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KLONING DAN OVEREKSPRESI PROTEIN P24-GAG HIV

(Cloning and Overexpression P24-Gag of HIV)

Efrida1, Andani Eka Putra2

ABSTRACT

HIV diagnosis is confirmed by viral culture, but this process takes a long time. Another method used to detect HIV-specific antigens 
or antibodies is by immunoassay. Generally, antigen-antibody based methods are used as a screening test. Based on the stability of 
the sequences found in the first (1) study year, the researchers designed this study for the production of p24 recombinant protein. 
These proteins will be developed as diagnostic markers based on sero-immunology technique. The aim of this study was to know the 
construction and over expression of protein p24gag from local isolates and analysis of the diagnostic potential of doing design specific 
primers against p24gag protein, cloning and over expression of the gene, as well as to obtain a p24 protein that has been purified. 
This research results will be applied later to develop a method based on local isolates of HIV diagnosis. This research was a descriptive 
study, conducted over seven (7) months in the Biomedical Laboratory of the Faculty of Medicine, Andalas University and Department 
of Clinical Pathology, Dr. M. Djamil Hospital, Padang. This study was carried out by using samples of local isolates originating from 
the first year of research. Stages of the research were: 1) the design of primers for cloning, amplification and sequencing, 2) cloning 
into pDEST and pENT, 3) transformation of the target gene, 4) detection of fragment insertions, 5) protein expression and protein 
analysis by SDS-PAGE, immunoblotting and 6) purification. The conclusions of this study were: the design of specific primers against 
p24gag protein used fragments attb1, attb2, Shine Delgano and Kozac effective for protein expression. The results showed that the 
presence of protein 24kDa expression was identical to HIV p24gag protein. Further research needs to be conducted to identify potential 
immunological target protein. 

Key words: HIV gag p24, recombinant protein, cloning, overexpression

ABSTRAK

Diagnosis HIV secara pasti ditetapkan dengan kultur virus. Namun, pengerjaannya memerlukan waktu lama. Cara lain yang 
dipakai adalah imunoasai untuk mendeteksi antigen atau antibodi spesifik HIV. Umumnya metode berlandaskan antigen–antibodi 
digunakan sebagai uji penapisan. Berdasarkan stabilitas sekuens yang ditemukan pada penelitian tahun pertama (1), maka 
dirancanglah kajian untuk menghasilkan protein rekombinan p24. Protein ini selanjutnya akan dikembangkan sebagai petanda 
diagnostik berlandaskan seroimunologis. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui cara membangun dan overekspresi protein 
p24gag isolat lokal serta menganalisis kekuatan diagnostik dengan merancang primer spesifik terhadap protein p24gag, kloning dan 
overekspresi gen, serta mendapatkan protein p24 yang telah termurnikan. Penelitian ini merupakan kajian terkait terapan untuk 
mengembangkan cara mendiagnosis HIV yang berlandaskan isolat lokal. Penelitian ini bersifat deskriptif dan dilaksanakan selama 
tujuh (7) bulan di Laboratorium Biomedik Fakultas Kedokteran Universitas Andalas dan Laboratorium Patologi Klinik RS. Dr. M. 
Djamil Padang. Penelitian ini menggunakan sampel isolat lokal yang berasal dari kajian tahun pertama. Tahapan penelitian adalah: 
rancangan primer untuk kloning, amplifikasi dan sekuensing, kloning ke pDEST dan pENT, transformasi gen target, deteksi fragmen 
sisipan, ekspresi protein dan menganalisisnya dengan SDS-PAGE serta imunobloting dan pemurnian. Simpulan sementara yang dapat 
diambil dari penelitian ini adalah: rancangan primer spesifik terhadap protein p24gag menggunakan fragmen attb1, attb2, Shine 
Delgano dan Kozac yang tepat guna untuk kepentingan ekspresinya. Hasil ekspresi memperlihatkan ada protein 24kDa yang identik 
dengan protein p24gag HIV. Penelitian perlu dilanjutkan untuk identifikasi kekuatan imunologis protein target.

