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ABSTRAK 

HIV adalah partikel virus yang berkaitan _erat dengan penyebab AIDS. Virus ini tennasuk dalam 

goJongan retrovirus dengan materi genetiknya adalah satu pasang RNA Multiplikasi virus ini 
difasilitasi oleh protein yang- disebut integrase. lntegrase adalah enzim yang memiliki peranan dalam 
menyisipkan genom cDNA HIV-I ke dalam kromosom manusia. Peneliti� ini bertujuan untuk 

memperoleh kerangka baca terbuka gen pengkode integrase HIV-I yang selanjutnya dikloning ke 
dalam Escherichia coli JMI 09 untuk memperoleh plasmid rekombinan yang membawa fragmen DNA 

target tersebut. Sintesis cDNA dilakukan dengan teknik transkripsi balik dengan RNA genom sebagai 
templat. Selanjutnya �plifikasi dilakukan dengan teknik Polymerase Chain Reaction (PCR). Produk 

PCR disisipkan ke plasmid dengan sistem kloning TA Karakterisasi terhadap produk PCR dengan 

elektroforesis DNA menunjukkan pita DNA yaug sejajar dengan marker DNA 900 pb. Produk PCR 
tersebut dikarakterisasi lebih lanjut dengan teknik sekuensing. Elektroforegram menunjukkan, dari 8 
sampel yang dikarakterisasi, I homolog dengan integrase HJV-1 asal Thailand, 2 homolog dengan 

segmen 4 hemaglutinin virus flu burung HSN I asal Jawa, dan sisanya tidak terbaca oleh sekuenser_ 

Fragmen DNA yang terkonfirmasi sebagai integrase HIV-I digunakan sebagai DNA sisipan. Terdapat 
3 klon yang dipcroleh dari kloning, l klon berwarna putih, 1 klon berwarna biru muda, dan 1 klon 

berwama bim. Ketiga J<lon tersebut dikarakterisasi dengan teknik PCR koloni dan elektroforesis DNA 
menunjukkan ada P!ta DNA dengan ukuran yang scsuai. Plasmid tersebut diisolasi dengan teknik lisis 
alkali dan kit komersial untuk dikarakterisasi dengan teknik sckucnsing. Urutan nukleotida tidak 
terbaca oleh sekuenser dan _sedang dikarakterisasi ulang. 

Kara Kunci: HIV, gen pengkode integrase. E.coli 
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BABI 

PENDAHULUAN 

AIDS (Acquired Immune Deficiency Syndrom - pcnurunan s ystem imun dapatan) 

tela h mencapai proporsi epidemic dan 90% penderitanya ditemukan pada negara 

berkembang, terutama di Indonesia secara umum, dan pulau Papua secara khusus. Di 

Papua send iri, pertumbuhan kasus HIV-AIDS terns meningkat.  Epidemik HIV-AIDS 

di  prov insi Papua sudah dalam kategori populasi umum. Data kumulatif dari Dinas 

Kesehatan Provinsi Papua yang disebarkan ojeh Komisi Penanggulangan AIDS 

Daerah (KPAD) Papua pada 1 Maret 2010 menginformasikan bahwa kasus HIV­

AIDS d i  Papua telah mencapa i 4745 kasus .1 

HIV ada lah partikel virus yang berkaitan erat depgan penyebab AIDS. Virus ini 

termasuk dalam golongan retrovirus dengan materi genetiknya adalah satu pasang 

RNA. Infeksi HIV ini disebabkan oleh transfer cairan tubuh seperti darah, semen pada 

pria, cairan vagina, dan air susu ibu (ASI). Virus tersebut dapat ditemukan bebas dan 

be rada di  dalam sel terinfeksi. Sejak penyakit ini d itemukan pada I 98 1 - 2006, AlDS 

telah membunuh 25 juta orang diantaranya adalah anak-anak. Penderita HJV yang 

tidak d itangani pada akhirnya berkembang menjadi AIDS. Mereka umumnya 

meninggal karena infeksi oportunis yang diiringi dengan menurunnya sistem 

pertahanan tub uh mereka. Infeksi HIV membutuhkan waktu 10 tahun untuk 

berkembang rnenjadi AIDS.2 

Pengobatan HIV selama ini dilakukan dengan cara pemberian se nyawa antivirus yang 

digolongkan ke dalam NRTJ (Nudeoside RT Jnhihitor), NNRTI (Non N11cleoside RT 
Inhibitor), P l  (Protease Inhibitor) yang secara umum bekerja mengha mbat aktivitas 

Reverse Transcriptase (RT) virus. Beberapa penelitian yang telah dilakukan· 

menunj uk kan bahwa pemberia n ant ivi ru s rnenyebabkan resistensi virus ak iba1 n'\Utasi. 

Penelitian yang diiakukan di Uganda menunjukkan balw.:a nevirapin menimbulkan 

mutasi p ada daerah RT HlV di posisi A98G, LlOOL Kl03N, Vl06A. VIOSI, Yl81C, 

Yl 88C, dan GI 90A: Penelitia n lain yang serupa menunjukkan bahwa mutasi pada 

posisi K !OJN merupal-:an mutasi paling sering ditemukan clan men�·ebabkan resistensi 

level t ingg i lerhaclap semun antivirus golongan N NRTI. rvlu!a�i pad a posisi ter�ebut 
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muncul setelah pemberian nevirapin, dan paling senng muncul karena pemberian 

efavirenz. Mutasi Iain yaitu YI 88L lebih sering muncul pada pasien dengan terapi 

C'. • 3 
eiavirenz . 

Integrasi materi genetik virus ke dalam DNA sel terinfeksi merupakan proses yang 

sangat penting bagi replikasi lilV. Proses integrasi diperlukan agar virus dapat 

bereplikasi karena seluruh komponen replikasi virus terdapat pada sel inangnya 4•5 

Proses ini difasilitasi oleh aktivitas enzim integrase yang diproduksi bersama-sama 

protease dan reverse transcriptase. 6 Protein Integrase diperlukan virus untuk 

menyisipkan cDNAnya ke dalam genom sel terinfeksi, selain itu juga berperan 

sebagai cofactor enzim reverse transcriptase. Integrase HIVI merupakan protein 

dengan bobot 32 KDa yang terdiri atas 3 domain fungsional. Domain tersebut adalah: 

domain amino-terminal (residu 1-50) yang dicirikan oleh motif HHCC zinc finger-, 

like, domain central core (residu 50-212) yang mengandung residu asam yang sangat 

terpelihara, yaitu D64, D l  16, dan El52 (motif DDE) yang berperan penting dalam 

proses katalisis; dan domain carboxyl-terminal (residu 212-288). Integrase HIV 

adalah target yang rasional untuk dihambat sebagai pengobatan infeksi HIV dan 
. 

pencegahan AIDS. Selain itu, penghambatan terhadap aktivitas integrase memiliki 

indeks terapi yang tinggi karena sel inang tidak memiliki protein yang aktivitasnya 

serupa dengan integrase HIV.7·8. 

