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ABSTRAK 

Mycobacteria dapat menggunakan protein kinase untuk menjalankan proses fosforilasi 

dalam sistem transduksi isyarat sendiri selepas menerima rangsangan daripada 

persekitaran yang kurang sesuai atau mengganggu sistem transduksi isyarat selular seI

sel perumah lalu membolehkan mereka beradaptasi dan terus bersifat patogenik. Dalam 

kajian ini, gen pknJ yang mengekodkan protein kinase M bovis BCG Pasteur 1173P2 

sebagai protein kinase J (PknJ) telah diklonkan dalam vektor pengekspresan, pET16b 

dan ditransformasikan di dalam Escherichia coli BL21 (DE3)pLysS. Pengekspresan 

dirangsangkan selepas penambahan ImM IPTG. Penulenan PknJ rekombinan yang 

mempunyai jisim molekul relatif 64kDa dilakukan dengan menggunakan teknik 

kromatografi keafman berdasarkan pengikatan protein rekombinan His XlO-PknJ 

kepada matriks Ni-NTA dan dianalisakan dengan SDS-PAGE .. PknJ sebagai protein 

kinase menyerupai eukariotik mengandungi domain-domain Hanks dengan organisasi 

struktur transmembran tunggal, mempunyai domain pemangkinan N-terminal di dalam 

sitoplasma dan domain C-terminal ekstraselular. Domain intraselular dapat menjalankan 

autofosforilasi ke atas residu-residu serina dan treonina. Aktiviti auto kinase ini 

memerlukan kewujudan satu residu lisina pada kedudukan 43 dalam subdomain Hanks 

II yang juga dikenali membawa fungsi kepada aktiviti kinase dalam sistem eukariot. 

Penglibatan PknJ bagi aliran transduksi isyarat dari luar persekitaran ke intraselular 

bakteria telah dicadangkan. 
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EXPRESSION AND PURIFICATION OF PROTEIN KINASE, PknJ OF 

Mycobacterium bovis BCG Pasteur 1173P2 

ABSTRACT 

VI 

Mycobacteria is able to employ protein kinase that poses phosphorylation in its own 

signaling transduction as a response to environmental stress or interfere with the 

cellular signaling network of host cells to promote bacterial adaptation and persistently 

pathogenic. In this study, the pknJ gene that encodes a protein kinase of M bovis BCG 

Pasteur 1173P2 as protein kinase J (Pknl) was cloned into expression vector, pETl6b 

and transformed in Escherichia coli BL21(DE3)pLysS. Expression was induced after 

addition of 1 mM IPTG. 64kDa protein, Pknl recombinant was purified using affinity 

chromatography technique depending to the binding ability of Xl 0 His tag-Pknl to Ni

NT A matrix and analyzed with SDS-P AGE. PknJ is an eukaryotic-like serine/threonine 

protein kinase with Hanks' domains and single transmembrane organizational structure, 

consists of a cytoplasmic N-terminal catalytic domain and a C-terminal extracellular 

domain. Intracellular domain can poses the activity of autophosphorylation on serine 

and threonine residues. This autokinase activity requires a lysine residue at position 43 

in subdomain II, which is known to be essential also for eukaryotic kinase activity. 

Involvement of PknJ in the transduction of external signals into the cytosol of bacteria 

is proposed. 
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BABI 

PENDAHULUAN 

1.1PENGENALAN 

Penyakit batuk kering (Tuberculosis, TB) merupakan masalah kesihatan global yang 

teruk dan melibatkan lebih daripada dua juta nyawa setiap tahun (WHO, 2000). Kes 

penjangkitan TB didapati telah meningkat akibat HIV yang berleluasa yang 

melemahkan sistem pertahanan badan manusia. Dengan itu, antibiotik-antibiotik yang 

telah dihasilkan mula kehilangan pengaruhnya terhadap TB dengan penahanan ubat 

berbilang, MDR (multi-drug-resistant). 

