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ABSTRAK 

Dalam kajian ini, gen yang mengekodkan STPPs daripada Mbovis BCG Pasteur 

1173P2 yang bel urn dicirikan telah dibentukkan sebagai ppP (Serinalfhreonina 

fosfoprotein fosfatase). Sebelum itu, primer yang direka bentuk ini diamplifikasikan 

menerusi teknik PCR Produk: PCR (PpP) yang bersaiz 1545 bp diklonkan ke dalam 

plasmid pUC19. Seterusnya, produk plasmid pUC19 dibataskan dengan enzim 

pembatasan dan dicanturn semula dengan vektor pengekspresan pET-16b menerusi T4 

DNA ligase untuk membentuk: rekombinan plasmid pET16b-ppP. Plasmid ini akan 

diklonkan dan diekspreskan di dalam perumah Escherichia. coli BL21(DE3)pLysS. 

Rekombinan protein yang dihasilkan ditulenkan dengan menggunakan matriks 

agarose Ni-NTA sebagai protein PpP-lOx his tagged. Akhimya, protein rekombinan 

PpP dianalisiskan dan disahkan oleh kaedah SDS-PAGE seberat 56 kDa diikuti 

penentuan kepekatan proteinnya. Maklumat tambahan turnt disertakan dalam tesis ini 

agar dapat memudahkan proses penyelidikan seperti ramal an fungsi protein fosfatase 

yang mungkin terlibat dalam transduksi isyarat untuk proses pengawalatur selular. 

J adi, analisis bioinformatik mampu memaparkan maklumat tambahan mengenai 

rangkaian nukleotide PpP daripada M Bovis BCG Pasteur 1173P2 menerusi Reverse 

Position Specific BLAST (RPS-BLAST) dan PSI-BLAST menunjukkan jujukan PpP 

mempunyai domain katalitik PP2C yang boleh dijumpai dikebanyakkan keluarga 

STPPs 2C. Domain katalitik fosfatase hampir serupa dengan Mycobacterium 

tuberculosis H37Rv, M bovis AF2122/97 , dan Mycobacterium leprae, iaitu masing­

masing mencatat 99 %, 100% dan 95%. Arnalisis TMHMM dan TMAP mendapati 

bahagian beliks transmembran terletak di C-terminal pada kedudukan di antara 301-

323 asid amino residu untuk: rantai peptide PpP. Sementara analisis AAST A TS 

menunjukkan bahawa berat molekul PpP sebanyak 53764 Da untuk 514 asid amino 

residu. Dengan ini, Perbandingann dengan STPPs yang lain mendapati PpP tergolong 

dalam keluarga PP2C yang berkemungkinan mengawal pelbagai proses selular 

misalnya pembezaan sel, pengawalaturan proses metabolik dan gerak balas terhadap 

tekanan persekitaran. 
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ABSTRACT 

In this study, gen encoding STPPs of Mbovis BCG Pasteur 1173P2 not yet be 

characterized was formed as ppP (Serine/ Threonine phosphoprotein phosphatase). 

Before that, these designed primers were amplified through PCR technique. Size PCR 

product (PpP) 1545 bp was cloned into pUC19 plasmid. Followed by plasmid product 

pUC 19 was digested by restriction enzyme and recombined to form plasmid 

recombinant pET 16b-ppP. This plasmid will be cloned and be expressed in 

Escherichia. coli BL21(DE3)pLysS hosts. Yielded protein recombinat was purify by 

used Ni-NTA agarose matrix as protein PpP lOx His-tagged. Finally, rekombinan 

protein PpP was analyzed dan was proved by SDS-PAGE methods as 56 kDa and 

followed by determination protein concentration. Additional information also apply 

into this thesis to facilitate researching process as possible protein phosphatase 

functional prediction that involved in signal transduction to regulate cellular process 

That why, Bioinformatics analysis can revealed that additional information about PpP 

sequence of M Bovis BCG Pasteur 1173P2 Reverse Position Specific BLAST (RPS­

BLAST) and PSI-BLAST has showed that PpP have PP2C catalytic domain can be 

founded in most of STPPs family 2C. Domain catalytic phosphatase closely similiar to 