Telah banyak penelitian dasar yang dilakukan untuk mempelajari HIV dan 

aktivitasnya. Hasil dari penelitian-penelitian tersebut memberikan informasi tentang 

urutan nukleotida H1V, patogenesitasnya, mekanisme resistensi virus terhadap 

antiviral, dan bagaimana tubuh penderita merespon infeksi HIV tersebut. Hal ini 

memungkinkan untuk dilakukannya penelitian yang bersifat aplikatif, yaitu untuk 

memperoleh komponen atau senyawa yang dapat digunakan untuk mengbambat 

aktivitas HIV di dalam sel terinfeksi. Belum banyak penelitian yang dilakukan untuk 
menggali lebih lanjut karakter HlV di Papua. Adanya penelitian yang mempelajari 

HIV di Papua secara khusus akan memberikan kontribusi penting mengenai 

penye.baran virus di Papua. kerag.aman genotipe HIV pada penderita, dan hubungan 

genotipe virus dengan mekanisme resistensi HIV terhadap antiviral yang diberikan 

kepada penderita sehingga anli\·ii-us :·cing diberikan lebih tepat 
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Pengobatan IDV-AIDS selama ini dilakukan dengan terapi antiviral yang rnemiliki 

aktivitas analog nukleotida. Hal ini menyebabkan mutasi pada materi genetik virus 

yang memunculkan reaksi resistensi terhadap antiviral yang digunakan. Permasalahan 

yang ditimbulkan mutasi ini adalah terbatasnya waktu penggunaan antiviral untuk 

terapi sementara terapi yang dilakukan membutuhkan waktu yai'lg panjang. Selain itu 

efek samping dari pemberian antiviral untuk terapi cukup merugikan penderita. 

Papua memiliki keanekaragaman hayati yang sangat baik. Beberapa tahun belakangan 

ini telah ditemukan tumbuhan-tumbuhan yang memiliki khasiat sebagai obat. Melalui 

penelitian ini, diharapkan protein spesifik dari IDV dapat diperoleh secara molekuler 

untuk kemudian dianalisis. Dengan diperolehnya protein spesifik tersebut, maka 

selanjutnya akan dilakukan pencarian suatu senyawa inhibitor yang berasal dari 

keanekaragaman hayati Papua yang dapat digunakan untuk menghambat aktivitas 

virus ini. Aktivitas integrase diuji terlebih dahulu, kemudian skrining senyawa 

inhibitor integrase dilakukan secara immunokimi-a, dan difokuskan pada senyawa 

berupa protein. Dengan diperolehnya inhibitor yang berasal dari keanekaragaman 

Papua, maka infeksi HIV bisa dihambat dengan efek samping yang lebih minimal 

dibandingkan antiviral analog nukleotida yang umumnya digunakan pada saat ini. 

Penelitian ini adalah penelitian multiyears yang dibagi ke da!am beberapa tahap. 

Tahap pertama yaitu kloning fragmen DNA pengkode integrase HJV ke dalam vektor 

kloning unt uk memperoleh klon integrase yang dikerjakan dalam tahun pertama. 

Tahap kedua yaitu kloning fragmen DNA pengkode integrase HJV ke vektor ekspresi 

untuk memperoleh klon integrase yang dikerjakan dalam tahun kedua. Tahap ketiga 

yaitu overekspresi gen pengkode integrase dalam bak teri dan overproduksinya untuk 

mendapatkan protein integrase HJV. Tahap selanjutnya adalah analisis protei n 

integrase HIV dan u ji-ujinya untuk memperoleh karakter integrase. Kemudian 

skrining scnyawa inhibitor dilakukan untuk memperoleh inhibitor yang aktif 
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A. Tujuan Penelitian 

1. Tujuan Umum 

Memperoleh klon kerangka baca terbuka gen pengkode int HIV galur murni di 

dalam E.coli™-109. 

2. Tujuan Khusus 

Memperoleh kerangka baca terbuka gen pengkode int melalui metode RT-PCR 

galur murni yang dibuktikan dengan analisis penentuan urutan nukleotida. 

B. Manfaat Penelitian 

1. Tersedianya klon int rekombinan yang dapat digunakan untuk memproduksi 

protein INT rekombinan. 

2. Tersedianya hasil analisis urutan nukleotida fragmen DNA pengkode int dapat 

memberikan informasi mengenai data mutasi yang muncul, sehingga dapat 

menjadi acuan bagi petugas medis dalam memberikan antivirus yang kerjanya 

menghambat aktivitas protein INT 
3. Dalam jangka panjang, tersedianya protein INT rekombinan dapat digunakan 

sebagai target untuk mencari inhibitor aktivitas protein INT di dalam sel terinfeksi 

melalui skrining kandidat inhibitor integrase di dalam kekayaan alam Papua. 

Dengan diperolehnya inhibitor tersebut, maka alternatif baru dalam terapi HIV­

AIDS bisa dipelajari. 
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A. Kerangka Konsep 

r----------

1 I 
I HIV I 

r--... I 

: type 1 
I 
I I 

BAB II 
METODE PENELITIAN 

PCR transkripsi 
batik 

RNA 
genomik 

- gen pol (rtase, 

integrase,protease} 

- gen nef 

Kiening ke 
E.coli JM109 

--- - - - - i 1 __________ 1 - gen gag 
!nderita : • - gen env 
v 

I I 
I I 
r- • 
I I 
I 
I 

- gen asesories (vif, 

vpr, vpu, tat, rev) 
---- - - - - J Gen int 

rekombinan , ------- - --. 
: : HIV ! 
I I 
- -- "': type 2 

I 
I 
·----------· 

B. Tempat dan waktu penelitian 

Penelitian akan dilakukan selama 8 bulan pada tahun 2012 di laboratorium Biomol 

Balai Penelitian dan Pengembangan Biomedis Papua di Jayapura. 

C. Jenis penelitian 

Jenis penelitian adalah laboratorik eksperimental. 

D. Desain penelitian 

Desain penelitian adalah kontinyu laboratorik. 

E. Bahan dan cara ke1:ja 

1. Perancangan Primer spesifik 

Primer dirancang rnenggunakan DNASJAH., dan urutan yang diperoleh akan 

dikonfirmasi kepada program BLAST yang terdapat pada situs Janngan 

/;ft11: \r�r-..Luchi.11/Jn nih. o'OF 
- ··--!-----·----.-- ·-··------·- -----��.:..:..-----�"':I. __ _ 

11 



2. Isolasi kerangka baca terbuka gen pengkode int HIV dengan RT-PCR dan 

amplifikasinya dengan PCR, serta karakterisasinya. 

Templat yang akan digunakan diperoleh dari bahan penelitian sebe.Iumnya. Kerangka 

baca terbuka gen pengkode int yang memiliki sif at virulensi dan dapat dihambat 

secara optimal diisolasi dan diamplifikasi dengan RT-PCR. Prodtik PCR yang 

diperoleh dikarakterisasi migrasinya dengan elektroforesis DNA dan selanjutnya 

dianalisis urutan nukleotidanya untuk memastikan bahwa gen tersebut adalah benar, 

gen yang diharapkan dan merupakan galur murni. 

3. Kloning kerangka baca gen pengkode int HIV ke vektor kloning dan karakterisasinya. 

Hasil isolasi kerangka baca gen pengkode int dikloning ke vektor kloning pGEM-T 

dan digunakan untuk mentransformasi mikroba inang yaitu E.coli JM109 kompeten 

(Promega). Kloning ini bertujuan untuk memperbanyak jumlah gen secara in vivo dan 

dilakukan dengan metode Jigasi. Transformasi sel dilakukan dengan metode heat­

shock. Transforman (mikroba yang mengalami transformasi) selanjutnya 

dikarakterisasi untuk memperoleh transforman yang benar. Karakterisasi _dilakukan 

dengan seleksi koloni biru putih, analisis pemotongan dengan enzim, dan 

elektroforesis. Hasil kloning dikonfirmasi kebenarannya dengan metode sekuensing. 

F.Prosedur Kerja 

1. Metode PCR transkripsi balik (RT-PCR) RNA HIV, dan PCR fragmen DNA 
pengkodc int HIV 
Tujuan: untuk memperoleh fragmen DNA pengkode i111 HIV secara spesifik. 

