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Abstract

Dengue infection remains a public health problem in Indonesia. In the framework of the independence of
the national product, pursued research and development of raw materials that can be used for diagnostic kit
and vaccine candidates. The objective of this study was to express and purify recombinant proteins non-
structural NSI dengue virus serotype 1 (DENV-1) of Indonesia strain (915 846) in Pichia pastoris expression
system with “halal” system that can be used for the development of diagnostic kits and vaccines. The dengue
virus serotype 1 strain Indonesia (915846) was used to construct the NSI DENV-1 gene by PCR. Then NSI
DENV-1 gene cloned into the vector pPICZaB and transformed into Pichia pastoris yeast cells, then verified
with sequencing. Recombinant protein NSI DENV-1 was secreted expression in P. pastoris. Characterization of
antigenicity was did by ELISA, Western Blot and purified by the method of metal-chelating affinity
chromatographic (MCAC) column. The recombinant protein with a size of 45 kDa secreted into the supernatant
of P. pastoris with methanol induction and purified. The recombinant protein can bind to monoclonal antibodies
and serum of patients infected with dengue virus serotype 1. These results indicate that the recombinant protein
NS1 DENV-1 strain Indonesia (915 846) can be produced efficiently in P. pastoris secreted expression system is
halal and still functional as an antigen that can be used for the development of diagnostic kits and vaccines.

Keywords: NS1, dengue virus, serotype 1, Indonesia strain, P. pastoris.
Abstrak

Infeksi dengue masih menjadi masalah kesehatan masyarakat di Indonesia. Dalam rangka kemandirian
produk nasional, diupayakan penelitian dan pengembangan bahan baku yang dapat digunakan untuk kit
diagnostik dan kandidat vaksin. Tujuan penelitian ini adalah mengekspresikan dan mempurifikasi protein
rekombinan non-struktural NS1 virus dengue serotipe 1 (DENV-1) strain Indonesia (915846) di sistem ekspresi
Pichia pastoris dengan sistem yang halal yang dapat digunakan untuk pengembangan kit diagnostik dan vaksin.
Virus dengue serotipe 1 strain Indonesia (915846) digunakan untuk membuat konstruksi gen NS1 dengan
metode PCR. Kemudian produknya di cloning ke vektor pPICZaB, ditransformasi ke sel yeast Pichia pastoris
kemudian diverifikasi dengan sekuensing. Selanjutnya protein rekombinan dilakukan ekspresi secara sekresi di
P. pastoris, uji antigenisitas dengan metode ELISA, Western Blot dan purifikasi dengan metode metal-
chelating affinity chromatographic (MCAC) column. Protein rekombinan dengan ukuran 45 kDa disekresikan ke
supernatan P. pastoris dengan induksi methanol dan dipurifikasi. Protein rekombinan tersebut dapat mengikat
antibodi monoklonal dengue dan serum pasien terinfeksi dengue serotipe 1. Hasil ini menunjukkan bahwa
protein rekombinan NS1 DENV-1 strain Indonesia (915846) dapat diproduksi secara efisien di sistem ekspresi
tersekresi P. pastoris yang halal dan masih fungsional sebagai antigen yang dapat digunakan untuk
pengembangan kit diagnostik dan vaksin.

Kata kunci: NS1, virus dengue, serotipe 1, strain Indonesia, P. pastoris.

(DENV-1, DENV-2, DENV-3, dan

Pendahuluan DENV-4)."? Infeksi dengue masih menjadi

Virus dengue (DENV) ditularkan ke salah satu masalah kesehatan utama di
manusia melalui gigitan nyamuk yang dunia terutama di daerah tropis dan
telah terinfeksi terutama jenis nyamuk subtropis di kawasan Asia Tenggara,
Aedes aegypti dan Aedes albopictus. Virus Pasifik dan Amerika. World Health
dengue termasuk dalam genus Flavivirus, Organization (WHO) memperkirakan
famili Flaviviridae, terdiri dari 4 serotipe infeksi dengue di dunia berkisar 50-100
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juta setiap tahun pada lebih dari 100
negara endemis dan hampir setengah dari
penduduk dunia tinggal di negara yang
endemis infeksi dengue.® Pengendalian
infeksi dengue merupakan salah satu
program prioritas utama di bidang
kesehatan di Indonesia. Rencana strategis
(renstra) Kementerian Kesehatan tahun
2015-2019  sasaran ke 2  adalah
menurunnya angka kesakitan akibat
penyakit menular dengan salah satunya
yaitu angka kesakitan DBD menjadi
kurang dari 49 per 100.000 penduduk,
sehingga diperlukan pendekatan baru
untuk memecahkan masalah tersebut.”

