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Abstract  Human recombinant prethrombin-2 (rhPT-2) was expressed in Escherichia 

coli. Previous studies reported that the expression of rhPT-2 in E. coli tends to formed 

inclusion body. This study aims to determine the effect of temperature on the expression of 

rhPT-2 in E. coli ER2566. This study begins with the isolation of recombinant plasmids, 

competent cell preparation and transformation of competent cells of E. coli ER2566 strain, 

and rhPT-2 gene expression with various induction temperatures 12, 18, 22 and 30°C. 

Characterization results showed that the induction temperature of 22°C was the optimum 

temperature of rhPT-2 gene expression as a soluble fraction in E. coli ER2566 with IPTG 

concentration 0.1 mM. These results prove that the temperature affects the expression of 

rhPT-2 in E. coli ER2566.  [EFFECT OF TEMPERATURE ON RECOMBINANT HUMAN 

PRETROMBIN-2 EXPRESSION IN ESCHERICHIA COLI ER2566] (J. Sains Indon., 42(2): 25-30, 

2018) 
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Pendahuluan 

Pretrombin-2 (PT-2) merupakan prekursor 

rantai tunggal terkecil dari α-trombin yang 

terhubung dalam protrombin pada residu Thr272 

hingga Glu579 dan terbentuk melalui 

penghilangan domain Gla dan dua domain Kringle 

dari protrombin (Mann, 2011). PT-2 dapat 

dikonversi menjadi trombin oleh aktivator enzim 

FXa (Heldebrant et al., 1973; Owen et al., 1974) atau 

dengan ekarin, yaitu metaloprotease dalam racun 

ular spesies Echis carinatus (So et al., 1992; DiBella 

et al., 1995; Jonebring et al., 2012; Yonemura et al., 

2004; Subroto et al., 2016). PT-2 yang telah 

dikonversi menjadi trombin dapat aplikasikan 

dalam lem fibrin sebagai pengganti teknik jahitan 

pasca bedah mata (Enus dkk., 2011).  

E. coli telah digunakan secara ekstensif 

sebagai inang untuk ekspresi protein rekombinan. 

Penggunaan E. coli sebagai sistem ekspresi dipilih 

karena mempunyai tingkat ekspresi yang tinggi, 

media pertumbuhannya murah, serta mudah 

dilakukan peningkatan skala produksi untuk 

industri karena mampu tumbuh mencapai 

densitas sel yang tinggi (Baneyx & Mujacic, 2004; 

Sorensen & Mortensen, 2005; Cabrita et al., 2006; 

Demain & Vaishnav, 2009; Tripathi et al., 2009). 

Namun bagaimanapun, penggunaan sistem ini 

untuk produksi protein yang berasal dari genom 

eukariot yang membutuhkan modifikasi pasca-

translasi menimbulkan masalah, karena 

mikroorganisme yang sederhana ini tidak 

memiliki mesin intraselular untuk melakukan 

modifikasi pasca-translasi. Sehingga, ekspresi 

protein rekombinan dalam E. coli sangat 

tergantung pada struktur primer, sekunder, tersier 

dan fungsi karakteristik dari protein tersebut (Daly 

& Hearn, 2004). 

PT-2 telah diekspresikan di E. coli (Choi et 

al., 1989; So et al., 1992; DiBella et al., 1995; Soejima 

et al., 2001; Silaban et al., 2015; Rizkia et al., 2015; 

Silaban dkk., 2016; Silaban et al., 2016), tetapi hanya 
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sedikit yang aktif (Choi et al., 1989; So et al., 1992; 

DiBella et al., 1995; Soejima et al., 2001; Silaban et 

al., 2015). Sering muncul kendala, dimana trombin 

sebagai protein yang mudah larut menjadi tidak 

larut, karena pembentukan badan inklusi, 

sehingga harus dilarutkan dan dilipat ulang. (Choi 

et al., 1989; So et al., 1992; DiBella et al., 1995; 

Soejima et al., 2001; Silaban et al., 2015; Rizkia et al., 

2015). Pembentukan badan inklusi pada ekspresi 

protein rekombinan dalam E. coli, dapat 

diminimumkan dengan cara mengurangi suhu 

dan laju ekspresi selama proses produksi (Freydell 

et al., 2007; Hartinger et al., 2010). 