Pada masa kini, vaksin hidup TB, BCG (Mycobacterium bovis Bacille 

Calmette-Guerin) digunakan dengan luas dari abad lalu untuk menentang TB tetapi 

didapati vaksin ini mula kehilangan pengaruh atas melawan TB dan penjangkitan masih 

lagi tersebar secara berterusan (Fine, 1989). Vaksin BCG dibangunkan daripada M 

bovis yang telah dilemahkan dan mempunyai hubungan kesamaan DNA 90% dengan 

M tuberculosis (Behr et al. 1999; Gordon et al. ,1999) dengan mutasi yang disebabkan 

kehilangan 16 bahagian pembacaan terbuka (ORF) dalam genom yang mengekod 

antigen T sel yang penting. 
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M. tuberculosis boleh terus hidup dalarn perumah disebabkan berkebolehan 

menyekat kematangan fagosom, mengelakkan diri daripada fagolisosom dan membawa 

penggandaan bakteria intraselular. Patogenesis M tuberculosis berkaitan rapat dengan 

kebolehannya untuk terus hidup dan replikasi dalam perumah. Dengan pemerhatian 

tersebut, satu soalan telah ditanya bahawa sistem apakah yang terlibat dalarn patogen 

yang dapat menahan sistem pertahanan perumah? 

Sebahagian bakteria yang patogenik menggunakan protein kinase untuk 

menggangu rangkaian isyarat selular sel-sel perumah supaya menjamin bakteria hidup 

secara berterusan. Modifikasi post-transiasi (sebelum translasi) protein melalui 

pemfosforilan enzimatik oleh protein kinase dan defosforilasi oleh protein fosfatase 

dapat menghasilkan isyarat-isyarat selular yang boleh ditransduksikan kepada pelbagai 

jenis kesan biologikal sarna ada mengaktitkan atau menyekat aktiviti tertentu untuk 

tujuan mengawal proses metabolisme, pertumbuhan dan pembahagian seI, morfologi 

atau adaptasi organisma pada tahap keperluan yang sesuai dalam keadaan yang berbeza 

(Cohen, 1989). 

Peranan sistem dua komponen dan serinaltreonina protein kinase (STPK) dalam 

sistem transduksi isyarat mycobacteria virulen yang berterusan dalam perumah adalah 

penting untuk mengetahui sistem transduksi isyarat lalu digunakan sebagai idea 

membangunkan ubat antitubercular yang bam. F osforilasi dan defosforilasi protein 

merupakan prinsip utama untuk menukar isyarat daripada sekeliling kepada tindak balas 

selular dalam prokariot dan eukariot. 
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Dalam bakteria, sistem dua komponen terdiri daripada pengesan histidina kinase 

dan protein pengawalatur balasan tindakan yang memainkan peranan dalam fosforilasi 

pada residu-residu histidina dan asid aspartik. Manakala dalam sel eukariot pula, 

didapati STPK dan fosfoprotein fosfatase dapat memangkinkan proses fosforilasi dan 

defosforilasi pada residu-residu serina, treonina dan tirosina. 

Walaubagaimanapun, STPK dan fosfatase telah dijumpai juga wujud dalam 

bakteria dengan analisis bioinformatik dan penyusunan genom (Zhang, 1996) termasuk 

M. tuberculosis (Cole et al., 1998) di mana penjumpaan 14 gen dalam genom M. 

tuberculosis yang mengekod serina/treonina protein kinase (STPK) dan fosfatase 

termasuk 11 gen STPK iaitu plenA, pknE, pknD, pknE, pknF, pknG, pknH, pknI, pknJ, 

pknK dan pknL, dan 1 serina/treonina protein fosfatase (STPP) iaitu ppp. Segmen-

segmen gen tersebut boleh didapati dalam kedua-dua M tuberculosis dan M bovis BCG 

termasuk "strain" BCG pasteur 1173P2. Walaupun gen-gen yang mengekod STPK dan 

STPP telah dikenalpasti tetapi fungsi protein-protein tersebut masih tidak diketahui 

kecuali PknB. 

Struktur krista satu STPK, PknB telah ditunjukkan terlibat dalam transduksi 

isyarat M. tuberculosis (Ortiz-Lombardia et al., 2003). Pada masa kini, hanya satu 

laporan yang menggunakan isokuinolin dalam penyekatan aktiviti kinase dan 

pertumbuhan "mycobacteria" dan ini menunjukkan perencat protein kinase juga dapat 

digunakan sebagai agen penentang TB (Drews et al., 2001). 
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Oleh itu, didapati bahawa sistem dua komponen, STPK dan fosfatase merupakan 

komponen-komponen penting dalam transduksi isyarat M. tuberculosis. Pelbagai 

pendekatan yang melibatkan bioinfonnatik, genetik, biokimia, sel dan biologi 

molekular, dan model binatang telah digunakan untuk meneirikan patobiologi M. 

tuberculosis (Jaya dan Deepak, 2004). Dengan itu, beberapa ramalan dapat 

ditimbangkan seperti STPK dan STPP mungkin memainkan peranan yang penting 

dalam membantu penjanaan, bertindak sebagai bahan perantaraan atau mengaktifkan 

enzim lain dalam sistem transduksi isyarat lain yang menyumbangkan kepada adaptasi 

terhadap perubahan sekeliling dalam sel perumah dan eiri-eiri patogenik M. 

tuberculosis seeara langsung atau tidak langsung. Selain itu, STPK dan STPP M. 

tuberculosis juga mungkin boleh mengganggu sistem transduksi isyarat semasa 

menjangkit sel perumah untuk mengubah laluan transduksi isyarat atau keadaan 

sekeliling intraselular menjadi sesuai bagi pertumbuhan M. tuberculosis dan terus 

berhidup dalam perumah. 