Kata kunci: p24 gag HIV, protein rekombinan, kloning, overekspresi

1 Bagian Patologi Klinik Fakultas Kedokteran Universitas Andalas/RS. Dr. M. Djamil Padang. E-mail: efridasppk@yahoo.com
2 Bagian Mikrobiologi Fakultas Kedokteran Universitas Andalas Padang

PENDAHULUAN

Human Immunodeficiency Virus (HIV-1) bersifat 
pandemik, ditemukan di seluruh dunia dan 
diperkirakan telah menginfeksi 40 juta penduduk 
dunia. Sebagian besar kasus tersebar di Sub-Sahara 
Afrika, Asia (terutama di Asia Selatan dan Asia 
Tenggara), serta Amerika Selatan.

Kasus HIV/AIDS terus meningkat di Asia dan 
Afrika, sedangkan di sejumlah negara khususnya di 
Benua Amerika dan Eropa terjadi penurunan angka 
kejadian HIV/AIDS dalam lima (5) tahun terakhir. 
World health organization dan UNAIDS menyatakan 
bahwa Indonesia, India dan Cina adalah negara 
dengan jumlah pengidap dan peningkatan kasus HIV/
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AIDS tertinggi di kawasan Asia Pasifik. Negara dengan 
tingkat infeksi tertinggi adalah India, Thailand, 
Myanmar dan Indonesia. 

Kasus HIV/AIDS pertama di Indonesia ditemukan 
pada tahun 1987 di Bali. Selama kurun waktu antara 
2001−2009, kasus HIV di Indonesia meningkat tiga kali 
lipat dan ditemukan di seluruh provinsi (33 provinsi) 
di Indonesia (pada tahun 2004 dilaporkan hanya di 
11 provinsi). Statistik terakhir kasus HIV/AIDS di 
Indonesia dilaporkan pada bulan Juni 2013 oleh Ditjen 
PP & PL Kemenkes RI. Dalam triwulan Januari sampai 
Juni 2013 terdapat tambahan HIV positif 10.210 dan 
780 AIDS sehingga secara bertumpuk mulai dari 1 
April 1987−30 Juni 2013 terdapat 108.600 kasus HIV 
positif, 43.667 AIDS dan 8340 kematian. Angka ini 
kemungkinan lebih besar, karena banyak pengidap 
HIV/AIDS yang tidak melaporkan diri. 

Provinsi dengan jumlah tumpukan kasus HIV/AIDS 
tertinggi di Indonesia sampai 30 Juni 2013 adalah di 
DKI Jakarta (24.807 HIV, 6.299 AIDS), diikuti oleh 
Jawa Timur (14.285 HIV, 6900 AIDS) dan Papua 
(11.871 HIV, 7.795 AIDS). Sumatera Barat merupakan 
provinsi dengan kasus HIV/AIDS terbanyak ke-11 dari 
33 provinsi di Indonesia yaitu 777 HIV positif dan 802 
AIDS.

Peningkatan kasus HIV/AIDS antara lain disebabkan 
oleh uji penapisan yang tersedia belum dapat 
mendiagnosis infeksi HIV secara dini. Penelitian yang 
ada menunjukkan terdapat kecenderungan ragaman 
molekul (keragaman genetik) HIV yang berkaitan 
dengan rekombinasi dan perpindahan (penghapusan 
atau penyisipan). Rekombinasi menghasilkan galur 
virus baru penyebab infeksi yang berpengaruh 
terhadap penetapan diagnosis, resistensi terhadap 
pengobatan dan pengembangan vaksin. Sekitar 20% 
isolat yang ditemukan di seluruh dunia merupakan 
bentuk rekombinasi antar subkelompok/intersubtipe. 
Rekombinasi ini dikelompokkan menurut Circulating 
recombinant form (CRF) dan Unique recombinant form 
(URF). Sampai saat ini terdapat sekitar 40 CRF dan 
100 URF. Berbagai ragaman berdasarkan molekul/
ragaman genetik tersebut menyebabkan pitfalls deteksi 
HIV secara serologis (deteksi antigen dan antibodi 
spesifik terhadap protein virus maupun molekul.