Virus dengue merupakan virus
positive sense RNA rantai tunggal, dengan
panjang genom 10.600 nukleotida,
mengkode 3.400 asam amino yang terdiri
dari 3 protein struktural dan 7 protein non
struktural. Protein Non Struktural 1 terdiri
dari 352 asam amino dengan berat molekul
40-46 kDa. Ekspresi NS1 dalam pejamu
dapat  terikat membran sel atau
disekresikan dalam sirkulasi dan keduanya
dapat berikatan dengan antibodi spesifik
dan selanjutnya dapat mengaktivasi
komplemen. NS1 ditemukan bersirkulasi
di serum pasien terinfeksi DENV,
menunjukkan  bahwa  sekresi = NSI
merupakan hal penting pada infeksi
flavivirus di tubuh manusia.® Glikoprotein
NS1 ada di seluruh flavivirus dan berperan
penting untuk replikasi dan viabilitas
virus. NS1 intraseluler terlibat pada fase
awal replikasi virus dengan retensinya
pada organel intraseluler dari sel terinfeksi
dan kemampuannya berinteraksi dengan
membran. Namun NS1 intraseluler yang
berhadapan dengan lumen retikulum
endotelial mungkin berperan secara tidak
langsung pada proses replikasi. Dimerisasi
juga merupakan prasyarat protein NSI
keluar melalui jalur sekresi menuju
membran plasma, dan berdiam sebagai
protein virus yang unik pada permukaan
sel terinfeksi.’

NS1 digunakan sebagai antigen yang
penting bagi pengembangan vaksin dengue
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dan juga sebagai reagen untuk diagnosis
cepat dengue.9'12 Epitop NS1 DENV yang
bersifat imunogenik berperan sebagai
target antibodi untuk pengembangan
vaksin maupun kit diagnostik cepat telah
banyak dilaporkan.'*'® Studi
pengembangan vaksin protein rekombinan
NS1 pada beberapa penelitian
menunjukkan  bahwa  NS1  sangat
imunogenik serta dapat menimbulkan
antibodi  protektif = dengan  aktivasi
komplemen untuk membunuh target sel
yang terinfeksi. 1920 protein NS1 efektif
tanpa menimbulkan risiko fenomena
antibody dependent enhancement (ADE)
yang mungkin disebabkan reaksi antibodi
non netralisir terhadap protein struktural E
virus. Protein NS1 dapat menginduksi
kekebalan seluler dan humoral jangka
panjang, 192

Penelitian ini  bertujuan  untuk
memproduksi protein rekombinan NSI1
virus dengue serotipe 1 (DENV-1) strain
Indonesia (915846) dengan sistem ekspresi
tersekresi di Pichia pastoris dengan sistem
yang halal yang dapat digunakan untuk
pengembangan vaksin. Sistem halal yang
dimaksudkan adalah menggunakan bahan-
bahan reagensia yang bebas porcine,
dimulai sejak dilakukan isolasi virus
dengue menggunakan sel C6/36 hingga
sistem ekspresi protein rekombinan. Isu
halal merupakan salah satu isu penting
untuk negara Indonesia dan negara lain
yang mayoritas penduduknya umat
muslim. Protein NSI dengue yang
dihasilkan juga dapat dimanfaatkan untuk
pengembangan kit diagnostik dengue.
Penelitian ini telah mendapat persetujuan
etik (Ethical Approval) dari Komisi Etik
Penelitian Kesehatan Badan Litbang
Kesehatan dengan nomer: KE.03.02/
EC/4537 /2009, tanggal 24 Juni 2009 dan
nomer: KE.03.02/EC/5025/2010 tanggal
17 Juni 2010.
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Metode

Penyiapan virus dengue serotipe 1
(DENYV-1) strain Indonesia (915846).

Sel monolayer C6/36 (Cloned Sing’s
Aedes albopictus line) American type cell
line collection (ATCC, CRL-1560) pada
media MEM dengan Earle’s salts dan L-
glutamin (Gibco cat no. 61100-061)
ditambah 2% fetal bovin serum (Gibco cat.
no. 10100-139) diinfeksikan dengan
DENV-1 strain Indonesia (915846).
Setelah diinkubasi pada suhu 28°C selama
1 minggu, sel kultur dipanen dan RNA
virus diekstraksi menggunakan QIAamp®
viral RNA isolation kits (Qiagen cat. no.
52906). Prosedur isolasi RNA mengikuti
panduan dari protokol kit yang digunakan.

Sintesis cDNA

cDNA virus dengue  disintesis
menggunakan SuperScript® viLo ™
cDNA Synthesis Kit (Invitrogen cat. No
11754-050). Komposisi reaksi mengikuti
panduan yang terdapat pada protokol, terdiri
dari 4 wl 5x VILO reaction mix
(merupakan campuran yang sudah tersedia
di dalam kit, terdiri dari random primers,
MgCL2, dNTPs didalam dapar yang telah
diformulasi optimal oleh produsen), 2 pl
10X SuperScript® enzyme mix (merupakan
campuran yang sudah tersedia didalam kit
yang mengandung SuperScript®IH RT ,
RNaseOUT ™ Recombinant Ribonuclease
Inhibitor dan sejumlah protein pembantu
yang sesuai), 5 ul RNA (sampai 2,5 pg),
tambahkan DEPC-treated water sampai
volume 20 pl. Kemudian diinkubasi di
mesin thermal cycler (Biorad C1000) pada
suhu 25°C selama 10 menit, 42°C selama
60 menit dan penghentian reaksi pada suhu
85°C selama 5 menit.
Konstruksi rekombinan
(pPICDINS1)

