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KEPUTUSAN

KEPALA PUSAT PENELITIAN DAN PENGEMBANGAN BIOMEDIS DAN TEKNOLOGI DASAR KESEHATAN

NOMOR: HK.02.04/11/1469/2016
TENTANG

PEMBENTUKAN TIM PELAKSANA PENELITIAN TAHUN 2016

PENGEMBANGAN VAKSIN DENGUE TETRAVALEN SUB UNIT PROTEIN REKOMBINAN prM/E STRAIN

MENIMBANG

MENGINGAT

MEMPERHATIKAN

a;

INDONESIA, TAHUN KE-2 (TH 2016)

KEPALA PUSAT BIOMEDIS DAN TEKNOLOGI DASAR KESEHATAN

Bahwa untuk melaksanakan kegiatan penelitian pada Pusat Penelitian dan
Pengembangan Biomedis dan Teknologi Dasar Kesehatan (Puslitbang
Biomedis dan Teknologi Dasar Kesehatan) Tahun 2016, perlu ditunjuk Tim
Pelaksana Penelitian Tahun 2016;

bahwa untuk “mengembangkan vaksin dengue teravalen subunit protein
rekombinan prM/E DENV-1,-2,-3,-4 dengan sistem dan produk halal serta
menghasilkan respon imun optimal menggunakan isolat Indonesia”.

bahwa sehubungan dengan pertimbangan huruf a dan b tersebut, maka
dipandang perlu menetapkan Keputusan Kepala Puslitbang Biomedis dan
Teknologi Dasar Kesehatan tentang Pembentukan Susunan Tim pelaksana
penelitian Pengembangan Vaksin Dengue Tetravalen Sub Unit Protein
Rekombinan prM/E Strain Indonesia, Tahun ke-2 (Th. 2016), tahun 2016.

Undang-Undang Nomor 18 Tahun 2001 tentang Sistem Nasional Penelitian,
Pengembangan, dan Penerapan llmu Pengetahuan Teknologi (Lembaga
Negara Republik Indonesia Tahun 2002 Nomor 84, Tambahan Lembaran
Negara Republik Indonesia Nomor 4219);

Undang-undang Nomor 36 Tahun 2009 tentang Kesehatan (Lembara Negara
Republik Indonesia Tahun 209 Nomor 144, Tambahan Lembaran Negara
Republik Indonesia Nomor 5063);

Peraturan Pemerintah Nomor 39 Tahun 1995 tentang Penelitian dan
Pengembangan Kesehatan (Lembaran Negara Tahun 1995 Nomor 67,
Tambahan Lembaran Negara Republik Indonesia Nomor 3609);

Peraturan Pemerintah Nomor 20 Tahun 2005 tentang Alih Tehnologi Kekayaan
Intelektual serta Hasil Penelitian dan Lembaga Penelitian dan Pengembangan
(Lembaran Negara Republik Indonesia Tahun 2005 Nomor 43, Tambahan
Lembaran Negara Nomor 4497);

Peraturan Menteri Kesehatan Nomor  64/Menkes/PER/IX/2015 tentang
Organisasi dan Tata Kerja Kementerian Kesehatan;

Keputusan Menteri Kesehatan Nomor 791/Menkes/SK/VII/ 1999 tentang
Kebijakan Nasional Penelitian dan Pengembangan Kesehatan;

Keputusan Menteri Kesehatan Nomor 1179A/Menkes/SK/X/ 1999 tentang
Kebijakan Nasional Penelitian dan Pengembangan Kesehatan;

Daftar Isian Pelaksanaan Anggaran (DIPA) Puslitbang Biomedis dan Teknologi
Dasar Kesehatan tahun 2016 dengan No. SP DIPA-024.11.1.416160/2016,
tanggal 7 Desember 2015;

Surat Perjanjian Pelaksanaan Penelitian (SP3) Nomor: HK.02.04/Il/
1456/2016, tanggal 1 Februari 2016.
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MENETAPKAN

KESATU

KEDUA

KETIGA

MEMUTUSKAN

KEPUTUSAN KEPALA PUSLITBANG BIOMEDIS DAN TEKNOLOGI DASAR

KESEHATAN TENTANG PEMBENTUKAN TIM PELAKSANAAN PENELITIAN
PENGEMBANGAN VAKSIN DENGUE TETRAVALEN SUB UNIT PROTEIN

REKOMBINAN PRM/E STRAIN INDONESIA, TAHUN KE-2 (TH. 2016);

Susunan dan tugas Tim Pelaksana Penelitian Pengembangan Vaksin Dengue

Tetravalen Sub Unit Protein Rekombinan prM/E Strain Indonesia, Tahun ke-
2(Th. 2016), tercantum dalam lampiran yang merupakan bagian tidak terpisahkan

dari keputusan ini;

Dalam melaksanakan tugasnya, Tim bertanggungjawab kepada Kepala Puslitbang

Biomedis dan Teknologi Dasar Kesehatan serta wajib menyampaikan laporan akhir

penelitian sebagai pertanggung-jawaban kegiatan; -

2016;

KEEMPAT : Keputusan ini mulai berlaku untuk tahun anggaran 2016.

Tembusan Yth:

Ditetapkan di : Jakarta
: 1 Februari 2016

Sekretaris Jenderal Kemenkes RI;
Inspektur Jenderal Kemenkes RI
Ketua Badan Pemeriksa Keuangan;
Kepala Badan Pengawasan Keuangan dan Pembangunan;

Kepala Badan Penelitian dan Pengembangan Kesehatan;

Sekretaris Badan Penelitian dan Pengembangan Kesehatan;

Kanwil Ditien Anggaran Kemenkeu RI DKI Jakarta;

Para Kepala Pusat di Lingkungan Badan Litbang Kesehatan;

Kepala Bagian Tata Usaha Puslibang Biomedis dan Teknologi Dasar Kesehatan:

Kepala Bidang Biomedis, Puslitbang Biomedis dan Teknologi Dasar Kesehatan:

Kepala Bidang Teknologi Dasar Kesehatan, Puslitbang Biomedis dan Teknologi Dasar Kesehatan:;
Bendaharawan Pengeluaran Puslitbang Biomedis dan Teknologi Dasar Kesehatan;
Masing-masing yang bersangkutan untuk dilaksanakan.

Biaya pelaksanaan kegiatan Tim Pelaksana Penelitian Tahun 2016 dibebankan
pada anggaran DIPA Puslitbang Biomedis dan Teknologi Dasar Kesehatan Tahun

dan Teknologi Dasar Kesehatan,
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Lampiran 1

Keputusan Kepala Pusat Biomedis dan Teknologi Dasar

Kesehatan

Nomor

Tanggal

HK.02.04/11/1469/2016
1 Februari 2016

SUSUNAN TIM PELAKSANA PENELITIAN TAHUN 2016

PENGEMBANGAN VAKSIN DENGUE TETRAVALEN SUB UNIT PROTEIN REKOMBINAN prM/E STRAIN
INDONESIA, TAHUN KE-2 (TH 2016)

No.

Nama

Kedudukan dalam Tim

Uraian Tugas

10.

1.

12.

Il
1

Dr. dr. C.S. Whinie
Lestari, M.Kes

Pretty Multihartina, Ph.D
drh. Rita Marleta Dewi,
M.Kes

dr. Masri Sembiring
Maha, DTMH, MCTM
Teti Fitriani, Amd.

Anisa Yunita, AMAK

Igbal Al Mukhlisin, S.Si

Fitria, S.Si
Siti Mariyani AMAK

Elita Tyfani, A.Md

Hambrah Sri Wuryani

Budi Rahayu

LEMBAGA EIJKMAN
R. Tedjo Sasmono, Ph.D

Benediktus Yohan,
S.Farm., M.Biomed

Ketua Pelaksana/Peneliti
Muda

Pengarah
Peneliti Madya

Peneliti Muda

Pembantu Peneliti

Pembantu Peneliti

Pembantu Peneliti

Pembantu Peneliti
Pembantu Peneliti

Pembantu Peneliti

Pembantu Peneliti

Pembantu Peneliti

Ketua Tim di Lembaga
Eijkman (Pembantu
Peneliti)

Pembantu Peneliti

PUSLITBANG BIOMEDIS DAN TEKNOLOGI DASAR KESEHATAN, BALITBANGKES

Bertanggung
penelitian

jawab atas seluruh kegiatan

Pengarah Konsorsium Riset Vaksin Dengue

Bertanggung  jawab  untuk  memfasilitasi
koordinasi seluruh pertemuan di konsorsium
riset vaksin dengue

Membantu koordinasi seluruh pertemuan di
konsorsium riset vaksin dengue

Bertanggung jawab melakukan transformasi
plasmid rekombinan prM/E DENV-1 genotipe 1
ke Pichia pastoris dan purifikasi protein
rekombinan

Bertanggung jawab melakukan penyiapan isolat
DENV-1,-2,-3,-4 strain Indonesia untuk bahan
kandidat vaksin dan pengujian dan optimasi
ekspresi protein rekombinan

Membantu penyiapan isolat DENV-1,-2,-3,-4,
verifikasi transformant dan penentuan fenotif
transformant

Melakukan
rekombinan

optimasi purifikasi protein

Membantu melakukan verifikasi transformant
dan penentuan fenotif transformant.

Bertanggung jawab atas dokumentasi dan
administrasi kesekretariatan seluruh institusi di
konsorsium vaksin dengue.

Bertanggung jawab atas administrasi keuangan
penelitian di konsorsium vaksin dengue

Bertanggung jawab atas administrasi keuangan
di konsorsium vaksin dengue

Mengkoordinasi, mendesain penelitian,
menganalisa data penelitian, melaporkan hasil
penelitian

Melakukan melakukan transformasi plasmid
rekombinan prM/E DENV-4 dan purifikasi
protein rekombinan
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No. Nama Kedudukan dalam Tim ; Uraian Tugas

3.  Denis. S.Si Pembantu Peneliti Melakukan melikukan optimasi ekspresi protein
rekombinan.

4, Rahma Fitri Hayati, B.Sc., Pembantu Peneliti Melakukan meigkukan verifikasi transformant

M.Sc dan penentuan tenotif transformant.
5 Hidayat Trimarsanto, Pembantu Peneliti Membantu melzkukan verifikasi transformant
B.Sc dan penentuan ienotif transformant.
lll. FAKULTAS KEDOKTERAN UNIVERSITAS INDONESIA
1.  Beti Ernawati Dewi, Ph.D  Ketua Tim di Fakultas Mengkoordinas|, mendesain penelitian,
Kedokteran Universitas menganalisa d4'a penelitian, melaporkan hasil
Indonesia (Pembantu untuk sistem ek presi metode alternatif
Peneliti)
2. dr. Tjahjani Mirawati Wakil Ketua Tim di Mengkoordinasi. mendesain penelitian,
Sudiro,Ph.D Fakultas Kedokteran menganalisa dé'a penelitian, melaporkan hasil
Universitas Indonesia untuk sistem ek presi Pichia pastoris
(Pembantu Peneliti
3. Fithriyah S.Si, M.Biomed, = Pembantu Peneliti Melakukan purifi casi protein rekombinan
PhD

4. Hidayati Desti Pembantu Peneliti Melakukan me akukan transformasi plasmid
rekombinan p/WE DENV-2 dan optimasi
ekspresi proteir| ‘ekombinan

5. Andi Aisyiah Alwie Pembantu Peneliti Melakukan mel akukan verifikasi transformant
dan penentuan f :notif transformant.

6. Lola Febriana Dewi, S.Si  Pembantu Peneliti Membantu  m:lakukan  purifikasi  protein
rekombinan

IV. FAKULTAS KEDOKTERAN UNIVERSITAS GADJAH MADA

1. dr. Tri Wibawa, Ph.D, Ketua Tim di Fakultas Mengkoordinasi. mendesain penelitian,

SpMK Kedokteran Universitas menganalisa d4'a penelitian, melaporkan hasil
Gadjah Mada (Pembantu  penelitian
Peneliti)

2. Dr. Nastiti Wijayanti, M.Si  Pembantu Peneliti Melakukan me akukan transformasi plasmid
rekombinan prhl/E DENV-1 genotipe IV dan
purifikasi protein rekombinan

3. Lisna Hidayati, M.Biotech  Pembantu Peneliti Melakukan mel# kukan optimasi ekspresi protein
rekombinan.

4. Linda Oktabriana Pembantu Peneliti Membantu me|.jkukan verifikasi transformant
dan penentuan f znotif transformant.

5. Alifah Mubarokah Pembantu Peneliti Melakukan mei akukan verifikasi transformant

V. PUSAT TEKNOLOGI FARMASI DAN MEDIKA - BPPT

1.

2.

Fifit Juniarti, BSc (hons)

Sabar Pambudi, Ph.D

Ketua Tim di Pusat
Teknologi Farmasi dan
Medika — BPPT
(Perekayasa Pertama)

Perekayasa Muda

dan penentuan f :notif transformant.

Mengkoordinasi mendesain penelitian,
menganalisa d&a penelitian, melaporkan hasil
penelitian

Melakukan mélakukan transformasi plasmid
rekombinan prM/E DENV-3 dan purifikasi
protein rekombirian



KEMENTERIAN KESEHATAN RI

BADAN PENELITIAN DAN PENGEMBANGAN KESEHATAN

® e J1. Percetakan Negara No. 23 Jakarta 10560 Indonesia Kotak Pos 1226

-%77 < Telepon: (021) 42881758, 42881763, 42881762, 42881745, Faksimile: (021) 42881754
HY® Website: www.pusatl.litbang.depkes.go.id, E-mail: ppid-pusatl @litbang.depkes.go.id

No. Nama Kedudukan dalam Tim Uraian Tugas

3. Dodilrawan, S.Si Perekayasa Pertama Melakukan melakukan optimasi ekspresi protein
rekombinan.

4.  Drs. Subintoro Perekayasa Muda Membantu melakukan verifikasi transformant
dan penentuan fenotif transformant.

5. Asri Sulfianti, M.Biomed Perekayasa Pertama Melakukan melakukan verifikasi transformant

dan penentuan fenotif transformant.

Kepala Pusat Penelitian dan Pengerﬁbangan Biomedis dan
Teknologi Dasar Kesehatan,

2001

Vi



SUSUNAN TIM PENELITI
PUSAT BIOMEDIS DAN TEKNOLOGI DASAR KESEHATAN, BALITBANGKES

No.

Nama

Kedudukan dalam

Uraian Tugas

Tim
1 Il\D/lr.léjr. C. S. Whinie Lestari Ketua Pelaksana/ Eer?a[\ggung jla_lr.vab atas seluruh
.Kes Peneliti Muda egiatan penelitian

2 Pretty Multihartina, Ph.D Pengarah Pengarah Konsorsium Riset Vaksin
Dengue

3 Drh. Rita Marleta, M.Kes Peneliti Madya Bertar)ggu_ng jawab untuk memfa5|llta3|
koordinasi seluruh pertemuan di
konsorsium riset vaksin dengue

dr. Masri Sembiring Maha, - Membantu koordinasi seluruh

4 DTMH, MCTM Peneliti Muda pertemuan di konsorsium riset vaksin
dengue

5 Teti Fitriani, Amd. Pembantu Peneliti Berta_nggungjav_vab membantu ekspresi
protein rekombinan.

Anisa Yunita, AMAK L Bertanggung jawab melakukan
: Pembantu Penel . . .

6 embantu Peneliti penyiapan isolat DENV-1,-2,-3,-4 strain
Indonesia untuk bahan kandidat vaksin
dan pengujian

7 é«é}l/ Septianto Hermawan, Pembantu Peneliti g/l_egm_Zantu penyiapan isolat DENV-1,-

8. Fitria, S.Si Pembantu Peneliti Melakukan verlflka3| transformant dan
penentuan fenotif transformant.

9 Siti Mariyani AMAK Pembantu Peneliti Membantu melakukan verifikasi .
transformant dan penentuan fenotif
transformant.

10. Elita Tyfani, A.Md Pembantu Peneliti Bertangg_urjg jav_vab atas dol_<umenta5|
dan administrasi kesekretariatan seluruh
institusi di konsorsium vaksin dengue.

11, Hambrah Sri Wuryani Pembantu Peneliti Bertanggung ja\{vgb atas admml_stra5|
keuangan penelitian di konsorsium
vaksin dengue

12 Budi Rahayu Pembantu Peneliti Bertanggung jawab atas administrasi

keuangan di konsorsium vaksin dengue

LEMBAGA EIJKMAN

Kedudukan dalam

No. Nama Tim Uraian Tugas
1 R. Tedjo Sasmono, Ph.D Ketua Tim di Mengkoordinasi, mendesain
Lembaga Eijkman penelitian, menganalisa data
(Pembantu Peneliti) penelitian, melaporkan hasil
penelitian
2 Benediktus Yohan, S.Farm., Pembantu Peneliti Melakukan melakukan transformasi

M.Biomed

plasmid rekombinan prM/E DENV-4

vii




dan purifikasi protein rekombinan

3 Febrina Meutiawati, M.Si Pembantu Peneliti Melakukan melakukan optimasi
ekspresi protein rekombinan.
4 Rahma Fitri Hayati, B.Sc., Pembantu Peneliti Melakukan melakukan verifikasi
M.Sc transformant dan penentuan fenotif
transformant.
5 Hidayat Trimarsanto, B.Sc Pembantu Peneliti Membantu melakukan verifikasi

transformant dan penentuan fenotif
transformant.

FAKULTAS KEDOKTERAN UNIVERSITAS INDONESIA

Kedudukan dalam

No. Nama . Uraian Tugas
Tim
1 | Beti Ernawati Dewi, Ph.D Ketua Tim di Fakultas | Mengkoordinasi, mendesain
Kedokteran penelitian, menganalisa data
Universitas Indonesia | penelitian, melaporkan hasil untuk
(Pembantu Peneliti) sistem ekspresi metode alternatif
2 | dr. T. Mirawati Sudiro,Ph.D | Wakil Ketua Tim di Mengkoordinasi, mendesain
Fakultas Kedokteran | penelitian, menganalisa data
Universitas Indonesia | penelitian, melaporkan hasil untuk
(Pembantu Peneliti sistem ekspresi Pichia pastoris
3 | Fithriyah S.Si, M.Biomed, Pembantu Peneliti Melakukan purifikasi protein
PhD rekombinan
4 | Wahyu Hidayati M.Biomed Pembantu Peneliti Melakukan melakukan transformasi
plasmid rekombinan prM/E DENV-2
dan optimasi ekspresi protein
rekombinan
5 | Atik Rahmawati, S.Si Pembantu Peneliti Melakukan melakukan verifikasi
transformant dan penentuan fenotif
transformant.
6 | Lola Febrian Deni, S.Si Pembantu Peneliti Membantu melakukan purifikasi

protein rekombinan

PUSAT TEKNOLOGI FARMASI DAN MEDIKA - BPPT

Kedudukan dalam

No Nama Tim Uraian Tugas
1. Fifit Juniarti, BSc (hons) Ketua Tim di Pusat Mengkoordinasi, mendesain
Teknologi Farmasi penelitian, menganalisa data
dan Medika — BPPT penelitian, melaporkan hasil
(Perekayasa Pertama) penelitian
2. Sabar Pambudi, Ph.D Perekayasa Muda Melakukan melakukan transformasi

plasmid rekombinan prM/E DENV-3
dan purifikasi protein rekombinan

viii




3. Dody Irawan, S.Si Perekayasa Pertama Melakukan melakukan optimasi
ekspresi protein rekombinan.
4, Drs. Subintoro Perekayasa Muda Membantu melakukan verifikasi
transformant dan penentuan fenotif
transformant.
5. Asri Sulfianti, M.Biomed Perekayasa Pertama Melakukan melakukan verifikasi

transformant dan penentuan fenotif
transformant.

FAKULTAS KEDOKTERAN UNIVERSITAS GADJAH MADA

No. Nama Kedudukan dalam Uraian Tugas
Tim
1. dr. Tri Wibawa, Ph.D, SpMK | Ketua Tim di Fakultas Mengkoordinasi, mendesain
Kedokteran penelitian, menganalisa data
Universitas Gadjah penelitian, melaporkan hasil
Mada (Pembantu penelitian
Peneliti)
2. Dr. Nastiti Wijayanti, M.Si Pembantu Peneliti Melakukan melakukan transformasi
plasmid rekombinan prM/E DENV-1
genotipe IV dan purifikasi protein
rekombinan
3. Lisna Hidayati, M.Biotech Pembantu Peneliti Melakukan melakukan optimasi
ekspresi protein rekombinan.
4. Linda Oktabriana Pembantu Peneliti Membantu melakukan verifikasi
transformant dan penentuan fenotif
transformant.
5. Alifah Mubarokah Pembantu Peneliti Melakukan melakukan verifikasi

transformant dan penentuan fenotif
transformant.




SURAT PERSETUJUAN ETIK

KEMENTERIAN KESEHATAN RI
BADAN PENELITIAN DAN PENGEMBANGAN KESEHATAN
Jalan Percetakan Negara No. 29 Jakarta 10560 Kotak Pos 1226

Telepon : (021) 4261088 Faksimile : (021) 4243933
Surat Elektronik : sesban@litbang.depkes.go.id Laman (Website) : http://www.litbang.depkes.go.id

PEMBEBASAN PERSETUJUAN ETIK (EXEMPTED)
Nomor : LB.02.01/5.2/ KE.280/2016

Yang bertanda tangan di bawah ini, Ketua Komisi Etik Penelitian Kesehatan Badan Litbang Kesehatan,
setelah dilaksanakan pembahasan dan penilaian berdasarkan Nuremberg Code dan Deklarasi
Hensinki, dengan ini memutuskan protokol penelitian yang berjudul ;

"Pengembangan Vaksin Dengue Tetravalen Sub Unit Protein Rekombinan
prM/E Strain Indonesia Tahun Ke-2 (Tahun 2016)"

dengan Ketua Pelaksana/Peneliti Utama: Dr. dr. Cristina Safira Whinie Lestari, M.Kes.

dapat dibebaskan dari keharusan memperoleh persetujuan etik (Exempted) untuk pelaksanaan
penelitian tersebut. Pembebasan ini berlaku sejak dimulai dilaksanakannya penelitian tersebut di atas
sampai dengan selesai sesuai yang tercantum dalam protokol dengan masa berlaku maksimum
selama 1 (satu) tahun.

Walapun demikian kami mengingatkan bahwa dalam pelaksanaan penelitian ini, peneliti tetap diminta
untuk menjaga dan menghormati martabat manusia yang menjadi responden/informan dalam

penelitian ini. Dengan demikian diharapkan masyarakat luas dapat memperoleh manfaat yang baik dari
penelitian ini.

Selama penelitian berlangsung, laporan kemajuan (setelah 50% penelitian terlaksana), laporan
Serious Adverse Event/SAE (bila ada) harus diserahkan kepada KEPK-BPPK. Pada akhir penelitian,
laporan pelaksanaan penelitian harus diserahkan kepada KEPK-BPPK. Jika ada perubahan protokol

dan/atau perpanjangan penelitian, harus mengajukan kembali permohonan kajian etik penelitian
(amandemen protokol).

Jakarta, 0 Mej 201

¢ Ketua

Komisi Etik Penelitian Kesehatan
—Badan Litbang Kesehatan,
3 PENZLTTIN /g 3




PERSETUJUAN ATASAN

Jakarta, Desember 2016

DISETUJUI

Kepala Bidang Biomedis Ketua Pelaksana

Drh. Rita Marleta Dewi, M.Kes Dr. dr. C.S. Whinie Lestari,M.Kes

NIP. 195912111985032001 NIP. 196912061999032001

Ketua Panitia Pembina IImiah Kepala Puslitbang Biomedis dan
Teknologi Dasar Kesehatan

Dra. Sarwo Handayani, M.Sc Dra. Pretty Multihartina, PhD

NIP. 196606251991032001 NIP. 196309271989012001

Xi



KATA PENGANTAR
Pembentukan Konsorsium riset vaksin pada acara “Harmonisasi Riset Vaksin

Indonesia dalam Menyongsong Dekade Vaksin 2011-2020" merupakan cikal bakal upaya
untuk menghasilkan produk vaksin dalam negeri. Balitbangkes bekerjasama dengan
Kemenristek telah memprakarsai pertemuan penyusunan Roadmap Vaksin Dengue yang
melibatkan akademisi, industri dan lembaga penelitian. Naskah Roadmap Penelitian dan
Pengembangan Vaksin Dengue 2012-2020 telah disusun dan dikembangkan oleh kelompok
kerja riset vaksin Dengue yang terdiri dari perwakilan institusi Kementerian Kesehatan -
Badan Penelitian dan Pengembangan Kesehatan, Universitas Indonesia, Universitas Gadjah
Mada, Lembaga Eijkman, Badan Pengkajian dan Penerapan Teknologi, Pusat Studi Satwa
Primata IPB dan PT Bio Farma. Selanjutnya naskah road map ini dituangkan dalam bentuk
penelitian bersama dengan seluruh institusi penelitian yang terlibat dengan bersinergi
sehingga tidak terjadi duplikasi penelitian.

Penelitian pengembangan vaksin dengue dalam bentuk konsorsium dimulai sejak
tahun 2013. Namun pada tahun 2013-2014 adalah tahap eksplorasi dengan mengembangkan
berbagai macam jenis vaksin yaitu vaksin DNA, vaksin protein rekombinan dan vaksin
peptida. Sesuai hasil evaluasi industri vaksin Bio Farma dan seluruh tim konsorsium untuk
percepatan kearah produk maka pada tahun 2015 dilakukan penelitian pengembangan vaksin
dengan metode seragam. Penelitian berjudul “ Pengembangan Vaksin Dengue Tetravalen Sub
Unit Protein Rekombinan prM/E Strain Indonesia, Tahun ke-2 (TH 2016) merupakan
penelitian tahun kedua dengan metode dan jenis vaksin seragam dan diharapkan dapat
dilanjutkan terus hingga diperoleh produk vaksin Dengue tetravalen yang berasal dari
DENV-1,-2,-3,-4, strain Indonesia, aman dan halal yang dapat digunakan oleh industri
vaksin. Metode untuk konstruksi dan produksi protein rekombinan dilakukan dengan 2
metode yaitu metode seragam yang dikembangkan di Bio Farma di sistem ekspresi Pichia
pastoris dan alternatif metode lain yang sudah dikembangkan di institusi masing-masing.
Kemajuan penelitian sampai bulan Desember, nampaknya masih perlu dilanjutkan karena
terkendala dengan metode eksperimental yang perlu dioptimasi ulang serta keterbatasan
reagensia karena efisiensi anggaran. Semoga hasil penelitian ini dapat bermanfaat hingga
menjadi produk akhir vaksin yang dapat dimanfaatkan oleh industri.

Jakarta, Desember 2016
Ketua Pelaksana

Dr. dr. C. S. Whinie Lestari, M.Kes
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RINGKASAN EKSEKUTIF
Virus dengue (DENV) sampai saat ini masih menjadi masalah kesehatan masyarakat

di dunia dan pemberantasan penyakit ini masih tertuju pada vektor dan lingkungan. Di
Indonesia demam berdarah Dengue (DBD) menjadi salah satu program prioritas kesehatan
sesuai dengan rencana strategis (renstra) Kementerian Kesehatan tahun 2010-2014. Hingga
saat ini obat untuk DBD belum ada. Vaksinasi merupakan salah satu alternatif potensial
dalam pencegahan DBD. DENV adalah penyebab DF (dengue fever), DHF (dengue
haemorrhagic fever) dan DSS (dengue shock syndrom) yang merupakan kolaborasi keempat
serotipe (DENV-1,-2,-3,-4). Keempat serotipe tersebut beredar di Indonesia dengan genotipe
yang berbeda dengan negara lain, sehingga untuk pengembangan vaksin dibutuhkan strain
yang dapat mewakili Indonesia secara umum. Epitope predominan yang berperan penting
dalam patogenesis adalah protein struktural (protein prM-E) dan protein nonstruktural (NS1
dan NS3). Protein prM dan E dapat menginduksi respon imun humoral dan selular sehingga
protein tersebut yang akan dieksplorasi sebagai bahan imunogen untuk kandidat vaksin.
Sesuai dengan roadmap riset vaksin Dengue nasional, pada tahap 1 tahun 2013 telah
diperoleh hasil karakterisasi biologi strain vaksin chimera (dilaksanakan Eijkman), vaksin
chimera pada fusi gen (UNAIR), plasmid rekombinan prM-E, NS3 Dengue serotipe 1,2,3 dan
4 (Balitbangkes, Ul, BPPT, UGM), desain epitop vaksin secara in silico (UAI), hasil sintesa
adjuvant nanopartikel liposom (LIPI) dan analisis status viremia pada hewan coba satwa
primata beruk (PSSP-IPB). Penelitian tahap 2 tahun 2014 telah diperoleh hasil: penentuan
strain vaksin dengue tetravalent isolat Indonesia yang mewakili genotipe secara umum di
Indonesia, protein rekombinan prM-E DENV-1, NS3 DENV-1,-2,-3 dan NS1 DENV-1
sebagai kandidat vaksin protein rekombinan (Balitbangkes, BPPT, UGM, Eijkman), optimasi
vaksin DNA NS3 DENV-2 (Ul), mendapatkan satwa primata indigeneus Indonesia (beruk/
M. nemestrina) terstandar (PSSP-IPB) dan vaksin adjuvant berbasis nanopartikel liposom
yang stabil dan aman (LIPI) serta desain vaksin peptida untuk MHC class I dan Il (Biofarma).
Sesuai dengan tindak lanjut pertemuan konsorsium vaksin dengue dengan pihak
industri (PT Biofarma) untuk percepatan produksi vaksin dengue, maka pada pertemuan
tanggal 11 Maret 2015 telah disepakati keseragaman jenis vaksin dan metode
pengembangannya. Pengembangan kandidat vaksin dengue dengan pertimbangan
menggunakan seed yang halal (porcine free), virus dengue serotipe 1,2,3,4 dengan strain
paling dominan yang mewakili Indonesia (strain yang relatif baru), keamanan (termasuk
untuk lingkungan: tidak mengintroduksi varian virus baru di alam), sudah dikembangkan

teknologinya oleh institusi dan industri vaksin Bio Farma dan kemudahan untuk regulasi.
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Jenis vaksin seragam yang dikembangkan adalah vaksin subunit protein rekombinan prM/E
tetravalent (DENV-1,-2,-3,-4, strain Indonesia). Metode untuk konstruksi dan produksi
protein rekombinan dilakukan dengan 2 metode yaitu metode yang sudah dikembangkan di
institusi masing-masing dan metode yang dikembangkan di Bio Farma di sistem ekspresi
Pichia pastoris. Sesuai masukan Bio Farma setelah workshop penyeragaman metode pada
bulan September 2015, disarankan menggunakan vektor plasmid dengan sistem ekspresi
ekstraseluler untuk memudahkan purifikasi protein rekombinan. Sehingga dilakukan
perubahan vektor plasmid yang semula pAO815 menjadi pPICZ alpha dengan modifikasi
penambahan stop kodon untuk menghindari residu asam amino lain yaitu histidine dan epitop
c-myc dengan sistem ekspresi yang sama dengan Bio Farma yaitu sel yeast Pichia pastoris.
Pembagian area penelitian untuk pengembangan vaksin tetravalen (untuk keempat
serotipe virus dengue) strain Indonesia terpilih di institusi sebagai berikut: PBTDK,
Balitbangkes mengembangkan DENV-1 genotipe 1, FK UGM untuk DENV-1 genotipe 1V,
FK Ul untuk DENV-2 genotipe cosmopolitan, BPPT untuk DENV-3 genotipe |, Lembaga
Biomol Eijkman untuk DENV-4 genotipe I. Penelitian tahun 2015-2016 yang dilaksanakan di
institusi PBTDK (yang merupakan bagian dari konsorsium riset vaksin dengue) telah
diperoleh hasil kultur DENV-1,-2,-3,-4 strain kandidat vaksin. Penyiapan isolat DENV-1,-2,-
3 dan DENV-4 strain kandidat vaksin digunakan sebagai bahan pengembangan vaksin dan
bahan uji untuk seluruh institusi di konsorsium yang menggunakan isolat Indonesia seragam
terpilih dari koleksi Balitbangkes tahun 2009 yang sudah mendapat persetujuan Komisi Etik.
Untuk kandidat vaksin subunit protein rekombinan, telah diperoleh plasmid rekombinan
prM/E DENV-1 genotipe | dan IV, prM/E DENV-2, DENV-3 dan DENV-4 yang telah
diverifikasi dengan metode digesti, PCR dan sekuensing. Kemudian telah diperoleh juga hasil
transformasi plasmid rekombinan ke sel inang yeast P. pastoris menjadi P. pastoris
rekombinan prM/E DENV-1,-2,-3,-4 yang telah diverifikasi dengan metode PCR. Untuk P.
pastoris rekombinan prM/E DENV-1 dan DENV-4 telah diverifikasi juga dengan metode
sekuensing yang menunjukkan hasil gen pengkode protein rekombinan memiliki homologi
(similaritas 100%) dengan sekuen protein aslinya dari wild type virus dengue strain
Indonesia. Selanjutnya telah diperoleh juga protein rekombinan prM/E DENV-1 dan DENV-
4 yang telah diverifikasi dengan metode SDS PAGE berukuran sekitar 56 kDa dan Western
Blot yang menunjukkan bahwa protein rekombinan tersebut dapat mengenali antibody
premembran dengue dan antibody prM/E DENV-1,-2,-3,-4 dan tetravalent. Keterbatasan
penelitian terkait metode eksperimental adalah belum diperoleh protein rekombinan prM/E

DENV-2 dan -3 sehingga masih harus dilanjutkan ke proses ekspresi proteinnya. Selain itu
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juga protein rekombinan prM/E DENV-1 dan DENV-4 yang sudah terverifikasi sebagai
antigen yang dapat mengenali antibody juga perlu dilanjutkan ke tahap ekspresi yang semula
skala flask kemudian upscale di Bio Farma menggunakan bioreactor sehingga seluruh
parameter dapat terkontrol dan menjamin stabilitas produksinya. Keterbatasan reagensia
karena efisiensi anggaran sehingga masih perlu dilanjutkan kultur virus dengue strain vaksin
dan strain lainnya untuk mendapatkan titer yang tinggi serta untuk pengujian titer virus.
Selain itu perlu dilanjutkan juga proses optimasi purifikasi protein rekombinan prM/E
DENV-1 dan DENV-4. Proses penelitian akan terus menerus berlangsung sesuai dengan road
map, berkolaborasi & bersinergi dengan seluruh institusi penelitian di Indonesia dan industri
vaksin PT Bio Farma, sehingga diharapkan terjadi akselerasi kemandirian produk vaksin

nasional.
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ABSTRAK

Virus Dengue (DENV) sampai saat ini masih menjadi masalah kesehatan masyarakat
di dunia dan menjadi salah satu prioritas program kesehatan di Indonesia. Vaksinasi
merupakan salah satu alternatif potensial dalam pencegahan infeksi dengue. DENV adalah
penyebab DF (Dengue fever), DHF (Dengue haemorrhagic fever) dan DSS (Dengue shock
syndrom) yang merupakan kolaborasi ke 4 serotipe (DENV-1,-2,-3,-4). Keempat serotipe
tersebut beredar di Indonesia dengan genotipe yang berbeda dengan negara lain. Epitope
predominan yang berperan penting dalam patogenesis adalah protein struktural (protein prM-
E) dan protein nonstruktural (NS1 dan NS3). Protein prM dan E dapat menginduksi respon
imun humoral dan selular sehingga protein tersebut yang akan dieksplorasi sebagai bahan
imunogen untuk kandidat vaksin.

Selanjutnya sesuai dengan tindak lanjut pertemuan konsorsium vaksin dengue dengan
pihak industri (PT Biofarma), sejak tahun 2015 telah disepakati perubahan roadmap untuk
keseragaman jenis vaksin dan metode pengembangannya. Jenis vaksin yang akan
dikembangkan seragam di konsorsium hanya vaksin dengue subunit protein rekombinan
prM/E tetravalen (DENV-1,-2,-3,-4) strain Indonesia dengan sistem produksi yang halal
(porcine free). Metode untuk konstruksi dan produksi protein rekombinan dilakukan dengan
2 metode yaitu metode yang sudah dikembangkan di institusi masing-masing dan metode
yang dikembangkan di Bio Farma di sistem ekspresi Pichia pastoris.

Hasil penelitian tahun 2016, telah diperoleh isolat DENV-1,-2,-3,-4 strain kandidat
vaksin dan karakterisasi genetik virus dengue isolat Indonesia (Balitbangkes dan Eijkman).
Untuk kandidat vaksin subunit protein rekombinan, telah diperoleh plasmid rekombinan
prM/E DENV-1 genotipe | dan IV, prM/E DENV-2, DENV-3 dan DENV-4 yang telah
diverifikasi dengan metode digesti, PCR dan sekuensing. Kemudian telah diperoleh juga hasil
transformasi plasmid rekombinan ke sel inang yeast P. pastoris menjadi P. pastoris
rekombinan prM/E DENV-1,-2,-3,-4 yang telah diverifikasi dengan metode PCR. Untuk P.
pastoris rekombinan prM/E DENV-1 dan DENV-4 telah diverifikasi juga dengan metode
sekuensing yang menunjukkan hasil gen pengkode protein rekombinan memiliki homologi
(similaritas 100%) dengan sekuen protein aslinya dari wild type virus dengue strain
Indonesia. Selanjutnya telah diperoleh juga protein rekombinan prM/E DENV-1 dan DENV-
4 yang telah diverifikasi dengan metode SDS PAGE berukuran sekitar 56 kDa dan Western
Blot yang menunjukkan bahwa protein rekombinan tersebut dapat mengenali antibody
preMembran dengue dan antibody prM/E DENV-1,-2,-3,-4 dan tetravalent.

Kata kunci: Dengue, vaksin, protein rekombinan, tetravalen, strain Indonesia
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l. PENDAHULUAN

Infeksi dengue masih menjadi salah satu masalah kesehatan utama dunia. World Health
Organization (WHO) memperkirakan infeksi dengue di dunia berkisar 50-100 juta setiap
tahun, termasuk 500.000 rawat inap untuk demam berdarah dengue, terutama pada anak-
anak, dengan angka kematian lebih dari 5% di beberapa daerah (Guzman et al 2010). Di
Indonesia, pengendalian infeksi dengue merupakan salah satu program prioritas utama dan
tercantum pada sasaran ke 2 dari Rencana Strategis (renstra) tahun 2010-2014 Kementerian
Kesehatan yaitu menurunnya angka kesakitan DBD dari 55 menjadi 51 per 100.000
penduduk dan pada renstra tahun 2015-2019 menjadi kurang dari 49 per 100.000 penduduk.
Sampai saat ini obat anti virus Dengue belum ada dan program pengendalian vektor masih
belum berhasil mencegah KLB DBD.

