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RINGKASAN

RANCANG STRUKTUR F(ab)2 ANTI-IDIOTIP HOMOLOG ~ EPITOP
GLIKOPROTEIN SEBAGAI PROTOTIP VAKSIN RABIES DI INDONESIA
(Jola Rahmahani, Suwarno, Sri Susila Andayani, dan Kusnoto. 30 halaman)

Protein-G virus rabies yang merupakan protein eksternal, mempunyai
peran penting dalam patogenitas dan antigenesitas virus, serta mampu
menimbulkan antibodi netralisasi yang bersifat protektif. Protein-G bereaksi
dengan reseptor seluler dan juga penting untuk menentukan kisaran inang
(host range) (Tuffereau et al., 1998). Injeksi protein-G virus rabies pada
mencit akan menghasilkan antibodi anti-protein-G (Ab1). Injeksi Ab1 pada
spesies lain akan menimbulkan respons imun. Mula-mula Ab1 dengan
Lkonﬁgurasi asing akan dianggap sebagai antigen non-seff, dan akan diproses
oleh antigen presenting cell (APC). Bagian idiotip yang berada pada ujung
fragment antigen binding (Fab) dari molekul Ab1 bertindak sebagai

imunogen. Bersama dengan molekul major histocompatibility complex (MHC)
I, imunogen akan diekspresikan pada permukaan APC. Pengenalan oleh
imfosit, menyebabkan sel B akan berproliferasi dan deferensiasi menjadi sel
plasma untuk mensintesis Ab2 (antibodi anti-idiotip).

Penelitian ini terdiri dari tiga tahap yang akan dilakukan selama tiga
ahun. Tahap 1 (tahun pertama) adalah perbanyakan antibodi anti-protein-G
[poliklonal dan monokional) terhadap protein-G virus rabies yang diperoleh
pada penelitian sebelumnya (Rahmahani dkk., 2004), pemumian antibodi
anti-protein-G  dengan coloum chmmatography,‘ uji imunogenésitas anti-
protein-G pada kelinci, digesti antibodi anti-protein-G dengan enzim pepsin,
karakterisasi antibodi anti-protein-G dengan SDS-PAGE dan western blot,
erta uji antigenesitas antibodi anti-protein-G dengan indirect-ELISA. Tahap Il

Tahun 1), produksi anti-idiotip pada kelinci, pemurnian anti-idiotip, digesti
nti-idiotip dengan pepsin, karakterisasi F(ab), anti-idiotip, uji homologi
ntigenik antara idiotip pada anti-idiotip dengan epitop pada glikoprotein, uji

imunogenesitas F(ab), anti-idiotip pada mencit. Tahap akhir (Tahun Il
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penentuan dosis vaksin, pembakuan F(ab), anti-idiotip sebagai vaksin,
meliputi serangkaian uji, yaitu uji sterilitas (sterilily), titrasi vaksin (quality), uji
inokuity (safety) dan uji potensi (protectivity). Sehubungan dengan kebijakan
pemerintah melalui Dirjen Dikti, di mana dana penelitian dihentikdan hanya
sampai pada tahun kedua, maka penelitian tahun ketiga dengafi sangat
terpaksa tidak dapat dilanjutkan.

Hasil penelitian menunjukkan, bahwa : 1) Imunogenesitas antibodi
(Ab1) anti-protein-G monoklonal lebih baik daripada anti-protein=G poliklonal
di dalam memicu pembentukan antibodi spesiﬁk.' sehingga leblh layak
digunakan sebagai bahan baku pembuatan vaksin F(ab)2 anti-idiotip (Ab2).
2) Antibodi anti-protein-G dan antibodi anti-idiotip dapat didigesti dengan
enzim pepsin menjadi fragmen F(ab)2 dengan berat molekul 114 kDa. 3)
Protein-G virus rabies dan fragmen F(ab)2 anti-idotip memiliki struktur yang
sama dan kedua antigen dapat bereaksi dengan antibodi anti-protein-G.

aga Penelitian dan Pengabdian Kepada Masayrakat, Universitas Airlangga)




BAB 1
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Penyakit rabies di Indonesia masih bersifat endemik pada beberapa
prppinsi, seperti di propinsi Sumatera, Kalimantan, Sulawesi dan Nusa Tenggara
(Dibia, 2000; Sugiarto. 2001, Sosiawan dkk, 2005, Supriyadi dkk., 2005).
Keterbatasan jumlah vaksin, jangkauan vaksinasi yang masih kurang dan
difunjang kemungkinan adanya karnivora liar '(r'ubah, serigala, musang, anjing
hutan dan sebagainya) sebagai reservoair, serta adanya mutasi virus rabies,
merupakan problem serius yang sedang dihadapi (Suwarno, 2005).

Virus rabies dengan ukuran 75 x 180 nm dan berat molekul (BM) 4,6 x 10°

D

o

. tergolong virus single stranded ribonucleic acid (ss-RNA) polaritas minus (-).

Vi

nus yang termasuk genus Lyssavirus dari famili Rhabdoviridae ini, genomnya
tersusun atas lima daerah penyandi protein, dengan sekuens 3'-N-P-M-G-L-5',
Ggnom ini menyandi protein inti (N), fosfo (P), matriks (M), gliko (G) dan
polimerase atau transkriptase (L). Protein-G dan M terletak pada amplop virus,
sedangkan protein-N, P dan L berada dalam nukleokapsid (Arai, 1996).