Amplifikasi gen NS1 DENV-1 strain
Indonesia (915846) dengan teknik PCR
menggunakan Sforward primer:
5’GCGGCCGCACGACTCGGGATGTG

plasmid
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TAGTCAACT3’ dengan posisi nukleotida
2409-2430 dan reverse primer:
5’TCTAGAGCTGCAGAGACCATTGAC
TT3’> dengan posisi nukleotida 3446 -
3464. Kedua primer dirancang memiliki
situs restriksi Notl pada primer forward
dan Xbal pada primer reverse. Protokol
PCR menggunakan enzim Platinum Taq
Polymerase (Invitrogen cat no. 10966-
018). Campuran reaksi yang digunakan
adalah: 5 pl 10x PCR buffer,-Mg, 1 ul 10
mM dNTP mix, 1,5 pl 50 mM MgCl,, 1 ul
10 uM primer forward, 1 pl 10 uM primer
reverse, 0,2 ul enzim Platinum Taq
Polymerase (2 unit) dan 1 pl cDNA (400
ng), kemudian ditambahkan air sampai
volume 50 pl. Reaksi PCR yang digunakan
adalah denaturasi awal 94°C selama 2
menit; 35 siklus yang terdiri dari
denaturasi pada 94°C selama 30 detik,
annealing pada 55°C selama 30 detik, dan
ekstensi 72 °C selama 1 menit. Amplifikasi
dilakukan pada mesin Thermal Cycler
(Biorad C1000). Produk PCR selanjutnya
dipurifikasi menggunakan Wizard SV Gel
and PCR Clean-up system (Promega cat.
no. A9281) mengikuti panduan yang
terdapat pada protokol. Gen sisipan NS1
DENV-1 dan plasmid pPICZaB yang telah
disiapkan sebelumnya dipotong
menggunakan enzym restriksi endonu-
klease Not! (Thermo scientific cat. no. ER
0591) dan Xbal (Thermo scientific cat.
No. ER 0681) yang ditambahkan pada
primer pengamplifikasi gen  sisipan.
Prosedur kerja dilakukan sesuai protokol
enzim restriksi pada kit yang telah
dioptimasi. Pemotongan dilakukan dengan
campuran reaksi berupa 600 ng DNA
(masing-masing gen sisipan atau vektor)
ditambahkan 1 pl dapar reaksi 3, 0,2 ul
Not I (10 U/ul) dan DW hingga volume
akhir 10 pl. Campuran kemudian
diinkubasi pada suhu 37 °C selama 1,5 jam
dan reaksi dihentikan melalui pemanasan
pada suhu 65 °C selama 10 menit. Hal
yang sama juga dilakukan untuk
pemotongan enzim ke 2 yaitu dengan
menambahkan 1 ul dapar reaksi 2, 0,3 ul
Xba I (10U/ pul) dan DW hingga volume
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akhir 10 ul. Gen NS1 dan plasmid
pPICZaB yang telah dipotong dengan
enzim restriksi, masing-masing dilakukan
purifikasi menggunakan Wizard SV Gel
and PCR Clean-up system kit (Promega
cat. no. A9281). Prosedur kerja sesuai
dengan protokol pada kit. Gen NSI
disisipkan ke vektor pPICZaB dengan cara
reaksi ligasi menggunakan enzim T4 DNA
ligase (Invitrogen cat. No. 15224-017).
Prosedur ligasi dilakukan sebagai berikut:
perbandingan gen NSI1 dengan plasmid
PICZoB adalah 5:1. Reaksi dilakukan
dengan campuran 5x buffer T4 DNA
ligase, 3 Unit enzim T4 DNA ligase dan
DW sampai volume total 30 pl. Reaksi
ligasi dilakukan pada suhu 16 °C selama
16 jam. Ligasi berjalan melalui penyisipan
gen NS1 ke multiple cloning site plasmid
pPICZaB di antara situs restriksi Not I dan
Xba 1. Hasil ligase  dipurifikasi
menggunakan Wizard SV Gel and PCR
Clean-up system kit (Promega cat. no.
A9281). Kemudian ditransformasikan ke
dalam E.coli strain TOP10F untuk
menghasilkan plasmid  rekombinan.
Prosedur transformasi dilakukan dengan
metode electric shock menggunakan
electroporator  (Bio-Rad  GenePulser).
Hasil transformasi kemudian dianalisa
dengan seleksi klon menggunakan metode
isolasi DNA plasmid, digesti sesuai
fragmen restriksi, PCR menggunakan
primer spesifik NS1, primer vektor AOX1
dan sekuensing. Plasmid rekombinan
pPICZaB yang mengandung gen NSI
selanjutnya disebut pPICDINSI.

