c Natalia 1994. Fungsi utama

PDI ialah sebagai katalis untuk pembentukan ikatan disul

fida alami dan pelipatan protein, namun PDI juga mem

punyai fungsi lain yaitu sebagai subunit dan sistem enzim

yang lebih kompleks. Protein distdphide isomerase meru

pakan komponen dan enzim prolil-4-hidroksilase P4H.

Enzim mi mengkatalisis pembentukan residu 4 hidroksi

prolil pada polipeptida kolagen yang baru dibentuk. Enzim

P4H merupakan tetramer cz2132 yang subunit ct-nya meru

pakan bagian utama tempat residu sisi aktif, sedangkan

subunit 13 ialah PDI yang diduga berperan untuk memper

tahankan keberadaan enzim tersebut di dalam retikulum en

doplasma Noiva & Lennarz 1992.

Protein disuiphide isomerase telah diisolasi, dimur

nikan, dan dikarakterisasi dan berbagai sumber, seperti hati

mamalia, tanaman Freedman et a!. 1984, Clainydonionas

reinhardii, dan Saccharomyces cerevisiae khamir Mizu

naga et a!. 1990. Dalam rangka mendapatkan informasi

mengenai fungsi in vivo PDI untuk sistem eukariota, S.

cerevisiae digunakan sebagai model karena merupakan or

ganisme eukariota yang mudah tumbuh, memiliki siklus hi

dup yang singkat, dan dapat memperlihatkan sebagian besar

sifat eukariota tingkat tinggi, serta mempunyai sistem gene

tika yang terdefinisi dengan balk Mizunaga a a!. 1990.

Pada saat in sekuen nukleotida gen PDI S. cerevisiae

telah ditentukan, sisi aktif dan peta restriksinya telah dike

tahui. Gen yang menyandikan PDI khamir dikenal dengan

PDJI. Beberapa kelompok peneliti secara terpisah mene

mukan bahwa gen PDI khamir terdiri atas 1590 nukleotida,

yang ekivalen dengan 530 residu asam amino, dan sekitar

30% identik dengan PDI mamalia, kemiripan pating tinggi
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ditemukan pada daerah sisi aktif Farquhar 1991. Mizunaga

etal. 1990.

Pada khamir protein PDI bersifat esensial, tanpa fungsi

protein mi khamir tidak akan tumbuh. Perusakan gen PD!]

dengan allele H/S3 bersifat haplo-lethal, artinya khamir

akan mati bila gen PDI pada kromosom dirusak karena gen

tersebut merupakan gen kopi tunggal dalam genom khamir.

Mutasi pada sisteina pertama, dan kedua pusat aktif enzim

CGHC - SGHC, bersifat letal pada khamir Anderson

et at. 1997. Daerah b dan h diduga sebagai sisi pengikatan

substrat Farquhar ci al. 1991, Natalia 1994. Delesi asam

amino pada daerah abb juga menyebabkan khamir menjadi

letal Muntholib 1998. Studi pada daerah C yang merupa

kan sisi retensi pada retikulum endoplasma juga telah dila

kukan; delesi sebanyak 35 residu asam amino dan C termi

nal menyebabkan penurunan aktivitas enzim. namun tidak

menyebabkan kematian pada khamir LaMantia & Lennarz

1993.

Untuk mempelajari karakter domain pada gen PDI per

lu dilakukan studi struktur-fungsi gen PD!, hal mi dapat di

lakukan dengan pendekatan analisis mutan PDI khamir.

Pada penelitian mi dilakukan konstruksi mutan PDI pada S.

ceret'isiae menggunakan hidroksilamina. daerah yang di

mutasi meliputi domain b dan b Gambar 1. Penggunaan

hidroksilamina HA untuk tujuan mutasi mempunyai bebe

rapa keuntungan karena HA dapat langsung digunakan un

tuk DNA sasaran berupa double stranded beberapa muta

gen kimia menggunakan DNA sasaran berupa single

stranded dan metode yang digunakan lebih sederhana.