Protein-G yang merupakan protein ekstérnai, mempunyai pt;ran penting
dalam patogenitas dan antigenesitas virus, serta mampu menimbulkan antibodi
netralisasi yang bersifat protektif. Protein-G bereaksi dengan reseptor seluler dan
jugp penting untuk menentukan kisaran inang (host range) (Tuffereau et al.,

1998). Peran respons imun humoral dengan pembentukan antibodi netralisasi

akgn dapat menetralisir virus rabies dalam tubuh dan yang lebih penting sifat




prptektif yang ditunjukkan oleh antibodi anti-protein-G dalam melindungi hewan
dgri kematian akibat infeksi virus rabies (CDC, 2003).
Injeksi protein-G virus rabies pada mencit akan menghasilkan antibodi

pqliklonal. Apabila sel B peka antigen (protein-G) dari limpa mencit yang

dijmunisasi dengan protein-G difusikan dengan sel mieloma, akan dihasilkan
hibridoma yang mampu memproduksi antibodi monokional anti-protein-G.
Spesifikasi antibodi monoklonal anti-protein-G adalah hanya terdiri dari satu
subklas immunoglobulin (Ig) dan tertuju hanya terhadap protein-G (éuwarno.
2003; Rahmahani dkk., 2004). Menurut Hermadi dkk.(2002), injeksi Ab1 (antibodi
anti-protein-G) pada spesies lain akan menimbulkan respons imun. Mula-mula
A1 dengan konfigurasi asing akan dianggap sebagai antigen non-self, dan akan
digroses oleh antigen presenting cell (APC). Bagian idiotip yang berada pada
ujung fragment antigen binding (Fab) dari molekul Ab1 bertindak‘sebagai
imiinogen. Bersama denyan molekul major histocompatibility complex (MHC) I,
impinogen akan diekspresikan pada permukaan APC. Pengenalan oleh limfosit,
megnyebabkan sel B akan berproliferasi dan deferensiasi menjadi sel plasma
unfuk mensintesis Ab2 (antibodi anti-idiotip).

Melalui digesti dengan enzim pepsin terhadap Ab2, akan diperoléh

F(gb)2 anti-idiotip yang bebas dari bagian fragment crystalizable (Fc) dan dapat

a3

mengurangi reaksi imunologis yang mungkin terjadi (Jones and Landon, 2002).
Pepsin akan memotong imunoglobulin (Ig) pada ikatan rantai berat (Heavy chain)
di |belakang ikatan disulfida, sehingga menghasilkan satu bagian F(ab)2,

sedangkan bagian Fc (fragmen crysralizable) akan terpecah menjadi fragmen
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ng lebih kecil. Bagian idiotip F(ab)2 pada combining site pada Ab2 telah

tefdesain secara alamiah, sehingga memiliki strukiur yang homolog dengan

antigen pemicu pencetusnya.

Apabila F(ab)2 anti-idiotip yang memiliki struktur mirip dengan protein-G

vifus rabies diinjeksikan pada hewan, dapat membentuk antibodi anti-anti-idiotip.

Keistimewaan Ab3 adalah memiliki fungsi yang sama dengan Ab1 (Ameri and

Zhjou, 2006)). Proses pemblokiran reseptor nikotinik asetilkolin pada

nquromuscular junction dan sistem syaraf pusat oleh antibodi Ab3 yang mirip

dgngan Ab1, menyebabkan virus rabies melalui protein-G gagal melakukan

atiachment pada membran plasma. Pada sisi lain Ab3 akan bekerja untuk

menetralisir virus rabies (Baer, 1993; Lewis ef al,, 2000).

Alternatif penggunaan vaksin F(ab)2 anti-idiotip sebagai vaksin rabies

dapat diaplikasikan di Indonesia secara aman dan murah. Vaksin F(ab)2 anti-

id

itip dapat diproduksi pada hewan coba (kuda, domba atau kelinci), sehingga

keperadaannya mirip dengan equine rabies immunoglobulin (ERIG) sebagai

sefum anti-rabies. Keunikan vaksin F(ab)2 anti-idiotip sebagai vaksin yang

m

st

gmpu memicu pembentukan antibodi anti-rabies adalah adanya kemiripan

pktur idiotip pada bagian Fab yang homolog dengan struktur epitop pada

k=1

prqtein-G virus rabies. Vaksin F(ab)2 anti-idiotip ini diharapkan dapat memicu

pembentukan antibodi anti-anti idiotip (Ab3) yang bersifat protektif, dapat

m

te

4ng!1ambat pertumbuhan virus rabies melalui netralisasi dan pemblokiran

-

1adap reseptor nikotinik asetilkolin pada jaringan syaraf.




1.2 Rumusan Masalah

adal

Berdasarkan latar belakang tersebut, maka yang menjadi permasalahan

ah :

1. Apakah antibodi anti-protein-G poliklonal dan monoclonal terhadap virus

rabies strain alam (Ab1) memiliki imunogenisitas yang sama dalam

memicu pembentukan antibodi anti-idiotip (Ab2)?

2. Apakah antibodi anti-protein-G (Ab1) dan antibodi F(ab)2 anti-idiotip

(Ab2) memiliki kesamaan karakter berdasarkan berat molekul pasca

digesti dengan pepsin?

3. Apakah terdapat kesamaan struktur antara protein-G virus rabies strain

alam dengan fragmen F(ab)2 dari Ab2 berdasarkan reaksinya terhadap

antibodi anti-anti-idiotip (Ab3)?.

1.3 Luaran Penelitian

Hasil yang ditargetkan dalam penelitian ini adalah - 1) memproduksi

F(eTb)z anti-idiotip terhadap antibodi anti-protein-G virus rabies strain alam, dan

2) pembakuan F(ab)2 anti-idiotip sebagai kandidat vaksin rabies yang bersifat

pratektif, aman dan murah dengan melihat struktur idiotip pada anti-idiotip

dengan epitop pada protein-G.




2.1

2.1.

2.1.

BAB 2
TUJUAN DAN MANFAAT PENELITIAN TAHUN | DAN It

Tujuan Penelitian
1 Tujuan khusus penelitian jangka pendek

Penelitian pada tahun pertama ini bertujuan untuk :

1) Mendapatkan gambaran imunogenesitas antibodi anti-protein-G
(poliklonal dan monoklonal) sebagai bahan baku pembualan vaksin
F(ab)2 anti-idiotip.

2) Mengetahui karakter antibodi anti-protein-G dan antibodi F(ab)2 anti-
idiotip pasca digesti dengan enzim pepsin berdasarkan berat molekul.

3) Mengetahui kesamaan antigenik antara protein-G virus rabies dengan
F(ab)2 anti-idiotip berdassarkan reaksinya terhadap antibodi anti- anti-
idiotip (Ab3).

2 Tujuan khusus jangka panjang

Secara keseluruhan selama 3 tahap penelitian ini bertujuan untuk

peinbakuan F(ab)2 anti-idiotip sebagai kandidat vaksin rabies yang memiliki

potensi yang lebih baik dari vaksin rabies inaktif, bersifat 'protektif, aman dan

murah.

