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Salah satu penyebab belum ditemukannya vaksin yang efektif terhadap penyakit
malaria adalah adanya variasi genetik kandidat vaksin. SERA (Serine — Repeat Antigen)
Plasmodium Jalciparum (PfSERA) merupakan salah satu kandidat asexual blood Stage
vaccine yang diharapkan potensial terhadap infeksi oleh Plasmodium Jalciparum,
sehingga diharapkan dapat menjadi subunit dari multistage vaccine untuk penyakit
oktamer sampai regio ulangan serin PfSERA merupakan bagian yang immunogenik dan
di beberapa daerah endemis malaria dj Indonesia (P.Halmahera, P.Bury, Jayapura,
Maumere, P Kangean di Kabupaten Sumenep dan di desa Dongko Kabupaten Trenggalek
Propinsi Jawa Timur) variasi genetiknya ternyata tidak sebesar calon vaksin yang lain,
Oleh karena itu Sangat potensial sebagai calon sub unit vaksin malaria khas Indonesia.

Sampel yang dipakai pada penelitian ini adalah sampel K48 yang diperoleh darj
penelitian Hibah Bersaing XII/1 dan X11/2 yang lalu. Dilakukan amplifikasi gen penyandi
protein domain immunogenik PfSERA terletak di exon II gen PfSERA, dan diperoleh
hasil PCR sekitar 1.025 bp. Kemudian dilakukan pemurnian hasil PCR dengan memakai
high pure PCR product purification kit dan hasil PCR diinsersikan ke vektor pTE101/D-
TOPO, selanjutnya di insersikan ke sel kompeten £.coli TOP 10. Untuk ekspresi gen
penyandi protein domain immunogenik PfSERA, plasmid rekombinan di transformasikan
ke sel kompeten £, coli BL-21 star. Setelah dimurnikan dengan Ni-NTA spin kit, terhadap
protein yang diperoleh dilakukan SDS-PAGE dan Western biot. Diperoleh protein
sebesar sekitar 47 kD.

(Indri Safitri, C.A.Nidom, Heny Arwati, 2009)
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BAB 1

SRS

PENDAHULUAN

Plasmodium falciparum (P falciparum) merupakan penyebab penyakit malaria
yang dapat memberikan gejala paling berat, dan menginfeksi penderita penyakit malaria
di beberapa daerah endemis malaria di Indonesia. Perlu diketahui bahwa penyakit
malaria sampai saat ini masih merupakan masalah di dunia (Riccio, 2005), termasuk di
Indonesia (Brown, 2002). WHO memperkirakan sekitar 300 - 500 juta penduduk di dunia
terserang penyakit yang menyebabkan kematian 3 juta penduduk dunia setiap tahun dan
1/4 diantaranya adalah anak berumur 1 - 4 tahun (WHO, 2000). Di Indonesia, walaupun
pernah terjadi tendensi penurunan jumlah kasus penyakit malaria di Pulau Jawa dan
Pulau Bali, tetapi di luar daerah tersebut terjadi hal yang sebaliknya. Pada tahun 1997
sebanyak- 93,5 juta penduduk di Indonesia terancam terkena penyakit malaria (WHO,
1997c). Setelah tahun 1998, angka kejadian penyakit malaria cenderung meningkat,
bahkan pada beberapa daerah di Jawa Timur telah terjadi Kejadian Luar Biasa (KLB)
penyakit malaria, misalnya di Pulau Kangean, Kabupaten Pacitan dan Kabupaten
Tulungagung (Oemijati, 1998., Depkes Prop.Jatim, 1998., Kuntarijanto, 2000). Lebih dari
50 % penyebab penyakit malaria di Indonesia adalah P, falciparum (WHO, 1997b). Jika
hal ini tidak segera diantisipasi, akan menurunkan kualitas sumber daya manusia (SDM)
yang saat ini sangat diperlukan dalam menghadapi era globalisasi.