 

Bahan dan Metode 

Strain bakteri, plasmid dan media kultur.     E. 

coli TOP10F’ (Invitrogen, USA) digunakan untuk 

kloning dan pemeliharaan plasmid. E. coli ER2566 

(New England Biolabs) digunakan sebagai inang 

ekspresi protein. Plasmid yang digunakan untuk 

ekspresi adalah pTWIN1 (New England Biolabs). 

Bakteri ini ditumbuhkan pada suhu 37°C dalam 

media Luria Bertani (LB), terdiri dari ekstrak ragi 

0,5% (w/v), tripton 1% (w/v), dan NaCl 1% (w/v) 

yang mengandung ampisilin 100 μg ml-1, dengan 

kecepatan kocok 150 rpm. Media LB dengan 

penambahan 2% agar digunakan sebagai media 

padat. Ekspresi protein diinduksi oleh Isopropil β-

ᴅ-1-thiogalactopyranoside (IPTG) pada 

konsentrasi akhir 0,1 mM dikultur pada suhu 12, 

18, 22 and 30°C (Sambrook & Russell, 2001). 

Isolasi plasmid rekombinan dan 

karakterisasi. Gen target PT-2 sebelumnya telah 

dikloning dalam vektor ekspresi pTWIN1 

menggunakan sel E. coli TOP10F’. Beberapa koloni 

transforman dikultur dalam medium cair LB 5 mL 

yang mengandung ampisilin 5 µg/mL dan 

diinkubasi pada inkubator 37°C selama 18 jam 

dengan kecepatan kocok 150 rpm. Selanjutnya 

dipanen dan diisolasi menggunakan kit High Pure 

PCR Product Purification (Roche). Plasmid 

rekombinan yang diperoleh dikarakterisasi 

dengan dua enzim restriksi untuk 

mengkonfirmasi bahwa plasmid rekombinan 

telah membawa DNA sisipan yang benar, dan 

dianalisis dengan elektroforesis gel agarosa 1%. 

Transformasi inang ekspresi menggunakan 

plasmid pTWIN1-PT-2. Plasmid pTWIN1-PT-2 

terlebih dahulu diisolasi dari E. coli TOP10F’, 

selanjutnya digunakan untuk mentransformasi 

inang ekspresi yang telah kompeten. E. coli ER2566 

disiapkan menjadi sel yang kompeten untuk 

transformasi. Sejumlah 5 μL pTWIN1-PT-2 

masing-masing ditambahkan ke dalam tabung 

mikrosentrifugasi yang berisi 50 μL sel kompeten, 

kemudian diinkubasi selama 30 menit pada suhu 

4°C, kemudian dilakukan kejut panas pada suhu 

42°C selama 90 detik. Kemudian segera 

didinginkan di dalam es selama 2 menit. 

Campuran ini kemudian ditambahkan 900 μL 

media LB cair dan diinkubasi pada suhu 37°C 

selama 2 jam dengan laju pengocokan 150 rpm. 

Kemudian disentrifugasi pada 12000 rpm selama 

30 detik. Sebanyak 850 μL supernatan dibuang, 

sisanya sebanyak 150 μL dari campuran ini 

ditumbuhkan pada media LB padat yang telah 

mengandung ampisilin 100 μg/mL, kemudian 

diinkubasi pada suhu 37°C selama 16-18 jam 

(Sambrook & Russell, 2001).   

Transforman E. coli yang tumbuh merupakan 

E. coli yang sudah membawa plasmid rekombinan 

karena sudah berubah menjadi resistan ampisilin. 

Untuk memastikan bahwa E. coli transforman 

telah membawa plasmid rekombinan yang benar, 

maka dilakukan analisis melalui isolasi plasmid 

rekombinan dari transforman E. coli, analisis 

restriksi dan penentuan urutan nukleotida 

pretrombin-2 dalam plasmid rekombinan. 

Ekspresi gen PT-2. Uji pendahuluan ekspresi 

fragmen PT-2 dalam E. coli ER2566 dilakukan 

dengan menumbuhkan E. coli ER2566 [pTWIN1-

PT-2], sel dipanen setelah inkubasi 16 jam. Kultur 

bakteri diambil sebanyak 10 mL dan dimasukkan 

ke dalam 10 mL media LB baru dengan antibiotik 

sesuai. Kemudian diinkubasi pada suhu 37˚C 

kecepatan 150 rpm selama 4 jam. Setelah Optical 

Density (OD600) mencapai 0,4-0,6, kultur 

ditambahkan larutan IPTG dengan konsentrasi 

akhir 0,1 mM dan diinkubasi pada variasi suhu 12, 

18, 22, dan 30˚C selama semalam dengan 

kecepatan kocok 150 rpm. Selanjutnya sel dipanen 

pada kecepatan 15000g selama 10 menit, 

kemudian supernatan dibuang. Debris sel 

ditambahkan dengan bufer glisin 20 mM sebanyak 

500 µL, lalu dihomogenkan menggunakan vortex. 
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Debris sel dilisis dengan sonikator dengan waktu 

sonikasi 10 menit dengan 2 detik “on” 2 detik “off”. 