2.2

ters

dan

Manfaat Penelitian
Penelitian ini diharapkan dapat memberikan manfaat dengan aplikasi
pan terhadap produk vaksin F(ab)2 anti-idiotip sebagai upaya pencegahan

pengendalian rabies di Indonesia.




BAB 3
TINJAUAN PUSTAKA
3.1 Molekul Imunoglobulin
Molekul imunoglobulin (lg) atau antibodi merupakan molekul glikpprotein,
yang tersusun dari 82-96% polipeptida dan 4-18% karbohidrat. .YAgktivitas
bidlogiknya sebagian besar ditentukan oleh komponen polipeptidanya (Subowo.
1993).
Imunoglobulin dihasilkan oleh sel plasma yang berasal dari proliferési sel
B yang terjadi setelah kontak dengan antigen. Molekul Ig mempunyai empat
ranftai polipeptida dasar yang terdiri atas dua rantai berat (heavy chain) atau
rantai H, dan dua rantai ringan (light chain) atau rantai L, yang dihubungkan sa;u
sama lain oleh ikatan disulfide. Rantai L terdiri dari kappa (k) dan lambda (A),
maging-masing disusun oleh 230 asam amino. Rantai H terdiri atas lima jenis,
yakﬂni M, Y, @, O dan € yang akan menentukan kelas lgM, lg G, IgA, IgDdanig
E. masing-masing disusun oleh 450 -600 asam amino. Berat molekul (BM)
~ berfurut-turut masing-masing kelas adalah 900, 150-160, 160-165, 180 dan 190-
200 kDa (Baratawidjaja, 2004).
Penambahan enzim papain pada molekul lg, akan ményebabkan
penTutusan rantai H pada daerah engsel di depan ikatan disulfida, sehingga
menghasilkan komponen dua fragmen Fab dan satu fragmen Fc. Fragmen Fab
magih tetap mampu mengikat antigen dan fragmen Fc tetap dapat terikat pada

resgptor Fc pada permukaan sel yang memilikinya. Molekul Ig‘ apabila

ditajnbahkan enzim pepsin atau tripsin, akan mengalami pemutusar rantai H di

6




belakang ikatan disulfida, sehingga terbentuk satu molekul F(ab)2 yang masih

tefap dapat mengikat antigen dan bagian Fc akan mengalami fragmentasi

mgnjadi fragmen kecil (Kerr et al., 1 ‘994; Jones and Landon, 2002).

.2 Jenis Epitop

Epitop atau antigen determinan adalah bagian dari antigien<'yang dapat

pe

mT;nbuat kontak fisikk dengan reseptor Ig atau antibodi, menginduksi

bentukan antibodi, dapat diikat secara spesifik oleh bagian dari antibodi atau

olgh reseptor antibodi. Antibodi dapat bersifat sebagai antigen apabila disuntikan

pa

a spesies lain secara berulang-ulang (Baratawidjaja, 2004).

Molekul Ig memiliki tiga jenis epitop, yaitu isotip, alotip dan idiotip. Isotip

mﬂrupakan epitop yang menentukan kelas dan subkelas lg (antbodi) apablla

terfetak pada rantai H dari regio C (constant), dan akan menentukan tipe dan

subtipe apabila terletak pada rantai L dari regio C. Pemindahan pasif Ig atau anti-

Y atau anti-a akan mengganggu produksi Ig G atau lg A (Subowo, 1993;

Hefscowitz, 1993).

Alotip merupakan epitop yang bersifat polimorfik dan akan diwariskan

menurut hokum Mendel. Epitop ini ditemukan tidak pada setiap kelas yang ada

dar) biasanya terdapat pada regio C. Apabila alotip terdapat pada rantai-y, maka

setfap alotip merupakan nomenklatur Gm1, Gm2, Gm3 dan sebagainya;

sedangkan apabila terletak pada rantai-k, maka alotipnya diberi lambing Km1,

KmP dan sebagainya. Penyuntikan antibodi paternal menyebabkan supresi

7




tethadap munculnya molekul Ig yang membawa alotip paternal (Subowo, 1993:
Hegrscowitz, 1993).

Idiotip merupakan molekul epitop yang terdapat pada regio V (variable)
yang memberikan ciri khas antibodi. Idiotip terletak pada daerah pengikat
anfigen, sehingga apabila idiotip ini menimbulkan respons imun humoral, struktur
spesifisitas antibodi yang terbentuk (anti-idiotip) akan mirip dengan epitop
antigen penyebab antibodi pertama (Ameri and Zhou, 2006). Pemberian antibodi
lawyan determinan idiotip dapat menekan produksi Ig yang membawa determinan

id

—

c?tip tertentu (Subowo, 1993; Herscowitz, 1993). Menurut Poskitt ef al.(1992),
idigtip terdiri dari beberapa idiotop. Idiotop ada yang terletak pada combl:ning site
dafi molekul Ig yang disebut paratop, atau terdapat pada bagian lain dari regio V
yang disebut region frame work. Diperkirakan terdapat 15-20 idiotop pada setiavp
idiJ tip dalam satu melekul Ig, atau satu dari 15-20 reseptor limfosit B terdapat
reseptor yang spesifik terhadap idiotop, yang dapat berikatan dengan idiotip

antjbodi.

3.3(Klas Anti-idiotip

Anti-idiotip secara serologik diklasifikasikan menjadi empat kaiegori. yakni
Ab2a, Ab2B, Ab2y, dan Ab2. Parameter yang digunakan untuk mendefinisikan
masing-masing anti-idiotip didasarkan atas ikatan pada antigen-binding site atau
pada framework region lainnya. Jika target idiotop tertuju pada bagian dalam
antigen-binding site, maka anti-idiotip lebih dikenal dengan istilah Ab2B. Anti-

idiofip yang tidak menghalangi antigen dikenal dengan Ab2a dan kiranya dapat

8




mengikat bagian dari framework region. Anti-idiotip yang mengenali idiotip dalam

anftigen-binding site tetapi tidak membawa internal image dari antigen asli

di#ebut Ab2y. Anti-idiotip yang mengenali idiotip pada Ab1 dari suatu epitop pada

antigen dikenal dengan Ab2 (Poskitt et al.,1992; Ameri and Zhou, 2006).