Structural Mon-structural
g— Clpm|[ £ [ns [nsoa[nse [ nss [msaawss | w5
Ervelope | Protease with M5B ETYTY polymerasa
Membrne precursor Halicase Methyltransferasa
MTPase

Capsid

Gambar 1. Protein struktural dan non struktural virus Dengue (Butrapet et al 2000).
Protein DENV yang sudah dipelajari memiliki sifat imunogenik adalah protein Pre-
membran (prM), Envelope (E), Non-struktural 1 (NS1) dan NS3 (Rothman 2004). Beberapa
peneliti telah mengembangkan dan mengevaluasi kemampuan protein-protein ini sebagai
kandidat vaksin. Dari semua protein DENV, protein E adalah imunogen yang paling baik
dalam menginduksi respon imun humoral dalam bentuk antibodi netralisasi, sedangkan
protein-protein non-struktural (seperti NS1 dan NS3) lebih berperan dalam menginduksi
respon imun seluler (Rothman 2004, Konishi et al 2006, Costa et al 2011, Zheng et al 2011).
Menurut Pengsaa et al (2011) antibodi netralisasi merupakan mekanisme proteksi utama
dalam infeksi virus dan berperan penting untuk menghindari terjadinya reaksi antibody
dependent enhancement (ADE) pada patogenesis DENV. Penelitian yang dilakukan oleh
Kaufman et al (1987) melaporkan bahwa imunisasi pasif dengan antibodi anti protein E
DENV pada mencit dapat memberikan proteksi terhadap uji tantang dengan DENV. Konishi
et al (1993) menyatakan bahwa titer antibodi netralisasi merupakan penanda utama yang

dievaluasi dalam pengembangan vaksin untuk kelompok Flavivirus.

Protein E DENV terdapat pada lapisan lipid bilayer virion yang mengelilingi protein
kapsid yang mengandung glycoprotein. Protein ini berperan penting dalam proses pelekatan

dengan reseptor sel inang yang kemudian diikuti oleh masuknya virus melalui proses
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clathrin-mediated endocytosis. Monomer protein E terdiri dari 495 asam amino dengan
ukuran protein sekitar 51-60 kDa (Rothman 2004, Heinz dan Stiasny 2012). Daerah protein E
DENV mengandung epitop yang diketahui mampu memberikan respon imun yang bersifat
protektif. Beberapa penelitian melaporkan bahwa pemberian vaksin DNA dengan gen sisipan
prM-E pada mencit mampu menginduksi antibodi yang dapat menetralisir DENV. Uji tantang
dengan virus dari masing-masing serotipe pada mencit yang telah diimunisasi juga dapat
mengaktifkan respon antibodi memori mencit (Clements et al 2010, Imoto dan konishi 2007,
Anderson et al 1992, Gebhard et al 2011, Raviprakash et al 2000).

Protein prM/M berperan sebagai protein chaperone yang berfungsi untuk melindungi
protein E dari kondisi pH intraseluler yang rendah selama proses pematangan di lumen trans-
Golgi network (TGN). Protein prM akan membentuk komplek heterodimer dengan protein E
pada virion yang immature. Selanjutnya, sesaat sebelum atau selama pelepasan virion yang
mature, protein prM akan dipotong oleh endoprotease furin sel, sehingga menyisakan
komplek protein E dengan 75 asam amino protein M (Wang PG et al 2009, Wang S et al
1999). Infeksi oleh DENV menginduksi terbentuknya antibodi untuk protein prM/M.
Antibodi yang terbentuk bersifat cross-reaction terhadap keempat serotipe DENV dengan
kemampuan netralisasi yang rendah sampai sedang (Wahala WM et al 2011). Protein prM
dan E dapat menginduksi respon imun humoral dan selular (Rothman, A.L. 2004).

N or B
N1 1 [ e —
I

Response C pM E NS 2a 2b NS d4a 4b NS5

Antibody - o e

T cells -+ + —+ -+ + 4+ + -+

Gambar 2 Protein yang dihasilkan oleh genom virus Dengue serta target utama respon imun
(Rothman, A. L. 2004).

Virus dengue dapat menyebabkan tiga penyakit pada manusia yaitu Dengue fever (DF),
Dengue haemorraghic fever (DHF) dan Dengue shock syndrome (DSS). Infeksi akibat virus
tersebut membedakan tingkat keparahan dari DF, DHF, dan DSS. DF jarang sekali
menyebabkan kefatalan, tetapi menghasilkan beberapa gejala yang tidak spesifik. Sementara
DHF tingkat keparahannya lebih serius, dengan gejala demam hebat, pembengkakan hati,
bocornya plasma, haemorrhage dan thrombocytopenia. Selanjutnya DHF dapat berkembang
menjadi DSS yang dapat menyebabkan kematian jika bocornya plasma sangat besar (Herrero

et al 2013). Infeksi oleh satu serotipe virus Dengue menghasilkan kekebalan seumur hidup
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terhadap serotipe tersebut. Namun, tidak terdapat kekebalan protektif silang antar serotipe
sehingga seseorang yang tinggal di area yang endemik Dengue dapat terinfeksi oleh lebih
dari satu serotipe virus dalam hidupnya (Guzman et al 2010). Hal ini juga membuka
kemungkinan terjadinya infeksi oleh lebih dari satu serotipe virus secara bersamaan, terutama
di daerah dimana terdapat lebih dari satu serotipe bersirkulasi (hiperendemik).

DENV diklasifikasikan ke dalam empat serotipe yaitu DENV-1, DENV-2, DENV-3
dan DENV-4. Virus dengue dapat menginfeksi individu sepanjang hidupnya, beberapa kali
dengan serotipe yang berbeda. Infeksi virus dengue memberikan perlindungan jangka
panjang terhadap serotipe yang sama (homotypic). Namun karena perbedaan sekuen diantara
serotipe virus dengue, sel B dan sel T memori yang direaktivasi selama infeksi sekunder,
tidak optimal berikatan dengan epitope pada infeksi virus baru (Rothman AL, 2011).
Pengembangan vaksin dengue memiliki tantangan yang unik karena hanya mampu
memberikan perlindungan jangka pendek terhadap serotipe yang berbeda, sehingga
diperlukan ke empat antigen (DENV-1,-2,-3,-4) untuk dapat menghasilkan respon imun yang
bersifat netralisasi terhadap ke 4 serotipe dengue.

Keempat serotipe dengue beredar di Indonesia dengan genotipe yang berbeda dari
negara lain. Pemilihan strain virus yang tepat untuk dijadikan kandidat vaksin juga
merupakan hal penting yang harus diperhatikan. Beberapa penelitian melaporkan bahwa
distribusi genotype masing-masing serotype DENV bervariasi di beberapa wilayah. Masing-
masing genotipe DENV yang bersikulasi di Indonesia adalah: genotipe I/1V untuk DENV-1,
genotipe Cosmopolitan untuk DENV-2, genotipe | untuk DENV-3 dan genotipe IV untuk
DENV-4 (Dewi et al 2014, Gubler et al 1979, Mulyatno et al 2012, Ong et al 2008,
Sumarmo et al 1986, Sasmono et al 2012, Yamanaka et al 2011). Laporan awal uji efikasi
kandidat vaksin yang dikembangkan oleh lembaga Sanofi di Thailand memperlihatkan efikasi
vaksin yang rendah (hampir tidak memberikan proteksi) untuk DENV-2 (Sabchareon et al
2012). Salah satu alasan penyebab rendahnya efikasi ini adalah diduga adanya perbedaan
strain virus yang bersikulasi di Thailand dengan strain virus yang digunakan sebagai kandidat
vaksin. Beberapa peneliti telah menunjukkan adanya perbedaan kemampuan netralisasi
antibodi terhadap strain virus yang berbeda. Diduga peningkatan aktifitas dalam menginduksi
antibodi pada mencit dapat bervariasi, tergantung pada genotipe virus yang digunakan
sebagai antigen (Sjatha et al 2013, Brien et al 2010, Shrestha et al 2010). Hasil terbaru
kemajuan uji efikasi vaksin DENV dari kelompok Sanofi (termasuk data dari Indonesia)
melaporkan bahwa profil keamanan kandidat vaksin cukup bagus, dengan efikasi yang masih

rendah 56,5%. Efikasi untuk DENV-2 masih tetap yang terendah yaitu 35% diantara keempat
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serotipe DENV vyang lain (Capeding et al 2014). Selain itu, vaksin yang dikembangkan
Sanofi Pasteur menggunakan virus vaksin Yellow fever yang dilemahkan dengan
menggunakan rekayasa genetika mengganti gen struktural prM/E dengan virus dengue.
Indonesia belum pernah dilaporkan adanya kasus Yellow fever, serta produk yang dihasilkan
masih belum mempertimbangkan aspek halal. Sehingga masih terbuka peluang untuk
pengembangan vaksin dengue yang lebih optimal, dengan pertimbangan keamanan serta
produk yang halal.

Beberapa studi pengembangan vaksin dengue yang sudah dikembangkan di dunia dapat
dilihat pada tabel di bawah ini:

Tabel 1. Status Pengembangan Vaksin Dengue di Dunia yang Sudah sampai Uji Klinis
(Ghosh A, Dar L, 2015)

Jenis vaksin Pengembang Fase Uji
Klinis
Yellow fever-DENV chimeric viruses NIH and St. Louis University Il
(Tetravalent viruses) Health Science Centre, Sanofi
Pasteur
Cell culture passage based live attenuated WRAIR, GSK Biologicals ]

viruses (Tetravalent vaccine)

Mixture of cell culture passage based attenuated  Inviragen Inc. I
virus and dengue-dengue intertypic chimeric
viruses (Tetravalent Vaccine)

Mixture of targeted mutagenesis based attenuated NIAID, NIH, Butantan I
viruses and dengue-dengue intertypic chimeric Institute
viruses (Tetravalent viruses)

Purified inactivated dengue vaccine (Tetravalent ~WRAIR, GSK Biologicals, I

vaccine) Oswaldo Cruz Foundation
Recombinant subunit vaccine (Monovalent Merck and Co I
vaccine)

DNA vaccine expressing prM and E protein Naval Medical Research I
(Monovalent vaccine) Centre, WRAIR

Sesuai hasil evaluasi penelitian antara tim peneliti di konsorsium dan industri vaksin
(PT Bio Farma) untuk percepatan produksi vaksin dengue, maka pada tanggal 11 Maret 2015
telah disepakati keseragaman jenis vaksin dan metode pengembangan vaksin dengue di

konsorsium. Pengembangan kandidat vaksin dengue dengan pertimbangan:

12



e menggunakan seed yang halal (porcine free),

e menggunakan virus dengue serotipe 1,2,3,4 dengan strain paling dominan yang
mewakili Indonesia (strain yang relatif baru) sehingga diharapkan menghasilkan
respon imun humoral dan seluler yang optimal terhadap ke 4 serotipe dengue.

e Keamanan (termasuk untuk lingkungan: peredaran virus dengue di alam),

e Sudah dikembangkan teknologinya oleh institusi dan industri vaksin Bio Farma

e Kemudahan untuk regulasi
Sehingga dilakukan perubahan roadmap (Gambar. 3 dan 4) yaitu jenis vaksin yang

akan dikembangkan seragam di konsorsium adalah hanya vaksin subunit protein rekombinan
prM/E tetravalent (DENV-1,-2,-3,-4, strain Indonesia). Sehingga tujuan penelitian di
konsorsium adalah mengembangkan vaksin subunit protein rekombinan dengue tetravalent
menggunakan isolat Indonesia dengan produk halal yang menghasilkan respon imun optimal.
Metode untuk konstruksi dan produksi protein rekombinan dilakukan dengan 2 metode yaitu
metode yang sudah dikembangkan di institusi masing-masing dan metode yang
dikembangkan di Bio Farma di sistem ekspresi Pichia pastoris. Metode yang dikembangkan
oleh Bio Farma untuk vaksin protein rekombinan hepatitis B vektor plasmid pAO815 di
sistem ekspresi Pichia pastoris sampai saat ini masih belum optimal, sehingga untuk
pengembangan vaksin dengue di konsorsium dilakukan juga pengembangan dengan metode
ekspresi lainnya sebagai alternatif. Sesuai masukan Bio Farma setelah workshop
penyeragaman metode pada bulan September 2015, disarankan menggunakan vektor plasmid
dengan sistem ekspresi ekstraseluler untuk memudahkan purifikasi protein rekombinan.
Sehingga dilakukan perubahan vektor plasmid yang semula pAO815 menjadi pPICZ alpha
dengan modifikasi penambahan stop kodon untuk menghindari residu asam amino lain yaitu
histidine dan epitop c-myc dengan sistem ekspresi yang sama dengan Bio Farma yaitu sel
yeast Pichia pastoris. Pembagian area penelitian untuk pengembangan vaksin tetravalen
berdasarkan serotipe dengue strain Indonesia terpilih yaitu DENV-1 genotipe 1 di PBTDK,
Balitbangkes, DENV-1 genotipe IV di FK UGM, DENV-2 genotipe cosmopolitan di FK Ul,
DENV-3 genotipe | di BPPT, DENV-4 genotipe Il di LBM Eijkman.

Hasil penelitian tahun 2015 yang merupakan tahun pertama, telah diperoleh isolat
DENV-1,-2,-3,-4 strain kandidat vaksin dan karakterisasi genetik virus dengue isolat
Indonesia (Balitbangkes dan Eijkman). Untuk kandidat vaksin subunit protein rekombinan,
telah diperoleh plasmid rekombinan prM/E DENV-1 genotipe 1 di vektor pPICZaC dan

pPICZoA dengan modifikasi yang sudah diverifikasi dengan metode digesti enzim restriksi,
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PCR menggunakan primer AOX dan primer spesifik prM/E. Kemudian telah diperoleh juga
plasmid rekombinan prM/E DENV-1 genotipe IV, DENV-2, DENV-3 dan DENV-4 yang
juga telah diverifikasi.

Selanjutnya hasil penelitian tahun 2015 yaitu plasmid rekombinan gen prM/E DENV-
1,-2,-3,-4 masih perlu dilanjutkan ke tahun 2016 untuk mendapatkan protein rekombinan
prM/E DENV-1,-2,-3,-4. Pada penelitian lanjutan tersebut, plasmid rekombinan yang
mengandung gen insert prM/E DENV-1,-2,-3,-4 akan ditransformasi ke sel inang Pichia
pastoris atau E.coli. Hasil transformasi yang sudah diverifikasi kebenarannya selanjutnya
akan dioptimasi untuk proses ekspresi protein rekombinan. Protein rekombinan yang
diperoleh selanjutnya akan dioptimasi pemurniannya.

Selain itu juga masih diperlukan penelitian lanjutan untuk mengkultur ke empat
serotipe virus dengue strain kandidat untuk persediaan jika proses optimasi dilakukan
berulang-ulang. Kemudian diperlukan juga kultur virus dengue untuk memperoleh titer yang
tinggi yang akan dimanfaatkan sebagai bahan uji invitro maupun invivo kandidat vaksin.
Virus dengue yang dibutuhkan untuk kultur dengan titer yang tinggi, bukan hanya yang
digunakan pada 5 strain vaksin, tetapi juga pada isolat virus dengue lainnya untuk bahan
pengujian imunogenisitas reaksi silang antar genotipe dan serotipe. Proses kultur virus
dengue memerlukan waktu yang panjang dengan tingkat kesulitan yang cukup tinggi

sehingga diperlukan penelitian dalam jangka panjang.
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Road map riset vaksin dengue dan perkembangan riset vaksin dengue dapat
dilihat pada bagan di bawah ini.

Mapping Penentuan Strain Teknologi Teknologi Penentuan
_ Virus Pengembangan Pengembangan
AU Kandidat Seed Vaksin Vaksin Subunit Parent Seed
2013 2013-2014 Protein _
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penyenar o g Y ONA Vaccine g”ﬁ'/E DENV-1,-2:- kandidat vaksin
geografis  Anti genicity) — Subunit Protein _’_ Protein monovalen
serot e dan Rekombinan Ep|t0p . _ .
P PreM, E, NS1 dan (EISITE Respon imun
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WaraldEtess Strain Virus - Vaksin peptida E,I-Z{zé-ss’?n efikasi kandidat
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Genetik vaksin Adjuvan dan imun invitro,
o SErREer Delivery System kandidat tetravalen
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Gambar 3. Road Map Riset VVaksin Dengue Nasional
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Riset sudah berlangsung 2013
(Tahap eksplorasi)

Riset sudah berlangsung 2014
(Tahap eksplorasi)

Riset sudah berlangsung 2015 (Vaksin

subunit protein rekombinan: Tahap
konstruksi plasmid rekombinan)

Penyiapan isolat DENV-1,-2,-3,-
4 (Litbangkes), karakterisasi
fenotipe dan genotipe (Eijkman)

Penyiapan isolat DENV-1,-2,-3,-

Konstruksi plasmid rekombinan
PrM/E, NS-1, NS-3, DV-1, DV-
2, DV-3, dan DV-4 (UlI,
litbangkes, UGM, BPPT)

4 strain Indonesia (litbangkes),
karakterisasi genetik &
penentuan strain vaksin

|

Penyiapan isolat DENV-1,-2,-3,-4
strain Indonesia (Litbangkes),
karakterisasi genetik(Eijkman)

Produksi kandidat vaksin subunit
protein rekombinan PrM/E, NS-

1,NS-3 dari DV-1,DV-2, DV-3,
dan DV-4 (Litbangkes, BPPT,
UGM, Eijkman)

Cloning kandidat vaksin DNA
NS-3, DV-2, dan -4 (UI)

Produksi kandidat vaksin DNA
NS-3 DENV-2, DENV-4

Database Gen E Dengue (GIS)
dan desain epitope vaksin dengan
COBRA (UAI)

(tidak dilanjutkan)

Optimasi sintesis dan
karakterisasi terhadap adjuvant
nanopartikel (LIPI)

(FK UI)

Kandidat vaksin subunit protein
rekombinan: konstruksi plasmid
rekombinan prM/E, DV-1,DV-2,
DV-3, dan DV-4, metode
seragam dan alternatif
(Litbangkes, BPPT, UGM,

Eijkman, Bio Farma)

Riset 2016(Vaksin subunit protein
rekombinan: Tahap ekspresi dan
purifikasi)

Pengembangan vaksin peptida
(Eijkman, Biofarma)

}

Adjuvant vaksin berbasis

nanopartikel liposom yang stabil
dan aman (LIPI)

Penapisan (screening) anti-
DENV, HTLV,SRV pada satwa
primata beruk (PSSP-1PB)

Kandidat vaksin subunit protein
rekombinan: produksi protein
rekombinan prM/E, DV-1,DV-2,
DV-3, dan DV-4 dan purifikasi
(Litbangkes, BPPT, UGM,
Eijkman, Bio Farma)

Hewan coba indigeneus
Indonesia beruk (Macaca

nemestrina) terstandar untuk uji
coba vaksin Dengue (PSSP-1PB)

Pengembangan vaksin Chimera
(ITD-UNAIR)
(tidak dilanjutkan)

I
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Kultur DENV-1,-2,-3,-4 untuk
bahan vaksin dan pengujian

Gambar 4. Perkembangan Konsorsium Vaksin Dengue

TINJAUAN PUSTAKA

Infeksi Demam Berdarah Dengue (DBD)
Kejadian luar biasa (KLB) dengue hingga saat ini masih merupakan salah satu

masalah kesehatan yang utama di daerah tropikal dan sub tropikal di seluruh dunia terutama

pada daerah urban dan suburban (WHO, 2000). Dengue ditransimisikan melalui gigitan

nyamuk yang terinfeksi Aedes aegypti (vektor) dimana terdapat 4 serotypes yang berbeda
(DEN-1, DEN-2, DEN-3, and DEN-4). Dengue fever memberikan gejala flu/demam yang

sama seperti flu yang menjangkit bayi, balita, hingga dewasa dan terkadang menyebabkan

kematian jika terlambat dideteksi dan tidak mendapatkan perawatan yang tepat.
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Dengue Haemorrhagic Fever (DHF) merupakan ancaman hidup yang kompleks
dengan indikasi demam selama 2 — 7 hari, fenomena hemoragik, turunnya platelet, dan
kegagalan sirkulasi (Gubler, 1998). Walaupun mekanisme penyebab terjadinya DHF belum
begitu dimengerti, namun diketahui bahwa antibodi dari infeksi dengue sebelumnya dapat
mempengaruhi beberapa individu untuk berkembang menjadi DHF ketika terinfeksi kembali
oleh serotipe dengue yang lain.

Infeksi Virus Dengue di Dunia

Di seluruh dunia, ada sekitar 2,5 miliar orang diperkirakan berisiko terinfeksi dengue
dan sekitar 975 juta di antaranya hidup di daerah perkotaan di negara-negara tropis dan sub-
tropis di kawasan Asia Tenggara, Pasifik dan Amerika. Diperkirakan lebih dari 50 juta
infeksi virus dengue terjadi setiap tahunnya, termasuk 500.000 rawat inap untuk demam
berdarah dengue, terutama pada anak-anak, dengan angka kematian lebih dari 5% di
beberapa daerah (Guzman, 2010).

Jumlah rata-rata tahunan kasus demam berdarah/dengue demam berdarah (DF/DBD)
yang dilaporkan kepada WHO telah meningkat secara dramatis dalam beberapa tahun
terakhir. Untuk periode 2000-2004, rata-rata tahunan adalah 925.896 kasus, hampir dua kali
lipat dari 479.848 kasus yang dilaporkan untuk periode 1990-1999. Walupun tidak ada
laporan resmi mengenai demam berdarah di negara-negara di Afrika dan wilayah Mediterania
Timur, diperkirakan pada tahun 2005-2006 terjadi wabah demam berdarah di Pakistan, Arab
Saudi, Yaman, Sudan dan Madagascar, dan wabah besar demam berdarah yang melibatkan >
17.000 kasus terjadi di pulau Cape Verde pada 2009. Epidemi demam berdarah dapat
menjadi beban ekonomi dan kesehatan yang signifikan.

[ Risk of dengue transmission

Figure 1| Countries and areas at risk of dengue transmission, 2007. Data from WHO.

Gambar 5 Daerah Resiko Transmisi Dengue, 2007 (Data WHO)
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Infeksi Virus Dengue di Indonesia

Menurut data WHO, selain Indonesia di kawasan Asia terdapat beberapa negara yang
juga menghadapi KLB DBD seperti Bangladesh, India, Myanmar, Sri Langka dan Thailand.
Namun hingga tahun 2010, Indonesia masih merupakan negara dengan jumlah kasus tertinggi
di wilayah Asia (WHO, 2010).

Tabel 2 Kasus DBD di Wilayah Asia (WHO, 2010)

Country 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 20107
Bangladesh® 5551 2430 6,132 488 3913 1048 2200 466 1153 474 6
Bhutan 0 0 0 0 2579 " 116 8 73 351 16
DPR Korea 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
India* 650 3,306 1926 | 12754 4153 1985 | 12317 5023 | 12561 15535 9357
Indonesia 33443 45904 40317 | 51934 | 79462 | 95279 | 106425 | 157442 | 155607 | 156052 80065
Maldives 180 73 27 38 742 1126 2768 1680 1476 774 550
Myanmar™ 1,884 15,695 16,047 7907 7369 | 17454 | 11383 15285 | 14480 | 24287 1704
Nepal 0 0 0 0 0 0 25 3 6 30 2
Sri Lanka 343 4304 8,931 4,749 15,463 5994 | 11980 7314 6355 | 35010 27142
Thailand 18617 | 139327 | 114800 | 62767 | 38367 | 45893 | 4245 62040 | BOG26 | 25194 57948
Timor Leste 434 1128 162 210 186 175 473
SEAR 63,668 | 211,039 | 188240 | 140,635 | 152,482 | 179918 | 189832 | 250458 | 281723 | 257882 | 187333
*Only confirmed cases

“official data awaited

Menurut data dari Departemen Kesehatan RI, sampai dengan tahun 2005 kasus DHF
sudah menyebar di seluruh provinsi di Indonesia. Tahun 2005, dilaporkan kasus 95.279
dengan angka kematian (case fatality rate, CFR) 1.36% dan angka insidensi 43,42 kasus per
100.000 penduduk. Pada tahun 2005, provinsi dengan kasus infeksi DHF di Indonesia
terbanyak adalah DKI Jakarta (296,87 kasus per 100.000 penduduk), Kalimantan Timur
(121,74 kasus per 100.000 penduduk), dan Sulawesi Utara (119,89 per 100.000 penduduk).
Namun demikian, angka mortalitas (CFR) terjadi di Kepulauan Bangka-Belitung (4,35%)
diikuti oleh Maluku (4,17%) dan Kepulauan Riau (3,49%).

Indonesia: dengue trend from 1985 to 2006
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Gambar 6 Grafik Trend Data DBD di Indonesia
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1.2 Dengue Virus
Virus Dengue adalah famili Flavivirus dan merupakan satu family dengan Virus

Yellow Fever, Virus West Nile, Virus Japanese Encephalitis dan Virus Tick-borne
Encephalitis. Virus Dengue ini dibawa oleh nyamuk sebagai vektor dan arbovirus yang
paling lazim di daerah tropis dan subtropis di dunia (Gubler, 1998). Terdapat empat serotipe
virus Dengue yakni DEN1-4 yang memiliki sekuense yang homologous sebesar 65-70%
(Rico-Hesse, 1990). Virus Dengue adalah virus RNA dengan untai tunggal positif. RNA
genomik memiliki panjang sekitar 10, 6 kb dan terdiri dari tiga struktural gen yang mengkode
protein nukleokapsid atau protein inti (C), protein penyusun membran (M), protein amplop
(E), dan tujuh protein nonstruktural (NS). Ketujuh protein nonstructural yakni NS1, 2A, 2B,
3, 4A, 4B, dan 5 yang terlibat dalam replikasi virus di dalam sel (Henchal dan Putnak, 1990;.
Putnak et al, 2003).

Dalam studi terbatas yang dilakukan di wilayah Asia Tenggara, data awal
menunjukkan hubungan antara tingkat keparahan penyakit demam berdarah Dengue dengan

serotipe Virus Dengue seperti terangkum dalam tabel di bawah ini (Murrell, 2010).

Dengue serotype association to disease severity.
(Vaughn et al, 2000; Fried et al., 2010].

Dengue serotype  Association to dengue disease

DEMW-1 Primary infection results in frequently more severe disease,
when compared to DENV-2 or DEMNW -

DEMW-2 Secondary infection associated with more severe disease
(bwice as likely to result in DHF than DENV-4]

DEMNW-3 Primary infection results in frequently more severe disease,

when compared to DENWV-2 or DENV-4, A secondary infection,
is twice as likely to result in DHF than DENV -4
DEMW-4 Least associated with severe dengue disease

Tabel 3 Hubungan antara Tingkat Keparahan Penyakit Demam Berdarah Dengue dengan
Serotipe Virus Dengue

Vaksin Dengue Ideal

Saat ini belum ada vaksin Dengue yang telah terbukti dapat memberikan perlindungan
terhadap keempat serotipe dengue (WHO, 2009b). Hal ini menimbulkan keprihatinan karena
meningkatnya infeksi demam berdarah dalam beberapa tahun terakhir, serta prevalensi
terhadap empat serotipe virus Dengue telah berdampak terhadap peningkatan DBD.

Dalam rangka merancang vaksin Dengue ideal yang dapat melindungi semua serotipe
namun tidak meningkatkan potensi risiko keparahan penyakit, maka mekanisme molekuler

patogenesis demam berdarah harus dipertimbangkan. Hingga saat ini, pengembangan vaksin

19



dengue ideal merupakan sebuah tantangan besar. Sebuah vaksin potensial harus memberikan
keseimbangan antara tingkat imunogenisitas yang ditimbulkan dan melemahkan patogenisitas
virus dengue. Imunogenisitas yang diinduksi oleh vaksin ini harus sedemikian rupa sehingga
tingkat antibodi yang dihasilkan harus cukup tinggi untuk memberikan perlindungan lengkap
terhadap keempat serotipe namun harus telah cukup dilemahkan sehingga tidak menimbulkan
patogenisitas (Miller, 2010).

Vaksin Dengue yang saat ini dikembangkan dan statusnya dirangkum didalam tabel 4.
di bawah ini (Murrell, 2010). Vaksin dengue chimera yang dikembangkan oleh Sanofi
Pasteur telah dilisensi di beberapa negara termasuk Indonesia pada tahun 2016.

Table 2
Current status of dengue vaccine development,
(Whitehead et al.,, 2007; Hombach, 2007; Letson et al,, 2010}

Vaccine type Developed by Collaborator Method Status
Live attenuated virus  Mahidol University, Thailand Sanofi Pasteur Attenuated DV strains by serial passages in primary  Completed Phase [I,
(LAV) dog kidney cells, African green monkey cells, and fetal  but no further testing
rheus monkey cells
Walter Reed Army Institute of Research GlaxoSmithKline (GSK) Tetravalent LAV by serial passage in dog kidney cells Phase Il
(WRAIR), USA
National Institutes of Health (NIH), Biological E, Panacea Use reverse genetics including a 30 nucleotide Phase I/
National [nstitute for Allergy and Infectious  Biotec, Butantan, deletion in the 3° un-translated region of the genome
Diseases (NIAID), Laboratory of Infectious Vabiotech of all four DV strains
Diseases (LID], USA
Live chimeric virus Center for Disease Control (CDC), USA Inviragen Using structural protein genes from DV1,3and 4 into Phase |

attenuates PDK53 DV2 genome. The DV2 genome was
attenuated by replacing a portion of the 3' stem and
loop structure with West Nile Virus
Acambis, USA (acquired by Sanofi Sanofi Pasteur Using Yellow Fever 17D vaccine strain as a backbone, FPhase Il
Pasteur in 2008) and replacing the M and E protein coding sequences
in YF virus with DV serotype sequences, The
tetravalent combination of DV is showing promise.

Live recombinant, Maval Medical Research Center, USA DV genes inserted into new, non-replicating Phase [
DMA, and subunit adenovirus vector (Ad5). The vectors produce
recombinants expressing prM and E sequences from
V1, 2,3, and 4,
Hawaii Biotech Inc.,, USA Uses the truncated amino-terminal, 80% of E Preclinical

glycoprotein from each DV serotype and the entire
INS1 protein from DV2, formulated in a proprietary
adjuvant,

Tabel 4. Perkembangan Vaksin Dengue

Protein struktural yang bersifat imunogenik dan berperan pada respon imun humoral
untuk pengembangan vaksin adalah protein prM dan protein E. Protein prM/M berperan
sebagai protein chaperone yang berfungsi untuk melindungi protein E dari kondisi pH
intraseluler yang rendah selama proses pematangan di lumen trans-Golgi network
(TGN).Protein prM akan membentuk komplek heterodimer dengan protein E pada virion
yang immature. Selanjutnya, sesaat sebelum atau selama pelepasan virion yang mature,
protein prM akan dipotong oleh endoprotease furin sel, sehingga menyisakan komplek
protein E dengan 75 asam amino protein M.Proses pemotongan prM pada DENV tidak terlalu
efisien (Wang PG et al 2009, Wang S et al 1999), hal ini dibuktikan dengan ditemukannya
sejumlah besar partikel DENV yang masih memiliki protein prM selama dipropagasi pada
galur sel mamalia (Vero dan BHK21) maupun sel serangga (C6/36) Wang S et al 1999,
Zybert 1A 2008). Virion DENV yang immature ini bersifat non infeksius. Rendahnya
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efisiensi maturasi virion kemungkinan menjadi salah satu alasan sulitnya mendapatkan titer
DENYV yang tinggi selama proses propagasi (Khan AM et al 2008, Zybert IA et al 2008, Jain
B et al 2014).

Infeksi oleh DENV menginduksi terbentuknya antibodi untuk protein prM/M.
Antibodi yang terbentuk bersifat cross-reaction terhadap keempat serotipe DENV dengan
kemampuan netralisasi yang rendah sampai sedang (Wahala WM et al 2011). Beberapa
penelitian menunjukkan adanya keterlibatan antibodi terhadap protein prM/M dalam
mendukung terjadinya fenomena ADE pada kasus infeksi sekunder (Guzman MG et al 2010).

Protein E Flavivirus adalah protein fusi "kelas II" yang terdapat pada lapisan lipid
bilayer dari virion dengan mengelilingi protein kapsid. Protein E berperan penting dalam
proses pelekatan dengan reseptor sel inang yang kemudian diikuti oleh masuknya virus
melalui proses clathrin-mediated endocytosis. Protein E, dalam kondisi pH netral, terletak
sejajar dengan permukaan membran virus sebagai unit dimer atau trimerik, dengan masing-
masing unit monomer berikatan ke membran virus pada daerah transmembran karboksi
terminal Allison SL et al 1999, Rey FA 2003).

Monomer protein E terdiri dari sekitar 495 asam amino yang mengalami glikosilasi.
Protein E DENV memiliki potensi situs glikosilasi di Asn-67 dan Asn-153. Pengaturan situs
glikosilasi spesifik antara serotipe (Johnson AJ et al 1994). Hilangnya situs glikosilasi pada
DENV-2 mengakibatkan toleransi terhadap pH tinggi, sehingga berpengaruh pada perubahan
konformasi protein yang diperlukan untuk fusi virus. Situs glikosilasi diduga juga berperan
dalam interaksi DENV dengan DC-SIGN yang merupakan reseptor lektin tipe C (Modis Y et
al 2005).

Protein E DENV sebagian besar terdiri dari struktur coil dan beta sheet serta tidak
mengandung segmen alpha heliks yang panjang (Rey FA et al 1995). Analisis difraksi sinar
X terhadap struktur fisik protein E dari Tick-borne Enchepalitis virus (TBEV), virus yang
satu familia dengan virus dengue, menunjukkan adanya 3 struktur utama pada bagian N-
terminal protein (ektodomain). Pembagian daerah ektodomain berupa: domain I, Il dan Ill.
Daerah ektodomain memiliki fungsi biologis yang sangat penting bagi virus, sehingga bentuk
konfirmasi protein sangat mempengaruhi aktifitasnya. Selain domain utama, pada protein E
juga terdapat domain tambahan berupa daerah stem dan anchor. Penjelasan mengenai
masing-masing domain yang terdapat pada protein E berupa (Rey FA et al 1995, Hsieh SC et
al 2008):
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a. Domain |

Merupakan domain pusat P yang discontinuous, yang berada pada posisi asam amino 1-51,
137-189 dan 285-302.

b. Domain Il

Merupakan sebuah wilayah yang memanjang pembentukan dimer pada posisiasam amino ke
52-136 dan 190-284. Kedua loop menghubungkan segmen discontinuous domain I. Terdapat
sekuen asam amino DRGWGNGCGLFGGK (pada posisi asam amino 98-111) berupa
struktur cd loop yang mengandung peptida fusi internal. Sekuen asam amino pada struktur cd
loop bersifat lestari diantara kelompok Flavivirus.

Dalam keadaan dimer, cd loop terletak pada celah hidrofobik dari protein E yang dikelilingi
oleh epitop hidrofilik, yang akan menetralisir dan menghemagglutinasi situs utama virus.
Diduga wilayah domain Il protein E flavivirus memiliki potensi fusi yang tinggal.
Kemampuan fusi protein diduga dipengaruhi oleh kondisi pH yang rendah sehingga
memungkinkan terjadinya interaksi protein dengan membran sel inang.

c. Domain Il

Terletak di dekat C-terminal protein E (asam amino 303-395) dengan struktur menyerupai
bentuk imunoglobulin. Domain 111 memiliki peran yang penting dalam proses penempelan
virus pada reseptor sel inang. Hal ini dibuktikan dengan menguji efektifitas MAb pada
domain 1l untuk mencegah penempelan DENV ke sel inang. Selanjutnya juga diketahui
bahwa perubahan pada residu domain Il mempengaruhi virulensi beberapa Flavivirus dan
mempengaruhi kemampuan netralisasi virus. Perubahan asam amino dalam domain 11 dari
TBEV di E309-E311 juga mempengaruhi struktur tersier protein TBEV E, yang dapat
mempengaruhi pengenalan protein E oleh reseptor sel inang. Terdapat beberapa sekuen asam
amino penting pada domain Ill protein E, diantaranya berupa asam amino E284-E310 dan
E386-E411yang merupakan domain yang akan berikatan membentuk jembatan heparan sulfat
(HS). Asam amino ke E380-E389 pada protein E Flavivirus bersifat spesifik serotipe dalam
proses replikasi di sel C6 /36.

d. Bagian stem dan anchor.

Bagian stem berada pada posisi asam amino ke 396-450 dari protein E dan memiliki dua
bagian yaitu oa-helices (E-H1 and EH2) yang cendrung lestari pada kelompok semua
Flavivirus. Peran bagian stem belum diketahui dengan jelas, namun diduga daerah E-H2
terlibat dalam stabilisasi heterodimer protein prM-E, sedangkan daerah E-H1 terlibat dalam

trimerisasi ireversibel protein E pada kondisi lingkungan pH yang rendah.
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Daerah anchor protein E (posisi asam amino ke 452-495) juga terdiri dari dua sekmen a-
helical transmembrane (TM), yaitu E-TM1 and E-TM2. Berdasarkan studi pada TBE virus,
ETM2 mengandung sekuen yang berfungsi sebagai sinyal bagi NS1, dan transmembran E-
TM1 anchor diperlukan dalam proses perakitan protein E menjadi sebuah partikel virus.
Penelitian yang dilakukan oleh Hasieh et al, 2008 menunjukkan bahwa daerah TM dengue
memiliki sinyal yang kuat untuk endeplasmid reticulum (RT).

Disamping berdasarkan struktur, berdasarkan sifat antigenesitas protein E juga dibagi
menjadi tiga domain, yaitu domain A, B dan C. Domain A adalah struktur terputus dibentuk
oleh kombinasi dari dua daerah pada posisi asam amino 50-125 dan 200-250 dari protein E.
Antibodi terhadap domain A memiliki sifat netralisasi dan hemaglutinasi terhadap virus.
Epitop bersifat reaktif terhadap semua golongan Flavivirus. Pada daerah antara asam amino
200-250 terdapat epitop yang dapat distabilkan oleh interaksi hidrofobik (Guirakhoo F,
1989).

Domain B adalah daerah yang berada diantara asam amino 301 dan 395 yang
mengandung epitop spesifik. Antibodi terhadap domain B memiliki sifat netralisasi yang
lebih lemah. Antigenisitas domain B dapat hilang oleh reaksi reduksi dan karboksimetilasi.
Dengan kata lain, sifat konformasi domain ini bergantung pada jembatan disulfida yang
menghubungkan asam amino 307 dan 338 (Guirakhoo F, 1989).