Analisis terkait molekul memperlihatkan sekuens 
HIV memiliki genom dengan ukuran 9500–9700 bp 
yang terdiri dari 1500 bp gag, 3000 bp pol dan 2500 
env. Gag, pol, dan env merupakan gen struktural 
dengan tata urutan 5’LTR gag – pol – env LTR 3’. 
Ketiganya merupakan protein fusi yang dipecah 
menggunakan protease. Gag dan env menyandi 
nukleokapsid dan glikoprotein membran virus, 
sedangkan pol menyandi protein reverse transcriptase 
dan integrate. Virus juga mempunyai tujuh (7) gen 

pengatur, yaitu tat, rev, tev, vpu, vpr, vif dan nef dengan 
ukuran genom berkisar antara 250 – 750 bp.

Analisis gen env galur HIV dari berbagai region 
geografis menunjukkan bahwa HIV terdiri atas tiga 
(3) kelompok utama, yaitu M (main), O (outlier) dan 
N (non-M/non-O). Kelompok M merupakan gugus 
HIV terbanyak (>90% infeksi di dunia disebabkan 
oleh kelompok M). HIV-1 kelompok M terdiri atas 10 
subtipe (A, B, C, D, E, F, G, H, I dan J) serta bentuk 
rekombinan CRF seperti AE, AG, AB, DF, BC, CD dan 
URF. Di samping itu terdapat subtipe A (A1, A2) dan 
sub-subtipe F (F1, F2). Kelompok O dan N secara 
genetik berbeda dengan yang M, terutama yang 
ditemukan di Afrika Barat. Kelompok O terdiri atas 
tiga (3) clades utama yaitu A, B dan C.

Tingkat keragaman genetik yang tinggi di region 
imunodominan HIV-1 terutama kelompok M dan O 
menimbulkan kesulitan dalam merancang pengujian 
yang dapat mendeteksi seluruh galur HIV-1. Beberapa 
temuan dilaporkan, bahwa antibodi terhadap beberapa 
ragaman HIV-1 kelompok O tidak dapat dideteksi 
oleh seluruh metode diagnostik komersial. Penelitian 
yang dilakukan oleh Koch terhadap tiga sampel 
HIV-1 kelompok M dan 2 sampel HIV-1 kelompok O 
menunjukkan reaktivitas antibodi yang rendah (S/CO 
<1) dengan satu atau lebih EIA dengan surat izin FDA. 
Setelah dianalisis sekuens kelima sampel terhadap 
region imunodominan gp41 ditemukan pengganti 
asam amino di cluster I (AA 581-615) dan yang II (AA 
646-682) untuk ketiga kelompok M dan pengganti 
beberapa asam amino untuk kelompok O. Penelitian 
yang dilakukan oleh Simon berhasil mengidentifikasi 
galur baru HIV-1 yang berbeda dengan HIV-1 kelompok 
M dan O, yaitu YBF 30. EIA yang menggunakan 
antibodi untuk mendeteksi bahwa kelompok yang 
pertama (HIV-1 kelompok M) gagal untuk mendeteksi 
galur baru tersebut. Amplifikasi proviral DNA YBF 30 
juga tidak dapat dilakukan menggunakan set primer 
dari gen env, gag, pol HIV -1 kelompok M dan primer 
gag/env HIV-1 kelompok O. Oleh karena itu diperlukan 
pengembangan metode diagnostik yang terus-menerus 
guna mendeteksi kemunculan ragaman baru HIV.

Hingga saat ini secara umum terdapat dua cara 
untuk mendiagnosis HIV, yaitu seroimunologis dan 
molekul. Pemeriksaan kultur virus pada dasarnya 
dianggap sebagai baku emas untuk pendiagnosisan 
pasti HIV. Namun, tidak digunakan karena 
memerlukan prasarana khusus, yaitu Biosafety Level 3 
(BSL3) dan memerlukan waktu lama.