Mycobacterium tuberculosis H37Rv , M bovis AF2122/97, and Mycobacterium 

leprae namely note as 99 %, 100%, and 95%.repesentively. TMhMM and TMAP 

analysis noted that transmembrane helices region located at C-terminus at position 

301-323 acid amino residues for PpP peptide chain. Meanwhile AAST ATS analyses 

show that molecular weigh PpP as 53764 Da for 514 residue acid amino. Hereby, 

comparison other STPPs note that Ppp include in PP2C family as possible regulate 

large cellular process especially cell differentiation, regulation of metabolic process 

and response to environmental stresses. 
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BAR I 

PENDAHULUAN 

1.1 PENGENALAN 

Mycobacterium bovis ialah agen penyebab tuberkulosis dalam julat species haiwan 

dan manusia dengan kerugian pengeluar pertanian tahunan sebanyak tiga ribu juta 

(Gamier et al., 2003). Penyakit juga disebabkan oleh Mycobacterium tuberculosis, 

dan M africanum. Sebilangan daripada bakteria patogenik menggunakan protein 

kinase sebagai perantaraan dalam rangkaian transduksi isyarat pada selular sel 

perumah lalu menggalakkan pertumbuhan bakteria tersebut. Ini disebabkan kebolehan 

M tuberculosis yang memasuki makrofaj dengan mengelakkan dirinya dibunuh 

termasuklah asidifikasi fagosome (Koul et a/., 2001) dalam penentangan pemprosesan 

antigen, melemahkan aksi gamma interferon dan mengaktifkan protein kinase C dalam 

makrofaj. Gerak balas keimunan perumah terhadap tuberkulosi sangat kompleks 

malah melibatkan T sel, mononuclear fagosit dan sitokine (Av-Gay et al., 1999). 

Penterjemahan isyarat ekstraselular ke dalam gerak balas intraselular 

melibatkan protein fosforilasi. Proses fosforilasi dan defosforilasi dimangkin oleh 
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protein kinase dan protein fosfatase dalam transduksi isyarat sel prokariot dan eukariot 

(peirs et aII996.). Protein fosfatase boleh dikelaskan ke dalam PPI, PP2A, PP2B, dan 

PP2C berdasarkan pembezaan substrat yang spesifik dan kesensitifan pada aneka 

pengawal atur terbahagi kepada dua kategori utama iaitu jenis 1 dan 2. Protein tirosina 

fosfatase (PTP) juga tidak dikecualikan untuk mengfosforilasikan fosfotirosina. 

Oleh sebab tuberkulosis masih menjadi masalah penyakit seluruh dunia, maka 

kebanyakan ahli penyelidik menumpu perhatian mereka terhadap diagnosis jangkitan 

M tuberculosis untuk mencari calon vaksin dan kemudaratan. Analisis lengkap 

genom M tuberculosis H37Rv dan M bovis AF2122/97 telah meramalkan kehadiran 

11 putative STPK dan 4 protein fosfatase dalam gram positifbaktera ini (Molle et aI., 

2003; Koul et aI., 2001; Av-Gay et al., 1999). Kemunculan STPK dan fosfatase 

mungkin boleh menjadi kunci pengawalaturan di dalam proses metabolik, 

perkembsangan sel dan interaksi dengan sel perumah. Berikutan kebolehan protein 

fosfatase mengawal proses defosforilasi pada aktiviti protein kinase dan proses lain 

yang mungkin seperti reaksi tekanan persekitaran. Tambahan pu1a, jujukan DNA pada 

genom M tuberculosis H37Rv, M bovis AF2122/97 hampir sarna dengan jujukan 

DNA pada strain M bovis BCG Pasteur I173P2 yang telah dilemahkan, maka gen 

yang dikenali sebagai ppP telah dijujuk keluar dengan siamya berukur 1.5 kb untuk 

dikajikan dan dicirikan. Analissis jujukan ppP dengan menggunakan reverse position 

specific BLAST (RPS-BLAST) telah mendapati protein PpP dari M bovis BCG 

Pasteur 1173P2 mempunyai domain katalitik PP2C yang wujud di kalangan STPPs 

keluarga 2C dengan kehadiran dwivalen ion (Mi+/ Mo2j. 
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1.2 OBJEKTIF KAJIAN 