3.3 Virus Rabies

kal

Komposisi kimia virus rabies terdiri dari 3-4% RNA, 67%protein, 3%

bohidrat dan 26% lipid. Struktur protein tersusun dari 5 komponen, yakni

protein-G dengan BM 62-76 kDa, protein-N 54 kDa, protein-L 190 kDa, protein-M

24

kDa dan protein-P 37 kDa. Protein L, N dan P terikat secara non-kovalen

pafla virion RNA, dan menghasilkan kompleks nukleokapsid yang berbentuk

gu

ungan heliks dalam virion. Nukleokapsid dikelilingi amplop lipoprotein yang

terdiri dari protein-M dan pada permukaan virion terdapat spike protein-G (Plotkin

an{l Koprowski, 1994; Arai, 1996; Edwards, 1 999).

| Se
194

dib

3.11 Vaksin Rabies

Louis Pasteur pertama kali menemukan vaksin rabies pada tahun 1884,

menjak saat itu vaksin rabies mengalami perkembangan pesat. Sampai tahun

0-an semua vaksin rabies yang beredar berasal dari virus rabies yang

akkan pada korda spinalis kelinci, otak kambing, domba, kelinci atau mencit

dan embrio itik. Virus kemudian diinaktivasi dengan cara pemanasan, sinar

ultr

me

Aviolet, penambahan fenol atau beta-propiolakton (BPL). Vaksin ini banyak

nimbulkan efek samping, karena adanya residual live virus, mengandung

9




jaringan syaraf dan 'protein héwan, serta menyebabkan reaksi alergi pasca
vaksinasi. Termasuk vaksin pada periode ini adalah vaksin rabies Fermi,
Semple, Fuenzalida, dan duck embryo (WHO, 1992).

Vaksin rabies yang dibiakkan pada kultur human diploid cells (HDC) mulai
dikembangkan pada tahun 1958. Virus dimurnikan dengan ultrasehtrifugasi dan
diinaktifkan dengan formalin, BPL, atau sinar ultraviolet. Respons imun yang
diimbulkan oleh vaksin generasi kedua ini jauh lebih baik daripada vaksin
generasi pertama (WHO, 1992).

Vaksin rabies yang dibiakkan pada kultur sel embrio ayam, embrio itik,
ginjal anak hamster dan sel vero telah dikembangkan pada tahun 1960-an. Virus
dipgkatkan dengan ultrasentrifugasi dengan bahan inaktifan BPL. Efek samping
yang muncul lebih ringan atau hanya sedikit reaksi alergi (WHO, 1992).

Vaksin rabies generasi keempat muncul pada tahun 1980-an dengan
hadjrnya vaksin rekombinan dan vaksin sub-unit. Vaksin rekombinan dibuat
dengan menginsersikan gen-G atau gen-N virus rabies ke dalam vektor virus
vac finia. canary pox, adeno, atau baculo. Ekspresi protein-G atau protein-N
merjghasilkan antibodi netralisasi yang dapat melindungi hewan dari serangan

virug rabies (Plotkin and Koprowski, 1994; Arai, 19986).
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BAB 4
METODE PENELITIAN

Penelitian ini terdiri dari tiga tahap yang akan dilakukan selama tiga tahun.

Tahap 1 (tahun pertama) adalah perbanyakan antibodi anti-protein-G (poliklonal

dar

monoklonal) terhadap protein-G virus rabies yang diperoleh pada penelitian

seljelumnya (Rahmahani dkk., 2004), pemurnian antibodi anti-protein-G dengan

colpum chromatography, uji imunogenesitas anti-protein-G pada kelinci, digesti

ant{bodi anti-protein-G dengan enzim pepsin, karakterisasi antibodi anti-protein-

G dengan SDS-PAGE dan wesfern blot, serta uji antigenesitas antibodi anti-

pro

idio

ein-G dengan indirect-ELISA.

Tahap Il (Tahun |l), produksi anti-idiotip pada kelinci, pemurnian anti-

ip, digesti anti-idiotip dengan pepsin, karakterisasi F(ab). anti-idiotip, uji

homologi  antigenik antara idiotip pada anti-idiotip dengan epitop pada

glik

idio
vak
den
dihe
den

4.1

in v

pprotein, uji imunogenesitas F(ab), anti-idiotip pada mencit.

Tahap akhir (Tahun lil) penentuan dosis vaksin, pembakuan F(ab), anti-

ip sebagai vaksin, meliputi serangkaian uiji, yaitu uji sterilitas (stenlity), titrasi

Bin (quality), vji inokuity (safefy) dan uji potensi (protectivity). Sehubungan

gan kebijakan pemerintah melalui Dirjen Dikti, di mana dana; penelitian
ntikan hanya sampai pada tahun kedua, maka penelitian tahun ketiga
jan sangat terpaksa tidak dapat dilanjutkan.

Perbanyakan Antibod! anti-protein-G

Klon hibridoma penghasil antibodi monoklonal (IgG2a) dikultivasi secara

{ro menggunakan mediqm RPMI-1640 dan DMEM yang mengandung 10%

B




FGS, 25 mM NaHCO3, 100 IU antibiotik (Penstrep). Hibridoma yang tampak

kopfluen pertumbuhannya kemudian dipanen supernatannya (mengandung

anfibodi monoklonal (lgG2a). Antibodi tersebut selanjutnya dimurnikan dan

di

-
—

entukan kadarnya.

4.2 Pemurnian Antibodi Anti-protein-G

Pemurnian antibodi monoklonal dilakukan dengan teknik coloum

chfomatography menggunakan protein A, yang dipreparasi dalam protein A-

ultfogel coloum menurut cara Harlow and Lane (1 988). -

4.3

Digesti Anti-protein-G dengan Pepsin

Untuk menghasilkan F(ab)2, anti-protein-G monoklonal utuh didigesti

defgan penambahan enzim pepsin. Antibodi anti-protein-G dimasukkan ke

dalh

33:4

m larutan 0,1 M natrium asetat pH 4,2 dan pepsin dengan perbandingan

dan selanjutnya diinkubasi dalam waterbath suhu 37° C selama 8 jam.

