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RINGKASAN 

EUFRASIA ELAINE ROSALIE. DNA Polimerase Rekombinan Fungsional dari 
Crenarchaeota Hipertemofilik Sulfurisphaera javensis strain KD-1T. Dibimbing 
oleh ANTONIUS SUWANTO, NASWANDI NUR, dan IVAN PERMANA 
PUTRA. 

DNA polimerase merupakan enzim penting yang terlibat pada replikasi dan 
perbaikan DNA. Enzim ini banyak digunakan untuk mengamplifikasi DNA secara 
in vitro menggunakan polymerase chain reaction (PCR). Sebagian besar DNA 
polimerase komersial diisolasi dari mikroogranisme termofilik pada kawah panas 
dan ventilasi hidrotermal di seluruh dunia. DNA polimerase seperti Taq, Pfu, KOD, 
dan Vent polimerase diisolasi dari bakteri dan Euryarchaeota. Taq polimerase 
berasal dari famili A DNA polimerase dan tidak memiliki aktivitas eksonuklease 
3'-5'. DNA polimerase lainnya berasal dari famili B yang memiliki aktivitas 
eksonuklease 3'-5' sebagai mekanisme proofreading-nya. DNA polimerase famili 
B, tersebar di berbagai spesies arkaea, dan disebut juga sebagai enzim dengan 
fidelitas tinggi. Namun, meskipun juga merupakan arkaea, filum Crenarchaeota 
lebih jarang dipelajari dibandingkan dengan Euryarchaeota. Crenarchaeota juga 
memiliki DNA polimerase famili B sebagai enzim replikasi utamanya, yang 
berbeda dengan Euryarchaeota yang menggunakan famili D sebagai enzim replikasi 
utamanya. 

DNA polimerase famili B memiliki aktivitas polimerase dan fidelitas yang 
sangat baik sehingga cocok digunakan sebagai kandidat untuk aplikasi PCR. Salah 
satu hipertermofilik arkaea dari filum Crenarchaeota yang bernama Sulfurisphaera 
javensis, diisolasi dari Kawah Domas, Jawa Barat, Indonesia, sangat cocok 
digunakan sebagai kandidat penghasil DNA polimerase baru. Namun, fungsi dan 
sifat dari DNA polimerase spesies ini belum diketahui secara pasti. Maka dari itu, 
penelitian ini bertujuan untuk melakukan kloning dan ekspresi heterolog DNA 
polimerase S. javensis pada Escherichia coli. Pada penelitian ini, gen yang 
mengodekan DNA polimerase II dari S. javensis diklon pada vektor ekspresi 
pET28a dan ditransformasikan pada dua strain E. coli yaitu BL21(DE3) dan 
BL21(DE3)pLysS. Percobaan ekspresi dioptimalkan menggunakan variasi 
konsentrasi isopropyl-β-D-thiogalactopyranoside (IPTG) dan variasi suhu dan 
waktu paska-induksi. Hasil protein rekombinan terbaik diperoleh dari 
BL21(DE3)pLysS yang diinduksi dengan 0,5 mM IPTG pada suhu 30 ºC selama 
16 jam. Enzim rekombinan menunjukkan pita berukuran ~92 kDa pada pengujian 
sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis. Pita protein tetap ada 
setelah ekstrak enzim kasar dipanaskan sampai suhu 98 ºC selama 5 menit, 
menunjukkan termostabilitas DNA polimerase II rekombinan.  

