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Detail Artikel ABSTRAK

Human Papillomavirus (HPV) berkaitan dengan penyebab

Diterima Redaksi : 30 April 2018 terjadinya kanker serviks. Salah satu HPV yang beresiko
Direvisi : 30 Oktober 2018 tinggi adalah tipe 16. Protein virus yang beresiko tinggi
Diterbitkan : 31 Oktober 2018 yang menyebabkan karsinogen salah satunya gen E7.
Dikarenakan tingginya tingkat kematian yang di sebabkan

Kata Kunci oleh kanker servik, salah satu cara untuk mengatasinya

adalah dengan cara vaksinasi. Protein E7 merupakan target

kanker servik; HPV tipe 16; ekspresi  jdeal untuk dapat dijadikan sebagai dasar dalam pembuatan
gen; SDS-PAGE vaksin. Dimana hasil ekspresi gen E7 HPV tipe 16 yang

selanjutnya dapat dimanfaatkan dalam membuat antigen
spesifik dari gen E7. Proses kloning gen E7 HPV tipe 16 dari
peneliti sebelumnya, Isolasi plasmid menggunakan kit
(Geneaid®), kultur bakteri yang telah ditumbuhkan pada
plat yang mengandung antibiotik. Bakteri yang tumbuh
merupakan bakteri yang telah mengandung gen sisipan.
Selanjutnya lakukan over ekspresi. Hasil over ekspresi di tambah IPTG kemudian hasilnya di
visualisasikan dengan SDS PAGE. Over ekspresi dari gen E7 HPV tipe 16 berhasil dilakukan dengan
terdapatnya pita dari protein dari gen E7 HPV tipe 16 dari hasil SDS-PAGE. Dari penelitian yang
telah dilakukan di dapat hasil over ekspresi gen E7 HPV tipe 16 pada ukuran protein dengan kisaran
11,0 kDa. Pita yang didapat terlihat tipis dan samar-samar.
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PENDAHULUAN

Infeksi persisten dengan tipe onkogenik yang disebabkan oleh Human Papillomavirus
(HPV) adalah penyebab 5% kanker yang terjadi di seluruh dunia. [Wang]. HPV merupakan
penyebab kanker serviks pada wanita, diperkirakan sekitar lebih dari 265.000 kematian dan
528.000 kasus baru terjadi pada tahun 2012. Sekitar 85% kasus mayoritas terjadi secara global
di negara berkembang, dimana terhitung hampir 12% pada kasus kanker yang terjadi pada
wanita keseluruhan [WHO].

Peningkatan kejadian epidemilogi telah mengidentifikasi infeksi persisten yang
berhubungan dengan oncogenichuman a-papillomaviruses sebagai agen penyebab dari kanker
serviks. Dari sekitar 120 HPV yang telah teridentifikasi, hanya sebagian kecil virus (sekitar 20)
yang dikategorikan sebagai oncogenic types (OT) yang memeiliki potensi karsinogenik
[Bouvard]. Dimana HPV types 16, 18, 31, 33, 45, 52, and 58 menunjukkan tingkat hubungan
tertinggi dengan malignansi serviks. infeksi HPV secara umum ditularkan melalui sentuhan
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kulit langsung atau kontak mukosa, dengan kemungkinan terbanyak diakibatkan dari setiap
kontak seksua [Chen].

Dari studi eksperimen dan epidemiologi, jelas menunjukkan bahwa infeksi HPV yang
beresiko tinggi berhubungan dengan ongkogenik E 6 dan E 7 yang merupakan produk gen yang
memainkan peranan penting dalam karsinogenesis serviks [Mirshabi.

Sejauh ini vaksinasi merupakan salah satu cara mencegah infeksi HPV yang paling
efektif [Rachmani]. Untuk pengembangan vaksin HPV lainnya diperlukan suatu rekayasa
genetik salah satunya berasal dari protein E7 dari HPV tipe 16. Rekayasa genetik yang
difokuskan pada penelitian ini yaitu suatu teknik DNA rekombinan dengan metoda cloning
[Grompe].