Pemeriksaan seroimunologis HIV ditujukan 
untuk penapisan dan pemastian. Uji penapisan 
dapat dilakukan dengan metode Enzyme-Linked 
Immunosorbent Assay (ELISA) dan imunokromatografi 
(uji cepat). Kedua cara ini dapat mendeteksi: antigen, 
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antibodi, atau gabungan keduanya. Saat ini telah 
dikembangkan cara mendiagnosis seroimunologis 
yang menggabungkan deteksi antibodi dan antigen 
(reagensia generasi keempat). Protein yang digunakan 
adalah p24 yang berasal dari gag (untuk mendeteksi 
antigen p24) dan envelope virus (untuk mendeteksi 
anti-HIV). Reagensia generasi keempat ini dapat 
memperkecil window period menjadi sekitar dua (2) 
minggu setelah infeksi. Namun, penggabungan ini 
menyebabkan penurunan kepekaan untuk mendeteksi 
antibodi dan menimbulkan lebih banyak hasil positif 
palsu. Umumnya metode berlandaskan antigen–
antibodi digunakan sebagai uji penapisan, sehingga 
diperlukan kepekaan tinggi. Imunokromatografi 
merupakan metode imunoasai yang dapat mendeteksi 
antigen, antibodi dan gabungan keduanya dalam 
waktu yang relatif singkat. World health organization 
menyarankan penggunaan tiga uji cepat untuk 
penapisan HIV. Ketiga uji cepat tersebut masing-
masing memiliki cara memeriksa atau persiapan 
antigen yang berbeda. Uji penapisan memerlukan 
pemeriksaan keabsahan dengan western blotting atau 
imunofluoresens. 

Pemeriksaan western blotting dirancang terhadap 
10 protein yang dibagi atas tiga (3) kelompok, yaitu 
env (gp41, gp120 dan gp160), gag (p18, p24/25 dan 
p55) serta pol (p34, p40, p52 dan p68). Pemeriksaan 
ini bernilai diagnostik baik karena dapat mendeteksi 
hampir semua virus protein. Namun demikian, 
pemeriksaan ini mempunyai kelemahan karena 
memerlukan keahlian khusus, peralatan lengkap dan 
ketelitian yang tinggi. 

Pemeriksaan molekul menggunakan proviral 
DNA atau RNA sebagai target. Pemeriksaan proviral 
DNA dinilai sangat baik dalam penilaian pengobatan, 
karena dalam kondisi ini virus tidak dapat dihilangkan 
oleh ART. Pemeriksaan RNA virus dapat bersifat 
kualitatif atau kuantitatif dan dilakukan dengan 
berbagai metode, seperti Real time PCR, Reverse 
transcription PCR (RT-PCR), Nucleic Acid Sequence-
Based Amplification (NASBA). Pemeriksaan virus RNA 
umumnya ditujukan untuk mendiagnosis secara dini, 
menilai kemajuan penyakit dan menilai pengobatan. 
Namun, pemeriksaan ini biayanya mahal dan belum 
tersedia di semua pusat layanan kesehatan.

Semua cara memeriksa tersebut dapat memberikan 
reaksi negatif palsu. Hal tersebut terkait dengan 
perbedaan HIV itu sendiri. Keberadaan 40 CRF dan 
100 URF menyebabkan tidak semua metode diagnostik 
dapat digunakan di daerah tertentu. Salah satu upaya 
terbaik dalam mendiagnosis HIV adalah mengetahui 
ciri genom HIV dan mengembangkan metode 
mendiagnosis sendiri berlandaskan pola sekuens 
dari isolat lokal tersebut. Penelitian yang berbasis 
molekuler membutuhkan analisis sekuens terlebih 

dahulu sehingga dapat dirancang primer yang benar-
benar khusus. 

Berdasarkan stabilitas sekuens yang ditemukan 
pada penelitian tahun pertama (1), maka dalam 
kesempatan ini dirancang pengkajian untuk hasilan 
protein rekombinan p24. Protein ini selanjutnya 
akan dikembangkan sebagai petanda diagnostik 
berlandaskan seroimunologis. 

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui bentuk 
konstruksi dan overekspresi protein p24gag serta 
analisis kekuatan diagnostik dengan merancang 
primer spesifik protein p24gag. Di samping itu juga 
untuk mengetahui kloning dan overekspresi gen, serta 
mendapatkan protein p24 yang telah termurnikan. 
Penelitian ini merupakan pengkajian terapan untuk 
mengembangkan metode mendiagnosis HIV yang 
berlandaskan isolat lokal.