DNA polimerase II rekombinan dipurifikasi menggunakan purifikasi His-tag  
dengan kolom HisTrapTM menggunakan kromatografi afinitas logam terikat dan 
digunakan sebagai enzim utama pada PCR kualitatif untuk menguji kemampuannya 
mengamplifikasi DNA pada beragam suhu ekstensi dan denaturasi. DNA 
polimerase II memiliki suhu optimal untuk ekstensi pada rentang 70.5 sampai 72ºC 
dan suhu denaturasi 90 sampai 95ºC. Enzim ini memiliki kemampuan amplifikasi 
yang cukup rendah dibandingkan dengan Taq polimerase komersial. Hasil ini 
menunjukkan bahwa DNA polimerase II mungkin bukan merupakan enzim 
replikasi utama pada S. javensis, tetapi berperan pada perbaikan DNA atau sebagai 



polimerase cadangan. Penemuan pada penelitian ini menambah koleksi DNA 
polimerase termostabil fungsional dari Crenarchaeota. 
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SUMMARY 

EUFRASIA ELAINE ROSALIE. Functional Recombinant DNA Polymerase from 
Hyperthermophilic Crenarchaeon Sulfurisphaera javensis strain KD-1T. Supervised 
by ANTONIUS SUWANTO, NASWANDI NUR, and IVAN PERMANA PUTRA. 

DNA polymerases are essential enzymes involved in DNA replication and 
repair. The application of this enzyme is widely used for in vitro DNA amplification 
using polymerase chain reaction (PCR). Most commercial DNA polymerases were 
isolated from thermophilic microorganisms in hot springs and hydrothermal vents 
worldwide. These DNA polymerases, including Taq, Pfu, KOD, and Vent 
polymerases, were isolated from bacteria and Euryarchaeota. The former is a 
member of family A DNA polymerase that lacks the 3'-5' exonuclease, and the latter 
is from family B DNA polymerase, which is well-known to exhibit 3'-5' 
exonuclease as its proofreading mechanism. The latter, known as high-fidelity 
DNA polymerase, is found in most archaeal lineages. However, despite also being 
an archaeon, Crenarchaeota is much less studied than the popular Euryarchaeota. 
Crenarchaeota also possess family B DNA polymerase for their primary replicative 
enzyme, which differs from Euryarchaeota, which use family D as their primary 
replicative enzyme.  

Family B DNA polymerases exhibit great polymerase activity and fidelity, 
making them a substantial candidate for PCR applications. A species belonging to 
the Crenarchaeota phylum named Sulfurisphaera javensis, a hyperthermophilic 
archaeon isolated in Domas Crater, West Java, Indonesia, is a great candidate for 
searching novel DNA polymerase. However, the roles and properties of DNA 
polymerase from this species remain poorly understood. The primary objective of 
this research was to clone and heterologously express a novel DNA polymerase 
from the hyperthermophilic archaeon, S. javensis, in Escherichia coli. In this study, 
the gene encoding S. javensis DNA polymerase II was cloned into the pET28a 
vector and expressed in two strains of E. coli: BL21(DE3) and BL21(DE3)pLysS. 
Expression trials were optimized across various temperatures, isopropyl-β-D-
thiogalactopyranoside (IPTG) concentrations, and post-induction durations. The 
best yield of soluble recombinant protein was obtained in BL21(DE3)pLysS 
induced with 0.5 mM IPTG at 30 ºC for 16 hours. The expressed enzyme showed a 
~92 kDa band in sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis 
analysis. It remained shown in the gel after crude protein was heated to 98 ºC for 5 
minutes, confirming its thermostability. 

The recombinant DNA polymerase II was purified using a His-tag 
purification in a HisTrapTM column via immobilized metal affinity chromatography 
and subjected to qualitative PCR to assess its ability to amplify DNA at various 
extension and denaturation temperatures. DNA polymerase II exhibited optimum 
amplification performance at 70.5 to 72 ºC and denaturation at 90 to 95 ºC. While 
the enzyme performed moderately in PCR reactions, its efficiency was lower than 
that of commercial Taq polymerase. The results suggest that DNA polymerase II 
might not be the primary replicative enzyme in S. javensis, but may play a role in 
DNA repair or as a backup polymerase. The findings contribute to the collection of 
functional thermostable DNA polymerase originating from Crenarchaeota. 
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