Hasil lisis disentrifugasi selama 20 menit dengan 

kecepatan 15000g. Supernatan diambil sebagai 

fraksi larut (CE), debris sel ditambahkan urea 0,8 

mM, direbus pada suhu 100˚C selama 15 menit 

dan disentrifugasi kecepatan 15000g selama 10 

menit, supernatan diambil sebagai fraksi tidak 

larut (IF). Masing-masing sampel dikarakterisasi 

menggunakan SDS-PAGE 12%. 

 

Hasil dan Pembahasan 

Hasil Penelitian 

Isolasi dan karakterisasi plasmid 

rekombinan. Isolasi plasimid pTWIN1-PT-2 dari 

sel E. coli TOP10F’ dilakukan menggunakan Kit 

isolasi plasmid (Geneaid). Untuk menyakinkan 

bahwa proses isolasi telah berhasil dilakukan, 

selanjutnya plasmid pTWIN1-PT-2 dikarakterisasi 

menggunakan satu enzim (NdeI) dan dua enzim 

(NdeI dan XhoI). Hasil karakterisasi 

menggunakan enzim tersebut, selanjutnya 

dikarakterisasi dengan metode elektroforesis 

menggunakan gel agarosa 1% (Gambar 1). Hasil 

karakterisasi menggunakan satu enzim diperoleh 

pita berbentuk linier berukuran 7633 pb sesuai 

dengan ukuran plasmid rekombinan (Gambar 1 

lajur 1). Sedangkan kaeakterisasi menggunakan 

dua enzim diperoleh dua pita berukuran 6697 

sebagai pTWIN1 (Gambar 1 lajur 2) pb dan 936 pb 

sebagai fragmen PT-2 (Gambar 1 lajur 3). 

Transformasi inang ekspresi menggunakan 

plasmid pTWIN1-PT-2. Sel kompeten E. coli 

ER2566 ditransformasi dengan pTWIN1-PT-2 

dengan menggunakan metode kejut panas. 

Prinsip metode ini yaitu lonjakan suhu dari 4˚C ke 

42˚C terhadap sel yang telah diberi perlakuan 

CaCl2. Garam CaCl2 akan mempengaruhi struktur 

dan muatan dari membran sel sehingga pada saat 

terjadi lonjakan suhu, membran menjadi tidak 

selektif terhadap molekul asing dan produk ligasi 

dapat masuk ke dalam sel yang telah kompeten 

karena sel yang telah kompeten akan mudah 

dimasukkan ke dalam DNA rekombinan setelah 

diberi kejutan panas. Transforman ditumbuhkan 

ke media LB padat yang mengandung antibiotik 

sesuai.  

 

Gambar 1. Elektroforesis plasmid rekombinan hasil 

isolasi. Lajur 1. pTWIN1-PT-2; lajur 2. pTWIN1-PT-2 

dipotong dengan satu enzim (Nde1); lajur 3. pTWIN1-

PT-2 dipotong dengan dua enzim (Nde1 & XhoI); lajur 4. 

marker DNA.  

Seleksi transforman dilakukan untuk 

mendapatkan koloni positif yang mengandung 

plasmid rekombinan. Hasil transformasi 

dinamakan koloni transforman, yang ditunjukkan 

pada Gambar 2. Pada Gambar 2A kontrol positif 

menunjukkan bahwa E. coli ER2566 sudah 

kompeten dan memungkinkan proses 

transformasi berhasil (E. coli ER2566 tidak resisten 

terhadap antibiotik), sedangkan Gambar 2B 

kontrol negatif merupakan kontrol untuk 

memastikan E. coli resisten terhadap antibiotik 

atau tidak. Dari transforman yang didapat 

diperoleh bahwa E. coli ER2566 menghasilkan 

koloni yang cukup rapat, namun beberapa koloni 

tunggal dapat dicuplik untuk dapat diremajakan 

kembali (Gambar 2C). 