Dengan itu, pembelajaran terhadap analisis susunan, pengekspresan gen-gen 

yang mengekod STPK dan STPP, dan penyekatan STPK atau STPP dengan pereneat 

mungkin dapat membangunkan ubat-ubat yang berkesan untuk menentang TB pada 

masa akan datang. Tetapi sebelum itu, beberapa soalan perlu dijawabkan terdahulu 

seperti apakah substrat-substrat yang dimangkinkan oleh STPK dan STPP? Adakah 

STPK dan STPP berinteraksi dalam sistem transduksi isyarat sel perumah? 
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1.2 OBJEKTIF KAJIAN 

Protein kinase J, PknJ merupakan salah satu ahli serina/treonina protein kinase (STPK) 

yang terdapat pada M tuberculosis dan juga M bovis BCG Pasteur 1173P2. Atas sebab 

eiri virulen M tuberculosis yang merbahaya, pengkajian terhadap gen pknJ telah 

dijalankan dengan menggunakan M bovis BCG Pasteur 1173P2 supaya mekanisme-

mekanisme dan fungsi-fungsi dalam transduksi isyarat dalam Mycobacterium yang 

melibatkan STPK dapat dipelajari selanjutnya. 

Sebelum ini, gen pknJ telah diklonkan dalarn vektor amplifikasi pUC19 dan 

dibaea jujukan DNAnya. Projek ini meneruskan kajian awal di mana pknJ diklonkan 

daripada pUC19 ke dalam vektor pengekspresan pET16b dan kemudian menjalankan 

transfonnasi pET16b-pknJ ke dalam E. coli BL21(DE3)pLysS sebagai perumah 

pengekspresan pknJ. 

Objektif yang seterusnya adalah untuk mengekspreskan pknJ yang telah 

ditransfonnasikan dalam E. coli BL21(DE3)pLysS dengan proses transkripsi dan 

translasi yang berikutan. Akhimya, protein kinase rekombinan PknJ diekstrakkan 

daripada sel perumah E. coli BL21(DE3)pLysS. Untuk mendapatkan PknJ yang tulen, 

kromatografi afiniti dijalankan untuk menulenkan PknJ yang terlabel dengan XI0 His-

tag dengan menggunakan kolum Ni-NTA. Sebahagian PknJ disemak dengan 

menjalankan SDS-PAGE. Selain itu, struktur, eiri-eiri dan fungsi-fungsi Pknl dapat 

diramalkan dengan menggunakan peralatan bioinfomatik daripada laman web. 
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Sebagai ringkasan, objektifkajian ini adalah: 

1. Mengklonkan pknJ-BCG ke dalam vektor pengekspresan pET16b 

2. Mengekspresikan protein PknJ dalam E. coli BL21 (DE3)pLysS. 

3. Menulenkan protein rekombinan PknJ daripada E. coli BL21 (DE3)pLysS. 

4. Meramalkan dan mempelajari struktur, ciri-ciri dan fungsi-fungsi protein PknJ. 
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BAB2 

ULASANPERPUSTAKAAN 

2.1 Mycobacterium 

Robert Koch menjalankan penyelidikan penyakit kering (TB) pada tahun 1881 semasa 

satu pertujuh daripada kes kematian manusia disebabkan oleh TB. Genus 

Mycobacterium berjaya ditemui oleh Robert Koch dan seterusnya menunjukkan 

Mycobacterium tuberculosis merupakan agen penyebab tuberculosis pada tabun 1882 

(Dietrich et al., 2003). Mycobacterium adalah bakteria Gram-positif dengan peratusan 

GC yang tinggi dalam genomnya. Ia tidak dapat dilumurkan dengan cara biasa tetapi 

dengan pelumuran "acid-fastness" kerana sifat kewujudan komponen-komponen lipid 

unik yang dipanggil asid mikolik pada permukaan sel bermikobakteria. Pertumbuhan 

dalam "cord" menunjukkan kewujudan sifat lipid pada permukaan sel dan dikenali 

sebagai "cord factor", iaitu glikolipid (Kolattukudy et ai., 1997). 

