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L. JUDUL PENELITIAN

Pemgembangan Prototipe Vaksin HSN1 dengan Pendekatan Agent

IL LATAR BELAKANG

Virus Influenza A galur baru penyebab pandemi dapat muncul sewaktu-waktu secara
tdak terduga karena struktur antigen virus ini dapat berubah melalui proses mutasi genetik
yang berlangsung cepat dan sering disebut sebagai antigenic shift maupun melalui proses
perubahan secara lambat yang disebut antigenic drift. Adanya reservoir pada hewan, yaitu
pada unggas air liar maupun terdomestikasi, yang tidak memperlihatkan gejala jelas atau
tidak menyebabkan kematian pada saat terinfeksi virus ini mengakibatkan virus ini terus
menerus bersirkulasi di alam dan menghasilkan varian-varian virus baru tanpa terdeteksi.
Interaksi unggas air secara langsung dengan manusia maupun melalui unggas maupun hewan
peliharaan lainnya berpotensi .menimbulkan virus influenza A galur baru yang dapat

berkembang menjadi virus penyebab pandemi.

Sebagian besar infeksi virus influenza A pada manusia tidak menimbulkan penyakit
dengan gejala yang berat, tetapi angka kematian yang terjadi pada pandemi tidak dapat
diabaikan, bahkan pada beberapa kejadian pandemi angka kematian yang ditimbulkan sangat
tinggi (1). Hal ini menyebabkan Badan Kesehatan Dunia (World Health Organization/WHO)
menghimbau negara-negara di dunia untuk mengembangkan dan mengimplementasikan

rencana persiapan pandemi untuk mitigasi dampak kesehatan dan sosial pandemi (2).

Virus Influenza A merupakan salah satu tipe virus influenza yang terdiri atas virus
influenza A, B dan C. Virus influenza A terdiri atas beberapa subtipe yang ditentukan
berdasarkan tipe antigen hemagglutinin (H) dan neuraminidasa (N), dimana terdapat 16 jenis
antigen H dan 9 jenis antigen N (3,4). Subtipe virus Influenza A yang lazim ditemukan
bersirkulasi pada manusia saat ini adalah HIN1 dan H3N2 (5). Selain kedua subtipe
tersebut, beberapa subtipe virus Influenza A ditemukan pada manusia temyata berasal dari
hewan. Virus Influenza A berasal dari hewan yang melewati “batas lintas spesies” sehinggé
menginfeksi manusia antara lain disebabkan subtipe HIN1, H7N7, HON2, H7N3, HSN1 dan
HI®N7 (1,6)  Virus influenza unggas HSNI (Al H5N1) dipandang berpotensi sebagai
agensia penyebab pandemi influenza global sejak virus ini ditemukan melewati “batas lintas

spesies” dan ditemukan menginfeksi manusia pada tahun 1997 (1,7,8).



Infeksi influenza A H5NI pada manusia ditemukan pertama kali pada tahun 2005 dan

sampai dengan 6 Mei 2010, jumlah kasus infeksi influenza A HSNI terkonfirmasi mencapai
165 kasus dengan jumlah kematian sebanyak 136 orang (82,4%) (9,10). Sejak tahun 2007
sampai saat ini jumlah kasus infeksi influenza A HSNI1 terlihat menurun (10), namun
kemungkinan munculnya virus influenza A HSNI galur baru penyebab pandemi perlu untuk
diwaspadai. Peningkatan migrasi penduduk secara global, posisi geografis Indonesia yang
terletak pada jalur migrasi unggas liar, serta fakta bahwa unggas liar merupakan “reservoir”
virus influenza A menjadi alasan penting yang menjadi landasan untuk senantiasa
memperhitungkan influenza A, khususnya influenza A H5NI sebagai potensi ancaman bagj

kehidupan masyarakat Indonesia.

Kewaspadaan terhadap munculnya virus influenza A HSN! galur baru akibat
fenomena antigenic drift maupun antigenic shift yang berpotensi sebagai penyebab pandemi
perlu untuk dipertahankan mengingat berdasarkan peristiwa pandemi sebelumnya, virus
influenza A penyebab pandemi merupakan virus influenza A unggas dengan kemampuan
transmisi dari orang ke orang. Penting untuk diperhatikan pula bahwa virus influenza A
HSNI yang semula -hanya ditemukan di unggas dan tidak menginfeksi manusia kemudian
menunjukkan kemampuan melintasi batas antara spesies sehingga ditemukan di manusia dan
kemudian bahkan ditemukan mampu melakukan infeksi dari orang ke orang walaupun masih
secara terbatas dalam kelompok tertentu yang mungkin hampir seluruhnya memiliki

hubungan kekeluargaan.

Salah satu upaya persiapan pandemi Influenza A yang direkomendasikan oleh WHO
pada tahun 2005 ialah pengembangan vaksin yang efektif, khususnya yang memiliki
spektrum proteksi yang luas (11). Vaksinasi merupakan strategi intervensi yang bersifat
“cost-effective” karena respon imun terhadap vaksin influenza A bersifat protektif sehingga
mampu mencegah terjadinya infeksi yang berpotensi menyerap pendanaan daiam jumlah
besar untuk biaya diagnosis, perawatan dan pengobatan. Strategi vaksinasi merupakan salah
satu strategi yang dapat diharapkan mencegah angka morbiditas dan mortalitas tinggi pada
saat munculnya galur virus influenza A baru dengan struktur antigen yang belum dikenali
oleh imunitas populasi manusia, namun terdapat permasalahan yang perlu untuk dipecahkan
agar strategi ini dapat diterapkan secara berhasil. Walaupun vaksinasi Influenza A
merupakan strategi pengendalian infeksi yang dapat dianggap murah dan efektif,
pengembangan vaksin Influenza A berdasarkan teknologi yang dipakai saat ini yaitu

menggunakan telur ayam berembrio memiliki kendala tersendiri. Kendala utama dalam



‘ gwaduksi vaksin Influenza A pada telur ayam berembrio ialah pada potensi teknologi ini

mienghasilkan jumlah vaksin yang mencukupi dalam waktu yang relatif cepat, dimana hal ini
f s=pgat penting agar pemberian vaksin dapat dilakukan sebelum terjadinya infeksi pada
) sebagian besar populasi penduduk suatu negara (12,i3). Di sisi lain, vaksinasi seluruh
' populasi negara bukanlah hal yang mudah untuk dilakukan, karena tidak hanya memerlukan

ketersediaan vaksin spesifik yang mampu memberikan perlindungan terhadap galur virus
i baru, tetapi juga memiliki tantangan tersendiri dalam distribusi vaksin, khususnya di wilayah

Indonesia yang sulit untuk dijangkau dalam waktu cepat.

Vaksin DNA menarik untuk dikembangkan dalam rangka persiapan menghadapi
pandemi influenza A. Waktu yang dibutuhkan untuk melakukan konstruksi “bibit vaksin”
sertamemperoleh vaksin dalam skala besar yang mencukupi untuk vaksinasi seluruh populasi
' penduduk suatu negara dengan jumlah populasi yang besar seperti Indonesia dapat dilakukan
' dalam kurun waktu 11 minggu, sehingga vaksinasi seluruh populasi secara teoritis dapat
1 dilakukan dalam kurun waktu kurang dari 16 minggu sejak susunan nukleotida virus
penyebab pandemi diperoleh. Sifat DNA yang relatif jauh lebih stabil dibandingkan protein
memungkinkan vaksin DNA untuk disebarluaskan ke seluruh pelosok negara, khususnya
negara kepulauan seperti Indonesia, dengan cara yang lebih mudah karena tidak tergantung

kepada sistem pendingin untuk mempertahankan stabilitas dan efektivitas vaksin.

Vaksin DNA telah terbukti dapat menimbulkan proteksi silang antar subtipe influenza A
yang berbeda, bila gen yang disisipkan pada vektor vaksin DNA merupakan gen
pengekspresi protein bersusunan asam amino terkonservasi pada berbagai subtipe virus
influenza A, misalnya gen pengekspresi protein matriks dan nukleoprotein. Ditinjau dari segi
' keunggulan vaksin DNA dalam menginduksi respon imun seluler, maka dapat diperkirakan
f bahwa vaksin DNA pengekspresi protein H dan N dari subtipe tertentu berpotensi {ebih besar
: untuk menghasilkan proteksi silang terhadap varian-varian galur tersebut karena respon tmun
i seluler memiliki kemampuan pengenalan epitop yang lebih beragam dibandingkan respon
imun humoral (14). Selain itu, tidak tertutup kemungkinan bahwa vaksin DNA berdasarkan
' suatu subtipe virus influenza A dapat memberikan proteksi terhadap infeksi oleh virus
influenza A subtipe lainnya. Kemungkinan ini menjadi terbuka berdasarkan fakta yang
ditemukan bahwa infeksi sebelumnya oleh suatu subtipe influenza A dapat memberikan

proteksi terhadap infeksi oleh virus influenza A subtipe lain yang terjadi kemudian (15, 16).




! Respon imun yang diinduksi oleh vaksin DNA meliputi respon imun sel T CD8, sel T
| {CD=. respon imun humoral dan juga respon imun nonspesifik (inate immunity) melalui
' mduksi Toll like receptor (TLR). Respon imun humoral berperan dalam netralisasi virus
schingga tidak dapat melakukan penempelan pada reseptor sel targetnya, disamping itu
athodi yang berikatan dengan partikel virus juga mengakibatkan penempelan antibodi pada
s=d tevinfeksi yang mengekspresikan partikel virus sehingga sel-sel NK (natural killer) tertarik
sntuk melepaskan substansi-substansi yang bersifat toksik terhadap sel terinfeksi tersebut.
Respon sel T CD8 berperan dalam penghancuran sel-sel terinfeksi yang mengekspresikan
| epitop virus di dalam molekul MHC kelas 1 akibat interaksi spesifik antara reseptor sel T
J éoocan antigen virus.  Perangsangan sel T CD4 (sel T helper) meningkatkan efektivitas

I sistern imun spesifik yang ditimbulkan oleh vaksin dalam melakukan eliminasi infeksi virus

baik melalui jalur respon imun humoral maupun respon imun seluler.

| Vaksin DNA jauh lebih stabil dibandingkan dengan vaksin berbentuk antigen protein
| serta dapat dengan mudah disediakan dalam bentuk preparat kering tanpa mengurangi
| stabilitas dan kemampuannya menginduksi respon imun. Hal ini merupakan salah satu

keunggulan yang mempermudah distribusi vaksin DNA ke seluruh pelosok Indonesia tanpa
‘ kendala ketergantungan pada "rantai dingin" yang memerlukan fasilitas pendingin khusus
| untuk penyimpanan vaksin. Keunggulan vaksin DNA yang lain ialah pada teknik amplifikasi

“seed vaccine” yang relatif lebih murah dan berpotensi untuk dilakukan dengan

memanfaatkan bahan-bahan baku yang diproduksi sendiri di Indonesia.

Modifikasi vaksin DNA untuk meningkatkan imunogenitas vaksin telah dilaporkan dalam
beberapa penelitian. Penambahan gen Interleukin-2 (IL2) telah diketahui dapat meningkatkan
efikasi vaksin DNA (17 ). Modifikasi lain adalah modifikasi antigen sehingga menjadi
antigen yang dapat disekresikan (!8). Dalam penelitian ini akan dilakukan modifikasi pada
vaksin DNA sehingga antigen virus yang dihasilkan akan membentuk viral like particle
(VLP). Selain itu akan dilakukan fusi antara gen penyandi antigen virus dengan susunan
nukleotida penyandi peptida atau protein yang diharapkan dapat meningkatkan respon
antibodi (sel B), respon sel T-CD4 dan respon sel T-CD8. Untuk meningkatkan respon
antibodi dilakukan fusi antigen virus dengan komplemen C3d yang diharapkan akan
meningkatkan stimulasi sel B yang dipicu oleh interaksi C3d-CD21 sedangkan fusi antigen
dengan CD40L dilakukan untuk aktivasi sinyal kedua melalui interaksi CD40-CD40L untuk
stimulasi lanjut pada sel B. Komponen lain yang juga menarik untuk disertakan ialah

komponen interaksi CD28-B7. Fusi antigen dengan komponen C3b diharapkan akan



a=ningkatkan fagositosis antigen oleh makrofag yang akan berubah menjadi “Antigen
Presenting Cells” untuk stimulasi sel T-CD4 spesitik. Stimulasi sel T-CD8 oleh vaksin DNA
=t dikatakan merupakan sifat alamiah vaksin DNA, karena antigen yang dibasilkan oleh
waksin DNA diproduksi oleh sel resipien vaksin sehingga bersifat antigen endogen yang

terdapat dalam sitosol.

Vaksin jenis lainnya yang juga menarik untuk dikembangkan adalah vaksin subunit
rekombinan, khususnya yang diekspresikan pada sistem ekspresi prokariota, misalnya
Escherichia coli. Vaksin rekombinan yang diekspresikan pada /<.coli memiliki keunggulan
dari segi biaya produksi karena medium yang digunakan relatif jauh lebih murah
dibandingkan medium kultur sel, selain itu tingkat produksi antigen rekombinan juga relatif
tinggi.  Sistem purifikasi antigen rekombinan juga telah dikembangkan sehingga
memungkinkan produksi dalam jumlah besar. Untuk mengatasi permasalahan kesulitan
antigen eksogen menstimulasi respon sel T-CD8, akan dilakukan fusi antara protein
rekombinan dengan protein listeriolysin dan susunan asam amino yang mampu meningkatkan
ubikuitinasi. Protein listeriolisin diharapkan akan meningkatkan lokalisasi protein yang
difagositosis oleh makrofag ke dalam sitosol sedangkan susunan asam amino yang
meningkatkan ubikuitinasi diharapkan akan meningkatkan proteolisis antigen di proteasom
sehingga epitop antigen eksogen yang diinjeksikan pada resipien vaksin akan terekspresi
pada molekul MHC kelas T untuk stimulasi sel T-CD8 spesifik. Altemnatif lain yang dapat
dilakukan ialah melakukan fusi dengan protein voyager virus herpes simpleks meningkatkan

meningkatkan penetrasi antigen ke dalam sel nen fagosit.