Domain C terdiri dari asam amino 132 - 177. Pada daerah ini terdapat situs glikosilasi
di posisi asam amino ke 154 protein E TBEV. Sebagian besar epitop yang bersifat spesifik
terhadap subtipe tertentu terletak pada domain C. Epitop domain C resisten terhadap reaksi
dengan SDS, yang berarti bahwa domain ini memiliki bentuk konformasi yang cukup stabil
(Guirakhoo F, 1989).
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I
2.1

2.2

TUJUAN

Tujuan Umum:
Tujuan Umum Konsorsium:

Mengembangkan vaksin dengue tetravalen subunit protein rekombinan prM/E
DENV-1,-2,-3,-4 dengan sistem dan produk halal serta menghasilkan respon imun
optimal menggunakan isolat Indonesia.

Tujuan Khusus:
Tujuan Khusus Konsorsium
Tahap 2 (Tahun 2016):

a) Mendapatkan protein rekombinan gen prM/E DENV-1,-2,-3,-4 strain vaksin
Indonesia yang diekspresikan pada sistem Pichia pastoris atau E.coli.
Dilaksanakan PBTDK, Eijkman, Ul, BPPT, UGM.

b) Mendapatkan hasil purifikasi protein rekombinan prM/E DENV-1,-2,-3,-4
strain vaksin Indonesia. Dilaksanakan PBTDK, Eijkman, Ul, BPPT, UGM,
Bio Farma.

¢) Mendapatkan hasil kultur DENV-1,-2,-3,-4 strain Indonesia untuk pengujian

kandidat vaksin Dengue (dilaksanakan Balitbangkes).
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111 MANFAAT

- Peneliti mendapatkan manfaat kerjasama penelitian yaitu saling berbagi pengetahuan,
teknologi serta fasilitas penelitian.
- Hasil penelitian yang diperoleh, berpotensi memiliki hak paten dan dapat menjadi

bahan untuk publikasi di media cetak nasional dan internasional.

- Memberikan informasi bagi ilmu dasar untuk pengembangan prototipe kandidat vaksin
dengue strain Indonesia yang aman dan halal.

- Selain itu juga dapat digunakan sebagai bahan kit diagnostik dengue.

- Dalam jangka panjang memperoleh vaksin Dengue tetravalen dengan produk yang
halal menggunakan strain Indonesia yang bersifat universal sehingga dapat melindungi
anak dan dewasa terhadap infeksi virus Dengue dalam rangka kemandirian bangsa.
Hasilnya dapat dimanfaatkan oleh Pemegang program pengendalian penyakit,
masyarakat, industri dan institusi lainnya yang memerlukan alternatif vaksin Dengue

untuk program pencegahan Demam Berdarah di masyarakat.

25



IV METODE

4.1 Kerangka pikir

Virus Dengue

Kontrol vektor
dan lingkungan

Vaksinasi

Live attenuated

A 4

Infeksi

X

& inactivated ADE
vaccine NS 3 T
| - -
DNA & Chimera NS 1 Antlbpdl non
vaccine netralisasi
| _____________
Vaksin Subunit prM/E

protein rekombinan

Limfosit T

Limfosit B

A 4

Killing process Re

v

Respon Imun seluler

spon imun humoral |___,

A 4 A 4

|
|
2
|
|
l
|
A 4 I
l
|
l
|
|
l
|
|

MHC MHC
Kelas 1 Kelas Il
\ 4 \ 4

A 4
Sitokin (IFNy, IL-4, IL-5, IL-6,
IL-10, IL-12, I1L-13)

|

A 4

Uji tantang

A 4

Aktifitas

Limfosit B

A 4

Antibodi

Antibodi
netralisasi

\ 4

memoriselB [ >

Proteksi

T CD8* T CD4* T

26



Keterangan:

Virus dengue merupakan penyebab demam berdarah dengue dan menginfeksi manusia
melalui gigitan nyamuk Aedes aegypti. Saat ini pencegahan terhadap infeksi dengue terutama
adalah melalui kontrol vektor dan lingkungan. Vaksinasi juga merupakan salah satu strategi
potensial untuk pencegahan. Jenis vaksin yang telah dikembangkan adalah live attenuated,
inactivated vaccine, DNA, chimera vaccine dan vaksin sub unit protein rekombinan. Protein
virus dengue yang berperan untuk menginduksi respon imun adalah protein prM/E, NS1,
NS3. Pengembangan vaksin subunit protein rekombinan adalah dengan mengunakan protein
prM/E, NS1, NS3 sebagai antigen. Protein nonstruktural NS1 dan NS3 terutama lebih
berperan dalam merangsang sel T untuk menginduksi respon imun seluler melalui MHC
kelas I dan MHC kelas Il yang akan mengaktifkan sel sel T CD 4 dan T CD 8 (sel T
sitotoksik) untuk mengeluarkan sitokin yang akan berperan pada proses lisis dari sel
terinfeksi. Sehingga virus dengue masih dapat menginfeksi manusia dan masuk ke dalam sel
yang kemudian menjadi target respon imun seluler untuk proses lisis sel terinfeksi.
Sedangkan protein struktural prM/E akan merangsang sel B untuk menginduksi respon imun
humoral yang akan menghasilkan antibodi netralisasi untuk membunuh virus sebelum masuk
ke dalam sel. Virus dengue yang akan menginfeksi kembali akan mengaktifkan memori sel B
untuk membentuk antibodi netralisasi yang akan menetralkan virus sebelum menginfeksi sel.
Protein prM/E juga berperan dalam menginduksi respon imun seluler namun tidak terlalu
kuat. Sehingga pengembangan vaksin sub unit protein rekombinan di konsorsium memilih
protein prM/E sebagai antigen karena dapat menginduksi respon imun humoral menghasilkan
antibodi netralisasi sehingga mencegah infeksi virus. Selain itu juga dapat menginduksi

respon imun seluler.

4.2 Tempat dan Waktu Penelitian
e Penelitian dilakukan di laboratorium Imunologi PBTDK Balitbangkes, BPPT,

Eijkman, Universitas (Ul, UGM), dan Biofarma.
e Waktu Penelitian dilaksanakan selama 10 bulan dari bulan Maret sampai
Desember 2016.

4.3 Desain Penelitian
Desain penelitian adalah studi eksperimental.
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4.4  Sampel.

Sampel adalah:

1.

Isolat virus Dengue serotipe 1, serotipe 2, serotipe 3, dan serotipe 4 strain
lokal Indonesia tahun 2009 koleksi Laboratorium Imunologi Pusat
Biomedis dan Teknologi Dasar Kesehatan, Balitbangkes.

Plasmid rekombinan prM/E DENV-1,-2,-3,-4 hasil penelitian tahun 2015.

Kriteria inklusi:

1. Strain kandidat vaksin adalah isolat terpilih virus Dengue serotipe 1,2,3 dan

4 Kkoleksi laboratorium imunologi PBTDK Balitbangkes tahun 2009-2010
yang mewakili genotipe umum yang ada di Indonesia. Strain tersebut
adalah hasil penelitian tahun 2009 yang telah mendapat persetujuan
Komisi Etik untuk penelitian pengembangan vaksin Dengue. Strain dipilih
berdasarkan hasil karakterisasi genetik, sehingga diperoleh 5 nomer strain
yang dapat digunakan kandidat vaksin. Strain tersebut mewakili virus
dengue serotipe 1 genotipe | dan IV, virus dengue serotipe 2 genotipe
cosmopolitan, virus dengue serotipe 3 genotipe | dan virus dengue serotipe
4 genotipe .

Virus dengue untuk bahan pengujian adalah masing-masing serotipe 3
strain selain strain kandidat vaksin. Seluruh strain termasuk strain kandidat
vaksin dilakukan kultur berulang hingga mencapai titer tertinggi.

Plasmid rekombinan prM/E DENV-1,-2,-3,-4 hasil penelitian tahun 2015

yang terverifikasi.

Kriteria eksklusi: isolat virus dengue serotipe 1,2,3,4 yang memenuhi Kriteria

inklusi namun tidak bisa hidup ketika dilakukan kultur ulang.

4.5 Jenis Penelitian.
Jenis penelitian adalah eksperimental laboratorium, yang merupakan lanjutan hasil

penelitian tahun 2015.

4.6 CaraKerja

1. Penyiapan virus Dengue serotipe 1, 2, 3 dan 4 strain lokal Indonesia.

1.a. Isolat virus Dengue serotipe 1, 2, 3, 4 di pasase kembali di sel C6/36 kemudian virus
yang tumbuh diidentifikasi dengan metode nested PCR (Lanciotti RS et al, 1992).
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Bahan dan reagen yang digunakan adalah 24 well plate sterile Costar, sel C6/36
(Cloned Sing’s Aedes albopictus line) American type cell line collection (ATCC, CRL-1560),
serum dilusi 1:10 dan 1:20 dalam PBS 1x yang sudah disaring untuk sterilisasi dengan filter
paper dengan diameter 0,2 um. Kemudian medium pertumbuhan yang digunakan terdiri dari
93% MEM dengan Earle’s salts dan L-glutamin, 1% HEPES 1 M, 3% Sodium Bicarbonate
7,5%, 1% penicilin streptomisin dan 2% heat inactivated fetal bovine serum. Media
pertumbuhan difilter menggunakan filter paper dengan diameter 0,2 p filter paper. Prosedur
kerja sebagai berikut, sel monolayer C6/36 dipersiapkan untuk isolasi dengue. Medium
dikeluarkan dari sel yang sudah monolayer, kemudian 3 mL PBS ditambahkan dalam
masing-masing flask untuk mencuci sel agar sisa-sisa sel yang tidak menempel pada
permukaan flask terbuang sekaligus untuk mengurangi ikatan sel pada permukaan flask agar
sel mudah di scrapping. PBS dikeluarkan dari sel yang sudah dicuci, Kemudian ditambahkan
3 ml medium kedalam masing-masing flask. Sel disuspensikan dalam medium dengan cara
scrapping dan pipetting. Suspensi sel yang telah dikumpulkan diambil sebanyak 20 pl untuk
didilusi dengan perbandingan 1:10 sel di dalam trypan blue untuk dihitung sel yang hidup
dalam kamar hitung. Sisa suspensi sel yang telah dikumpulkan dan diperoleh hasil
penghitungannya, didilusi ke medium pertumbuhan sampai konsentrasi sel menjadi 1 x 10°
sel/ml. Kemudian suspensi sel sebanyak 1 ml dengan konsentrasi 1 x 10° sel/ml dimasukkan
ke dalam 24 well plate. Selanjutnya diinkubasi pada suhu 28°C, dalam inkubator CO2 5%
selama 1 atau 2 hari sampai sel menjadi monolayer dan siap untuk dinokulasi. Pada inokulasi
pertama, medium dikeluarkan dari masing-masing well plate yang sudah monolayer,
kemudian diberi tanda dengan nomer sampel dan kontrol negatif. Sel C6/36 yang sudah
monolayer dan dibuang medianya diinokulasi dengan menambahkan 100 ul serum sampel
yang telah di dilusi dengan perbandingan 1:10 dalam PBS. Sedangkan untuk kontrol negatif
hanya berisi medium pertumbuhan. Kemudian diinkubasi pada suhu 28°C di inkubator CO2
5% selama 2 jam. Setelah itu, ditambahkan 1 ml medium pertumbuhan dengan 2% FBS dan
diinkubasi pada suhu 28°C, dalam inkubator CO2 5% selama 7 hari.

Untuk inokulasi kedua, disiapkan sel C6/36 monolayer seperti inokulasi pertama
kemudian diberi tanda. Sel yang sudah monolayer di plate inokulasi ke 2 dan dibuang
medianya, kemudian diinokulasi dengan 100 ul supernatan dari plate inokulasi pertama.
Kemudian diinkubasi pada suhu 28°C di inkubator CO2 5% selama 2 jam. Setelah itu
ditambahkan 1 ml medium pertumbuhan dengan 2% FBS dan diinkubasi pada suhu 28°C,
dalam inkubator CO2 5% selama 7 hari. Sel dipanen dengan scrapping dan pemipetan

berulang-ulang, kemudian disentrifugasi dengan kecepatan 1500 rpm selama 10 menit.
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Selanjutnya dilakukan inokulasi ke 3 dan seterusnya untuk mendapatkan titer virus yang
tinggi yang akan digunakan sebagai bahan pengujian. Sedangkan untuk bahan kandidat
vaksin dilakukan hanya sampai inokulasi ke 2. Supernatan hasil inokulasi 2,3 dan 4 disaring
menggunakan filter paper berukuran 0,2 um, selanjutnya disimpan pada suhu -70°C.

1.b. Melakukan ekstraksi RNA, RT-PCR, nested PCR (Lancioti) dan Elektroforesis. Deteksi
RNA untuk menentukan virus Dengue serotipe 1, 2, 3 dan 4 dilakukan dengan
menggunakan primer spesifik DV-1, DV-2, DV-3 dan DV-4.

1.c. Tahap preservasi dan penghitungan titer virus.

Sel monolayer BHK 21, dibuang mediumnya dan ditambahkan 5 ml PBS (tanpa Ca
dan Mg) pH 7,4 untuk membilas sel dan menghilangkan Fetal Bovine Serum (FBS) yang
dapat menghambat kerja tripsin. PBS dibuang dan ditambahkan 1 ml Trypsin EDTA
kemudian diinkubasi pada 37°C selama 5 menit. Sebanyak 2 ml MEM FBS 2% ditambahkan
untuk menghentikan aktivitas trypsin. Supernatan sel dicampur sehingga gumpalan sel
terlepas kemudian disentrifugasi 1500 rpm selama 5 menit. Supernatan dibuang dan
ditambahkan MEM dengan FBS 10% kemudian dibagi ke dalam plate 6 well (sebanyak
1x10%) per ml, diinkubasi selama 1 hari pada suhu 37°C dengan CO2 5% hingga 75% sel
menjadi monolayer. Sel diinfeksikan dengan serial pengenceran 10 kali supernatan virus
(mulai dari 10* dengan perbandingan 25 pl supernatan virus ditambah 225 pl medium MEM
FBS 2%) sampai pengenceran 10°. Masing-masing 100 pl diambil dari setiap pengenceran ke
sel BHK yang sudah disiapkan untuk menghitung virus dengan plaque (dibuat duplo).

Setelah 2 jam ditambahkan medium semi solid (MEM + FBS2% + methyl cellulosa
1%) dan diinkubasi 37°C dengan 5% CO2 selama 7 hari. Kemudian sel difiksasi dengan
formalin 10% dan diwarnai dengan gentian violet. Selanjutnya dilakukan penghitungan
plaque.

2. Optimasi ekspresi Protein Rekombinan pada Pichia pastoris

2.a. Linearisasi Plasmid rekombinan

Plasmid rekombinan yang sudah dikonfirmasi keberadaan dan kebenaran orientasi
insert untuk plasmid rekombinan pPICZaA/prM/E, kemudian dilinearisasi dengan enzym
Pmel untuk efisiensi proses transformasi. Campuran untuk reaksi linierisasi yang digunakan
adalah 10x buffer 20 uL, enzim Pmel sebanyak 40 ul untuk kontrol negatif, 110 uL untuk
DNA plasmid rekombinan, deionise water sampai volume 200 uL. Konsentrasi DNA yang
dipakai adalah 10 ug/uL untuk kontrol negatif pPICZaA dan 13ug/ul untuk plasmid

rekombinan. Campuran reaksi kemudian diinkubasi pada suhu 55° C selama 5 menit untuk
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memaksimalkan proses linierisasi, kemudian diinkubasi pada suhu 37° C selama 4 jam, dan
diinactive pada suhu 65° C selama 20 menit. Hasil linearisasi dianalisis dengan gel agarose
1% dan divisualisasi dengan Etidium Bromide. Kemudian dipurifikasi dengan protokol
Wizard SV gel & PCR clean up system. Hasil purifikasi kemudian dihitung konsentrasinya
menggunakan alat NanoView.

2.b Purifikasi Hasil Linierisasi

Plasmid rekombinan yang telah dilinerisasi kemudian dilakukan purifikasi dengan kit
Wizard SV Gel and PCR Clean-up system kit (Promega, cat No. A9281 lot no. 0000160057).
Prosedur kerja sesuai dengan protokol pada kit. Larutan hasil reaksi ligasi masing-masing
ditambahkan larutan membran binding dengan volume yang sama. Kemudian diinkubasi
pada suhu ruang selama 1 menit. Larutan dipindahkan ke tabung purifikasi, kemudian
disentrifugasi dengan kecepatan 14.000 rpm selama 1 menit kemudian dilanjutkan dengan
proses pencucian dengan menambahkan 700 pl larutan pencuci. Kemudian disentrifugasi
dengan kecepatan 14.000 rpm selama 1 menit, ditambahkan kembali 500 ul larutan pencuci,
disentrifugasi kembali dengan kecepatan 14.000 rpm selama 5 menit, disentrifugasi lagi
dengan kecepatan 14.000 rpm selama 1 menit, kemudian ditambahkan 35 pl nuclease free
water. Selanjutnya diinkubasi pada suhu ruang selama 1 menit, kemudian disentrifugasi
dengan kecepatan 14.000 rpm selama 1 menit, dan dipindahkan ke tabung sentrifugasi untuk
disimpan pada suhu -20°C sampai akan digunakan. Konsentrasi DNA dihitung menggunakan
alat NanoView.

2.c. Penyiapan sel Pichia pastoris

Inokulasi 5 strain Pichia pastoris pada media agar YPD (Yeast Extract Peptone
Dextrose Medium) dengan campuran 1% yeast extract, 2% peptone, 2% dextrose, 2% agar.
Strain Pichia pastoris yaitu: X-33, GS 115, KM 71H, GS 115/Albumin, GS 115/pPICZ/
LacZ. Inkubasi pada suhu 28 °C selama 2 hari. Strain X-33, GS 115, KM 71H merupakan
strain Pichia pastoris yang akan digunakan untuk proses ekspresi protein rekombinan,
sedangkan strain GS115/His+MutS Albumin sebagai kontrol ekspresi dengan sistem sekresi
dan GS115/pPICZ/lacZ Mut+p-galactosidase sebagai kontrol ekspresi intraseluler.

Tumbuhkan 3 strain ekspresi Pichia pastoris pada media YPD cair dengan inkubasi 28
°C overnight dengan shaker 250 rpm. Kemudian inokulasi kembali 0,1-0,5 ml kultur
overnight ke media YPD baru semalam dengan inkubasi 28 °C di shaker 250 rpm sampai
ODesoo = 1,3-1,5. Kemudian sentrifugasi sel pada 3500 x g selama 5 menit di 4 °C.
Tambahkan 250 aquabidest steril dingin. Sentrifugasi sel pada 3500 x g selama 5 menit di 4
°C, tambahkan 20 ml 1M sorbitol dingin. Sentrifugasi sel pada 3500 x g selama 5 menit di 4
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°C, tambahkan 1 ml 1M sorbitol dingin sampai volume akhir 1,5 ml. Simpan sel pada es dan
gunakan pada hari yang sama. Jangan menyimpan sel.

2.d. Transformasi plasmid rekombinan ke strain Pichia pastoris (GS115, X33).

Plasmid rekombinan ditransformasi ke sel kompeten 3 strain Pichia pastoris
menggunakan metode electroporator (Bio-Rad Gene Pulser). Protocol yang digunakan untuk
Pichia pastoris. Setelah electroporator dilakukan, segera tambahkan 1 ml 1M Sorbitol dingin.
Pindahkan isi cuvet ke tabung steril 15 ml. Inkubasi pada 30 °C tanpa dishaker selama 1-2
jam. Tanam 200 pl pada media YPD yang mengandung 100 pg/ml Zeocin. Inkubasi pada 28
°C selama 3-10 hari sampai terbentuk koloni. Tes transforman yang tumbuh untuk melihat
fenotip Mut dan ekspresi protein.

2.e. Penentuan Fenotip Mut (Methanol Utilization Transformant)
Strain X33 dan GS115 dapat menghasilkan Mut+ dan MutS sehingga untuk mendapatkan
Mut+ dilakukan pengujian pada media agar MDH dan MMH. Strain GS115 memerlukan
Histidin 0,004% ketika ditumbuhkan pada minimal media. Campuran media agar MDH
(Minimal Dextrose Medium + Histidin) adalah 1,34% YNB, 4x107°% biotin, 2% dextrose, 15
g/L agar, 0,4% Histidin. Campuran media agar MMH (Minimal Methanol Medium +
Histidin) adalah 1,34% YNB, 4x10°% biotin, 0,5% methanol, 15 g/L agar, 0,4% Histidin.
Inkubasi pada suhu 30°C selama 2 hari. Setelah 2 hari, lihat pertumbuhan yang terjadi.
Fenotip Mut* adalah jika strain tumbuh dengan normal pada kedua plate sedangkan Mut®
adalah jika strain tumbuh pada media MDH namun tidak tumbuh pada media MMH.

2.f. Identifikasi transformant plasmid rekombinan di Pichia pastoris

2.f.1. Isolasi DNA plasmid rekombinan di Pichia pastoris.

Dilakukan kultur single koloni pada medium YPD (Yeast Extract Peptone Dextrose
Medium) dengan campuran 1% yeast extract (oxoid, 416451), 2% peptone (Himedia, cat.
91249-500 g lot no. BCBP8880), 2% dextrose (RM016-500 G lot no. 0000043079) yang
mengandung 100 pg/mL zeocin. Kemudian diinkubasi pada suhu 28 °C selama overnight
dengan shaker 250 rpm. Isolasi DNA plasmid rekombinan manual di Pichia pastoris dengan
cara sebagai berikut:

Kultur yeast overnight dipanen, dengan sentrifuge selama 5 menit pada 1200xg suhu
ruang, kemudian dibuang supernatan. Pelet diresuspen dengan destilated water steril, dan
disentrifuge selama 5 menit pada 1200xg suhu ruang, kemudian dibuang supernatan. Tahap
selanjutnya adalah memecah cell pichia. Resuspen pelet dengan 200 uL breaking buffer (2%
(v/v) Triton X-100, 1% (v/v) Sodium Dodecyl Sulfate (SDS), 1mM NaCl, 10 mM Tris.CI, pH
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8.0, 1 mM EDTA, pH 8.0), campuran dipindahkan pada tube 1.5 mL, kemudian ditambahkan
dengan glass beads setara dengan volume pellet. Ditambahkan 200 uL
phenol/kloroform/Isoamylalkohol (25:24:1). Campuran kemudian divortex dengan kecepatan
8 selama 3 menit. Dilakukan tepat waktu, karena vortex terlalu lama dapat merusak DNA.
Tambahkan 200 uL TE buffer dan vortex sebentar. Kemudian disentrifuge selama 5 menit
pada 13.000 rpm suhu ruang, supernatan dipindahkan pada tabung baru. Kemudian
ditambahkan 1 mL ethanol 100%, bolak balikan tabung kemudian disentrifuge selama 5
menit pada 13.000 rpm suhu ruang, supernatan dibuang kemudian resuspen pellet dengan 400
uL TE buffer. Tahap selanjutnya adalah menghilangkan kontaminan RNA dan mendapatkan
DNA. Ditambahkan 30 uL DNAse free-RNAseA 1 ug/mL, campur kemudian diinkubasi
pada 37 °C selama 5 menit. Kemudian ditambahkan dengan 10 uL 4 M Ammonium Asetat
dan 1 mL ethanol 100 %, kemudian pipet up and down. Campuran kemudian disentrifuge
dengan kecepatan 14000 rpm selama 3 menit pada suhu ruang. Supernatan dibuang dan
peletdikeringkan. Resuspen DNA dengan 100 uL TE Buffer, kemudian dihitung konsentrasi
DNA vyang diperolenh dengan NanoView. Hasil isolasi kemudian dianalisis dengan

elektroforesis gel agarose 1%. Dilanjutkan dengan visualisasi GelDoc

2.1.2. Identifikasi transformant plasmid rekombinan di Pichia pastoris dengan PCR

Identifikasi transformant plasmid rekombinan di Pichia pastoris dilakukan dengan
PCR menggunakan primer spesifik AOX. Prosedur kerja PCR yang dilakukan sebagai
berikut: campurkan Accuprime Supermix 22.5 uL, primer forward AOX 1 uL, primer reverse
AOX 1 uL, dan cetakan DNA dengan konsentrasi maksimal sebanyak 200 ng/uL. Siklus
suhu yang digunakan dengan primer AOX adalah denaturasi awal 94°C selama 2 menit,
denaturasi pada 94°C selama 1 menit, annealing pada 55°C selama 1 menit, ekstensi 72 °C
selama 3 menit dengan pengulangan sebanyak 40 siklus. Hasil identifikasi dengan primer
AOX apabila mengandung plasmid rekombinan hasilnya akan diperoleh dua pita yakni pita
DNA prM/E dengan ukuran 1983 pb dan pita gen AOX1 pada ukuran kurang lebih 2.200 pb.
Hasil PCR kemudian dianalisis dengan elektroforesis gel agarose 1%. Dilanjutkan dengan
visualisasi GelDoc.

2.f.3. Verifikasi transformant plasmid rekombinan di Pichia pastoris dengan sekuensing.

Verifikasi transformant juga dilakukan dengan sekuensing menggunakan primer
spesifik prM/E DENV-1, -2,-3,-4 dan primer AOX1.
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Prosedur kerja sekuensing sebagai berikut dengan tetap melakukan optimasi.
- Amplifikasi gen prM/E dengan protokol Platinum Tag DNA Polimerase
menggunakan sepasang primer forward & reverse

Bahan: untuk 1 reaksi, jika lebih dikalikan

10 x PCR Buffer 5ul
10 mM dNTP mixture 1ul
50 mM MgCI2 1,5 ul
Primer forward (10 uM) 1ul
Primer reverse (10 uM) 1ul
cDNA 2 ul
Platinum Tagq DNA Pol 0,2 ul
ddWater sampai 50 ul

Thermal cycle:

- Predenaturasi: 94°C selama 1 menit

- Melakukan amplifikasi 30 siklus PCR untuk: denaturasi: 94°C selama 30 detik
Annealing: 55°C selama 30 detik
Ekstensi : 72°C selama 2 menit

Buat reaksi master mix sekuensing:
Bahan untuk 1 reaksi:
5x CSA buffer with sucrose 0,55 ul

Primer 0,55 ul
BDDT 0,138 ul
ddH20 0,963 ul
Cara kerja:

Masukkan masing- masing 2 ul master mix ke tabung PCR, tambahkan sample DNA
1 ul. Tutup tabung dan spin down. Letakkan ke thermal cycler dengan program:

96°C selama 2 menit

35 siklus untuk:

96°C selama 10 detik

55°C selama 30 detik

60°C selama 1 menit

Kemudian dilakukan sequence reaction clean up (precipitation).
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Isopropanol presipitasi:
- spin down larutan
- tambahkan 60 ul isopropanol 75% ke setiap tube
- inkubasi 4°C selama 15 menit, kemudian centrifuge tube selama 15 menit
- buang isopropanol hati-hati, jangan sampai pellet terjatuh.
Pencucian Ethanol:
- tambahkan 60 ul ul ethanol 70% ke setiap tube
- centrifuge tube selama 15 menit
- buang ethanol dan keringkan
- tambahkan ddH20 10 ul
- vortex dan spin down
- masukkan ke mesin Sekuen ABI
Hasil sekuensing dianalisis menggunakan software FinchTV dan Bioedit secara manual untuk

memastikan kebenaran urutan dan arah orientasi sisipan gen prM/E.

2.9 Ekspresi Protein Rekombinan prM/E di Pichia pastoris.
Koloni transformant yang sudah diidentifikasi dan diverifikasi kebenaran urutan dan
arah orientasi sisipan dilakukan proses ekspresi. Cara kerja sebagai berikut:
2.9.1. Ekspresi Protein Rekombinan Strain Pichia ( Mut® secreted)
Ambil koloni tunggal lalu diinokulasikan kedalam 50 mL BMGY (1% yeast ekstrak,
2% peptone, 100 mM potassium phospate, pH 6.0, 1.34% YNB, 4 x 10 % biotin, 1%
glicerol) di dalam 50 mL tabung kultur lalu inkubasi di shaking inkubator pada suhu 28 °C

selama 16 — 18 jam ODeoo = 2-6. Panen sel dengan cara setrifugasi pada kecepatan 2000 x g
selama 5 menit di suhu ruang, lalu buang supernantannya. Resuspen pelet dengan medium
100 mL BMMY (1% yeast ekstrak, 2% peptone, 100 mM potassium phospate, pH 6.0, 1.34%
YNB, 4 x 10 % biotin, 1% metanol) untuk ODeoo = 1. Tempatkan kultur pada 500 mL
baffled flask dan tutup dengan menggunakan 2 layers steril gauze / cheesecloth dan kembali
diinkubasi. Tambahkan 100% methanol dengan konsentrasi finalnya 3.0 % dengan dua kali
dosis pemberian, yakni setiap pagi sebanyak 1 % dan sore sebanyak 2 % untuk
mempertahankan induksi. Pada hari ke-4 (72 jam) transfer kultur yang akan diekspresikan ke
dalam 50 mL tabung mikrosentrifuge. Lalu disentrifugasi selama 10 menit 4000 x g pada
suhu ruang. Untuk secreted expression, transfer supernatan pada separate tube dan simpan
supernatan pada suhu -80°C. Analisis supernatan dengan menggunakan metode ekspresi
protein yaitu Coomasie Stain SDS-PAGE dan Western Blot.
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2.0.2. Konfirmasi Kebenaran Ekspresi dengan Analisis SDS-PAGE 10%

Preparasi sel pellet (Intraceluler dan Secreted Expression)

o Thaw pellet dan tempatkan pada es

. Untuk setiap 1 ml sampel, tambahkan 100ul Breaking Buffer dan resuspensi

o Tambahkan an equal acid-washes glass beads (ukuran 0.5 mm)

o Vorteks 30 detik dan di inkubasi pada es selama 30 detik. Diulang sampai 8 siklus

o Lalu di sentrifuge dengan kecepatan maksimum selama 10 menit pada suhu 4°C dan
pindahkan supenantan pada tabung baru

o Ambil 50 pl supernatan dan mix dengan 50 pl 2x SDS-PAGE Gel Loading Buffer

(Sampel Buffer)

o Panaskan selama 10 menit dan masukkan sampel sebanyak 10-20 pl kedalam well.

Lalu di running
Preparasi Supernatan (Secreted Expression)

o Thaw pellet dan tempatkan pada es
J Ambil 50 pl supernatan dan mix dengan 50 pl 2x SDS-PAGE Gel Loading Buffer

(Sampel Buffer)

o Panaskan selama 10 menit dan masukkan sampel sebanyak 10-20 ul kedalam well.

Lalu di running.

Sebelum melakukan running SDS Page, perlu disiapkan gel SDS 10%, buffer SDS
elektroforesis, loading buffer (sampel buffer), fixing solution, rapid comassie staining
solution, dan destaining solution.

Gel SDS 10% ( 2 buah) dibuat dengan mencampurkan 30% acrylamide 5 mL, 4X tris-
CI/SDS pH 8.8 (0.5 M tris-Cl berisi 0.4 % SDS) 3.75 mL, dH20 6.25 mL, 10% ammonium
persulfate 100 uL, TEMED 10 uL. Masukkan kedalam cetakan gel SDS kemudian setelah
kering, bagian atas diisi dengan stacking gel 5%. Campuran stacking gel 5 % adalah 30%
acrylamide 0.83 mL, 4X tris-CI/SDS pH 6.8 (1.5 M tris-Cl berisi 0.4 % SDS) 1.25 mL, dH20
2.87 mL, 10% ammonium persulfate 50 uL, TEMED 5 uL. Setelah itu dimasukkan cetakan
well. Tunggu agar SDS hingga kering. Untuk running disiapkan 5 x elektroforesis buffer
yakni 15,1 g Tris base, 72 g glycine, 5.0 g SDS ditambahkan dH20 hingga 1 L. 2X loading
buffer (sampel buffer) dibuat dengan mencampurkan 4.8 mL dH20, 1,2 mL 0.5 M tris-ClI
SDS pH 6.8, 1 mL glicerol, 2 mL 10% SDS, dan 1 mg bromophenol blue.

Preparasi Supernatan (Secreted Expression) dilakukan dengan thawing supernatan dan

tempatkan pada es. Ambil 50 pl supernatan dan mix dengan 50 pl 2x SDS-PAGE Gel
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Loading Buffer (Sampel Buffer). Panaskan selama 5 menit pada suhu 100 °C dan masukkan
sampel sebanyak 15 pl kedalam well dan 5 uL marker protein presained (Fermentas). Lalu
dirunning SDS PAGE 10% dengan tegangan 50 ampere selama 2 jam 30 menit. Hasil
elektroforesis kemudian direndam dalam larutan fixing solution (25 % isopropil alkohol, 10
% acetic acid glacial) selama 15 menit dengan agitasi ringan. Buang cairan, kemudian
diwarnai dengan larutan pewarna biru Coomasie rapid comassie staining solution (90 ml
H20:metanol = 1:1, 10 ml asam asetat glasial dan 0,25 gr Brilliant Blue G) dengan
penggoyangan pelan selama 2 jam. Warna yang berlebihan kemudian dihilangkan dengan
larutan penghilang warna biru Coomasie destaining solution (5% metanol, 7% asam asetat
glasial dan 88% H20) juga dengan penggoyangan pelan selama 1 hari, setelah itu gel
poliakrilamid dikeringkan untuk dokumentasi.

2.0.3. Konfirmasi Kebenaran Ekspresi dengan Western Blot

Alat yang digunakan untuk transfer protein dari gel SDS ke kertas membran adalah
Trans-Blot Turbo Transfer System Biorad. Membran yang digunakan utnuk transfer adalah
Trans Blot Turbo™ PVDF starter kit Midi 0.2 uM cat. #170-4156. Cara kerja yang dilakukan
adalah sebagai berikut. Bottom stack dan membran ditempatkan pada tempat kaset. Gunakan
blot roller untuk menghilangkan gelembung yang terjerat pada membran dan stacking.
Tempatkan gel diatas membran, jangan mengekuilibrasi gel sebelum ditransfer. Jika
diperlukan, hilangkat gelembung udara dengan blot roller. Tempatkan transfer stack yang
basar diatas gel. Hal ini berfungsi sebagai ion stack bagian atas. Roll lapisan dengan blot
roller untuk menghilangkan gelembung yang terjebak dalam lapisan. Tutup dan kunci kaset
lid. Masukkan ke dalam alat dan mulai transfer dengan menggunakan protokol sebagai
berikut. Pilih protokol BIORAD-> 2 mini format gels, 1 midi format gel >mix MW 2> 7 A,
50 V, 15 menit.

Setelah transfer selesai, ambil membran yang sudah mengandung protein dengan
hati2, kemudian blocking membran dengan larutan BSA 3% dalam PBS selama overnight
pada 4°C dengan agitasi ringan. Kemudian cuci membran dengan larutan wash buffer yakni
PBS Tween 0.05% sebanyak 5x10 menit dengan agitasi ringan di 4°C. Membran kemudian
diinkubasi dengan larutan antibody antipremembran DENV (1ug/mL) dengan perbandingan
1: 1000 dalam 0.5 % BSA / PBS Tween 0.05 % selama overnight dalam 4° C dengan agitasi
ringan. Kemudian cuci membran dengan larutan wash buffer yakni PBS Tween 0.05%
sebanyak 5x10 menit dengan agitasi ringan di 4°C. Membran kemudian diinkubasi kembali
dengan secondary antibody Goat anti Rabbit IgG (H&L) HRP Conjugate cat no. # 1706515
dengan perbandingan 1:1000 dalam 0.5 % BSA / PBS Tween 0.05 % selama 3 jam dalam 4°
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C dengan agitasi ringan. Pada tahap ini harus diperhatikan penutupan membran, karena HRP
sangat pek terhadap cahaya, maka inkubasi dilakukan di ruang gelap. Kemudian cuci
membran dengan larutan wash buffer yakni PBS Tween 0.05% sebanyak 5x10 menit dengan
agitasi ringan di 4°C. Protein kemudian dideteksi dengan menggunakan substrat DAB
(C12H14N4.4 HCI) cat. A0596.0010 lot no. OR009352 (campuran 0.018 DAB ditambah
dengan 30 mL PBS kemudian ditambah dengan 30 uL H:0,). Agitasi selama 5 menit
kemudian dokumentasi hasil.
3. Peningkatan Ekspresi Protein Rekombinan
Koloni tunggal diambil lalu diinokulasikan kedalam 250 ml BMGY di dalam 1000 ml
baffled flask lalu inkubasi di shaking inkubator pada suhu 28°C 250 rpm selama 16 — 18 jam
hingga ODeoo = 2-6. Kemudian sel dipanen pada ODesyo = 1 dengan mensetrifugasi pada
kecepatan 1500x g selama 9 menit di suhu ruang. Supernatant dibuang dan diresuspensi pellet
pada 250 mL BMMY di 1 L baffled flask dengan tutup dengan menggunakan 2 layers steril
gauze / cheesecloth lalu diinkubasi kembali pada suhu 28 °C dengan vigorous shaking (250
rpm). Methanol 100% ditambahkan dengan konsentrasi finalnya 3.0 % dengan dua kali dosis
pemberian, yakni setiap pagi sebanyak 1 % dan sore sebanyak 2 % untuk mempertahankan
induksi sampai pada waktu ke 72 jam. Sel dipanen dengan sentrifugasi 1500 x g selama 9
menit pada suhu ruang.
4. Purifikasi Protein Rekombinan prM/E DENV-1,-2,-3,-4 Strain Indonesia
Prosedur purifikasi perlu dilakukan optimasi dengan berbagai metode, sehingga
diperoleh protein secara murni. Sebelumnya dipersiapkan reagen-reagen yang diperlukan
untuk kegiatan pemekatan dengan menggunakan alat Tangensial Flow Filtration. Reagen
yang disiapkan adalah larutan:
1. NaOH 0.5 M sebanyak 2 Liter
2. NaOH 0.1 M sebanyak 500 mL
3. Milique water sebanyak 3 L
4. Buffer Fosfat pH 8.0 (£0.02) sebanyak 1 Liter
Sebanyak 0.2 g NaH2PO4 dan 3.4 gr Na;HPO4.2H20 kemudian dilarutkan hingga
volume 1 Liter. Adjust pH dengan NaH2PO4 apabila larutan lebih basa dari pH 8.0,
dan Na2HPO4 apabila larutan lebih asam dari pH 8.0.
pH yang diperoleh adalah : 8.031 dan conductivity = 3.54 ms/cm
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5. Buffer Fosfat + Garam NaCl 1 M pH 8.0 sebanyak 2 Liter

Sebanyak 0.4 g NaH2PO4 dan 6.8 gr Na2HPO4.2H20 dan 116.88 g NaCl kemudian

dilarutkan hingga volume 1 Liter. Adjust pH dengan NaH2PO4 apabila larutan lebih

basa dari pH 8.0, dan Na;HPO4 apabila larutan lebih asam dari pH 8.0.

pH yang diperoleh adalah : 8.023 dan conductivity = 83.4 ms/cm

Kemudian dilakukan conditioning kaset TFF sebelum running sampel protein
rekombinan prM/E Dengue serotipe 1. Protokol yang digunakan adalah menghitung
crossflow rate retentate. Range crossflow rate retentate yang harus tercapai adalah 30-50
mL/menit. Cara menghitungnya adalah dengan menghitung volume retentate yang keluar
selama 1 menit. Apabila telah diketahui tekanan yang digunakan, maka dilakukan flushing
dengan menggunakan larutan 0.5 M NaOH sebanyak 200 mL. Setelah kaset TFF di flushing
dengan menggunakan larutan 0.5 M NaOH sebanyak 200 mL, maka kaset kemudian di
flushing dengan water hingga pH netral. Pengecekan pH dilakukan setiap 200 mL water yang
melewati kaset. Apabila pH permeate telah netral, maka kaset siap digunakan untuk
memproses sampel.