Resgksi kemudian dihentikan dengan penambahan 2 M Tris pH 7-8 (Kerr ef al.,

1944).

4.4

tigal

ekor

Uji Imunogenesitas Anti-protein-G (Monoklonal/ Poliklonal) utuh dan
Fragmen anti-protein-G
Tiga ekor kelinci diinjeksi dengan 50 pg/ml anti-protein-G monokional dan

ekor yang lain diinjeksi dengan 50 pg/ml anti-protein-G polikional, serta tiga

kelinci lagi diinjeksi dengan fragmen anti-protein-G (yang telah didigesti

denpan pepsin). Injeksi dilakukan sebanyak empat kali (injeksi pertama dengan

12



Fr

comnplete Freund’s adjuvant, CFA dan injeksi berikut dengan incomplete

pund'’s  adjuvant, IFA). Dua minggu pasca injeksi yang terakhir dilakukan

| pepgambilan darah guna identifikasi anti-protein-G untuk karakterisasi derajad

im

Inogenesitas dan antigenesitasnya.

4.5 Karakterisasi Anti-protein-G Utuh dan Fragmen anti-protein-G dengan

mg

dit

SDS-PAGE dan Western Blot
Antibodi anti-idiotip dianalisis dan dilakukan preparasi protein untuk

lihat berat molekul (BM) dengan teknik SDS-PAGE dan akhirnya protein

ransfer ke membran nitrocellulose dan selanjutnya dilakukan blofting.

. | Denaturasi partikel imunoglobulin

Sebanyak 20 nl sampel lg ditambahkan 600 pl bufer lisis | kemudian
ditambahkan 300 pl bufer lisis Il dan dicampur baik-baik kemudian dibagi 50 pl
untuk setiap tabung steril. Sampel yang mengandung 2000 PFU/ul kemudian
dipanaskan pada temperatur 65°C selama 15 menit sebelum di-/oading pada

gel atau disimpan pada -80°C sampai digunakan penelitian lanjutan.

. BDS-PAGE (Polyacrylamid gel electrophoresis)

Setelah larutan gel pemisah 15% dimasukan pada gel plate ‘pada posisi
vertikal kemudian diatasnya diberi butanol sampai mengeras dan kemudian
butanol dibuang dan dibersikan dengan PBS dan dikeringkan dengan
whatman paper. Selanjutnya ditambahkan stfacking gel dan. setelah itu
dimasukan comb dan ditunggu sampai betul-betul sef. Selanjutnya comb

diambil dan dicuci dengan aquadest kemudian diberi bufer. Sampel yang

13




sudah diampur dengan bufer lisis I/l dipanaskan 65°C selama 15 menit
kemudian 10 ul sampel dimasukan ke lubang dengan tip 200 pl. Setelah itu
power supply di-start dengan kekuatan 30 mA selama 5 jam. Jika reaksi gel
sudah sampai bawah kemudian,di matikan dan plate dibuka dan dipisahkan
selanjutnya dicuci dengan bufer.

.| Semi-dry blotting

Protein dari gel kemudian ditransfer ke membran nftroselulosa (PVDF) dengan
cara memotong kertas Whatman dan PVDF sesuai dengan besarnya gel.
Enam sheefs kertas absorben pada anoda bufer | dan 3 sheets pada anoda
bufer Il dan 6 sheets pada katoda bufer. Membran PVDF di inkubasikan pada
anoda bufer Il selama 5 menit kemudian disusun 6 sheets kertas absorben
dari bufer I, 3 sheets dari bufer I, PVDF, poliakrilamid dan 6 sheefs kertas
absorben dari katoda bufer. Selanjutnya diberi aliran listrik dengan 0,8 mA/cm?
dari gel. Setelah protein ditransfer, PVDF dicuci dengan aquadest selama 10

menit dan larutan TBS selama 10 menit yang selanjutnya dilakukan b/otting.

.| Blotting

PVDF blot diblok dengan skim milk 5 % selama 30 menit pada temperatur
Wuangan kemudian dicuci dengan larutan TBS 2 kali. Selanjutnya direaksikan
dengan antibodi monokional dan polikional. Setelah itu diinkubasikan pada
temperatur ruangan selama 1 jam. Setelah dicuci dengan larutan TBS
sebanyak 3 kali direaksikan dengan konjugat alkalin fosfatase dan substrat p-

NPP dan diwarnai dengan westermn blue. Akhirnya dikeringkan pada
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temperatur ruangan. Dari hasil ini kemudian ditentukan protein spesifik, berat

molekul protein dan kemudian dilakukan isolasi protein.

4.6 Ujl Antigenesitas Anti-protein-G Utuh dan Fragmen anti-protein-G
dengan Teknik /ndirect-ELISA
Sebanyak 2 ug/ml antibodi anti-protein-G virus rabies (utuh /

fraggmentasi) bentuk monckional atau polikional dilekatkan pada mikroplat ELISA
ddlam bufer karbonat pH 9,6 sebanyak 100 pl/sumuran. Plat kemudian
diipkubasi pada suhu 4°C selama semalam dan diblok dengan menggunakan
bt{fer bloking (PBS-Tween yang mengandung susu skirﬁ 4%), serta diinkubasi
kénbali pada suhu 37°C selama satu jam. Plat dicuci dengan bufer pencuci
(NpCI-Tween) sebanyak empat dan ditambahkan antibodi yang diuji (anti-
anti-protein-G) pada pengenceran 1/100-1/25.600 sebanyak 100 pl/sumuran.
P

at diinkubasi kembali pada suhu. 37°C selama satu jam dan kemudian dicuci
depgan cara yang sama. Pasca pencucian ditambahkan konjugat goat-anti-rabbit
yang berlabel enzim alkali fosfatase pada pengenceran 1/4000 sebanyak 100
H/sumuran.dan diinkubasi pada suhu 37°C selama satu jam. Selanjutnya plat

d

quci kembali untuk kemudian ditambahkan substrat pNPP (2,7 mM/I0 dalam
buffer substrat (1 M dietanolamin) sebanyak 100 pl/sumuran dan diinkubasi pada
rugng gelap selama 10-30 menit. Resapan dibaca pada panjang gelombang 405

nnyp.