Mycobacteria adalah berbentuk pleomorftk dan bertumbuh secara bercabang dan 

bemlamen. Secara umumnya, mycobacteria dapat dibezakan dalam dua kumpulan 

utama iaitu petumbuh lambat dan petumbuh cepat (Jadual 2.1). Mycobacteria biasa 

memerlukan nutrisi yang mudah. Pertumbuhan dapat berlaku dalam medium garam 
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mineral mudah dengan ammonium sebagai sumber nitrogen dan gliserol atau asetat 

sebagai sumber karbon dan penderma elektron yang dieramkan dalam keadaan aerobik. 

Selain itu, sifat-sifat dan ciri-ciri Mycobacterium juga dapat dibezakan melalui 

kebolehan membentuk pigmen karotenoid kuning. Dengan pembentukan pigmen, 

mycobacteria dapat dikelaskan ke dalam tiga kumpulan iaitu tidak berpigmen seperti 

Mycobacterium tuberculosis dan Mycobacterium bovis, bersifat fotokromogenik yang 

hanya berpigmen sekiranya dikultur dalam keadaan bercahaya termasuk Mycobacterium 

kansasii dan Mycobacterium marinum, dan bersifat skotokromogenik juga berpigmen 

walaupun dikultur di bawah keadaan gelap dengan contoh sebagai Mycobacterium 

gordonae dan Mycobacterium paraffinicum. 

Jadual 2.1 Ciri-ciri sebahagian mycobacteria. (Michael, John dan Jack, 2003) 

Spesies Bertumbuh Penurunan Bertumbuh Patogen Pembentukan 

dalam 5% Nitrat pada 45°C Manusia Pigmen 

NaCI 

M tuberculosis - + - + Tiada -= ~ e M avium = - - - + Pigmenpada 
~ 

-= koloni lama = ~ e = .. 
M bovis + + Tiada ~ - -

~ 
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M kansasii - + - + Foto-

kromogenik 

M smegmatis + + + - Tiada -~ M phlei + + + Pigmen Q" -
~ 

U 
.Cl M chelonae + - - + Tiada ::I 
,.Q 

e 
::I M + + - - Foto--~ =-

parafortuitum kromogenik 

2.2 Mycobacterium tuberculosis KOMPLEKS 

M tuberculosis kompleks terdiri daripada beberapa sub-spesies yang dapat 

menyebabkan TB mamalia di mana semuanya bertumbuh dengan perlahan dan 

mempunyai kesamaan lebih daripada 99.95% dalam tahap nukleotida dan analisa 

genetik (Sreevatsan et af., 1997). M tuberculosis kompleks terdiri daripada M 

tuberculosis, M africanum, M microti, M bovis dan M bovis BeG dan sub-spesies ini 

menjalani adaptasi dalam perumah yang berlainan dan memiliki drujah pembezaan yang 

luas dalam sifat patogenik terhadap manusia. 

2.2.1 Mycobacterium microti 

M microti pada asalnya dipencilkan daripada sejenis haiwan "vole" yang menyerupai 

tikus United Kingdom dalam tahun 1930 dan menyebabkan TB dalam "rodensia" 
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(Wells dan Oxon, 1937). Beberapa jenis M microti daripada keturunan yang berbeza 

telah dipencilkan dan tidak bersifat virulen terhadap manusia dan bovin yang 

menyerupai lembu. 

2.2.2 Mycobacterium africanum 

M africanum mempunyai hubungan yang sangat rapat kepada M tuberculosis yang 

dipencilkan daripada penyakit-penyakit dari Afrika. Fenotip M africanum wujud antara 

M bovis dan M tuberculosis (Brosch et aI., 2000). 

2.2.3 Mycobacterium tuberculosis 

Mycobacterium tuberculosis yang merupakan agen penyebab TB, sesuatu penjangkitan 

kronik yang terlibat dengan seramai dua juta kes setiap tahun di seluruh dunia. M 

tuberculosis memerlukan masa generasi sebanyak 24 jam dalam kultur in vitro. M 

tuberculosis memerlukan masa generasi yang terlalu panjang sehingga dua minggu atau 

lebih dalam binatang terjangkit secara eksperimen. Oleh itu, M tuberculosis dapat 

bersifat dorman dalam sel perumah termasuk juga makrofaj dan membahagi dalam sel 

vakuol perumah sehingga keadaan adalah sesuai untuk merebak dalam sel tersebut 

(Rajah 2.1). 
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