T ahap persiapan: 

a. Siapkan larutan primer (First Base) dengan konsentrasi akhir 0,6 uM. 

b. Lakukan selun,th reak si di dalam es. 

Tahap pengerjaan: 

Tahap I 
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a. Cairkan templat RNA, larutan primer, campuran dNTP (Promega), dapar QIAGEN 

OneStep RT-PCR 5x, dan air bebas RNase (Promega). Sebelum digunakan, penting untuk 

menghomogenkan masing-masing komponen. 

b. Siapkan campuran master berdasarkan tabel di bawah. 

Komponen Volume I reaksi Konsentrasi ak:hir 

Campuran master 

- ddH20 bebas RNase Variabel -

- Dapar 5x 10,0 ul � Ix 

- Oligo dT Variable 0,1 - 0,5 ug 

- Campuran dNTP ( 1 0  uM tiap dNTP) 2,0 ul 400 uM tiap dNTP 

- Primer A Variabel 0,6 uM 

- Primer B Variabel 0,6 uM 

- AMV Reverse transcriptase 1 ,0 ul 5 U/ L 
- Inhibitor RNase (optional) Variabel 5- 10 U I reaksi 

Templat RNA Variabel 1 pg-2ug I reaksi 

c. Homogenkan 
"
campuran master dengan cara dipipet. Bagi ke beberapa tabung PCR 

dengan volume yang sesuai. 

d. Tambahkan templat RNA (s2 ug I reaksi) ke dalarn masing-masing tabung PCR. 

e. lnkubasi reaksi pada suhu 45°C selama 4 5  menit ata�1 50°C selama 30 menit. 

Denaturasi awal I menit 95°C 

Siklus 

- Denaturasi 0,5 menit 95°C 

- Annealing 0,5 menit 47°C 

- Ekstensi I menit J 12°c 

JumJah siklus 35 siklus I I noc Ekstensi akhir 7 menit 
-

f l\!lulai  program PCR dengan tabung masih di es. Tunggu hi ngga alat thamonda 
rnencapai 50°C lalu masukkan tabung ke dalam alat 
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2. Gel Elektroforesis DNA 

Tujuan: untuk menganalisis migrasi fragmen DNA agar dapat mengetahui bobot dan 

intensitas DNA yang diperoleh, baik dari basil PCR, maupun basil kloning. 

a. Untuk membuat gel agarosa (sigma) 1%, timbang 1 g serbuk agarose dan tambahkan 

100 ml larutan TBE atau T AE. 

b. Panaskan larutan di dalam gelombang mikro atau penangas air hingga agarosa terlarut 

sempuma. Biarkan hingga suhu larutan antara 50 - 55°C. 

c. Siapkan bak yang tepinya sudah ditutup dengan selotip. Letakkan sisir dengan jumlah 

tertentu. pada bak. 

d. Tambahkan 5 ul etidium bromida pada gel yang agak dingin dan tuangkan ke dalam 

bak. Biarkan membeku selama 15-30 menit pada suhu ruang. 

e. Lepaskan sisir, letakkan gel ke dalam chamber elekroforesis yang sudah diisi dapar 

T AE atau TBE. 

f. Campurkan 1 O x  loading buffer dengan sampel. 

g. Masukkan DNA ke dalam sumur yang tercetak oleh sisir pada gel. Masukkan juga 

pembanding dan marka DNA. 

h. Aktifkan al.at elektroforesis (Biorad) pada 70-100 V, selama 45-60 menit, tergantung 

pada masa DNA yang digunakan. 

Amati pita-pita DNA menggunakan transluminator UV. 

3. Pemurnian DNA dari gel agarosa 

fujuan: untuk mendapatkan fragmen DNA murni yang nantinya akan dil igasikan dengan 

•ektor kloning. 

0emurnian produk PCR dari gel dilakukan menggunakan kolom GFX (Promega) 

=>ersiapan· 

a. Potong gel yang mengandung pita fragmen DNA target menggunakan skapel yang 

sudah dicuci dengan ethanol 70%. Gunakan sarung tangan. 

b Pindahkan potongan gel ke da!am tabung mikro 1,5 mL Timbang gel untuk 

menentukan ju ml ah dapar pengikat yang perlu ditambahkan ke gel. 
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Prosedur: 

.·--
a. Tambahkan sejumlah dapar pengikat ke dalam tabung yang mengandung gel. Jumlah 

dapar pengikat sebanding dengan bobot gel. Inkubasikan tabung pada suhu 58°C 

selama 10 menit, hingga seluruh gel mencair. Biarkan larutan mendingin (suhu 

ruang). 

b . .  Pindahkan larutan ke kolom GFX, sentrifuga pada 10.000 ppm selama 2 mertit. Buang 

cairan yang terkumpul pada tabung pengumpuL 

c. Tambahkan 500 uL dapar pencuci ke dalam kolom GFX. Sentrifuga kolom pada 

10.000 ppm, selama 1 menit. Buang cairan yang terkumpul pada tabung pengumpul. 

d. Ulangi tahap 3. 

e. Pindahkan kolom ke dalam tabung mikro 1,5 mL steril kosong. Tambahkan 50 uL 

dapar pengelusi, lalu sentrifuga tabung pada 10.000 ppm selama 2 menit. 

Larutan yang tertampung pada tabung mjkro adalah cairan DNA basil PCR pekat. 

4. Ligasi 

Tujuan: untuk meligasikan fragmen DNA basil PCR mumi dengan vektor kloning (.Promega). 

Bahan: 

Plasmid DNA li ne'ar 

DNA sisipan 

T4 DNA ligase dan dapar T4 DNA ligase I Ox 

ddH20 

Persiapan: 

Fragmen DNA yang sudah murni diligasi ke DNA plasmid linear dengan perbandingan 

sebagai berikut: 

)umlah re kt or x I Jkunm n \'A sis 1pan 
Jw11 lah l),\'.·l s 1sirxm = 

· x {per ham/ mgm l>;VA ;;is1pm1 deJ11{£/11 l'ek111r') 
Uk111w1rek1w · · · 

Prosedur: 
a Ambil sejurnlah te11entu DNA s isipa n (ng) dari stok. Pindahkan ke tabung mikro 

steril 

b. Tambahkan 50 ng plasmid DNA l inear.. 3 U T4 DNA ligase, dan I uL dapar ligase 
J Ox ke dalarn larutan DNA sisipan_ 

c. Tambahkan MQ in1t1!.f' hingga volume mencapai I 0 uL. 

!nkubasi reaksi pada suhu -:FC 18 jam 
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5. Persiapan dan transformasi E.coli kompeten 

Tujuan: untuk membuat sel E.coli mengubah permeabi l itas membrannya agar dapat dimasuki 

oleh DNA sirkuler dari luar selnya. 