4.7 Produksi Anti-idiotip pada Kelinci
Antibodi monoklonal anti-glikoprotein yang diperoleh secara invivo dari
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caifan ascites mencit diinjeksikan pada dua ekor kuda. Injeksi dilakukan
selanyak empat kali dengan interval waktu 2 minggu. Adanya antibodi anti-
idiqtipik diuji dengan indiresct-ELISA. Anti-idiotip dengan titer tinggi selanjutnya

dimurnikan dengan column chromatography.

4.8/ Pemurnian Anti-idiotip
Pemurnian antibodi anti-idiotipik dilakukan dengan teknlk cofumn

chiomatography dengan menggunakan protein A, yang dipreparasi dalam

prdtein A-Ultrogel coloum (25 ml) (Harlow dan Lane, 1999).

4.9 Digesti Anti-idiotip dengan Pepsin
Untuk menghasilkan F(ab),, antibodi anti-idiotip utuh didigésti dengan

peTambahan pepsin. Sebanyak 5 mg/ml anti-idiotip diencerkan dalam 10 mMol
Natsitrat pH 3,5 selanjutnya ditambahkan § mg pepsin per mg antibodi dan

dipanaskan dalam waterbath suhu 37°C selama 12-24 jam. Reaksi kemudian

dihentikan dengan menambahkan 1:10 volume 3,0 M Tris pH 8,8, disentrifus
paga 10.000 g selama 30 menit.' Pemisahan F(ab), dari antibodi utuh dan

bagian Fc dilakukan dengan coloum chromatography (Harlow dan Lane, 1999).

4.10 Karakterisasi F(ab); Anti-idiotip

Antibodi anti-idiotip dianalisis dan dilakukan preparasi protein untuk
mdlihat berat molekul (BM) dengan teknik SDS-PAGE dan akhirnya protein

dittansfer ke membran nitrocellulose dan selanjutnya dilakukan blotting.
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4.11 Uji Kesamaan Antigenik antara Idiotip pada Anti-idiotip dengan Epitop
pada protein-G
Adanya kesamaan antigenik antara struktur idiotip pada anti-idiotipik

dehgan epitop pada glikoprotein dilakukan dengan competitive-ELISA. Anti-
idiotipik dan glikoprotein virus rabies digunakan sebagai antigen, selanjutnya
ditambah dengan antibodi anti-VP2 dari kelinci. Pasca pencucian ditambahkan
kohjugat goat anti-Rabbit yang berlabel enzim alkaline phosphatase. Terakhir

dittmbahkan substrat dan resapan dibaca pada panjang gelombang 405 nm.

Hgsil kesamaan antigenik didapat dengan membandingkan nilai optical density

(OD) dari masing-masing antigen.

4.12 Uji Imunogenesitas F(ab), Anti-idiotip pada Mencit
Untuk menguji kemampuan vaksin idiotipik dalam memicu pembentukan

aritibodi yang bersifat protektif, dilakukan injeksi pada sekelompok mencit, anjing
dgn kera. Injeksi dilakukan sebanyak tiga kali dengan interval waktu dua

minggu. Pengukuran titer antibodi dilakukan dengan uji indirect-ELISA.
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BAB 5
HASIL DAN PEMBAHASAN -

Imunogenesitas Antibodi Anti-protein-G

Hasil pengujian imunogenesitas antibodi anti-protein-G, baik poliklonal
jupun monoklonal dapat dilihat pada Tabel 5.1. Titer antibodi terhadap antibodi
ti-protein-G polikional ternyata lebih rendah daripada titer antibodi anti-protein-
monoklonal. Antibodi anti-protein-G monoklonal di dalam memicu

mbentukan antibodi anti-anti-protein-G sangat spesifik sekali, sehingga dapat

Par

nghasilkan titer yang tinggi. Berdasarkan nilai OD terlihat, bahwa antibodi

mgnoklonal memiliki titer 6400, sedangkan antibodi poliklonal dengan titer 800.

Spesifisitas ini sangat ditentukan oleh kemurnian antibodi dan jenis subklas Ig

i antibodi monoklonal yang digunakan. Pada penelitian ini antibodi

mgnoklonal yang digunakan adalah dari subklas Ig G2a dan berasal dari klon

-2, yang telah teruji kespesifikannya terhadap protein-G virus rabies. Antibodi

a

dipanen dari supernatan hibridoma klon Jra-2 dan dimurnikan dengan coloum

chfomatography (Rahmahani dkk., 2004).

Hasil ini menunjukkan, bahwa penggunaan antibodi monoklonal sebagai
bahan baku pembuatan vaksin anti-idiotip akan lebih spesifik dan

meinguntungkan dibanding antibodi polikional. Namun demikian untuk melihat

kanakter dari antibodi tersebut masih diperlukan serentetan uji untuk mengetahui

sifgt fisik, kimia dan biologik.

18




Tapel 5.1 Hasil Pengujian Imunogenesitas Antibodi Anti-protein-G Virus

Rabies pada Kelinci dengan Teknik Indirect-ELISA

Jenis Imunogen Ulangan Titer Antibodi
_ 1 800
Anti-protein-G r 2 800
poliklonal 3 800
o 1 6400
Anti-protein-G 2 6400
monoklonal 3 6400
Kontrol Negatif 1 0
2 0

5.2 Karakterisasi Antibodi Anti-protein-G

a

4
—

en
po,
ten
mq
m(
ten
de

F

—~~

ha
ko
se

mq

po

Pada penelitian ini sebagai tahap awal untuk mengetahui karakter antibodi
i-protein-G dilakukan digesti terhadap antibodi tersebut dengan menggunakan
gim pepsin. Hasil karakterisasi antibodi anti-protein-G monoklonal dan
liklonal dengan teknik SDS-PAGE dapat dilihat pada Gambar 5.1. Gambar
sebut memperlihatken, pita-pita protein dari antibodi-anti-protein-G
)noklonal dan poliklonal, baik yang didigesti atau tidak. Pada kolom 1, antibodi
inoklonal yang didigesti dengan pepsin, ternyata belum semua molekul
fragmentasi menjadi F(ab)2. Kolom tersebut menunjukkan dua pita protein

ngan BM 160 kDa dan 114 kDa. Pita protein dengan BM 114 adalah molekul

ab)2. Pada kolom 2 terlihat, bahwa molekul (BM) antibodi monoklonal (igG2a)

nya menampakkan satu pita protein dengan BM 160 kDa, sedangkan pada
om-3 dan kolom-4 molekul éntipodi poliklonal memiliki beberapa pita protein
ain protein dengan BM 160 kDa. Hal ini menunjukkan, bahwa antibodi
noklonal anti-protein-G memiliki karakter protein tunggal, sementara antibodi

iklonal masih terdiri dari beberapa jenis protein. Pada penelitian ini digesti
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anffbodi anti-protein-G asal mencit menggunakan enzim pepsin dilakukan
selama 8 jam pada suhu 37° C dengan perbandingan antibodi : pepsin = 33 :