Transformasi plasmid rekombinan ke
Pichia pastoris dan penentuan fenotif
Mut

Plasmid rekombinan pPICDINSI
dilinearisasi menggunakan enzim Sacl
(Thermo sientific cat. no. ERI1131),
kemudian ditransformasi ke  Pichia
pastoris strain GS 115 dengan metode
electroporasi (Gene Pulser-Biorad). Sel
yeast yang ditransformasi diinkubasi pada
media agar YPDS yang mengandung
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Zeocin (100 pg/ml) pada suhu 30°C
selama 3-5 hari. Untuk isolasi multicopy
recombinant, hasil transformasi diinkubasi
pada agar YPDS yang mengandung 500
pg/ml  Zeocin. Selanjutnya  hasil
transformasi  dianalisa dengan PCR
menggunakan primer spesifik NS1, primer
vektor AOX1 untuk mengetahui gen NSI
terintegrasi pada lokus alcohol oxidase
promotor (AOX1) di kromosom P.
pastoris. Kemudian dilanjutkan dengan
penentuan fenotip yaitu dengan
menumbuhkan koloni hasil transformasi di
replica-plate  pada media  minimal
methanol histidin (MMH) dan minimal
dextrose histidin (MDH) dan diinkubasi
pada 30°C selama 2-3 hari. Fenotip
methanol utilization-plus  transformant
(Mut*) adalah jika strain tumbuh dengan
normal pada kedua plate MMH dan MDH.
Analisis dilanjutkan dengan sekuensing
untuk mengetahui susunan asam nukleat
dan kemungkinan terjadi mutasi.

DNA sekuensing analisis plasmid
rekombinan dan P. pastoris rekombinan

Plasmid rekombinan dan P. pastoris
rekombinan dianalisa dengan sekuensing
metode Sanger menggunakan mesin
sekuens automatis AB 3130 XL. Primer
yang digunakan adalah a-Factor : 5° TA
CTATTGCCAGCATTGCTGC 3°, 3’AO
X1 : 5GCAAATGGCA TTCT GACAT
CC 3’ serta sepasang primer spesifik NS1.
Selanjutnya hasil sekuen dianalisis secara
manual menggunakan software FinchTV
dan dibandingkan dengan sekuen asli NS1
DENV-1 strain Indonesia (915846).

Ekspresi protein rekombinan NS1

Media ekspresi yang digunakan
adalah buffered glycerol-complex medium
(BMGY) yang terdiri dari yeast extract
(Oxoid cat. No. LP0021) 1%, peptone
(Sigma-Aldrich cat. no. 91249) 2%,
potassium phosphate (Merck cat. no
104873) pH 6,0 100 mM, yeast nitrogen
base (YNB) (Invitrogen cat. no. Q3009)
1,34%, Biotin (Sigma-Aldrich cat. no.

Jurnal Biotek Medisiana Indonesia . Vo0l.5.2.2016:121-132



B4639) 4x107%, glycerol (Invitrogen cat.
no. 15-514-029) 1%, sedangkan media
induksi menggunakan BMMY yaitu
mengganti glycerol dengan metanol 1%.
Sepuluh klon hasil transformasi yang
sudah diverifikasi, ditumbuhkan ke media
ekspresi selama 16-18 jam pada suhu 28°C
dan kemudian inkubasi dilanjutkan selama
72 jam dengan induksi metanol 1% setiap
24 jam. Sebagai kontrol, dilakukan juga
kultur pada Pichia pastoris strain GS 115
yang tidak ditransformasi dan sebagai
kontrol negatif pada transforman vektor
pPICZaB/GS 155.

SDS-PAGE dan Western Blotting

50 ul sampel dicampur dengan 50 ul
2x SDS-PAGE gel loading buffer (dapar
sampel), dipanaskan pada suhu 100°C
selama 10 menit kemudian diseparasi
dengan 12% jel SDS PAGE pada mesin
elektroforesis  vertikal (Biorad). Pita
protein diwarnai dengan Coomassie Blue
R-250 dan ukurannya ditentukan dengan
membandingkan berat molekul standar
(Thermo Scientific cat. no. 26616). Pita
protein yang telah terpisah, ditransfer dari
jel poliakrilamid ke membran nitroselulosa
menggunakan mesin semidry transblot
blot (Biorad). Membran dibloking dengan
larutan 3% BSA (Sigma-Aldrich cat. no.
A2058) dalam 1% PBS. Selanjutnya
membran diinkubasi dengan larutan serum
Ig G dengue positif 1:1600 (koleksi
laboratorium) dengan komposisi larutan
dilusi 0,5% BSA (Sigma-Aldrich cat. no.
A2058) dalam PBS Tween 0,05%,
diagitasi perlahan dan diinkubasi pada
suhu 4°C semalam. Setelah itu membran
dicuci dengan dapar pencuci PBS tween
0,05 % sebanyak 3 kali selama 5 menit
dengan agitasi perlahan. Kemudian
membran diinkubasi dengan antibodi ke 2
yaitu larutan anti human HRP-IgG (Sigma
Aldrich cat. no. A.0170) 1:100, diagitasi
perlahan selama 1 jam. Selanjutnya dicuci
dengan dapar pencuci sebanyak 3 kali
selama 5 menit sambil diagitasi perlahan.
Terakhir direndam dengan substrat selama
5 menit dengan komposisi substrat 6 mg
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DAB, 10 mL 1 x PBS, 10 ul H;O,
kemudian dilihat pita yang terbentuk pada
kertas membran.