Pembuatan sel kompeten menggunakan Kalsium klorida 

Bahan 

Dapar dan larutan 

Media 

Asam nukleat 

Prosedur: 

: CaCh.2H20 (IM) 

: Luria Bertani (LB) 

: Plasmid DNA (rekombinan) 

a. Kultur E.coli ke dalam media LB padat. Inkubasi kultur pada suhu 37°C selama 1 8  

Jam. 

b. Inokulasikan koloni tunggal E.coli dari media LB padat ke dalam 5 mL LB cair. 

lnkubasi inokulum pada suhu 37°C, 150 ppm, selama 18 jam. 

c. Pindahkan l mL kultur ke dalam 50 mL LB cair, lalu inkubasikan pada suhu 3 7°C, 

150 ppm, sampai didapat kerapatan optik pada gelombang 600 nm (OD600) 0,3 - 0,4. 

d. Pindahkan kultur sebanyak 6 mL ke dalam I tabung mikro l ,5 mL. Inkubasi kultur 

selama l 0 menit di dalam es. Sentrifuga kultur pada suhu 4 °C, 4000rpm, selama 1 0  

menit. Buang supematan. 

e. Resuspensi pellet dengan larutan CaCh dingin sebanyak 600 uL. Inkubasi basil 

resuspensi di dalam es selama I 0 menit. 

f. Sentrifuga suspensi sel pada suhu 4°C, 4000rpm, selama 10 menit. Buang supernatan. 

g. Resuspensi pellet dengan larutan CaCh dingin sebanyak 200 uL. Jnkubasi suspensi sel 

pada 4°C selama l 8 jam sebelurn digunakan untuk transformasi set. 

6. T:ransformasi E.coli JM109 oleh pGEM-T 

Tujuan: untuk memasukkan DNA hasil ligasi produk PCR dengan vektor kloning ke dalam 

L.co/i. 
Bafrnn: 
/-.. coli kompeten 
Prociuk ligasi (pGEivl-T rckombinan) 

.-\mpisilin 
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IPTG (Sigma) 
X-Gal (Sigma) 

Prosedur: 

a. Pindahkan sebanyak 2 uL produk ligasi ke dalam 200 uL sel E.coli kompeten_ 

Inkubasikan campuran di dalam es selama 30 inenit. 

b. Gunakan plasmid tanpa sisipan sebagai kontrol positif dan E.coli-tanpa plasmid sebagi 

kontrol negatif. 

c. Lakukan proses heat-shock, yaitu dengan menginkubasi E.coli pada suhu 42°C 

,,,. selama 90 detik, lalu segera inkubasikan ke dalam es selama 1 - 2 menit. 

d. Tambahkan 800 uL LB cair ke dalam campuran sel. Inkubasikan pada 37°C, 150 

ppm, selama 90 menit, lalu sentrifuga dengan kecepatan 4000 rpm, 1 0  menit. 

e. Buang supernatan sebanyak 800 uL, lalu resuspensi pellet dengan 200 uL supernatan 

yang masih tersisa di dalam tabung. 

f. Sebarkan 100 uL suspensi sel transforman ke permukaan media LB padat yang telah 

mengandung 0, 1 mg! mL ampisilin, 0,5 mM IPTG, dan 80 uglmL X-GaL 

lnokulasikan sisa suspensi sel transforman ke dalam LB cair mengandung ampisilin 0, I 

· mg! mL, inkubasikan pada suhu 37°C, 150 ppm, selama 18 jam. 

7. lVletode isolasi plasmid dengan SDS: minipresipitasi 

Tujuan: untuk memperoleh plasmid DNA dari E.coli secara konvensional 

Dapar dan bahan: 

Larntan lisis alkaline 1 

Larutan lisis alkaline 2 (gunakan dalam keadaan segar) 

Larntan lisis alkaline 3 

Antibiotik untuk seleksi plasmid 

Ethanol (Sigma) 

Ethanol : Chloroform ( I :  1 ,  v/v) 

STE 

TE (pH 8,0) mengandung 20 ug/uL RnaseA 

Medium 
Luria Bcrtani (LB) 

\1etode: 
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a. Inokulasi media LB y
_
ang mengandung antibiotik yang sesuai dengan biakan bakteri 

yang berasal dari koloni tunggal. Inkubasi kultur bakteri pada suhu 3 7°C, 150 ppm, 

18jam. 

b. Tuang inokull:lm ke tabung mikro. Sentrifuga dengan kecepatan tinggi (n:ooorpm) 

selama 30 detik dengan suhu 4°C. 

c. Buang media, biarkan endapan basil sentrifugasi (pellet) sekering mungkin. 
d. Larutkan kembali pellet menggunakan 100 uL larutan Iisis alkaline 1 dingin .. Vortex 

hingga homogen. 

e. Tambahkan larutan lisis alkaline 2 segar pada larutan pellet, tutup tabung dengan 

rapat. Homogenkan dengan cara dibolak-balik. Jangan divortex. Letakkan tabung di 

dalam es. 

f. Tambahkan 1 50 uL larutan lisis alkaline 3. Tutup tabung, bolak-balikkan tabung 

hingga lisat terlihat lebih jernih. B}.arkan di es selama 3 - 5 menit. 

g. Sentrifuga lisat dengan kecepatan tinggi selama 5 menit dengan suhu 4°C. 

Pindahkan supematan ke tabung steril yang baru. 

h. (optional) tambahkan campuran ethanol:cholorofonn. Vortex campuran, kemudian 

sentrifuga dengan kecepatan 13 .000rpm pada suhu 4°C. Pindahkan supernatan ke 

tabung sferil baru. 

1 .  Presipitasi asam nukleat dari supematan dengan menambahkan 2 volume ethanol 

pada suhu ruang. I-tomogenkan campuran dengan cara divortex. Biarkan campuran 

selama 2 menit pada suhu ruang. 

J. Kumpulkan asam nukleat yang dipresipitasi dengan sentrifuga 13.000rpm pada 4°C 

selama 5 menit. 

k. Buang supernatan, biarkan endapan sekering mungkin dengan cara dibalik dan 

diletakkan di atas ke1ias tissue. Buang sisa cairan dengan menggunakan pipet. 

I .  Tambahkan l mL ethanol 70% pada endapan. Bolak-balikkan tabung beberapa kali. 

Sentrifuga dengan kecepatan 1 3,000 ppm pada suhu 4°C selama 2 menit. 

m Buang supernatant. Hati-hati pada t ahap ini, karena pellet seringkali tidak 

menempel pada dinding tabung 

n. Buang setiap sisa ethanol dengan cara membiarkan tabung terbuka hingga ethanol 

menguap seluruhnya (sekitar 5 - I 0 menit). 
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Larotkan asam nukleat dengan 50 uL dapar TE (pH 8,0) yang menganduQg. 20 ugluL 

DNase free RNaseA. Vortex larutan asam nukleat dengan pelan, kemudian simpan pada 

suhu -20°C. 

8. Isolasi dan karakterisasi pGEM-Trekombinan 

Tujuan: untuk memperoleh plasmid rekombinan dari sel E.coli. 

Plasmid rekombinan dimurnikan dengan kit isolasi plasmid. 

a. Ambit sel transforman E.coli JM109 koloni tunggal putih hasil transformasi 
... 

sebelumnya dan pindahkan ke dalam media LB cair yang telah ditambahkan 

ampisilin 0,1 mg/mL. Inkubasi pada 37°C, 150 ppm, selama 18 jam. 

b. Sentrifuga suspensi sel pada 13.000 ppm selama 1 menit. 

c. Cuci pellet dengan 200 uL dapar resuspensi, lalu tambahkan 200 uL dapar lisis. 
� 

d. Tambahkan 300 uL dapar netralisasi sebanyak 300 uL, homogenkan dengan dipipet 

naik turun. Jangan divortex. 

e. Sentrifuga campuran pada 1 3 .000 ppm selama 2 menit hingga diperoleh supernatan 

yang jernih. 

f Pindahkan supernatan ke kolom silika, lalu sentrifuga kolom pada 13.000 ppm 

selama 30 detik. Buang cairan pada tabung pengumpu l. 

g. Tambahkan 400 uL dapar pencuci yang telah ditambaJ;lrnn etanol ke dalam kolom, 

lalu sentrifuga.kolom pada 1 3 .000 ppm selama 30 detik. Buang cairan pada tabung 

pengumpul. 

h. Ulangi langkah 7. 