METODE

Penelitian ini bersifat deskriptif, dilaksanakan 
selama tujuh (7) bulan di Laboratorium Biomedik 
Fakultas Kedokteran Universitas Andalas dan 
Laboratorium Patologi Klinik RS. Dr. M. Djamil Padang. 
Penelitian ini menggunakan sampel isolat lokal yang 
berasal dari penelitian tahun pertama. 

Rancangan primer untuk metode gateway 
merupakan yang sangat penting dalam mendapatkan 
hasil mengkloning yang terbaik. 

Forward Primer

Untuk mendapatkan primer forward yang baik 
diperlukan komponen berikut, yaitu:

4 residu Guanin (G) di ujung 5’
25 bp attB1 yang diikuti oleh 18 – 24 bp template/

gen specific sequences. 

Reverse

Hampir sama dengan forward, rancangan primer 
reverse juga harus mempunyai tiga (3) komponen, 
yaitu:

4 residu Guanin (G) di ujung 5’
25 bp attB2
18–25 bp sekuens primer gen target

Kloning dan transformasi menggunakan metode 
gateway. Tatalangkah ini memakai dua plasmid, 
yaitu pDON221 dan pDEST17. Plasmid pDON221 
mengandung attP1 dan attP2 yang berikatan dengan 
attB1 dan attB2 yang terletak di kedua ujung gen 
target.

Mekanisme rekombinasi diperantarai oleh 
aktivitas enzim BP klonase. Pada tahap lebih lanjut 
attL1 dan attL2 berinteraksi dengan attR1 dan attR2 
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yang terdapat di pDEST17 dan menghasilkan klon 
ekpsresi yang mengandung attB1 dan attB2. Reaksi 
ini diperantarai oleh enzim LR Klonase.

Kloning dan transformasi menggunakan metode 
satu tabung. Dalam cara ini reaksi klonase BP dan 
LR dilakukan secara berkesinambungan dalam satu 
tabung. Tahapan diawali dengan reaksi enzim klonasi 
BP yaitu 1 uL DNA hasil elusi ditambahkan dengan 
1 uL pDON221, 6 uL bufer TE dan 2 uL klonase BP. 
Selanjutnya diinkubasi selama dua (2) jam pada 
suhu 25ºC. Setelah inkubasi ditambahkan 1 uL 
enzim proteinase K dan diinkubasi lagi pada suhu 
37ºC selama 15 menit. Hasil rekombinasi sebanyak 
1 uL ditambahkan dengan 1 uL pDEST17, bufer dan 
klonase LR, kemudian diinkubasi selama dua (2) jam 
pada suhu 25ºC. Setelah inkubasi ditambahkan 1 uL 
enzim proteinase K dan diinkubasi lagi pada suhu 37ºC 
selama 15 menit. 

Tatalangkah transformasi dilakukan dengan 
metode heat shock. Pada saat pemanasan pori sel yang 
tangguh akan terbuka dan memungkinkan plasmid 
masuk. Saat pendinginan, sel menutup sehingga 
plasmid tersimpan di dalamnya. Untuk mempercepat 
pertumbuhan sel yang tangguh ditambahkan media 
SOC. Hasil transformasi dikultur di media Luria 
Bertoni (LB) yang padat. 

Sebanyak 10 uL hasil rekombinasi 
ditransformasikan di E.coli DH5 alfa dan dikultur di 
media padat LB. Untuk memperbanyak koloni bakteri, 
dilakukan subkultur ke media LB cair dan diinkubasi 
pada suhu 37ºC semalaman. Pada penelitian ini 
dilakukan subkultur ke dalam 10 tabung LB cair yang 
mengandung Ampisilin 50 ug/uL.

Plasmid disolasi menggunakan perangkat Plasmid 
midiprep (Geneaid). Hasil isolasi diamplifikasi 
menggunakan primer M13. Hasil PCR dianalisis 
menggunakan enzim agarose gel 0,8%. Penggunaan 
primer M13 menyebabkan ukuran fragmen bertambah 
sekitar 2500 bp. 

Untuk ekspresi digunakan sel tangguh E.coli BL-
21 (A1) yang sangat cocok dengan promotor T7. Pada 
ekspresi ditambahkan glukosa 1% untuk menekan 
ekspresi Basal T7 enzim polimerase RNA. 