Telah diketahui bahwa stimulasi respon antibodi oleh antigen berstruktur repetitif lebih
kuat dibandingkan stimulasi oleh antigen berepitop tunggal. Interaksi epitop repetitif pada
antigen berstruktur repetitif dengan reseptor spesifik pada sel B (antibodi pada permukaan sel
B) akan mengakibatkan sambung silang (cross-linking) reseptor spesifik pada permukaan sel
B dan menimbulkan stimulasi kuat pada sel B. Partikel virus pada dasarnya merupakan
komponen repetitif yang terbentuk oleh perakitan mandiri (self-assembly) komponen protein
pembentuk partikel virus, sehingga secara alamiah partikel virus merupakan stimulator kuat
respon sel B karena interaksi reseptor spesifik pada sel B dengan epitop repetitif pada
permukaan partikel virus memungkinkan terjadinya fenomena sambung silang pada

perinukaan sei B.



Pemmbentukan partikel virus tanpa kandungan materi genetik dapat terjadi secara alamiah
ss=s=pun secara artifisial.  Struktur partikel virus tanpa kandungan materi genetik disebut juga
schagai Viral Like Particle (VLP). Imunisasi binatang percobaan dengan VLP influenza A
eciah terbukti dapat menghasilkan respon imun protektif pada uji tantang binatang yang telah
duimunisasi dengan partikel virus influenza A infeksius homologus (19). Pembentukan VLP
mfluenza A telah dicoba pada sistem ekspresi mamalia (sel mamalia) dan sistem ekspresi

baculovirus (sel serangga) (19,20).

Penelitian ini secara umum bertujuan untuk menghasilkan berbagai prototipe vaksin
vaksin influenza A serta melakukan penilaian efektivitas vaksin maupun aspek ekonomi
berbagai prototipe vaksin tersebut. Vaksin yang dikembangkan berupa vaksin DN A, vaksin
WVLP dan vaksin protein subunit rekombinan. Setiap jenis prototipe vaksin influenza A yang
dikembangkan dalam penelitian ini akan diteliti potensinya sebagai kandidat vaksin persiapan
pandemi melalui uji respon imun humoral, uji respon imun selular dan uji tantang terhadap
berbagai jenis galur virus influenza A H5NI yang berkembang di Indonesia, maupun

serhadap virus influenza A subtipe lainnya.

Institusi pelaksana penelitian, telah berpengalaman dalam pengembangan prototipe
waksin DNA, maupun prototipe vaksin protein subunit rekombinan. Berbeda dengan
pwototipe vaksin DNA influenza A H5NI yang akan dikembangkan dalam penelitian ini,
prototipe vaksin influenza A H5N1 yang dikembangkan sebelumnya di institusi pelaksana

penelitian tidak difusikan dengan susunan nukleotida yang bersifat ajuvan.

PERMASALAHAN

Galur virus influenza A HSN1 penyebab pandemi sulit untuk diprediksi karakteristik
smtigeniknya karena infermasi yang dimiliki mengenai pola replikasi virus serta faktor-faktor
=mlckular yang mendasari tahapan infeksi virus pada berbagai spesies belum mencukupi
smiuk dipakai dalam penentuan arah evolusi virus influenza A HSN1 yang berpotensi sebagat

influenza A penyebab pandemi. Walaupun demikian, dapat diperkirakan bahwa
smektur antigen yang dimiliki oleh virus influenza A HS5SN1 galur baru akan memiliki
p=rsamaan epitop dengan virus influenza A yang beredar saat ini sehingga respon imun yang
damduksi oleh antigen virus influenza A HSN1 berbasis susunan asam amino galur tahun ini

bapotensi memiliki daya proteksi silang dengan galur baru virus influenza A H5N1 yang



Smbul di kemudian hari sebagai penyebab pandemi. Potensi persamaan epitop ini khususnya

kebih tinggi pada epitop yang dikenali oleh sel T, baik sel T CD4 maupun sel T CD8.

Untuk menghadapi kemungkinan timbulnya virus influenza A non H5NI sebagai
pcoyebab pandemi influenza A, perlu diteliti potensi protein virus influenza A dengan
susunan asam amino terkonservasi pada semua subtipe influenza A untuk dikembangkan
sebagai vaksin persiapan pandemi influenza A baru. Protein matriks dan nukleoprotein
berpotensi sebagai kandidat vaksin yang memenuhi persyaratan ini. Di sisi lain, pertu
dipikirkan penghambatan replikasi virus oleh respon antibodi netralisasi yang sebagian besar
bekerja berdasarkan interaksi dengan protein permukaan Hemaglutinin. Untuk ini dapat
dipertimbangkan perancangan susunan asam nukleat penyandi antigen Hemaglutinin
beberapa subtipe influenza A yang berpotensi penyebab pandemi, dengan susunan asam
amino konsensus pada setiap subtipe tersebut. Antigen permukaan yang mungkin dapat
dianggap mendesak untuk dikembangkan ialah antigen hemaglutinin HS, H9, dan H1 (2009),

meuraminidasa N1 dan N2.

Keunggulan vaksin DNA dalam menginduksi respon sel T-CD8 spesifik secara
efisien pada pemberian vaksin untuk ‘-‘priming” dapat berpotensi merugikan dalam pemakaian
vaksin DNA sebagai “booster”. Respon sel T-CD8 yang dihasilkan melalui vaksinasi
sebelumnya dapat mengakibatkan destruksi sel yang mengekspresikan antigen vaksin DNA,
sehingga stimulasi respon imun oleh vaksinasi booster kurang efektif akibat penurunan
jumlah dan masa pemaparan antigen dengan sistem imun. Untuk mengatasi permasalahan ini
diperlukan vaksinasi menggunakan antigen eksogen yang tidak hanya mampu menginduksi
respon antibodi dan respon sel T-CD4 secara efisien, tetapi juga mampu menginduksi respon

se| T-CD8 yang diperlukan untuk eliminasi sel terinfeksi virus.

Antigen eksogen yang dipakai untuk imunisasi booster pasca imunisasi awal dengan
vaksin DNA dapat berupa virus hidup dilemahkan, partikel virus terinaktivasi, Viral Like
Particle maupun protein subunit. Jenis antigen yang paling mudah dan relatif paling murah
untuk dikembangkan ialah vaksin protein subunit, khususnya yang diekspresikan pada sistem
ekspresi prokariota. Telah diketahui bahwa protein hemaglutinin virus influenza A dapat

ekspresikan secara efisien pada sistem ekspresi prokariota dengan melakukan optimasi pada
susunan kodon serta menggunakan galur sel Escherichia coli (E. coli) tertentu yang dapat
mengatasi permasalahan toksisitas protein rekombinan sel E. coli. Produksi protein

sekombinan menggunakan sistem ekspresi E. coli relatif jauh lebih murah dibandingkan



genduksi antigen virus menggunakan kultur sel mamalia ataupun menggunakan telur ayam
serembrio.  Antigen eksogen lainnya yang dapat dipakai untuk imunisasi booster ialah
smtigen eksogen berbentuk VLP. Antigen jenis ini dapat menginduksi respon sel B yang kuat
kmena mampu melakukan cross-linking reseptor sel B spesitik oleh epitop repetitif pada
permukaan VLP.  Antigen VLP dapat diproduksi pada sistem ekspresi mamalia, sistem

ek<presi baculovirus, dan sistem ekspresi tumbuh-tumbuhan.

Proses produksi maupun antigen yang dihasilkan dari tumbuh-tumbuhan, sistem
chauesi prokariota tidak mengandung komponen binatang, seperti halnya antigen virus yang
digwoduksi menggunakan kultur sel MDCK (berasal dari anjing), sehingga permasalahan
yang terkait produk binatang seperti kandungan patogen hewani dan permasalahan halal
assupun haram dapat terhindarkan. Vaksin protein subunit rekombinan berpotensi untuk
digunakan dalam vaksinasi “booster” pasca imunisasi dengan vaksin DNA. Pembernian
vaksin ini dengan jalur administrasi ataupun pencampuran dengan ajuvan yang sesuai juga

dapat diarahkan untuk merangsang respon IgA spesifik maupun respon sel T-CD8.

Beberapa pertanyiian yang perlu dijjawab dalam pengembangan vaksin influenza A

berbasis DNA, antigen rekombinan prokariota dan VLP ialah:

1. Bagaimana pengaruh fusi antigen vaksin influenza A dengan masing-masing komponen
C3d, CD40L, CD28, listeriolysin, Vif HIV-1 dan protein voyager Herpes Simpleks
terhadap respon imun humoral dan selular?

2. Apakah vaksinasi dengan antigen N1 konsensus dapat menimbulkan respon sel T
sitotoksik terhadap sel pengekspresi antigen neuraminidasa HIN1 dan H5N17?

Bagaimana respon antibodi netralisasi yang ditimbulkan oleh imunisasi antigen HS dan

’La)

H1 bersusunan asam amino konsensus terhadap infeksi beberapa galur H5 dan H1?

4. Bagaimana kombinasi pemberian vaksin untuk “priming” dan “boostcr” yang dapat
secara efisien merangsang respon imun humoral, sel T C)4 dan sel T CD8?

5. Apakah respon protektif terhadap infeksi virus influenza A HIN1 dan H5N| bervirulensi
tinggi dapat pasca “priming” menggunakan vaksin DNA influenza A?

6. Apakah respon protektif terhadap infeksi virus influenza A HIN1 dan H5N] dapat
diperoleh dalam tempo kurang dari 1 minggu pasca vaksinasi menggunakan kombinasi
vaksin yang akan diteliti?

Apakah respon protektif masih dapat diinduksi oleh vaksinasi pada individu yang berada

pada fase dini infeksi influenza A?



1II. MANFAAT PENELITIAN

Informasi yang diperoleh dari penelitian ini dapat dimanfaatkan eleh peneliti lain untuk
pengembangan vaksin influenza A berdaya proteksi tinggi maupun vaksin virus

berenvelop lainnya



—. Prototipe vaksin yang dikembangkan dalam penelitian ini berpotensi untuk dipatenkan

sebagai “seed vaccine” nasional yang merupakan hak milik bangsa [ndonesia

L

. Jenis vaksin yang dikembangkan dalam penelitian ini dapat digunakan sebagai model
untuk penelitian respon imun humoral, respon imun sel T CD4 maupun sel T CD8
terthadap berbagai jenis antigen lainnya

Berbagai jenis “platform” prototipe vaksin yang dikembangkan dalam penelitian ini akan

b

memberikan alternatif yang lebih luas untuk mendapatkan prototipe vaksin influenza A
yang efektif, aman dan stabil, serta dapat diproduksi secara cepat dan mudah dengan
biaya produksi yang relatif lebih ekonomis.

5. Informasi yang diperoleh melalui eksperimen imunisasi dengan berbagai komposisi
vaksin pada vaksinasi “priming” dan “booster” bermanfaat untuk menentukan komposisi
vaksin pada “priming” dan “booster” yang mampu merangsang respon imun secara lebih
dini dan efisien

6. Pengalaman yang diperoleh dari penelitian ini meningkatkan kemampuan peneliti untuk
merancang strategi pengembangan vaksin

7. Pengalaman yang diperoleh dalam melakukan pengembangan vaksin DNA dan vaksin
rekombinan yang diproduksi dalam berbagai sistem ekspresi dapat dibagikan kepada
kelompok penelitian Indonesia lainnya untuk meningkatkan kemandirian bangsa
Indonesia dalam teknologi pengembangan vaksin

& Keterlibatan peneliti-peneliti muda dalam penelitian ini akan menghasilkan generasi peneliti
baru yang memiliki wawasan fuas serta keterampilan menyusun strategi penelitian dan

keterampilan teknis yang lebih tinggi dalam pengembangan dan penelitian vaksin

IV. TUJUAN PENELITIAN

Tujuan Umum:

Tujuan umum penelitian ini adalah untuk mendapatkan beberapa kandidat vaksin
influenza A H5N1 dalam bentuk vaksin DNA, antigen rekombinan prokariota dan
antigen VLP dalam bentuk protein fusi maupun non fusi dengan komponen C3d,
CD40L, CD28 dan listeriolisin Listeria monocyloge nes serta mendapatkan informasi
mengenai respon imun humoral dan selular yang ditimbulkan oleh kombinasi vaksin

yang diberikan sebagai “priming” dan “booster” sebagai landasan untuk menetapkan



komposisi serta cara pemberian vaksin yang memberikan respon imun protektif yang

lebih dini dan lebih efisien.