1. Sentrifuga kembali kolom pada 1 3 .000 ppm selama 3 menit untuk mengeringkan 

kolom dari residu ethanol. 
. . . 

J . Pindahkan kolom ke dalam tabung mikro l , 5  mL. Tambahkan 50 uL dapar 

pengelusi tepat di tengah kolom. lnkubasi kolom pada suhu ruangan selama 2 menit, 

lalu sentrifuga kolom pada 1 3.000 ppm selama 2 menil. 

Larutan yang terkumpu l pada tabung mikro adalah larutan yang mengandung plasmid 

pGEM-T rekombinan. 

Karakterisasi pGEM-Trekombinan 

a. Dengan metode gel clektroforesis DNA seperti yang tercantum pada protokol C 
b Dengan analisis pemotongan DNA menggunakan 2 jenis enzim restriksi tenentu . 
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c. Dengan analisis penentuan urutan nukleotida (sekuensing). 

9. Metode sekuensing 

Tujuan: Pemurnian produk PCR 
' 

Sela.lenser: ABI 

a. Murnikan produk PCR sebelum dilakukan sekuensing 

b. Siapkan tabung mikro steril sesuai dengan jumlah yang dibutuhkan, kemudian berikan 

label. 

c. Ambil reaction mix sebanyak 2 ul ditambahkan dengan PCR product sesuai dengan 

perlakuan yaitu 1,5 ul (perlakuan Orig) dan 0, 75 ul (perlakuan dilusi), dimasukk.an ke 

dalam tabung mikro yang telah dilabel, kemudian ditutup rapat. 

d. Homogenkan dengan menggunakan vortex dan spin down. 

e. Masukkan tabung mikro ke dalam mesin thermal cycler (PCR) yang telah dinyalakan 

kira-kira 1 5  menit sebelumnya dan pastikan semua tabung tertutup rapat 

f Mesin PCR disetting dengan langkah sebagai berikut : Tekan enter setelah registered 

user, tekan enter pada current user biomolekul, klik protocol library pilih pcrSEQ dan 

tekan enter'. Masuk view protocol (pastikan protocol tersebut sama dengan metode 

yang tercantum pada panduan kerja) jika telah sama klik done dan run protocol, 

!amanya PCR bekerja sesuai dengan jumlah sampel yang diperiksa (sudah diatur oleh 

mesin PCR) 

g. Setelah proses amplifikasi selesai, ambit tabung lalu tambahkan isopropanol 75% 

sebanyak 60 ul pada masing-masing tabung lalu tutup dan inkubasikan pada suhu 4°C 

selama 1 5 menit. 

h. Setelah inkubasi tabung disentrifuga selama 1 5  menit dengan kecepatan maksimum, 

kemudian supernatant dibuang pada kertas tissue tanpa serat. 

1 .  Tarnbahkan ethanol 70% sebanyak 60 ul pada masing-masing tabung kemudian 

sentrifuga kembali dengan kecepatan maksimum. Buang supernatant dibuang pada 

tissue, dan dikeringkan didepan kipas angin kurang lebih 60 menit Pastikan bau 

alkohol tidak tercium. 
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J. Setelah kering, ditambahkan molecular grade water sebanyak: 10 u1 pada masing­

masing tabun& kemudian dihomogenkan dengan vortex, dan spin dowH masing -

masing sekitar 30 detik. 

k. Masukkan ke dalam sequencing plate yang telah disediak:an tutup dengan septa. 

Pastikan semuanya tersusun dengan benar agar kapiler tidak: patah Jalu masukkan ke 

dalam sekuenser 
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BAB ID 
HA SIL 

Perancangan primer dilakukan menggunakan perangkat lunak DNAstar™ dan dikonfirmasi 

dengan mensejajarkan kandidat primer yang diperoleh dengan genom total RNA HIV-1 

menggunakan Basic Local Alignment Search Tool (BL'AST) pada web 
http://ncbi.nlm.nih.gov. Urutan nukleotida primer yang digunakan adalah PHIVf 5 '  - ggA 

TCC AAT gTT TTT AgA Tgg AAT AgA TAA ggC - 3',  dan PHIVr 5 '  - gAT ATC CTA 

ATC CTC ATC CTg TCT ACT T - 3 ' .  Primer didesain mengapit fragmen DNA pengkode 

integrase pada nukleotida ke 3463 - 3485 dan 4329 - 4308 pada genom total HIV-1 .  Pada 

primer PHIVf ditambahkan sisi pengenalan enzim restriksi BamHI (ggATCC) dan kodon 

start (ATG), dan pada PHIVr ditambahkan sisi pengenalan enzim restriksi EcoRV 

(GATATC). 

Fragmen DNA pengkode integrase HIV-1 tel ah dioptimasi dan berhasil diamplifikasi 

menggunakan metode Polymerase Chain Reaction (PCR). Amplifikasi dilakukan dengan 

kondisi PCR transkripsi balik, 50°C selama 30 menit untuk sintesis cDNA, 95°C selama 1 5  

menit untuk inaktfvasi Reverse Transkriptase, 95°C selama 1 menit untuk denaturasi DNA, 

35 x (95°C, 1 menit denaturasi awal; 47°C, I menit penempelan primer; 72°C, l menit 

elongasi), 72°C, 7 menit elongasi akhir. Analisis menggunakan elektroforesis gel DNA 1 % 
. . 

menunjukkan adanya fragmen DNA yang berukuran sekitar 900 pasang basa (pb). Hal ini 

sesuai dengan ukuran teoritis yang diharapkan yaitu 883 pb (gambar I) .  

900 pb 

Gambar I .  Elektroforegram basil ampil ifikasi kerangka baca terbuka gen 

pengkode integrase H I  V- 1 l\:J= i'vlarka DNA I OObp, I =  AB26, 2= 

D029. 3=0028 .. 4'"" D026. �= D0�7. 6= AB2\ 7= 0024, 8= ABOS, 
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9= ABIO, 10= DOI9, 1 1= D020, 12= D016, 13= kontrol negatif, 14= 

AB15. 

Produk PCR dimurnikan menggunakan met ode ekstraksi ·gel dan dikarakterisasi lebih lanjut 

dengan metode sekuensing. Urutan nukleotida yang diperoleh dikonfirmasi- dengan 

membandingkannya dengan urutan nukleotida yang terdapat di genbank:. Dari 8 produk PCR 

yang dikarakterisasi untuk mengetahui urutan nukleotidanya, 1 diantaranya menunjukkan 

homologi yang tinggi dengan integrase HIV-I .  2 diantaranya menunjukkan homologi yang 

tinggi dengan segmen 4 hemaglutininH5Nl. Sisanya tidak terbaca dengan baik. 