Ekspresi protein dilakukan dengan menambahkan 
500 uL LB cair yang telah berisi sel tangguh yang 
mengandung pDEST17 dengan gen target dalam 25 
mL LB cair yang mengandung 50 ug/mL ampisilin 
dan 1% glukosa. Inkubasi selama dua (2) jam dalam 
shaker inkubator pada suhu 37ºC. Identifikasi Optical 
Density (OD) dalam kisaran 0,4–0,6 menggunakan 
spektrofotometer setiap jam. 

Optical Density (OD) 0,4–0,6 merupakan tahap mid 
log pertumbuhan E.coli, yaitu terdapat pertumbuhan 
terbaik bakteri. Pada penelitian ini tahap mid log 
ditemukan pada jam ke-4, yaitu 0,53. Sebanyak 25 

mL cairan ditambahkan 125 uL IPTG 1 mM untuk 
mengimbas ekspresi. Kemudian protein setiap jam 
dikumpulkan. 

Pada setiap tahapan 5 mL suspensi bakteri 
kemudian dipusingkan dengan kecepatan 2000 
rpm, selama 20 menit pada suhu 4ºC. Pelet bakteri 
diresuspensi dalam 1 mLPBS kemudian ditambahkam 
PBS sampai 10 mL, dipusingkan dengan kecepatan 
2000 rpm, selama 20 menit pada suhu 4ºC. Kemudian 
dicuci sekali lagi (seperti langkah sebelumnya). Pelet 
dilarutkan dalam PBS 2,5 mL dan disonikasi 4 x 30 
detik (dalam kondisi masuk es). Kemudian dipusingkan 
dengan kecepatan 2000 rpm selama 20 menit, pada 
suhu 4ºC. 

Protein rekombinan dianalisis menggunakan 
elektroforesis SDS-PAGE dan pengecatan Comassie 
Blue. 

Data yang terkumpul akan disajikan secara 
deskriptif dalam bentuk gambar dan paparan.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Pada penelitian ini tidak dilakukan amplifikasi 
gen target. Namun, primer dirancang sesuai dengan 
gagasan gateway dengan penambahan fragmen 
Shine Delgano dan Kozac. Penambahan komponen 
tersebut penting dilakukan karena p24gag HIV tidak 
mempunyai start kodon. 

Rancangan primer forward dan reverse masing-
masing adalah:

FGGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCGAAG
GAGATAGAACCATGG
RGGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCCTA

Bagian yang dicetak tebal adalah attb1 dan attb2, 
sedangkan garis bawah di forward adalah fragmen 
Shine delgano dan Kozac yang mengandung start 
kodon. Di bagian reverse ditambahkan stop kodon di 
bagian ujungnya. 

Sekuens p24gag yang digunakan pada penelitian 
ini dipilih berdasarkan hasil mensejajarkan kajian 
tahun pertama. Sekuens target adalah:

1 tatagtgcag aatgcacaag ggcaaatggt acaccagtcc 
ttatcaccta ggactttgaa

61 tgcatgggta aaagtaatag aagaaaaggc tttcagccca 
gaagtaatac ccatgttttc

121 agcattatca gaaggagcca ccccacaaga tttaaatatg 
atgctgaata tagtgggggg

181 acaccaagca gctatgcaaa tgttaaaaga taccatcaat 
gaggaagctg cagaatggga

241 caggatacat ccagtacatg cagggcctat tccaccaggc 
cagatgagag aaccaagggg

301 aagtgacata gcaggaacta ctagtaccct tcaagagcaa 
ataggatgga tgacaagcaa
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361 tccacctgtc ccggtgggag aaatctatag aagatggata 
atcctaggat taaataagat

421 agtaagaatg tatagccctg ttagcatttt ggacataaga 
caagggccaa aagaaccctt

481 cagagactat gtagataggt tctttaaatg tctcagagct 
gaacaagctt cacaggaagt

541 aaaaaattgg atgacagaaa ccttgctggt ccaaaatgcg 
aatccagact gtaagtccat

601 tttaaaagca ttaggaatag gggctactat tagaagaaat 
gatgacagca tgccagggag

661 tgggaggacc cggccat

Pada tahap awal, oligonukleotida buatan disisipkan 
ke plasmid pDON221. Tahapan diawali dengan reaksi 
klonasi BP yaitu 1 uL DNA hasil elusi ditambahkan 
dengan 1 uL pDON221, 6 uL bufer TE dan 2 uL pasca 
klonase BP, lebih lanjut diinkubasi selama 12 jam 
pada suhu 25ºC. Setelah inkubasi ditambahkan 1 uL 
proteinase K dan diinkubasi lagi pada suhu 37ºC selama 
15 menit. 