Sampel protein rekombinan prM/ Dengue 1 yang telah cair sebanyak 500 mL kemudian
disentrifuge dengan kondisi 6000 rpm selama 1 jam dalam 4 deg C. Hasil sentrifuge
menunjukkan ada sedikit endapan. Artinya masih terdapat debris dalam supernatant protein.
Sampel di sampling untuk proses SDS. Sampel kemudian difilter dengan filter ukuran 0.22
um dengan menggunakan vacum. Filtrate kemudian disampling untuk SDS.

Proses selanjutnya adalah TFF sampel yang telah difilter dengan filter 0.22 um.
Sebelum sampel di pekatkan, maka dilakukan conditioning kaset dengan menggunakan
medium sampel hingga kaset tercuci (100 mL). Kaset yang digunakan adalah Membrane :
Biomax-10, nMWCo kDa or microns : 10, approximate molecular weight range of solutes
retained >99%, kD : 50 — 100 (growth factors, hormones), Pellicon xL 50 Cassette Catalogue
no: PXBO 10A 50. Pada tahap ini retentate dan permeate ditampung dan dikembalikan ke
tempat sampel. Kemudian dilakukan pemekatan sampel protein rekombinan prM/E Dengue 1
dengan volume awal sampel sebanyak 400 mL menjadi konsentrate sebanyak 40 mL. sampel
retentate dan permeate di sampling untuk SDS.

Apabila sampel telah terkonsentrate maka dilakukan buffer exchange dengan buffer
fosfat pH 8.0 conductivity 3.54 ms/cm. Ditambahkan buffer fosfat sebanyak 300 mL pada
sampel yang terkonsentrat. Dan dilewatkan pada kaset TFF dengan tekanan pompa sebanyak
1.5 bar. Setiap 10 menit selang retentate di klamp sekitar 1 menit untuk membersihkan filter

kaset. Setiap waktu, sampel permeate dismpling untuk diukur pH dan conductivity nya untuk
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melihat apakah sampel telah terganti buffernya dengan buffer fosfat. Hasil progress sampling
dilihat pada table berikut. Setelah dilakukan buffer exchange, kemudian filter kaset TFF di
bersihkan dan disimpan pada larutan storage. Filter di aliri dengan larutan NaOH 0.5 M suhu
60 deg C selama 30-60 menit dengan tekanan pompa 1.5x bar yang digunakan sebelumnya.
Tekanan yang digunakan adalah 2.2 bar. Kemudian dialiri dengan water selama 30-menit
hingga pH permeate netral. Setelah itu, kemudan dialiri dengan larutan storage NaOH 0.1 M
dan kaset filter dapat disimpan
Selanjutnya dilakukan packing coloum IEC yakni DEAE Sepharose Fast Flow. Buffer
diapkan yakni buffer A. 20 mM Posphat Buffer pH 8.0 dan buffer B. 20 mM Posphat Buffer
+ NaCL 1M pH 8.0. Setelah itu,coloum yang dipacking, nantinya akan dihitung asimetrinya,
HETP (teoritical plate), dan ekuilibrasi. Kolom yang dibuat adalah kolom dengan tinggi 10
cm dan diameter tabung 16 mm. maka untuk mengitung volume resin yang diperlukan
adalah:
r=0.8cm
V=nrt
=3.14.(0.8)2.10
=20.0096 cm® = 20 mL

Resin yang disiapkan sekitar 26 mL, hal ini dikarenakan untuk kompensasi facking
factor karena gravitasi. 26 mL diperoleh dari perhitungan 1.3 X resin yang diperlukan (1.3 x
20 mL). Sampel konsentrat yang akan dipisahkan dengan IEC harus sama pH nya dengan
buffer. Karena pH sampel protein masih 7 maka di adjust pH dengan larutan Na>HPO4 karena
kurang basa. Setelah diadjust pH maka diperoleh pH sampel = 8.00 dan konduktivity sebesar
10.99 ms/cm. lon Exchange Chromatography dengan menggunakan Akta Purifier dengan
Resin DEAE FF.

40



\ HASIL DAN PEMBAHASAN

5.1 PENELITIAN DI PUSLITBANG BTDK, BALITBANGKES

Penyiapan isolat virus Dengue serotipe 1, 2, 3 dan 4 strain lokal Indonesia.

Kultur virus yang digunakan oleh anggota konsorsium Vaksin Dengue disiapkan oleh
PBTDK Balitbangkes. Sel yang digunakan dalam proses penyiapan isolasi virus adalah sel
C6/36. Media yang digunakan adalah MEM dengan FBS 10% sebagai growth medium, dan
MEM dengan FBS 2% sebagai media peeliharaan. Isolasi virus dengue serotipe 1, 2, 3, dan 4
strain lokal Indonesia koleksi Balitbangkes dilakukan dengan cara inokulasi pada sel sel
C6/36 kemudian virus yang tumbuh diidentifikasi dengan metode nested PCR (Lancioti).

Kultur virus dan pengukuran titer virus dapat dilihat pada gambar berikut.

Titer virus (Plaque Assay)

073 088 281 072

—» 1071

Gambar 7. Hasil pengukuran titer virus (plaque assay)
Hasil yang diperoleh adalah pada strain vaksin DENV-1 genotype 1 (072) diperoleh titer
lebih dari 10° PFU/mI dan pada isolat (073) belum terbentuk plak. Strain vaksin DENV-2 & -
4 masih perlu diulang. Strain vaksin DENV-3 diperoleh titer 10° PFU.
Hasil serotyping yang dilakukan dapat dilihat pada Gambar sebagai berikut.
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369 bp

492 bp

123 bp

Gambar 8. Hasil elektroforesis Agarose 1% serotyping Virus Dengue metode Lancioti
Desain primer dilakukan untuk memperoleh konstruksi gen prM/E dengue virus
serotipe 1. Selanjutnya primer diuji kualitasnya menggunakan software PerlPrimer untuk
menghindari adanya dimer, selain itu juga dilakukan uji insilico menggunakan software
snapgene. Primer yang digunakan adalah primer dengan modifikasi penambahan stop kodon
untuk menghindari residu asam amino lain yaitu histidine dan epitop c-myc. Urutan basa
primer yang digunakan adalah sebagai berikut:
1.  Primer cloning:
D1-072PreM/EpPICaAXhol F (28 bs):
TAATctcgagAAAAGATTCCATTTGACTACACGAGGGGGAGAGC
Xhol KEX-2
D1-072PreM/EpPICaANotl R (22bs):
TAATQcggccgcCTACGCCTGAACCATGACTCCTAAG
Notl Stop codon

2. Primer Sekuensing:
F2_D1 072 551-576 (26 basa)
CAACTTGGGTAGATGTGGTGCTGGAA
R2 D1 072 1348-1375 (28basa)
TCAGTTTGTCCATCTTTAGTCTACATTT
Primer Vektor AOXIF &R
5A0X1 : 55GACTGGTTCCAATTGACAAGC 3
J’AOX1 : ’GCAAATGGCATTCTGACATCC 3.
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Hasil studi insiliko kloning gen preM/E Isolat 072 D1 Genotype 1 pada plasmid
pPICZaA menggunakan primer spesifik dengan modifikasi penambahan Stop kodon dapat

dilihat pada gambar 9. Protein yang dihasilkan sesuai target yakni tidak ada C-myc dan His
tag.

H .....................................
A AR NN N AN NS R AR
E- R B A B R e S N N e I |
i e
+ + v
i '4.:::::--_;“.--:x‘.v“‘ AR N NN |
%, - IS
- PRARN L C R CEN YN DI S U N AT N LN E NS 4A o
= L 23
w Yo s 2Ll Yoty TE RISV IKErA LN
TATSAATCLTCASTALCARITCLARAT Cogeeppre
o
ASLTT T TABAACAARARETEATCTEASAMASATLTAAA T LEATEATEAT ITEASTITRTASLE
TCCAAMALSATITT I P AASTARARSCETETCCTAALITATE N T LA
( === o= )
CL S T AN -

Gambar 9. Hasil Studi Insiliko Cloning prM/E D1 d Plasmid pPICZaA
Peta plasmid rekombinan prM/E Dengue serotipe 1, serta urutan basa dan urutan asam amino
dapat dilihat pada gambar di bawah ini.

A. Peta Plasmid Rekombinan pPICZalphaA/prM/E-D1

Xhol
MNotl

Y ctactor SIS I sron] cimye spitope . _oxtie
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B. Urutan Basa Plasmid Rekombinan prM/E D1 (dari start codon)

ATGABATTTCCTTCAATTTTTACTGCT GTTTTATT CGCAGCAT COTCOBCATTAGCTECT COAGT CAACACT ACAACAGAAGATE AMACGGCACAMTTCCGECTGA
AGCTGTCATCGGTTACTCAGATTTAGAAGGGGATTTCAT GTTGCT GTTTTGCCATTTTCCAACAGCACAAATAACGGGTTATT GTTTATAAAT ACTACTATTGCCAG
CATTGCT GCTAAAGARGALGEGETATCTCT COAGAAAAGATT CCATTT GACT ACACGAGGEEEAGAGTOBCACAT GAT AGT CABCAAGCABEARAGAGGAAAGTC
ACTTTTGTTTAAGACCT CAGCABGTETCAACATET GCACCETTAT AGCGAT GOATTTGEGAGAGTTAT GTEABBACACACT GACTTACAAT GCCCTCGAATCACTG
AGGCEGAACCAGATGACETT GATT GTTEGTGCAAT GCCACAGACACAT GEETGACCTATGGAACAT GTT COCAAACT GRCGAGCACCEACGAGACAAACGTTCCG
COCACTGECCCCACACET GEGACTTGETTTGEARACAAGAACCEAAACET GEAT GTCCTCOGAAGGLOCTT GEARACAGAT ACA AL GAGT GEASACTTGGECE
CTGAGACACCCAGGETTCACEETGATAGCCCTTTTTCTAGCACATBOCAT ASGAACATCTATCACCOAGARAG GGATT ATCTTCATTTTGTT AATGCTEETTACACS
ATCCATGECCATGCGAT GLGTEEEAAT ABGCAGCAGBEACTTCET GEAAGGACT BT CAGBAGCAACTTBEET AATGT GETECT GRAACATGGAAGT T GLGTCA
CTACCAT GGCAAAMGACAAACCAACATTGGACATTGAACT CTT GAAGACGGAAGT CACAAACCCTGCCGTCCT GOGCAAACTGT GCATTGAAGCT AAAATATCAAL
CACCACCACCEACTCAAGAT GTCCAACACAAGGAGAAGCCACACTCOT GEAAGAACAAGAC GLOAACTTT GTGT GTCEACGAACGTTTGTGEACAGAGECTEEE
SCAATGECTET GEECTCTTTGoALAAGGAAGCCTTATALCGT GTECTALGTTCALGT GTGT GACGAAACT GOAAGGAAAAT ASTT CAAT ATGAALACTT GAAAT AT
TCAGTAATAGT CACCGTCCACACT GBAGACCAGCAT CAGGT GEBAAATEAAAGCACAGAACATE BEACAACTGLAACT ATAACACCT CAAGCTCCTACEACAGAA
ATACAGCT GACCGACTACBGAGCTCTTACATT GGATTGTT CACCTAGAACAGGACT AGACTT TAATGAAATGGTGTTGTTGACAATGAAAG ARAAAT CAT GGCTAGT
'“"'CANA""TGCTI‘F...THCACETAECAE CTTEGACCTCGEGAGCTTCAACALCACAAGAGACTTEGAACAGACAAGATTTECT GET GACATTTAAGACAGCT
CATGCAAMGAAGCAGGAAGT AGTCGTACT AGGATCACAAGAAGGAGCAATGCACACT GCGCTGACCGGAGCGACGGAAAT CCARACGTCT GGAACGACAACAA
TTTGCAGGACACTTGAAAT GTAGACT AAGATGGACARACT GACTCTAAAAGGGAT GTCAT ATGT GATGT GCACAGGCTCATT CAAGCTAGAGAAAGAAGTGGCTG
AGACCCAGCAT GGAACCGTTCTAST GCAGATT AAATACGAAGGAACAGATGCACCAT GLAAGAT CCCTTTTTCEACCCAAGAT GAMAAGGASTAACCCAGAATGG
GAGATT GATAACAGCCAACCCCATAGTCACTGACAA GAMAACCAGT CAACATTGAGGCAGAACCGCCTTTTGGT GAGAGTTACATCET GAT AGGAGCAGGTGAA
AAAGCTTTGAAACT AGCTGGTT CAAGAAAGGAA GCAGCAT AGGGAAAATGT TTGAGGCAACT GCCAGAGEAGCACGAABGATGGCCAT ACTGEGAGACACCECA
TGGGACTTTGETTCTATAGGAGGAST GTTCACGTCTGTT GOAAAATT GBTACACCAGATCTTTGEAACT GCATATGGAGTTCTGTTCABCGETETTTCOT GRACCA
TGAAMATAGGAAT ABGEGTTCTECT GACAT GECT AGGATT AMACT CAABGABCACETCCOTTTCEAT GACGTGCAT GLAGTTGGCTTAGTAACGCTATACTT ABGA
GTCATGGTTCAGECGOTGAGCGECCGCCAGCTTTCTAGAACAAAMACTCATC TCAGAAGASGATC TEAA TAGCOCCETCGACCATCATCATCATCATCATTGA

C. Urutan Asam Amino Plasmid Rekombinan prM/E D1 (dari start codon)

MRFPSIFTAVLFAASSALAAPYNTTTEDE TAQIPAEAVIGY SDLE GDF DVAVLPFSNSTNNGLLFINTTIASIAAKEE GVSLEKRFHLTTRGGEPHM IV SKQ
ERGKSLLFKTSAGVNMCTLIAMDLGELCEDTLTYKCPRITEAEPDOVD CWCNATDTWYTY GTCSATGEHRRDKRSYALAPHVGLGLETRTETWMSSE
GAWKQIQRVETWALRHPGFTVIALFLAHAIG TS ITAKGIIFILLMLVYTPSMAMRCVGIGS RDFVEGL SGATWWDNVVLEH GS CVTTMAKDKPTLDIELLKTE
VTHPAVLRKLCIEAKISNTTTDSRCPTQGEATLVEE QDANFYCRRTFVDRGWGNG CGLF GKGSLITCAKFKCVTRLEG KM ENLKY SWINTWHTGDQ
HOWVGNESTEHGTTATITPQAPTTEIQLTDY GALTLDCSPRTGLDFNEMYLLTMKERKS WLWVHKQW FLOLPLPWTSGASTTQETWNRQDLLVTFKTAHAK
KAQEVWWILGSQEGAMHTALTGATEIQTSGTTTIFAGHLKCRLKMDKLTLKGM SYWMC TGS FKLEKEVAETQHGTVLVQIKYEGTDAPCKIFFSTADEKGW
TQNGRLITANPNTDKEKPYNIEAEPPFGESYIVIGAGEKALKLSWFKKG S5IGKMFEATARGARRMAILGDTAWDF G5 IG GVFTSVGKLVHQIFGTAY GV
LFSGVSWTMKIGIGVLLTWLGLNS RSTSLSMTC XAVGLVTLY LGWMV QAT AAASFLEQKLISEEDLNSAVDHHHHHH

Amplifikasi gen prM/E DENV-1 dengan teknik PCR menggunakan pasangan primer
yaitu pasangan primer forward dan reverse spesifik untuk cloning sesuai tabel diatas. Kedua
primer di desain memiliki situs restriksi yakni enzim Xhol primer forward dan enzim Notl

pada primer reverse. Hasil konstruksi gen prM/E DENV-1 dapat dilihat pada gambar 10.

Urutan sumur atas:

Marker 1 kb plus Fermentas

PCR prM/E isolate 072 primer dengan stop kodon (1)
PCR prM/E isolate 072 primer dengan stop kodon (2)
PCR prM/E isolate 072 primer dengan stop kodon (3)
PCR prM/E isolate 072 primer dengan stop kodon (4)
PCR prM/E isolate 072 primer dengan stop kodon (5)
PCR prM/E isolate 072 primer dengan stop kodon (6)
PCR prM/E isolate 072 primer dengan stop kodon (7)
PCR prM/E isolate 072 primer dengan stop kodon (8)
PCR prM/E isolate 072 primer dengan stop kodon (9)
0. PCR prM/E isolate 072 primer dengan stop kodon

(10)

1983bp — e e ) ) e G —

2OPNDA R WD

Gambar 10. Visualisasi hasil konstruksi gen prM/E dengue virus serotipe 1 isolat 072 pada

gel agarose 1 %

Gen sisipan prM/E DENV-1 dan plasmid pPICZaA yang telah disiapkan sebelumnya
dipotong menggunakan 2 buah enzim restriksi yang ditambahkan pada primer
pengamplifikasi gen sisipan. Enzim tersebut adalah enzim Xhol (Fermentas) dan Notl
(Fermentas). Verifikasi hasil pemotongan dengan enzim restriksi pada prM/E dan plasmid

pPICZaA, diidentifikasi dengan proses elektroforesis pada gel agarose 1% dan divisualisasi
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dengan Etidium Bromide untuk memastikan pemotongan berjalan sempurna. Hasil
pemotongan sempurna diperlihatkan dengan pita DNA yang dihasilnya hanya 1 pita, artinya
DNA berbentuk linier.

Urutan well:

Marker 1 kb Fermentas
1. Digesti Plasmid pPICZoA oleh Xhol dan Notl (1)
2. Digesti Plasmid pPICZaA oleh Xhol dan Notl (1)
3. DigestiPlasmid pPICZaA oleh Xhol dan Notl (1)
4. Plasmid pPICZoA sebelum digesti

Gambar 11. Hasil pemotongan vektor dengan enzim restriksi Xhol dan Notl

Kemudian dilakukan transformasi ke sel kompeten E. Coli Top 10F. Hasil
transformasi plasmid rekombinan di media LB Agar + Zeocin 25 ug/ml dan diinkubasi pada

suhu 37°C selama 16-18 jam dapat dilihat pada gambar 12.

Gambar 12. Hasil transformasi plasmid rekombinan prM/E DENV-1 dengan modifikasi stop
kodon

Konfirmasi pertama dilakukan dengan pemotongan plasmid rekombinan
menggunakan enzim restriksi Xhol dan Notl. Hasil cloning gen prM/E merupakan fusi
dengan plasmid pPICZaA, sehingga apabila gen prM/E berhasil tersisip dengan orientasi
yang benar akan dihasilkan 2 potongan pita DNA berukuran sekitar 3,6 kb dan 1.983 bp pada

visualisasi gel agarose 1% dengan etidium bromide. Hasil yang diperoleh sebagai berikut.
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M 123456 7 8 910 Urutan well:

Marker 1 kb Fermentas
1. Digesti group koloni 1

3.6 kb

Digesti group koloni 2

1983

Digesti group koloni 3
Digesti group koloni 4

[

2

3

4.

5. Digesti group koloni 5

6. Digesti group koloni 6

7. Digesti group koloni 7

8. Digesti group koloni 8

9. Digesti group koloni 9

10. Digesti group koloni 10

11. Kontrol plasmid pPICZaA sebelum digesti

12. Kontrol prM/E Dengue virus 1 dengan stop
kodon

Gambar 13. Hasil verifikasi plasmid rekombinan grouping dengan metode digesti Xhol dan
Notl

Dari hasil verifikasi pemotongan dengan enzim restriksi dapat diperoleh grup yang
positif memiliki plasmid rekombinan. Kemudian dilakukan konfirmasi pada koloni tunggal
anggota group yang positive. Metode yang digunakan adalah dengan pemotongan plasmid
rekombinan menggunakan enzim restriksi Xhol dan Notl. Hasil cloning gen prM/E
merupakan fusi dengan plasmid pPICZaA, sehingga apabila gen prM/E berhasil tersisip
dengan orientasi yang benar akan dihasilkan 2 potongan pita DNA berukuran sekitar 3,6 kb
dan 1.983 bp pada visualisasi gel agarose 1% dengan etidium bromide. Hasil yang diperoleh

sebagai berikut.

M1 2 3 4 5 6 7 8 9 Marker 1 kb Fermentas

Digesti koloni 11

Digesti koloni 12
Digesti koloni 13
Digesti koloni 17

Digesti koloni 42

Digesti koloni 47
Kontrol negatif 3
Plasmid pPICZaA sebelum digesti

1
2
3
4.
‘3 =) 2 Digesti koloni 18
7
8
9.
10. Kontrol + prM/E Dengue virus 1

Gambar 14. Hasil verifikasi plasmid rekombinan dengan metode digesti Xhol dan Notl
Verifikasi selanjutnya dengan metode PCR plasmid rekombinan primer spesifik gen
prM/E, dan menggunakan primer plasmid pPICZaA untuk mengetahui kebenaran orientasi
sisipan. Apabila gen prM/E berhasil tersisip dengan orientasi yang benar menggunakan
pasangan primer prM/E akan dihasilkan 1 potongan pita DNA berukuran sekitar 1983 kb,

sedangkan dengan pasangan primer AOX akan dihasilkan 2 potongan pita DNA berukuran
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sekitar 2571 kb. Untuk kontrol negatif diperoleh ukuran pita pada 588 bp. Hasil yang

diperoleh sebagai berikut.

1987 bp

(@)

Marker 1 kb Fermentas Marker 1 kb Fermentas
1. PCR prM/E koloni 11 dengan stop kodon 1. PCR AOX koloni 11 dengan stop kodon
2. PCR priM/E koloni 13 dengan stop kodon 2. PCR AOX koloni 13 dengan stop kodon
3. PCR pri/E koloni 18 dengan stop kodon 3. PCRAOX koloni 18 dengan stop kodon
4. PCR priV/E koloni 42 dengan stop kodon 4. Kontrol negatif Plasmid pPICZaA
5. Kontrol positif pri/E
6. Kontrol negatif Plasmid pPICZaA
7. Marker 100 bp Biorad

Gambar 15. Hasil verifikasi plasmid rekombinan dengan metode PCR dengan primer spesifik
prM/E (a) dan primer spesifik AOX (b)

Nomor koloni yang terpilih dari verifikasi dengan metode enzim restriksi dan metode
PCR primer spesifik AOX dan prM/Eadalah koloni nomor 11. Kemudian koloni ini
diverifikasi kembali urutan basanya dengan metode sekuensing. Hal ini dilakukan untuk
melihat orientasi sama dengan referensi sekuens. Hasil sekuensing dapat dilihat di bawah ini.
Urutan basa untuk koloni 11 hasil sekuensing dari start kodon sampai stop kodon tanpa his

tag.

ATGAGATTTCCTTCAATTTTTACTGCTGTTTTATTCGCAGCATCCTCCGCATTAGCTGCTCCAGTCAACACTACA
ACAGAAGATGAAACGGCACAAATTCCGGCTGAAGCTGTCATCGGTTACTCAGATTTAGAAGGGGATTTCGATGTT
GCTGTTTTGCCATTTTCCAACAGCACAAATAACGGGTTATTGTTTATAAATACTACTATTGCCAGCATTGCTGCT
AAAGAAGAAGGGGTATCTCECGAGAAAAGATTCCATTTGACTACACGAGGGGGAGAGCCGCACATGATAGTCAGC
AAGCAGGAAAGAGGAAAGTCACTTTTGTTTAAGACCTCAGCAGGTGTCAACATGTGCACCCTTATAGCGATGGAT
TTGGGAGAGTTATGTGAGGACACACTGACTTACAAATGCCCTCGAATCACTGAGGCGGAACCAGATGACGTTGAT
TGTTGGTGCAATGCCACAGACACATGGGTGACCTATGGAACATGTTCCCAAACTGGCGAGCACCGACGAGACAAA
CGTTCCGTCGCACTGGCCCCACACGTGGGACTTGGTTTGGAAACAAGAACCGAAACGTGGATGTCCTCCGAAGGC
GCTTGGAAACAGATACAAAGAGTGGAGACTTGGGCCCTGAGACACCCAGGGTTCACGGTGATAGCCCTTTTTCTA
GCACATGCCATAGGAACATCTATCACCCAGAAAGGGATTATCTTCATTTTGTTAATGCTGGTTACACCATCCATG
GCCATGCGATGCGTGGGAATAGGCAGCAGGGACTTCGTGGAAGGACTGTCAGGAGCAACTTGGGTAGATGTGGTG
CTGGAACATGGAAGTTGCGTCACTACCATGGCAAAAGACAAACCAACATTGGACATTGAACTCTTGAAGACGGAA
GTCACAAACCCTGCCGTCCTGCGCAAACTGTGCATTGAAGCTAAAATATCAAACACCACCACCGACTCAAGATGT
CCAACACAAGGAGAAGCCACACTGGTGGAAGAACAAGACGCGAACTTTGTGTGTCGACGAACGTTTGTGGACAGA
GGCTGGGGCAATGGCTGTGGGCTCTTTGGAAAAGGAAGCCTTATAACGTGTGCTAAGTTCAAGTGTGTGACGAAA
CTGGAAGGAAAAATAGTTCAATATGAAAACTTGAAATATTCAGTAATAGTCACCGTCCACACTGGAGACCAGCAT
CAGGTGGGAAATGAAAGCACAGAACATGGGACAACTGCAACTATAACACCTCAAGCTCCTACGACAGAAATACAG
CTGACCGACTACGGAGCTCTTACATTGGATTGTTCACCTAGAACAGGACTAGACTTTAATGAAATGGTGTTGTTG
ACAATGAAAGAAAAATCATGGCTAGTCCACAAACAATGGTTTCTAGACCTACCACTGCCTTGGACCTCGGGAGCT
TCAACAACACAAGAGACTTGGAACAGACAAGATTTGCTGGTGACATTTAAGACAGCTCATGCAAAGAAGCAGGAA
GTAGTCGTACTAGGATCACAAGAAGGAGCAATGCACACTGCGCTGACCGGAGCGACGGAAATCCAAACGTCTGGA
ACGACAACAATTTTTGCAGGACACTTGAAATGTAGACTAAAGATGGACAAACTGACTCTAAAAGGGATGTCATAT
GTGATGTGCACAGGCTCATTCAAGCTAGAGAAAGAAGTGGCTGAGACCCAGCATGGAACCGTTCTAGTGCAGATT
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AAATACGAAGGAACAGATGCACCATGCAAGATCCCTTTTTCGACCCAAGATGAAAAAGGAGTAACCCAGAATGGG
AGATTGATAACAGCCAACCCCATAGTCACTGACAAAGAAAAACCAGTCAACATTGAGGCAGAACCGCCTTTTGGT
GAGAGTTACATCGTGATAGGAGCAGGTGAAAAAGCTTTGAAACTAAGCTGGTTCAAGAAAGGAAGCAGCATAGGG
AAAATGTTTGAGGCAACTGCCAGAGGAGCACGAAGGATGGCCATACTGGGAGACACCGCATGGGACTTTGGTTCT
ATAGGAGGAGTGTTCACGTCTGTTGGAAAATTGGTACACCAGATCTTTGGAACTGCATATGGAGTTCTGTTCAGC
GGTGTTTCCTGGACCATGAAAATAGGAATAGGGGTTCTGCTGACATGGCTAGGATTAAACTCAAGGAGCACGTCC
CTTTCGATGACGTGCAT GCAGTTGGCTTAGTAACGCTATACTTAGGAGTCATGGTTCAGGCGTG-GGCCGCCA
GCTTTCTAGAACAAAAACTCATCTCAGAAGAGGATCTGAATAGCGCCGTCGACCATCATCATCATCATCATTGA

Hasil urutan basa koloni 11 yang diperoleh kemudian dibandingkan dengan reference

sequence dan diperoleh hasil kemiripan 100 %. Hasil yang ditunjukkan adalah sebagai

berikut.

Reference seguence
plasmid rekombinamn

Reference sequence
plasmid rekombinamn

Reference sequence
plasmid rekombinamn

Reference sequence
plasmid rekombinan

Reference sequence
plasmid rekombinan

Reference =equence
plasmid rekombinan

Reference =equence
plasmid rekombinan

Reference =equence
plasmid rekombinan

Reference =equence
plasmid rekombinan

Beference segquence
plasmid rekombinan

Beference segquence
plasmid rekombinan

Beference segquence
plasmid rekombinan

Beference segquence
plasmid rekombinan

Beference seguence
plasmid rekombinan

Beference seguence
plasmid rekombinan

koloni

koloni

koloni

koloni

koloni

koloni

koloni

koloni

koloni

koloni

koloni

koloni

koloni

koloni

koloni

11

11

11

11

11

11

11

11

11

11

11

11

11

11

11

10 20 30 40 50 &0 7o

ATGARGATTTCCTICARTITITACTGCTGITITATTICGCAGCATCCTCCGCATTAGCTGCT CCAGT CARCACT
ATGAGATTTCCTICARTITITACTGCTGITITATTICGCAGCATCCTCCGCATTAGCTGCT CCAGT CAACACT

110 1z0 130 140 150 180 170

CeGCTGRRGCTGTCATCGG I TRACTCRAGRTTTAGRRGEGEGATTTCGATGITGCTGITITIIGCCATTTTCCRARCE
CGGCTGRAGCIGTCATCGG I TACTCAGRTTTAGRAAGGGGATTTCGATGTTGCTIGITITGCCATTTTCCRRCE

210 220 230 240 250 280 270
T T T T L I L I

TACTRARCTRTTGCCAGCATTGCIGCT ARG AGREGGEETATCTCTCGAGRRAAGRTTCCATTTGRACTRACRCGE
TACTRCTARTTGCCAGCATTGCTIGCTARLRGRAGRAGGEETATCTCTICGAGRARALGRTTCCATTTGRCTRACRCG

310 320 330 340 350 380 370

ALGCAGGRELGAGEA L AGTCACT T TTGT T TARGRCCTCAGCAGGTGTCRARCATGTGCRACCCTTATAGCGRETG
ALGCAGGRRLGRGER L AGTCACTITIGTITTARGRACCTCAGCAGGTI GT CARCATGTGCACCCTTATAGCGATG

410 420 430 440 450 480 470

TGRCTTACERR R TGCCCTCGRATCACTGRAGGCGGRARCCAGATGACGTIGRATTGTTIGGIGCRATGCCACAGRCR
TGRCTTACRRRTGCCCTCGRAT CACTGRAGGCGGARCCAGRTGRACGTIGATIGTITGGTIGCRAATGCCACAGRCE

510 520 530 540 550 580 570

ALCTGGCGRGCACCGACGAGRCARLCGTTCCGTCGCACTGEGCCCCACACGTIGEGACTIGEITTGGRAARCRAG
ALCTGGCGRGCACCGRCGAGRACARLCGTTCCGTCGCACTGEGCCCCACACGTGEGRACTIGETTITGGRARCRAG

10 |20 |30 |40 &850 &80 |70

GCITGGRARCRGATACAL AGAGTGEAGACTIGEECCCTGAGACACCCAGEGETTCACGEIGATAGCCCTITITT
GCTTGGRRLCRGRTACAL AGAGTGEGRAGRCTTGEECCCTGRAGRCACCCAGGGTTCRACGGETIGATAGCCCTTTITT

710 TZ0 T30 Ta0 750 Te0 TT0
B T B B e B L It e B (e B B U I B

CCCAGRRAAGEEATTATCITCATTTIGITARTGCIGGI TACACCATCCATGEGCCATGCGATGCGTGEGGRAATAG
CCCAGRA L GEERTTATCITCATTTTGITALRTGCIGGTTRACACCATCCATGEGCCATGCGRATGCGTGEGRATAG

810 Bz0 B30 840 850 8e0 B70
B T B B e B L It e B (e B B U I B

AGGAGCRACTIGGETAGATGIGGIGCIGGRAACATGGRAGT TGCGICACTACCATGECARARGACALACCRAC
AGGRGCRACTIGGETAGRATGTGGTGCTGGRAACATGGRAGTTGCGICACTACCATGGCRARRLGRCALRLCCRAC

810 820 830 940 850 S&0 870
B T B B e B L It e B (e B B U I B

GTCACARACCCTGCCGTCCTGCGCARLCTGTGCATTGALGCTALAATATCARMCACCACCACCGACT CANLGT
GTCACAARARCCCTGCCGTCCTGCGCARLCTGTGCATTGALGCTALAATATCARNCACCACCACCGRACT CALGT

1010 1020 1030 1040 1050 1080 1070
B T B B e B L It e B (e B B U I B

IGGARAGARACAMGRCGCGALCTTITGTGTGT CGACGAACGTTTGTGGACAGAGGCT GEGEGCALT GGCTGT GGG
IGGALGRACALGRCGCGAACTITGIGIGI CGACGALCGITTIGIGGACAGAGGCTGEEEGCALTGEGCTGIGEGEC

IGCTALGT I CARGTGIGI GRACGARACTGEGRAGEAR AN AT ARCGTTCAATATGRALRACTTGRARATATTCAGT AT
TGCTRRGTTCRERGTGTGIGRCGRARLCTGGAAGGRR R A TAGT TCARTATGRARACTTGRRATATTCAGT AT

CLGGTGEEAARATGRALLGCACAGRRCATGGEACARCTGCARCTATAACACCTCRARGCTCCTACGRACAGRALTR
CAGGTGGGRLRTGRALGCRCAGRRCATGGGRACRRCTEGCARCTATARCACCTCARGCTCCTRCGRCAGRRALTR

12310 1320 13320 1340 1350 1280 1370
T T L T L T T T L

TGGATTGTTCHCCTAGARCAGGACTHGACTTTAATGAAATGGTGTTGTTGACAATGEAAGAAAAATCATGGC
TGEATTGTI ICRCCTAGRLCAGGRCTAGRCTTTRARTGRALATGGTGITGITGRCARTGRARRGRRALATCATGEGE

1410 14z0 14320 1440 1450 1480 1470
T T e L e e

RCCACTGCCTTGGACCTCGGGAGCTTCRACARCRCHAGAGRCTTGGRACAGACAAGATTTGCTGGTGACRTT
ACCACTGCCTTGGACCTCGGEGAGCTTCARC AR CRCRARGAGRCTTGGRAACAGRCRRGRTTTGCTGGTGRCATT
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Eeference =sequence
plasmid rekombinan

Eeference =sequence
plasmid rekombinan

Eeference =sequence
plasmid rekombinan

Eeference =sequence
plasmid rekombinan

Eeference =sequence
plasmid rekombinan

Eeference =sequence
plasmid rekombinan

Eeference =sequence
plasmid rekombinan

Eeference =sequence
plasmid rekombinan

Eeference =sequence
plasmid rekombinan

koloni

koloni

koloni

koloni

koloni

koloni

koloni

koloni

koloni

11

11

11

11

11

11

11

11

11

GIAGICGIACTAGGAT CACALGAAGGAGCALATGCACACTGCGCTGACCGEAGCGACGGALATCCARACGTCT
GIAGICGIACTAGGAT CACALGAAGGAGCALATGCACACTGCGCTGACCGEAGCGACGGALATCCARACGTCT

IGALATGIAGARCT AR NGATGEACARACTGACTCT AL AGEGATGI CATATGIGATGT GCACAGGCTCATTCR
IGALATGIAGARCT AR NGATGEACARACTGACTCT AL AGEGATGI CATATGIGATGT GCACAGGCTCATTCR

GCATGGAACCGITCIAGTGCAGATTARAT ACGAAGGAACAGAT GCACCAT GCANGAT CCCTITITTICGACCCR
GCATGGAACCGITCIAGTGCAGATTARAT ACGAAGGAACAGAT GCACCAT GCANGAT CCCTITITTICGACCCR

AGLRTTGATAACAGCCANCCCCATAGTCACTGACARAGARARACCAGTCALCATTGAGGCAGRLCCGCCTITT
AGLRTTGATAACAGCCANCCCCATAGTCACTGACARAGARARACCAGTCALCATTGAGGCAGRLCCGCCTITT

GIGAAALAGCTITGRAAACTARGCTGGT TCARGAAAGGALGCAGCATAGEGARANTGT TTGAGGCARCTGCCR
GIGAAALAGCTITGRAAACTARGCTGGT TCARGAAAGGALGCAGCATAGEGARANTGT TTGAGGCARCTGCCR

AGLCACCGCATGGEACT TIGEI ICTAT AGGAGGAGT GTTCACGICTGTIGGAALATTGGTACACCAGATCTT
AGLCACCGCATGGEACT TIGEI ICTAT AGGAGGAGT GTTCACGICTGTIGGAALATTGGTACACCAGATCTT

GGIGITICCIGGACCATGALMATAGGART AGGGGTTCTGCTGACATGGCTAGGATTARACT CALGGAGCACG
GGIGITICCIGGACCATGALMATAGGART AGGGGTTCTGCTGACATGGCTAGGATTARACT CALGGAGCACG

GCITAGTARCGCT AT ACTTAGGAGTCATGGI TCAGGCGTGAGCGECCGCCAGCTITICTAGARCARALACTCR
GCITAGTARCGCT AT ACTTAGGAGTCATGGI TCAGGCGTAGGCGECCGCCAGCTITICIAGARCARALACTCR

CGACCATCATCATCATCATCATTIGA
CGACCATCATCATCATCATCATTIGA

Selain dilihat urutan basa nya, verifikasi dilakukan dengan melihat urutan asam amino

pada koloni 11. Hasil dapat dilihat di bawah ini.

