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Abstrak

Promoter dalam vektor ekspresi berperan penting dalam mengatur ekspresi gen pada ikan transgenik. Dalam transgene-
sis ikan, peneliti yakin bahwa penggunaan vektor ekspresi semua ikan aman dan prospektif. Penelitian ini dilakukan un-
tuk mengisolasi promoter B-aktin, promoter yang memiliki karakteristik ubiquitous, constitutive, house keeping, dari
ikan mas sebagai langkah awal untuk mengkonstruksi vektor ekspresi semua ikan mas. Promoter B-aktin ikan mas
(ccBA) diisolasi menggunakan metode PCR dengan primer FBP1, RBP1, dan RBP2. Sequensing dilakukan dengan
menggunakan mesin ABI PRISM 3100, dan analisis sekuen dilakukan dengan menggunakan perangkat lunak GENE-
TYX versi 7. Hasil analisis sekuen menunjukkan bahwa panjang fragmen DNA yang diperoleh adalah sekitar 1,5 kb.
Hasil homologi dengan sekuen promoter B-aktin dari pangkalan data bank gen (No. Aksesi: M24113) adalah sebesar
97,5%. Faktor transkripsi yang tetap secara evolusioner untuk promoter B-aktin promoter termasuk CCAT, CArG, dan
boks TATA ditemukan dalam sekuen. Ubiquitous dan ekspresi tertinggi protein pendaran hijau (GFP) dikendalikan
oleh promoter ccBA dalam otot larva ikan mas yang dideteksi. Dengan demikian, kemungkinan besar bahwa sekuen
yang terisolasi adalah promoter -aktin ikan mas.

Kata penting: ekspresi, GFP, kloning, promoter B-aktin, transgenik ikan mas.

Abstract

Promoter in the expression vector plays an important role on regulating of gene expression in transgenic fish. In fish
transgenesis, researcher convinced that the use of all-fish expression vector is safety and prospective. The study was
performed to isolate B-actin promoter, the promoter which has ubiquitous, constitutive, housekeeping characteristics, of
common carp as a first step to construct all-common carp expression vector. Common carp -actin promoter (ccBA)
was isolated using PCR method with FBP1, RBP1, and RBP2 primers. Sequencing was performed using ABI PRISM
3100 machine, and analysis of sequences was conducted using GENETY X version 7 software. The results of sequence
analysis showed that the length of DNA fragment obtained was approximately 1.5 kb. Results of homology with B-actin
promoter sequence of a gene bank database (Accession No.: M24113) was 97.5%. The evolutionary conserved of trans-
cription factor for B-actin promoter including CCAT, CArG, and TATA boxes were found in the sequence. Ubiquitous
and higher expression of green fluorescent protein driven by ccBA promoter in muscle of common carp larvae was det-
ected. It is most likely that the isolated sequence is a common carp -actin promoter.

Keywords: expression, GFP, cloning, B-actin promoter, common carp transgenic.

Pendahuluan menghasilkan tingkat ekspresi gen yang tinggi,

Tingkat ekspresi gen dalam transgenesis
ditentukan oleh promoter, satu sekuen regulator
yang diligasi pada posisi upstream dari gen target
dalam suatu DNA konstruksi. Pada awal perkem-
bangan transgenesis ikan, peneliti menggunakan
konstruksi gen dengan promoter yang berasal
dari mamalia dan virus untuk mengatur ekspresi

transgen. Walaupun kedua konstruksi tersebut

namun permintaan untuk menghasilkan kons-
truksi gen dengan menggunakan sekuen regulator
dari spesies yang sama semakin meningkat untuk
menghasilkan autotransgenik yang lebih efisien
dan lebih mudah diterima secara komersial
(Biswal et al. 2012).

Beberapa jenis promoter telah diisolasi

dan diuji pada beberapa spesies ikan oleh para
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peneliti, yaitu promoter cytomegalovirus (CMV)
dari virus manusia, elongation factor-1a (EF-1a)
dari ikan medaka, B-aktin dari ikan medaka, dan
myosin light chain-2 (Mylz-2) dari ikan zebra
(Alimuddin 2003). Selanjutnya, Berdasarkan
penelitian Alimuddin (2003) pada ikan zebra,
promoter B-aktin dan Mylz-2 menunjukkan ak-
tivitas paling kuat dibandingkan EF-1a, sedang-
kan CMV menunjukkan aktivitas paling rendah.
Hal ini dikarenakan tidak semua elemen cisact-
ing pro-moter CMV dikenali oleh faktor trans-
acting ikan zebra, sedangkan promoter lainnya
yang berasal dari ikan menunjukkan aktivitas
yang tinggi.