Sebelumnya, penelitian Human Papillomavirus yang dilakukan dimulai tahun 2014
khusunya di Fakultas Farmasi UNAND dengan judul Deteksi human papillomavirus tipe 16
pada urin dan flour albus pasien wanita sebagai deteksi dini kanker serviks dengan metoda
polymerase chain reaction. Dan tahun 2015 dengan judul Pengujian desain primer gen E6
HPV tipe 16 dan tipe 18 pada pasien kanker serviks dengan metoda multiplex polymerase chain
reaction (MPCR) [Marlina].

Pada tahun 2015 penelitian human papillomavirus tipe 16 dilakukan kloning high risk
human papillomavirus (HR-HPV) onkogen E7 tipe 16, pada penelitian tersebut didapatkan
hasil bahwa metode kloning produk PCR E7 HPV tipe 16 ke plasmid pJET 1.2 telah berhasil
dilakukan. Sehingga hasilnya dapat dijadikan sebagai pustaka genetik (gene library) yang
dimanfaatkan sebagai kontrol positif [Fitri].

Oleh karena dari data-data penelitian yang sudah dilaksanakan oleh peneliti-peneliti
sebelumnya, maka peneliti ingin meneruskan ke tahap over ekspresi, tujuan dilakukannya
overekspresi gen tersebut untuk mendapatkan protein spesifik virus, sehingga bisa dianalisa
untuk kemungkinan sebagai kandidat vaksin untuk dapat digunakan dalam pencegahan infeksi
virus ini di masa mendatang khususnya pada masyarakat di Negara Indonesia.

MATERIAL DAN METODE

Isolasi Plasmid Hasil Cloning E.coli DH5e dan deteksi fragmen

Isolasi plasmid bertujuan untuk mengisolasi plasmid rekombinan di dalam sel bakteri. Koloni
tunggal bakteri (putih mengkilap) yang merupakan hasil transformasi dibiakkan dalam
medium LB cair yang mengandung antibiotik, didiamkan semalaman pada shaker incubator.
Isolasi plasmid dilakukan menggunakan kit Geneaid®, kultur bakteri yang telah ditumbuhkan
dan dishaker diambil pelletnya. Plasmid hasil isolasi dapat diferifikasi dan disimpan pada suhu
-20°C.

Transformasi ke E.coli BL 21

Proses pengkompetenan sel dilakukan dengan menggunakan kit Thermo®. Proses
kompeten dilakukan dalam larutan Prewarmed C pada suhu 37°C lalu di sentrifus, pellet
ditambahakan larutan T solution dan inkubasi di dalam es, sentrifus kembali, pelet
tambahkan T solution dan inkubasi, dan pindahkan ke dalam tabung mikro tube baru
(inkubasi), selanjutnya campuran larutan tersebut di kultur pada media LB yang telah berisi
antibiotik.

Over ekspresi ke E.coli BL 21
Koloni tunggal yang tumbuh dari E. coli BL21, setelah diinkubasi diambil dan
diinokulasikan kedalam media LB cair yang mengandung antibiotik, glukosa dan di shaker.
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Untuk menginduksi ekspresi ditambahkan (isopropylp-D-1-thiogalactoside) IPTG ketika
absorban OD mencapai 0,4 - 0,6 pada spektrofotometer.

SDS-PAGE

Kegiatan SDS-PAGE diawali dengan gel cassette SDS-PAGE yang digunakan adalah
membrane poliaklirilamide (Invitrogen by Thermo®).
Lakukan proses running SDS-PAGE sampai selesai, maka gel diambil dengan cara melepaskan
gel cassette secara hati-hati.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Kegiatan ini diawali dengan melakukan peremajaan bakteri, karena bakteri yang
digunakan masih bersifat inaktif yang tersimpan dalam lemari pendingin. Cara peremajaan
bakteri E. coli transforman DH 5a dengan menggores bakteri ke media LB padat dengan
penambahan antibiotik.

Gambar 1. Cara peremajaan bakteri E. coli transforman DH 50 dengan menggores
bakteri ke media LB padat dengan penambahan antibiotik

Dari gambar terlihat bahwa bakteri transforman yang digores pada media didalam
cawan petri dapat tumbuh dengan sempurna, dan sel bakteri tersebut positif mengandung
plasmid dan gen target yang diinginkan, hal ini terlihat tumbuhnya koloni-koloni bakteri pada
media. Peremajaan bakteri perlu dilakukan karena untuk mengaktifkan bakteri yang akan kita
gunakan pada penelitian.