Purifikasi protein rekombinan NS1

Klon positif nomer 54 yang sudah
dikonfirmasi  mengekspresikan  secara
tersekresi protein rekombinan selanjutnya
diekspresikan sesuai protocol. Supernatan
yang mengandung protein rekombinan
selanjutnya  di  sentrifugasi  untuk
memisahkan dengan sel Pichia pastoris.

Kemudian  dipekatkan = menggunakan
Amicon 10 kDa (Millipore), selanjutnya
dipurifikasi ~ menggunakan  ProBond

Purification System (Invitrogen). ProBond
merupakan  sistem  purifikasi  metal
chelating affinity chromatography
(MCAC) yang mengandung resin ion
nickel ~ untuk  menangkap  protein
rekombinan yang sudah dirancang dengan
6 x His tag pada bagian ujungnya.

Pemeriksaan ELISA

Pengujian antigenisitas dilakukan
juga dengan metode ELISA NS1 dengue
(Platelia). Antibodi yang digunakan adalah
antibodi  monoklonal  dengue yang
diproduksi di mencit. Protokol kerja sesuai
panduan kit. Reagen disiapkan pada suhu
kamar sebelum digunakan. Larutan
conjugate anti NSI HRP didilusi 50 kali
dengan larutan diluent. Percampuran
dilakukan saat akan digunakan. Kontrol
positif, kontrol negatif, kalibrator dan
serum diencerkan dalam larutan diluent.
Spesimen 10 pl didilusi dengan 1000 pl
spesimen  diluent. = Dapar  pencuci
dincerkan 20x (1 bagian wash buffer + 19
bagian aquabidest). Masing-masing 100 ul
kontrol, kalibrator dan spesimen yg sudah
diencerkan dimasukkan ke dalam sumur
dan diinkubasi pada suhu 37°C selama 60
menit. Kemudian dicuci sebanyak 6x
dengan dapar pencuci yang sudah
diencerkan. Selanjutnya dimasukkan 100
ul campuran conjugate anti NSI HRP ke
setiap sumur, kecuali sumur blanko, lalu
digoyang selama 5 detik. Plate ditutup dan
diinkubasi kembali pada suhu 37°C selama
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60 menit. Setelah itu dicuci kembali
sebanyak 6x dengan dapar pencuci.
Kemudian dimasukkan 100 ul TMB ke
setiap sumur dan diinkubasi kembali pada
suhu ruangan selama 10 menit. Untuk
mengakhiri reaksi, ditambahkan 100 pl
stop solution ke setiap sumur dan
digoyang selama 30 detik, kemudian hasil
reaksi dibaca pada mesin spektrofotometri
(Biorad-America) dengan absorbansi pada
450 nm.

Hasil

Hasil konstruksi dan verifikasi plasmid
rekombinan pPICD1NSI.

Verifikasi dilakukan dengan metode
isolasi DNA, pemotongan dengan salah
satu enzim restriksi dan PCR dengan
primer spesifik NS1 dan primer vektor
pPICZaB (AOX1) serta sekuensing DNA.

4655 pb
3600 pb

Plasmid rekombinan yang mengandung
gen NS1 selanjutnya disebut pPICDINSI.

Kebenaran ada tidaknya plasmid
rekombinan pada koloni diverifikasi
dengan isolasi DNA. plasmid rekombinan
yang sudah tersisipi gen NS1 sehingga
berukuran 4.655 pb, sedangkan plasmid
yang tidak mengandung gen NSI
berukuran 3,6 kb (data tidak ditunjukkan).
Selain itu verifikasi juga dilakukan dengan
pemotongan plasmid rekombinan
menggunakan salah satu enzim yaitu Xba
I. Tampak pada gambar 1, di lajur 2-8
adalah plasmid rekombinan pPICDINSI1
yang telah tersisipi gen NS1 sehingga
berukuran 4655 pb. Sedangkan lajur 9
adalah plasmid tanpa NS1 yang dipotong
dengan enzim Xbal dan lajur 10 adalah
plasmid tanpa NS1 yang belum dipotong.

Gambar 1.

Verifikasi hasil kloning plasmid rekombinan dengan pemotongan enzim Xba I. Lajur 1:
marker 1 kb plus, lajur 2-8: plasmid rekombinan, pPICD1NS1, 4.655 pb, lajur 9:
plasmid pPICZaB yang dipotong enzim, 3.600 pb, lajur 10: plasmid
pPICZaB tanpa dipotong enzim.

Verifikasi juga dilakukan dengan
metode PCR koloni dimana reaksi PCR
sama dengan reaksi PCR gen NS1 sebagai
cetakan dari  koloni  bakteri hasil
transformasi. Hasil PCR ditemukan produk
PCR berukuran 1055 pb yang merupakan
plasmid rekombinan mengandung NSI,
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sedangkan plasmid tanpa gen sisipan dan
kontrol negatif tidak ditemukan pita (data
tidak ditunjukkan).