B-aktin merupakan promoter yang bersifat
house keeping; selalu aktif sepanjang hidup orga-
nisme. Selain itu, promoter 3-aktin juga mempu-
nyai sifat ubiquitous (Hackett 1993), yaitu pro-
moter ini akan aktif di mana-mana, dan consti-
tutive (Volckaert et al. 1994) yang berarti bahwa
promoter ini dapat aktif tanpa diberikan rangsa-
ngan dari luar seperti suhu dan hormon. Promo-
ter ini sering digunakan dalam penelitian trans-
genesis seperti pada ikan zebra (Higashijima et
al. 1997), ikan medaka (Hamada et al. 1998),
ikan mud loach (Nam et al. 2001), ikan nila
(Hwang et al. 2003), ikan kakap merah (Kato et
al. 2007) dan Oryzias javanicus (Lee et al. 2012)

Berdasarkan hasil penelitian, dikemuka-
kan bahwa promoter heterolog (promoter yang
berasal dari ikan yang berbeda dengan ikan uji)
memiliki efektivitas yang berbeda dengan pro-
moter homolog (promoter yang berasal dari ikan
yang sama dengan ikan uji). Lebih lanjut, kon-
struksi gen all-fish, konstruksi transgen dengan
sekuen yang berasal dari ikan terutama dengan
spesies yang sama (homolog), lebih mudah dite-
rima oleh konsumen jika ikan transgenik dipasar-
kan (Ge et al. 2012). Oleh karena itu dalam pene-

litian ini dilakukan isolasi promoter B-aktin yang
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berasal dari ikan mas untuk menghasilkan trans-
genik ikan mas dengan menggunakan konstruksi
gen yang semuanya berasal dari ikan mas. Dalam
studi ini, isolasi dan karakterisasi promoter p-ak-
tin pada ikan mas dilaporkan. Mikroinjeksi DNA
yang mengandung promoter B-aktin yang telah
menyatu dengan gen protein pendaran hijau
green fluorescent protein (GFP) ke dalam em-
brio ikan mas. Analisis fungsional promoter p-
aktin dilakukan dengan mengamati ekspresi gen
GFP yang dikendalikan oleh sekuen promoter 3-
aktin hasil isolasi pada larva ikan mas. Tujuan
penelitian ini adalah mengisolasi promoter (3-ak-
tin dari ikan mas, dan menguiji efektivitas promo-
ter B-aktin homolog pada ikan mas (Cyprinus
carpio) dengan menggunakan gen target protein

pendaran hijau /green fluorescent protein (GFP).

Bahan dan metode
Kloning promoter fS-aktin ikan mas

Promoter [-aktin ikan mas diisolasi
menggunakan metode PCR dengan cetakan be-
rupa DNA genom hasil ekstraksi dari jaringan
hati ikan mas. Ekstraksi DNA dilakukan dengan
menggunakan kit isolasi DNA (Gentra). Sekuen
promoter B-aktin ikan mas (ccBA) yang diiso-
lasi menggunakan PCR dengan primer yang di-
desain berdasarkan pangkalan data (database)
ikan mas yang ada dalam bank gen (No. aksesi:
M24113). Proses amplifikasi PCR pertama dila-
kukan menggunakan primer forward “F-BP1”
adalah 5’-GTGWGTGACGCYGGACCAATC-3* (W
=A+T,Y=T+C) dan reverse “R-P1” adalah
5’ TAGAAGGTGTGRTGCCAGA TCTTC-3’ (R=A
+ G). Seratus kali pengenceran produk PCR per-
tama kemudian digunakan dalam nested PCR
menggunakan “F-BP1” dan “R-BP2” yaitu 5’-
TTGCACATRCCRGAKCCGTTG TC-3’ (K=G + T).
Hasil amplifikasi PCR dipisahkan dengan elek-

troforesis menggunakan gel agarosa 0,7%. Se-
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buah fragmen DNA target dengan panjang se-
kitar 1500 bp dipurifikasi dari gel agarosa meng-
gunakan kit gel/PCR DNA Gene Mate Purifica-
tion (ISC BioExpress) dan selanjutnya diligasi ke
vektor pGEM-T Easy, dan digunakan untuk se-
kuensing DNA. Sekuensing DNA dilakukan de-
ngan menggunakan mesin ABI PRISM 3100
Avant Genetic Analyzer mengikuti protokol pro-
dusen. Sekuen nukleotida dibandingkan dengan
sekuen DNA promoter B-aktin pangkalan data
Bank Gen menggunakan software GENETYX

versi 7.