Disamping itu hidroksilamin telah terbukti efektif untuk

menghasilkan mutan dan sering digunakan untuk menda

patkan mutan pada khamir.
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Gambar I Domain dan daerah mulasi hidroksilamina pada gen PD/I

S. cere isiae Angka-angka di atas menunjukkan urutan residu asam

amino pada polipeptida dan ujung N; huruf path hagian bawah diagram

menunjukkan domain: ss=sekuen sinyal. a dan a= sisi aktif, b dan b=

diduga sisi pengikat subsirat. c = sisi retensi path retikulum endoplasma:

GCHC ialah pusat aktif PDI. Daerah yang dimutasi sekitar 758 pb yang

terletak diantara HpaI 349 dan By/Il I 1061 Mizunaga eta!. 1990.

Pembuatan mutan dilakukan dengan cara subkloning

daerah HpaI - BglII yang telah termutasi HA, ke dalam

vektor pRS3 14-PD/I Gambar 2 yang telah dipotong

dengan enzim yang sama. Plasmid rekombinan yang di

peroleh diperbanyak di dalam E. co/i, selanjutnya diguna

kan untuk transformasi khamir. Untuk menyeleksi dan

menguji mutan yang diperoleh dilakukan pertukaran plas

mid shuffling terhadap transforman khamir 2736 menggu

nakan media fluroororid acid FOA sehingga diperoleh

khamir yang hanya membawa PDI yang telah termutasi

pada daerah Hpa! - Bg/I/.
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Gambar 2. Peta restniksi plasmid pRS3 14-PD/i. gen PDI disisipkan

pada sisi pemotongan Ba,nHI 1936 dan EeoRl 4265. Or = origin of

replication; Cen = -eniro,nere; Ampr = ainpic-ilin re..,stant; ARS =

autono,nou 511 replicating sequence Mizunaga eta!. 1990.

BAHAN DAN METODE

Saccharomyces cerevisiae, Bakteri, dan Plasmid.

Dala,n penelitian mi digunakan S. cerevisiae galur 2736

MATci, ura3-l, ieu2-3,-112, his3-II,-15, ade2-], trpl-1,

pdi.: HIS3 [pCT37] yang diperoleh dan Tom Stevens.

University of Oregon, USA.

Bakteri yang digunakan ialah E. co/i DH5u dengan

genotipe supE44 A/acUlO9 O8UIacZAMI5 hsdRl7 recAl

endAl gyrA9O ihi-I re/Al Sambrook et a!. 1989 yang

diperoleh dan Laboratorium Rekayasa Genetika PAU

Bioteknologi ITB, Bandung.

Plasmid yang digunakan ialah pRS3 14-PD!] yang di

peroleh dan William J. Lennarz, Stony Book University

Media yang digunakan untuk pertumbuhan E. co/i ialah

media Lunia-Bertani Broth Atlas 1993. Untuk transfor

masi E. coil dan isolasi plasmid digunakan media LB yang

mengandung ampisilin dengan konsentrasi akhir 50 gIml

Sedangkan untuk pertumbuhan khamir digunakan media

YEPD Atlas 1993, untuk tujuan seleksi digunakan media

sintetik yeast nitrogen base YNB tanpa asam amino

Difco. Lab. Detroit. MI. USA 0.7% b/v, glukosa 2%,

bakto agar Sigma Chem. Co., St. Louis, MO 2. dan Ia

rutan suplemen stok yang sesuai dengan fenotipe k.hamir.

masing-masing 1% v/v. Larutan suplemen stok terdini atas

tniptofan 2 gil, histidin 2 gIl, leusina 1 g/l, urasil I gil, dan

adenina 1 g/l Sigma Chem. Co.. St. Louis, MO. Media

yang digunakan untuk pertukaran plasmid ialah media YNB

dibubuhi asam amino adenina, leusina, urasil danfluoro

orotid acid FOA Sigma Chem. Co., St. Louis, MO 1 gil.