1pada pH 4,2 (Kerr et al., 1994), Menurut cara ini relative rate dari jenis subklas
yang terfragmentasi adalah IgG3 = IgG2b > IgG2a > Ig G1. Subklas IgG2a
tergolong sulit terfragmentasi. Bagian Fc tidak tampak karena terfragmentasi
mehjadi bagian yang sangat kecil. Menurut Jones and Landon (2002) digesti
dengan enzim pepsin terhadap Ig domba dapat menghasilkan F(ab)2 dengan

BM 100 kDa dan komponen kecil dengan BM < 13 kDa.

< 160 KDa
< 114 kDa

Gambar 5.1 Hasil Preparasi Antibodi Anti-protein-G dengan Teknik SDS-
PAGE. Kolom 1 anti-protein-G monoclonal yang didigesti dengan
pepsin, 2 anti-protein-G monoklonal utuh, 3 dan 4 anti-protein-G
poliklonal utuh. M marker.

Digesti dengan cara ini tampaknya kurang sempurna, karena masih

bapyak molekul IgG2a yang belum terfragmentasi menjadi F(ab)2. Masih
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barlyaknya IgG2a yang bslum terfragmentasi dapat dikarenakan pepsin tidak

bekerja secara optimal. Perbedaan pH, waktu dan konsentrasi enzim

mepyebabkan hasil yang berbeda pula. Menurut Harlow and Lane (1,988) pepsin

dagat memfragmentasi antibody menjadi F(ab)2 bila bekerja pada pH 3,5 pada

sulju 37° C dalam waktu 12-24 jam dengan konsentrasi 5 mg/ml antibodi.

Hasil identifikasi anti-protein-G monoklonal dan polikional dapat dilihat

pada Gambar 5.2. Kolom 1 dan 2 adalah anti-protein-G monoklonal yang

didigesti dengan pepsin yang menupjukkan F(ab)2 dengan BM 114 kDa. Kolom

3 dan 4 berisi anti-protein-G monoclonal utuh . Semua pita protein dari anti-

pro

ein-G polikional utuh maupun terdigesti dengan pepsin teridentifikasi dengan

antibodi anti-anti-protein-G. Hasil westemn blot ini memperkuat hasil preparasi

pro

ein dari SDS-PAGE. Untuk memperkuat hasil identifikasi ini telah dilakukan

perjgujian untuk mengetahui antigenesitas dari molekul F(ab)2 anti-protein-G.

derjgan teknik indirect-ELISA (Tabel 5.2).

Hasil pengujian imunogenesitas dan antigenesitas fragmen anti-protein-G

H

terlihat bahwa, spesifikasi F(ab)2 anti-protein-G tampak lebih menonjol daripada

antt-protein-G utuh di dalam mengenali antibodi anti-idiotip. Anti-protein-G utuh

harfya mengenali anti-F(ab)2 sampai pada pengenceran 1/400, sedangkan

F(ap)2 anti-protein-G dapat mengenali antibodi anti-idiotip sampai pada

perjgenceran 1/6400. Berdasarkan hasil ini  dapat dikatakan, bahwa untuk
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Gambar 5.2 Hasil Identifikasi Fragmen Anti-protein-G dengan Teknik
Western Blot. Kolom 1 dan 2 anti-protein-G monoklonal yang
didigesti dengan pepsin, 3 dan 4 anti-protein-G polikional utuh.

ménghasilkan antibodi anti-idiotip yang spesifik sebaiknya digunakan antibodi
dari fragmen F(ab)2, sehingga anti-idiotip yang terbentuk hanya tertuju pada
fragmen F(ab)2 dan tidak tertuju pada Fc. Hasil ini nantinya akan mendasari

dalam pembuatan vaksin F(ab)2 anti-idiotip yang homolog dengan epitop

protein-G virus rabies.

Tapel 5.2 Hasil Pengujian Iniunogenesitas dan Antigenesitas F(ab)2 Anti-
protein-G Virus Rabies terhadap Antibodi anti- idiotlp dengan

Teknik Indirect-ELISA
Jenis Pengenceran
Antigen | 11100 | 1/200 | 1/400 | 1/800 | 1/1600 [ 1/3200 | 176400 [ 1/12800
Anti-
prértein- + + + - - - - -
G
F(ab)2
anti- + + + + + + + -
prqtein-
G

Ket : + positif, - negatif
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5.3 Produksi Anti-idotip pada Kelinci

Respons imun kelinci terhadap antibodi monoclonal anti-protein-G

(Ab1) asal mencit tergolong baik. Hal ini terbukti dengan terbentuknya antibodi

a

—_

Wti-idiotip (Ab2) yang makin meningkat titernya dari minggu ke minggu. Antibodi

mdnoKlonal yang hanya terdiri dari satu subklas immunoglobulin (lg G2a) dapat

di

anggap asing oleh tubuh kelinci, karena selain g G2a memiliki berat molekul

160 kDa, juga adanya perbedaan spesies yang menyebabkan kelinci dapat

merespons lg G2a asal mencit dengan baik.

5

.t Karakterisasi F(ab)2 anti-idiotip

Hasil karakterisasi F(ab)2 anti-idiotip yang telah didigesti dengan

pepsin dapat dilihat pada Gambar 5.3. Pada Gambar SDS-PAGE tersebut

F(.qbp)z

Gambar 5.3 Hasil karakterisasi antibodi anti-idiotip F(ab)2 dengan teknik

fe

bz

SDS-PAGE. Kolom 1-4 fragmen antibodi anti-idiotip F(ab)2, M
marker.