Analisis fungsional promoter -aktin ikan mas

Sekuen DNA promoter B-aktin ikan mas
diligasi ke gen GFP (green fluorescent protein)
dengan menggunakan vektor pEGFP-N1 (BD
Biosciences Clontech) untuk mendesain plasmid
pCcBA-EGFP. Plasmid pCcBA-EGFP pada kon-
sentrasi 5 ug ml™ dalam 0,1 M KCI dimikroin-
jeksikan ke dalam blastodisk embrio-embrio ikan
mas tahap 1 sel. Mikroinjeksi dilakukan sesuai
dengan penelitian sebelumnya (Alimuddin et al.
2005). Ekspresi gen GFP diamati dengan meng-
gunakan mikroskop fluorescent (Olympus SZX
16).

Hasil
Kloning promoter fS-aktin ikan mas

Produk amplifikasi PCR promoter B-aktin
ikan mas (Gambar 1) memiliki ukuran 1528 bp
(Gambar 2). Isolasi sekuen DNA homolog 97,5%
dengan sekuen promoter B-aktin dari pangkalan
data bank gen (No. aksesi: M24113) (Gambar 2).
Analisis sekuen juga menunjukkan bahwa tiga
faktor transkripsi untuk promoter B-aktin seperti
CCAAT, CArG [CC(A/T)¢GG], dan boks TATA
ditemukan dalam sekuen isolat (Gambar 3).

Hasil isolasi promoter B-aktin ikan mas
(CcBA) kemudian diligasi ke gen GFP untuk
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membuat vektor ekspresi pCcBA-EGFP. Ukuran
plasmid hasil ligasi sekitar 6,2 kb (Gambar 4, ja-
lur 1-5), lebih besar daripada pEGFP-N1 (4,7
kb); tulang punggung plasmid pCcBA-GFP.

Analisis fungsional promoter -aktin ikan mas
Pengujian efektivitas promoter dilakukan
untuk membuktikan secara in vivo bahwa sekuen
DNA hasil isolasi mampu mengatur ekspresi gen
asing. Dalam penelitian ini gen penanda EGFP,
satu gen yang mengkode protein pendaran hijau
digunakan. Ekspresi gen GFP yang kuat dapat di-
amati pada bagian kepala (Gambar 5A), kuning
telur dan otot (Gambar 5B) yang dimikroinjeksi-

kan pada larva ikan mas.

Pembahasan

Panjang sekuen hasil sekuensing adalah
1528 bp (Gambar 1). Berdasarkan analisis sek-
uens diperoleh faktor transkripsi yang merupakan
elemen-elemen yang memengaruhi aktivitas pro-
moter. Ketiga faktor transkripsi tersebut memi-
liki fungsi yang berbeda. Sekuen CArG berfungsi
sebagai elemen responsif terhadap serum (Liu et
al. 1990), dan terletak antara CCAAT dan boks
TATA. Boks TATA merupakan elemen umum
dari sekuen promoter, sebagai target untuk poli-
merase RNA dalam proses transkripsi (Glick &
Pasternak 2003). Kerja sama antara ketiga ele-
men tersebut menyebabkan promoter dapat aktif
dan mengendalikan ekspresi transgen pada waktu
dan tempat yang sama.

Untuk mengetahui promoter pB-aktin ikan
mas hasil isolasi dapat aktif atau tidak, maka pro-
moter B-aktin diligasi dengan gen GFP untuk
menghasilkan konstruksi gen pCcBA-GFP. Ke-
berhasilan ligasi dianalisis menggunakan metode
“cracking” (Octavera 2008) seperti yang ditun-
jukkan pada Gambar 4. Ukuran ccBA-GFP lebih
besar dibandingkan dengan plasmid pEGFP-N1
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Gambar 1.