Sebanyak 1 uL hasil klonase BP dimasukkan ke 
dalam botol obat yang berisi 50 uL E.coli DH5α. 
Transformasi ini menggunakan metode heat shock, 
dengan aturan 30 menit dalam es, 30 detik dalam 
waterbath bersuhu 42ºC dan 2 menit dalam es lagi. 
Kemudian ditambahkan 250 uL SOC dan diinkubasi 
dengan shaker inkubator berputaran 150 rpm 
semalaman (Gambar 1). 

Pada tahapan ini dilakukan kloning ke plasmid 
pDEST17 menggunakan klonase LR. 1 uL plasmid DNA 
hasil elusi ditambahkan dengan 1 uL pDEST17, 6 uL 
buffer TE dan 2 uLLR klonase. Diinkubasi selama 12 
jam pada suhu 25ºC. Setelah inkubasi ditambahkan 1 
uL Proteinase K dan diinkubasi lagi pada 37ºC selama 
15 menit. Hasil selanjutnya ditransformasi ke E.coli 
BL21A1 untuk kepentingan ekspresi. Transformasi 
dilakukan dengan metode heat shock. Pada ekspresi 
dilakukan penambahan glukosa 1% untuk menekan 
ekspresi Basal T7 RNA polimerase. 

Deteksi fragmen sisipan di dalam plasmid pDEST17 
dilakukan menggunakan teknik PCR. Komponen 
campuran terdiri dari pfx polimerase, primer M13-F 
dan M13-R, dNTP, bufer dan air DEPC. Tatalangkah 
terdiri dari dua tahapan, yaitu lisis sel dan amplifikasi 
gen target. 

Lisis sel dilakukan menggunakan naik turunnya 
suhu, yaitu 96ºC selama 5 menit, 50ºC selama 1 menit 
30 detik, 96ºC selama 1 menit 30 detik, 45ºC selama 1 
menit 30 detik, 96ºC selama 1 menit dan 40ºC selama 
1 menit. Program dihentikan untuk memasukkan 
campuran induk dan dilanjutkan dengan amplifikasi 
gen target Tahapan PCR lanjutan terdiri dari 
denaturasi 94ºC selama 30 detik, annealing 60ºC 
selama 1 menit dan ekstensi 68ºC selama 1 menit. 
Hasil PCR dielektroforesis untuk deteksi gen target.

Gambar 1. Pertumbuhan E.coli DH5α dalam LB padat dan cair. Di LB cair kekeruhan terlihat di tabung ketiga
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Ekspresi protein dilakukan dengan menambahkan 
500 uL LB cair yang telah berisi sel tangguh yang 
mengandung pDES17 dengan gen yang menyandi 
protein PE-PGRS dalam 25 mLLB cair yang 
mengandung 50 ug/mL ampisilin dan 1% glukosa 
(Gambar 2). Inkubasi dilakukan selama 3 jam dalam 
shaker inkubator pada suhu 37�C. Identifikasi OD 
dalam kisaran 0,4–06. Optical Density 0,4–0,6 
merupakan tahap mid log pertumbuhan E.coli tempat 
pertumbuhan terbaik bakteri. Pada penelitian ini tahap 
mid log ditemukan pada jam ke-3, yaitu 0,45. 

Sebanyak 25 mL cairan ditambahkan 125 uL IPTG 1 
mM untuk mengimbas ekspresi. Pengumpulan protein 
dilakukan setiap jam. Pada penelitian ini pengamatan 
dilakukan pada jam ke-2, 4 dan 6. Pada setiap tahapan 
5 mL suspensi bakteri kemudian dipusingkan dengan 
kecepatan 2000 rpm, selama 20 menit pada suhu 4ºC. 
Pelet bakteri diresuspensi dalam 1 mLPBS kemudian 
ditambahkam PBS sampai 10 mL. Dipusingkan dengan 
kecepatan 2000 rpm, selama 20 menit pada suhu 4ºC. 
Dicuci sekali lagi (seperti langkah sebelumnya). Pelet 
dilisis dan dimurnikan menggunakan perangkat Magne 
His protein purification (Promega). 