Projek ini dijalankan dengan objektif: 

i) Untuk mengklonkan gen ppP daripada Mycobacterium bovis BCG 

1173P2 ke dalam vector pengklonan pET -16b 

ii) Untuk pengekpresan dan penu)enan Serina! Threonina fosfoprotein 

fosfatase (PpP) Mycobacterium bovis BCG 1173P2. 
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BAB2 

ULASANPERPUSTAKAAN 

2.1 PROTEIN FOSFORILASI DAN PROTEIN DEFOSFORILASI 

Semenjak penemuan protein fosforilasi dan protein defosforilasi pada pertengahan 

tahun 1950an, didapati protein ini menjadi asas proses trasduksi isyarat di dalam sel 

prokariot dan eukariot. Dalam sel prokariot, proses fosforilasi kerap berlaku pada 

Histidinal Asparagina residu di dalam sistem transduksi isyarat dua komponen. 

Manakala dalam sel eukariot pula, kebanyakan proses fosforilasi berlaku pada residu 

Tyrosina, Serina dan Threonina (peirs et al., 2000). 

Proses pembalikkan bukan sahaja dikawal oleh protein fosforilasi iaitu protein 

kinase tetapi juga dikawal oleh protein fosfatase. Sasaran protein adalah 

memfosforilan pada tapak spesifik melalui protein kinase dan fosfat ini disingkir oleh 

spesifik protein fosfatase (Rajah 2.1). Bentangan fosforilasi pada suatu tapak tertentu 

boleh dikawal oleh perubahan sejenis aktiviti PKs (protein kinase) atau PPs (protein 

fosfatases) ataupun kedua-duanya (Hunter, 1995). 
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ADP-® ADP 

Rajah 2.1 Protein fosforilasi dan defosforilasi 

Protein (serina! threonina) fosfat fosfatase (STPPs) yang klasik menunjukkan 

bahawa terdapat empat jenis enzim protein fosfatase yang dinamakan PP1 , PP2A, 

PP2B, dan PP2C seperti dalam jadual 2.1 (Chen et al., 1992). Keempat-empat enzim 

ini bolah diklasiflkasilkan ke dalam dua kelas utama. Klasiflkasi keempat-empat 

protein ini berdasarkan kepada pemdefosforilan serina dan threonina residu oleh 

fosfatase pada pengkhususan substrat dan kesensitifan terhadap pengaktif dan perencat 

tertentu sahaja. Jenis pertama, protein fosfatase (protein fosfatase 1) dengan memilih 

defosforilan pada ~ subunit dari fosforilan kinase dan direncat oleh kepakatan 

nanomolar dari protein pengawalatur tennostabil iaitu perencat-l dan perencat-2. 

J enis kedua protein fosfatase (PPM) memilih defosforilan pada a subunit dari 

fosforilan kinase dan tidak peka akan terhadap perencat-l dan perencat-2 (Cohen, 

1997). 
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Jadual2.1 Pengelasan Serina/ Threonina fosfoprotein fosfatase (STPPs) 

Lama Baru 
Perencat Pengaktif 

Jenis Nama Jenis Nama 

1 PPI perencat-l&-2 - PPP PPPI 

2 PP2A Acid okadaik - PPP PPP2 

2 PP2B trifluoperazine Ca- PPP PPP3 
calmodulin 

2 PP2C EDTA 2+ 
Mg ,Mn 

2+ PPM PPM 

2.1.1 Protein serinal threonina fosfoprotein fosfatase 

Pada awal tahun 1938, enzim glikogen fosforilase boleh wujud dalam dua bentuk iaitu 