Plasmid sebagai Sumber DNA yang Akan Dimutasi.

Plasmid pRS-3 14 PD/I membawa gen PD! khamir secara

utuh. Perbanyakan plasmid dilakukan pada inang E. co/i.

Koloni tunggal E. coli ditumbuhkan pada media steril pada

suhu 37C selama 12 - 16 jam dan penanaman pada media

cair dilakukan dengan pengocokan 150 rpm. Penanaman

khamir dilakukan pada suhu 30°C selarna 2 - 3 han fase

stasioner. Pertumbuhan sel diamati secara spektrofoto

USA.
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inetri dengan mengukur ah rhansi hiakan pada panjang

iekn1hane 60 nrn. ehaeai hianko digunakan larutan

media. Piosedur transformasi E. ,Ii dilaktikan menui Ut

Cohen SLn1hrook ci a!. 1989

Evcheriel,ia co/i hasil transforniasi diisnlasi plasrnidnya

mengikuti teknik isulasi plasmid skala kecil sedangkan

lasI plamid skala hesar dilakukan dengari mcnggunakan

metode Birmhnim dan Doly Sanibrook ci a!. 1989. Plas

mid hasil isolasi. balk skala kecil maupun skala hesar. di

potone dengan enzim restriksi untuk selanjutnva dielekiro

lOTC'Is.

tragmcn lN Termutasi. Iragmen DNA yang akan

dimutasi 75$ pb yang tcrletak di antara dna sisi aktii en

zini PDI dipotong niengguiiakin enzirn HpaI dan Bg!JI.

Tcknik pemotongan plasmid dilakukan sesuai dengan

spesifiksi yang diherikan oleh produscn. Fragmen vektor

dan fragmen si'ipan diptnong secara hertahap. Plasmid di

potorig dengan enzim Hpal atau B,'lII. dipresipitasi dengan

etanol. selanjuinva dipotong dengan enzim ` ang kedua.

Hasil pcrnotongan plasruid yang telah sempurna dielek

troloresis dalam jumlah Yang hanyak. Elektrotorek pada

gel agarosa Ditco. Lab. Detroit Ml. ISA 1% dalam hufer

FAE 1 tris-asetat 0.04 M. EDTA 0.00 1 M dilakukan pa

da kondisi O-80 V hiugga warna hiru IowIin,' hufer her

migrasi sekitar 2/3 panjang gel. Gd agarosa direndam da

lam larutan EtBr 0.5 jag/mI TAE 1 setama 5-10 menit.

selanjutnva dipindahkan ke dalam larutan MgSO4 10 mM

selama 30 memt. Pita DNA diamati dengan bantuan sinar

UV dan didokumentaikan dengan menggunakan film pola

roid 667 Sigma Chem. Co.. St. Louis. MO.

Untuk memisahkan vektor 6300 ph dan fragmen

sisipan 758 ph digunakan metode bioclcaii tIP kit Boeh

ringer. Mannheim. ia Pacific. Pte. Lich. Gen PD! pada

daerah Hpal - B./1l 75$ ph yang diperoleh dan hash /`i

clcai: dimutasi dengan rnutagcn hidroksilamin HA.

Perlakuin mutasi clilakukan inenurut Kai.ei ci a!. 14.

Plasmid Rekombinan. tintuk mendapatkan plasmid re

kunihinan dilakukan ligasi antara vektor 630 ph dengan

tragnien sisipan termutasi HA 758 ph menggunakan en

zirn ligase I NA T4 Boehriiigcr. Meinnhein..sia Paci tic.

Pie. Ltd Perbandingan molekul ekior dcngaii fragmen si

sipan iatah 1:3. Enzim ligase DN.. 14 dapat mel gas! 80

dan 1 jag lN. untuk biuni cad dan untuk sticky end.