Salah satu penyebab kegagalan penanggulangan penyakit malaria, terutama
terhadap penyakit malaria yang diakibatkan oleh P, falciparum adalah belum ditemukan
vaksin yang efektif (Tine ef al., 1996, Carvalho ef al., 2002., Ballou et al., 2004). Vaksin
diperlukan untuk menginduksi terjadinya imunitas yang protektif terhadap terjadinya
penyakit malaria, sehingga seseorang yang mendapat imunisasi menjadi kebal terhadap
infeksi oleh P, falciparum. Hal ini sangat diperlukan di daerah endemis malaria, terutama
untuk anak-anak kurang dari 5 tahun serta wanita hamil, yang sangat peka terhadap
penyakit malaria (Moreno dan Patarroyo, 1995., Engers dan Godal, 1998., Waters ef al,
2005).

SERA (Serine — Repeat Antigen) P. falciparum (PfSERA), merupakan salah satu

kandidat asexual blood stage vaccine yang potensial terhadap infeksi oleh P. Jalciparum



(Li et al., 2002., Wipasa et al., 2002., Millert ef al., 2002), sehingga diharapkan dapat
menjadi subunit dari multistage vaccine (Tine et al., 1996). PfSERA berfungsi dalam
invasi merozoit ke dalam sel darah merah (Perkins dan Ziefer, 1994), diduga PfSERA
juga berperan pada pelepasan merozoit dari skizont yang telah masak dalam sel darah
merah (Debrabant er al., 1992). Pada percobaan secara in vitro, antibodi monoklonal
ataupun poliklonal yang spesifik terhadap PfSERA dapat menghambat invasi
P falciparum ke dalam sel darah merah (Fox er al., 1997, Aoki et al., 2002) sehingga
terjadi hambatan pertumbuhan parasit (Knapp er al., 1989). Antibodi terhadap PfSERA
menyebabkan terjadinya aglutinasi merozoit (Fox et al., 1997., Soe ef al., 2002) dan
menghambat penyebaran merozoit pada saat pecahnya skizont yang telah masak dalam
sel darah merah (Lyon er al., 1989). Tingginya antibodi terhadap PfSERA berhubungan
dengan kekebalan terhadap penyakit malaria pada anak di Uganda (Okech, 2006). Pada
- percobaan dengan berbagai kera menunjukkan terjadinya proteksi baik sebagian ataupun
menyeluruh terhadap infeksi oleh P.falciparum jika diimunisasi dengan PfSERA
(Inselburg et al., 1991).

Gen PfSERA yang terletak pada kromosom 2 P.falciparum terdiri dari 4 ekson
dan 3 intron. Salah satu fragmen PfSERA adalah fragmen 47-kDa yang sangat
imunogenik, terutama di ujung amino fragmen 47-kDa dan antibodi yang timbul akibat
imunisasi dengan fragmen 47-kDa pada binatang percobaan ternyata mempunyai efek
protektif terhadap infeksi P.falciparum (Suzue et al., 1997). Gen penyandi fragmen 47
kDa yang imunogenik tersebut terletak pada ekson II, dan bagian yang imunogenik gen
ini terletak di regio ulangan oktamer (OR) dan regio ulangan serin.

Pada penelitian yang lalu (didanai PHB XII) ditemukan bahwa variasi genetik gen
penyandi domain immunogenik PfSERA (yang terletak pada exon II gen PfSERA yaitu
gen penyandi regio ulangan oktamer dan regio ulangan serin) tidaklah terlalu besar dan
dengan analisis komputer dapat diprediksi adanya epitop sel B yang immunogenik,
sehingga sangat potensial untuk dikembangkan sebagai sub unit vaksin yang potensial
khas Indonesia (Indri et al., 2005). Pada penelitian yang lalu juga telah didapatkan
P falciparum yang PfSERA nya mempunyai epitop paling banyak dan paling conserved.

Dalam penelitian ini akan dilakukan kloning ekspresi dan karakterisasi protein

domain immunogenik PfSERA yang didapat pada penelitian yang lalu. Penelitian ini




sangat penting karena dari protein rekombinan tersebut sangat mungkin dikembangkan

sebagai bahan dalam pembuatan sub unit vaksin terhadap penyakit malaria yang khas

untuk Indonesia.