Setelah itu dilanjutkan pada proses ligasi yang dilakukan menggunakan KIT Thermo®.

Gambar 2. Hasil ligasi kemudian di ansformasikan ke dalam E. coli BL21

Dari gambar terlihat bahwa proses ligasi pada E. coli BL21 berhasil dilakukan, hal ini
terdapatnya satu koloni pada media. Proses ligasi merupakan proses memasukan sekuen DNA
yang mengandung gen yang diinginkan [Grompe]. Pada tahap ini proses ligasi terlihat dengan
tumbuhnya satu koloni bakteri yang sudah kita sisipkan gen yang kita inginkan tersebut pada
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media dalam cawan petri. Bakteri transforman dapat hidup pada media yang mengandung
antibiotik. Adanya IPTG dalam media LB padat akan menghasilkan koloni bakteri yang
berwarna biru dan putih. Hanya koloni berwarna putih yang diisolasi karena di dalamnya
mengandung plasmid rekombinan [Suharsono].

Deteksi fragmen sisipan di dalam plasmid dilakukan menggunakan teknik PCR.
Tahapan PCR lanjutan terdiri dari denaturasi awal 94 °C selama 5 menit, denaturasi 95°C
selama 30 detik, annealing 54°C selama 30 detik, extensi 72 °C selama 1 menit diakhiri dengan
extensi akhir 72 °C selama 10 menit. Produk PCR dielektroforesis untuk visualisasi deteksi gen
sisipan E7 HPV 16.

e 500 bp

420bp

Gambar 3 : Foto hasil elektroforesis gel agarosa pada isolat DNA hasil isolasi plasmid.

Keterangan: Gel elektroforesis analisis PCR dalam deteksi E7 HPV tipe 16 menggunakan
PCR BIO-RAD®

: merupakan Marker

. isolat DNA plasmid pada koloni pertama
: isolat DNA plasmid pada koloni kedua

. isolat DNA plasmid pada koloni ketiga

- isolat DNA plasmid pada koloni keempat
. isolat DNA plasmid pada koloni kelima

mhwml—\g

Produk PCR dielektroforesis pada gel agarosa pada gambar 3 visualisasi menunjukkan
gen E7 HPV 16 terdeteksi pita pada ukuran sekitar 420 bp. DNA genom sebagian dicerna
dengan EcoRI dan fragmen dalam kisaran 400-500 pasang basepare (bp) yang dimurnikan
dengan gel elektroforesis [Novel].

Tahap selanjutnya analisa profil protein dari gen virus E 7 HPV di lakukan
menggunakan teknig SDS-PAGE, hasil SDS-PAGE dapat dilihat pada Gambar 4.

Gambar 4 : Pada gambar terdapat analisa profil protein dari gen virus E 7 HPV
dilakukan menggunakan SDS-PAGE.

http://doi.org/10.22216/jk.v3i1.3214 99
Published by Kopertis Wilayah X Copyrights by Attribution-NonCommercial 4.0 International



http://doi.org/10.22216/jk.v3i1.3214
http://www.kopertis10.or.id/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc/4.0/

Suzana Devi et. all | Ekspresi Protein Gen E7 Human Papilloma Virus (HPV) Tipe 16 Secara SDS-Page

Jurnal Katalisator Vol 3 No. 2 (2018)96-105

Keterangan:
Sumur 1 : Leader
Sumur 6 : Protein dari gen E7 HPV 16 yang tidak di tambah IPTG yang merupakan
kontrol
Sumur 7 & 8: Protein dari gen E7 HPV 16 yang di tambah IPTG yang merupakan
kontrol.

Pada tahap analisa profil protein gen E 7 HPV 16 dengan SDS-PAGE, Escherechia coli
(E. coli) adalah bakteri gram negatif yang sering digunakan secara luas dalam ekspresi karyotik
protein rekombinan. E. Coli adalah genom pertama yang telah diakui dan teruji skuensingnya,
dan dapat meningkatkan produksi ekspresi gen [Marlina].