Gambar 2.
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Elektroforesis hasil amplifikasi PCR (1) dan (M) marker ukuran fragmen DNA 2-log ladder
(Biolabs, New England). Fragmen DNA target ditunjukkan dengan tanda panah
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Alignment sekuen promoter B-aktin ikan mas hasil sekuensing dengan data base yang ada di
Bank Gen (No. Aksesi Bank Gen: M24113). Elemen penting promoter B-aktin yaitu CCAAT
yang terletak pada nt. 12-16, CArG (CC(A/T)¢GG) pada nt. 42-51, dan boks TATA pada nt.75-
80. Garis hitam pada baris 1 dan 2 merupakan sekuen primer forward yang digunakan untuk
isolasi promoter maupun pembuatan konstruksi gen. Baris 22 dan 23 merupakan sekuen primer
reverse yang digunakan untuk pembuatan konstruksi gen, baris 26 dan 27 merupakan sekuen
primer reverse yang digunakan untuk isolasi promoter.

~ C - anse
TEACAG O TATE ACTIT TAANM R R

Jurnal Iktiologt Indonesia



Hidayani et al.

Sekuen CCAAT Motif CArG
Grass Carp | GTGACGCTGEALCAATCARRKEG ~ T CGARAGTTTACCTTTTATGGLTRGAGE Gl 60
Tkan Mas i Gl 49
Medaka 1 G| 60
Megalobrama 1 GTG G| 60
Grass Carp 61 [GF[? GCCCAHRET cfrcacTlefreacclfclr 117
Ikan Mas 50 G GCCCAFGLG TCACT[T 107
Medaka 6l |G 5 ALGR TCACT 120
Megalobrama §1 5 A-l5 TCACT 118
Grass Carp 118 C[ACA \GClrrele ATTCI a 177
Tkan Mas 108 CACAC 5 G ATTC[T 167
Medaka 121 TLA GCICTGR GATT \ 179
Megalobrama 119 C['ACA GCITG TTC \BT 178
Grass Carp 178 231
Tkan Mas 168 220
Medaka 180 \AC 237
Megalobrama 179 232

Gambar 3. Alignment sekuen parsial promoter B-aktin ikan mas (hasil sekuensing), ikan koan (no. Aksesi
Bank Gen: M25013), ikan medaka Jepang (no. Aksesi Bank Gen: S74868) dan ikan megalobra-
ma (no. Aksesi Bank Gen: AY170122). Posisi sekuen CCAAT, motif CArG dan boks TATA
di-tunjukkan di atas sekuensekuen nukleotida.

K1 2 3 4 5 6

6,2 kb —
4,7 kb —
3 kh=—

Gambar 4. Verifikasi hasil ligasi antara promoter B-aktin ikan mas dengan vektor pEGFP-N1 menggunakan
metode cracking perubahan Kkoloni bakteri (jalur 1-5). Metode cracking sebagaimana digam-
barkan sebelumnya oleh Octavera (2008). K: Hasil cracking dari Escherichia coli DH5a yang
membawa plasmid pGEM-T Easy. Jalur 6: hasil cracking bakteri yang membawa plasmid
PEGFP-N1. ¢=): ukuran DNA plasmid yang mengandung pccBA-EGFP (6,2 kb), (<) : ukuran
DNA dari plasmid pEGFP-N1 (4,7 kb), sedangkan (<) : ukuran plasmid pGEM-T Easy (3 kb).

Gambar 5. Ekspresi gene GFP sementara (panah) yang dikendalikan oleh promoter B-aktin promoter ikan
mas pada kepala (A), kuning telur (panah) dan otot (panah garis putus) (B), dan kontrol (C)
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dan plasmid dari kontrol berupa bakteri biru. Hal
ini menunjukkan bahwa konstruksi gen pccBA-
EGFP berhasil dibuat dan koloni bakteri yang
membawa plasmid ini berhasil diidentifikasi (No.
1-6 pada Gambar 4).