Berdasarkan ketenluan di alas maka untuk ligasi 500 tg

DNA digunakan dua unit enzim dengan total volume 30 jal.

Reaksi dilakukan pada 16 C seltma 16 jam. Hai I ligasi

digunakan untuk Iransformasi L. `Ii. transtorman E. co/i

diharapkan mcnihava plasmid rckornhinan pRS3 14-pc/il.

I intuk iriendapatkan plasmid rekombinan dalam junllah

haIl :ik dengan vaniasi mutasi Yang tinggi terhadap semua

tranorinan ang dipenoleh diinokulasikan pada media cair

urituk isulasi pisniid sk:ila hear.

Iransformasi .. ecreiisiac dan Pertukaran Plasniid.

Icknik transtormasi khamir dilakukan menurut Ito ci cd

o$3 dan pertukaran pa.rnid menurut Sikorsi & l3ieke

I I aug ctinioditikasi. Penihuatan media pertukaran

plasmid dilakukan dengan 51.1cm top ouo/ dengan bagian

aug menandung 1 . ada pada lapisan ,ua media paWn,

Larutaii !` dua kali konsentrasi. 2 x 1 g/l diperoleh de

ngan cara pernanusan pada suhu 55 ` hingga sernua FOA

larut. sterilusasi dilakukan dengan milipore. kemudian di

canipurkan dengan media YNB 2 kali komposisi. kern

posisu perliter: YNB i.7 . glukosa 2i. agar bakto 2

selanjutnva dieawankan sehagai lapisan alas media per

tukaran plasmid.

Penanaman pada media FOA dilakukan dengan cara

membuat suspensi set khamir. Biakan diambil dengan

menggunakan tusuk gigi steril. keniudian disuspensikan ke

datarn 5 ml akuades. Selanjutnva supensi set khamir di

arnhil schanvak 5 ftl untuk masing-masing transforman

khamir. dan ditanam pada media FO, Biakan diinkubasi

pada suhu 30'C selarna 3-5 han. Koloni dipindahkan pada

media YNB yang dihuhuhi asam amino adenina. leusina.

dan urasil untuk diamati pertumbuhannya masing-masing.

1-JASIL DAN PE1's1BAIl..SAN

DNA Vektor untuk Ligasi. Terhadap transforman E.

co/i yang diduga memhaa plasmid pRS3 14-PD/i dila

kukan analisis rcstriksi. hal ml hertujuan untuk memaslikan

apakah tiansforman tersehut niemhava plasmid yang

diharapkan. .nalisis restniksi terhadap plasmid hash ioIasi

dilakukan dengan menggunakan enzim F/pal. BgiII,

&eRV. dan HinI111. Hasil elektroforesus aganusa. menun-

jukkan bahva pita DNA ying diperoleh mempunvai pola

vauig sama dengan peta plasmid pRS3 14-PiIi Gambar 2.

Mialnva pemotongan dengan enzim /IpaI atau Bg!11 akan

rnenghasilkan satu pita seperti pada kolom 3. 4. 7. dan S

Ganihar 4.

ph

in -i

zinihar 4 EIcktnliffr.Irn cl IgJrs:I hasil pemotongan plasmid

pRS3 4-PD!! dengan enzirn restriksi. 1:1 INA . dipolong dengan IIiiu/I!t:

pRSI -t-I'Dh] kuniro!/ LeoRV .1.7: R51 14-I'D/i/I/paL 4.

pRSII4lI/i/IiglII: 5 pRS1I4-PD///E RV : pRSlt4-PDI1//IznIIII

Pemotongan dengan cnzirn EcoR menghasitkan tiga pita

karena ada tuga sisu pada plasmud yang dikenali ole.h enzim

&oR' sepenti terlihat pada kolom 2 dan 5. Keeual I pada

koloin 6. pemi i ngan plasmid dengan enzini Hindu! seha-

rusnva dipcuoleh empat lit:!, tetipi pada hasi! elektroloresis

diperoleli tuna pita. hal mi diduga karena peniutongan

yang tidak sempurna. Berdasarkan hasu! analusis rcstriksi

leisehut maka dapat dipastikan hahv a transfurman E. co/i

yang dipcruleh mernhas a plasmid pRS3 14-PD/i.