MREPSIFTAVLFAASSALAAPVNTTTEDETAQIPAEAVIGYSDLEGDFDVAVLPESNSTNNGLLEINTTIASIAA
KEEGVSIEKRFHLTTRGGEPHMIVSKQERGKSLLFKTSAGVNMCTLIAMDLGELCEDTLTYKCPRITEAEPDDVD
CWCNATDTWVTYGTCSQTGEHRRDKRSVALAPHVGLGLETRTETWMS SEGAWKQIQRVETWALRHPGEFTVIALEL
AHAIGTSITOQKGIIFILLMLVTPSMAMRCVGIGSRDEFVEGLSGATWVDVVLEHGSCVITMAKDKPTLDIELLKTE
VINPAVLRKLCIEAKISNTTTDSRCPTQGEATLVEEQDANEVCRRTEVDRGWGNGCGLEGKGSLITCAKFKCVTK
LEGKIVOQYENLKYSVIVTVHTGDOQHOVGNESTEHGTTATITPOQAPTTEIQLTDYGALTLDCSPRTGLDENEMVLL
TMKEKSWLVHKOQWELDLPLPWTSGASTTOQETWNRODLLVTEFKTAHAKKQEVVVLGSQEGAMHTALTGATEIQTSG
TTTIFAGHLKCRLKMDKLTLKGCMSYVMCTGSFKLEKEVAETQHCGTVLVOIKYEGTDAPCKIPESTODEKGVTONG
RLITANPIVTDKEKPVNIEAEPPFGESYIVIGAGEKALKLSWEKKGSSIGKMFEATARCARRMAILGDTAWDEGS
IGGVFTSVGKLVHQIFGTAYGVLFSGVSWTMKIGIGVLLTWLGLNSRSTSLSMTCXAVGLVTLYLGVMVQI*AAA
SFLEQKLISEEDLNSAVDHHHHHH*

Hasil urutan asam amino kemudian dibandingkan dengan urutan asam amino

referensi. Hasil diperoleh kesamaan urutan asam amino antara koloni 11 dengan referensi

sebanyak 100 %. Hasil dapat dilihat pada gambar berikut.
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Reference seguence
plasmid rekombinan koloni

Reference seguence
plasmid rekombinan koloni

Reference seguence
plasmid rekombinan koloni

Reference seguence
plasmid rekombinan koloni

Reference seguence 1
plasmid rekombinan koloni VEHE EH iy LPTTEIQLTDYGR

Reference seguence
plasmid rekombinan koloni 11

Reference seguence
plasmid rekombinan koloni 11

Reference seguence
plasmid rekombinan koloni 11

Sekuensing lengkap gen insert (~2 kb) menggunakan primer AOX1 & 2 pasang primer
prM/E DENV-1 menunjukkan hasil: gen insert yang dicloning sesuai/sama dengan referensi
(isolat DENV Indonesia 072) tidak ada perubahan basa saat terinsersi ke vektor (tdk ada
delesi, insersi atau frame shift).

Plasmid rekombinan yang sudah dikonfirmasi keberadaan dan kebenaran orientasi
insert yakni koloni 11 untuk plasmid rekombinan pPICZaA/prM/E, kemudian dilinearisasi
dengan enzym Pmel untuk efisiensi proses transformasi. Pita yang diperoleh dari hasil
linierisasi yakni untuk plasmid rekombinan ukurannya + 5600 bp, dan kontrol negatif yang
tidak mengandung insert prM/E adalah pada ukuran 3,6 kb. Hasil linerisasi dapat dilihat pada
gambar 16.

Urutan well:

Marker 1 Kb Fermentas

1. Plasmid rekombinan koloni 11 linierisasi Pmel

2. Plasmid rekombinan koloni 11 sebelum linierisasi Pmel

3. Plasmid rekombinan kontrol negatif linierisasi Pmel

4. Plasmid rekombinan kontrol negatif sebelum linierisasi
Pmel

Marker 1 Kb Fermentas

5kb

1,5 kb

Gambar 16. Hasil linierisasi plasmid rekombinan prM/E virus dengue serotipe 1
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Plasmid rekombinan koloni 11 dan kontrol negatif pPICZaA ditransformasi ke sel
kompeten Pichia pastoris GS115 menggunakan metode electroporator (Bio-Rad Gene

Pulser). Hasil dapat dilihat pada gambar 17.

Gambar 17 Koloni Pichia pastoris rekombinan prM/E dengan modifikasi stop kodon

Strain GS115 dapat menghasilkan Mut+ dan MutS sehingga untuk mendapatkan
Mut+ dilakukan pengujian pada media agar MDH dan MMH. Strain GS115 memerlukan
Histidin 0,004% ketika ditumbuhkan pada minimal media. Fenotip Mut+ adalah jika strain
tumbuh dengan normal pada kedua plate sedangkan MutS adalah jika strain tumbuh pada
media MDH namun tidak tumbuh pada media MMH. Hasil yang diperoleh dapat dilihat pada

gambar dan tabel 5. Sebagian besar klon yang dihasilkan memiliki fenotip Mut+.

Tabel 5 Hasil identifikasi fenotif Mut pada transforman P. pastoris rekombinan prM/E

Eglrgﬁir MDH | MMH Interpretasi

2 ++ + Mut*

3 + ++ Mut®

4 ++ - Mut®

5 + + Mut"

Dengan Modifikasi 6 + + Mut*
Stop kodon 7 " + Mut*
8 + + Mut"

9 ++ ++ Mut*

10 - - Mut®

11 ++ ++ Mut"

12 ++ + Mut*

13 ++ + Mut*

51



14 ++ + Mut*
15 ++ + Mut*
16 ++ + Mut*
17 ++ + Mut"
18 ++ + Mut*
19 - - MutS
20 ++ + Mut*
21 ++ + Mut*
22 ++ + Mut*
23 ++ + Mut*
24 ++ + Mut*
25 ++ + Mut*

Gambar 18 Hasil identifikasi fenotif Mut pada medium MDH dan MMH

Koloni tunggal dikultur pada medium YPD (Yeast Extract Peptone Dextrose
Medium) dengan campuran 1% yeast extract (oxoid, 416451), 2% peptone (Himedia, cat.
91249-500 g lot no. BCBP8880), 2% dextrose (RM016-500 G lot no. 0000043079) yang
mengandung 100 pg/mL zeocin. Kemudian diinkubasi pada suhu 28°C selama overnight
dengan shaker 250 rpm. Selanjutnya dilakukan isolasi DNA genome manual di Pichia
pastoris. Hasil isolasi DNA genome Pichia dapat dilihat pada gambar 19.

Urutan well:

Marker 1 kb Fermentas
1. Isolasikoloni 2 (STP)
Isolasikoloni 4 (STP)
Isolasikoloni 5 (STP)
Isolasikoloni 6 (STP)
Isolasikoloni 7 (STP)
Isolasikoloni 8 (STP)
Isolasikoloni 9 (STP)

N O s wN

Gambar 19 Hasil isolasi manual DNA genom pichia rekombinan
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Identifikasi transformant plasmid rekombinan di Pichia pastoris dilakukan dengan PCR
menggunakan primer spesifik AOX. Hasil identifikasi dengan primer AOX apabila
mengandung plasmid rekombinan hasilnya akan diperoleh dua pita yakni pita DNA prM/E
dengan ukuran 2.600 pb dan pita gen AOX1 pada ukuran kurang lebih 2.200 pb. Hasil PCR
kemudian dianalisis dengan elektroforesis gel agarose 1%. Dilanjutkan dengan visualisasi
GelDoc. Hasil PCR dengan AOX dapat dilihat pada gambar berikut ini.

| : ] 5, Urutan well:
5 Marker 1 kb Fermentas

W ads a8 6v6 9 1. PCR AOX pichia rekombinan 6 (3TP)
2. PCR AOX pichia rekombinan 7 (STP)
3. PCR AOX pichia rekombinan 8 (STP)
4. PCR AOX pichia rekombinan 9 (3TP)
5. PCR AOX pichia rekombinan 11 (STF)
6. PCR AODX pichia rekombinan 12 (STP)
T
8
9
1

Skb

(:

. PCR AQOX pichia rekombinan 13
PCR AOX pichia rekombinan 14 (STP)

(

1,5kb

. PCR AOX pichia rekombinan 15 (STP)
0. PCR AOX kontrol negatif 3

Urutan well

Marker 1 kb Fermentas

1. PCR AOX pichia rekombinan 18 (STP)
PCR AOX pichia rekombinan 20 (STP)
PCR AOX pichia rekombinan 21 (STP)
PCR AOX pichia rekombinan 22 (STP)
PCR AOX pichia rekombinan 24 (STP)
PCR AOX pichia rekombinan 25 (STP)
PCR AOX kontrol negatif 3

5kb

1,5kb

o L

Gambar 20 Hasil Verifikasi pichia rekombinan dengan metode PCR primer AOX
Integrant Mut+ yang terintegrasi di lokus AOX1 mnghasilkan 2 pita yaitu pita sesuai gen
insert prM/E (2,6 kb) dan pita sesuai dengan gen AOX1 (2,2 kb).

Koloni terpilih kemudian diekspresikan dalam medium ekspresi. Protein rekombinan
prM/E DENV-1 dikultur menggunakan flask dengan media 100 ml BMMY. Induksi
dilakukan setiap 24 jam dengan methanol 3.0 % dengan 2 kali pemberian, pagi 1 % dan sore
2 % untuk mempertahankan induksi. Pada hari ke-4 (72 jam) kultur ekspresi protein
rekombinan dipanen. Untuk ekspresi tersekresi (ekstraseluler), supernatan dipisahkan dari
pelet untuk dianalisa dan disimpan pada suhu -80°C. Analisis supernatan hasil ekspresi
protein rekombinan dengan metode Coomasie Stain SDS-PAGE dan Western Blot. Hasil
analisa ekspresi protein rekombinan prM/E dengan elektroforesis gel poliakrilamid (SDS
PAGE) dapat dilihat pada gambar 21.
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Marker prestained protein
Klon # 6 ekspresi 72 jam
Klon # 8 ekspresi 72 jam
Klon # 11 ekspresi 72 jam
Kontrol negatif 3

abrwbdeE

Gambar 21 Hasil SDS Page ekspresi protein rekombinan dengan modifikasi stop kodon

Klon # 6, #8 dan #11 menunjukkan pita protein berukuran sekitar 56 kDa, sesuai
dengan ukuran protein rekombinan prM/E DENV-1. Protein rekombinan tersebut kemudian
diuji antigenisitasnya dengan metode Western Blot. Alat yang digunakan untuk transfer
protein dari gel SDS ke kertas membran adalah Trans-Blot Turbo Transfer System Biorad.
Membran yang digunakan utnuk transfer adalah Trans Blot Turbo™ PVDF starter kit Midi
0.2 uM cat. #170-4156. Hasil western blot dengan antibodi premembran dengue (genetex)
dengan perbandingan 1:1000 dapat dilihat pada gambar 22. Hasil uji antigenisitas
menunjukkan bahwa protein rekombinan prM/E DENV-1 dapat mengenali antibody
premembran dengue sehingga dapat bersifat sebagai antigen.

Marker prestained protein
Koloni 6 ekspresi 72 jam
Koloni 8 ekspresi 72 jam
Koloni 11 ekspresi 72 jam

A R o

Kontrol negatif 3

Gambar 22 Hasil western blot protein rekombinan prM/E DENV-1

Selain itu analisa western blot dilakukan menggunakan antibody lain, yakni monoclonal
antibody anti Envelope 4G2-HRP (1:1000). Namun hasilnya negative, kemungkinan epitope
antibody monoclonal terbatas sehingga tidak dapat mengenali antigen prM/E DENV-1. Hasil
tersebut dapat dilihat pada gambar 23.
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Kontrol positif supernatan

virus dengue

Gambar 23 Verifikasi western blot protein rekombinan prM/E supernatan dan pellet dengue
virus 1 dan 4 dengan antibody anti Envelope 4G2-HRP (1:1000)

Selain dengan antibody di atas, dilakukan pula analisa Western Blot dengan antibody
polyclonal antibody prM/E Dengue Virus 1, 2, 3, 4, dan tetravalent. Hasil uji antigenisitas
bahwa protein prM/E DENV-1 dapat mengenali antibody prM/E DENV-1,-2,-3,-4 dan
tetravalent. Hasil tersebut dapat dilihat pada gambar 24-26.

kDa kDa
~130
~130 Marker Prestained ~100 Marker Prestained
~100 1. Klon 11 Ekspresi ~70 1. Klon 11 volume
*gg volume 50 mL ‘i’g 100 il
40 2. WK'7" " 1§w~3m~w;: ’:s' 2. Kontrol negative
volume m Ekspresi
3. Kontrol negative =ARprest
Ekspresi
A
antibody prM/E DENV 1 antibody prM/E DENV 2

Gambar 24 Hasil analisa Western Blot protein rekombinan prM/E supernatan klon 11
dengan poliklonal antibody prM/E DENV 1 dan 2 (Ul, 1: 10.000)
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kDa

kDa
~13
~10 Marker Prestained ~130 Marker Prestained
~70 1. Klon 11 Ekspresi ~100 1. Klon 11 Ekspresi
~55 volume 100 mL ~70 volume 50 mL
~40 2. Kontrol negative ~55 2. Klon 11 Ekspresi
Ekspresi ~40 volume 100 mL
3. Kontrol negative
Ekspresi
antibody prM/E DENV 3 antibody prM/E DENV 4

Gambar 25 Hasil analisa Western Blot protein rekombinan prM/E supernatan klon 11
dengan poliklonal antibody prM/E DENV 3 dan 4 (Ul, 1: 10.000)

kDa

~130
~100
~70
~55
~40

M 1 2 3

Marker Prestained

1. Klon 11 Ekspresi volume 50 mL
2. Klon 11 Ekspresi volume 100 mL
3. Kontrol negative Ekspresi

antibody prM/E Tetravalent DENV

Gambar 26 Hasil analisa Western Blot protein rekombinan prM/E supernatan klon 11
dengan poliklonal antibody prM/E DENYV Tetravalent (Ul, 1: 10.000)

Analisa P. pastoris rekombinan pPICZaA prM/E DENV-1 klon 11 juga dilakukan dengan

metode sekuensing. Hasil sekuensing dapat dilihat pada gambar 27.

Reference Sequence
PichRek prM/E D1 Klon 11

Reference Sequence
PichRek prM/E D1 Klon 11

Reference S=guence
PichRek prM/E D1 Klon 11

Reference Seguence
PichRek prM/E D1 Klon 11

Reference Sequence
PichRek prM/E D1 Hleon 11

O o S [Py U SR (DI e vey ey
GC’I‘I‘AGTAACGCI‘ATACTI‘AGGAGTCA‘I‘GGTTCAGGCGCGGCCGCCAGCITICTAGAACMMCTCATCIC

s10 sz20 530 540 550 s€0 570
T T T e T T T T e
VVVLGSQEGAMHTALTGATEIQI SGTITIFAGHLRCRLEMDK LT LEKGHMSYVMCTGSFRLERKEVAETQHGTVLVQIR




Gambar 27 Hasil Verifikasi P. pastoris rekombinan pPICZoA prM/E DENV-1 klon 11

dengan sekuensing.

Sekuensing lengkap gen insert (~2 kb) menggunakan primer AOX1 & 2 pasang
primer prM/E DENV-1 menunjukkan hasil yakni gen insert di P. pastoris ada perubahan basa
ke 2240-2241 dengan start 1 dari start codon (ATG). Perubahan yakni basa GA menjadi AG.

Namun perubahan basa tersebut tidak merubah asam amino (silent mutation).

KETERBATASAN PENELITIAN

Selanjutnya metode ekspresi yang telah optimal tersebut ketika dilanjutkan kembali untuk

produksi protein rekombinan skala besar mengalami hambatan. Kemungkinan penyebab

hambatan adalah proses ekspresi protein rekombinan dikerjakan menggunakan flask tanpa
buffled sehingga banyak parameter yang tidak bisa dikontrol seperti kadar methanol dan
glukosa. Sehingga diupayakan akan dilanjutkan proses ekspresi proteinnya di industry Bio

Farma menggunakan bioreactor dan sebagai alternative untuk skala lab penelitian mencoba

dengan melakukan transformasi ke P. pastoris strain lain yaitu strain X33.

Kendala- kendala yang ditemukan saat proses ekspresi protein rekombinan dalam skala besar

dan lanjutan sebagai berikut:

1. Hasil SDS Page 10% supernatan ekspresi skala 400 mL (11-D1 induksi 3%, 16E-D4
induksi 2%) hasil yang diperoleh adalah pita tipis di 56 kDa, dan pita yang lain terlihat
tebal di 85 kDa (16E-D4), untuk 11-D1 ada pita sangat tipis namun kemudian setelah
diulang dengan volume 250 mL dan 100 ml seperti hasil positif sebelumnya hasil SDS
sama namun sangat tipis, tidak bisa didokumentasikan. Hasil dapat dilihat pada gambar
berikut.
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Marker Protein Unstained 1. BSA control
1. Supernatan klon 11 (kultur 400 mL) 2. -
2. Supernatan klon 11 (kultur 400 mL) 3. Sebelum Sentrifuge
Marker Protein Unstained 4. Setelah Sentrifuge |
3. Supernatan klon 16E (kultur 400 mL) 5. Filtrat 0,22 D7
4. Supernatan klon 16E (kultur 400 mL) 6. Konsentrat
7. Permeate
8. Retentate Buffer Exchange




Gambar 28 hasil SDS Page 10% scale up ekspresi protein

2. Optimasi dilanjutkan dengan mengubah konsentrasi Methanol induksi dari 3% (klon 11-
D1) menjadi konsentrasi 1%, 2% dan 4%. Dan Klon 16-D4 dari 2% menjadi konsentrasi
1%, 3% dan 4%. Selain itu, dilakukan perubahan sentrifuge pemisahan supernatan dan
pellet, yang sebelumnya selama 1 jam menjadi 15 menit. Hasil SDS supernatan
menunjukkan hasil tidak ada pita (negative). Hasil dapat dilihat pada gambar berikut.

kDa
Marker protein unstained fermentas

1. Supernatan klon 11 induksi 3 %

4. Supernatan klon 16 induksi 3 %

Gel 7] ]
Gambar 29 Hasil SDS 10% optimasi ekspresi dengan perubahan konsentrasi Methanol

induksi

3. Dilakukan ekstraksi protein intraseluler. Hasil analisa SDS 10% dengan gel stain free

menunjukkan positive dengan ukuran ~56 kDa.

Marker protein Biorad

1. Ekstraksi pelletklon 11 induksi 3%

2
3. Ekstraksi pelletklon 16 induksi 2%
4
5

. Ekstraksi pelletklon 16 induksi 3%

. Ekstraksi pelletklon 3 (control negative)-

lama

6. Supernatan klon 11 induksi 3 % positive

7. Superntan klon 16 induksi 2 % positive

Gambar 30 Hasil analisa SDS 10% dengan gel stain free

4. Ekspresi protein intraseluler (sel pellet) hasil kemudian dianalisa dengan menggunakan
metode SDS 10%. Hasil menunjukkan positive dengan ukuran ~55 kDa. Verifikasi dengan
western blot dengan antibody prM/E DENV 1 dan 4 (Ul, 1:10.000). Hasil menunjukkan
band tidak spesifik di pellet dan di supernatant menunjukkan hasil negative.
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M1 2 3456789

M1 2345678 .9 Marker protein unstained
:

1. Ekstraksi pellet klon 11 induksi 3%

LR
RESES

Ekstraksi pellet klon 16 induksi 2%
Ekstraksi pellet klon 16 induksi 3%

el

Supernatan klon 11 induksi 1%

Supernatan klon 11 induksi 2 %

Supernatan klon 16 induksi 1%

D e A R

aDENV-4 W B L aDENV-1 Supernatan klon 16 induksi 4 %

Gambar 31 Western blot protein intraselular dengan antibody prM/E DENV 1 dan 4 (UI,
1:10.000)

5. Ekstraksi DNA genom dari kultur ekspresi BMMY. Kemudian DNA diverifikasi dengan
menggunakan PCR dengan primer AOX 1. Hasil menunjukkan positive DNA insert
prM/E masih terintegrasi dalam pichia. Integrant Mut+ (terintegrasi di lokus AOX1): 2
pita yaitu: pita sesuai gen insert prM/E (2,6 kb) dan pita sesuai dengan gen AOX1 (2,2
kb). Hasil dapat dilihat pada gambar berikut.

Urutan well:

Marker 1 kb Fermentas

1. PCR dengan primer AOX klon 11 (1)
2. PCR dengan primer AOX klon 11 (2)
3. PCR dengan primer AOX klon 16 E (1)
4. PCR dengan primer AOX klon 16 E (2)

Gambar 32 Hasil PCR AOX koloni terpilih dari kultur medium ekspresi

Untuk mengatasi kendala-kendala di atas, maka dilakukan optimasi ekspresi protein
rekombinan prM/E Dengue 1. Dilakukan ekspresi sesuai litelatur yakni Cardoso, 2013.
Optimasi yang dilakukan sebagai berikut. Kultur di medium YPD Broth 2,5 mL selama 24
jam.Rekultur sebanyak 2,5 mL kultur YPD Broth ke dalam 500 mL medium BMGY.
Inkubasi shaker 28 °C, 250 rpm selama 3 hari. Rekultur sebanyak x mL ke medium BMMY
100 mL dengan OD600 = 20 (pellet di cuci dengan peptone steril, sentrifuge 1500 g selama 5
menit. Pellet diresuspen medium BMMY ). Dikultur selama 96 jam dengan induksi methanol

3%, pemberian 2 kali dosis, 1% pagi dan 2 % sore. Sampling setiap 24 jam, pisahkan pellet
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dan supernatan. Hasil supernatan di SDS page 10%. Hasil SDS dapat dilihat pada gambar
berikut.

|
o

= 7 beiln 11 16E 11 16E

—
Gambar 33 Hasil SDS Page supernatant ekspresi dengan metode Cardoso

Optimasi Purifikasi Protein

Hasil optimasi awal purifikasi protein rekombinan prM/E dengue serotipe 1 sebagai
berikut:

a. Optimasi pertama kolom yang digunakan adalah weak anion (DEAE FF), dengan
menggunakan buffer phosphate 20 mM + 1M NaCl 40%, pH 8, alat purifikasi nya adalah :
Akta Purifier. Hasil yang diperoleh dianalisa dengan menggunakan SDS Page 10%. Hasil
yang diperoleh dapat dilihat pada gambar berikut.

1. Supernatan hasil ekspresi
ks BRELS Lo, 4 B5MicTiyiigieg 2 Hasi rotentat konsentrat

i () QN . Eetentat buter exchange (Anicon)
~55 ’ - ' — (target)
~40 -~ . 5. Permeat buffer exchange (Amicon)
e 6. Fraksi wash |
: 7. Fraksi wash 2
- ; 8. Elusi buffer PB 20 mM pH-8 +1 M NaCl
|- 40%, pita target tipis
' R — - “""  9.Elusi buffer PB 20 mM pH-8 +1 M NaCl

40%, pita target tipis

Gambar 34 Hasil SDS page optimasi pertama Purifikasi Protein Rekombinan prM/E

60



—— 040820186 Capturing PRM E step gradient 50100:10 UV1 280nm

= — -04082016 Capturing PRM E step gradient 50100:10 Fractions

radient 50100:10_Logbook — - 04082018 Capturing PRM E step gradient 50100:10_UV1_280nm@01,BASEM

— - 04082018 Capturing PRM E ste
mAU 351
4/08/2016

o Capturing PRME

flow rate : 0.5 ml/menit

kolom : 3 ml DEAE FF
800

sample : 1 ml ret UF PRME

BFA:20mMPBpH 8.0
700 BFB:20mMPB + 1M Naclph 8.0

1458

800

bbak (~600 mAu)
500 T
400
200

=TT T T T e o I N T 2 -
200 /L34 ISIE IR IR W 2 4 473 80.17
T aau a e : L TLT M D Tee———
00 50 100 150 200 2580 200 280 400 480 5010 580 €00 €50 700 780 ml

Gambar 35 Grafik optimasi purifikasi IEC 1

b. Optimasi kedua IEC, weak anion DEAE FF, phosphate buffer pH 8, gradien O-

100%.kolom yang digunakan adalah weak anion (DEAE FF). Hasil yang diperoleh

dianalisa dengan menggunakan SDS Page 10%. Hasil yang diperoleh dapat dilihat pada

gambar berikut.

Band No. | Apparent Molecular Weight 1 2
1 IS18kDa
1 =
4 1155kDa [
: 3 822kDa t e
i ) .2kDa" -
. - 5 S8KDy ‘
- b 7.1 kDa
3 59k
9 o ) 194 kDo
0 9 145kDa
10 60 kDa

*Orientation band (pink in coloe)

i
B

= 000D OBy GO =

Marker Protein Benchmark
Fraksi Wash 1

Fraksi Wash 2

Elusi A4 (gradient 17% NaCl)
Elusi A5 (gradient 17% NaCl)
Elusi A6 (gradient 17% NaCl)
Elusi A7 (gradient 30% NaCl)
Elusi A8 (gradient 36% NaCl)

. Elusi A9 (gradient 50% NaCl)

Gambar 36 Hasil SDS page optimasi kedua Purifikasi Protein Rekombinan prM/E
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Gambar 37 Grafik optimasi purifikasi IEC 2

c. Optimasi ketiga lon Exchange Chromatography dengan menggunakan Akta Purifier
dengan Resin DEAE FF. Hasil yang diperoleh dianalisa dengan menggunakan SDS Page
10%. Hasil yang diperoleh dapat dilihat pada gambar berikut.

= = © —a Band No. | Apparent Molecular Weight 1. ElusiA550% NaCl
= "B 2 swemsokne
B 3. ElusiA317%NaCl
5 KB i 612KkDa" 4. ElusiA217% NaCl
= - 5. ElusiA117% NaCl
- — 6. Fraksiwash1
- 8 19 KDy 7. Fraksiwash 2
0 ¢ M8k 8. Marker protein
" o Benchmark
*Orientation band (pink in color)

Gambar 38 Hasil SDS page optimasi ketiga Purifikasi Protein Rekombinan prM/E
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Gambar 39 Grafik optimasi purifikasi IEC 3

Hasil optimasi protein rekombinan kemudian diverifikasi dengan metode western
blot. Hasil optimasi Purifikasi Protein Rekombinan prM/E klon 11 (DENV-1) dan klon 16E
(DENV-4) metode lon Exchange Chromatography (di Bio Farma) selanjutnya dianalisa
dengan Western Blot menggunakan antibody prM/E DENV-1,-2,-3, dan 4. Transfer protein
dengan membran PVDF dan visualisasi dengan ECL di film (BPPT) perbandingan 1:10.000.
Hasilnya dapat dilihat pada gambar 40.

MELs s ass 22" M1 23 456 789 10 Keterangan :
1. Marker Prestained
2. Sampel Kultur Koloni No. 11 (Kultur
Lama Positif)
. Sampel Kultur Koloni No. 16E (Kultur
1 Lama Positif)

o x B | ODENNT2. ) Sampel Purifikasi ES8/C1

: Sampel Purifikasi E9/C1
Sampel Purifikasi A2/C2
Sampel Purifikasi A4/C2
Sampel Koloni 11 (Kultur Baru) 250 mi
Sampel Koloni 16E (Kultur Baru) 400 ml
0. Kontrol negative 3

w

M1 23 4 56 7

M1 23 4 56 789 10

o GDENV 3 GDENV 4

2 @00 guen A

Gambar 40. Hasil western blot protein rekombinan hasil optimasi purifikasi
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5.2 PENELITIAN DI BADAN PENGKAJIAN DAN PENERAPAN TEKNOLOGI
(BPPT)

1.  Kloning gen prME DENV-3 dalam vektor pPICZa-A pada E.coli

Secara umum tahapan kloning gen prME DENV-3 dalam vektor pPICZa-A terdiri atas
3 tahap, yaitu persiapan insert gen prM/E melalui tahapan PCR, transformasi gen prM/E ke
dalam bakteri E.coli TOP10F’ melalui metode heat shock, dan verifikasi keberadaan gen
insert dalam plasmid rekombinan melalui metode digesti dan sekuensing. Berikut adalah
ketiga tahapan yang telah dilakukan dalam penelitian:
a.  Persiapan insert gen prM/E DNA

Persiapan DNA insert gen prM/E dilakukan dengan metode PCR. Primer yang
digunakan dalam mengampilfikasi gen prM/E adalah pasangan primer prM/E yang didesain
olen LITBANGKES. Pasangan primer ini didesain spesifik mengamplifikasi gen pr-ME
DENV3 strain 141. Kedua pasangan primer didesain dengan menambahkan situs restriksi
enzim Pmll dan Xbal yang terletak pada ujung dari masing-masing primer tersebut. Berikut
adalah sekuens primer yang digunakan untuk mengamplifikasi gen Pr-ME DEN3 141:
1. Primer forward D3-141prM/EpPICZaAPmMI1F:

TAATCAC|GTGAAAAGATTCCACTTAACTTCACGAGATGGAGAG
2. D3-141prM/EpPICZaAXbalR:

TAATT | CTAGACTAAGCTTGCACCACGGCTCCCAGATA

Dan berikut adalah amplikon hasil amplifikasi gen pr-ME yang divisualisasi di gel

agarose 1%.

M 12 3 45 6 7 8 910 K-

= Keterangan:
Line 1-10 : amplicon Pre-ME
Line K- : Kontrol - PCR
Line M : Marka DNA 1KB

Gambar 41 Visualisasi hasil PCR gen prM/E DENV-3 pada gel agarose 1%
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b.  Transformasi gen pr-ME ke dalam bakteri E.coli TOP10F’ melalui metode heat shock
Sebelum dilakukan transformasi gen, proses pembuatan sel E.coli kompeten dan ligasi

antara gen prME dan vector pPICZa-A dilakukan terlebih dahulu. Pembuatan sel E.coli

kompeten dilakukan dengan metode kimia CaCl2, dan proses ligase dilakukan dengan enzim

T4 DNA Ligase. Berikut merupakan resep ligasi yang digunakan dalam penelitian:

LIGASI (1:10)
- Vektor : 25 pl (50 ng)
- DNApre-ME 17 ul (500 ng)
- Enzim T4 DNA Ligase : 3 ul
- 10 x Buffer ligase © 5l
Jumlah ;50

Proses inkubasi dalam 22°C selama 1 jam, dan dilanjutkan dengan inaktivasi pada suhu
65°C selama 10 menit. Transformasi hasil ligase gen pr-ME ke dalam sel E.coli 10
menggunakan metode heat shock.  Berdasarkan transformasi, didapat 16 koloni E.coli
rekombinan yang hidup pada media seleksi LB low Salt + 25 pg/ml Zeocin.
c.  Verifikasi keberadaan gen insert dalam plasmid rekombinan melalui metode digesti dan

sekuensing

Verifikasi pertama yang dilakukan untuk mengecek keberadaan insert gen prM/E
DENV-3 dalam plasmid rekombinan adalah dengan memotong plasmid tersebut dengan
enzim restriksi Pmll dan Xbal. Berdasarkan hasil pemotongan kedua enzim, didapat 2 koloni
yaitu no. 8 dan 9 yang diketahui membawa insersi gen Pr-ME (Gambar 2). Hal ini ditandai
dengan adanya 2 pita DNA, yaitu pita DNA gen Pr-ME sebesar 2.000 pb, dan satu pita lain
yaitu sebesar 3.500 pb untuk vector pPICZa-A

M1 2.3 4 5 6 7 8 9 10 K- PrME K- M 11 12 13 14 15 16 K- PrME

10.000 pb
4000 pp — 5000 pb
2000 pb 2000 pb
1500 pb 1000 pb —
1000 pb
250 pb ——
250 pb

Keterangan:

M : Marker 1 KB DNA Ladder

1-16 : DNA plasmid sample yang didigesti oleh enzim Xbal dan Eco72I
K- : kontrol negatif (plasmid pPICZa-A)
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Gambar 42 Hasil verifikasi keberadaan insersi gen prM/E DENV-3 pada 16 plasmid yang
dilakukan dengan metode digesti

Verifikasi kedua dilakukan dengan men-sekuensing plasmid rekombinan koloni no. 8
dan 9 dengan Primer AOX1. Berdasarkan hasil analisis sekuensing plasmid rekombinan no 8
menggunakan primer AOX forward, didapatkan sequence nukleotida sebesar 1-733 yang
relative homolog terhadap sampel prME 141 DENV3. Hal ini karena adanya mutasi dari A ke
T pada nukeotida ke 18, yang diketahui tidak mengubah sekuens asam amino. Sedangkan
analisis sekuesing dengan primer AOX1 reverse menghasilkan sekuens sepanjang 846 pb
(posisi ke 1145-1977) yang homolog 100% dengan sampel prME 141 DENV3. Pada tahapan
selanjutnya, diperlukam sekuensing dengan primer internal gen Pr-M/E yang bertujuan untuk

mengetahui kebenaran open reading frame gen pr-ME pada plasmid rekombinan.

File Name ¢ Sampel 1 asri F1 cut 700 bp.Cxt
Sequence Size : B1S

2nd Nucleotide Segquence
File Name : DENV3-141-Litbhangkes-prM-E.txt
Sequence S5ize : 1977

Unit S5ize to Compare
Pick up Location

[99.8% / 529 bp] INT/OPT.Score : < 2110/ 2110 >

241" TATCTCICGAGRARAGAGAGGCTGRAGCTIGRATTCACGTGARAAGATTCCACTTARCTTC

R RERR AR R R R R

i TTCCACTTARCTTC

301" ACGIGRIGGAGAGCCGCGCATGATTGIGEGGARGRARTGANLGREERARATCCCTACTITT

L I e e T T e

15" ACGRGRTGGRAGAGCCGCGCATGATTGT GEECARGARTGARAGRGERARATCCCTACTTTT

361l' CRAGACAGCCTCIGGAATCAACATGTGCACACTCATAGCTATGGATCTIGGGAGAGATGTG

R R R R R R AR R R R R R R R A R R R AR R R R AR R R A R AR AR R AR AR AR R R R AR AR R RARRRRRR

T5" CRAGACAGCCTCIGGAATCAACATGTGCACACTCATAGCTATGGATCTGGGAGAGRTGTG

421' TGATGACACGGICACTTACRALTGCCCCCACATTACCGAAGTGGAGCCTGARGACRATTGR

R B R R R R R R R B R R R R R B R R R R R R R R B R R R R R R R R R

135" TGEATGRCACGGICACTTACRRATGCCCCCACATTACCGAAGTGEAGCCTGRAAGACATTIGR

481' CIGCTGEIGCAACCTTRACATCGACATGGETGACTTATGGARCATGCARTCALGCTGGAGR

L T

195" CIGCTGGTGCARCCTTACATCGACATGGGIGACTTATGGARCATGCAATCARGCTGGAGH

541" GCATAGACGCGRATAAGAGATCAGIGGCGATAGCTCCCCATGTITGGCATGGGACTGGACAC

R R R R R R e R R R R R R R S R R ]

255" GCATAGACGCGATAAGAGATCAGTGGCGATAGCTCCCCATGTTGGCATGGGACTGGACAC

601" ACGCACTCRARCCTIGEATGICGGECTGALGGAGCTITGEAGACLAGT CGRAGRAGETAGRGRC

R B R R R R R R R B R R R R R B R R R R R R R R B R R R R R R R R R

315" ACGCRCTCRARACCTIGEATCICGGCTGARGEAGCTTGEAGACARCT CGAGRAGETAGRGRC

Gambar 43 Hasil analisa sekuensing menggunakan primer AOX forward.
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Sampel 1 asri_ F1 cut 700 bp FHLTSRDGEPRMIV
DENV3-141-Litbangkes-prM-E . ............. e e e e

Sampel_ 1_ asri__ F1 cut 700 bp YKCPHITEVEPEDIDCWCNLTSTWVTYGTCNQAGEHRRDKRSVAIAPHV
DENV3-141-Litbangkes-prM-E .. ... ... .. e

Sampel 1 asri_ F1 cut 700 bp MGLDTRTQTWMSAE

10 20 30 40
I I I I (ISP T
KSLLFKTAS

KNER

60 70 80 90
P R N O (P O

110 120 130 140

I e .
AWRQVEKVETWALRHPGFTILALFLAHYI

DENV3-141-Litbangkes-prM-E e e e e

Sampel_1__asri_ F1 cut 700 bp  KVVIFILLMLVTPSMTMRCVGVGNRDX--—-==============—————-
DENV3-141-Litbangkes-prM-E  .................... .....FVEGLSGATWVDVVLEHGGCVTTM

INMCTLIAMDLGEMCDDTV'

Gambar 44 Hasil translasi nukleotida hasil sekuensing dengan primer forward AOX ke
sekuens asam amino

2.

1st Hucleotide Seguence
File Name i Sampel 1 asri_ Rl cut T00.txt
Sequence Size : 846

2nd Nucleotide Sequence

File Name : DENV3-141-Litbangkes-prM-E.txt (Complementary)
Sequence Size : 1877
Unit Size to Compare = €
Pick up Location =1
[100.0% / 750 bpl INT/OPT.Score @ < 3000/ 3000 >

61" AGATCCTCITCTGRAGATGAGTTIITGITICTAGACTARGCTTGCACCACGECTCCCAGATR

AR RERRARRA R AR R AR R AR AR

in AGCTTGCACCACGGCTCCCAGATR

121" GRGIGTAATGATICCTIATCGCGATGCATGAARATGACATAGRRGTATTITTTITIGAGTITICAL

R R R R R R R AR R R R R R R R R AR R R R R R AR R AR AR R AR R AR AR R R R R R R R R AR R R

25" GAGTGIAATGATTCCTATCGCGATGCATGALARTGACATAGRAGTATTTTITIGAGTTCAR

181" CCCTATCCAGGTTRAAGAGGRCACCTATTICCARTTTTCATCATCCAGGAGACTCCACCRRL

R R R AR AR R R R R AR KRR AR R R R A AR AR R AR R AR AR R AR AR R A AR AR R AR AR R AR R AR AR R

85" CCCTATCCAGGTTRAGAGERACRCCIATTICCAATITTICATCATCCAGGAGRACTCCACCRAR

241" TRAGGGCTGTIGTAAGCACTCCCARATATTTGGTGGACCATTITCCCTAATGRAATTCARMAC

R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R

145" TRGGGCTGIGTARGCACTCCCRRRATATTITGGIGGACCATTITCCCTARTGRATTCARRAC

301" ACCACCCACTGATCCRAAGTCCCAGGCTGTGICTCCCRAAGATGGCCATGCECCTTECRCC

o e o o o oy o o o o o R oy o o R e R R R e o o e o o o oy ol i R Ry o o R e R R R e o o e e o o o oy o o R o o R e o R

205" ACCACCCACTGATCCRAAGTCCCAGGCTGTGICTCCCRAGATGGCCATGCGCCTTGCRCC

38l" TCIGGECAGTGGCCICGAACATCTICCCARTCGAGCTTCCCTITCTTGTACCAGTITGATTITT

R R R R R R R AR R R R R R R R R AR R R R R R AR R AR AR R AR R AR AR R R R R R R R R AR R R

265" TCIGGCAGTGGCCTCGAACATCTTICCCAATCGAGCTTCCCTTCTTGTACCAGTTGATTTT

421" CRGGGCTTTIGICICCAATTCCRAATTACTATGTITACTTITCTCCAAARGGAGETTCAGCCTC

Gambar 45 Hasil analisa sekuensing menggunakan primer AOX reverse

Subtransformasi plasmid pPICZa-A +prME ke dalam genom Pichia pastoris

R R R R R R R e e R R R R R R e R e R R R SRl
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Substransformasi plasmid rekombinan pPICZa-A +prME dilakukan oleh tim peneliti
LITBANGKES. Hal ini dilakukan karena setelah sejumlah subtransformasi dilakukan, tim
BPPT belum berhasil melakukannya.  Berikut merupakan beberapa tahapan dalam
Substransformasi plasmid rekombinan pPICZa-A +prME ke dalam genom P. pastoris:

a. Linierisasi plasmid rekombinan pPICZaA/prM/E Dengue-3 dengan Enzyme Sacl

Plasmid rekombinan yang sudah dikonfirmasi keberadaan dan kebenaran orientasi
insert untuk plasmid rekombinan pPICZaA/prM/E Dengue 3, kemudian dilinearisasi dengan
enzym Sacl untuk efisiensi proses transformasi. Pita yang diperoleh dari hasil linierisasi
yakni untuk plasmid rekombinan ukurannya = 5100 bp, dan kontrol negatif yang tidak
mengandung insert prM/E adalah pada ukuran 3,6 kb. Campuran untuk reaksi linierisasi yang
digunakan adalah 10x buffer 10 pl, DNA plasmid rekombinan sebanyak 50 pl, deionise water
sampai volume 100 pl. Konsentrasi DNA yang dipakai adalah 5.4 pg/ul untuk plasmid
rekombinan. Campuran reaksi kemudian diinkubasi pada suhu 55° C selama 4 menit untuk
memaksimalkan proses linierisasi, ditambahkan enzyme Sacl sebanyak 23.5 ul (235 unit, 25
unit/1 pg DNA) kemudian diinkubasi pada suhu 37° C selama 4 jam, dan diinaktivasi pada
suhu 65° C selama 20 menit. Hasil linearisasi dianalisis dengan gel agarose 1% dan

divisualisasi dengan Etidium Bromide.. Hasil linerisasi dapat dilihat pada gambar berikut ini.