Poliakrilamid merupakan medium yang tepat untuk memisahkan protein berdasarkan
ukuran karena ukuran pori — pori kecil yang memungkinkan untuk memperlambat gerakan
molekul. Setelah itu dilakukan staining dengan menggunakan Coomasie Brilliant Blue, setelah
itu destaining agar band dapat diamati.

SDS-PAGE memisahkan protein berdasarkan berat molekul, sehingga berat molekul
protein bisa diestimasi dengan cara merunning protein standar (marker) yang berat molekulnya
telah diketahui [Sotlar]. Berat molekul protein diidentifikasi dengan menentukan kurva baku
dari marker protein dengan menggunakan Log dari berat molekul dan RF (hasil bagi tracking
band dan tracking total). Setelah diketahui persamaan dari kurva baku, maka persamaan
tersebut dapat digunakan untuk menghitung berat molekul dari sampel protein yang kita
running [Andani].

Visualisasi protein dapat dilakukan dengan beberapa metode pewarnaan, dan metode
pewarnaan yang umum digunakan untuk SDS-PAGE adalah comassie blue [McGuigan]. Pada
penelitian ini didapatkan Optical Density (OD) 0,4-0,6 yang merupakan tahap mid log untuk
pertumbuhan E.coli, yaitu terdapat pertumbuhan terbaik bakteri [Rachmani]. Berat molekul
dari protein pada gen E7 HPV 16 pada hasil penelitian ini didapatkan 11 kDa. Pada penelitian
lain yang dilakukan oleh Amin Daemi dkk pada tahun 2008 secara in-vitro ekspresi protein
gen E 7 HPV 16 dengan menggunakan metoda analisa Western blot, mendapatkan berat
molekulnya 51 kDa, terjadinya perbedaan pada berat molekul protein gen E 7 HPV 16 yang
dilakukan oleh peneliti dengan hasil penelitian ahli lain, hal ini karena perbedaan dalam
penggunaan plasmid, kit dan primernya.

log bm
y =1,3629x + 3,8648
6,000 R?=0,9726
5,000
4,000 ¢ loghm
3,000 Tinear (log
2,000 bm)
1,000
0,000 ; ; .
0,000 0,500 1,000 1,500

Gambar 4.Kurva regresi linier gel telihat pada grafik dari perhitungan Rf dari
pitanya
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Pada gambar terdapat jarak pita dan log bobot molekul marker gel optimasi. Kurva
regresi linier gel optimasi Regresi linier kurva diatas kemudian digunakan sebagai penentu
bobot molekul pita pemisahan protein gen E 7 HPV 16.

Intrepetasi dari SDS-PAGE dapat dibaca dengan membuat persamaan regresi linier dari pita
marker sebagai standart acuan. Didapatkan R2 = 0,9726, semakin mendekati 1 maka persamaan
regresi linier yang didapatkan semakin bagus. Semakin mendekati 1 menunjukkan bahwa
persamaan tersebut makin menunjukkan kepastian dari berat molekulnya. Setelah
mendapatkan persamaan regresi linier dari marker, kita dapat menghitung berat molekul dari
sampel dengan cara memasukkan pada persamaan tersebut. Persamaan regresi linier dari
marker : y = 1,3629x + 3,8648.

Berat molekul protein diidentifikasi dengan menentukan kurva baku dari marker protein
dengan menggunakan Log dari berat molekul dan RF (hasil bagi tracking band dan tracking
total). Setelah diketahui persamaan dari kurva baku, maka persamaan tersebut dapat digunakan
untuk menghitung berat molekul dari sampel protein yang kita running [Rachmani].

SIMPULAN

Berdasarkan penelitian yang telah dilaksanakan, dapat disimpulkan bahwa metode
Ekspresi Protein pada gen E7 HPV tipe 16 telah berhasil dilakukan dengan menggunakan SDS
PAGE. Hasil protein yang didapat dari gen E 7 HPV tipe 16 dapat dijadikan sebagai pustaka
genetik (gene library) yang nantinya dapat dimanfaatkan untuk acuan awal pembuatan vaksin
kanker serviks. Hasil over ekspresi dari gen E 7 HPV 16 didapat BM proteinnya 11 kDa.
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