Pen uapan kcnangka vcktor dilakukan dengaui cara

pemulongan plasrnid pRS3 14-PI// menggunakan enzini

i/pal - Bg/Il. kernudian fragnien 1N. dipisahkan unelalui

etektret resus gel agaruisa. I:raii1en DNA dcngan uktir,un

S 1t15
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6300 ph digunakan sebagai kerangka vektor. scdangkaii

fragmen DNA yang berukuran 758 pb digunakan untuk

fragmen sisipan. Isolasi pita DNA dan gel elektroforesis

dilakukan dengan menggunakan metode bioclean dan hasil

yang diperoleh seperti terlihat pada Gambar 5.

1234

;ambar 5. Ekktroforegram hasi! pemotongan plasmid dcngan Ilpal -

ilgilI dan hasil slasi masing-masing fragmen dengan niciode Bioclean.

I = DNA A/HindlII; 2 = vktr 6330 ph; 3 = fragmen sisipan 758 ph!: 4

= pRS3I4-I-'DU/IIpaI kontrol

Fragmen DNA Sisipan. Untuk mendapaikan mutan

yang termutasi path daerah Hpa1-Bt/1I dan gen PDI

khamir. terhadap fragmen DNA yang berukuran 758 pb,

dilakukan mutasi dengan menggunakan hidroksi lamin.

Perlakuan mutasi dengan hidn4iIamin rnemberikan ke

cenderungan mutasi transisi GC-*AT. Mekamsme yang

telah diusulkan untuk mutasi mi ialah terjadinya hi

droksilasi gugus Nft bebas pada haa sitosina. menye

babkan sitosina cenderung termodifikasi untuk berinteraksi

dengan adenina, sebagai konsekuensinya timina akan

menggantikan posisi C yang seharusnya komplemen de

ngan guanina. Mekanisme rcaksi secara terperinci dapat

dilihat pada Gambar 6.

N-H

N

d/°

HA

OH OH H
I I
N N---H---N N

N-H h-H---NN

dRI'O

N- `-N d

dA

C4osne N-4-Hydroyiosne Ader,n

C.

Gambar 6. Mekanisnie mutasi menggunakan hidroksilamin. IA

hidroksilamin, dR: deoksiribosa.

Untuk mendapatkan plasmid rekombinan dilakukan

ligasi antara kerangka vektor dengan fragmen sisipan

termutasi HA menggunakan enzim ligase DNA 14.

Keberhasilan ligasi sangat dipengaruhi oleh kondisi reaksi

ligasi, perhandingan jumlah kerangka `ektor dengan frag

men sisipan. serta adanva pengaruh logam lain yang

mengganggu kerja enzim. Plamid rekombinan selanjutnya

digunakan untuk transformasi E. co/i. hal mi hertujuan

untuk memperoleh klon yang sebanyak-hanyaknya dengan

variasi mutasi yang cukup tinggi dibandingkan dengan

penggunaan plasniid rekombinan tersehut langsung untuk

transformasi khamir. Terhadap beberapa transfirman E.

0/i yang rncmha a plasmid rekonihinan juga dilakukan

analisis restriksi. 1-fasil analisis restriksi plasmid rekorn

binari seperti terlihat pada Gambar 7.

ph

3i3O

2 3 4 5 7

--

=-

Gambar 7. Hash analisis resrriksi plasmid rukombinan pRS3l4-pdii.