(oo e

Keterangan :

1. Marker 1 Kb Fermentas
2. Plasmid rekombinan sebelum linearisasi Sac |
3. Plasmid rekombinan setelah linearisasi Sac |

Gambar 46 Hasil linearisasi plasmid rekombinan dengan enzim Sacl
b.  Penyiapan sel Pichia pastoris kompeten

Inokulasi strain Pichia pastoris pada media agar YPD (Yeast Extract Peptone Dextrose
Medium) dengan campuran 1% yeast extract (oxoid, 416451), 2% peptone (Himedia, cat.
91249-500 g lot no. BCBP8880), 2% dextrose (RM016-500 G lot no. 0000043079), 2% agar
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(214010, lot no. 5146181). Strain Pichia pastoris yang digunakan yaitu GS115. Kemudian
diinkubasi pada suhu 28 °C selama 2 hari. Strain GS115 merupakan strain Pichia pastoris
yang akan digunakan untuk proses ekspresi protein rekombinan. Koloni yang tumbuh single
koloni kemudian ditumbuhkan pada 5 ml media YPD cair dengan inkubasi 28 °C overnight
dengan shaker 250 rpm. Kemudian inokulasi kembali 0,1-0,5 ml kultur overnight ke 50 ml
media YPD baru, dan diinkubasi kembali overnight pada 28 °C di shaker 250 rpm sampai
ODeoo = 1,3-1,5. Kemudian sentrifugasi sel pada 1500 x g selama 5 menit di 4 °C. Kemudian
diresuspensi dengan 25 ml aquabidest steril dingin. Sentrifugasi sel pada 1500 x g selama 5
menit di 4 °C, kemudian ditambahkan 25 ml aquabidest steril dingin. Sentrifugasi sel pada
1500 x g selama 5 menit di 4 °C, kemudian ditambahkan 2 ml 1M sorbitol dingin.
Sentrifugasi sel pada 1500 x g selama 5 menit di 4 °C, tambahkan 100 pl 1M sorbitol dingin
sampai volume akhir 150 pl. Simpan sel pada es dan gunakan pada hari yang sama. Jangan

menyimpan sel.

c.  Transformasi plasmid rekombinan strain Pichia pastoris GS115

Plasmid rekombinan ditransformasi ke sel kompeten Pichia pastoris GS115
menggunakan metode electroporator (Bio-Rad Gene Pulser). Protocol yang digunakan untuk
Pichia pastoris. Sel dan sampel, kemudian disiapkan microcentrifuge tube 1.5 ml larutan
sorbitol 1 M dan kuvet elektroforator 0.2 cm yang disimpan pada es. Dicampurkan 40 pl sel
kompeten GS115 dan 10 pl hasil purifikasi linierisasi (konsentrasi DNA 2560 ng) pada
kuvet dingin. Campuran diinkubasi pada es selama 5 menit. Pada tampilan awal alat
elektroporator, buka Gen Pulser Xcell, kemudian Fungal Protocol screen (tekan 4, kemudian
enter 2 enter). Untuk memilih P. pastoris, tekan 5 dan tekan enter untuk melihat detail
protokol P. pastoris screen. Campuran dibiarkan berada pada dasar kuvet, kemudian
tempatkan kuvet pada Shock Pod kemudian tekan pulse. Pulse parameter kemudian dicatat,
hasil voltase menunjukkan 1978 V dan time constant sebanyak 4,6 ms. Kuvet kemudian
segera diambil dan segera tambahkan 1 ml 1M Sorbitol dingin. Pindahkan isi cuvet ke tabung
steril 2 ml. Inkubasi pada 28 °C tanpa dishaker selama 1 jam. Kemudian spread 300 ul, 300
pl, 190 pl, 150 pl, 100 pl diplate YPD agar dengan zeocin 100 pg. Inkubasi pada 28 °C
selama 3-10 hari sampai terbentuk koloni. Hasil inkubasi koloni yang terbentuk dapat dilihat

pada gambar berikut.
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Gambar 47 Hasil transformasi plasmid rekombinan prM/E Dengue 3 pada P. pastoris strain
GS115

d. Identifikasi transformant plasmid rekombinan prM/E Dengue 3 di Pichia pastoris

d.1. Isolasi DNA plasmid rekombinan di Pichia pastoris.

Dilakukan kultur single koloni pada medium YPD (Yeast Extract Peptone Dextrose
Medium) dengan campuran 1% yeast extract (oxoid, 416451), 2% peptone (Himedia, cat.
91249-500 g lot no. BCBP8880), 2% dextrose (RM016-500 G lot no. 0000043079) yang
mengandung 100 pg/ml zeocin. Kemudian diinkubasi pada suhu 28 °C selama overnight
dengan shaker 250 rpm. Isolasi DNA plasmid rekombinan manual di Pichia pastoris dengan
cara sebagai berikut:

Kultur yeast overnight dipanen, dengan sentrifuge selama 5 menit pada 1200xg suhu
ruang, kemudian dibuang supernatan. Pelet diresuspen dengan destilated water steril, dan
disentrifuge selama 5 menit pada 1200xg suhu ruang, kemudian dibuang supernatan. Tahap
selanjutnya adalah memecah cell pichia. Resuspen pelet dengan 200 uL breaking buffer (2%
(v/v) Triton X-100, 1% (v/v) Sodium Dodecyl Sulfate (SDS), 1mM NaCl, 10 mM Tris.CI, pH
8.0, 1 mM EDTA, pH 8.0), campuran dipindahkan pada tube 1.5 ml, kemudian ditambahkan
dengan glass beads setara dengan volume pellet. Ditambahkan 200 uL
phenol/kloroform/lIsoamylalkohol (25:24:1). Campuran kemudian divortex dengan kecepatan
8 selama 3 menit. Dilakukan tepat waktu, karena vortex terlalu lama dapat merusak DNA.
Tambahkan 200 pl TE buffer dan vortex sebentar. Kemudian disentrifuge selama 5 menit
pada 13.000 rpm suhu ruang, supernatan dipindahkan pada tabung baru. Kemudian
ditambahkan 1 ml ethanol 100%, bolak balikan tabung kemudian disentrifuge selama 5
menit pada 13.000 rpm suhu ruang, supernatan dibuang kemudian resuspen pellet dengan 400
pl TE buffer. Tahap selanjutnya adalah menghilangkan kontaminan RNA dan mendapatkan
DNA. Ditambahkan 30 pl DNAse free-RNAseA 1 ug/ml, campur kemudian diinkubasi pada
37 °C selama 5 menit. Kemudian ditambahkan dengan 10 uL 4 M Ammonium Asetat dan 1
ml ethanol 100 %, kemudian pipet up and down. Campuran kemudian disentrifuge dengan

kecepatan 14000 rpm selama 3 menit pada suhu ruang. Supernatan dibuang dan pelet
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dikeringkan. Resuspen DNA dengan 100 pl TE Buffer, kemudian dihitung konsentrasi DNA
yang diperoleh dengan NanoView. Hasil dapat dilihat pada tabel berikut.

Tabel 6 Konsentrasi hasil isolasi genom pichia rekombinan prM/E Dengue 3

Sampel [ng/ul] Az60/280
Klon 1 1102 2.172
Klon 2 1832 1.625
Klon 3 4215 1.818
Klon 4 1468 1.834
Klon 5 747 1.935
Klon 6 340.5 1.821
Klon 7 1193 1.972
Klon 8 1058 1.838
Klon 9 462.5 1.907
Klon 10 1438 1.794
Klon 11 1280 1.843
Klon 12 2190 1.653
Klon 13 1336 2.158
Klon 14 1014 2.060
Klon 15 586.5 2.715
Klon 16 552.5 1.895
Klon 17 1119 2.115
Klon 18 880.5 2.668
Klon 19 833.5 1.936
Klon 20 1484 1.937
Klon 21 1640 1.921

d.2. Verifikasi transformant plasmid rekombinan di Pichia pastoris dengan PCR

Identifikasi transformant plasmid rekombinan di Pichia pastoris dilakukan dengan
PCR menggunakan primer spesifik AOX1. Kit yang digunakan untuk polimerisasi adalah
Platinum Taq DNA Polymerase Cat No# 10966-018 Lot No#. Prosedur kerja PCR untuk satu
reaksi yang dilakukan sebagai berikut: campurkan 10x PCR Buffer (-) Mg sebanyak 5 pl, 10
mM dNTP mix sebanyak 1 pl, 50 mM MgCl. sebanyak 1.5 ul, 10 mM AOX F sebanyak 1
pl, 10 mM AOX R sebanyak 1 pl, tempelate DNA (400 ng)sebanyak 1 pl dan deionized
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water sebanyak 38.5 pl. Siklus suhu yang digunakan dengan primer AOX adalah denaturasi
awal 94°C selama 2 menit, denaturasi pada 94°C selama 1 menit, annealing pada 55°C selama
1 menit, ekstensi 72 °C selama 4 menit dengan pengulangan sebanyak 40 siklus. Hasil
identifikasi dengan primer AOX apabila mengandung plasmid rekombinan hasilnya akan
diperoleh dua pita yakni pita DNA prM/E dengan ukuran 2.600 bp dan pita gen AOX1 pada
ukuran kurang lebih 2.200 bp. Hasil PCR kemudian dianalisis dengan elektroforesis gel
agarose 1%. Dilanjutkan dengan visualisasi GelDoc. Hasil PCR dengan AOX dapat dilihat
pada gambar berikut ini.

M1 2 3 45 6 7 8 9 10 11 12 13

5000
1500
Urutan well:
Marker 1 Kb Fermentas
1. Kilon 16B PCR AOX
2. Klon 17B PCR AOX
5000 3. Klon 18B PCR AOX
4. Klon 19B PCR AOX
5. Klon 20B PCR AOX
1500 6. Klon 21B PCR AOX

Gambar 48 Hasil visualisasi PCR genom P. pastoris dengan primer AOX

Dari hasil PCR verifikasi dengan primer AOX di atas diperoleh 15 klon yang positif yaitu
klon 2B, 3B, 5B, 6B, 7B, 8B, 10B, 11B, 13B, 14B, 15B, 16B, 17B, 19B, 20B, dan 21B.
3. Ekspresi protein rekombinan pr-ME pada Pichia pastoris
a.  Uji fenotipe yeast rekombinan di media MMH dan MDH

Ekspresi protein rekombinan prME dilakukan pada 6 sampel yeast yang telah teruji
positif dengan PCR. Keenam sampel tersebut yaitu, sampel no 2B, 3B, 5B, 6B, 7B, 8B, dan
21B. Namun sebelum ekspresi dilakukan, uji fenotipe pada yeast rekombinan dilakukan

untuk melihat apakah ke-enam sampel tersebut memiliki fenotipe Mut+ atau MutS.
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Secara alami, P. pastoris galur GS115 memiliki fenotipe Mut+, yaitu jenis yeast yang
mampu memetabolisme methanol dan memanfaatkannya sebagai sumber karbon. Namun,
karena adanya transformasi yeast GS115 dengan plasmid rekombinan (pPICZa-A +prME),
memungkinkan terjadinya rekombinasi homolog antara lokus 3’AOX1 pada plasmid dengan
sekuens gen AOX1 pada genom ragi. Hal ini kemudian menyebabkan lokus tersebut rusak
dan berakibat pada tidak tahannya yeast rekombinan untuk hidup pada media dengan
methanol.

Pada uji fenotipe ini, digunakan 2 jenis media seleksi, yaitu MMH (Minimal Methanol
with histidine) dan MDH (Minimal Dextrose with histidine). Yeast rekombinan yang mampu
hidup pada kedua media, menunjukkan fenotipe Mut + karena tahan hidup dengan methanol
sebagai sumber karbon. Namun, jika hanya tumbuh pada media MDH dat tidak pada MMH,
menunjukkan bahwa yeast rekombinan memiliki fenotipe MutS. Tujuan seleksi fenotipe ini
adalah untuk menseleksi yeast rekombinan mana yang mampu hidup pada media dengan
methanol sebagai sumber karbon. Hal ini karena proses ekspresi protein rekombinan, akan
digunakan methanol sebagai induktor dalam ekspresi gen.

Berdasarkan uji fenotipe yang dilakukan, diketahui bahwa ke-6 sampel merupakan
yeast fenotipe Mut+. Hal ini ditandai dengan tumbuhnya ke-6 sampel pada media MMH dan
MDH. Berikut merupakan gambar pertumbuhan ke-6 yeast rekombinan pada media MMH
dan MDH.

A. MMH B. MDH
Gambar 49 Hasil pertumbuhan ke-enam sampel pada media MMH dan MDH

b.  Ekspresi protein rekombinan prM/E pada yeast P. pastoris

Ekspresi protein rekombinan prM/E diawali dengan menanam masing-masing 1
koloni sampel yeast pada 25 ml media cair BMGY dalam flask 250 ml. Inkubasi kultur pada
incubator shaker (250 -300 rpm) dengan suhu 30°C hingga OD600 kultur mencapai 2-6.
Panen sel dengan mensetrifugasi kultur pada kecepatan 3000 g selama 5 menit pada suhu
ruang. Buang supernatant, dan resuspensi pellet dengan media BMGY hingga mencapai
ODG600 awal = 1. Pindahkan resuspensi pellet tersebut ke dalam 100 ml media BMMY, dan
inkubasi pada pada incubator shaker (250 -300 rpm) dengan suhu 30°C. Ambil 1 ml kultur
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tersebut sebagai sampel jam ke 0, dan sisanya inkubasi kultur hingga jam ke 72. Masing-
masing pada jam ke 24, 48, dan 72, ambil 1 ml kultur masing-masing sampel untuk analisis
protein dengan sebelumnya diberikan methanol 2% sebagai induktor eskpresi.
c.  Verifikasi keberadaan protein ekstraselular dan internal P. pastoris rekombinan

Untuk analisis protein ekstraseluar, 1 ml kultur yang telah dipanen disentrifugasi pada
kecepatan 5000 rpm selama 5 menit pada suhu 4°C. Ambil 100 pl supernatant kultur dan
tambahkan dengan 100 ul SDS Loading dye 6x. Resuspesi kedua larutan tersebut dan rebus
dalam air mendidih selama 10 menit. Sampel kemudian siap untuk dianalisis dengan SDS-
PAGE dan western blot.
Untuk analisis protein intraselular, terdapat dua jenis perlakukan sampel. Kedua perlakukan
tersebut yaitu:
1. Sonikasi 10 menit

Pelet yang sudah didapat ditambahkan dengan 500 pl PBS1X. Pellet kemudian
dipecahkan dengan metode sonikasi selama 10 menit. Ambil 100 pl resuspensi pellet dan
campur dengan dengan 100 ul SDS Loading dye 6x. Resuspesi kedua larutan tersebut dan
rebus dalam air mendidih selama 10 menit. Sampel siap untuk dianalisis dengan SDS-PAGE
dan western blot.
2. Breaking pellet dengan LiAc 2M dan NaOh 0.4 M

Ambil pellet dari kultur 1 ml, dan campur dengan 200 ul LiAc 2M. Inkubasi pellet di
atas es selama 5 menit, dan kemudian sentrifugasi pellet kecepatan 5000 rpm selama 5 menit
pada suhu 4°C. Buang supernatant, dan tambahkan pellet kembali dengan 200 pl NaOH 0,4
M. Inkubasi kembali pellet di atas es selama 5 menit, dan kemudian sentrifugasi kecepatan
5000 rpm selama 5 menit pada suhu 4°C. Buang supernatant, dan tambahkan 100 ul SDS
Loading dye 6x pada pellet. Rebus pellet selama 10 menit pada air mendidih. Sampel siap
untuk dianalisis dengan SDS-PAGE dan western blot. Berikut merupakan visualisasi analisis
protein pr-ME pada SDS-PAGE dari supernatant kultur pada jam ke 0, 24, 48, dan 72:
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SDS-PAGE JAM KE 48

SDS-PAGE JAM KE O

M 2B 3B 5B 6B 7B 21B K- S En B B _27137 N
70 KDAe—E_‘__, ;g igﬁ s
25 KDA<— = 25 KDA

s
SDS-PAGE JAM KE 72
2B 3B 5B

SDS-PAGE JAM KE 24
M 2B 3B 5B 6B 7B 21B K- M 68 78 21B K

7OKDA<— == 70 KDA <——
2. 25 KDA <—
-

Gambar 50 Visualisasi pita protein pr-ME jam ke 0, 24, 48, dan 72 pada SDS-PAGE
Berdasarkan hasil SDS-PAGE di atas, diketahui bahwa pada jam ke 0 dan 24, belum

ada ekspresi protein pr-ME ekstraselular yang dihasilkan. Namun, pada jam ke 48 dan 72,
terlihat 1 koloni, yaitu sampel NO. 2IB yang diduga mengeskrepsi protein pr-ME
Sayangnya, pita protein yang terlihat tidak sesuai dengan prediksi berat

ekstraselular.
molecular protein pr-ME (56 KDA). Selain itu, analisis terhadap pellet (protein internal)

dengan dua perlakuan sampel (Sonikasi dan LiAc 2 M + NaOH 0.4 M) menghasilkan

visualisasi pita protein sebagai berikut:
b. LiAc2M + NaOH 0.4 M

a. Sonikasi pellet (10 min)
21B K-

3B 5B 6B M 7B

2B

2B 3B 5B M 6B 7B 21B K-

- .

Gambar 51 Visualisasi pita protein internal sampel jam ke 72 pada SDS-PAGE

Berdasarkan visualisasi tersebut, tidak diketahui adanya pita protein pr-ME baik di
sampel yang diberi perlakuan sonikasi dan LiAc 2 M + NaOH 0.4 M. Sampel yang diberi
perlakukan LiAc 2 M + NaOH 0.4 M juga tidak menujukkan gambaran pita yang jelas.

Sehingga perlu dilakukan pengenceran sampel sebelum dilakukan SDS-PAGE dan western
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blot. Analisis selanjutnya, akan dilakukan dengan western blot. Antibodi primer yang
digunakan adalah Rabbit polyclonal antibody to pr-M (1: 5000) dan antibodi kedua, yaitu
goat polyclonal to Rb IgG HRP (1:10.000).

Antibodi 1: Rabbit polyclonal antibody to PrM (1:5.000)
Antibodi 2: Goat pAB to Rb IgG HRP (1:10.000)
Substrat : Pierce ECL plus western blot substrate

2B 3B 5B 6B M 7B 21B K-

170
130

100

70

55

40

35

25

Gambar 52 Hasil western blot sampel pellet (LiAc 2 M + NaOH 0.4 M) jam ke 72 dengan
anti- Pr-M

Berdasarkan hasil western blot sampel LiAc 2 M + NaOH 0.4 M jam ke 72, diketahui
bahwa sampel no 5B, 6B, dan 21B menunjukkan adanya pita protein sebesar = 35 KDA.
Besar protein tersebut tidak sesuai dengan prediksi protein rekombinan pr-ME yang memiliki
besar 56 KDA. Sejauh ini, belum diketahui mengapa pita protein tersebut tidak sesuai
dengan target. Namun, dugaan yang mungkin terjadi adalah terdegradasinya protein, atau
auto cleavage protein di dalam sel menyebabkan protein berukuran lebih kecil. Pada tahapan
selanjutnya, diperlukan control positif Pr-M / Envelope yang dapat digunakan untuk menilai

kualitas western blot selama penelitian.

5.3 PENELITIAN DI LEMBAGA BIOLOGI MOLEKULER EIJKMAN

1. Desain primer untuk kloning gen prM/E DENV-4 pada vektor ekspresi Pichia
pastoris
Kandidat vaksin dibuat berdasarkan konsep sub unit vaccine gen prM/E. Metode
kloning telah disepakati dibuat seragam menggunakan vektor ekspresi P. pastoris. Untuk
melakukan proses kloning gen prM/E DENV-4 isolat 081, dilakukan desain primer untuk
amplifikasi gen prM/E dan menambahkan berbagai fitur/karakteristik yang bermanfaat dalam
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proses utama maupun proses lanjutan dari kloning. Desain primer yang dibuat adalah

sebagaimana disajikan pada Gambar 53.

DENV4-prM/E-pPICZa-F: 5°-3°

5/ ~TATCTC " TCGAGARAAGATT TTTTCTCAGCACAAGAGATG
K R
Xhol Kex2 prM/E

DENV4-prM/E-pPICZa-R: 5°-3°

57- TAATCTAGVACTATGCTTGAACTGTGAAGCCCAG

Xbal STOP prM/E

Gambar 53 Gambaran skematik sepasang primer yang didesain untuk kloning gen prM/E

DENV-4 ke vektor ekspresi P. pastoris.

Dalam desain primer ini, ditambahkan beberapa fitur sebagai berikut:

1.
2.

Penambahan situs enzim restriksi Xhol dan Xbal.

factor (faktor sekresi protein rekombinan) pada proses downstream.

yang terkandung dalam vektor plasmid pPICZa-A.

2. Kloning gen prM/E DENV-4 pada vektor eskpresi Pichia pastoris

Penambahan sekuen pengenalan Kex2 protease (Lys-Arg/X) untuk eliminasi protein a-

Penambahan STOP codon pada ujung 3’ untuk eliminasi ekspresi gen Myc dan 6XHis

Telah dilakukan amplifikasi gen prM/E dari DENV-4 isolat Indonesia untuk dikloning

ke dalam vektor ekspresi pPICZa. Alur kerja untuk aktivitas kloning adalah seperti pada

Gambar 54.

77



pPICZa-DENV4 prME

5504 bp
INSERT
Replace Insert
FRAGMENT XhoI (1184) — Xbal (1271) ]Xho](?) — Xbal (2005)
XhoI Xbal

DENV4 prME-pPICZaAmplified
2013 bp

pPICZ(alpha) A
3593 bp

Amplify 1 .. 1983 using:

PCR | DENV4-prM/E-pPICZa-F
DENV4-prM/E-pPICZa-R

|DENV4—prM,iE—pPICZa—F DENV4-prM/E-pPICZa-R

1 19837

DENV-4 Litbangkes 081 prM-E sequence
1983 bp

Gambar 54 Alur kerja aktivitas kloning gen prM/E DENV -4 ke dalam plasmid pPICZa.
Amplifikasi gen prM/E dilakukan menggunakan primer yang menyisipkan situs restriksi

Xhol and Xbal pada ujung-ujung gen prM/E. Hasil amplifikasi PCR adalah seperti pada
Gambar 55.
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Produk PCR Hasil Ekstraksi Gel

2500 bp_
2000 —-
1500 —- 00 P
1500 DENV-4 prM/E

Gambar 55 Hasil amplifikasi PCR gen prM/E DENV-4 yang akan diklon ke dalam vektor
ekspresi pPICZaA.

Tahapan kloning kemudian dilanjutkan dengan penyiapan sisipan dan vektor plasmid
dengan restriksi enzim Xhol dan Xbal. Hasil proses restriksi kemudian divisualisasi pada gel
agarosa, sebagaimana ditunjukkan pada Gambar 56. Hasil restriksi menunjukkan pita tunggal
DNA sisipan prM/E DENV-4 sebesar ~2 kb dan vektor plasmid linier sebesar ~3,6 kb.

pPICZoA DENV-4 prM/E
U Cut U Cut

4000 bp —~ <+— 3.6 kb
2500 _—
2000 —— . LRl — 2.0 kb
1500 ——

Gambar 56 Restriksi enzimatik sisipan gen prM/E DENV-4 dan vektor plasmid pPICZoA
sebelum restriksi (uncut/U) dan sesudah restriksi (cut).

Setelah dipastikan bahwa vektor dan sisipan telah terpotong dengan optimal, tahapan kloning
dilanjutkan dengan reaksi ligasi menggunakan enzim T4 DNA Ligase pada suhu 16°C selama
lebih kurang 18 jam. Hasil ligasi kemudian ditransformasikan ke sel kompeten Escherichia

coli DHS5a dengan penapisan antibiotik Zeocin. Transformasi produk ligasi pada sel

79



kompeten E. coli DHS5a menghasilkan 44 koloni. Untuk memastikan keberhasilan proses
ligasi, dilakukan ekstraksi DNA plasmid rekombinan menggunakan metode minipreparasi.
DNA hasil ekstraksi kemudian diperiksa menggunakan metode pemotongan enzim restriksi
Xhol dan Xbal. Penapisan dengan enzim restriksi pada 8 koloni yang dipilih secara acak

memberikan hasil koloni # 1 yang mengandung sisipan gen prM/E DENV -4 (Gambar 57).

Uncut Cut
Koloni# 1 2 3 1 23 4 5 6 7 8

4000 bp——
2500  _

2000 —-
1500 —-

Gambar 57 Hasil pemeriksaan koloni yang mengandung plasmid rekombinan sebelum
(uncut) dan sesudah (cut) digesti enzim restriksi. Dari 8 koloni yang diperiksa,
tampak koloni no. 1 mengandung plasmid rekombinan ditandai dengan
keberadaan dua pita DNA yang menunjukkan vektor (3,6 kb) dan sisipan prM/E
DENV-4 (2 kb).

Plasmid DNA rekombinan dari koloni no. 1 kemudian diverifikasi kesesuaian basa
penyusun nya menggunakan sekuensing. Sekuensing lengkap gen prM/E dan juga posisi
flanking lokasi penyisipan memberikan hasil bahwa gen prM/E telah tersisip dengan optimal
dalam vektor pPICZaA dengan fitur-fitur yang diinginkan telah sesuai (Gambar 58). Sedikit
catatan dari hasil sekuensing gen prM/E lengkap, terdapat silent mutation pada posisi

C486T, namun mutasi ini tidak merubah susunan asam amino/codon yang terbentuk.
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Kex2 Protease Signal
L E K R  DENV-4 prM/E gene

PPICZaA-DaprM-£ complete-theoretical  [€ T A A AlGlA AJE[a AlGIGIGIEIT AT cTcT ClgaAldananf@afrTTTTTCcTCAfECA
PPICZaA-D4prM-E rec plasmid Colony 1: CTAAA|GIAAGAAGEGETATCTCTCEAGAAAAGAITTTTTTCTCAGCA

Insersi gen DENV-4 prM/E yang in-frame

DENV-4 prM/E gene STOP Myc

| e S R _— | __- .
PPICZ3A-D4prM-E complete-theoretical TCACTCTGTTTCTGGGCTTCACA‘GTTCAAG_CATAGTCTAIEIAACAA
PpPICZaA-D4prM-E rec plasmid Colony 1 [TCACTCTGTTTCTGEGCTTCACAGTTCAAGCAITAIETCTAGAACAA

Kodon STOP pada ujung 3’

Gambar 58 Gambaran skematis hasil sekuensing plasmid rekombinan pPICZaA mengandung
sisipan gen prM/E DENV-4 yang menunjukkan fitur yang didesain telah
terimplementasi dengan baik.

Plasmid rekombinan yang telah terverifikasi kemudian di-linierisasi menggunakan restriksi
enzim Pmel, menghasilkan pita tunggal DNA berukuran ~5,6 kb (Gambar 59).

<+— 5.6 kb
<+— 3.6 kb

M: 1 kb ladder

1: pPICZaA-D4 prM/E uncut

2: pPICZoA cut (Xhol & Xbal)

3 & 4: pPICZaA-D4 prM/E cut (Pmel)

Gambar 59 Hasil linerisasi (cut) plasmid rekombinan pPICZaA-prM/E menggunakan enzim
Pmel.

3. Transformasi plasmid rekombinan ke dalam host P. pastoris

Semua prosedur kerja dalam system P. pastoris dilakukan di Litbangkes. Plasmid
rekombinan yang telah terverifikasi dan terkarakterisasi kemudian ditransformasikan ke
dalam host P. pastoris kompeten menggunakan teknik elektroporasi. Transformasi plasmid
rekombinan dilakukan pada strain GS115. Koloni yang tumbuh kemudian diperiksa untuk
fenotipe integran yang dilakukan menggunakan metode PCR (di Eijkman) dan kultur (di
Litbangkes).
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Penapisan fenotipe dengan PCR dilakukan terhadap 16 koloni mengandung kaset (gen
DENV4-prM/E) dan 7 koloni tanpa kaset (kontrol negatif, plasmid pPICZaA). Hasil
penapisan PCR menunjukkan bahwa sebagian besar (87,5%) dari koloni berfenotipe Mut™.
Menggunakan metode PCR dan primer AOX1, koloni Mut+ akan memberikan hasil
amplifikasi berupa dua pita DNA berukuran ~2,6 kb (menandakan keberadaan sisipan gen
prM/E DENV-4) dan ~2,2 kb (gen AOX1). Koloni tanpa kaset akan menghasilkan pita DNA

berukuran 588 bp (kontrol plasmid pPICZaA) dan pita 2,2 kb tanpa adanya pita 2,6 kb
(Gambar 60).

Pichia rekom binan Kontrol neg

Kolon|#1 6 789121314M3*3 5

M: 1 kb ladder

2500 bp —
2000

1500 -=
1000 -—

<«— 2.6 kb (D4 prM/E insert)
<«— 2.2 kb (AOX1)

500 —— ek . 538 bp (pPICZa-A)

* Kontrol negatif (tanpa kaset) Litbangkes

HASIL:
Fenotipe Mut*: koloni# 1,6, 7, 8,9, 12, 13
Fenotipe MutS: koloni # 14 ?

Gambar 60 Hasil penapisan fenotipe integran koloni P. pastoris mengandung sisipan gen
prM/E DENV-4.

Penapisan fenotipe integran menggunakan media pertumbuhan dilakukan oleh tim
Litbangkes. Hasil seleksi medium ditunjukkan pada Gambar 61. Hasil seleksi fenotipe
menggunakan medium menjadi suatu konfirmasi dari hasil seleksi menggunakan PCR.
Beberapa kandidat koloni kemudian dipilih untuk tahapan optimasi ekspresi protein,
diantaranya koloni no. 10, 15, dan 16.
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Seleksi fenotif koloni 1-8
Koloni# MMH MDH Fenotif
1 ++ +++ Mut*
2 ++ +++ Mut*
3 ++ +++ Mut*
4 ++ +++ Mut*
5 ++ +++ Mut*
6 ++ +++ Mut*
7 + +++ Mut*
8 ++ +++ Mut*
9 ++ +++ Mut*
10 +++ +++ Mut*
1" + +++ Mut$
12 ++ +++ Mut*
13 ++ +++ Mut*
14 + +++ Mut®
15 + o Mut*

++ +++ 2
+= tlg\buh sedikit Mut

Gambar 61 Hasil seleksi fenotipe integran koloni P. pastoris mengandung sisipan gen prM/E
DENV-4 menggunakan medium.

Sebagai penunjang dari karakterisasi integran, dilakukan sekuensing lengkap genom
Pichia rekombinan khususnya pada posisi insersi gen prM/E DENV-4. Hasil sekuensing
menunjukkan tidak terjadi perubahan pada basa maupun fitur kloning yang telah
ditambahkan. Sehingga diharapkan ekspresi protein dapat menghasilkan protein dalam
bentuk tersekresi (soluble).

4. Ekspresi protein rekombinan prM/E DENV-4 pada sistem P. pastoris.

Optimasi metode ekspresi protein juga dilakukan oleh tim Litbangkes. Hasil untuk
percobaan ekspresi protein dari koloni kandidat no. 16, skala lab 250 mL, induksi 2%
methanol setiap 24 jam, sampling 72 jam menunjukkan pita protein berukuran ~56 kDa
(Gambar 62). Hasil ini memberikan gambaran ekspresi protein prM/E DENV-4 dalam bentuk

tersekresi di supernatant.
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100 kDa ——-
70 -

55 ——- <— DENV-4-prM/E (~56 kDa)

Gel SDS-PAGE 10%

Gambar 62 Hasil SDS-PAGE ekspresi protein sampel supernatant Pichia rekombinan (lajur 1
dan 2) dan kontrol positif supernatant virus dengue (lajur 3), serta kontrol negatif
Pichia tanpa kaset (lajur 4).

5. Karakterisasi protein rekombinan prM/E DENV-4

Karakterisasi protein rekombinan prM/E DENV-4 dilakukan menggunakan metode
Western Blot. Protein rekombinan (berukuran ~56 kDa) dideteksi menggunakan antibodi
spesifik anti prM dan anti prM/E spesifik serotipe dan tetravalen (Gambar 63). Hasil Western
Blot menunjukkan bahwa protein rekombinan yang dihasilkan terkarakterisasi sebagai
protein prM/E DENV-4,
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BPPT Litbangkes
100 1 2 3 4

100 kDa _ __ 70 ——-
70 ——- 55
55 -

1 & 2: Supernatan koloni #16

3: Supernatan virus (kontrol)

4: Kontrol negatif

B

1: Supernatan koloni #16, skala 250 mL
2: Kontrol negatif ekspresi

Gambar 63 Hasil karakterisasi protein rekombinan prM/E DENV-4 menggunakan antibodi
anti prM (A) yang dikerjakan di BPPT dan Litbangkes, dan menggunakan
antibodi anti prM/E (B). Tanda panah menunjukkan posisi pita protein prM/E
berukuran ~56 kDa.

5.4 PENELITIAN DI FK UNIVERSITAS GADJAH MADA

A. Persiapan amplifikasi gen prM/E DENV1-073 dengan PCR.

Pada penelitian tahap terdahulu sudah dilakukan amplifikasi gen PrM/E DENV1 isolat
nomer D1-073. Selanjutnya telah berhasil dilakukan penyusunan konstruk gen PrM/E di
dalam plasmid pGEMT yang dimasukkan ke dalam E. Coli DH5a (pGEMT-PrM/E DENV1-
073). . Selanjutkan dilakukaan pemindahan gen PrM/E DENV1 ke dalam vektor pET32
(PET32-PrM/E DENV1-073 untuk diekspresikan pada sistem ekspresi E. coli BL21 DE3.

Pada tahap ini dilakukan persiapan gen PrM/E DENV1 isolat nomer D1-073 dengan
PCR menggunakan template gen PrM/E dari konstruk yang telah masuk di dalam pGEMT
(pGEMT-PrM/E DENV1-073).
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- Racikan PCR yang digunakan adalah:

ddH=0 23 ul
2x Phusion Mix 25 ul
Primer Reverse DENV | (10uM) :0,5ul
Primer Forward DENV | (10uM)  :0,5 ul
DNA :1ul

Total : 50 ul

- Program PCR yang digunakan adalah:

Initial denaturasi : 98°C 30 detik

Denaturasi - 98°C 10 detik

Annealing :57°C 30 detik 35 si%lus
Extention : 72°C 1 menit

Final extention : 72°C 5 menit

Hold - 42°C ~

Elektroforesis dari hasil PCR dapat dilihat pada Gambar 64. di bawabh ini.

2000 bp
1500 bp

1000 bp

Keterangan:
1. Marker1 Kkb.
2. PCR negatif
3. PCR positif (~1900 bp)
4. PCR positif (~1900bp)
5. PCR positif (~1900 bp)
6. Kontrol negatif.

Gambar 64 Elektroforesis hasil PCR gen PrM/E DENV1-073 dengan template konstruk

pGEMT-PrM/E DENV1-073

Langkah selanjutnya yang dilakukan adalah purifikasi hasil PCR dengan
menggunakan kit PrimePrep PCR Purification Kit dari GeNet Bio Cat.no K-7001
. Pemotongan vektor dan gen PrM/E

Pengukuran konsentrasi hasil purifikasi produk PCR telah dilakukan dan didapatkan
hasil 67,30 ng/ul. Setelah dilakukan pemeriksaan konsentrasi dengan menggunakan
Nanodrop, maka langkah selanjutnya adalah pemotongan dengan menggunakan enzim
restriksi. Pemotongan yang akan dilakukan sebanyak 2 kali, pertama pemotongan dengan
menggunakan enzim Xhol lalu dilanjutkan dengan proses pemotongan yang kedua dengan
menggunakan enzim Notl. Dalam prosedur pemotongan dengan dua ezim ini dilakukan
purifikasi bertahap yang dilakukan setiap kali prosedur pemotongan dengan enzim dan
inaktivasi enzim selesai diakukan. Dicoba pula untuk melakukan pemotongan dengan dua

enzim secara bersama-sama untuk optimasi.
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Untuk menyiapkan vektor pPiczAa dilakukan pemotongan dengan menggunakan dua
enzim yang sama dengan enzim yang digunakan untuk memotong gen target. Setelah
dilakukan pemotongan, dilakukan pula purifikasi serupa dengan prosedur yang dilakukan
pada gen target.

Elektroforesis dari hasil pemotongan dengan enzim tunggal (single digest) dan enzim

ganda (double digest) dapat dilihat pada gambar 65,

Keterangan:

. Marker 1 kb

. Double digest pPiczA o dengan Notl dan Xhol
. Vektor pPiczA a yang tidak terpotong

. Double digest prM/E dengan Notl dan Xhol

. Single digest prM/E

. Kosong

QAN A WN -

Gambar 65 Elektroforesis hasil pemotongan vektor pPiczAa dan gen target PrM/E DENV1-
073 dengan enzim Notl dan Xhol.

Gambar 2 mengindikasikan bahwa pemotongan terhadap vektor pPiczAa dan gen target
PrM/E DENV1 dengan enzim Notl dan Xhol telah berhasil dilakukan. Hasil yang lebih bagus
didapatkan ketika dilakukan pemotongan langsung dengan menggunakan dua enzim secara
bersama-sama. Hal ini dikarenakan ketika pemotongan menggunakan dua enzim sekaligus
akan mengurangi proses purifikasi yang dilakukan, sehingga peluang turunnya konsentrasi
dapat dicegah. Setelah proses pemotongan berhasil dilakukan, maka langkah selanjutnya
yang akan ditempuh adalah melakukan proses ligasi gen target PrM/E DENV1-073 ke dalam
vektor pPiczAao.