Ekspresi gen PT-2. Setelah proses 

transformasi, E. coli ER2566 pembawa plasmid 

rekombinan diekspresikan. Koloni transforman 

hasil replikasi dicuplik dan ditumbuhkan dalam 5 

mL LB cair baru yang mengandung antibiotik 

sesuai, diinkubasi selama 16 jam dengan 

kecepatan kocok 150 rpm. Dalam media LB baru 

yang mengandung antibiotik sesuai, kultur 

semalam dipipet sebanyak 10 µL, kemudian 

diinkubasi selama ~4 jam pada suhu 37˚C hingga 

OD600 mencapai 0,4-0,6 (Tabel 1). Kultur 

selanjutnya diinduksi menggunakan IPTG dengan 

konsentrasi akhir 0,1 mM, dan diinkubasi selama 

16 jam pada variasi suhu 12, 18, 22 dan 30˚C.  
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Gambar 2. Transforman E. coli ER2566 yang 

mengandung pTWIN1-PT-2 dan replikasinya. A. kontrol 

positif; B. kontrol negatif; C. E. coli ER2566 kompeten 

pembawa plasmid pTWIN1-PT-2; dan D. Hasil replikasi 

koloni transforman.  

Sel dipanen dan dikarakterisasi dengan 

elektroforesis SDS-PAGE 12%. Hasil karakterisasi 

menunjukkan bahwa suhu mempengaruhi 

ekspresi rhPT-2 di E. coli ER2566 (Gambar 3).  

 

Gambar 3. Analsis SDS-PAGE 12%. (A). inkubasi pada 

suhu 12°C; (B). inkubasi pada suhu 18°C; (C). inkubasi 

pada suhu 22°C; (D). inkubasi pada suhu 30°C. Lajur 1. 

fraksi larut protein fusi PT-2; lajur 2. fraksi tidak larut; 

lajur 3. marker protein.  

Suhu tinggi menyebabkan protein fusi     

rhPT-2 diekspresikan dalam fraksi tidak larut, 

sedangkan suhu rendah (12°C) dapat mengurangi 

pembentukan fraksi tidak larut, namun tidak 

dapat meningkatan perolehan protein fusi larut. 

 

Pembahasan 

Untuk meningkatkan kelarutan protein 

rekombinan pada E. coli, dapat dilakukan melalui 

perubahan kondisi umum ekspresi. Pertumbuhan 

bakteri dan ekspresi protein rekombinan 

dipengaruhi oleh beberapa parameter, seperti 

komposisi medium, kadar oksigen, pH, suhu 

fermentasi dan induksi (Freydell et al., 2007; 

Hartinger et al., 2010). Menurut Tegel (2013), suhu 

pertumbuhan optimal pada E. coli adalah 37˚C. 

Meskipun protein rekombinan yang dihasilkan 

dalam jumlah tinggi dapat dicapai pada suhu 

37˚C, namun dianjurkan untuk menurunkan suhu 

setelah induksi. Hal ini dilakukan untuk 

mendapatkan protein target dalam bentuk larut, 

karena proses produksi protein pada suhu tinggi 

akan menghasilkan protein yang terendapkan. 

Dari penelitian ini diperoleh bahwa protein 

fusi PT-2 berhasil diekspresikan di E. coli ER2566. 

Namun, dari semua fraksi pada variasi suhu yang 

dilakukan terbentuk protein tidak larut. 

Penurunan suhu induksi hanya dapat 

menurunkan laju ekspresi suatu protein, dimana 

memberi kesempatan pada protein tersebut 

melakukan pelipatan protein dengan benar. Dari 

berbagai variasi suhu yang dilakukan, hanya pada 

suhu 12˚C protein tidak larut lebih sedikit 

dihasilkan dibanding dengan suhu induksi yang 

lain, namun perolehan protein larut tidak 

signifikan. Perlu dikaji parameter lain yang dapat 

meningkatkan ekpresi protein larut di E. coli, 

seperti peran chaperon, penginduksi IPTG, 

komposisi medium pertumbuhan, dan lain 

sebagainya.  

 

Penutup  

Dari penelitian ini diperoleh bahwa: (1) suhu 

berpengaruh dalam ekspresi protein fusi PT-2 di E. 

coli ER2566; (2) suhu rendah selama ekspresi 

protein di E. coli ER2566 dapat mengurangi 

pembentukan protein fusi tidak larut, namun tidak 

signifikan meningkatkan perolehan protein fusi 

larut; dan (3) peningkatan suhu justru 

menyebabkan protein fusi PT-2 diekspresikan 

sebagai protein tidak larut di E. coli ER2566. 
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