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Bacterial integrating system allows integration of foreign DNA into bacterial
host chromosome enabling stable expression of foreign gene for recombinant
protein production. In this study, integrative expression vectors for secretion
and surface display of heterologous protein in Lactococcus lactis have been
successfully constructed based on the site-specific recombination mechanism,
of temperate lactococcal phage TP901-1. Two variations of integrative vectors
were constructed, denoted pS1-4, and pSD1-4, which allows the heterologous
protein to be secreted into the extracellular environment or surface displayed
on L. lactis, respectively. The integrative vectors composed of (i) P70 auto-
inducible promoter or Pnisa inducible promoter, (ii) multiple cloning sites (MCS),
(iii) TP901-1 bacteriophage attachment site, attP, (iv) signal peptide-encoding
sequence USP45 fused with LEISSTCDA propeptide or SPK1 signal peptide
for extracellular targeting, and (v) 344 amino acids of proteinase anchor
domain (PrtPs44) for surface display application. A helper plasmid harbouring int
gene, pNZint was also constructed to facilitate plasmid integration into the
genome. A staphylococcal nuclease reporter gene was cloned into each of the
constructed integrative vectors which were then successfully integrated into the
L. lactis genome. Toluidine blue O-DNA assay and immunofluorescence
microscopy data proved that the expressed nuclease was able to be secreted
or anchored on the L. lactis cell wall. From the findings, signal peptide SPK1
was shown to be superior over USP45 in the secretion of Nuc, even though the
USP45 was fused with LEISSTCDA propeptide which reportedly could
enhance protein secretion. Meanwhile, the expression of Nuc showed that
integrative vectors driven by P170 promoter have comparable strength to Pnisa
promoter. However, the combination of P70 with USP45-LEISSTCDA fusion
performed significantly worse than the other constructs for surface display of
Nuc. Therefore, these newly constructed synthetic integrative vectors can be
applied for the secretion and surface display of heterologous protein in L. lactis



for research or industrial purposes where strong and weak stable expression
vectors are required.
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Sistem integrasi bakteria membolehkan pengintegrasian DNA asing ke dalam
kromosom hos bakteria yang membolehkan ekspresi gen asing dengan stabil
untuk pembikinan protein rekombinan. Dalam kajian ini, vektor ungkapan
terintegrasi untuk rembesan dan paparan permukaan protein heterolog dalam
Lactococcus lactis telah berjaya dihasilkan berdasarkan mekanisma
rekombinasi khusus bakteriofaj lactococcal TP901-1. Dua variasi vektor
integratif telah dibina, dengan nama pS1-4, dan pSD1-4, yang membolehkan
protein heterolog dirembes ke persekitaran ekstraselular atau diparparkan ke
permukaan L. lactis. Vektor integratif yang dibina terdiri daripada (i) promoter
teraruhkan auto, Pi70 atau promoter teraruh, Pnisa, (ii) tapak pengklonan
berbilang, (MCS), (iii) tapak pelekat bakteriofaj TP901-1, attP, (iv) peptida
isyarat dengan propeptida LEISSTCDA atau peptida isyarat SPK1 untuk
pentargetan ekstraselular, dan (v) 344 asid amino pelekat domain protein,
(PrtP3s4) untuk aplikasi paparan permukaan sel. Plasmid pembantu yang
membawa gen int, pNZint juga dibina untuk membantu integrasi plasmid ke
dalam genom. Satu gen pelapor telah diklon ke dalam setiap vektor integratif
yang dibina yang kemudiannya berjaya digabungkan ke dalam genom L.
Lactis. Data yang diperoleh daripada asai toluidine blue O-DNA dan mikroskopi
imunopendarfluor membuktikan bahawa Nuc yang terekspresi dapat dirembes
atau berlabuh pada dinding sel L. lactis. Daripada hasil kajian ini, isyarat
peptida SPK1 menunjukkan perembesan protein nuklease lebih unggul
berbanding isyarat peptida USP45, walaupun USP45 telah digabungkan
bersama propeptida LEISSTCDA yang dilaporkan dapat meningkatkan
rembesan protein. Sementara itu, ungkapan Nuc menunjukkan bahawa vektor
integratif yang didorong oleh promoter P170 mempunyai kekuatan setanding
dengan promoter Pnisa. Walaubagaimanapun, Nuc yang diekspresikan oleh
kombinasi Pi70 dengan gabungan USP45-LEISSTCDA jauh lebih buruk



daripada vektor-vektor lain yang telah dihasilkan untuk paparan permukaan
Nuc. Oleh itu, vektor integratif sintetik yang baru dibina ini boleh digunakan
untuk rembesan dan paparan permukaan protein heterolog bagi L. lactis untuk
tujuan penyelidikan atau kegunaan industri di mana vektor ungkapan kuat dan
lemah yang stabil adalah diperlukan.
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