C. Persiapan pembuatan sel kompeten dan proses ligasi

Setelah vektor dan gen target selesai disiapkan maka perlu dilakukan pembuatan
kompeten sel untuk proses ligasi dan transformasi. Proses ligasi dan transformasi akan
menggunkan sel kompeten E.coli TOP 10. Untuk ligasi dilakukan beberapa optimasi
termasuk membandingkan perbandingan antara vektor dan gen target, seperti terlihat pada
Tabel 7.
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Tabel 7 Optimasi perbandingan vektor dan gen target untuk proses ligasi

Proses ligasi

Perbandingan ligasi 1:3 1:5
Vektor pPiczAa 5ul (27ng x 5ul = 135nQ) 5 ul (27ng x 5ul = 135nQ)
Insert prM/E 13 ul (23ng x 13ul =299ng) 21 ul (23ng x21ul = 483 nQ)
Enzim T4 DNA ligase 2 ul 2 ul
Buffer ligase 2 ul 2 ul
ddH20 28 ul 20 ul
Total 50 ul 50 ul

D. Transformasi dengan metode heat shock
Pada proses transformasi dilakukan optimasi untuk meningkatkan kemungkinan

keberhasilan. Oleh karenanya dilakukan proses transformasi dengan sampel sebagai berikut:

1.  Sel kompeten + sampel ligasi 1:3

2 Sel kompeten + sampel ligasi 1:5

3. Kontrol positif = sel kompeten + pPiczAoa WT

4 Kontrol positif = sel kompeten pPiczAa nomor 8 yang telah rekominan DENV 3 milik
BPPT

5.  Kontrol negatif yang hanya mengandung sel kompeten yang disebarkan pada media
agar yang tidak mengandung zeocyn

6.  Kontrol negatif yang hanya mengandung sel kompeten yang disebarkan pada media
agar yang mengandung zeocyn
Hasil dari transformasi dengan metode heat shock kemudian ditanam di atas media

padat untuk melihat adanya pertumbuhan sel kompeten. Hasil biakan sel kompeten yang telah

ditransformasi dapat dilihat pada Gambar 66 dan jumlah koloni pertumbungan sel kompeten

dirangkum pada Tabel 8.

88



1 Vektor:insert =1:3 2

Vektor:insert =1:5 3 | K-#zeocyn

: Tumbuh banyak
Jumlah koloni=21 Jumlah koloni=120

koloni

6 |K-+zeocyn

4 | Rec. pPiczAa DENV3 BPPT 5 K+ pPiczAa WT

Jumlah koloni=43 Jumlah koloni=27 Tidak Tumbuh

Gambar 66 Hasil biakan sel kompeten untuk hasil transformasi

Tabel 8 Rangkuman hasil transformasi yang telah dilakukan.

No Hasil ligasi Hasil transformasi Jumlah koloni
yang diuji

1 Vektor:Insert=1:3 21 koloni 14

2 Vektor:Insert= 1:5 120 koloni 10

3 Kontrol negatif (tanpa zeocyn) Tumbuh

4 Kontrol positif (+ zeocyn) 43 koloni
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5 K+ Rec. pPiczAa DENV3 BPPT 27 koloni

6 K+ pPiczAa Wild Type Tidak tumbuh

E. Pembuatan replica plating
Tahap selanjutnya adalah membuat replica plating dari masing-masing petri untuk
persiapan proses selanjutnya. Selain itu, dilakukan pembuatan stok gliserol dari masing-

masing koloni yang disimpan pada freezer -80°C (Gambar 67).

Pembuatan Replika Plating

Replika Plating pPiczAa WT
dan pPiczAa no.8

Replika Plating 1:3 Replika Plating 1:5

Jumlah koloni 14 buah Jumlah koloni 10 buah  jymilah koloni pPiczAa WT 12

buah sedangkan pPiczAa no.8
ada 11 buah.

Gambar 67 Hasil peembuatan replica plate.

F. Isolasi plasmid hasil transformasi .

Setelah tahap transformasi berhasil dilakukan maka tahap selanjutnya dilakukan isolasi
plasmid rekombinan pPiczAa-PrM/E DENV1-073. Telah dilakukan biakan sel transforman
pada medium LBLS cair pH 7,5 + zeocyn 25 ug/ml. Isolasi plasmid dilakukan dengan
menggunakan kit Genelet plasmid Miniprep Kit Thermo scientific Cat.no #K0502. Hasil
isolasi plasmid dilakukan pengukuran konsentrasi DNA dengan nanodrop untuk masing-
masing koloni (Tabel 9 dan 10). Sementara hasil elektroforesis plasmid dapat dilihat pada
Gambar 68 dan 609.
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Tabel 9 Hasil pengecekan konsentrasi isolasi DNA plasmid rekombinan hasil transformasi
dengan perbandingan ligasi vektor : gen target 1:3

Nomor koloni Konsentrasi DNA (ng/ul) A260/280
1 324,7 1,807
2 424,3 1,803
3 236,8 1,868
4 512,9 1,873
5 339,2 1,882
6 311,0 1,896
7 219,8 1,932
8 290,7 1,891
9 457,2 1,880

10 237,5 1,939
11 220,0 1,913
12 291,3 1,913
13 310,8 1,909
14 315,6 1,894

Tabel 10 Hasil pengecekan konsentrasi isolasi DNA plasmid rekombinan hasil transformasi
dengan perbandingan ligasi 1:5

Nomor koloni Konsentrasi DNA (ng/ul) A260/280
1 317,0 1,910
2 123,8 2,106
3 108,8 2,100
4 115,8 2,076
5 98,63 2,210
6 148,3 2,023
7 134,7 2,050
8 207,6 1,966
9 208,4 1,978

10 104,4 2,157
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Gambar 68 dan 69 menunjukkan adanya pita yang tampak jelas mengindikasikan
keberadaan konstruk pPiczAa-PrM/E-DENV1-073 pada setiap koloni. Hasil tersebut

dapat diamati pada transformasi dengan perbandingan ligasi vektor: target 1:3 maupun
vektor: target 1:5.

6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

Gambar 68 Elektroforesis plasmid pPicza- PrM/E-DENV1 yang diisolasi dari sel E. coli
TOP 10 dengan perbandingan ligasi 1;3.. Lajur 1: Marker 1kb; Lajur 2-15:
plasmid dengan perbandingan ligasi 1:3 untuk koloni 1-14; Lajur 16: Isolasi
plasmid pPiczAa WT sebagai control; dan lajur 17: Isolasi plasmid pPiczAa-
PrM/E-DENV3 recombinan sebagai kontrol positif.

72819 10 11 42213

Gambar 69 Elektroforesis plasmid pPicza- PrM/E-DENV1 yang diisolasi dari sel E. coli
TOP 10 dengan perbandingan ligasi 1;5. Lajur 1: Marker 1 kb; Lajur
2-11: plasmid dengan perbandingan ligasi 1:5 koloni nomor 1-10; Lajur 12:

plasmid pPiczAa WT sebagai control; Lajurl3: plasmid pPiczAa- PrM/E-
DENV3 sebagai kontrol.
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Tahap

penelitian selanjutnya adalah mengkonfirmasi keberadaan konstruk pPiczAa-

PrM/E-DENV1 pada sel transforman dengan cara melakukan pemotongan enzim restriksi.

Hasil pemotongan dengan menggunakan enzim Xhol dan Notl dapat dilihat pada Gambar 70,

71, dan 72.

Gambar 70 memperlihatkan hasil ligasi perbandingan vektor; target 1:3 dan

Gambar 71 untuk ligasi dengan perbandingan vektor:target 1:5.

Gambar 70

Elektroforesis pemotongan konstruk pPiczAo-PrM/E-DENV1 dengan enzim
Xhol dan Notl dari hasil transforman ligasi dengan perbandingan vektor: target
1:3.. Lajur: 1: Marker 1 kb; Lajur 2-7: Double digest transformasi 1:3 nomor
koloni 1-6; Lajur 8: . Double digest pPiczAa- PrM/E-DENV3 nomor 8 milik
BPPT dengan Eco721 dan Xbal masing-masing 0,5 ul (sebagai kontrol positif);
Lajur 9: Double digest pPiczAa- PrM/E-DENV3 nomor 8 milik BPPT dengan
Eco721 dan Xbal masing-masing 1 ul (sebagai kontrol positif); Lajur 10:
Double digest pPiczAa WT dengan Notl dan Xhol sebagai kontrol ; Lajur 11:
Double digest pPiczAa WT dengan Eco721 dan Xbal sebagai kontrol positif);
dan Lajur 12: Hasil PCR prM/E DENV1.

Gambar 71

Elektroforesis pemotongan konstruk pPiczAa-PrM/E-DENV1 dengan enzim
Xhol dan Notl. Lajur 1: Marker 1 kb; Lajur 2-3: Ligasi 1:3 koloni nomor 13-14
dengan Xhol dan Notl; Lajur 4-7: Ligasi 1:5 koloni nomor 1-4 dengan Xhol dan
Notl; Lajur 8 pPiczAa-rec no. 8 milik BPPT dengan Eco721 dan Xbal @ 0,5 ul
(kontrol positif); Lajur 9: pPiczAa-rec no. 8 milik BPPT dengan Eco721 dan
Xbal @ 1 ul (kontrol positif); Lajur 10: pPiczAa WT dengan Notl dan Xhol
(kontrol) ; Lajur 11: pPiczAa WT dengan Eco721 dan Xbal (kontrol +); dan
lajur 12: Hasil PCR prM/E
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3500 bp
3000 bp
2000 bp

Gambar 72 Elektroforesis pemotongan konstruk pPiczAa-PrM/E-DENV1 dengan enzim

Xhol dan Notl. Lajur 1: Marker 1 kb; Lajur 2-7: Ligasi 1:5 koloni nomor 5-10
dengan Xhol dan NotI’ Lajur 8: pPiczAa-rec no. 8 milik BPPT dengan Eco721
dan Xbal @ 0,5 ul (sebagai kontrol +); Lajur 9: pPiczAa-rec no. 8 milik BPPT
dengan Eco721 dan Xbal @ 1 ul (sebagai kontrol +); Lajurl0: pPiczAa WT
dengan Notl dan Xhol sebagai kontrol; Lajur 11: pPiczAa WT dengan Eco721
dan Xbal sebagai kontrol +); dan lajurl2: Hasil PCR prM/E.

Data elektroforesis diatas menunjukkan bahwa dari 14 koloni yang ditransformasi

dengan perbandingan 1:3, hanya ada 12 koloni yang memberikan hasil pemotongan yang

sesuai dengan target, yang mengindikasikan bahwa telah didapatkan konstruk pPiczAa-

PrM/E-DENV1. Ke-12 koloni yang hasil elektroforesis menunjukkan adanya 2 band, yaitu

sekitar 2000bp dan 2600bp. Koloni nomor 10 dan 11, tidak menunjukkan hasil yang tepat.

Sedangkan hasil elektroforesis 10 koloni transforman hasil transformamsi 1:5 menunjukkan

hasil yang tepat, yaitu adanya 2 band pada 2000bp dan 2600bp.

G. Pengecekan hasil rekombinan dengan menggunakan primer AOX

Untuk mengkonfirmasi hasil pembuatan konstruk pPiczAa-PrM/E-DENV1 dilakukan

pula dengan metode amplifikasi PCR dengan menggunakan primer AOX.

Persiapan peracikan reaksi PCR adalah sebagai berikut:

a. DNA (transformasi dengan perbandingan 1:3, nomor koloni 1) 5 ul
Primer AOX reverse 2 ul
Primer AOX forward 1 ul
2X Master mix 12,5 ul
ddH20 :5,5ul
Total 25 ul
b. DNA (transformasi dengan perbandingan 1:5, nomor koloni 1) Sul
Primer AOX reverse 1 ul
Primer AOX forward 1 ul
2x Master mix 12,5 ul
ddH20 :5,5 ul
Total 25 ul
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- Program PCR yang akan digunakan adalah:

Initial denaturasi :94°C 2 menit
Denaturasi :94°C 1 menit
Extention '55°C 1 menit 40 siklus
Final extention :72°C 3 menit

Hasil elektroforesis dengan menggunakan agarose 0,8% ditunjukkan oleh gambar 73.

2500 bp

2000 bp &

500 bp

Gambar 73 Elektroforesis produk PCR dengan menggunakan primer AOX. Lajur 1: Marker 1
kb; Lajur 2: Hasil PCR transformasi 1:3 koloni 1 dengan primer AOX tanggal 16-
11-2016; Lajur 3: Hasil PCR transformasi 1:5 koloni 1 dengan primer AOX
tanggal 16-11-2016; Lajur 4: Hasil PCR transformasi 1:3 koloni 1 dengan primer
AOX tanggal 18-11-2016; Lajur 5: Hasil PCR transformasi 1:3 koloni 1 dengan
primer AOX tanggal 18-11-2016 ; Lajur 6: Hasil PCR pPiczAa dengan primer
AOX tanggal 18-11-2016 sebagai control; Lajur 7: Hasil PCR prM/E sebagai
kontrol

Gambar 73 menunjukkan bahwa konstruk pPiczAa-PrM/E-DENV1 telah didapatkan

sesuai dengan tujuan, meskipun urutan basa dari gen PrM/E DENV1 belum diketahui

kebenarannya.

H. Konfirmasi hasil rekombinan dengan menggunakan enzim restriksi yang ada
didalam insert dan didalam plasmid pPiczAa: Sacl dan HindlllI
Langkah lanjut dari penelitian adalah kembali mengkonfirmasi kebenaran konstruk
pPiczAo-PrM/E-DENV1 dengan cara memotong dengan enzim yang ada didalam gem target
dan di dalam plasmid pPiczAa: Sacl dan Hindlll. Hasil elektroforesis dengan menggunakan

gel agarose 0,8% ditunjukkan pada gambar 74.
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3000 bp
2000 bp

Gambar 74 Elektroforesis hasil pemotongan dengan enzim Sacl dan Hindlll. Lajur 1: Marker
1 kb; Lajur 2: Pemotongan hasil Transformasi 1:3 koloni 1 dengan Hindlll; Lajur
3: Pemotongan hasil Transformasi 1:3 koloni 1 dengan Sacl; Lajur 4:
Pemotongan hasil Transformasi 1:5 koloni 1 dengan Hindlll; Lajur 5:
Pemotongan hasil Transformasi 1:5 koloni 1 dengan Sacl; Lajur 6: Recombinan
hasil Transformasi 1:5 koloni 1 (Xhol dan Notl); Lajur 7: Recombinan hasil
transformasi 1:3 koloni 1 (Xhol dan Notl); Lajur 8: Hasil PCR prM/E DENV1

Gambar 74 menunjukkan bahwa konstruk pPiczAa-PrM/E-DENV1 dapat dikonformasi
dengan pemotongan menggunakan enzim Hindlll. Ekspektasi hasil pemotongan dengan
enzim Hindlll adalah 1979 bp dan 3539 bp. Sementara itu enzim Sacl tidak dapat
mengkonfirmasi kebenaran konstruk pPiczAa-PrM/E-DENV1. Ekspektasi hasil pemotongan
dengan Sac | adalah 2029bp dan 3489 bp. Data di atas menunjukkan bahwa pemotong
dengan Sacl tidak menghasilkan 2 segmen DNA.

I. Konfirmasi hasil rekombinan dengan Sequencing DNA.
Konfirmasi lanjut keberhasilan penyusunan konstruk pPiczAa-PrM/E-DENV1 pada
E.coli TOP 10 telah dilakukan dengan sequencing DNA. Hasil yang didapatkan tidak

memuaskan, sehingga perlu dilakukan pengulangan sequencing DNA
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5.5 PENELITIAN DI FK UNIVERSITAS INDONESIA

Konstruksi plasmid rekombinan prM/E virus dengue serotipe 2 strain Indonesia
(pPICZoA/prM/E)

Ekstraksi RNA DENV-2

Proses ekstraksi RNA dengan menggunakan QlAamp Viral RNA Kit (QIAGEN).
Selanjutnya dilakukan sintesis cDNA dilakukan dengan tekni RT-PCR menggunakan RNA
hasil ekstraksi pada tahap sebelumnya. Proses pembuatan RNA dilakukan dengan 2 reaksi,
yaitu reaksi 1 yang terdiri atas campuran random primer, dNTPs, RNAse inhibitor, dan
sampel RNA, sedangkan reaksi 2 terdiri atas 1x Buffer FS, DTT, RNAse inhibitor, enzim
SSRT. Proses RT-PCR dilakukan dengan suhu denaturasi 65 °C selama 5 menit, annealing
suhu 25 °C selama 5 menit, polimerisasi 50 °C selama 1 jam, dan reaksi distop pada suhu 70
°C selama 15 menit. Reaksi 2 dimasukkan sebelum memasuki polimerisasi dengan cara
menghentikan sebentar proses RT-PCR (pause). Setelah proses pembuatan cDNA selesai,
cDNA yang diperoleh dianalisa hasilnya dengan melakukan amplifikasi menggunakan primer
LanD1 dan LanD2 dengan siklus sebagai berikut : pre-denaturasi 95 °C selama 5 menit,
denaturasi 95 °C selama 45 menit, annealing 54 °C selama 30 menit, polimerisasi 72 °C
selama 1 menit 15 detik, dan polimerasasi lanjutan 72 °C selama 7 menit.

Konstruksi gen prM/E virus dengue serotipe 2 strain Indonesia nomor isolat 151

a.1. Identifikasi isolat lokal Indonesia virus dengue serotipe 2

Sintesis cDNA pada virus dengue serotipe 2 dengan menggunakan kit Superscript ® 111
First-Strand Synthesis System for RT-PCR cat no. 18080-051 lot no. 1526597. Dalam tube
dicampurkan RNA total sebanyak 6 uL, 50ng/uL Random Hexamers 1uL, 10mM DNTP mix
1luL, DEPC water 2uL. Campuran tersebut selanjutnya disebut mix 1. Mix 1 diinkubasi 65°C
selama 5 menit, kemudian diyempatkan di es selama 1 menit. Tambahkan mix 2 yakni
campuran 10X RT Buffer 2uL, 25 mM MgCl; 4uL, 0.1 DTT 2uL, 40 u/uL RNAse Out 1uL,
200 u/uL Superscript RT 1uL. Campuran mix 1 dan mix 2 kemudian diinkubasi pada 25°C
selama 10 menit. Dilanjutkan dengan inkubasi pada 50°C selama 50 menit, kemudian
diinkubasi pada 85°C selama 5 menit. Setelah itu ditambahkan RNAseH 1 uL. Dilanjutkan
dengan diinkubasi pada 37°C selama 20 menit. Kemudian cDNA digunakan sebagai
tempelate amplifikasi DNA atau disimpan pada freezer -20°C.

a.2. Desain primer

Desain primer dilakukan untuk memperoleh konstruksi gen prM/E dengue virus

serotipe 2. Desain primer dilakukan dengan menggunakan software snapgene. Primer yang
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digunakan adalah primer dengan modifikasi penambahan stop kodon untuk menghindari
residu asam amino lain yaitu histidine dan epitop c-myc. Berikut merupakan urutan basa
primer yang digunakan.

Tabel 11 Desain Primer konstruksi gen prM/E dengue virus serotipe 2 dengan modifikasi
stop kodon

Urutan Basa Primer dengan Stop Kodon

Forward 5’-TAATCTCGAGAAAAGATTCCATTTAACCACACGCAAT-3’

Reverse 5’-TAATTCTAGACTAAGCCTGCACCATAACTCCCAAA-3°

a.3. Penyiapan gen prM/E dengue virus serotipe 2

Amplifikasi gen prM/E DENV-2 dengan teknik PCR menggunakan pasangan primer
yaitu pasangan primer forward dan reverse spesifik untuk cloning sesuai tabel diatas. Kedua
primer di desain memiliki situs restriksi yakni enzim Xhol primer forward dan enzim Xbal
pada primer reverse. Protokol PCR sesuai protokol hasil optimasi dengan menggunakan
Enzim Taqg DNA Polymerase . Campuran reaksi yang digunakan adalah 10X Reaction
Buffer tanpa Mg?* 5 uL, DNTP 1 uL, MgCl; 1,5 uL, Platinum Taq DNA Polymerase 1 uL,
primer forward 1 uL, primer reverse 1 uL, dan cetakan cDNA dengan konsentrasi maksimal
sebanyak 400 ng/uL. Siklus suhu yang digunakan adalah denaturasi awal 94°C selama 2
menit, denaturasi pada 94°C selama 1 menit, annealing pada 60°C selama 1 menit, ekstensi
72 °C selama 4 menit dengan pengulangan sebanyak 40 siklus. Amplifikasi dilakukan pada
mesin Thermal Cycler (Biorad C1000).

Produk PCR prM/E yang dihasilkan dianalisis menggunakan elektroforesis jel agarose
1% dengan etidium bromide (EtBr). Jel agarose dibuat dengan cara melarutkan 1 gr bubuk
agarose (Top Vision Agarose cat no. R.0491 lot no. 00128045) dalam 100 ml dalam TAE
Buffer 1x (Invitrogen Ref. 15558041 lot no. 1309095) ditambahkan 10 uL ethibium bromide
(Biorad ct. no. C-9009 lot no. 1502F). Larutan dibekukan dalam cetakan yang memiliki sisir.
Elektroforesis dilakukan dalam tangki khusus elektroforesis merk Biorad, DNA yang akan
dianalisis di campur dengan 6x loading buffer dengan perbandingan masing-masingnya 4:1
selanjutnya dimasukkan ke dalam setiap sumur pada jel agarosa. Selain produk PCR, pada
proses elektroforesis juga diikutkan marker DNA 1 kb plus Fermentas untuk menentukan
besarnya pita DNA hasil elektroforesis. Elektroforesis dilakukan pada tegangan listrik 100

volt selama 30 menit. Jel hasil elektroforesis selanjutnya diviisualisasikan dan dianalisis
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DNA prM/E dilakukan di GelDoc Transilluminator (BIORAD) dan akan menghasilkan pita
yang berukuran sekitar 1.983 bp.

Purifikasi hasil konstruksi gen prM/E dengan menggunakan kit Promega Wizard SV Gen
and PCR Clean Up System (cat No. A9281 lot no. 0000160057). Ditimbang microcentrifuge
tube 1.5 mL (a gram). Potong jel hasil elektroforesis PCR prM/E, dan transfer kedalam
microcentrifige tube yang telah ditimbang, kemudian timbang tube beserta isi jel (b gram).
Dihitung berat jel (c= b — a). Ditambahkan membran binding solution 10 uL setiap 10 mg
berat jel. Inkubasi pada 60°C selama 10 menit hingga jel larut, vortex setiap 5 menit. SV mini
coloum ditempatkan pada collection tube, transfer campuran kedalam minicoloum diinkubasi
selama 1 menit RT. Sentrifugasi kolom pada 16.000 g (14.000 rpm) selama 1 menit. Filtrat
dibuang dan ditambahkan membran wash solution sebanyak 700 uL kedalam kolom.
Sentrifugasi kolom pada 16.000 g (14.000 rpm) selama 1 menit. Filtrat dibuang dan
ditambahkan membran wash solution sebanyak 500 uL kedalam kolom. Sentrifugasi kolom
pada 16.000 g (14.000 rpm) selama 5 menit. Filtrat dibuang, kemudian disentrifugasi kolom
kosong pada 16.000 g (14.000 rpm) selama 1 menit. Kolom kemudian dipindahkan pada
microcentrifuge tube 1.5 mL steril. Kemudian ditambahkan 50 uL nuclease free water pada
kolom. Inkubasi selama 1 menit RT. Sentrifugasi kolom pada 16.000 g (14.000 rpm) selama
1 menit. DNA hasil purifikasi disimpan pada 4°C atau -20°C untuk penyimpanan lebih lama.
Konsentrasi dihitung menggunakan alat NanoView.

a. Penyiapan Vektor Plasmid pPICZoA
b.1. Penyiapan sel kompeten bakteri E.coli TOP 10F.

Bakteri kompeten E.coli galur TOP10F dipersiapkan untuk transformasi plasmid
pPICZoA. Bakteri ditumbuhkan pada media Luria Bertani (LB) agar low salt dan diinkubasi
pada 37°C selama 16 jam. Campuran LB agar low salt adalah 10 g Tryptone (Sigma-Aldrich,
cat no. CR014-500G lot no. 0000154901), 5 g NaCl (Sigma-Aldrich, lot no. K30322804),
dan 5 g Ekstrak Yeast (Oxoid, lot no. 416451) ke dalam 950 ml air distiled. Larutan dibuat
pada pH 7.5 dengan penambahan NaOH (Merck, lot. B929695). Untuk media agar,
tambahkan 15g/L agar (Sigma-Aldrich, cat no. 214010 lot no. 5146181) sebelum proses
autoklaf. Setelah inkubasi, disubkultur kembali pada media LB cair dilanjutkan dengan
inkubasi rotary shaker pada 37 °C dengan kecepatan 150 rpm selama 16 jam. Setelah
diinkubasi, dilakukan subkultur pada media LB low salt cair baru dengan absorbansi awal
sebesar 0,1 pada A = 600 nm. Kemudian diinkubasi kembali dengan rotary shaker pada suhu

37 °C dengan kecepatan 200 rpm, diukur absorbansinya setiap jam sampai ODsgoo adalah 0,5-

99



0,7. Pertumbuhan bakteri dihambat dengan menginkubasi kultur di dalam es selama 20 menit,
kemudian disentrifugasi dengan kecepatan 5.000 rpm selama 15 menit pada suhu 4 °C.
Supernatan dibuang, kemudian pellet ditambah 25 ml gliserol dingin 10% setelah itu
disentrifugasi kembali dengan kecepatan 5.000 rpm selama 15 menit pada suhu 4°C.
Supernatan dibuang, kemudian pellet ditambah 12,5 ml gliserol dingin 10% dan
disentrifugasi 5.000 rpm selama 15 menit pada suhu 4 °C. Supernatan dibuang, kemudian
ditambahkan 1 ml gliserol dingin 10% dan disentrifugasi dengan kecepatan 13.000 rpm
selama 15 menit pada suhu 4 °C. Supernatan dibuang kembali, kemudian ditambahkan 0,1 ml
gliserol dingin 10% sampai diperoleh hasil sel kompeten 1-3 x 10%° cells/ml. Sel
elektrokompeten disimpan pada suhu -80 °C sampai digunakan elektroporasi. Transformasi
plasmid pPICZoA pada sel kompeten E.coli TOP 10F dengan menggunakan alat

elektroforator Biorad.

b.2. Isolasi plasmid pPICZaA hasil transformasi

Sel E.coli TOP 10 hasil transformasi yang mengandung plasmid pPICZaA ditumbuhkan pada
media LB agar + Zeocin 25 pg/ml. Satu koloni E.coli TOP 10 hasil transformasi yang
tumbuh ditanam pada media LB cair + Zeocin 25 pg/ml dan diinkubasi menggunakan rotary
shaker pada suhu 37 °C selama 16 jam dengan kecepatan 150 rpm. Kemudian plasmid
pPICZaA diisolasi menggunakan kit Wizard SV Minipreps DNA Purification Sytem
(Promega). Prosedur kerja dilakukan sesuai protokol pada kit. 10 mL sel kultur disentrifugasi
4000 rpm selama 12 menit. Supernatan dibuang, sel pelet ditambahkan 250 pl larutan CRA,
kemudian dihomogenisasi dengan pipet. Campuran ditambahkan 250 pl larutan lisis sel
(CLS), dicampur dengan cara membolak-balikkan 4 kali. Kemudian ditambahkan 10 pl
larutan alkaline protease, bolak-balik kembali 4 kali, dan diinkubasi pada suhu ruang selama
5 menit. Selanjutnya ditambahkan 350 pl larutan netralisasi (NSB), bolak-balik 4 kali
kemudian disentrifugasi dengan kecepatan 14.000 rpm selama 10 menit. Supernatan
dipindahkan ke tabung isolasi kemudian disentrifugasi lagi dengan kecepatan 14.000 rpm
selama 1 menit. Selanjutnya dilakukan pencucian dengan menambahkan 750 pl larutan
pencuci, disentrifugasi dengan kecepatan 14.000 rpm selama 1 menit, ditambahkan lagi 250
pl larutan pencuci, disentrifugasi 14.000 rpm selama 2 menit. Kolom kemudian dipindahkan
pada microcentrifuge tube steril. Selanjutnya ditambahkan 50 pl nuclease free water,
kemudian disentrifugasi 14.000 rpm selama 1 menit dan disimpan pada suhu -20°C sampai
akan digunakan. Konsentrasi DNA dihitung menggunakan alat NanoView.
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b. Pengklonan gen prM/E ke dalam plasmid pPICZaA

c.l. Pemotongan gen prM/E dengue virus serotipe 2 dan plasmid pPICZaA untuk kloning

Gen sisipan prM/E DENV-2 dan plasmid pPICZaA yang telah disiapkan sebelumnya
dipotong menggunakan 2 buah enzim restriksi yang ditambahkan pada primer
pengamplifikasi gen sisipan. Enzim tersebut adalah enzim Xhol dan Xbal. Prosedur kerja
dilakukan sesuai protokol enzim restriksi pada kit yang telah dioptimasi. Hasil optimasi
menunjukkan bahwa setiap konsentrasi DNA 1000 ng/uL diperlukan enzim sebanyak 10 unit.
Untuk pemilihan buffer double digest digunakan buffer Tanggo yang merupakan buffer
terbaik untuk double digesti enzim Xhol dan Xbal. Pemotongan dilakukan dengan campuran
reaksi berupa DNA (masing-masing gen sisipan prM/E atau vektor pPICZaA) ditambahkan
dengan enzim restriksi, 2X buffer Tanggo dan Deionise Water hingga volume akhir 100 ul.
Campuran kemudian diinkubasi pada suhu 37 °C selama 16 jam dan reaksi dihentikan melalui
pemanasan pada suhu 65 °C selama 10 menit.

Verifikasi hasil pemotongan dengan enzim restriksi pada prM/E dan plasmid pPICZaA,
diidentifikasi dengan proses elektroforesis pada gel agarose 1% dan divisualisasi dengan
Etidium Bromide untuk memastikan pemotongan berjalan sempurna. Hasil pemotongan
sempurna diperlihatkan dengan pita DNA yang dihasilnya hanya 1 pita, artinya DNA

berbentuk linier.

c.2. Purifikasi hasil pemotongan gen prM/E dengue virus serotipe 2 dan plasmid pPICZoA

untuk Kloning
Gen prM/E dan plasmid pPICZaA yang telah direstriksi, masing-masing dilakukan

purifikasi menggunakan Wizard SV Gel and PCR Clean-up system kit (Promega, cat No.
A9281 lot no. 0000160057). Prosedur kerja sesuai dengan protokol pada kit. Larutan hasil
reaksi pemotongan enzim pada gen sisipan prM/E dan plasmid pPICZaA masing-masing
ditambahkan larutan membran binding dengan volume yang sama. Kemudian diinkubasi
pada suhu ruang selama 1 menit. Larutan dipindahkan ke tabung purifikasi, kemudian
disentrifugasi dengan kecepatan 14.000 rpm selama 1 menit kemudian dilanjutkan dengan
proses pencucian dengan menambahkan 700 pl larutan pencuci. Kemudian disentrifugasi
dengan kecepatan 14.000 rpm selama 1 menit, ditambahkan kembali 500 ul larutan pencuci,
disentrifugasi kembali dengan kecepatan 14.000 rpm selama 5 menit, disentrifugasi lagi
dengan kecepatan 14.000 rpm selama 1 menit, kemudian ditambahkan 35 pl nuclease free
water. Selanjutnya diinkubasi pada suhu ruang selama 1 menit, kemudian disentrifugasi

dengan kecepatan 14.000 rpm selama 1 menit, dan dipindahkan ke tabung sentrifugasi untuk
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disimpan pada suhu -20°C sampai akan digunakan. Konsentrasi DNA dihitung menggunakan

alat NanoView.

¢.3. Ligasi gen prM/E virus denque serptipe 2 dengan plasmid pPICZaA

Gen prM/E disisipkan ke vektor pPICZaA dengan cara reaksi ligasi menggunakan
enzim T4 DNA ligase (Thermo Scientific). Prosedur ligasi plasmid pPICZaA dengan gen
sisipan prM/E dengan modifikasi stop kodon dilakukan sebagai berikut: perbandingan gen
prM/E dengan plasmid pPICZoA adalah 8:1. Dalam kit disebutkan bahwa diperlukan 5 unit
enzim untuk ligase DNA 20 ng/uL. Reaksi dilakukan dengan campuran 10x buffer T4 DNA
ligase 10 uL, 50 uL enzim T4 DNA ligase, DNA sisispan prM/E sebanyak 11,43 uL (1000
ng), DNA vektor pPICZaA sebanyak 2,28 uL (125 ng) dan DW sampai volume total 100 pl.
Prosedur ligasi plasmid pPICZaA tanpa gen sisipan prM/E (control negatif) dilakukan
sebagai berikut: perbandingan water dengan plasmid pPICZaA adalah 8:1. Reaksi dilakukan
dengan campuran 10x buffer T4 DNA ligase 6.6 uL, 50 uL enzim T4 DNA ligase, water
kontrol sebanyak 11,43 uL, DNA vektor pPICZaA sebanyak 2,28 ulL (125 ng) dan DW
sampai volume total 100 pl. Sebelum dilakukan reaksi ligasi, campuran diinkubasi terlebih
dahulu pada suhu 55° C selama 3 menit, kemudian reaksi ligasi diinkubasi pada suhu 22°C
selama 2 jam dilanjutkan dengan inaktif pada suhu 65°C selama 10 menit. Ligasi berjalan
melalui penyisipan gen prM/E ke multiple cloning site plasmid di antara situs restriksi.

c.4. Purifikasi hasil ligasi gen prM/E denque virus serotipe 2 dan plasmid pPICZaA

Gen prM/E dan plasmid pPICZaA serta control negatif yang telah diligasi, masing-
masing dilakukan purifikasi menggunakan Wizard SV Gel and PCR Clean-up system kit
(Promega, cat No. A9281 lot no. 0000160057). Prosedur kerja sesuai dengan protokol pada
kit. Larutan hasil reaksi ligasi masing-masing ditambahkan larutan membran binding dengan
volume yang sama. Kemudian diinkubasi pada suhu ruang selama 1 menit. Larutan
dipindahkan ke tabung purifikasi, kemudian disentrifugasi dengan kecepatan 14.000 rpm
selama 1 menit kemudian dilanjutkan dengan proses pencucian dengan menambahkan 700 pl
larutan pencuci. Kemudian disentrifugasi dengan kecepatan 14.000 rpm selama 1 menit,
ditambahkan kembali 500 pl larutan pencuci, disentrifugasi kembali dengan kecepatan
14.000 rpm selama 5 menit, disentrifugasi lagi dengan kecepatan 14.000 rpm selama 1 menit,
kemudian ditambahkan 35 pl nuclease free water. Selanjutnya diinkubasi pada suhu ruang
selama 1 menit, kemudian disentrifugasi dengan kecepatan 14.000 rpm selama 1 menit, dan
dipindahkan ke tabung sentrifugasi untuk disimpan pada suhu -20°C sampai akan digunakan.

Konsentrasi DNA dihitung menggunakan alat NanoView.
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c.5. Transformasi hasil ligasi

Hasil ligasi ditransformasikan ke dalam E. coli strain TOP10F kompeten untuk
pembuatan plasmid rekombinan. Prosedur transformasi dilakukan dengan metode electric
shock menggunakan electroporator (Bio-Rad GenePulser). Thawing sel dan sampel,
kemudian disiapkan microcentrifuge tube 1.5 mL dan kuvet elektroforator 0.2 cm yang
disimpan pada es. Dicampurkan 20uL sel kompeten E. coli dan 10uL hasil purifikasi ligasi
(konsentrasi DNA +1ug) pada kuvet dingin. Campuran diinkubasi pada es selama 1 menit.
Pada tampilan awal alat elektroporator, buka Pre-set Protocols screen, kemudian Bacterial
Protocol screen (tekan 4, kemudian enter dua kali). Ketika menggunakan kuvet 0,2 cm tekan
2 kemudian enter untuk memilih Protokol Detail screens E. coli dan melakukan transformasi
pada 2.5 kVV. Campuran dibiarkan berada pada dasar kuvet, kemudian tempatkan kuvet pada
ShockPod kemudian tekan pulse. Pulse parameter kemudian dicatat. Kuvet kemudian segera
diambil dan segera diberikan 1mL medium LB Broth low salt, dan diresuspen dengan
menggunakan pipet. Transfer campuran pada tube, dan diinkubasi selama 1 jam pada 37°C
dengan shaker 225 rpm. Hasil elektroforasi kemudian disentrifuge selama 4 menit 1500 rpm.
Bagian supernatan paling atas dibuang (800 uL) kemudian sisa pada tabung di resuspen dan

ditanam pada media LB agar yang telah ditambahkan Zeocin 25 pg/ml untuk seleksi.
c. Verifikasi plasmid rekombinan prM/E virus dengue serotipe 2

d.1. Isolasi Plasmid Rekombinan (koloni grouping)

Koloni bakteri yang tumbuh pada medium LB agar yang telah ditambahkan Zeocin 25
pg/ml kemudian dihitung untuk mengetahui efisiensinya. Koloni plasmid rekombinan yang
tumbuh kemudian ditanam pada media cair LB yang telah ditambahkan Zeocin 25 pg/ml,
teknik yang dilakukan untuk menghemat penggunaan medium, dilakukan kultur grouping.
Setiap grup terdiri dari 5 nomor koloni yang berbeda. Kemudian kultur diinkubasi dengan
rotary shaker pada suhu 37 °C selama 16 jam dengan kecepatan 150 rpm.