Tajuan Khusus

Tujuan khusus penelitian ini ialah:

1. Mendapatkan konstruksi vektor vaksin DNA fusi dan non-fusi pengckspresi
antigen HS, NI, MA dan NP.

2. Mendapatkan kandidat vaksin VLP mengandung komponen HA+NA--MA
(dengan atau tanpa NP) untuk influenza A subtipe H5NI

3. Mendapatkan kandidat vaksin influenza A HS5, HI, MA dan NP berupa protein
rekombinan prokariota

4. Mendapatkan informasi mengenai pengaruh penambahan C3d, CD40L dan CD28
pada antigen prokariota terhadap respon sel T CD4 dan respon antibodi

S. Mendapatkan infortnasi mengenai pengaruh fusi antigen influenza A dengan
listeriolisin, Vif HIV-1 dan protein Vp22 Herpes Simpleks terhadap pembentukan
respon sel T CD8 spesifik epitop antigen virus influenza

6. Mendapatkan informasi mengenai potensi vaksin DNA influenza A untuk
menimbuikan respon imun protektif pasca pemberian vaksin untuk “priming”

7. Mendapatkan komposisi vaksin “priming” dan “booster” yang dapat
menimbulkan respon protektif lebih dini secara lebih efisien

8. Mendapatkan informasi mengenai pemakaian vaksin influenza A untuk
mendapatkan efek kuratif pada individu (hewan coba) yang tclah terinfcksi

9. Mendapatkan informasi mengenai jangka waktu timbulnya respon protektif pada
komposisi vaksin yang dinilai memiliki respon imun seluler dan humoral yang
terbaik serta memiliki potensi paling tinggi pada uji tantang hewan coba dengan

infeksi virus influenza A H5NT1 atau HIN|



v. METODE PENELITIAN

1. Kerangka Konsep Penelitian
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Variabel yang berada di luar kotak tidak termasuk dalam variabel yang akan diteliti
dalam penelitian yang diusutkan

V.2. Tempat Penelitian

- Laboratorium dengan fasilitas Biologi Molekular, Rekayasa DNA dan Rekayasa
Protein

- Laboratorium dengan fasilitas BSL-2 dan BSL-3

- laboratorivm dengan fasilitas BSL-3 hewan

3. Waktu Penelitian
Larna Penelitian: 3 tahun
2012 -2014

%.4. Jenis Penelitian
Penelitian intervensi

%.5. Disain Penelitian
Disain penelitian ini ialah eksperimen

W.6. Populasi dan Sampel



Populasi penelitian ialah hewan coba berupa mencit (Mus musculus) galur Balb/c atau
&Y. Akan dilakukan beberapa eksperimen menggunakan hewan coba untuk menilai
pengaruh fusi peptida ajuvan, dosis dan kombinasi pemakaian prototipe vaksin dalam
vaksinasi “priming” dan “booster”, maupun pengaruh pencampuran prototipe vaksin
dalam satu sediaan terhadap respon imun spesifik (antibodi, sel T CB4, sel T CD8), daya
proteksi silang, proteksi dini dan efek kuratif vaksinasi.
Perhitungan sampel dilakukan berdasarkan rumus Federer:

t-1) (n-1) > 15, dimana

t =jumlah kelompok perlakuan

== jumlah individu dalam setiap kelompok perlakuan

W_7. Variabel
Tahen 1

Pweddiksi Struktur Sekunder dan Tersier Protein Fusi

Variabel independen:
Susunan Asam Amino HS, NI, MAI, NP, C3d, CD40L, CD28, cell pénetrating peptide
(CPP) Listeriolysin dan VP22, situs insersi peptida ajuvan pada susunan asam amino
peotein virus, posisi relatif dan susunan peptida protein virus (pada Scrambled Antigen
Vaccine)

Variabel terkendali:
Piranti lunak untuk prediksi struktur sekunder serta piranti lunak untuk prediksi struktur
tessier protein

Variabel dependen:
Eksposisi peptida ajuvan pada permukaan molekul protein virus, prediksi struktur
sekunder peptida ajuvan, prediksi struktur tersier peptida ajuvan

S.emstruksi dan ekspresi Vaksin DNA

Varabel independen:
Sasunan nukleotida HS, NI, MA1, NP, C3d, CD40L, CD28, cell penctrating peptide
(CPP) Listeriolysin dan VP22

Varsabel terkendali:
Vektor ekspresi sistem mamalia, situs insersi pada vektor ekspresi, galur Escherichia coli
(E_ coli) untuk propagasi plasmid, kondisi kultur E coli, metoda purifikasi plasmid,
mefoda sekuensing, kondisi kultur sel mamalia, metoda transfeksi, metoda deteksi
ekspresi antigen

Warsabel dependen:
Saisunan nukleotida vaksin DNA, ekspresi antigen virus pada sel mamalia

Remstruksi vektor dan ekspresi antigen rekombinam virus pada sistem ekspresi
peakariota
Varsabel independen:



Susunan nukleotida HS, N1, MA1, NP, C3d. CD40L, CD28, cell penetrating peptide
(CPP) Listeriolysin dan VP22

Variabel terkendali:
Vektor ekspresi sistem mamalia, situs insersi pada vektor ekspresi, galur Escherichia coli
(E. coli) untuk propagasi plasmid, kondisi kultur E. coli, metoda purifikasi plasmid,
metoda sekuensing, galur Escherichia coli (E. coli) untuk ekspresi protein rekombinan,
kondisi kultur E. coli, metoda deteksi ekspresi antigen

Variabel dependen:
Susunan nukleotida antigen virus, ekspresi antigen virus pada kultur sel SF9

Somstruksi vektor dan ekspresi VLP pada sistem ekspresi baculovirus

Variabel independen:
Susunan nukleotida HS, N1, MAI, NP, C3d, CD40L, CD28, cell penetrating peptide
(CPP) Listeriolysin dan VP22

Variabel terkendali:
Vektor ekspresi sistem mamalia, situs insersi pada vektor ekspresi, galur Escherichia coli
(E. coli) untuk propagasi plasmid, kondisi kultur L. coli, metoda purifikasi plasmid,
metoda sekuensing, Jenis sel serangga (SF9) kondisi kultur sel SF9, metoda transfeksi,
metoda deteksi ekspresi antigen

Variabel dependen:
Susunan nukleotida antigen virus, ekspresi antigen virus pada kultur sel SF9

Amalisis respon antibodi, sel T CD4 dan sel T CD8 mencit diimunisasi Vaksin DNA
Variabel independen:
Vaksinasi dengan vaksin DNA mengandung gen HS, N1, MA1 dan NP, dengan dan
tanpa fusi C3d, CD40L, CD238; cell penetrating peptide (CPP) Listeriolysin dan VP22,
vaksinasi dengan antigen non fusi
Variabel terkendali- - .
dosis vaksin, volume injeksi vaksin, species dan galur hewan coba (mencit galur Balb/c
atas ddY), jenis kelamin hewan coba (betina), usia hewan coba (6-8 minggu), tenggang
wakTtu antara vaksinasi awal, booster dan pengambilan sampel (darah dan splenosit)
Variabel dependen:
Titer antibodi hemaglutinin; titer antibodi neuraminidase; titer antibodi matriks; titer IL-
2, titer interferon gamma, jumlah sel T-CD4 produsen sitokin per 10° splenosit pasca
paparan dengan antigen dalam kondisi kultur sel; jumlah sel T-CD8 produsen sitokin per
10" splenosit pasca paparan dengan sel pengekspresi

STahun 2

Amalisis respon antibodi, sel T CD4 dan sel T CD8 mencit diimunisasi Vaksin VLP dan
pvwirma rekombinan
Barsabel independen:

vaksinasi dengan antigen VLP baculovirus (H5N1, HINI, H9N2), vaksinasi

demozm antigen rekombinan prokariota HS, H1, H9, N1 dan NI dengan dan tanpa fusi



dengan C3d, CD40L, CD28, Listeriolysin dan VP22; komposisi vaksin “priming” dan
“booster”; dosis imunisasi priming vaksin DNA (pada uji coba analisis respon imun
protektif vaksin DNA)

*N@nabel terkendali:
dosis vaksin antigen rekombinan prokariota, volume injeksi vaksin, usia hewan coba (6-8
minggu), galur hewan coba (mencit galur Balb/c atau ddY), jenis kelamin hewan coba
(betina), tenggang waktu antara vaksinasi awal, booster dan pengambilan sampel (darah
dan splenosit); tenggang waktu antara “priming” vaksin DNA dan pencabaran dengan
virus influenza A

Werobel dependen:

Titer antibodi hemaglutinin; titer antibodi neuraminidase; titer antibodi matriks; jumlah
sel T-CD4 produsen sitokin per 10° splenosit pasca paparan dengan antigen dalam
kondisi kultur sel; jumlah sel T-CD8 produsen sitokin per 10° splenosit; respon protektif
(terhadap variabel independen dosis vaksin BNA pada imunisasi “priming”) dan waktu
timbulnya respon protektif

. Tshun3

Variabel independen:
Komposisi vaksin dengan respon imun sefuler dan humoral terbaik berdasarkan hasil
penelitian tahun 1 dan 2, dosis vaksinasi “priming” dan “booster”; jenis antigen (HA,
NA, MAI atau NP)

Variabel terkendali:
dosis vaksin, volume injeksi vaksin, usia hewan coba (6-8 minggu), galur hewan coba
((mencit galur Balb/c atau ddY), jenis kelamin hewan coba (betina), tenggang waktu
antara vaksinasi awal, booster dan pengambilan sampel (darah dan splenosit), tenggang
waktu antara “priming” komposisi vaksin terbaik dan pencabaran dengan virus influenza

A
Variabel depende n:
Efek kuratif; waktu timbulnya respon protektif; Efek proteksi silang; titer antibodi
J bemaglutinin;titer antibodi neuraminidase; titer antibodi matriks; jumlah sel T-CB4

produsen sitokin per 10° splenosit pasca paparan dengan antigen dalam kondisi kultur
sel; jumlah sel T-CD8 produsen sitokin per 10° splenosit; pcrubahan berat badan,
perubahan konsumsi makanan, hitung sel darah tepi, rasio albumin/globulin, berat organ,
abnormalitas histopatologi (otak, ginjal, hati, lokasi vaksinasi)

V_%_ Bahan dan cara Kerja

b Tzhun 1:

Pemerovuan susunan asam amino konsensus HA, NA, M1, NP



| | —

fh-m asam amino protein virus influenza A yang akan dianalisis untuk perancangan
Smsuman asam amino antigen vaksin diunduh dari situs “influenza A resources” NCBI,
“embank. Karena susunan asam amino hemaglutinin (HA), neuraminidase (NA), matriks
M) dan nukleoprotein (NP) HINI telah diperoleh dari penelitian sebelumnya, maka
suseman asam amino yang akan dianalisis untuk perancangan vaksin adalah susunan asam
=4 NA, MI dan NP virus influenza A subtipe H5NI. Analisis sekuen konsensus masing-
masing susunan asam amino dilakukan menggunakan perangkat lunak Bioedit 7.0. dengan
wrcbih dahulu melakukan penyejajaran sekuen (alignment).  Sekuen konsensus yang
Siasilkan akan dianalisis posisinya terhadap susunan asam amino berbagai virus yang
“mmakan dengan menggunakan perangkat lunak MEGA 4.1. Posisi sekuen konsensus
“sarapkan berada tepat di pertengahan pada kladogram yang diperoleh.

Sesamcangan susunan asam amino protein HA, NA, M1, NP mengandung peptida ajuvan
" 3d CD28, CB48L, CPP Listeriolisin, CPP VP22
S=sm0 asam amino peptida ajuvan C3d, CD28, CD40L, CPP Listeriolisin dan CPP VP22

fmamikan dengan susunan asam amino yang berdasarkan publikasi dapat mclakukan fungsi
maksi dengan ligannya (C3d, CD28, CD40L) atau fungsi “cell penetrating peptide”
_steriolisin dan VP22) dan diposisikan sedemikian rupa terhadap susunan asam amino
geizin virus (HA, NA, MI dan NP) agar susunan asam amino peptida ajuvan dapat
wsekspos.  Pemilihan posisi peletakan peptida ajuvan dilakukan berdasarkan hasil analisis
=ik struktur sekunder menggunakan piranti lunak online pada situs “predictprotein.org”
Semzan memilih posisi peletakan yang menghasilkan struktur sekunder peptida ajuvan yang
sesmas dengan  struktur aslinya.  Selain itu pemilihan posisi peletakan juga dilakukan
sexckrsokan prediksi struktur tersier menggunakan piranti lunak online EsyPred3D dan
wwsmalisasi dengan piranti lunak RasMol 2.7.5 dengan memilih posisi peletakan yang
memehasilkan struktur tersier protein virus dengan peptida ajuvan terekspos di perinukaan
skl protein fusi. Perancangan posisi peletakan susunan asam amino peptida ajuvan juga
j dengan mempertahankan susunan peptida yang telah diketahui atau diperkirakan
sm=txntvk epitop netralisasi (dikenali oleh antibodi) maupun epitop yang dapat berinteraksi
Semesn MHC kelas [ atau MHC kelas 1 (prediksi interaksi dilakukan dengan menggunakan

gemmts bemak pada situs online.

Wamsesis DNA penyandi susunan asam amino konsensus HA, NA, M1, NP, C3d, CD28,
"Wl CPP Listeriolisin, CPP VP22



“memen-fragmen DNA gen-gen penyandi protein HA, NA, M1 dan NP akan dipesan pada

serxsabaan yang mampu melakukan sintesis fragmen DNA berdasarkan informasi susunan
sukleotida yang telah dioptimasi untuk ckspresi pada sistem ekspresi mamalia dan
“ucherichia coli. Gen ajuvan CD48L, C3d dan CD28 diperoleh dengan memesan pada
serusahaan penyedia jasa sintesis nukleotida atau dengan cara amplifikasi materi genetik
sengan PCR.  Penyisipan gen ditengah open reading frame gen penyandi protein virus

J:=Xukan dengan teknik Overlap Extention PCR.