Hihat pita protein F(ab)2 anti-idiotip terlihat tunggal. Hal ini menunujukkan,

shwa proses digesti antibodi anti-idiotip telah terpotong dengan sempurna,
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menjadi fragmen F(ab)2 dengan berat molekul 114 kDa. Pemotongan antibodi

anti-protein-G dan anti-idiotip ternyata menghasilkan fragmen F(ab)2 dengan

berat molekul yang sama yakni 114 kDa.

Pada hasil identifikasi protein F(ab)2 dengan western blot tampak pada

Gambar 5.4. Gambar tersebut menunjukkan, bahwa fragmen F(ab)2 telah terikat

dgngan antibodi anti-protein-G sehingga menghasilkan pita tunggal

-F(ol::’)z

Gambar 5.4 Hasili identifikasi fragmen antibodi anti-idiotip F(ab)2 dengan

5.5

fra

teknik western blot. Kolom 1-4 F(ab)2 anti-idiotip.

Uji Kesamaan Antigenik

Uji kesamaan antigenik dimaksudkan untuk mendapatkan

galnbaran mengenai struktur antara prtotein-G virus rabies strain alam dengan

men F(ab)2 anti-idiotip berdasarkan reaksinya terhadap antibodi anti-protrin-

G. Berdasarkan nilai OD dari hasil reaksi dapat dikatakan, bahwa kedua protein

memiliki stuktur antigenik yang serupa. Hal ini dibuktikan dengan menunjukkan

dogis antigen dan pengenceran antibodi yang sama didapatkan nilai OD yang
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relatif sama antara kedua protein. Penggunaan antigen dengan dosis 10 pg/ml

pa

pengenceran antibodi 1/100 didapatkan hasil paling tinggi dengan nilai OD

0,801 dan 0,808. Guancheng et al.(2001) menyatakan, bahwa sebagian anti-

idi

ip yang terbentuk akibat responsnya terhadap Ab1 dapat mengekspresikan

detérminan idiotip yang meniru antigen aslinya. Menurut Fields ét al.(2002),

an

thra antigen asli dan antibodi anti-idiotip mempunyai kemampuan berikatan

sedara konpetitif dengan antibodi anti-anti-idiotip (Ab3).

Tabel 5.3 Nilai Optical Density Hasil Pengujian Kesamaan Antigenik Antara

Protein-G Virus Rabies dengan F(Ab)2 Anti-idiotip terhadap
Antibodi Anti-protein-G dengan Indirect-ELISA

Antigen Dosis Pengenceran Antibodi Rata-

(pg/mi) | 17100 1/200 1/400 1/800 1/1600 rata

25 0,444 0,321 0,279 0,245 0,198 | 0,297

Pthein-G 5 0,736 0,643 0,551 0,325 0,202 | 0,491

10 1,222 0,949 0,847 0,669 0,486 10,834

‘Rala-rala 0,801 0,638 0,559 0,413 0,295 | 0,541

2,5 0,472 0,228 0,201 0,187 0,145 | 0,246

F(ab)2 5 0,637 0,625 0,576 0,337 0,210 {0,477

10 1,314 [ 1,002 0,598 0,350 0,224 10,698

qla-rata 0,808 0,618 0,525 0,291 0,193 | 0,556

5.6 Uji Imunogenisitas F(ab)2 anti-idiotip pada Mencit

te

b

[1}]

bs

Hasil pengujian imunogenisitasF(ab)2 pada mencit dapat dilihat

pada Tabel 5.6. Tabel tersebut menggambarkan adanya respons imun mencit

sefelah diinjeksi dengan F(ab)2 anti-idiotip. Pada minggu ke-2, ke-4 dan ke-6

us terjadi peningkatan titer antibodi anti-anti-idiotip. Hal ini menunjukkan,
hwa F(ab)2 anti-idiotip mampu memicu timbulnya antibodi dan kemungkinan

sar dapat dimanfaatkan sebagai kandidat vaksin rabies. F(ab)2 anti-idiotip

memiliki struktur antigenik yang serupa dengan protein-G virus rabies, oleh
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kargna anti-anti-idiotip

protein-G (Ab1). Dengan demikian kemungkina

(Ab3) yang terbentuk akan mirip dengan antibodi anti-

n besar Ab3 akan dapat

menetralisir virus rabies sama seperti Ab1 yang dapat menetralisir virus rabies.

Tabel 5.4 Nilai Titer Antibodi
Imunogenisitas F(ab)2 anti-i

Anti-anti-idiotip  Hasil
diotip pada Mencit dengan

Pengujian

Indirect-ELISA
- Minggu

Ulangan 0 X 2 4 6 Rata-rata

1 0 400 3.200 12.800 4.100

2 0 400 6.400 25.600 8.100

3 0 400 3.200 12.800 4.100

4 0 200 1.600 12.800 3.650 |

5 0 400 6.400 25.600 8.100
Rata-rata 0 . 360 4.160 17.920 5.610
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BAB 6
KESIMPULAN DAN SARAN

6.1 Hesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian, maka dapat ditarik beberapa kesimpulan :

-

Imunogenesitas antibodi (Ab1) anti-protein-G monoklonal lebih baik
daripada anti-protein-G poliklonal di dalam memicu pembentukan antibodi
spesifik, sehingga lebih layak digunakan sebagai bahan baku pembuatan
vaksin F(ab)2 anti-idiotip (Ab2).

2]. Antibodi anti-protein-G dan antibodi anti-idiotip dapat didigesti dengan
enzim pepsin menjadi fragmen F(ab)2 dengan berat molekul 114 kDa.

3). Protein-G virus rabies dan fragmen F(ab)2 anti-idotip memiliki struktur
yang sama dan kedua antigen dapat bereaksi dengan antibodi anti-

protein-G.

6.2 Saran

Berdasarkan hasil penelitian dapat disarankan :

1) Antibodi (Ab1) anti-protein-G virus rabies (monoklonal) dapat diaplikasikan
untuk bahan baku pembuatan vaksin anti-idiotip (Ab2). |

2)) Perlu penelitian lanjutan untuk pengujian kiinis F(ab)2 anti-idotip homolog

epitop protein-G sebagai kandidat vaksin rabies di Indonesia.
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