Selain itu, dilakukan pula reaksi
PCR dengan mengganti salah satu primer
dengan primer vektor AOX1 pada daerah
pengenalan di luar multiple cloning site
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plasmid. Reaksi ini membuktikan ada
tidaknya gen NSI yang berhasil tersisipi
dan kebenaran arah orientasi sisipan. Hasil
verifikasi PCR pada gambar 2 di lajur 2,4
dan 6 adalah plasmid rekombinan
pPICDINSI1 dengan ukuram 1647 pb yang

1647 pb

592 pb
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menunjukkan bahwa gen NS1 berhasil
disisipi dengan orientasi yang benar,
sedangkan lajur 3,5,7,9 adalah plasmid
pPICZaB berukuran 592 pb.

Gambar 2.
Verifikasi hasil pengklonaan plasmid rekombinan dengan PCR menggunakan primer
vektor AOX1. Lajur 1: marker 100 pb, lajur 2,4,6: plasmid rekombinan
pPICDINSI1, 1647 pb, lajur 3,5,7,9: plasmid pPI1CZaB, 592 pb.

Beberapa plasmid rekombinan yang
sudah diidentifikasi dan diverifikasi
menunjukkan adanya gen sisipan NSI
selanjutnya diverifikasi lagi menggunakan
sekuensing untuk mengetahui runutan
nukleotida. Sekuensing plasmid
rekombinan  dilakukan = menggunakan
primer vektor AOX1 dan primer spesifik
NS1. Hasil amplifikasi dengan PCR dan
sekuensing NS1 DENV-1 strain Indonesia
(915846) terletak pada nukleotida 2409
sampai 3464 dari genome DENV-1,
berukuran 1055 nukleotida. Fragmen gen
NS1 full length juga telah terinsersi di
vektor  ekspresi  pPICZaB  untuk
menghasilkan plasmid rekombinan
pPICDINSI. Setelah dibandingkan
menggunakan software Bio Edit, sekuen
nukleotida gen NS1 DENV-1 dari plasmid
rekombinan sama dengan (homologi
100%) gen NS1 dari isolat aslinya DENV-
1 strain Indonesia (915846). Hasil
sekuensing tidak ada satupun basa yang
mengalami mutasi, hal ini menunjukkan

bahwa proses kloning berhasil sesuai
dengan yang diharapkan. Selain itu juga
diperoleh hasil bahwa DENV-1 strain
Indonesia (915846) adalah genotipe 1V
yang merupakan salah satu strain paling
umum mewakili Indonesia.

Transformasi plasmid rekombinan ke
Pichia pastoris dan penentuan fenotif
Mut

Koloni  resisten  Zeocin  hasil
transformasi dengan elektroporasi ke P.
pastoris  strain GS 115 menghasilkan
pichia  rekombinan.  Fenotif = Mut+
ditentukan dengan koloni yang dapat
tumbuh normal di media MMH dan MDH.
Integran multicopi diseleksi dari koloni
fenotif Mut+ yang tumbuh pada
konsentrasi zeocin yang ditingkatkan (500
ul/ml) pada agar YPDS. Hasil verifikasi
PCR dengan pasangan primer spesifik NS1
DENV-1 diperoleh fragmen DNA dengan
ukuran sekitar 1,1 kb (data tidak
ditunjukkan). Hasil verifikasi PCR dengan
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pasangan primer vektor AOX1
menunjukkan fragmen DNA berukuran 1,7
kb yang telah terintegrasi pada lokus AOX
di kromosom sel P. pastoris (Gambar 3).
Pada transforman Mut+, hasil PCR akan

terlihat ada 2 pita yaitu yang berukuran 2,2
kb adalah gen AOX sedangkan yang
berukuran 1,7 kb adalah gen NS1 DENV-1
(dapat dilihat pada lajur 2-4, 6-7 dan 9-10)

Gambar 3.
verifikasi transformant Pichia rekombinan dengan PCR menggunakan pasangan
primer AOX1. Lajur 1: Marker, lajur 2,3,4,6,7,9,10: Integran pichia rekombinan
GSDINS1 Mut+ dengan 2 pita berukuran 1647 kb dan gen AOX1 berukuran sekitar
2,2 kb, lajur 5 dan 8: Integran pichia rekombinan GSD1INS1 Mut-
berukuran 1647 bp, lajur 11: kontrol plasmid tanpa gen
NS1 berukuran 592 pb.

Hasil ekspresi dan purifikasi protein
rekombinan rNS1 DENV-1 strain
Bekasi 2003915846

Hasil identifikasi dan verifikasi yang
menunjukkan kebenaran orientasi gen
sisipan NS1, serta hasil seleksi fenotip
Mut+ di media dengan konsentrasi zeocin
tinggi dilanjutkan dengan proses ekspresi
protein.  Transforman  yang  sudah
diverifikasi, diinduksi dengan metanol
untuk mengekspresikan protein NS1 dalam
pengujian skala kecil ke medium kultur.
Protein terekspresi dalam supernatan
dideteksi dengan SDS-PAGE 12%. Sebuah
pita protein spesifik 45 kDa dideteksi pada
gel. Ekspresi protein rekombinan NSI
dilakukan dalam sistem ekspresi Pichia
pastoris strain GS115 fenotip Mut+ dan
telah diperoleh hasil yang optimum dengan
induksi methanol 1%. Sekresi ekspresi
protein rNS1 diperoleh terbanyak dari
transforman koloni nomer 54. Klon nomer
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54 disekresi untuk menaikkan produksinya
sehingga  dihasilkan  ekspresi  yang
persisten. Analisis SDS-PAGE
menunjukkan jumlah yang besar protein
rekombinan rNS1 dalam supernatan klon
nomer 54. Hasil SDS-PAGE juga
menunjukkan beberapa pita protein yang
tidak spesifik (data tidak ditunjukkan),
setelah dilakukan western blot hanya ada 1
pita spesifik sesuai berat molekul yang
diharapkan (45 kDa).