a dan b, dapat dibezakan berdasarkan keperIuan nukleotide 5-AMP bagi aktiviti 

pemgekspresan penuh. Pada pertengahan 1959an, Sutherland dan Wosilait membuat 

permerhatian bahawa enzim penyingkiran kumpulan prostetik (pR-enzyme) 

sebenamya ialah protein fosfatase yang memangkin pembebasan fosfat inorganik 

daripada fosforilase a untuk menghasilkan fosforilase b. Friedman dan Lamer pula 

mendemonstrasi protein fosfatase menukarkan bentuk glikogen synthase b kepada a 

(Shenolikar dan Ingebritsen, 1984). Pada tabun 1968, penemuan aktiviti fosforilase 

kinase fosfatase telah membawa kepada pengelasan protein fosfatase ke dalam PP], 

PP2A, PP2B, dan PP2C berdasarkan pembezaan substrat yang spesifik dan 

kesensitifan kepada aneka pengawal atur telah membawa kepada klasifikasi peotein 
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fosfotase ke dalam dua kategori iaitu jenis 1 dan 2. Tidak dikecualikan, terdapat 

protein tyrosine fosfatase (PTP) yang rnengfosforilasikan fosfotirosina seperti PtpA (8 

coelicolorA3(2» {Li dan Strohl, 1996). 

Terdapat dua rnekanisma untuk mengawal atur protein fosfatase I (PPI) telah 

dikenal pasti. Pertama, PPI melibatkan fosforilasi perencat-l pada residu threonina 

yang spesifik dengan cyclic AMP dependent protein kinase. Bentuk fosfo pada protein 

adalah perencat poten PP 1 dan bentuk defosfo tidak aktif. Kedua, pengawalan protein 

fosfatase 1 dilaporkan oleh Merlevede dan Riley dalam tahun 1966 rnenyatakan 

bahawa fosfolase fosfatase aktiviti diekstrak daripada bovine adrenal kortex adalah 

rneberangsangkan selepas diinkubasi dalarn kehadiran Mg ATP. Jenis II protein 

fosfatase dipisahkan ke dalam tiga spesies iaitu protein fosfatase 2A, 2B, dan 2C 

dengan perbezaan relative spesifiknya kepada substrat fosfoprotein dan dikawal oleh 

kation divalen. (Shenolikar dan Ingebritsen, 1984) 

2.1.2 Klasifikasi protein Serina I Threonina fosfatase 

Kesemua protein fosfaatase yang diketahui spesifik untuk fosforilan senna dan 

threonina yang dikodkan oleh dua keluarga gen yang tidak bersaudara dikenali sebagai 

PPM dan PPP. Famili PPM terdiri daripada structural Mg2+ bergantungan fosfatase 

berhubung dengan PP2C , famili PPP pula secara tradisional dibahagikan kepada riga 

subfamili, berhubungan dengan ke PPI, PP2A, dan PP2B (calcineurin) (Andreeva dan 

Kutuzov, 2001). Sedangkan PP2C adalah enzim monomerik dan kemunculannya tidak 

berkaitan dengan yang lain, PPI, PP2A and PP2B pula adalah multimerik dan 

menpunyai darjah kesamaan yang tinggi dalam subunit katalitiknya seperti IT M S 
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rajah 2.2 (Villafranca et al., 1996). Penyiasatan fosfotase ini mendedahkan peranan 

mereka dalam proses metabolisme, pengawalatur kitaran sel dan penggabungan RNA, 

mengawal atur banyak protein kinase, pengaktifan T-cell, dan pembentukan memori. 

Kesemua dibezakan dengan tindakan pada preotein kinase dan kesensitifan terhadap 

sesetengah penrgaktif serta perencat. Malahan terdapat capahan novel kumpulan PPP 

fosfatase yang dikenali sebagai sub-keluarga PP5/rdgC sudah diiktirafkan. Ia terdiri 

daripada enzim yang dikaitkan kepada mamalia da fungi PP5IPPT, protein fosfatase 

dengan EF-hand domain (pPEF, istilah rdgC dalarn Drosophila), dan plant PP7 

(Andreeva dan Kutuzov, 2001). 