BAB II
TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Penyakit Malaria

Penyakit malaria merupakan penyakit parasit tropik yang dapat disembuhkan dan
dapat dicegah, tetapi tetap merupakan penyakit yang mematikan jutaan orang (Brown,
2002). Hal ini dikarenakan secara umum banyak orang yang tidak mempunyai
pengetahuan yang cukup mengenai penyebab, penyebaran maupun pencegahan penyakit
malaria (WHO, 1997c). Penyakit malaria disebabkan oleh protozoa bersel tunggal yang
termasuk genus Plasmodium, dan ada 4 spesies yang dapat menginfeksi manusia yaitu

P falciparum, P.vivax, P, malariae, dan P.ovale (Strickland, 1991., Kaplan et al., 1993).

Penyakit malaria ditularkan melalui gigitan nyamuk Anopheles betina yang
terinfeksi atau terjadi inokulasi langsung oleh darah yang terinfeksi, misalkan pada saat
transfusi, penyuntikan dengan jarum suntik yang terkontaminasi atau malaria kongenital
(Strickland, 1991., Kaplan et al., 1993).

2.1.1. Situasi global penyakit malaria

Setiap tahunnya sekitar 300 — 500 Juta penduduk dunia menderita penyakit
malaria dan sekitar 3 juta diantaranya meninggal (WHO, 1997a). Jumlah penderita yang
mati karena penyakit malaria setiap tahunnya, sama dengan penderita penyakit AIDS
yang meninggal dalam 15 tahun terakhir, sehingga dikatakan bahwa penyakit malaria
lebih mematikan dari penyakit AIDS. Pada saat ini sekitar 90 negara di dunia terancam
oleh penyakit malaria, dan hampir separuhnya adalah negara di Afrika. Walaupun jumlah
ini jauh lebih rendah dibandingkan dengan tahun lima puluhan, yaitu sekitar 140 negara
merupakan daerah malaria, hal ini cukup mencemaskan karena sekitar 41% dari jumlah
penduduk di seluruh dunia terancam penyakit malaria (Trigg dan Kondrachine, 1998).

Penyakit malaria terutama ditemukan di daerah terpencil, hutan, daerah berbukit,
maupun di daerah yang baru dikembangkan (daerah transmigrasi maupun perkembangan
proyek). Daerah transmigrasi dengan fasilitas kesehatan yang sangat terbatas dan jumlah
penduduk yang banyak akan memperburuk keadaan ini. Banyaknya penyakit malaria di

daerah perbatasan negara seperti perbatasan Myanmar dan Thailand menyebabkan




penyakit malaria menjadi masalah kesehatan yang sangat penting (WHO, 1997¢). Pada

tahun 1990, 75% kasus penyakit malaria yang didapat di luar benua Afrika terkonsentrasi

pada 9 negara yaitu India, Brasil, Afghanistan, Srilanka, Thailand, Indonesia, Vietnam,

Cambodia, dan China (WHO, 2000).

Daerah dengan transmisi malaria serta terjadinya kasus baru sepanjang tahun
disebut daerah endemis malaria. Transmisi dapat terjadi di daerah dengan suhu rata-rata
di atas 15°C setidaknya selama sebulan dalam 1 tahun. Ini merupakan daerah antara
64°LU dan 31°LS. Daerah yang terbebas dari penyakit malaria adalah daerah dengan
ketinggian di atas 3.000 m dan daerah gurun pasir yang kering (Knell, 1991).

Pada tahun empat puluhan, diharapkan penyakit malaria dapat dibasmi dari
permukaan bumi dalam waktu yang singkat terutama dengan penggunaan insektisida
yang sangat intensif. Pada akhir tahun lima puluhan dan awal tahun enam puluhan
program eradikasi penyakit malaria dengan menggunakan DDT mencapai sukses yang
luar biasa (Knell, 1991). Di 8 negara di Asia Tenggara terjadi penurunan jumlah kasus
penyakit malaria yang sangat drastis, yaitu dari jumlah kasus 110 juta menjadi 228.000
pada tahun 1965. Tetapi hal ini tampaknya tidak berlangsung lama. Pada pertengahan
tahun tujuh puluhan mulai tampak timbulnya epidemi penyakit malaria, sehingga pada
tahun 1976 tercatat penderita penyakit malaria sejumlah 7,2 juta penderita. Dalam satu
dekade angka ini relatif selalu sama, tetapi pada tahun 1995 angka ini meningkat menjadi
6 kali lipat (WHO, 1997c).