Produk PCR yang benar adalah integrase IDV-1 selanjutnya diligasi ke vektor kloning 

pGEM-Teasy vector. Ligasi dilakukan dengan menggunakan 3 rasio jumlah vektor dan DNA 

sisipan (1 :3, 1 :5, '1an 1 :7) untuk memperoleh kondisi optimal metode kloning. Reaksi ligasi 

dilakukan selama 18 jam pada suhu 4°C. Reaksi ligasi selanjutnya digunakan untuk 

mentrasformasi E.coli JM109 dengan memasukkan hasil ligasi ke dalam sel tersebut dengan 

metode heat shock, yaitu menginkubasi carnpuran E.coli JMl 09 dengan reaksi ligasi di dalam 

waterbath suhu 42°C selama 90 detik. Transforman yang tumbuh diseleksi di media agar 

Luria Bertani yang mengandung ampisilin, Xgal dan IPTG. Koloni yang tumbuh diseleksi 

berdasarkan warna koloni yang terlihat Koloni biru adalah koloni yang membawa vektor 

tanpa DNA sisipan, dan koloni putih adalah koloni yang membawa vector mengan.dung DNA 

sisipan. Dalam hasil penelitian ini diperoleh 3 koloni, yaitu koloni biru, koloni biru muda, 

dan koloni putih. PCR koloni dilakukan untuk mengkarakterisasi klon yang tumbuh. Adanya 

pita DNA berukuran sekitar 900 pb seperti yang terlihat pada gambar 2 diasumsikan sebagai 

keberhasilan metode kloning yang digunakan dalam penelitian ini. 
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1 kpb 

900pb 
800 pb 

Gambar 2. Basil PCR koloni transforman. M= Marker DNA 100 bp, l =  

E.coliJM109kosong, 2= E.coli JM109 koloni putih, 3= E.coli JMW9 koloni 

biru muda, 4= E.coli JMI09 koloni biru. 

Plasmid rekombinan diisolasi dari koloni putih yang terindikasi membawa DNA sisipan yang 

benar menggunakan kit qiagen miniprep dan secara konvensional menggunakan teknik lisis 

alkali. lsolasi plasmid dilakukan untuk memastikan adanya plasmid dan integrase HIV 

sebagai DNA sisipan. 

Plasmid rekombinan selanjutnya 
-
dikarakterisa

.
si menggunakan metode sekuensing untuk 

rnengetahui apakah terdapat DNA sisipan integrase HIV- I .  Sekuensing dilakukan 

menggunakan primer universal T7 promotor dan SP6_ 
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BAB IV 
PEMBAHASAN 

Integrase HIV-I merupakan protein dengan bobot 32 KDa yang terdiri atas 3 domain 

fungsional, yaitu region amino-terminal (residu 1 - 50) yang dicirikan oleh motif HHCCZinc 

finger-like. Motif ID-ICC penting untuk meningkatkan multimerisasi· dengan berkordinasi 

dengan ion Zinc yang berperan dalam integrasi kedua ujung cDNA virus ke kromosom sel 

inang. Domain central core (residu 50 - 212) yang mengandung residu asam yang sangat 

terpelihara, yaitu D64, D 1 1 6, dan E 1 52 (motif DDE) yang berperan penting dalllJll proses 

katalisis. Domain Iain yaitu carboxyl-terminal (residu 212 - 288). 

Integrase HIV- I berada pada bagian hilir gen polimerase HIV- 1 .  Gen polimerase mengkode 

poliprotein yang terdiri atas protease, reverse transcriptase, dan integrase. Primer dirancang 

secara spesifik untuk mengamplifikasi DNA integrase secara utuh agar nantinya diperoleh 

protein integrase HIV- l yang fungsional. Sisi-sisi pengenalan enzim restriksi ditambahkan di 

ujung 5' kedua primer agar diperoleh produk PCR yang mengandung kedua sisi restriksi di 

kedua ujungnya. Pemilihan sisi restriksi di lakukan dengan memperhatikan vektor ekspresi 

yang nantinya akan digunakan. 

Teknik transkripsi balik dilakukan menggunakan reverse transcriptase dari virus Moloney 

Murine Leukimia yang secara sensitif mampu mengkonversikan RNA menjadi cDNA.cDNA 

yang diperoleh diamplifikasi dengan teknik PCR menggu nakan enzim Taq polymerase. 

Amplifikasi menggunakan enzim ini akan menambahkan overhang Adenin (A) pada kedua 

ujung 5' sehingga sesuai dengan vektor kJoning pGEM-Teasyvector yang merupakan plasm id 

linear dengan overhang Timin (T) pada ujung 3' .  Prociuk PCR diperoleh secara optimal 

menggunakan suhu annealing 47°C selama l menit. 

Produk PCR dikarakterisasi dengan elektroforesis gel menunjukkan ukuran pb yang 

jiharapkan, yaitu sekitar 883 pb Produk PCR yang diperoleh dikarakterisasi lebih lanjut 

jengan teknik sekuensing untuk memperoleh data mcngenai urutan nukleotidanya. Analisis 

erhadap sekuens produk PCR menunjukkan adanya motif HCC dan ADD yang berperan 

)enting dalam katalisis incegrase.Dalam sekuens :-,·ang di peroleh, t idak tcrlihat sisi restriksi 
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yang ditambahkan karena sekuenser mampu membaca secara optimal setelah nukleotida ke 

20. 

Produk PCR yang telah disekuensing dikonfirmasi dengan membandingkan urutan nukleotida 

yang diperoleh dengan data nukleotida yang terdapat pada genbank, yaitu 

http://www.ncbi .nlm.nih.gov pada fitur BLAST. Basil konfirmasi unitan nukleotida sampel 

D021 dengan teknik sekuensing menunjukkan bahwa integrase HIV-I yang diperoleh 

memiliki homologi 97% dengan isolat integrase HIV-I dengan kode AE-int 69 yang berasal 

dari Thailand, kode akses HM I  50821. l ,  dan isolat integrase HIV-1 dengan kode 97VNHCM 

306 yang berasal dari Viet Nam, kode akses FJ185259. 1 .  

HIV-1 isolate AE-lnt-69 from Thailand integrase (pol) gene. partial eds 

Sequence ID: gb!HM150821 .1  llength: 864Number of Matches: 1 
Related Information Range 1: 1 to 83S��n8ankGr<J.Q.bk;�.· 

Query 2 

Sbjct 635 
Query 62 

Sbjct '77 5 
Qusrv 12;,� 

Sbjct 715 

Quepf 1t<2 

Sbj ct 655 
Qu�•·y 242 

Sbjct 595 
Qu�:ry 302 

Sbjct 535 
Query 362 

Sbjct 4 7 5  
Query ;122 

1 1 1 ! ! 1 1  : ! ! I i  1 1 ! 1 1 1  I I i l l i i i  i ! i I !  i 1 1 1 1 1  i ! i ! : ! i I I !  I I 1 1  ! i ! I !  i i  
CATC.l\ccmcc.>;TCTG'J 'r1''rCCAT.;.:>.TCCC:'f AATGATTT'.!'TGC:'rT'rTC'Il'CTTGGTAC"r !\ 7 "7 6 
C '!'1.''fT�l1. TATCACT .!\T'l'GTCT'l1GTJl.TT.!l.(;1.'AC7GCCCCTTCACCTT'rCCAGAGTAGTTTTG 1:.:1 

1 1 1 1 1 1 1 1  I i !  i i  I !  1 1 1 1 1 1  ! ! ! ! i i i  i i i  i I l 1 1 1 1 1 1 1  i I i ! :  i i ! !  1 1 i 1 1 ! 1 1 1  ! 