1.7: DNA A/IlimIIII: 2: pRN3 4-pdil utuh: 3: pRS3I4-PD////lpaI: 4

pRS3I4-PDII/!Ipal: 5. pRS3I4-pdi//Bg/II. 6: pRS3I4-pdil/ !hndlII

Plasmid rekombinan selanjutnva diisolasi dan semua

transforman E. co/i yang diperoich dan digunakan untuk

transformasi khamir. Hal mi bertujitan untuk mempenoleh

mutan PD! khamir dengan vaniasi mutasi yang tinggi. Se

bagai sd inang digunakan khamir galur 2736 M,47cx.

ura3-I, /cu2-3,-112. his3-II,-15, ade2-I, tip/-I. pdi::

HIS3 [pCT3TJ. lalur mi tidak dapat mensintesis asam

amino leusina. triptofan. dan adenina karena mengalami

kerusakan pada gen-gen yang hentanggung jawab untuk

mensintesis enzim-enzim yang dibutuhkan dalam hiosinte

SiS asam amino seperti disebutkan di atas. Enzim yang di

maksud ialah 3-isopropvbnaIatc del,vd,-o c.enase untuk

sintes s leusina, phosphoribosu/ain:nonnidazo/e carbo.tvl

ase untuk sintesis adenina. dan N-Sphosp/zo ribosv/

-antlitrantlate untuk sintesis tniptofan.

Hasil transformasi khamir 2736 dengan plasmid

pRS3I4-pdi/ TRP akan menghasilkan transforman yang

membawa dua plasmid. yaitu pCT37 URA3 dan

pRS3I4-pdil TRP. Hal mi dapat dibuktikan dengan uji

auksotnopi tenhadap beberapa koloni transfonman. flasi!

yang diperoleh menunjukkan bahwa semua transforman

hidup pada media tanpa penambahan asam amino trip

tofan dan unasil. Sehagai kontrol digunakan galur 2736

IRAS dan khamin 2736 yang hanya mengandung plasmid

yang membawa TRP. Hal mi menyanankan bahwa trans

forman di atas membawa plasmid hasil mutasi.

Pertukaran Plasmid. Untuk mengisolasi mutan PD!

yang diharapkan dilakukan pertukanan plasmid terhadap

transfonman khamin di atas dengan menggunakan media

seleksi yang mengandung FOA. Plasmid pCT37 dengan

penanda LIRA3 dihanapkan akan terusin dan sel, sedaiigkan

plasmid pRS3I4-pdil dengan penanda TRP teup tinggal

dalarn sd sehingga fungsi PD! digantikan oleh gen yang

telah termutasi.

Senvawa FOA dapat diuhah oleh enzim

orotidin-5-foSfat dekarboksi lase yang dipenlukan untuk

hiosintesis unasil menjadi 5-fluorourasil yang benacun bagi

sd khamir. tJntuk mempeitahankan hidupnya sel tidak

boleh membawa gen UR,43 yang dibawa oleh plasmid

pCT37. Melalui suatu mekanisme yang belum diketahui
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dengan pasti. plasmid pCT37 dapat diusir dan sel

transforman Gambar 8. Fenotipe khamir hasil pertukaran

plasmid diamati setelab 3-5 han. beberapa di antaranya

tumbub subur, kurang subur. sangat tidak subur, dan letal.

Untuk memastikan bahwa plasmid pCT37 telah terusir dan

sel khamir dilakukan konlirmasi hasii pertukaran plasmid

dengan menumbuhkan khamir pada media tanpa urasil dan

tanpa triptofan. Pada media yang tidak mengandung

urasil semua koloni memperlihatkan fenotipe letal karena

plasmid yang rnembawa URA3 telah terusir. Pada media

tanpa triptofan semua koloni hidup karena khamir

rnempunyai plasmid pRS3 1 4-pdil dengan penanda TRP.

Pertukaran plasmid dilakukan beberapa kali untuk melihat

konsistensi fenotipe mutani.