Jenis II (pP2A, PP2B dan PP2C) protein fosfotase boleh dibezakan dalarn 

banyak cara tetapi keberkesanan bergantung kepada perrnintaan kation divalent dan 

gerak balas terhadap promoter tumor asid okadaic toksik hati dikenali sebagai 

mikrocistin LR. PP2A tidak ada kerperluan permintaan yang tertentu untuk kation 

divalen, sedangkan PP2B ialah bergantung kepada Ca2
+, Calmodulin merangsangkan 

enzim dan PP2C bergantung kepada Mg2+. PP2A adalah direncat oleh kepekatan 

subnanomolar asid akadaik dan tnicrocystin , sedangkan PP2B adalah lebih 1000 kali 

ganda kurang sensitif dan PP2C adalah menentang toksik ini. PP 1 adalah sangat 

sensitifterhadap asid okadaik dan microcystin 
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(Villafranca et al., 1996) 
Rajah 2.2 Domain struktur subunit katalitik dalam preotein Ser I Thr fosfatase (a) PPI 

(amah), (h) PP2A (manusia), (c) PP2B (manusia) dan (d) haktreiofaj dalam perayusan 

fosfatase. 

2.1.3 Fungsi PP2C dalam kepelbagaian organisma 

Kumpulan protein fosfatase yang terbesar muncul di dalam prokariot dan eukariot 

ialah PP2C yang tergolong dalam keluarga PPM). Dalam eukariot, salah satu peranan 

PP2C ialah menterbalikkan laluan protein kinase yang diaktifkan di bawah keadaan 

tekanan persekitaran. Contohnya: di dalam hepatosit mamalia, PP2C mencegah 

perencatan biosistesis kolesterol dan asid lemak akibat nisbah AMP-ATP yang tnggi. 

Dalam yis pula enzim tidak mengawal laluan kinase PBS2IHOGI-MAP yang 

diaktitkan dalam gerak balas terhadap osmotic dan kejutan haba. Arabidopsis, PP2C 

penting untuk memindahkan isyarat oleh asid abscisik hormone untuk 

penyelenggaraan donnan biji benih dan perencatan tumbesaran. Peranan PP2C seakan 

protein fosfatase dalam mengawal atur laluan gerak balas tekanan juga wujud dalam 

prokarriot seperti SpollE daripada Bacillus subtilis (Duncan et al., 19 
_"....-~1 .... UMS 
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2.2 MYCOBACTERIUM 

Genus Mycobacterium terdiri daripada organisma berbentuk rod dan memiliki acid-

fastness yang tersendiri. Sifat-sifat ini adalah disebabkan kehadiran lapisan selaput 

lipid pada permukaan sel mycobacteria yang dikenali sebagai asid mikolik. Pada 

umumnya, mycobacteria boleh dibahagikan kepada dua kumpulan utama, spesies yang 

pertumbuhannya lambat dan spesies yang pertumbuhannya cepat (Madigan et al., 

2003). 

2.2.1 Mycobacterium sp: Ciri-ciri umum 

Dinding sel mycobacteria terdiri daripada bahan waxy, hidrofobik dan mempunyai 

kandungan lipid yang tinggi. Lebih daripada 60% berat kering organism a ini memiliki 

asid mikolik yang berantai panjang dan mempunyai cabangan asid lemak. Jenis asid 

mikolik digunakan boleh membezakan mycoobateria yang lain. Asid mikolik dan 

ranatai asid lemak yang pendek membentuk selaput palsu pada bahagian luaran dan 

bertanggungjawab untuk pewarnaan yang luar biassa. Dinding ini bertanggungjawab 

sebagai daya hidrofobik organism a ini.dan perkembangan delayed type hypersentivity 

(DTH). Kesemua patogen mycobacteria adalah patogen intraselular di mana 

dindingnya menolong organism a ini hidup dalam makrofaj dengan menentang 

kerosakkan oksidatif 

Sel Mycobacteria amat hidrofobik dan menbentuk sekatan ketertelapan yang 

luar biasa, dan lazimnya memaparkan ketahanan terhadap beraneka jenis agen 

antimicrob. Ini disebabkan struktur dinding sel mycobacteria yang 
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asid lemak yang panjang (C60-C90) dan asid mikolik. Saluran penbentukkan protein 

yang berfungsi seakan-akan sarna dengan liang umum daripada bacteria gram negatif 

seperti yang terdapat dalam Mycobacterium chelonae dan M smegmatis mendedahkan 

bagaimana molekul hidrofilik boleh melintasi dinding sel hidrofobiknya. 