Wwerlap extention PCR

Simtesis DNA dengan teknik Overlap extention PCR dilakukan dengan terlebih dahulu
mclakukan sintesis DNA serat ganda yang akan berfungsi scbagai DNA pola cetak dalam
sapanjangan serat ganda tersebut. Mula-mula digunakan sepasang oligonukleotida dengan
sagian 3 yang saling komplementer satu terhadap yang lain. Pada polimerasa berantai,
kedua oligonukleotida tersebut akan membentuk DNA serat ganda yang selanjutnya akan
digunakan sebagai DNA pola cetak dalam reaksi polimerasa berantai berikutnya dimana
selanjutnya akan digunakan pasangan oligonukleotida dengan bagian 3’ yang berlekatan
dengan daerah target pada ujung 3 DNA serat ganda yang kompiementer dengan
wligonukleotida mengandung tambahan susunan nukleotida pada ujung 5’ yang berfungsi
sntuk perpanjang DNA serat ganda. Langkah ini diulang dengan pasangan-pasangan
oligonukleotida berikutnya sehingga diperoleh DNA serat ganda lengkap mengandung gen

dengan susunan sesuai dengan susunan nukleotida penyandi sekuen asam amino konsensus.

Pengklonaan ke dalam plasmid ekspresi sistem mamalia

DNA serat ganda yang diperoleh secara sintetik diklona ke dalam vektor pengekspresi sistem
mamalia di bawah kendali promoter CMV atau SV40. Akan dilakukan pengklonaan ke
dalam vektor ekspresi mamalia yang tersedia secara komecrsial, melalui proses ligasi, ligasi

dan skrining E.coli transtorman dengan analisis restriksi enzimatik.

Konfirmasi BNA pengekspresi protein virus dengan sekuensing
Untuk memastikan kebenaran susunan nukleotida DNA pengekspresi protein virus yang
terklona  dalam  plasmid eksprest sistem mamalia, dilakukan analisis sekuensing

menggunakan reagensi dye terminator dan analisis sekuen dengan piranti lunak sescape.

Trans feksi ke dalam sel mamalia
Sebelum sistem penembak DNA diperoleh, prototipe vaksin DNA akan diekspresikan
texlebih dahulu dalam sel fibroblas mamalia (galur sel Hela, MBCK atau 293) menggunakan



memada lipofeksi.  Bila alat penembak sudah dikonstruksi, akan dilakukan transteksi

smemzgunakan alat penembak yang dirancang melalui penelitian ini.

Snalisis ekspresi protein
Ssafisis ekspresi protein pada sel transfektan akan dilakukan dengan menggunakan metoda

smunofluoresens, western blot dan mikroskopi elektron.

asi mencit BABL/c
Mencit BALB/c (Mus musculus  strain BALB/c atau ddY) berusia 6 sampai 8 minggu
Wzunakan sebagai hewan coba untuk menilai respon imun humoral dan selular terhadap
seberapa formulasi vaksin DNA yang diprediksi membentuk struktur vaksin subunit dan
wral like particle (VLP) bila diekspresikan dalam sel mamalia. Sejumlah 100 ug DNA
wzksin DNA) diinjeksikan secara intramuskuler ke dalam paha kanan mencit. Untuk
menghindari rasa tidak nyaman yang mungkin ditimbulkan pada injeksi vaksin hewan coba
aoiebih dahulu dianestesi. Pemeliharaan binatang dilakukan dalam fasilitas kamar binatang
éngan suhu udara dan kelembapén diatur oleh penyejuk ruangan selama 24 jam disertai
sseem aliran udara untuk pengeluaran ke luar kamar hewan dan pemasokan udara segér ke
dalam kamar hewan.  Jumlah binatang percobaan yang akan digunakan dihitung
menggunakan rumus Federer (t-1) (n-1) > 15 untuk mendapatkan tingkat kepcrcayaan yang
saik pada analisis statistik. Serum mencit dikumpulkan sebelum imunisasi, 3 hari setelah
munisasi pertama (priming), 1 minggu setelah imunisasi dan setiap minggu selama 8
=inggu. Pada minggu ke dua dan minggu ke tiga pasca priming dilakukan injeksi vaksin
DNA sejumlah 100 ug padalsetiap kali pemberian sebagai hooster, dimana sampel darah
mziebih dahulu diambil sebelum injeksi booster dilakukan. Untuk. analisis respon imun
sejular diperlukan pengambilan organ limpa mencit, sehingga setiap kali pengam bilan sampel

Bewan coba akan dikorbankan dengan terlebih dahulu dimatikan dengan teknik dislokasi

ssvikal

FPengukuran respon antibodi

Respon antibodi dinilai dengan menggunakan uji ELISA, dengan mengamati nilai absorbans

wyang diperoleh pada setiap serum. Setiap serum diuji secara duplo untuk mendapatkan nilai

rerata absorbans.

engukuran respon imun selular



Wemewkuran respon imun selular dilakukan dengan menggunakan uji ELISPOT sel T-CD4

e sel T-CD8, menggunakan susunan peptida yang diprediksi secara in silico dapat
Sermwcraksi dengan MHC-1 dan MHC-II mencit BALB/c atau ddY. Respon imun selular
Serwpa stimulasi ekspresi sitokin oleh sel T diukur dengan menghitung jumlah bintik yang

“wmentuk menggunakan ELISPOT reader.

W % Analisis Data
shan 1:

Smalisis sekuen nukleotida:

“malisis sekuen nukleotida dilakukan dengan menggunakan piranti lunak Bioedit dan
hezalX untuk melihat tingkat homologi sekuen nukleotida in silico dengan susunan
s smmida yang diperoleh melalui proses sekuensing terhadap gen virus influenza A H5NI
e terklona pada plasmid sistem ekspresi mamalia. Tingkat kesamaan homologi harus
%5 dengan semua komponen sistem ekspresi maupun kodon penyandi asam amino sesuai
smcmsnjukkan ekspresi protein dalam bentuk yang sesuai bentuk asli.

mulisis ekspresi protein:

Slhspresi protein  dinilai  berdasarkan adanya fluoresensi sel ditransfeksi pada uji
smumofluoresens dengan analisis mikroskopi konfokal serta adanya pita reaktif spesifik pada
W wete blot dan peningkatan sinyal di atas nilai ambang pada uji ELISA.

Jmalisis respon antibodi pada hewan coba

W.emaknaan perbedaan respon aﬁtibogii antar kelompok hewan coba dilakukan dengan
meakukan uji statistik pada nilai rerata absorbans yang diperoleh pada uji ELISA serum
Sewazn coba, dengan membandingkan pengaruh variabel independen terhadap variabel
sepemden menggunakan piranti lunak SPSS.

Wnslisis respon sel T pada hewan coba

Somakmaan perbedaan respon sel T CD4 dan CDS8 antar kelompok hewan coba dilakukan
someam melakukan uji statistik pada nilai rerata “hitung titik” (spot counts) yang diperoleh
satz uwpi ELISPOT PBMC hewan coba, dengan membandingkan pengaruh variabel
Swiegeskn terhadap variabel dependen menggunakan piranti lunak SPSS.



WL PERTIMBANGAN ETIK PENELITIAN

Pemmbangan etik penelitian untuk penggunaan hewan coba dia jukan kepada Komite
Enk Litbangkes Kementerian Kesehatan dan Komite Etik Fakultas Kedokteran

Universitas Indonesia

% HASIL PENELITIAN

' _I_Pembuatan sikuen konsensus dan DNA sintetik Hemaglutinin dan neuraminidase
virus H5N1

Konsensus gen Hemaglutinin dan Neuraminidase dibuat berdasarkan sikeun

asam amino yang diunduh dari genbank. Kriteria yang dimasukkan adalah asal isolat
dari manusia, lokasi asal sample adalah seluruh dunia, dengan tahun pengumpulan
sampel 2005-2012. Setelah di lakukan pengunduhan asam amino, dilakukan penentuan
sikuen konsensus mengguankan fasilitas yang disediakan oleh genbank. Sekucn
konsensus yang dihasilkan selanjutnya di sejajarkan dengan -asam amino isolat
A/Indonesia/5/2005 dan asam amino gen HA asal manusia yang- terklona dalam
pcDNA3.1 (plasmid merupakan hasil peneitian konsorsium vaksin influenza), untuk
mengetahui adanya keragaman hemaglutinin antar isolat. Terdapat beberapa perbedaan
asam amino antara hemaglutinin isolat A/Indonesia/5/2005, yang merupakan salah satu
solat yang direkomendasikan WHO untuk seed vaccine, dengan protein hemaglutinin
bonsensus antara lain T86A, S94N, L110H, L138Q, S140R, P141S, S155N, K162R,
200V, M282I, S325R, 1482V, N488D. M533V.
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“ambar | Hasil pensejajaran asam amino hemaglutinin isolat A/Indonesia/5/2005, Human

07 (isolat asal manusia tahun 2007), pcDNA3.1 Al _HS5 mengandung insert

Hemag|lutinin asal ayam, ConsH_2005_200 12 merupakan sikeun gen hemaglutinin
soalt HSN 1 dari tahun 2005 sampai dengan 2012.

Selampuinya dilakukan optimasi gen terhadap asam amino sikuen konsensus. Optimasi gen

Slsimkan dengan menggunakan piranti lunak DNA2.0. Optimasi ditujukan untuk

meseiedan kegagalan transkripsi dan translasi akibat perbedaan /bias kodon antar spesies.

Serfost ini adalah hasil optimasi DNA penyand: protein hemaglutinin konsensus. Sikeun

‘s 2mino Hemaglutinin dan sikuen DNA konsensus berpotensi diajukan paten.



2GCAAGATCGTGCTGCTGCTGGCCATCGTGTCCCTGGTGAAGTCCGACCAGATCTGCATCGGCTACCACGCCAACAACTC
GCAGGTGGACACCATCATGGAAAAGAACGTGAC CGTGACCCACGCCCAGGACATCCTGGAGAAGACCCACAACGGCA
TGCGACCTGGACGGCGTGAAGCCCCTGATCCTGAGGGACTGCTCCGTGGCCGGCTGGCTGCTGGGCARCCCCATGTGC
CCAGTTCATCRARCGTGCCCGAGTGGAGCTACATCGTGGAGRAGGCCAACCCCGCCARCGRCCTGTGCTACCCCEGCAACTT
lhEO‘ sACTACGAGGAGCTGAAGCACCTGCTGTCCAGGAT CAACCACTTCGAGAAGATCCAGATCAT CCCCAAGAGCAGCTGGA
I=2CCACGAGGCCAGCAGCGGCGTGAGCAGCGCCTGCCCCTACCAGGGCAGGAGCAGCTTCTTCAGGAACGTGGTGTGGCTG

T EACARGAACARCACCTACCCCACCATCAAGAGGAGCTACAACAACACCAACCAGGAGGACCTGCTGGTGCTGTGGGGCAT
pC‘CACCCCAAOCACGCCGCCGAGCAGACCAGGCTGTACCACAI\CC CCACCACCTACATC.AGCGTGGGCACCAGCACCCTGA
2L AGGC TGGTGCCCARAGATCGCCA CCAGGAGCAAGG TGAACGGCCAGA GCGGCAGGATGGAGTTCTTCTGGACCATCCTG
- CCCARCGACGCCATCAACTTCGAGAGCAACGGCARCTTCATCGCCCCCGAGTACGCCTACAAGATCGTGARGEAGGGCGA
 WECCGCCATCATGARGAGCGAGCTGGAGTACGGCAACTGCAACACCAAGTGCCAGACCCCCATCGGCGCCATCARCAGCAGCH
WECCCTTCCACAACATCCACCCCCTGACCATCGGCGAGT GCCCCAAGTACGTGAAGAGCAACAGGCTGGTGCTGGCCACCGGC
EACCAACAGCCCCCAGAGGGAGAGGAGGAGGAAGAAGAGGGGCCTGTT CGGCGCCATCGCCGGCT TCATCGAGGGCGGCTG
h&GCATGGTGGACGGCTG GTACGGCTACCACCACAGCAACGAGCAGGGCAGCGGCTACGCCGCCGARCAAGGAGAGCACCC
A CCCCATCGACGGCGTGACCAACRAGGTGAACAGCATCATCGACAAGATGARCACCCAGTTCGAGGCCGTGGECAGGGAG
ml.CAACC TGGAGAGGAGGATCGAGAACCTGAACARGAAGAT GGAGGACGGCTTCCTGGACGTGTGGACCTACAACGCCGA
N SCTCGTGCTGATGGAGAACGAGAGGACCCTGGACT T CCACGACAGCAACGTGAAGARACCTGTACGACAAGGTGAGGCTGC
WSCTCACGGACARCGCCAAGGAGCTGGGCAACGGCTGCT TCGAGTTCTACCACAAGTGCGACARCGAGTGCATGGAGAGCGTG
WSR2 GCCACCTACGACTACCC CCAGTACRGCGAGGAGGCCAGGCTGAAGAGGGAGGAGATCAGCGGCG TGAAGCTGGAGAG
FEUCCTACCAGATCCTGAGCATCTACAGCACCGTGGCCAGCAG-CCTGGCCCTGGCCATCATGGTGGCC.GGCC’I-‘GAGCC
N SCATGTGCAGCAACGGCAGCCTGCAGTGCAGGATCT GCATCAAG

Konsensus asam amino Neuraminidase virus HSNI dibuat berdasarkan sikuen asam
wmmo yang diunduh dari genbank dan pembuatan sikuen asam amino konsensus dilakukan
Jemzan menggunakan piranti lunak dari Genbank. Berikut ini adalah hasil pensejajaran asam
"3kl Neurz_:minidase konsensus dengan asam amino neuraminidase HSNI
W Umdonesia/5/2005. Terdapat perbedaan beberapa asam amino antara konsensus dengan
% Iadonesia/5/2005, pada posisi [35S, S48P, P54F, H80Y, N85S, E181G,D202N,M317V dan
gemmmbahan asam amino pada posisi 437 sampai dengan 450 yaitu WPDGAELPFTIDKY.
“sam amino 437 sampai dengan 450 belum ada pada isolat A/indonesia/5/2005 kemungkinan

Lasema sikeunsing yang dilakukan saat itu belum sampai ke asam amino N terminal.
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“omsN1 HS5N12005_2012
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“oms¥N1 H5N12005_2012

M A/Indo/5/2005
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W8 2/Indo/5/2005.
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W& /Indo/5/2005
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W& A/Indo/5/2005
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Ussuobar 2. Hasil pensejajaran asam amino neuraminidase isolat A/Indonesia/5/2005 dengan
ssam amino Neuraminidase konsnsus yang dibuat berdasarkan isolat manusia tahun 2005
ssmpai dengan 2012. Terdapat perbedaan beberapa asam amino antara konsensus dengan
% Iadonesia/5/20035, pada posisi 135S, S48P, P54F, H80Y, N85S, E181G,D202N,M317V dan
sesambahan asam amino pada posisi 437 sampai dengan 450 yaitu WPDGAELPFTIBKY.