Hasil purifikasi protein rekombinan
NS1 yang telah dioptimasi menggunakan
metode ultrafiltrasi dan afinitas
kromatografi menggunakan kolum MCAC
dan perkiraan kuantitatif menunjukkan
bahwa  sekresi maksimum  protein
rekombinan adalah 4,5 mg dalam 1 liter
supernatan, diperoleh setelah 72 jam
induksi dengan methanol 1% (Gambar 4).
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Gambar 4. Protein rekombinan NS1 purifikasi yang dideteksi dengan SDS-
PAGE 12%. M: marker berat molekul protein. Lajur 1: supernatan hasil
ekspresi protein rekombinan NS1 di Pichia sebelum purifikasi. Lajur
2 dan 3: hasil purifikasi protein rekombinan NS1
dengan ukuran 45 kDa.

Hasil uji antigenisitas protein
rekombinan rNS1 DENV-1 strain
Bekasi 2003915846 dengan metode
ELISA dan Western Blot.

Hasil pemeriksaan ELISA dengan

kit Platelia Dengue ELISA NS1 Antigen
menunjukkan bahwa protein rekombinan

-~

e

o~
S

NS1 DENV-1 dapat berfungsi sebagai
antigen sesuai dengan wild type-nya. Hasil
Western Blot protein rekombinan NSI1
menggunakan serum pasien terinfeksi
DEN-1 sebagai antibodi menunjukkan
respons antigen yang dapat dideteksi
dengan berat molekul 45 kDa (Gambar 5).

Gambar 5.
Hasil western blot protein rekombinan NS1 menggunakan serum pasien terinfeksi
DEN-1 sebagai antibodi. M: marker berat molekul protein. Lajur 1 dan 2 protein
rekombinan NS1, lajur 3 dan 4 kontrol negatif Pichia dan PBS.
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Diskusi

Penyakit dengue disebabkan oleh
empat DENV yang secara genetik dan
serologi berbeda (DENV 1-4) yang
bersirkulasi secara endemis di beberapa
daerah dan menyebabkan pola
epidemiologi  yang  kompleks. Di
Indonesia, beredar ke 4 serotipe virus
dengue dengan genotipe yang bermacam-
macam sehingga jika akan
mengembangkan vaksin  maupun kit
diagnostik maka perlu menggunakan
strain lokal yang dapat mewakili secara
umum di Indonesia. DENV-1 yang
bersirkulasi di Indonesia adalah genotipe I
dan IV.*' DENV-1 strain  Bekasi
2003915869 kandidat vaksin, masuk
dalam genotipe IV, sehingga mewakili
salah satu strain Indonesia. Infeksi oleh
salah satu serotipe virus memberikan
proteksi terhadap serotipe tersebut tetapi
tidak pada serotipe lainnya. Infeksi
sekunder atau tertier dengan serotipe yang
berbeda dihubungkan dengan bertambah
beratnya penyakit yang merupakan
pengembangan teori peningkatan infeksi
oleh sistem imun (antibody dependent
enhancement/ ADE).22

Protein non struktural 1 (NS1)
berpotensi untuk pengembangan vaksin
karena tidak tergabung dalam struktur
virion sebagai pengganti protein struktural
untuk menghindari peningkatan respons
imun yang melibatkan antibodi dari
protein E yang menjadi perantara ADE.
Selain itu anti NS1 yang terbentuk dapat
mengaktifkan komplemen untuk
melisiskan sel yang terinfeksi DENV.
Protein NS1 juga memicu respons imun
seluler sel T CD4 dan CD8 dengan
memproduksi IFN-y, TNF-a, TNF-f dan
kemokin  termasuk  makrofag pada
interaksi antigen yang mempresentasikan
sel terinfeksi DENV untuk melisiskan sel
terinfeksi. Namun antibodi yang dihasilkan
oleh protein NSI1 tidak dapat mencegah
virus menginfeksi sel, karena protein NS1
lebih berperan pada imunitas seluler,
sehingga diharapkan antibodi tersebut
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dapat melisiskan sel yang terinfeksi virus
dan akan mengurangi jumlah virus serta
mencegah keparahan penyakit. Protein
NS1 juga memiliki banyak epitop sel B
dan sel T yang dapat dijadikan sebagai
target untuk pengembangan kit
diagnostik.g’“’ =