C'J"t1''r AT .".Tcr-.CTJ\TTGTCTTGT,11.T'J'ACT P..CTGCCCCTTCACCT1"rr:c.n.GAGTAGTTTTG 7 l G 

1 1 1 1 1 1  i ! i i ! ! !  i ! 1 1 1 1 i 1 1 i I 1 1 ! ! 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1  i ! : i i i !  i ! i 1 1 1 1 1 1  i I i i  

1 1 1 1 1 1 1 1 ! 1 1 i 1 1 ! 1 1 1 1 1 1 ! i I i 1 1  ! I I i  1 1 1 1 1 1 1 1 ! 1 1 ! i l i ! ! 1 1 1 1 1 1 1 1 1  l I 
'rTG1r1�.,ll,TTTGTTT1·Tc;1rAP.TTCJ:1'"rri1!\G;rfrGT'l\TG'l1CTG'i11rGCT.l'·.!11'.t\'!1GTC7'AT1r.t\TTC 5'96 
TT1'CCCC'rGC.".CTG1'/l..CCCC:CCAATC".:CCCCTT'f'l'C1'TTTA,..1\1'-.TTGTGill. TGAATACTG 3 v l 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 J I i J 1 1 1 J l 1 1 1 1 1 1 1 1 1  ! i i ;  i i i !  l I ! 1 1 1 1 1 1 1 1  i 

TTTCCCC'l'GCACTGTACCC.:CCC1'.,WCCCCC:CTT1"fCTTTT F<N'J\ TTGT<"!-.A'fGAA 'I'ACT(; 5 3 6 
CCT\.'l'TTGT.r..cTGCTGTCT1'AAl?.GTG'I'TCAGCTTGC1'CTCTTACCTGCCC1'AT1.>ATTT1'CT 3 GJ 

1 1 1 1  l ! ! I i i !  i I i i  i I 1 1 1  I i ! ! !  l ! i I : ;  i i  1 1 1 1 1  ! t i  i : ' ;  · • ;  i, ! i 1 1  i i : ! :  i i  
CCA TTTGTACTGCTGTCTTAAGGTGTTC.n.GCTTGC1'C�'CT'f ACCTG•XCTATGi\ TTTTCT 4 -; 6 

TT AATTCCTTATTCATAGATTCTACTACTCCTTG.l\CTTTGGGGIT'r . .; TAGGGGATCCCAA ·1 :;.· i 
l l l l l l ! l l i i l ! l f l ! l i ! l l  i l l l i ! i i l i l l l l l ! l l l l i  i i  l i l i l l l l i i ! ! I  

TTAATTCCTTATTCATAGATTCT ACTACTCCTTGACTTTGGGGITT'�TAGGGGA TCCCAA 

l\1"PCCTGTloGl'.Cl\TTGGCCCP..C:Ci\AC;"".GGC1'GCT'PTl'.AC';'G'.:;V'•',;;;·�cr1.;1'f3,'J.j\O,'f'J:I:; 

l l l l l i i l  l ! i l l l l l l l l l l l l i ! ! ! i l i i i l i ! l l l ! ! i i · ; ; ; i l l ! i l i i  i 

4 1 6  
4 c l. 

Sbj ct 41 5 __ A'l"rCCTC�Tt;G.'\CA1'TGGf;CCJ>.CCPiJ>..CAGGCTGC'TTT AACT•:;(:;\:::_:. ;(;';'•�VT'GA.i..AT1jc 3 56 
Query 4 82 TACCGTTGTCTGTGTGTATTACTTTTAC'fGGCCATCTTCC'i'GC"'.'.�..:._TrTT!'l.GCil8AAAGT !>41 

l i l l l l i l l l l t ! l l l l ! l i l l  ! l l i l l l ! i t t t t l. l t l i : i : � :  ' ! ' ! l l i i  l l i i l  

Sbj ct 35.5 TACCGTTGTCTGTGTGTATTACT1'TTACTGGCCATCTTCCTGCF.i\TTTTAGCAIAA.Zl.GT ? �6 
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Query 542 ATGC'l'GTtrccTGTCCTGTTTCTGCTGGGATAACTTCTGCTTCTATATATCCACTC-GCC.� 601 

1 1 1  l I ! !  i i  I ! ! !  i 1 1 ! ! 1 1 i 1 1 ! 1 1 1  l I ! ! !  i ! i ! l i i i  I l ! ! 1 1 ! I I ! 1 1 1 1 l ! ! 1 1  

Sbjct 295 ATGCTGTfrCCTGTCCTGTTTCTGCTGGGATAACTTCTGCTTCTATATATCCACTGGCCA 236 

Query 602 cfrGGACTGCTACCAGGATGACTTTTCCTTCTP.GATGTGTllcAGTCTAATTGCCATATCC 661 

I 1 1 1 1 1 1 1 1 J i i i 1 l 1 1 1 1 1 1 i I l I I 1 1 J ! J 1 1 1 ! 1 1  l I 1 1  I 1 1 1 1 1 1 l I ! J 1 1 J 1 1  

Sbjct 235 cllrGGACTGCTACCAGGATGACTTTTCCTTCTAGATGTGTllcAATCTAATTGCCATATCC l76 

Que.::y 662 CTGGAC'l'ACAGTCTAC'r'l'GTCCATGCAT."-GC'rTCCCCTTTTAGTTGACATTTATCACAGT 721 

I I 1 1  i I i i  i l ! i I ! !  l ! I I 1 1 1 1  ! ! i l i ! l ! ! i I i  l ! ! ! i i  I ! !  l I I i  I i  l 1 1  i I l l  l ! I 

st.j ct 17 5 CTGGAC'!'ACAGTCTACTTGTCC.r.'i'GCATAGCTTCCCC7TTTAGTTGACATTTATCAC.ll..GT 1 1 6  

Qc:ery 7 2 2  TGGCTACTJ\TTTCCT1"rGCTACTJlfl\GGTGGC.?>Jl.AT'fA.>"'.AATC;1CTAGCCA'rTGlrcTCC 7 Bl 

! l i ! l ! i i !  i I I i  I l I i  I i !  1 1 1 1  1 1  i I f  I !  i i !  i i i  l ! 1 1 1 ;  i 1 1 1 1 1 :  I l I i I ! !  i 
Sbj c:t. 1 1 5  'I'GGC'1'ACT��TTTCCri"I'TGCTACTA9AGG

.
'l'GGCAl'·\}\TTP,..�--\l-\TCAC1'AGCCATTGlrcrcc 56 

Qcw r-y 7 32 ;\.l\'rTGCTGTGAT.".'l'ITTTCATCITC1'TCTTGF,GCCTl1\TC1.'A'!'l. •. 'l'CTl\.ll.l\.l\A 8 33 

Sbj ct 55 AATTGC'l'GTGATAT!lrTTCATGlrCTTCTTGAGCCTlt\TCTATCit'-'fCT.1\AAAA 1 

Gambar 3. Homologi perbandingan sekuens integrase HIV-1 basil amplifikasi 

(subyek) dengan data sekuens integrase HIV-1 pada genbank. 

Hasil analisa urutan nukleotida lebih lanjut menunjukkan terjadi beberapa mutasi insersi dan 

delesi di beberapa titik. Mutasi insersi adalah perubahan urutan nukleotida yang d isebabkan 

penambahan 1 atau lebih nukleotida pada suatu fragmen DNA, sedangkan mutasi delesi 

adalah terjadinya penghilangan 1 atau lebih nukleotida pada fragmen DNA Mutasi juga bisa 

hanya berupa perubahan dari suatu nukleotida menjadi nukleotida yang lain. Mutasi dapat 

merubah karakter protein yang akan dihasilkan nantinya jika perubahan nukleotidanya 

mengubah asam amino yang dihasilkan. Sementara mutasi yang muncul namun tidak 

merubah susunan asam amino, tidak merubah karakter protein yang nantinya akan 

dihasilkan.9 Dalam penelitian ini, analisis yang mendalam terhadap urutan nukleotida 

integrase akan dilakukan terhadap hasil kloning yang merupakan urutan nukleotida paling 

mutakhir. Dengan begitu, data mutasi yang akan diperoleh juga lebih akurat. 