Berdasarkan pengujian efektivitas promo-
ter, ekspresi gen GFP terlihat pada beberapa ja-
ringan ikan mas. Pola ekspresi gen pCcBA-GFP
secara ubiquitous ditemukan pada larva. Posisi
ekspresi gen GFP pada larva terdapat pada kepa-
la, kuning telur, dan otot. Ekspresi gen tersebut
nampak tidak spesifik pada suatu organ. Peris-
tiwa yang sama juga terjadi pada ikan Oryzias
javanicus dengan menggunakan promoter f-
aktin dan gen RFP, di mana signal gen RFP ter-
deteksi pada beberapa bagian organ termasuk ku-
ning telur dan badan embrio (Lee et al. 2012).
Hal ini berkenan dengan sifat ubiquitous (terda-
pat di mana-mana) dari promoter f-aktin yang
artinya promoter ini dapat aktif pada semua ja-
ringan otot. Menurut lyengar et al. (1996), distri-
busi yang tidak sama dari cetakan gen asing da-
lam jaringan seperti sel-sel otot atau sel-sel da-
lam lapisan telur syncytial (YSL) dapat menje-
laskan variabilitas tinggi ekspresi gen asing da-
lam jaringan. Selanjutnya, tingkat ekspresi gen
asing yang berbeda kemungkinan juga berhu-
bungan dengan posisi integrasi dalam kromosom.

Tingkat ekspresi gen GFP pada larva ikan
mas tergolong kuat. Ini kemungkinan disebabkan
oleh meningkatnya laju replikasi DNA karena
pertumbuhan yang cepat saat ini (Winkler et al.
1991). GFP khususnya diekspresikan dalam sel-
sel jaringan karena promoter B-aktin diisolasi
dari otot. Quitschke et al. (1989) mengklarifikasi
bahwa promoter ini diekspresikan secara aktif
dalam latar belakang sel kebanyakan vertebrata
pada semua tahap perkembangan dan hanya dite-
kankan dalam jaringan otot. Namun, ekspresi ini

akan menghilang pada waktu tertentu. Pola
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umum ekspresi sementara nampaknya berlaku
dalam semua spesies yang telah dipelajari sejauh
ini (lyengar et al. 1996).

Tingkat ekspresi gen dalam setiap jaring-
an berbeda. Menurut Chou et al. (2001), sangat
umum mosaik, ekspresi sementara, dan ekspresi
beragam gen asing ditemukan pada ikan transge-
nik. Hal ini disebabkan distribusi yang tidak me-
rata dari gen asing yang diinjeksikan dalam em-
brio ikan. Ekspresi dalam setiap embrio merata
dan tidak terlalu ubiquitous, dengan beberapa ja-
ringan yang terekspresi secara kuat sementara
beberapa tidak terekspresi. Sebagian besar ting-
kat ekspresi diduga secara kuat berhubungan
dengan jumlah cetakan gen asing dalam setiap
sel (Hwang et al. 2003). Alimuddin et al. (2007)
menjelaskan bahwa ekspresi gen yang lemah
atau bahkan belum ada ketika terintegrasi pada
DNA sentromer atau telomer di mana proses
transkripsi tidak aktif. Selain itu, kemungkinan
integrasi gen terjadi secara acak dalam kromo-
som sehingga perbedaan tingkat ekspresi gen da-
lam jaringan berbeda.

Gen GFP dalam plasmid pCcBA-EGFP
dapat diganti dengan gen yang berfungsi penting
dalam sifat budi daya, seperti hormon pertum-
buhan (Nam et al. 2001 dan Kobayashi et al.
2007). Gen cDNA hormon pertumbuhan (GH)
gen cDNA ikan mas telah dikloning oleh kelom-
pok lain (Guan et al. 2008). Dengan mengguna-
kan metode RT-PCR, cDNA GH ikan mas yang
berasal dari Indonesia dapat juga diisolasi, dan
kemudian diligasi dengan sekuen promoter -
aktin, untuk menghasilkan vektor ekspresi ikan

mas.

Simpulan

Promoter p-aktin ikan mas telah diklon
dan dianalisis fungsional. Ukuran sekuen promo-
ter sekitar 1,5 kb (1528 bp) dan memiliki homo-
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logi sekitar 97,5% dengan sekuen promoter B-ak-
tin dari pangkalan data bank gen (No. aksesi:
M24113) sesama ikan mas (Cyprinus carpio)
dari luar Indonesia. Sekuen ini memiliki tiga fak-
tor transkripsi spesifik untuk promoter p-aktin,
yaitu CCAAT, CArG, dan boks TATA. Tingkat
ekspresi gen GFP dikendalikan oleh promoter -
aktin ikan mas sebagaimana ditunjukkan dalam

otot larva.
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