“sam amino 437 sampai dengan 450 belum ada pada isolat A/indonesia/5/2005 kemungk inan

10 20 30 40 50
S)rer. . NAF i Nre. e i 3. Ay e xoel-x-
MNPNQKIITIGSICMVIGIVSIJB.QIGNMISIWVIBSIQTGNQHQAESIS

.................................. Sk >.0% B MR suePre
80 70 80 90 100
e o (o 9l . = e 3ireEes sl ol ok el el -0
NTNPLTEKAVASVTLAGNSSLCP IRGWAVHSKDNNIRIGSKGDVFVIREP
N EC Y OGN N XN AT o o) o EERSEYEe o SR Spe o ol TMe s ol | ENeRS
220 120 130 140 150

| S L e | v | s | S A Do
FISCSHLECRTFFLTQGALLNDKESNGTVKDRSPHRTLMSCPVGEAPSPY

180 170 180 180 200
NSRFESVAWSASACHDGTSWLTIGISGPDNEAVAVLKYNGIITDTTIKSWR
.............................. GF 3. w92 W J0. .2 390t &

210 220 230 240 250

B T T (T e [ Ry Iy e L = o
NDILRTQESECACVNGSCFTVMTDGPSNGQASYRIFRMEKGKVVKSVELD

280 270 280 290 300
LR R RN R RS -1 R
APNYHYEEC SCYPDAG’EITCVCRDNWBGSNRPWVSFNQNLEYQIGYICSG

............ I R R R T I T I S

310 320 330 340 350
SRR | NS | DR | PO U | POl | SR | PRPUL SO S
VFGDNPRPNDGTGSCGPMSPNGAYGVKGFSFKYGNGVWIGRTKSTNSRSG
........ To0CTD VPR R et e on e e R s e Rk it oned B [m ek
380 370 380 390 400

410 420 430 440 450
- lran [ oo o o [ oo | 2. e Pae s lgers o] o m- | - = eyl
CFWVELIRGRPKESTIWTSGSSISFCGVNSDTVSWS

Larena sikeunsing yang dilakukan saat itu belum sampai ke asam amino N terminal.



jutnya dilakukan optimasi gen terhadap asam amino sikuen konsensus. Optimasi gen

an dengan menggunakan piranti lunak DNA2.0. Optimasi ditujukan untuk
“memchindari kegagalan transkripsi dan translasi akibat perbedaan /bias kodon antar
ge=assterutama sistem ekspresi mamalia, prokariota dan Baculovirus.  Berikut ini adalah
sl optimasi DNA penyandi protein konsensus Neuraminidase. Sikeun Asam amino

Memraminidase dan sikuen DNA konsensus berpotensi dia jukan paten.
W mnsensus HSNL
. @E=2-CCAACCAGRAGATCATCACCATCGGCAGCATCTGCATGGTGATCGGCATCGTGAGCCTGATGCTGCAGATCGGCAA
== TCAGCATCTGGGTGAGCCACAGCATCCAGACCGGCAACCAGCACCAGGCCGAGCCCATCAGCAACACCAACTTCCTGA
2 AGGCCGTGGCCAGCGTGACCCTGGCCGGCAACAGCAGCCTGTGCCCCATCAGGGGCTGGGCCGTGTACAGCAAGGAC
T TC AGGATCGGCAGCARGGGCGACGTGTTCGTGATCAGGGAGCCCTTCATCAGCTGCAGCCACCTGGAGTGCAGGAC
ETTTCCTGACCCAGGGCGCCCTGCTGAACGACARGCACAGCAACGGCACCGTGARGGACAGGAGCCCCCACAGGACCCTGR
B GT CCCGTGGGCGAGGCCCCCAGCCCCTACARCAGCAGGTTCGAGAGCGTGGCCTGGAGCGCCAGCGCCTGCCACGAC
= AR TGGCTGACCATCGGCATCAGCGGCCCCGACAACGGCGCCGTGGCTGTGCTGABATACAACGGCATCATCACCGA
@—=—C2AGAGCTGGAGGAACA ACATCCTGAGGACCCAGGAGAGCGAGTGCGCTTGCGTGARCGGCAGCTGCTTCACCGTGA
T CACGGCCCCAGCARACGGCCAGGCCAGCTACARGATCTTCARAGATGGAGAAGGGCAAGGTGGTGARGEGCGTGGAGCTG
CSCTCCCAACTACCACTACGAGGAGTGCAGCTGCTACCCCEACGCCGECGAGATCACCTGCETGTGCAGGGACARCTGGCR
I A2CAGGCCCTGGGTGAGCTTCAACCAGAACCTGGAGTACCAGATCGGCTACATCTGCAGCGGCGTGTTCGGCGACA
RSSO CCAACGACGGCACCGGCAGCTGCGGCCCCGTGAGCCCCARCGGCGCCTACGGCGTGARGGGCTTCAGCTTCAAG
TSR CGGCGTGTGGATCGGCAGGACCARGTCCACCAACTCCAGGAGCGGCTTCGAGATGATCTGGGACCCCARCGGCTG
MITESCACCGACAGCAGCT TCAGCGTGAAGCAGGACATCGTGGCCATCACCGACTGGAGCGGCTACAGCGGCAGETTCGTGE
MO CCGAGCTGACCGGCCTGGACTGCATCAGGCCCTGCTTCTGGETGGAGCTGATCAGGGGCAGGCCCARGGAGAGCACT
=T AGCGGCAGCAGCATCAGCTTCTGCGGCGTGAACAGCGACACCGTGAGCTGGAGCTGGCCCGACGGCGCCGAGCT

SNCTTCECCATCGACALAGTA

W 2. Pembuatan sikuen konsensus dan DNA sintetik Hemaglutinin dan neuraminidasc
wees HINI pdm -
Konsensus gen Hemaglutinin dan Neuraminidase dibuat berdasarkan sikeun asam
= ae yang diunduh dari genbank. Kriteria yang dimasukkan adalah asal isolat dari manusia,
‘e asal sample adalah seluruh dunia, dengan tahun pengumpulan sampel 2011-2012.
sl di lakukan pengunduban asam amino, dilakukan penentuan sikuen konsensus
wmegmeakan fasilitas yang disediakan oleh genbank. Sekuen konsensus yang dihasilkan
wsmmnya di sejajarkan dengan asam amino konsensus protein hemaglutinin yang dibuat
Sowlesarhen isolat tahun 2009 yang kami peroleh dari penelitian didanai oleh kemenristek
2009-2010. HAsil pensejajaran menunjukkan perubahan asam amino yang pada posisi
W WE konsensus asam amino H1 2010-2012 tidak memiliki asam amino pada posisi

G, 559Y/G, 562L. Perubahan ini terutama terjadi pada bagian cytoplasmic tail.
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3. Hasil pensejajaran asam amino konsensus H1 konsensus tahun 2010-2012 dan
sws tahun 2009 asal isolat Asia dan negara-negara lain. Perubahan asam amino

! pada posisi K392E, konsensus asam amino H! 2010-202 tidak memiliki asam
i s posisi 558N/G, 559Y/G, S62L.




Swwmsswinya dilakukan optimasi gen terhadap asam amino sikuen konsensus. Optimasi
an dengan menggunakan piranti lunak DNA2.0. Optimasi ditujukan untuk
) kegagalan transkripsi dan translasi akibat perbedaan /bias kodon antar spesies.
¢ dvopiimasi dalam penelitian ini ditujukan untuk meminimalkan bias kodon pada
. peokariota dan baculovirus. Berikut ini adalah hasil optimasi DNA penyandi protein

“ussam konsensus. Sikeun Asam amino Hemaglutinin dan sikuen DNA konsensus

s dxajukan paten.

AT CCTGETGGTGCTGCTGTACACCT TCGCCACCGCCARCGCCGACACCCTGTGCATCGGCTACCACGCCAACAA
I A T TGGACACCGTGCT GGAGAAGAACGTGACCGTGACCCACAGCGTGAACCTGCTGGAGGACAAGCACARCG
B> AGCTGAGGGGCGTGGCCCCCCTGCACCTGGGCAAGTGCAACATCGCCGGCTGGATCCTGGGCAACCCCGAG

| SCCTGAGCACCGCCAGCAGCTGGAGCTACATCGTGGAGACCAGCAGCAGCGACAACGGCACCTGCTACCCCGGCGA
L SR TACGAGGAGCTGAGGGAGCAGCTGAGCAGCGTGAGCAGC T TCGAGAGGT TCGAGATCTTCCCCARAGACCAGCA
SEEY 33T ACGACAGCAACRAGGGCGTGACCGCCGCCTGCCCCCACGCCGGCGCCAAGAGCTTCTACAAGARCCTGATC
SNSETERACAAGGGCARCAGCTACCCCAAGCTGAGCARGAGCTACATCAACGACAAGGGCAAGGAGGTGCTGGTGCTGTE
P2 ACCCCAGCACCAGCGCCGACCAGCAGAGCCTGTACCAGAACGCCGACGCCTACGTGTTCGTGGGCACCAGCA
T AACAAGTTCARGCCCGAGATCGCCATCAGGCCCAAGGTGAGGGACCAGGAGGGCAGGATGARCTACTACTGGACE
=== TTGGCGACAAGATCACCTTCGAGGCCACCGGCARCCTGGTGGTGCCCAGGTACGCCT TCGCCATGGAGAGGAR
S ACCGGCATCATCATCAGCGACACCCCCGTGCACGACTGCAACACCACCTGCCAGACCCCCAAGGGCGCCATCARCA

S CTSCCCTTCCAGAACATCCACCCCATCACCATCGGCARGTGCCCCARGTACGTGAAGAGCACCAAGCTGAGGCTGGCE
ST TCAGGAACGTGCCCAGCATCCAGAGCAGGGGCCTGTTCGGCGCCATCGCCGGCTTCATCGAGGGCGGCTGGACCGE
R—t=ACCGCTGGTACGGCTACCACCACCAGAACGAGCAGGGCAGCGGCTACGCCGCCGACCTGAAGAGCACCCAGAACG
SEAC2AGATCACCARCAAGGTGARCAGCGTGATCGAGAAGATGAACACCCAGTTCACCGCCGTGGGCAAGGAGTTCAAC
W= CAAGAGGATCGAGARCCTGAACARGAAGGTGGACGACGGCTTCGTGGACATCTGGACCTACA ACGCC_GAGCTGCT
TGO TGGAGAACGAGAGGACCCTGGACTACCACGACAGCAACGTGARGARCCTGTACGAGARGGTGAGGAGCCAGCTGA
= AT GCCARGGAGATCGGCAACGGCTGCT TCGAGT TCTACCACAAGTGCGACAACACCTGCATGGAGAGCGTGAAGAAC
L RCCTACGACTACCCCAAGTACTCCGAGGAGGCCAAGCTGAACAGGGAGGAGATCGACGGCGTGAAGCTGGAGAGCACCAG
T ACATCCTGGCCATCTACAGCACCGTGGCCAGCAGCCTGGTGCTGGTGGTGAGCCTGGGCGCCATCAGCTTCTGGA

SEDE4 R AACGGCAGCCTGCAGTGCAGGATCTGCAT

B

Swewmen konsensus Neuraminidase HIN1 pdm dibuat seperti dijelaskan untuk pembuatan
mea konsensus Hemaglutinin HINI pdm. Asam amino konsensus yang dihasilkan
wiamputnya di sejajarkan dengan asam amino konsensus protein Neuraminidase yang dibuat
Sesdasarkan isolat tahun 2009 yang kami peroleh dari penelitian yang didanai oleh
Besmninistek periode tahun 2009-2010. Hasil pense jajaran menunjukkan tidak ada perubahan
s amino, namun dilakukan perubahan pada susunan asam nukleat penyandi kodon. dalam
semelitian ini asam nukleat penyandi kodon dioptimasi supaya daat diekspresikan dalam

wssem mamalia, prokariota dan baculovirus.
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Foros NA_HIN1 2009
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Bkxxs EA_HIN1 2009
Omx<ER HI1Nlpan 20102012

@ N0 HIN1 2009
Smx<EN_HINlpan 2010_2012

Foms NA_HIN1 2009
CrsNA HINlpan_2010_2012

Fams NA HIN1 2009

ConsRZ _H1Nlpan_ 2010 2012

{zmmbar 4. Hasil pensejajaran asam amino konsensus neuroaminidase tahun 2009 dengan

#sam amino konsensus tahun 2010-2012, tidak ditemukan adanya perbedaan asam amino.