Kemudian hasil kultur diisolasi menggunakan protokol isolasi plasmid (Wizard Plus
SV Minipreps DNA purification system). Prosedur kerja dilakukan sesuai protokol pada kit.
10 mL sel kultur disentrifugasi 4000 rpm selama 12 menit. Supernatan dibuang, sel pelet
ditambahkan 250 pl larutan CRA, kemudian dihomogenisasi dengan pipet. Campuran
ditambahkan 250 ul larutan lisis sel (CLS), dicampur dengan cara membolak-balikkan 4 kali.
Kemudian ditambahkan 10 pl larutan alkaline protease, bolak-balik kembali 4 kali, dan
diinkubasi pada suhu ruang selama 5 menit. Selanjutnya ditambahkan 350 pl larutan

netralisasi (NSB), bolak-balik 4 kali kemudian disentrifugasi dengan kecepatan 14.000 rpm
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selama 10 menit. Supernatan dipindahkan ke tabung isolasi kemudian disentrifugasi lagi
dengan kecepatan 14.000 rpm selama 1 menit. Selanjutnya dilakukan pencucian dengan
menambahkan 750 pl larutan pencuci, disentrifugasi dengan kecepatan 14.000 rpm selama 1
menit, ditambahkan lagi 250 pl larutan pencuci, disentrifugasi 14.000 rpm selama 2 menit.
Kolom kemudian dipindahkan pada microcentrifuge tube steril. Selanjutnya ditambahkan 50
Ml nuclease free water, kemudian disentrifugasi 14.000 rpm selama 1 menit dan disimpan

pada suhu -20°C sampai akan digunakan.

d.2. Verifikasi klon pembawa plasmid rekombinan dengan metode pemotongan enzim
restriksi Xhol dan Xbal.
Konfirmasi pertama dilakukan dengan pemotongan plasmid rekombinan menggunakan

enzim restriksi Xhol dan Xbal. Hasil cloning gen prM/E merupakan fusi dengan plasmid
pPICZaA, sehingga apabila gen prM/E berhasil tersisip dengan orientasi yang benar akan
dihasilkan 2 potongan pita DNA berukuran sekitar 3,6 kb dan 1.983 bp pada visualisasi gel
agarose 1% dengan etidium bromide. Palsmid rekombinan hasil isolasi, setelah dihitung
konsentrasi DNA menggunakan nanoview kemudian ditambahkan 2 pl dapar O reaksi, enzim
restriksi Xhol dan Xbal (10U/ul) dan DW hingga volume akhir 20 ul. Selain itu ditambahkan
pula campuran pada plasmid pPICZaA kontrol negatif sebagai kontrol. Campuran kemudian
diinkubasi pada suhu 37 °C selama 3 jam dan reaksi dihentikan melalui pemanasan pada suhu
65 °C selama 10 menit. Hasil restriksi kemudian dianalisis dengan elektroforesis gel agarose

1%. Dilanjutkan dengan visualisasi GelDoc. Hasil dapat dilihat pada gambar di bawah ini.
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Gambar 75 Hasil verifikasi plasmid rekombinan grouping dengan metode digesti Xhol dan
Xbal
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d.3. Isolasi Plasmid Rekombinan (koloni single)

Dari hasil verifikasi pemotongan dengan enzim restriksi dapat diperoleh grup yang
positif memiliki plasmid rekombinan. Kemudian dilakukan kultur satu koloni bakteri untuk
nomor anggota grup pada medium LB agar yang telah ditambahkan Zeocin 25 pg/mL.
Koloni plasmid rekombinan yang tumbuh kemudian ditanam pada media cair LB yang telah
ditambahkan Zeocin 25 pg/ml. Kemudian kultur diinkubasi dengan rotary shaker pada suhu
37°C selama 16 jam dengan kecepatan 150 rpm.

Kemudian hasil kultur diisolasi menggunakan protokol isolasi plasmid (Wizard Plus
SV Minipreps DNA purification system). Prosedur kerja dilakukan sesuai protokol pada kit.
10 mL sel kultur disentrifugasi 4000 rpm selama 12 menit. Supernatan dibuang, sel pelet
ditambahkan 250 pl larutan CRA, kemudian dihomogenisasi dengan pipet. Campuran
ditambahkan 250 ul larutan lisis sel (CLS), dicampur dengan cara membolak-balikkan 4 kali.
Kemudian ditambahkan 10 pl larutan alkaline protease, bolak-balik kembali 4 kali, dan
diinkubasi pada suhu ruang selama 5 menit. Selanjutnya ditambahkan 350 pl larutan
netralisasi (NSB), bolak-balik 4 kali kemudian disentrifugasi dengan kecepatan 14.000 rpm
selama 10 menit. Supernatan dipindahkan ke tabung isolasi kemudian disentrifugasi lagi
dengan kecepatan 14.000 rpm selama 1 menit. Selanjutnya dilakukan pencucian dengan
menambahkan 750 pl larutan pencuci, disentrifugasi dengan kecepatan 14.000 rpm selama 1
menit, ditambahkan lagi 250 pl larutan pencuci, disentrifugasi 14.000 rpm selama 2 menit.
Kolom kemudian dipindahkan pada microcentrifuge tube steril. Selanjutnya ditambahkan 50
pl nuclease free water, kemudian disentrifugasi 14.000 rpm selama 1 menit dan disimpan
pada suhu -20°C sampai akan digunakan.

d.4. Verifikasi klon pembawa plasmid rekombinan dengan metode pemotongan enzim
restriksi Xhol dan Xbal.

Konfirmasi pertama dilakukan dengan pemotongan plasmid rekombinan menggunakan
enzim restriksi Xhol dan Xbal. Hasil cloning gen prM/E merupakan fusi dengan plasmid
pPICZaA, sehingga apabila gen prM/E berhasil tersisip dengan orientasi yang benar akan
dihasilkan 2 potongan pita DNA berukuran sekitar 3,6 kb dan 1.983 bp pada visualisasi gel
agarose 1% dengan etidium bromide. Palsmid rekombinan hasil isolasi dari kultur single
koloni ditambahkan 2 pl dapar O reaksi, enzim restriksi Xhol dan Xbal (10U/ul) dan DW
hingga volume akhir 20 ul. Selain itu ditambahkan pula campuran pada plasmid pPICZoA
control negatif sebagai kontrol. Campuran kemudian diinkubasi pada suhu 37 °C selama 3

jam dan reaksi dihentikan melalui pemanasan pada suhu 65 °C selama 10 menit. Hasil
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restriksi kemudian dianalisis dengan elektroforesis gel agarose 1%. Dilanjutkan dengan

visualisasi GelDoc. Hasil dapat dilihat pada gambar di bawabh ini.

Urutan well:
Marker
Klon 1
Klon 2

5000

Klon 3
Klon 4

ogkrwnhE

Kontrol -

1500

(pPICZaA)

Gambar 76 Hasil verifikasi plasmid rekombinan dengan metode digesti Xhol dan Xbal

d.5. Verifikasi klon pembawa plasmid rekombinan dengan metode PCR primer AOX dan

primer spesifik prM/E.

Metode PCR plasmid rekombinan primer spesifik gen prM/E sesuai reaksi di atas, dan
menggunakan primer plasmid pPICZaA untuk mengetahui kebenaran orientasi sisipan.
Primer plasmid pPICZoA adalah sebagai berikut:

5°’A0XI1 : 5’ GACTGGTTCCAATTGACAAGC 3’
3’AOX1 : 5>GCAAATGGCATTCTGACATCC 3.

Apabila gen prM/E berhasil tersisip dengan orientasi yang benar menggunakan
pasangan primer prM/E akan dihasilkan 1 potongan pita DNA berukuran sekitar 1983 kb,
sedangkan dengan pasangan primer AOX akan dihasilkan 2 potongan pita DNA berukuran
sekitar 2571 kb. Untuk kontrol negatif diperoleh ukuran pita pada 588 bp. Protokol PCR yang
digunakan dengan primer AOX dan prM/E spesifik sesuai protokol hasil optimasi dengan
menggunakan Enzim Tag DNA Polymerase. Campuran reaksi yang digunakan adalah
Enzim Taq DNA Polymerase lul, 10X Reaction Buffer tanpa Mg? 5 uL, DNTP 1 uL,
MgClz 1,5 uL, 10 primer forward 1 uL, primer reverse 1 uL, dan cetakan cDNA dengan
konsentrasi maksimal sebanyak 400 ng/uL. Siklus suhu yang digunakan dengan primer AOX
adalah denaturasi awal 94°C selama 2 menit, denaturasi pada 94°C selama 1 menit, annealing
pada 55°C selama 1 menit, ekstensi 72 °C selama 2,5 menit dengan pengulangan sebanyak 25
siklus. Sedangkan protokol yang digunakan dengan primer spesifik prM/E menggunakan
adalah Enzim Taq DNA Polymerase 1uL, 10X Reaction Buffer tanpa Mg?* 5 uL, DNTP 1
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5000 bp -
3000 bp

uL, MgCl> 1,5 uL, 10 primer forward 1 uL, primer reverse 1 uL, dan cetakan cDNA dengan

konsentrasi maksimal sebanyak 400 ng/uL. Siklus suhu yang digunakan adalah denaturasi

awal 94°C selama 2 menit, denaturasi pada 94°C selama 1 menit, annealing pada 60°C selama

1 menit, ekstensi 72 °C selama 4 menit dengan pengulangan sebanyak 40 siklus Amplifikasi
dilakukan pada mesin Thermal Cycler (Biorad C1000).

Hasil PCR kemudian dianalisis dengan elektroforesis gel agarose 1%  dilanjutkan

dengan visualisasi menggunakan GelDoc. Hasil dapat dilihat pada gambar berikut.

Urutan well atas:
1 2 345 67 8 9 10 1112 13 14 15 1. Marker
2 Klon 1
3. Klon2
St ' 4., Klon3
1500 bp e W e S e L e e 5. Klon4
6. Klonb
7. Klon6
8. Klon9
9. Klon10
10. Klon 12
11. Klon 13
12. Klon 14
13. Klon 15
2000 bp 14. Klon 16
1500 bp 15. Kontrol
+ (purify prM/E
DENV-2

1l 23 45 6  8: 9 309112 3394 15416

LA A A A J

1500 bp -

5000 bp
3000 bp

1500 bp

Urutan well
bawah:
Marker
Klon 49
Klon 50
Klon 51

Klon 63
Klon 64
Kontrol +
(purify
prM/E
DENV-2)

ONorLONE

hadh LA LA R R

Urutan well atas:
1. Marker
2. Klon1l
3. Klon2
4. Klon3
5. Klon4
6. Klon5
7 —

8. Klon7
9. Klon8
10. Klon 9
11. Klon 10
12. Klon 12
13. Klon 13
14. Klon 14
15. Klon 15
16. Klon 15

Urutan well bawah:

1.
2.

. Klon 55
. Klon 56
. Klon 58
. Klon 59
. Klon 62
. Klon 63

Marker
Kontrol
negative
pPICZaA
Klon 16
Klon 49
Klon 50
Klon 51
Klon 52
Klon 53
Klon 54

Klon 64
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Gambar 77 Hasil verifikasi plasmid rekombinan dengan metode PCR dengan primer spesifik
prM/E (a) dan primer spesifik AOX (b)

d.6. Verifikasi klon pembawa plasmid rekombinan dengan metode sekuensing.

Nomor koloni yang terpilih dari verifikasi dengan metode enzim restriksi dan metode
PCR primer spesifik AOX dan prM/Eadalah koloni nomor 1. Kemudian koloni ini
diverifikasi kembali urutan basanya dengan metode sekuensing. Hal ini dilakukan untuk
melihat orientasi sama dengan referensi sekuens. Hasil sekuensing dapat dilihat di bawabh ini.
Urutan basa untuk koloni 1 hasil sekuensing.

ATGAGATTTCCTTCAATTTTTACTGCTGTTTTATTCGCAGCATCCTCCGCATTAGC
TGCTCCAGTCAACACTACAACAGAAGATGAAACGGCACAAATTCCGGCTGAAGC
TGTCATCGGTTACTCAGATTTAGAAGGGGATTTCGATGTTGCTGTTTTGCCATTTT
CCAACAGCACAAATAACGGGTTATTGTTTATAAATACTACTATTGCCAGCATTGC
TGCTAAAGAAGAAGGGGTATCTCTCGAGAAAAGATTCCATTTAACCACACGCAA
TGGAGAACCACACATGATCGTCAGTAGACAAGAAAAAGGGAAAAGTCTTCTGTT
TAAAACAGAAAACGGTGTGAACATGTGCACCCTCATGGCCATGGACCTTGGTGA
ACTGTGTGAAGACACAATCACTTATAATTGTCCTCTTCTCAGGCAGAATGAACCA
GAAGACATAGACTGTTGGTGCAACTCTACGTCTACATGGGTAACTTATGGGACAT
GCACCGCCACAGGAGAACACAGAAGGGAAAAAAGATCAGTGGCACTCGTTCTGC
ATGTGGGAATGGGACTGGAGACACGAACTGAAACATGGATGTCATCAGAAGGG
GCCTGGAAACATGCGCAGAGAATTGAAACTTGGGTCTTGAGACATCCAGGCTTC
ACCATAATGGCAGCAATCCTGGCATACACCATAGGAACGACATATTTCCAAAGA
GTCCTGATTTTCATCTTACTGACAGCTGTCGCTCCTTCAATGACAATGCGTTGCAT
AGGAATATCAAATAGAGACTTTGTGGAAGGGGTTTCAGGAGGAAGCTGGGTTGA
TATAGTCTTGGAACATGGAAGCTGTGTGACAACGATGGCGAAAAATAAACCAAC
ATTGGATTTTGAACTGATAAAAACAGAAGCCAAACATCCCGCCACTCTATTAGAC
CTGCCGTTACCATGGCTGCCCGGAGCAGACACACAAGGATCAAATTGGATACAG
AAGGAGACATTGGTCACTTTCAAAAATCCCCATGCAAAGAAACAGGATGTTGTT
GTTTTAGGATCCCAAGAAGGGGCTATGCACACAGCACTCACAGGGGCCACGGAA
ATCCAGATGTCATCAGGAAACTTACTGTTCACAGGACATCTTAAATGCAGGTTGA
GAATGGACAAACTACAGCTCAAAGGAATGTCATATTCCATGTGTACAGGAAAGT
TCAAAGTTGTGAAGGAAATAGCAGAAACACAACATGGAACAATAGTTATCAGAG
TACAATATGAAGGGGACGGTTCTCCGTGCAAAATCCCTTTTGAAATAATGGATCT
GGAAAAAAGACATGTCTTAGGTCGCTTGATCACAGTCAACCCAATTGTCACAGA
AAAAGACAGCCCAGTCAACATAGAAGCAGAACCTCCATTCGGAGACAGCTACAT
CATTATAGGAGTAGAACCGGGACAACTGAAGCTCAGCTGGTTTAAGAAAGGAAG
TTCTATTGGCCAAATGTTTGAGACAACAATGAGAGGAGCGAAGAGAATGGCCAT
TTTAGGTGACACAGCTTGGGATTTTGGATCCCTGGGAGGAGTGTTTACATCTATA
GGAAAGGCCCTCCACCAAGTCTTTGGAGCAATCTATGGGGCTGCCTTCAGTGGGG
TTTCATGGACTATGAAAATCCTCATAGGAGTTGTCATCACATGGATAGGAATGAA
TTCACGCAGCACCTCACTGTCTGTGTCACTAGTATTAGTGGGAATCGTGACATTG
TATTTGGGAGTTATGGTGCAGGCTTAGTCTAGAACAAAAACTCATCTCAGAAGAG
GATCTGAATAGCGCCGTCGACCATCATCATCATCATCATTGAGTTTGTAGCCTTA
GACATGACTGTTCCTCAGTTCAAG

108



Reference Sequence
Plasmid Rekombinan Foloni Nomo

Reference Sequnence
Plasmid Rekombinan Foloni Nomo

Reference Sequence
Plasmid Rekombinan Foloni Nomo

Reference Sequnence
Plasmid Rekombinan Foloni Nomo

Reference Sequnence
Plasmid Rekombinan Foloni Nomo

Reference Sequnence
Plasmid Rekombinan Foloni Nomo

Reference Sequnence
Plasmid Rekombinan Foloni Nomo

Reference Sequence
Plasmid Rekombinan Kolonu No. 1

Reference Sequence
Plasmid Rekombinan Kolonu No. 1

Reference Sequence
Plasmid Rekombinan Kolonu No. 1

Reference Sequence
Plasmid Rekombinan Kolonu No. 1

Reference Sequence
Plasmid Rekombinan Kolonu No. 1

Reference Sequence
Plasmid Rekombinan Kolonu No. 1

Reference Sequence
Plasmid Rekombinan Kolonu No. 1

10 Z0 30 40 50 &0 T

e L e e |
ATGAGATTTCCTTCAATTTTTACTGCTGTTTTATTCGCAGCATCCTCCCGCATTAGCTGCTCCAGTCAACA

180 150 200 210 ZZ0 230 zZ4
L T T Y [

CAGCACAAATAACGGGTTATTGT TTATAAATACTACTAT TGCCAGCATTGCTGCTAAAGRAGAMGGGGTA

1270 1380 1330 1400 1410 1420 1!1:
= | = = =l = slesealaseslanesls |- |- |- =1 =1
ACMGGCTTGGCTGGTGCACAGGCAATGGTTCTTAGACCTGCCGTTACCATGGCTGCCCGGAGCAGACAC
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1540 1550 1560 1570 1580 1590 16t
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ATGCACACAGCACTCACAGGGGCCACGGARATCCAGATGTCATCAGGAAACT TACTGTTCACAGGACATC

1710 1720 1730 1740 1750 1760 17"
R R N BT N N N I I I e I I
ACATGGMCMTAGTTATCAGAGTACMTATGMGGGGACGGTTCTCCGTGCAAAATCCCTTTTGAAATA

1880 1830 1300 1s10 1320 1330 134
-1 -1 -1 R ——_— R T I - T L R
'I'CGGAGACAGCTACATCATTATAGGAGTAGAACCGGGACAACTGAAGCTCAGCTGGTTTAAGAAAGGAAE

B e BB B BB e BB R EEE B BEE s B E B S EEE e sas s saas s assasnnnn
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Hasil urutan basa koloni 1 yang diperoleh kemudian dibandingkan dengan reference
sequence dan diperoleh hasil kemiripan 99,87%. Terjadi mutasi pada basa nomor 545 muncul
basa T yang seharusnya. Hasil menunjukkan sebagai berikut.

Selain dilihat urutan basa nya, verifikasi dilakukan dengan melihat urutan asam amino pada
koloni 1. Hasil dapat dilihat di bawah ini.

MRFPSTIFTAVLFAASSALAAPVNTTTEDETAQIPAEAVIGYSDLEGDEFDVAVLPESNSTN
NGLLFINTTIASIAAKEEGVSLEKRFHLTTRNGEPHMIVSROEKGKSLLEFKTENGVNMCT
LMAMDLGELCEDTITYNCPLLRONEPEDIDCWCNSTSTWVTYGTCTATGEHRREKRSVAL
VLHVGMGLETRTETWMS SEGAWKHAQRIETWVLRHPGFTIMAATLAYTIGTTYFQRVLIF
ILLTAVAPSMTMRCIGISNRDEFVEGVSGGSWVDIVLEHGSCVITMAKNKPTLDFELIKTE
AKHPATLRKYCIEAKLTNTTTASRCPTOQGEPSLNEEQDKREVCKHSMVDRGWGNGCGLEG
KGGIVTCAMEFTCKKNMEGKIVOPENLEYTIVITPHSGEENAVGNDTGKHGKEIKVTPQSS
ITEAELTGYGTVTMECSPRTGLDENEMVLLOMENKAWLVHROQWEFLDLPLPWLPGADTQGS
NWIQKETLVTFKNPHAKKQDVVVLGSQEGAMHTALTGATEIQMSSGNLLEFTGHLKCRLRM
DKLOLKGMSYSMCTGKEFKVVKEIAETQHGTIVIRVQYEGDGSPCKIPFEIMDLEKRHVLG
RLITVNPIVTEKDSPVNIEAEPPEGDSYIIIGVEPGQLKLSWEFKKGSSIGOMFETTMRGA
KRMAILGDTAWDEGSLGGVEFTSIGKALHQVFGAIYGAAFSGVSWTMKILIGVVITWIGMN
SRSTSLSVSLVLVGIVTLYLGVMVQA*LEQKLISEEDLNSAVDHHHHHH*

Hasil urutan asam amino kemudian dibandingkan dengan urutan asam amino
referensi. Hasil diperoleh kesamaan urutan asam amino antara koloni 1 dengan referensi
sebanyak 99,87%. Terdapat perubahan asam amino dari Prolin menjadi Leusin. Hasil dapat
dilihat pada gambar berikut.
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klon 151 d2 baru (5504 bp)

klon 1 20X F

Reference Sequence
Plasmid Rekombinan Koloni No. 1

Reference Sequence
Plasmid Rekombinan Koloni No. 1

Reference Sequence
Plasmid Rekombinan Koloni No. 1

Reference Sequence
Plasmid Rekombinan Koloni No. 1

Reference Sequence
Plasmid Rekombinan Koloni No. 1

Reference Sequence
Plasmid Rekombinan Koloni No. 1

Reference Sequence
Plasmid Rekombinan Koloni No. 1

Reference Sequence
Plasmid Rekombinan Koloni No. 1

Reference Sequence
Plasmid Rekombinan Koloni No. 1
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4 bp)

10 20 30
N N I [ [ [P [
MRFPSIFTAVLFAASSATLAAPVNTTTEDETAQIPAEAVI
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S0 100 110 1
R [N I [ IR IR IR [
SLEKRFHLTTRNGEPHMIVSRQEKGCKSLLEFEKTENGVNM

|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

170 130 180 2
S I IR [ N [N [N R
TYGTCTATGEHRREKRSVALVPHVCGMGLETRTETWMSSE

250 260 270 2
R R I [ [ ISR IR
ILLTAVAPSMTMRCIGISNRDEVEGVSGGSWVDIVLEHG

.......................................

R R I [ [ ISR IR
TASRCPTQGEPSLNEEQDKREVCEKHSMVDRGWGNGCGLE

.......................................

410 420 430 4
R R I [ [ ISR IR
AVGNDTGEKHGCGRKEIKVTPOSSITEAELTGYGTVIMECSPR

.......................................

450 500 510 5
R R I [ [ ISR IR
NWIQKETLVTFENPHAKKOQDVVVLGSQECGAMHTALTGAT

.......................................

570 580 590 €
R R I [ [ ISR IR
KEIAETQHGTIVIRVOYEGCDGSPCKIPFEIMDLEKRH

650 660 670 €
R R I [ [ ISR IR
SWEREKGSSIGOMFETTMRGARRMAILGDTAWDEGSLGGEV

.......................................

730 740 750 7
R R I [ [ ISR IR
SRSTSLSVSLVLVGIVTLYLGVMVQA*LEQKLISEEDLN
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2. Ekspresi Protein Rekombinan pada Pichia pastoris
a. Linierisasi plasmid rekombinan

Plasmid rekombinan yang sudah dikonfirmasi keberadaan dan kebenaran orientasi
insert yakni koloni 11 untuk plasmid rekombinan pPICZaA/prM/E, kemudian dilinearisasi
dengan enzym Pmel untuk efisiensi proses transformasi. Pita yang diperoleh dari hasil
linierisasi yakni untuk plasmid rekombinan ukurannya = 5100 bp, dan kontrol negatif yang
tidak mengandung insert prM/E adalah pada ukuran 3,6 kb. Campuran untuk reaksi linierisasi
yang digunakan adalah 10x buffer 15 uL, enzim Pmel sebanyak 15 ul, 51 uL untuk DNA
plasmid rekombinan, deionise water sampai volume 150 uL. Konsentrasi DNA yang dipakai
adalah 14,8 ug/uL untuk plasmid rekombinan. Campuran reaksi kemudian diinkubasi pada
suhu 55° C selama 5 menit untuk memaksimalkan proses linierisasi, kemudian diinkubasi
pada suhu 37° C selama 16 jam, dan diinactive pada suhu 65° C selama 20 menit. Hasil
linearisasi dianalisis dengan gel agarose 1% dan divisualisasi dengan Etidium Bromide.
Kemudian dipurifikasi dengan protokol Wizard SV gel & PCR clean up system seperti yang
dijelaskan di atas. Hasil purifikasi kemudian dihitung konsentrasinya menggunakan alat
NanoView. Hasil linerisasi dapat dilihat pada gambar berikut ini.

Urutan well:

Marker 1 Kb Fermentas

1. Plasmid rekombinan koloni 1
linierisasi Pmel

2. Plasmid rekombinan koloni 1
sebelum linierisasi Pmel

Gambar 78 Hasil linierisasi plasmid rekombinan prM/E virus dengue serotipe 2

Plasmid rekombinan yang telah dilinerisasi kemudian dilakukan purifikasi dengan kit
Purelink® PCR Purification kit (Invitrogen, cat No. K3100-01 lot no. 403023102). Prosedur
kerja sesuai dengan protokol pada kit. Larutan hasil reaksi ligasi masing-masing ditambahkan
4 kali volume dengan larutan binding dengan isopropanol . Larutan dipindahkan ke tabung
purifikasi, kemudian disentrifugasi dengan kecepatan 14.000 rpm selama 1 menit kemudian

dilanjutkan dengan proses pencucian dengan menambahkan 700 pul larutan pencuci.
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Kemudian disentrifugasi dengan kecepatan 11.000 g selama 1 menit, ditambahkan kembali
650 pl larutan pencuci, disentrifugasi kembali dengan kecepatan 11.000 g selama 1 menit,
disentrifugasi lagi dengan kecepatan 12.000 g selama 3 menit, kemudian ditambahkan 20 pl
nuclease free water. Selanjutnya diinkubasi pada suhu ruang selama 1 menit, kemudian
disentrifugasi dengan kecepatan 12.000 g selama 2 menit, dan dipindahkan ke tabung
sentrifugasi untuk disimpan pada suhu -20°C sampai akan digunakan. Konsentrasi DNA

dihitung menggunakan alat NanoView.
b. Penyiapan sel Pichia Pastoris

Inokulasi strain Pichia pastoris pada media agar YPD (Yeast Extract Peptone
Dextrose Medium) dengan campuran 1% yeast extract (oxoid, 416451), 2% peptone
(Himedia, cat. 91249-500 g lot no. BCBP8880), 2% dextrose (RM016-500 G lot no.
0000043079), 2% agar (214010, lot no. 5146181). Strain Pichia pastoris yang digunakan
yaitu X33. Kemudian diinkubasi pada suhu 28 °C selama 2 hari. Strain X33 merupakan strain
Pichia pastoris yang akan digunakan untuk proses ekspresi protein rekombinan. Koloni yang
tumbuh single koloni kemudian ditumbuhkan pada 5 mL media YPD cair dengan inkubasi 28
°C overnight dengan shaker 250 rpm. Kemudian inokulasi kembali 0,1-0,5 mL kultur
overnight ke 50 mL media YPD baru, dan diinkubasi kembali overnight pada 28 °C di shaker
250 rpm sampai ODegoo = 1,3-1,5. Kemudian sentrifugasi sel pada 1500 x g selama 5 menit di
4 °C. Kemudian diresuspensi dengan 25 mL aquabidest steril dingin. Sentrifugasi sel pada
1500 x g selama 5 menit di 4 °C, kemudian ditambahkan 25 mL aquabidest steril dingin.
Sentrifugasi sel pada 1500 x g selama 5 menit di 4 °C, kemudian ditambahkan 2 mL 1M
sorbitol dingin. Sentrifugasi sel pada 1500 x g selama 5 menit di 4 °C, tambahkan 100 uL 1M
sorbitol dingin sampai volume akhir 150 uL. Simpan sel pada es dan gunakan pada hari yang

sama. Jangan menyimpan sel.
c. Transformasi plasmid rekombinan strain Pichia pastoris X33

Plasmid rekombinan koloni 11 dan kontrol negatif pPICZoA ditransformasi ke sel
kompeten Pichia pastoris X33 menggunakan metode electroporator (Bio-Rad Gene Pulser).
Protocol yang digunakan untuk Pichia pastoris. Thawing sel dan sampel, kemudian disiapkan
microcentrifuge tube 1.5 mL larutan sorbitol 1 M dan kuvet elektroforator 0.2 cm yang
disimpan pada es. Dicampurkan 40 uL sel kompeten X33 dan 15 uL hasil purifikasi
linierisasi (konsentrasi DNA 1.447 ng) pada kuvet dingin. Campuran diinkubasi pada es
selama 5 menit. Pada tampilan awal alat elektroporator, buka Gen Pulser Xcell, kemudian
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Fungal Protocol screen (tekan 4, kemudian enter 2 enter). Untuk memilih P. pastoris, tekan 5
dan tekan enter untuk melihat detail protokol P. pastoris screen. Campuran dibiarkan berada
pada dasar kuvet, kemudian tempatkan kuvet pada Shock Pod kemudian tekan pulse. Pulse
parameter kemudian dicatat, hasil voltase menunjukkan 1978 V dan time constant sebanyak
4,9 ms. Kuvet kemudian segera diambil dan segera tambahkan 1 mL 1M Sorbitol dingin.
Pindahkan isi cuvet ke tabung steril 2 mL. Inkubasi pada 28 °C tanpa dishaker selama 1 jam.
Kemudian ditanam 200 pl pada media YPD yang mengandung 100 pg/ml Zeocin. Inkubasi
pada 28 °C selama 3-10 hari sampai terbentuk koloni.

Gambar 79 Hasil transformasi plasmid rekombinan pada P. pastoris strain GS115 dengan

modifikasi stop kodon

d. Identifikasi transformant plasmid rekombinan di Pichia pastoris

e.1. Isolasi DNA plasmid rekombinan di Pichia pastoris.

Dilakukan kultur single koloni pada medium YPD (Yeast Extract Peptone Dextrose
Medium) dengan campuran 1% yeast extract (oxoid, 416451), 2% peptone (Himedia, cat.
91249-500 g lot no. BCBP8880), 2% dextrose (RM016-500 G lot no. 0000043079) yang
mengandung 100 pg/mL zeocin. Kemudian diinkubasi pada suhu 28 °C selama overnight
dengan shaker 250 rpm. Isolasi DNA plasmid rekombinan manual di Pichia pastoris dengan
cara sebagai berikut:

Kultur yeast overnight dipanen, dengan sentrifuge selama 5 menit pada 1200xg suhu
ruang, kemudian dibuang supernatan. Pelet diresuspen dengan destilated water steril, dan

disentrifuge selama 5 menit pada 1200xg suhu ruang, kemudian dibuang supernatan. Tahap
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selanjutnya adalah memecah cell pichia. Resuspen pelet dengan 200 uL breaking buffer (2%
(v/v) Triton X-100, 1% (v/v) Sodium Dodecyl Sulfate (SDS), 1mM NaCl, 10 mM Tris.CI, pH
8.0, 1 mM EDTA, pH 8.0), campuran dipindahkan pada tube 1.5 mL, kemudian ditambahkan
dengan glass beads setara dengan volume pellet. Ditambahkan 200 uL
phenol/kloroform/Isoamylalkohol (25:24:1). Campuran kemudian divortex dengan kecepatan
8 selama 3 menit. Dilakukan tepat waktu, karena vortex terlalu lama dapat merusak DNA.
Tambahkan 200 uL TE buffer dan vortex sebentar. Kemudian disentrifuge selama 5 menit
pada 13.000 rpm suhu ruang, supernatan dipindahkan pada tabung baru. Kemudian
ditambahkan 1 mL ethanol 100%, bolak balikan tabung kemudian disentrifuge selama 5
menit pada 13.000 rpm suhu ruang, supernatan dibuang kemudian resuspen pellet dengan 400
uL TE buffer. Tahap selanjutnya adalah menghilangkan kontaminan RNA dan mendapatkan
DNA. Ditambahkan 30 uL DNAse free-RNAseA 1 ug/mL, campur kemudian diinkubasi
pada 37 °C selama 5 menit. Kemudian ditambahkan dengan 10 uL 4 M Ammonium Asetat
dan 1 mL ethanol 100 %, kemudian pipet up and down. Campuran kemudian disentrifuge
dengan kecepatan 14000 rpm selama 3 menit pada suhu ruang. Supernatan dibuang dan
peletdikeringkan. Resuspen DNA dengan 100 uL TE Buffer, kemudian dihitung konsentrasi
DNA yang diperoleh dengan NanoView.

e.2. ldentifikasi transformant plasmid rekombinan di Pichia pastoris dengan PCR

Identifikasi transformant plasmid rekombinan di Pichia pastoris dilakukan dengan PCR
menggunakan primer spesifik AOX. Prosedur kerja PCR yang dilakukan sebagai berikut:
campurkan Accuprime Supermix 22.5 uL, primer forward AOX 1 uL, primer reverse AOX 1
uL, dan cetakan DNA dengan konsentrasi maksimal sebanyak 200 ng/uL. Siklus suhu yang
digunakan dengan primer AOX adalah denaturasi awal 94°C selama 2 menit, denaturasi pada
94°C selama 1 menit, annealing pada 55°C selama 1 menit, ekstensi 72 °C selama 3 menit
dengan pengulangan sebanyak 40 siklus. Hasil identifikasi dengan primer AOX apabila
mengandung plasmid rekombinan hasilnya akan diperoleh dua pita yakni pita DNA prM/E
dengan ukuran 1983 pb dan pita gen AOX1 pada ukuran kurang lebih 2.200 pb. Hasil PCR
kemudian dianalisis dengan elektroforesis gel agarose 1%. Dilanjutkan dengan visualisasi
GelDoc. Hasil PCR dengan AOX dapat dilihat pada gambar berikut ini.
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Urutan well:
Marker 1 kb Fermentas

PCR AOX pichia rekombinan 1
PCR AOX pichia rekombinan 2
PCR AOX pichia rekombinan 3
PCR AOX pichia rekombinan 4
PCR AOX pichia rekombinan 5
PCR AOX pichia rekombinan 6
PCR AOX pichia rekombinan 7
PCR AOX pichia rekombinan 8
PCR AOX pichia rekombinan 9

. PCR AOX pichia rekombinan 10

. PCR AOX pichia rekombinan 11

. PCR AOX pichia rekombinan 12

. PCR AOX pichia rekombinan 13

. PCR AOX kontrol positif (pichia rekombinan Denv 1)
. PCR AOX kontrol negatif (pPICZalfaA)

Urutan well:
Marker 1 kb Fermentas

16.
17.
18.
. PCR AOX pichia rekombinan 17

. PCR AOX pichia rekombinan 18

. PCR AOX pichia rekombinan 19

. PCR AOX pichia rekombinan 20

. PCR AOX pichia rekombinan 21

. PCR AOX pichia rekombinan 22

. PCR AOX pichia rekombinan 23

. PCR AOX pichia rekombinan 24

. PCR AOX pichia rekombinan 25

. PCR AOX pichia rekombinan 26

. PCR AOX kontrol positif (pichia rekombinan Denv 1)
. PCR AOX kontrol neqatif (pPICZalfaA)

PCR AOX pichia rekombinan 14
PCR AOX pichia rekombinan 15
PCR AOX pichia rekombinan 16
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VI KESIMPULAN DAN SARAN

6.1 Kesimpulan

Penelitian tahun 2016 yang dilaksanakan di institusi PBTDK (yang merupakan bagian dari
konsorsium riset vaksin dengue) telah diperoleh hasil kultur DENV-1,-2,-3,-4 strain kandidat
vaksin. Penyiapan isolat DENV-1,-2,-3 dan DENV-4 strain kandidat vaksin digunakan
sebagai bahan pengembangan vaksin dan bahan uji untuk seluruh institusi di konsorsium
yang menggunakan isolat Indonesia seragam terpilih dari koleksi Balitbangkes tahun 2009
yang sudah mendapat persetujuan Komisi Etik. Untuk kandidat vaksin subunit protein
rekombinan, telah diperoleh plasmid rekombinan prM/E DENV-1 genotipe | dan 1V, prM/E
DENV-2, DENV-3 dan DENV-4 yang telah diverifikasi dengan metode digesti, PCR dan
sekuensing (telah terkarakterisasi). Kemudian telah diperoleh juga hasil transformasi plasmid
rekombinan ke sel inang yeast P. pastoris menjadi P. pastoris rekombinan prM/E DENV-1,-
2,-3,-4 yang telah diverifikasi dengan metode PCR. Untuk P. pastoris rekombinan prM/E
DENV-1 dan DENV-4 telah diverifikasi juga dengan metode sekuensing yang menunjukkan
hasil gen pengkode protein rekombinan memiliki homologi (similaritas 100%) dengan sekuen
protein aslinya dari wild type virus dengue strain Indonesia. Protein rekombinan prM-E
DENV-1 dan DENV-4 telah diekspresikan pada sistem P. pastoris dan dihasilkan protein
yang terlarut (soluble) pada supernatant. Selanjutnya telah diperoleh juga protein rekombinan
prM/E DENV-1 dan DENV-4 yang telah diverifikasi dengan metode SDS PAGE berukuran
sekitar 56 kDa dan dikarakterisasi dengan metode Western Blot yang menunjukkan bahwa
protein rekombinan tersebut dapat mengenali antibody preMembran dengue dan antibody
prM/E DENV-1,-2,-3,-4 dan tetravalent.

6.2 Keterbatasan penelitian
Keterbatasan penelitian terkait metode eksperimental adalah belum diperoleh protein

rekombinan prM/E DENV-2 dan -3 sehingga masih harus dilanjutkan ke proses ekspresi
proteinnya. Selain itu juga hambatan stabilitas produksi protein rekombinan prM/E DENV-1
dan DENV-4 yang sudah terverifikasi sebagai antigen yang dapat mengenali antibody juga
perlu dilanjutkan ke tahap upscale ekspresi di Bio Farma menggunakan bioreactor sehingga
seluruh parameter dapat terkontrol dan menjamin stabilitas produksinya. Keterbatasan
reagensia karena efisiensi anggaran sehingga masih perlu dilanjutkan kultur virus dengue

strain vaksin dan strain lainnya untuk mendapatkan titer yang tinggi serta untuk pengujian
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titer virus. Selain itu perlu dilanjutkan juga proses optimasi purifikasi protein rekombinan
prM/E DENV-1 dan DENV-4.

6.3 Saran

Proses ekspresi protein rekombinan prM/E DENV-2 dan -3 masih harus dilanjutkan
untuk mendapatkan protein rekombinan prM/E DENV-2 dan -3. Kemudian untuk mengatasi
hambatan stabilitas produksi protein rekombinan prM/E DENV-1 dan -4, perlu dilanjutkan ke
tahap upscale ekspresi di Bio Farma menggunakan bioreactor sehingga seluruh parameter
dapat terkontrol dan menjamin stabilitas produksinya. Selain itu masih perlu dilanjutkan
kultur virus dengue strain vaksin dan strain lainnya untuk mendapatkan titer yang tinggi serta
untuk pengujian titer virus. Kemudian dilanjutkan juga proses optimasi purifikasi protein
rekombinan prM/E DENV-1 dan DENV-4. Proses penelitian akan terus menerus berlangsung
sesuai dengan road map, berkolaborasi & bersinergi dengan seluruh institusi penelitian di
Indonesia dan industri vaksin PT Bio Farma, sehingga diharapkan terjadi akselerasi
kemandirian produk vaksin nasional.

Penelitian pengembangan vaksin merupakan penelitian eksperimental laboratorium
yang bersifat sangat dinamis dan merupakan penelitian yang berkelanjutan. Sebagian besar
anggaran (>80%) dimanfaatkan untuk pembelian reagensia yang membutuhkan waktu yang
lama karena proses tender serta import/indent 2-3 bulan. Dari sisi administrasi disarankan
sistem pendanaan yang konsisten dengan mekanisme pengadaan reagensia yang fleksibel

memungkinkan penggantian reagensia karena proses optimasi serta tepat waktu.
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