Mycobacteriun spp. unik disebabkan oleh kandungan asid mikolik yang tinggi. 

Bahan waxy yang terkandung di dalarn dinding selnya. Bahan waxy ini menyekat 

penyerapan nutrient dan menyebabkan sel berkelompok. Faktor ini menyumbang 

kepada kadar petumbuhan yang lambat. Mycobacterium tidak tumbuh di luar 

persekitaran perumab (boleh hidup tetapi bukan menggandakannya) kecuali dalarn 

media kultur (Madigan et al., 2003). 

2.2.2 Mycobacterium tuberculosis 

Mycobacterium tuberkulosis mempunyai kandungan GC yang tinggi (Jadual 2.3) dari 

ahli gram-positif aktinobakteria. Dinding sel mycobacteria mengandungi pelbagai 

kompleks lipid dan merupakan perantaraan di antara bacterium dengan 

persekitarannya. Biosintesis asid lemak memainkan peranan penting dalam Pembina 

komponen dinding sel. Asid mikolik telah disasarkan oleb kebanyakkan dadah untuk 

merawat jangkitan M tuberculosis. 

Genus Mycobacterium mengandungi kira-kira 70 spesies termasuk patogen 

manusia Mycobacterium tuberculosis dan Mycobacterium leprae. Ia dianggarkan 

bahawa 25 tabun yang akan datang, sebanyak 40 juta orang akan mati akibat 

tuberkulosis. Kelengkapan projek penjujukan genom 
mycobacreri ~)rtilJM 5 
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dipaparkan dalam jadual 2.2 telah banyak membantu menyelildik penyakit ini dengan 

harapan mampu mencari suatu mekanisme untuk menghindari dirinya berada dalam 

sistem keimunan perumah serta caba menghuraikan jalan metaboliknya. 

Jadual 2.2 Projek penjujukan genom mycobacteria 

Jenis mycobacterium spp. Tapak network 

M tuberculosis H37Rv httQ:llwww.sanger.ac.uk/Projects/M tuberculosis 

M bovis htlQ:/ Iwww.sanger.ac.uklProjects/M bovis 

M bovis BCG httQ:llwww. Qasteur .fr/recherche/unites/Lgmb 

M leprae htlQ:llwww . sanger .ac. uklProjects/M leQrae 

M tuberculosis CDC1551 htlQ:llwww.tigr.orgitdb/mdb/mdb.html#Qrogress 

(CSU93) 

M avium htlQ:llwww.tigr.orgitdb/mdb/mdb.htm1#Qrogress 

(Brosch et at. , 2000) 

Mycobacterium tuberculosis mengancam kesihatan manusia, berikutan 

kebolehan M tuberkulosis memasuki makrofaj dan mengelak dirinya dicernakan oleh 

intraselular Gerak balas keimunan perumah terhadap tuberkulasis adalah kompleks, 

melibatkan T sel, mononuclear fagosit, dan sitokine. Oleh itu, Genom M tuberculosis 

H37Rv, M tuberculosis H37Ra, M bovis, dan M bovis BCG Pasteur diperbandingkan 

dalam gabungan berbeza-beza dengan menggunakan aneka kaedah suvtractive 

genomiC hybridization, bacterial artifiCial chromosome (BAC), restriction profile 

analysis, BA C array, DNA microarrays, dan southern blotting. . 

Dengan ini, sebilangan bahagain perbezaan (RD) telah dikenal pasti di antara 

berbagai-bagai organisma. Salah satu bahagian RDI pencoretan dengan saiznya 9, 505 
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