Gambar 8. Mekanisme pertukaran ptamid di dalam sd khaznir. I

Transformasi khamir dengan plasmid rekombinan yang termutasi path

daerah HpaI- BgIII. 2 Perlukaran plasmid p'T37 dengan menggunakan

media seleksi FOA.

Fenotipe Mutan. Perbedaan fenotipe khamir yang telah

mengalami pertukaran plasmid mungkin disebabkan oleh

pengaruh mutasi terhadap gen PD! hasil induksi oleh

hidroksilamin. Pada khamir yang digolongkan tumhuh

subur. kemungkinan mutasi tidak terjadi pada gen PDI-nya

sehingga fungsi PD! sama dengan tipe Iiarnya; mutasi

tenjadi pada gen PD! plasmid pRS314. pada daerah yang

tidak penting sehingga perubahan asam amino tidak

menimbulkan perubahan struktur PDI atau mutasi terjadi

pada daerah yang penting, tetapi tidak mengubah asam

amino yang dikode sehingga struktur protein PD! tetap

mutasi menimbulkan perubahan asam amino, tetapi

perubahan mi dapat ditolerir oleh rangkaian asam amino

pada protein PDI sehingga PD! tetap berada dalam

konfirmasi aktifnya.

Mutan dengan fenotipe kurang subur. mungkin

disehabkan karena terjadinya perubahan asam amino pada

daerah yang cukup penting, sehingga pelipatan protein agak

beruhah dan konfirmasi aktifnya. Mutan yang tumbuh

sangat tidak subur mungkin terjadi mutasi pada posisi yang

cukup berarti untuk interaksi PD! dengan substratnya.

Sehingga PDI bekerja tidak optimal. menyebahkan

protein-protein set yang membutuhkan aktivitas PD!, tidak

dapat berfungsi optimal. akhirnya khamir pun tidak dapat

hidup dengan baik. karena pemenuhan kebutuhan energi set

menjadi lambat terpenuhi, sehingga untuk bisa membelah

dibutuhkan waktu yang Iebih lama dibandingkan dengan

wild lipe.

Mutan yang mati setelah pengusiran plasmid pCT37.

mungkin disebabkan karena terjadi mutasi yang cukup

berat di sepanjang daerah J-Ipal - Bg[H atau mutasi terjadi

pada titik yang sangat berarti untuk interaksi PD! dengan

substratnya. Perubahan asam amino pada titik tersehut

akan menimbulkan perubahan struktur dan pelipatan PD!

sehingga kereaktifan PDI untuk beninteraksi dengan

substnat protein menjadi berkurang. Akibatnya, banyak

protein dalam set khamir yang tidak mempunyai pelipatan

protein yang tepat sehingga mudah terdegradasi. Bila

protein itu terdegnadasi mengakibatkan fungsi biologinya

tidak berjalan normal. sehingga reaksi biokimia yang

dibutuhkan untuk kelangsungan hidup khamir dapat

tcrganggu. Sebagal konsekuensi akhir dapat menimbulkan

keniatian khamir. Jadi kerusakan yang serius pada PD!

dapat menimbulkan gangguan total terhadap sistem

metabolisme khamin. Disamping itu, PDI juga diduga

berfungsi untuk pembentukan dinding set. Perusakan ikatan

disulfida dinding sel akan meningkatkan porositas dan

menununkan integritas struktural dinding tensebut, sehingga

da!am keadaan ekstrem akan menyebabkan kematian set

khamir.

Diperolehnya mutan yang mati setelah pertukaran

plasmid memperkuat dugaan bawa daerah b dan h memang

merupakan daerah yang penting pada gen PDI untuk

beninteraksi dengan substratnya. Dengan demikian daerah b

dan b' mengandung asam amino yang esensial untuk fungsi

PDI dalam ragi. Untuk mengetahui asam amino yang

bertanggungjawab terhadap keesensialan gen PD! maka

mutan yang diperoleh perlu dianalisis baik secana in viio

maupun secara ex vivo.
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