Gambar 2. Pertumbuhan bakteri E.coli BL21A1 dalam LB 
cair

Protein rekombinan dianalisis menggunakan 
elektroforesis SDS-PAGE menggunakan pengecatan 
Comassie Blue. Komposisi gel tersebut penting, karena 
pola perpindahan protein akan berbeda di komposisi 
gel tidak sama dengan yang dilakukan oleh peneliti ini. 
Pada penelitian yang dilakukan ini gel poliakrilamid 
dibuat dengan komposisi sebagai berikut: Jarak 
tempuh molekul yang berpindah dalam gel bergantung 
ukuran pori dan ukuran molekul protein itu sendiri. 
Logaritmik mobilitas relatif protein tertentu berkurang 
secara linear jika jumlah keseluruhan kepekatan gel 
meningkat. Perpindahan makromolekul melalui 
membran banyak dipengaruhi oleh struktur akrilamid 
itu sendiri yang berpengaruh terhadap ukuran pori 
tempat molekul berpindah.

Komponen gel terdiri dari matriks 
polimer acrylamid, N,N’-methylene-bis(acrylamide), 
tetramethylenediamine (TEMED) dan amonium 
persulfat (amonium persulfat yang dilarutkan dalam 
air untuk membentuk radikal bebas (Tabel 1). 

Tabel 1. Komposisi pembuatan gel poliakrilamid

Komposisi Pemecahan gel (12%) Timbunan gel (3%)

Bis-acrylamid (g)
Acrylamide (g) 
1,5M Tris, pH 8,8 (mL) 
1,5M Tris, pH 6,8 (μL) 
10 % SDS (μL) 
dH2O (mL)
TEMED (μL)

0,032
1,2
3
-

0,12
8,88

8

0,024
0,9
-

2,52
0,3

17,18
2,5

Volume jumlah keseluruhan (mL) ± 20 ± 21
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Gambar 3. Hasil SDS-PAGE, terlihat protein PE=PGRS 45. 
Ladder dari Page Ruler Prestained protein ladder 
(Thermo). 1 = ladder; 2 = jam ke-2;3 = jam 6
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Amonium persulfat bersentuhan dengan acrylamid 
dalam bentuk radikal bebas sehingga acrylamid 
menjadi reaktif dan dapat bereaksi dengan acrylamid 
lain membentuk rantai polimer. Untuk membentuk gel 
maka acrylamid harus membentuk hubungan silang 
dengan N,N’-methylene-bis (acrylamide). TEMED atau 
b-(dimethylamino) propionitrile dan dapat ditambahkan 
sebanyak 0,4% sebagai katalisator pembentukan 
gel karena berkemampuan untuk membentuk 
radikal bebas. Ukuran pori gel ditentukan dengan 
dua (2) tolok ukur yaitu (1) jumlah acrylamid yang 
digunakan dan (2) derajat pembentukan ikatan 
silang. Rerata ukuran pori dapat diperoleh jika 5% 
jumlah keseluruhan acrylamid yang digunakan 
adalah N,N’-methylene-bis(acrylamide). Ukuran pori 
yang digunakan dapat direkayasa melalui perkiraan 
perbandingan acrylamid. 

SIMPULAN DAN SARAN

Berdasarkan penelitian ini dapat diambil 
kesimpulan sementara sebagai berikut: Rancangan 
primer spesifik terhadap protein p24gag menggunakan 
fragmen attb1, attb2, Shine Delgano dan Kozac yang 
tepat guna untuk kepentingan ekspresi; Hasil ekspresi 
memperlihatkan keberadaan protein 24kDa yang 
identik dengan protein p24gag HIV

Para peneliti berpendapat perlu dilanjutkan kajian 
ini untuk identifikasi kekuatan imunologik protein 
target.
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