Pada studi ini digunakan sistem
ekspresi Pichia pastoris (methylotropic
yeast) yang memiliki  keuntungan
kombinasi dari sistem ekspresi prokariotik
(level ekspresi yang tinggi, mudah untuk
menaikkan  skala  produksi, media
pertumbuhan yang tidak mahal) dan
eukariotik (kapasitas membawa modifikasi
post translasi seperti glikosilasi, formasi
ikatan disulfida dan proses proteolitik).
Selain itu, P. pastoris adalah organsime
yang tidak patogen, sehingga protein
rekombinan  yang  diekspresikan  di
dalamnya bebas dari pirogen, toksin dan
komponen virus, sehingga aman untuk
penggunaan di manusia.'®

Plasmid yang digunakan pada
penelitian ini adalah plasmid pPICZaB.
Plasmid pPICZaB yang aslinya dirancang
dan dikonstruksikan dengan sebuah sinyal
peptida, multicloning site dan sekuen
terminal transkripsi dari gen polihistidin
sehingga  berguna  untuk  ekspresi
eukariotik dari gen asing. Sinyal peptida
diinkorporasi untuk fasilitas sekresi dan
poly(His)-tag untuk proses purifikasi dan
deteksi fusi protein NS1. Elektroporasi
digunakan untuk meningkatkan efisiensi
proses memasukkan plasmid rekombinan
ke dalam sel yeast. Seleksi fenotip Mut+
dari transforman sangat penting dilakukan
untuk memilih transforman dengan level
ekspresi yang lebih tinggi. Protein yang
dipilih untuk diekspresikan pada penelitian
ini adalah protein NS1.

Pada penelitian ini telah dihasilkan
konstruksi plasmid rekombinan NSI
DENV-1 dan protein rekombinan NSI
dengan berat molekul 45 kDa dengan
level produksi hingga 4,5 mg dalam 1 liter
supernatan, yang telah diverifikasi dengan
isolasi DNA, digesti, PCR dengan primer
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NS1 dan primer AOX, dengan sekuensing.
Pada Hasil sekuensing menunjukkan
kebenaran orientasi sesuai dengan wild
type NS1 DENV-1 genotipe 4 strain
Indonesia (915869) dan tidak ada satupun
basa yang mengalami mutasi. Pada jel
SDS PAGE masih terdapat 1 pita lain
selain pita protein target, sehingga masih
membutuhkan proses pemurnian lebih
lanjut yaitu dengan menurunkan pH
pencucian sebelum fase elusi diantaranya
pH 6 — pH 4, atau juga melakukan elusi
menggunakan imidazole dengan beberapa
konsentrasi. Hasil pemeriksaan protein
rekombinan rNS1 dengan menggunakan
kit ELISA NS1 Dengue Platelia adalah
positif tinggi dengan rerata 11,08 dan
standar deviasi 0,4. Hasil Western Blot
menggunakan serum pasien terinfeksi
DENV-1 sebagai antibodi juga
menunjukkan respons antigen yang dapat
dideteksi dengan berat molekul 45 kDa.
Hasil ini menunjukkan bahwa protein
rekombinan rNS1  yang  dihasilkan
memiliki antigenisitas sesuai dengan wild
type-nya. Protein NS1 DENV telah
dilaporkan berhasil diekspresi pada sistem
mamalia dan baculovirus namun kurang
sesuai untuk ekspresi skala besar karena
hasilnya sedikit."" Produksi protein
rekombinan rNS1  DENV-1  strain
Indonesia (915869) di sistem ekspresi
tersekresi Pichia pastoris menunjukkan
hasil yang relatif tinggi dan cukup stabil.
Proses produksi dapat dilakukan dengan
sistem  halal menggunakan seluruh
reagensia yang bebas porcine. Sehingga
sistem ekspresi protein di P. pastoris ini
dapat diaplikasikan juga untuk proses
pengembangan vaksin dengan antigen lain,
khususnya bagi negara yang sangat
memperhatikan  isu  halal  termasuk
Indonesia.

Kesimpulan

Hasil penelitian menunjukkan bahwa
protein rekombinan NS1 DENV-1 strain
Indonesia  (915846) dapat diproduksi
secara tersekresi di sistem methylotropic
yeast Pichia pastoris. Level ekspresi
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tersekresi yang cukup tinggi dari protein
rekombinan rNS1  DENV-1  strain
Indoneisa (915869) telah diperoleh di P.
pastoris dengan induksi methanol 1%.
Proses produksi dengan sistem tersekresi
di Pichia pastoris ini memudahkan
purifikasi. Protein rekombinan yang
dihasilkan memiliki antigenisitas dan berat
molekul yang mirip dengan protein virus
dengue wild type nya. Produksi protein
rekombinan rNS1  DENV-1  strain
Indoneisa (915869) yang efisien dan
fungsional di sistem ekspresi tersekresi P.
pastoris merupakan sistem yang halal dan
berpotensi digunakan untuk penelitian
pengembangan kandidat vaksin dan kit
diagnostik.

Saran

Perlu dilakukan penelitian lanjutan
menilai  karakterisasi ~ imunogenisitas
protein rekombinan NS1 DENV-1 strain
Indonesia (915846) untuk mengetahui
reaksi silang terhadap ke empat serotipe
dengue. Jika ternyata dapat memberikan
reaksi silang terhadap ke empat serotipe
dengue, maka hanya diperlukan satu
serotipe  protein  NS1  saja  untuk
pengembangan selanjutnya.
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