DA penyandi asam amino konsensus neuraminidase tahun 2010-2012 dibuat dengan
menggunakan program DNA2.0. Sikuen asam amino konsensus neuraminidase dan DNA

pemyandi asam amino neuraminidase konsensus berpotensi untuk paten. Berikut ini sikuen
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TN A neuraminidase konsensus.



8 12ConsOPT

AT CCCAACCAGAAGATCATCACCATCGGCAGCGTGT GCATGACCATCGGCATGGCCAACCTGATCCTGCAGATCGGCAR

Qe ¥=T2GCATCTGGAT CAGCCACAGCATCCAGCTGGGCARCCAGAACCAGATCGAGACCTGCAACCAGAGCGTGATCACCT
2> >3 nCACCTGGGTGAACCAGACCTACGTGAACATCAGCAACACCAACTTCGCCGCCGGCCAGAGCGTGGTGAGCGTG
PPE-CCGGCAACAGCAGCCTGTGCCCCGTGAGCGGCTGGGCCATCTACAGCAAGGACAACAGCATCAGGATCGGCAGC.AA
BRI TGTTCGTGATCAGGGAGCCCTTCATCAGCTGCAGCCCCCTGGAGTGCAGGACCTTCTTCCTGACCCAGGGCGCCC

- [ARCGACAALGCACAGCAACGGCACCATCAAGGACAGGAGCCCCTACAGGACCCTGATGAGCTGCCCCATCGGCGAGGTG
S CCCTACRACAGCAGGTTCGAGTCCGTGGCCTGGAGCGCCAGCGCCTGCCRACGRCGGCATCARACTGGCTGACCATCGE
- e CCCCGACAACGGCGCCGTGGCCGTGCTGAAGTACAACGGCATCATCACCGACACCATCAAGAGCTGGAGGAACA
e AGGACCCAGGAGAGCGAGTGCGCCTGCGTGAACGGCAGCTGCTTCACCGTGATGACCGACGGCCCCAGCGACGGC
S TACCTACARGATCTTCAGGATCGAGAAGGGCAAGATCGTGAAGAGCGTGGAGATGAACGCCCCCARCTACCACTACGA
e AGCTGCTACCCCGACAGCAGCGAGATCACCTGCGTGTGCAGGGACAACTGGCACGGCAGCARCAGGCCCTGGGTGA
P aACCAGAACCTGGAGTACCAGATCGGCTACATCTGCAGCGGCATC I TCGGCGACAACCCCAGGCCCAACGACAAGACC
T T GCGGCCCCGTGAGCAGCAACGGCGCCARCGGCGTGAAGGGCTTCAGCTTCAAGTACGGCAACGGCGTGTGGATCGG
s AAGAGCATCAGCAGCAGGAACGGCTTCGAGATGATCTGGGACCCCAACGGCTGGACCGGCACCGACARCAACTTCA
L ArTAERCCAGGACATCGTGGGCATCAACGAGTGGAGCGGCTACAGCGGECAGCTTCGTGCAGCACCCCGAGCTGACCGGCCTG
T ATCAGGCCCTGCTTCTGGGTGGAGCTGATCAGGGGCAGGCCCARGGAGAACACCATCTGGACCAGCGGCAGCAGCAT

O ETTTCTGCGGCGTGAACAGCGACACCGTGGGCTGGAGC TGGCCCGACGGCGCCGAGCTGCCCTTCACCATCGACRAG

W3 Pembuatan sikuen konsensus -dan sintetik Nucleoprotein

S.aw=ensus gen Nucleoprotein dibuat berdasarkan sikeun asam amino yang diundub dari
weskembke. Kriteria yang dimasukkan adalah asal isolat dari manusia, lokasi asal sample adalah
wehwruh dunia, dengan tahun pengumpulan sampel 2005-2012 dan jenis virus HSNI. Setelah
& lzkukan pengunduhan asam amino, dilakukan penentuan sikuen konsensus menggunakan
“wsilitas yang disediakan oleh genbank. Sekuen konsensus yang dihasilkan selanjutnya di
sesasarkan dengan asam amino konsens-us nucleoprotein asal virus HINI pdm tahun 2011
swmapi 2012 untuk mengetahui perbedaan asam amino antar isolat. Hasil pensejajaran
mesunjukkan perbedaan asam amino antara H5N 1 dan HINI pdm yaitu N26D, V391, S40G,
59D, R83K,RI1061, VI11M, T125V,L1421, M195], VI96A, 1223V, Y295H, R311K, F319V,
LE2OM, T356K, R357K, V359I, Q360K, M377V A379T, R406K, 1431V, T436S, T439N,
S0V, R458K, V4621, N488S, N504S, dan R505Q
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Ganbar 5. Hasil pensejajaran asam amino gen Nucleoprotein yang akan digunakan dalam
penclitian ini dengan asam amino konsensus NP H5N1 dan asam amino konsensus NP HIN1
pdm. Perbedaan asam amino antara NP H5NI dan NP HINI1 pdm antara lain N26D, V391,
S40G, ES9D, R83K,R1061, VI 1IM, 1125V, L1421, M1951, V196A, 1223V, Y295H, R31 IK,
5319V, 1322M, T356K, R357K, V3591, Q360K, M377V A379T, R406K, 1431V, T436S,
TH39N, 1450V, R458K, V4621, N488S, N504S, dan R505Q



DNA penyandi asam amino konsensus NP dibuat dengan menggunakan program DNA2.0.

Sikuen asam amino konsensus neuraminidase dan DNA penyandi asam amine neuraminidase
konsensus berpotensi untuk paten. Berikut ini sikuen DNA NP konsensus,

> NPcons OPT

ATGAGCGACATCGAGGCTATGGCCTCCCAAGGCACCAAACGCTCCTACGAGCAGATGGAGACCGGCGG
CGAAAGGCAARAACGCTACAGAAAT TAGGGCTAGC GTGGGCCGCATGGTGAGCGGCATCGGCCGCTTCT
ATATCCAGATGTGCACCGAACTGAAGCTGAGCGACTACGAAGGCCGCCTGATCCAARACAGCATCACA
ATTGRAAGGATGGTCCTGTCCGCTTTCGATGAACGCCGCAACCGCTACCTGGAGGAACATCCTAGCGC
TGGCAAGGACCCCAAGAAGACCGGCGGCCCCATCTATAGGAGGAGGGACGGCAAGTGGGT GCGCGAGC
TGATCCTGTACGACAAGGAAGAAATCAGGAGGATCTGGAGGCAGGCCAACAACGGCGAGGACGCCACC
GCTGGCCTGACCCACCTGATGATCT GGCACAGCAACCTGAACGACGCTACATATCAGAGGACCAGGGC
TCTGGTGAGGACCGGCATGGATCCTAGGATGTGTAGCCTCATGCAAGGCAGCACCCTGCCCAGGAGGT
CCGGCGCTGCTGGCGCTGCTGTCAAAGGCGT GGGCACAATGGT GATGGAGCTGATCCGCATGAT CAAG
AGGGGCATCAACGACAGGAACTTCTGGAGGGGCGAGAACGGCAGGAGGACAAGGATTGCTTATGARAAG
GATGTGTAATATCCTGAAGGGCAAGTTCCAGACCGCTGCTCAAAGGGCTATGATGGACCAAGTCAGGG
AAAGCAGGAACCCTGGCAACGCTGAAATTGAGGACCTGATCTTCCTGGCTAGGAGCGCTCTGATTCTG
AGGGGCTCCGTGGCTCACAACAGCTGTCTGCCTGCTTGCGTGTACGGCCTGGCTGTCGCTAGCGGCTA
CCGATTTTGAAAGGGAAGGCTACAGCC TGGTGGGCATCGATCCT TTCAGGCTGCTGCARAACAGCCAAG
TGTTCAGCCTGATCAGGCCTAACGAAARATCCTGCTCACAAAAGCCAACTCGTGTGGATGGCTTGCCAT
AGCGCTGCTTT TGAAGATCTCAGGGTGAGCAGCTTCATCAGGGGCACAAGGGTGGTGCCTAGGGGCCA
ACTGAGCACACGCGGCGTGCAGATCGCCAGCAACGAGAACATGGAGGCCATGGACAGCAACACCCTGG
AGCTGAGGAGCCGCTACTGGGCTATCAGGACCAGGAGCGGCGGCAACACCAACCAGCAGAGGGCTAGC
GCTGGCCAGATCAGCGTGCAACCTACATTTAGCGT GCAAAGGAACCTGCCTTT CGAACGCGCTACAAT
CATGGCTGCTTTCACAGGCAACACAGAAGGCAGGACATCCGATATGAGGACAGAAATTATTAGGATGA
TGGAAAGC GCTAGGCCTGAAGACGTGTCCTTCCAGGGCCGCGGCGTGTTCGAGCTGAGCGACGAGAAG
GCTACAAACCCTATTGTCCCTTCCTTTGACATGAACAACGAAGGCAGCTACTTCTTCGGCGACAACGC
TGAAGAATATGATAACAGG

V.4, Pembuatan DNA sintetik Lysteriolisin

Hasil pensejajaran asam amino listeriolisin tidak menunjukkan ada perbedaan asam amino
listeriolisin yang diunduh dari genbank dengan asam amino hasil translasi gen listeriolisin

yang telah dioptimasi koden untuk sistem mamalia.
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Gambar 5. Hasil pensejajaran asam amino lysteriolysin yang diunduh dari genbank dengan

asam amino hasil traslasi gen sintettk ayng telah dioptimasi untuk sistem mamalia

menun jukkan tidak ditemukan adanya perbedaan asam amino antara lysteriolisin yang

diunduh dari genbank dengan hasil translasi gen lysteriolisin sintetilk.



Selanjutnya asam amino listeriolisin dibuat sikuen DNAnya dengan bantuan piranti lunak

DNA 2.0 dan dioptimasi untuk sistem mamali, berikut ini adalah sikuen DNA penyandi

Esteriolisin. Sikuen asam amino dan DNA yang dihasilkan dalam penelitian ini berpotensi

paten.

>lysteriolisinORD
ATGAAGAAGATCATGCTGGTGTTCATCACCCTGATCCTGGTGAGCCTGCCCATCGCC
CAGCAGACCGAGGCCAAGGACGCCAGCGCCTTCARCRAGGAGAACAGCATCAGCAGC
ATGGCCCCCCCCGCCAGCCCCCCCGCCAGCCCCAAGACCCCCATCGAGAAGAAGLCAC
GCCGACGAGATCGACAAGTACATCCAGGGCCTGGACTACAACAAGAACAACGTGCTG
GTGTACCACGGCGACGCCGTGACCAACGTGCCCCCTAGGAAGGGCTACAAGGACGGC
AACGAGTACATCGTGGTGGAGAAGAAGAAGAAGAGCATCAACCAGAACAACGCCGAC
ATCCAGGTGGTGAACGCCATCAGCAGCCTGACCTACCCCGGCGCCCTGGTGAAGGCC
AACAGCGAGCTGGTGGAGAACCAGCCCGACGTGCTGCCCGTGAAGAGGGACAGCCTG
ACCCTGAGCATCGACCTGCCCGGCATGACCAACCAGGACAACAAGATCGTGGTGAAG
AACGCCACCAAGAGCAACGTGAACAACGCCGTGAACACCCTGGTGGAGAGGTGGAAC
GAGAAGTACGCCCAGGCCTACCCCAACGTGAGCGCCAAGATCGACTACGACGACGAG
ATGGCCTACAGCGAGAGCCAGCTGATCGCCAAGTTCGGCACCGCCTTCAAGGCCGTG
AACAACAGCCTGARACGTGAACTTCGGCGCCATCAGCGAGGGCAAGATGCAGGAGGAG
GTGATCAGCTTCAAGCAGATCTACTACAACGTGAACGTGAACGAGCCCACCAGGCCC
AGCAGGTTCTTCGGCAAGGCCGTGACCAAGGAGCAGCTGCAGGCCCTGGGCGTGAAC
GCCGAGAACCCCCCCGCCTACATCAGCAGCGTGGCCTACGGCAGGCAGG TGTACCTG
AAGCTGAGCACCAACAGCCACAGCACCAAGGTGAAGGCCGCCTTCGACGCCGCEGTG
AGCGGCARAGAGCGTGAGCGGCGACGTGGAGCTGACCAACATCATCAAGAACAGCAGC
TTCAAGGCCGTGATCTACGGCGGCAGCGCCAAGGACGAGGTGCAGATCATCGACGGC
AACCTGGGCGACCTGAGGGACATCCTGAAGAAGGGCGCCACCTTCAACAGGGAGACC
CCCGGCGTGCCCATCGCCTACACCACCAACTTCCTGAAGGACAACGAGCTGGCCGTG
ATCAAGAACAACAGCGAGTACATCGAGACCACCAGCAAGGCCTACACCGACGGCARAG
ATCAACATCGACCACAGCGGCGGCTACGTGGCCCAGTTCAACATCAGCTGGGACGAG
GTGAACTACGACCCCGAGGGCAACGAGATCGTGCAGCACAAGAACTGGAGCGAGARC
AACAAGAGCAAGCTGGCCCACTTCACCAGCAGCATCTACCTGCCCGGCAACGCCAGG
AACATCAACGTGTACGCCAAGGAGTGCACCGGCCTGGCCTGGGAGTGGTGGAGGACC
GTGATCGACGACAGGAACCTGCCCCTGGTGAAGAACAGGAACATCAGCATCTGGGGC
ACCACCCTGTACCCCAAGTACAGCAACAAGGTGGACAACCCCATCGAG