Sampel lain dengan kode D029 dan AB25 juga dikonfirmasi dengan cara yang sama 

mcnunjukkan homologi 99�/o dengan segmen 4 hemaglutinin Influenza A flu burung H5N l 

yang berasal dari Pulau Jawa. kode akses EU J 24276. 1 .  Hal tersebut menunjukkan primer 

HlVf yang dirancang memiliki kemungkimm untuk menempel pad a fragmen DNA pada virus 

i n fluenza A . . Hal terscbut di sebabkan oleh adanya homologi nukleotida primer pada urutan 1 5  
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- 22 dengan daerah hemaglutinin virus H5N l .  Namun hal tersebut hanya bisa terjadi jika 

terdapat RNA kontaminan dari virus influenza A pada saat amplifikasi dilakukan.Daerah 

perancangan primer sangat kecil kemungkinannya untuk diubah karena tujuan amplifikasi 

DNA adalah untuk memperoleh kerangka baca terbuka gen pengkode integrase HIV secara 

utuh. 

Produk PCR disisipkan ke vektor kloning dengan memanfaatkan sifat basa A yang secara 

spesifik berikatan dengan basa T yang dibantu oleh enzim T4DNA ligase. Reaksi ligasi 

digunakan untuk mentransformasi E.coli JM109 yang sebelumnya rentan terhadap antibiotik 

ampisilin menjadi resistant terhadap antibiotik tersebut. Sifat resistan tersebut muncul karena 

adanya gen pengkode resisten ampisilin yang terdapat pada plasmid yang digunakan sebagai 

vektor. 10 Transforrnan berwarna putih yang tumbuh dikarakterisasi dengan teknik PCR koloni 

dan sekuensing.Hasil PCR koloni pada transforman berwarna putih menunjukkan adanya 

DNA sisipan yang diharapkan, tetapi saat dikarakterisasi dengan teknik sekuensing, 

nukleotida tidak terbaca dengan baik. Hal tersebut menyebabkan keraguan akan keberhasilan 

kloning pada transforman yang diperoleh. 

Kegagalan kloning bisa terjadi karena banyak faktor, antara lain kualitas dan keutuhan DNA 

yang akan disisipkan, aktifitas enzim T4 DNA ligase tidak optimal, kualitas dapar hgase 
yang menurun, dan rasio vektor dan DNA sisipan tidak optimal.Kualitas dan keutuhan DNA 

tergantung pada preparasi produk PCR sebelum Iigasi.Overhang A pada kedua ujung DNA 

sisipan mudah putus karena terlalu lama terpapar sinar ultraviolet, dan penyimpanan yang 

terlalu lama (di atas I bulan). 1 1 Penyebab lainnya adalah Eco/; JM109 yang digunakan 

sebagai inang menolak fragmen DNA integrase HIV- I dan mendegradasinya sehingga tidak 

tetsisipi di vektor yang digunakan.Dalam penelitian ini, masih ada keberhasilan kloning 

fragmen DNA integrase HIV-1 tersebut ke dalam E.coli JM 1 09 karena PC R koloni 

menunjukkan ada DNA sisipan dengan ukuran yang diharapkan.Karakterisasi akhir, yaitu 

teknik sekuensing mungkin tidak bekerja secara optimal sehingga tidak memberikan basil 

yang dapat memberikan data nukleotida vektor rekombinan. Saat ini sekuensing ulang sedang 

dilakukan di BPPT Serpong untuk memastikan keberhasi lan kloning kerangka baca terbuka 

gen pengkode i ntegrase H I V- l pad a L. coli JM l 09. 
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. Kesimpulan 

BAB V 

KESIMPULAN DAN SARAN 

1 .  Transkripsi balik dan amplifikasi cDNA integrase HIV-I telah berhasil dilakukan 

dan dibuktikan dengan data elektroforesis yang menunjukkan nkuran yang sesuai 

dengan teori. 

2. Analisis penentuan urutan nukleotida mengidentifikasikan bahwa fragmen DNA 

yang diperoleh adalah benar integrase HIV-I.  

3.  Kloning kerangka baca terbuka gen pengkode integrase HIV-1 belum berhasil 

diidentifikasi secara aktual. 

Saran 
1 . Dilakukan sekuensing ulang pada sampel yang teridentifikasi sebagai flu bunmg 

H5Nl untuk memastikan kebenaran urutan nukleotidanya. 

2 .  Melakukan amplifikasi ulang sampel-sampel yang tidak terbaca saat dikarakterisasi 

dengan teknik sekuensing. 
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BALAI PENELmAN DAN PENGEMBANGAN BIOMEDIS PAPUA 
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TELAAHAN STAF 

TENTANG REALISASI PENELITIAN KLONING KERANGKA BACA TERBUKA GEN PENGKODE 

INTEGRASE HIV·1 

I. Persoalan 

Pada tahun 2012 terdapat 3 (Uga) penelitian yang dananya bersumber dart DIPA Balai Litbang 

Biomedis Papua Tahun 2012, yaitu : 

1 .  Penelitian Kloning Kerangka Baca Terbuka Gen Pengkode lntegrase HIV-1 

2. Penelitian Sindroma Metabofik di Kota Jayapura 

3. Studi Kejadian Luar Biasa 

Dari realisasi penggunaan anggaran pada ketiga penelitian tersebut terdapat satu penelitian yaitu 

penelitian Kloning Kerangka Baca Terbuka Gen Pengkode lntegrase HIV-1 yang realisasi 

anggarannya melebihi Pagu pada penelitian tersebut. Hal ini yang perfu dijelaskan dalam 

telaahan staf ini. 
11. Analisis Masalah 

Pagu penelitian Kloning Kerangka �ata ,Terbuka Gen Pengkode lntegrase HIV-1 adalah Rp. 

374. 191 .000,- dan realisasinya adalah Rp. 458.576.452,-. Hal ini disebabkan belanja bahan 

laboratorium untuk penelitian tersebut meleblhi pagu yang tersedia· yaitu pagu Rp. 301.366.000 

realisasi Rp. 396.512.059,-. 

Belanja bahan laboratorium pada penelitian ini . dapat terealisasi sekalipun melebihi pagu 

disebabkan pengadaan bahan untuk penelilian ini dlgabungkan dengan pengadaan bahan 

laboratorium untuk penelitian Sindroma Metabolik. Penelitian Sindroma Metabolik memiliki pagu 

untuk pengadaan bahan laboratorium �ebesar Rp. 169.742.000,- , sedangkan realisasinya Rp. 

58.667.941,-

Karena penggabungan pengadaan bahan laboratorlum dari kedua penelitian ini dan khilaf untuk 

mengusulkan revisl anggaran, menyebabkan belanja bahan laboratorium dapat saling menutupi 

sehingga tidak terlihat kekurangan anggaran tersebut dan berpengaruh pada realisasi anggaran 

penelitian Kloning Kerangka Baca Terbuke Gen Pengkode lntegrase HIV-1. 

Ill. Penulup 
Demikian telaahan realisasi anggaran penelillan yang dapat kami buat, dan diharapkan ke 

depannya hal ini dapat dipertiatikan dengan lebih baik lagi. 

Jayapura, Januari 2013 



Lampiran Realisasi Anggaran Penelitian Tahun 2012 

Judul Penelitian : Kloning Kerangka Baca terbuka Gen Pengkod
·
e lntergrase HIV-1 

Ketua Peneliti : dr. Antonius Oktavian llambra, M.kes 

Pagu Peneliti : Rp. 374.191.000,-

No Realisasi Honor 
Total (Rp) Tetap 

458.576.452 14.695.000 

Uraian Realisasi {Rp) 

Belanja BNO 
Bahan 
397 .958.304 6.372.000 

Perjadin Belanja 
Modal 

39.551.148 -

*) Mohon lembar ini di lampirkan dalam dokumen laporan akhir penelitian tahun 2012 
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