% 5. Pembuatan DNAsintetik fusi SPD-CD40L human

Fusi SPD_CD40L dilakukan dengan cara mengunduh sikuen mRNA penyandi
protein surfactan protein D manusia diunduh dari gen bank dengan nomor akses
NM_003019 versi NM_003019.4 GI:61699225. Sikeun mRNA penyandi protein
CD40L manusia diunduh dari gen bank dengan nomor akses NM_ 000074 versi
NM_000074.2 GI:58331233. Fusi gen mengandung sinyal peptide yang dipcrlukan
supaya protein dapat diekspresikan di membran sel. Sinya peptide berada pada bagian
C terminal. Gen SpD yang diambil dalam fusi ini merupakan bagian yang dapat
membentuk strukur trimer. Hal ini ditujukan supaya CD40L yang terfusi dibagian N
terminal SPD dapat membentuk struktur trimer, karena fungsi biologis CD40L
ditentukan oleh struktur polimemya. Bagian CD40L. yang difusi merupakan bagian
globular, yang merupakan bagian fungsional CD40L. Bagian transmembrane CD401
tidak diikut sertakan dalam pembuatan fusi. Fusi yang dilakukan dalam peneltian ini
berbeda dengan peneltian terdahulu yang memfusikan SPD secara utuh dengan
CD40L. Berikut ini adalah hasil pensejajaran asam amino fusi SPD_CD40L, CD.40L-
dan SPD.
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Gambar 6 . Pensejajaran asam amino fusi SPD_CD40L dengan SPD dan CD40L asal
manusia. Sikuen asam amino SPD berada dalam kotak wamna biru, pada sikuen fusi
SPD_CDA40L dipisahkan oleh asam amino GGGS, sikuen asam amino CD40L berada dalam

kotak wama kuning.



Gen penyandi asam amino protein fusi SPD_CD40L selanjutnya disusun dengan

menggunakan piranti lunak DNAZ2.0. Berikut ini adalah sikeun DNA penyandi protein fusi
SPD_CD40L.

> HumanSPD-CD40t
ATGCTGCTCTTCCTCCTCTCTGCACTGGTCCTGCTCACACAGCCCCTGGGCTACCTGGAAGCAGGAATGARGACCTACTCCCA
CRAGRACCATGCCCAGTGCTTGCACCCTGGTCATGTGTAGCTCAGTGGAGAGTGGCCTGCCTGGTCGCGATGGACGGGATGGGA
GAGAGGGCCCTCGCGGCGAGRAAGGGCGACCCAGGTTTGCCAGGAGCTGCAGGGCARGCAGGGATGCCTGGACAAGCTGGCCCA
GTTGGCCCCAAAGGGGACAATGGCTCTGTTGGAGARCCTGGACCAAAGGGAGACACTGGGCCAAGTGGACCTCCAGGACCTCC
CGGTGTGCCTGGTCCAGCTGGAAGAGARGGTCCCCTGGGGARGCAGGGGAACATAGGACCTCAGGGCAAGCCAGGCCCANAAG
GAGAAGCTGGCCCCAAAGGAGAAGTAGGTGCCCCAGGCATGCAGGGCAGCGCAGGGGCPAGAGGCCTCGCAGGCCCTAAGGGA
GAGCGAGGTGTCCCTGGTGAGCGAGGAGTCCCTGGARRCACAGGGGCAGCAGGGTCTGCTGGAGCCATGGGTCCCCAGGGARG
TCCAGGTGCCAGGGGACCCCCGGGATTGARGGGGGACAAAGGCATTCCTGGAGACAARGGAGCAAAGGGAGARAGTGGGCTTC
CAGATGTTGCTTCTCTGAGGCAGCAGGTTGAGGCCCTGCAAGGACARGTACAGCACCTCCAGGCTGCTTTCTCTCAGTATAAG
AAAGTTGAGCTCTTCGGAGGTGGATCTCTTCATAGAAGGT TGGACAAGATAGAAGATGARAGGA ATCTCCATGAAGATTTTGT
ATTCATGAAAACCATCCAGCGGTGTAACACCGGCGAAAGATCCCTGTCCCTGCTC AACTGCGAAGAGATTAARAGCCAGTTTG
AAGGCTTTGTGAAGGATATAATGCTGAACAAAGAGGAGACCAAGAAAGAANACAGCTTTGAAATGCAAANAGGCGATCAGAAT
CCTCARATTGCTGCTCACGTCATAAGCGAGGCTAGCAGCAAARCAACATCTGTGCTGCAGTGGGCTGARARAGGATACTACAC
CATGTCCAATAATCTGGTAACCCTGGA ARATGGGAAACAGCTGACCGTTARPAGACARGGACTCTATTATATCTATGCCCAAG
TCACCTTCTGTT CCAATCGGGAAGCTAGCAGCCAAGCTCCTTTTATAGCCAGCCTCTGCCTGARGTCCCCCGGCAGATTCGAG
AGRAATCCTGCTCCGGGCTGCTAATACCCACTCCTCCGCCAAACCTTGCGGCCAACAATCCAT TCACCTGGGCGGCGTGTTCGA
GCTGCAGCCTGGCGCCTCCGTGTTTGTGARTGTGACAGATCCTAGCCAAGTGAGCCATGGCACAGGCTTCACATCCTTTGGCC

TCCTCARACTC

V.6. Perancangan dan Konstruksi vektor pengekspresi vaksin DNA berfusi dengan gen
adjuvant.
Gen penyandi protein adjuvant yaitu gen VP22 penyandi protein VP22, gen C3b atau P28
penyandi protein C3b (P28). Gen akan di klona secara berfusi pada bagian C tenninal protein
Hemaglutinin, menggantikan posisi Transmembrane dan Cyloplasmic tail sehingga protein
yang dihasilkan merupakan protein hemaglutinin berfusi dengan gen penyandi VP22 atau
P28. Dalam peneltian ini kemampuan hemaglutinin untuk membentuk struktur trimeric tidak
dihilangkan, sehingga protein fusi yang dihasilkan akan dapat membentuk struktur trimer dan
protein adjuvant akan ada dalam keadaan multimer.

Gen adjuvant CD40L akan dibuat dengan memfusikan surface protein D pada bagian
N terminal CD40L. gen fusi selanjutnya akan diklona dalam vektor pcDNA3.1, sehingga
akan diperoleh pCDNA3.1SPD-CD40L. Saat digunakan scbagai adjuvant, plasmid
pcDNA3.1SPD-CD40L akan dimasukkan/disuntikkan bersama-sama dengan DNA vaksin.
Diharapkan penyuntikan plasmid penyandi protein CD40L akan meningkatkan respon

kekebalan humoral.



Adjuvant Lysteriolisin dibut berdasarkan kemampuan lysteriolisin untuk melepaskan

fin dari endosom sehingga protein tidak dihancurkan oleh protease lisosom. Dalam
genelitian ini gen lysteriolisin akan diklona dalam vektor ekspresi prokariota. Protein

fysteriolisin akan ditambahkan pada saat formulasi vaksin DNA, Baculovirus atau protein sub

nit.

V.7. Pengklonaan gen HA-HSN1 tanpa daerah transmembran dan cyfoplasmic tail
(HAACTM) ke dalam vektor plasmid pcDNA3.1(+)

Fragimen gen HA HSNI1 tanpa daerah cytoplasmic tail dan transmembran domain
diamplifikasi menggunakan teknik PCR dengan template berupa fragmen gen HA full yang
ielah diklona ke dalam plasmid pcDNA3.I(+). Ukuran pita DNA yang diharapkan dari hasil
amplifikasi adalah + 1400 bp. Gambar 7 menunjukkan hasil amplifikasi DNA sisipan dan
pemotongan DNA vektor.

Keteruvngon:

L M arks UNA geveevuler
1 : hasi) PCR HAATM

2 :p<ONAI1-Nhed

Agnrosa 0,8% ; 100V ; 30 menit

Gambar 7. Persiapan DNA vektor dan insert HAATM

NA insert dan vektor yang telah direstriksi dengan enzim restriksi Nhel dan EcoR]
kemudian dipurifikasi dan diisolasi menggunakan 0,8% Low Melting Agarosa dan diligasi

dengan perbandingan DNA sisipan:vektor = 3:1.



Seleksi menggunakan teknik PCR koloni dengan pasangan primer yang mengamplifikasi

daerah MCS vektor. Gambar 8 menunjukkan bahwa 12 dari 14 klon teridentifikasi positif

mengandung sisipan HAATM.

Agoarosa0,8%,' 210 V; 30 menit

Agarosa0,8%; 110V, 30 menit

Keterangan:
Keterangan: 1220 : plasmd rekmmbinan pcdDNA 3.1 HA (1743bp)
711 : plasmid rekombinan pcDNA 3.1- M : Marka DNA
M :MarkaDNA we : plasmid wiki-type (271 bp)

we :ptasmid wild-type (271bp)

a

Gambar 8. Hasil verifikasi PCR dari pcDNA 3.1 HAATM

Salah satu klon, yaitu pcDNA3I(+)HAATM(13) diverifikasi sekuensing dan
menunjukkan kesesuaian DNA sisipan dengan template gen HA H5NI. Hasil sekuensing
menunjukkan bahwa gen HA telah berhasil diklona ke dalam plasmid pcDNA3.1(+) (Gambar

9). Plasmid kemudian diperbanyak dan disimpan dalam bentuk stok kultur.
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Gambar 9. Hasil alignment pcDNA3.1(+)HAATM



V.8. Pengkionaan adjuvan gen Cd40L ke dalam vektor plasmid pcDNA3.1(+)

Sintesis DNA sisipan CD40L yang menyandi protein CD40L dilakukan melalui proses
amplifikasi polymerase chain reactor reverse transcriptase (RT-PCR) menggunakan RNA
yang diekstraksi dari sel PMBC mencit sebagai materi genetik pola cetaknya. Amplifikasi
DNA penyandi protein CD40L menggunakan reagen One Step RT-PCR Superscript Ill/Taq
Platinum dan pasangan primer MSCD40L F1 dan CD40L_F2. Gambar [® menunjukkan

hasil PCR dari DNA sisipan Cd401.
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Gambar 10. Hasil PCR CD40L

DNA adjuvan Cd401 akan diklona ke dalam plasmid ekspresi mamalia pcDNA3.I
dengan situs restriksi Hindlll dan EcoRl. Gambar 11 menunjukkan skema pengklonaan

DNA adjuvan Cd401 ke dalam vektor pcDNA3.1.
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Gambar 11. Skema pengklonaan DNA adjuvan CD40L dalam vektor pcDNA3.}

Plasmid pcDNA3.1(+) pertama-tama direstriksi dengan enzim restriksi Hindlll selama
16 jam. Hasil yang diharapkan adalah plasmid terlinearisasi, kemudian dipurifikasi
menggunakan QIAEXII gel extraction kit dengan metode desalting. Gambar 12
menunjukkan plasmid pcDNA3.l yang telah direstriksi dengan Hindlll dan dipurifikasi

menggunakan kit tersebut.



Keterangen:
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.
Gambar 12. Restriksi plasmid pcDNA3.1 dengan HindIIl.

Plasmid pcDNA 3.1(+) yang telah dilinearkan dengan HindIll kemudian direstriksi
kembali dengan EcoRl. Pengklonaan menggunakan dua enzim restriksi memiliki keuntungan
yaitu tidak diperlukan verifikasi orientasi DNA sisipan. Gambar 13 menunjukkan hasil

restriksi pcDNA3.1 Hindlll dengan EcoRI

Keberangan:

(Y] : Marka ONA genentes

1 : plasmid pcDNA 3,2 wild type
2

: plasmid pcON3, 1 direstri ksi Himd-EcoRt [S87) bp)
: pitaONA pcDNA3.1 terfinearisasi

Agerosa0,B%; 100V; 30 menit

Gambar 13. Hasil purifikasi restriksi plasmid pcDNA3.1 dengan f/indill dan EcoRI

BNA sisipan CD40L yang telah berhasil diamplifikasi juga harus direstriksi dengan
enzim restriksi Hindi}l dan EcoRl. Gambar 14 menunjukkan hasil purifikasi DNA sisipan

setelah direstriksi dengan kedua enzim restriksi tersebut.



Revargan:
M : Maska DN A gerenibe
1 : ONA adjuvanCdI0| dre=0ik dongan MendiB-¢ R
—_— ; pita DN A adjuven CA401 {782 bp)
Agarass 0,8%; 100V; 30 menit

Gambar 14. DNA sisipan C®40L direstriksi dengan Hindlll dan EcoRI

DNA plasmid dan sisipan yang telah diisolasi menggunakan Low Melting Agarosa
kemudian diligasi dengan enzim 74 DNA ligase. Perbandingan DNA vektor dan sisipan
adalah 1:3. Campuran reaksi ligasi diinkubasi pada suhu 16°C overnight. Hasil ligasi akan
ditransformasi ke dalam sel Escherichia coli TOP10 kompeten. Proses transtormasi
menggunakan metode heat shock. Pertumbuhan bakteri terlihat berupa koloni putih pada
plate sebaran hasil ligasi pcDNA 3.1(+) dengan CD40L, menunjukkan keberhasilan ligasi.
Namun demikian, perlu verikasi lebih lanjut apakah koloni yang tumbuh membawa DNA
sisipan CD40L. Koloni putih juga tumbuh pada kontrol positif transformasi, yaitu pcDNA
3.1(+) wildtype (10 ng/ul) (Tabel 1). Kontrol negatif transtormasi yang hanya berisi sel
kompeten E. coli TOP10 tidak menunjukkan pertumbuhan sama sekali. Hasil perhitungan

efisiensi transformasi menunjukkan efisiensi yang tinggi yaitu sebesar 8,25 x 10° cfu/pg.

Tabel 1. Jumlah koloni hasil transformasi

Hasil transformasi Jumlah koloni
Transformasi hasil ligasi pcDNA 3.1(+) - Cd<0/ (50 pl) 5
Transtormasi hasil ligasi pcDNA 3.1(+) - Cd40f (200 23
ul) i
Kontrol ligasi pcDNA 3.1(+) - Cd40! -
Kontrol positif pcDNA 3.1(+) widtype (10 ng/ul) 1650
Kontrol negatif transformasi (s¢l kompeten) -

Verifikasi DNA rekombinan dengan teknik PCR koloni menggunakan pasangan primer
vektor yaitu CMV_F dan BHG_R, pasangan primer tersebut akan mengapit daerah vektor
yang membawa DNA sisipan. Hasil analisis pada gel agarosa 0,8% menggunakan marka gene
ruler DNA ladder mix menunjukkan adanya pita BDNA pada lajur 1--3, 6, dan 12 yang

bermigrasi hampir sejajar dengan marka DNA 900 pb dan kemungkinan merupakan insert



CD40L.

pada gambar 5.

Visualisasi agarosa 0,8% hasil amplifikasi PCR koloni rekombinan dapat dilihat

Agarosa0,8%; 100V: 30 menit
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™M :MarkaDNA genenjes
oY : pONA3.1 wild-type
1-13 : pcDNA3 1 CA4DI renembiinan
: pita DNA hasif amplifikasi prsnes OMVF-BHGR (£900 bp)

Gambar 15. PCR koloni plasmid rekombinan

Sebanyak 2 plasmid rekombinan pcDNA3.L-Cd40L yang positif mengandung sisipan

CD40L. dengan verifikasi PCR kemudian dikultur ke dalam 4 ml media Luria Bertani cair dan

diisolasi plasmid untuk kemudian diverifikasi dengan sekuensing. Hasil sekuensing gen

CDA40L telah berhasil diklona ke dalam plasmid pcDNA3.1. Gambar 16 menunjukkan hasil

pensejajaran plasmid rekombinan dengan sekuen CD40L awal.
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Gambar 16. Hasil alignment DNA sisipan dengan gen CD40L mus musculus

Plasmid pcDNA3.1-Cd40l yang telah terverifikasi dengan sekuensing kemudian akan

diisolasi skala besar dan dibuat stok kuitur untuk digunakan pada penelitian selanjutnya.
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Gambar 19. Hasil sekuensing plasmid pcDNA-P28(13)

Sisa ligasi kemudian ditransfornasi ulang, kemudian dilakukan seleksi koloni
terhadap plasmid rekombinan yang dihasilkan. Verifikasi sekuensing tehadap plasmid

pcDN A3.1-P28(5) menun jukkan bahwa fragmen P28 telah berhasil diklona ke dalam plasmid

pcDNA3.1(+) (Gambar 20).
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Gambar 20. Hasil alignment pcDNA3.1P28(5)
V.10. Pengklonaan adjuvan gen VP22 ke dalam vektor plasmid pcDNA3.1(+)

DNA sisipan VP22 diamplifikasi dengan template gen sintetik VP22, DNA sisipan
kemudian direstriksi dengan enzim restriksi Hindlll dan BamH1 (Gambar 21)
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Gambar 21. DNA insert VP22 dan vektor pcDNA3.1(+)

Hasil ligasi dari DNA vektor dan sisipan VP22 kemudian diseleksi dengan PCR koloni
menggunakan primer yang mengamplifikasi daerah Mutiple Cloning Sites (MCS) dari vekter
plasmid pcDNA3.1(+). Berdasarkan hasil seleksi PCR (Gambar 22), beberapa klona yang
diperkirakan positif mengandung DNA sisipan VP22 kemudian divcritikasi sekuensing
(Gambar 23).



Agarosa 0,8%; 100V; 30 menit

Ketevangnn:
1-14 : plasmid rekpmbinan pcDNA 3.1-VP22 (388bp)
M : Marka DNA

wWe : plasmidwild-type (271 bp)

Gambar 22. Hasil PCR sekuensing klona plasmid pcDNA3.1-VP22
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Gambar 23. Hasil sekuensing pcDNA3.1-VP22(4)

5.7.Pengklonaan gen HA-HSN1 tanpa daerah transmembran dan cytotoxic tail ke
dalam vektor plasmid pcDNA3.1(+)VP22 dan pcDNA3.1(+)Cd40]

Tahap selanjutnya setelah semua gen berhasil diklona ke datam plasmid pcDNA3.1(+)

adalah pembuatan vektor untuk fusi gen hemaglutinin dan adjuvan gen. Gen HAATM diklena




ke dalarn vektor yang telah mengandung adjuvan gen, yaitu adjuvan gen CD40L, VP22, dan
P28.

DNA insert HAATM diamplifikasi menggunakan enzim TagHifi pol ymerase, kemudian
diklona ke dalam pcDNA 3.1(+)CD40L. Fragmen HAATM hasil PCR dipurifikasi,
kemudian direstriksi menggunakan enzim Nhe/ dan HindlIl secara sekuensial. pcDNA3.1(+)
yang telah mengandung fragmen CD40L digunakan sebagai vektor juga direstriksi dengan
enzim yang sama. Gambar 24 merupakan visualisasi hasil restriksi fragmen HAATM dan

pcDNA3.1 CD40L

bp bp
6000
5000 3000
3000 1
1500
1200
1000
1000 ;
500 —
500
Agaresa 0,8 %, 108 Vv, 30 menit
Keterangan: Keterangan:
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2 : pcBNA3.1(+} Cd40l- Nhel Hindlll (1470 bp)
{6.210 bp)

Gambar 24. Restriksi DNA insert HAATM dan vektor pcDNA3.1 CD40L déngan enzim
Nhel dan Hindll )

Hasil digesti fragmen HAATM dan pcDNA.| CD40L dipurifikasi dengan low melting
agarose, selanjutnya diligasi menggunakan enzim 74 DNA ligase. Campuran reaksi ligasi
diinkubasi 16°C selama 16 jam. Kontrol ligasi yang digunakan yaitu campuran ligasi yang
hanya berisi vektor terlinearisasi, tanpa diberi DNA inscrt. Hasil ligasi selanjutnya
ditransformasi ke dalam sel kompeten Escherichia coli TOP 10 dengan metode heat shock
Hasil koloni yang tumbuh diverifikasi dengan PCR koloni dan dibuat replika koloni. Gam bar
25 merupakan visualisasi hasil PCR koloni pada agarosa 0,8%. Berdasarkan hasil PCR
koloni, terdapat 4 koloni dari total 8 koloni yang diverifikasi, mengindikasikan membawa

tragmen HAATM yaitu koloni no. 2,3,6, dan 7.



Agarosa 0.8%, 100V, 3D menit

Keterangan:

1-8 ; Tekembinan P<BNA3 A(+}CdA0-HAATN (2523 bp)
Wt TpcPNAZ 1{(+)CA40] (1853 bp)

M : marker

Gambar 25. PCR koloni plasmid rekombinan pcDNA3.1 CD40L HAATM

Koloni yang menunjukkan hasil positif pada PCR koloni kemudian diverifikasi
kembali dengan teknik digesti. Plasmid rekombinan dilinearisasi menggunakan enzim
Hindlll untuk memastikan ukuran plasmid rekombinan. Gambar 18 menunjukkan hasil
visualisasi verifikasi digesti plasmid rekombinan pada gel agarosa 0.8%. Hasil linearisasi
plasmid rekombinan pcDNA3‘.1(+)Cd401 HAATM koloni 2,3,6, dan 7 menunjukkan pola
migrasi antara marka DNA 6.000 dan 7.000 bp. Sesuai dengan yang diharapkan yaitu
berukuran 7.680 bp, gabungan antara pcDNA3.1 CD4®L (6.210 bp) dan HAATM (1.470 bp).
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Keterangan:
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Wt :PCONAZ I(+)C401-HAATM uncut
1-8 :lineaitsasi pcONA3.1(+)Cd30I-HAATM dengan Hindl {7.680 hp)

Gambar 26. Linearisasi rekombinan pcDNA 3.1 CD40L HAATM dengan
enzim Hindlll



Analisis urutan basa nukleotida plasmid rekombinan pcDNA 3.1 CD40L HAATM
dilakukan dengan metode sekuensing. Plasmid rekombinan pcDNA 3. CD40L HAATM no 2,
3, dan 7 disekuensing dengan primer CMVF. Hasil pensejajaran sebagian hasil sekuensing
menun jukkan bahwa gen HAATM telah berhasil diklona ke dalam plasmid pcDNA3.1(+)
Cd40L

Plasmid pcDNA3.1 VP22 dan gen HAATM hasil amplifikasi PCR direstriksi
menggunakan enzim restriksi Nhel dan HindIll. Gambar 27 merupakan visualisasi gel

agarosa 0,8% hasil restriksi DNA insert HAATM dan vektor pcDNA3.1 VP22 menggunakan

enzim Nhel dan Hindlll.
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Gambar 27. Restriksi fragmmen HAATM dan vektor pcDNA3.1VP22 menggunakan enzim
Nhel dan Hindl11

Hasil digesti fragmen HAATM dan pcDNA.1 VP22 dipurifikasi deagan low melting
agarose, selanjutnya diligasi menggunakan enzim 74 DNA ligase. Campuran reaksi ligasi

diinkubasi 16°C selama 16 jam. Kontrol ligasi yang digunakan yaitu campuran ligasi yang

hanya berisi vektor terlinearisasi, tanpa diberi DNA insert. Hasit ligasi selanjutnya
ditransformasi ke dalam sel kompeten Escherichia coli TOP10 dengan metode hcat shock.
Hasil koloni yang tumbuh diverifikasi dengan PCR koloni dan dibuat replika keloni. Gambar
28 merupakan visualisasi hasil PCR koloni pada agarosa 0,8%. Seleksi PCR koloni terhadap




11 klon plasmid pcDNA3.1VP22-HAATM menunjukkan hanya terdapat 1 klon yang diduga
mengandung sisipan gen HAATM.

Agaruse 8%, 100V; 30 menit
Keterangan:
1-11 : plasmid rekombinan pcONA 3.1-VP22HAATM {1858bp)
M : Marka DNA
wt : plasmid wild-type {388 bp)

Gambar 28. PCR koloni pcDNA3.1 VP22 HAATM

Koloni | yang menunjukkan hasil. positif pada PCR koloni kemudian diverifikasi
kembali dengan teknik digestt menggunakan enzim Nhel dan Hindlll. Keberadaan DNA
insert HAATM diketahui dari hasil digesti, yaitu hasil digesti menunjukkan terbentuknya 2
pita spesifik yang berukuran 5.545 bp yang merupakan vektor pcDNA3.1 VP22 dan pita
berukuran 1.470 bp yang merupakan fragmen HAATM (Gambar 29).

pCONA3.L{+)VP22
{s.545bp)

HAATAL] 4700p)

Agaresa0.8%,100V,33menit

Keterangan:

M : Marka DNA
Wt : rekombinan pcDNA3 1{+)VP22 HAATM wuicnr
1 . rekombinan pcDNA3.1{+)VP22 HAATNI - Nhel Hindil

Gambar 29. Verifikasi digesti rekembinan pcDNA3.1 VP22 HAATM



Analisis urutan basa nukleotida plasmid rekombinan pcDNA 3.1 VP22 HAATM
dilakukan dengan metode sekuensing. Hasil pensejajaran menunjukkan bahwa fragmen

HAATM telah berhasil diklona ke dalam plasmid pcDNA3.] VP22,

6. KESIMPULAN

I.  Telah didapatkan klona plasmid pcDNA3.I P28

2 Telah didapatkan klona plasmid pcDNA3.IHAACTM

3 Telah didapatkan klona plasmid pcDNA 3.1Cd40!

4.  Telah didapatkan klona plasmid pcDNA3.1 VP22

5 Telah didapatkan klona plasmid pcDNA3.1Cd40l-HAACTM
6 Telah didapatkan klona plasmid pcDNA 3.1 VP22-HAACTM

7. TARGET PENCAPAITAN TAHUNI

I. Diperoleh prediksi struktur sekunder dan tersier protein fusi

2. Diperoleh konstruksi dan ekspresi vaksin DNA, 56

3. Diperoleh konstruksi vektor dan ekspresi antigen rekombinan virus pada sistem ekspresi
prokariota

4. Diperoleh konstruksi vektor dan ekspresi VLP pada sistem ekspresi baculovirus
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