Banyak hal yang berperan dalam timbulnya lagi penyakit malaria, antara lain
adalah :

1. Resistensi parasit terhadap pengobatan, yang setiap tahunnya semakin banyak dan
meluas di daerah endemis malaria (Laserson et al., 1994., Olliaro et al., 1996.,
Enserink, 2005, Pal-Bhowmick, 2006).

2. Timbulnya multi drug resistance seperti di daerah fokus malaria di daerah antara
Myanmar, Cina, Laos dan Thailand, yang semula berasal dari perbatasan Kamboja
dan Thailand (WHO, 1997¢) dan daerah Amazon (Huaman er al., 2004a), maupun
timbulnya resistensi terhadap chloroquin di beberapa daerah di Indonesia seperti di
Jawa Tengah (Safruddin er al., 2003), Pulau Lombok (Huaman er al., 2004b) dan
Papua ( Nagesha er al., 2003).



3. Resistensi nyamuk terhadap insektisida (Rich er al., 1997., Doolan dan Hoffman,
1997).

4. Pembukaan daerah baru terutama di daerah hutan tropis (Oemijati, 1998).

5. Akibat dari perubahan iklim yang memungkinkan vektor untuk berkembang biak di
daerah dengan iklim yang baru dan dapat menyebabkan penyakit malaria semakin
menyebar (WHO, 1997¢).

Strategi baru dalam penanggulangan penyakit malaria dimulai setelah
diadakannya Ministerial Conference di Amsterdam pada tahun 1992 berdasar pada
kenyataan bahwa distribusi penyakit malaria sangat bervariasi antara negara yang satu
dengan negara yang lain, maupun di antara daerah yang satu dengan daerah yang lain
dalam suatu negara. Strategi kontrol terhadap penyakit malaria dituangkan dalam World
Declaration yang dibuat Ministerial Conference untuk melakukan penanggulangan
penyakit malaria secara terpadu yang melibatkan Pemerintah, Dinas Kesehatan, pekerja,
dan penduduk. Semua negara endemik malaria di Asia Tenggara mengadopsi strategi
global terhadap penyakit malaria tersebut pada tahun 1995. Tujuan dari strategi global
terhadap pemberantasan penyakit malaria adalah mencegah terjadinya kematian,
mengurangi angka kesakitan, serta mengurangi penurunan nilai sosial ekonomi penduduk
akibat penyakit malaria yang akan dicapai antara lain dengan deteksi dini dan pengobatan
cepat, merencanakan dan mengimplementasikan strategi pencegahan terhadap penyakit
malaria, deteksi terjadinya epidemik secara cepat, dan meningkatkan kapasitas lokal

dengan penilaian kembali situasi lokal secara terus menerus (WHO, 1997¢).

2.1.2. Situasi malaria di Indonesia

Penyakit malaria merupakan penyakit protozoa paling penting di Indonesia,
terutama di Indonesia Timur yang menimbulkan masalah kesehatan masyarakat yang
besar (WHO, 1997b). Diperkirakan hampir separuh dari penduduk di Indonesia berisiko
untuk menderita penyakit malaria (WHO, 1997c). Dari hasil survey yang pernah
dilakukan dikatakan bahwa prevalensi penyakit malaria di Indonesia bervariasi antara 1 —
34% (Oemijati, 1998). Lebih dari 50% penyebab penyakit malaria di Indonesia adalah
P.falciparum. Diperkirakan jumlah kasus penyakit malaria di seluruh Indonesia pada
tahun 1994 sebanyak 575.000 (WHO, 1997b).




Walaupun sampai tahun 1992 terjadi tendensi penurunan jumlah kasus penyakit
malaria di Jawa dan Bali yang dapat ditunjukkan dengan terjadinya penurunan API
(dnnual Parasite Incidence), tetapi pada tahun berikutnya tampak tendensi terjadinya
peningkatan API. API di daerah Jawa dan Balj yang pada tahun 1983 sebesar 1,34 °/,,
menurun menjadi 0,12 °/,, pada tahun 1992 dan menjadi 0,19 °/,, pada tahun 1993
(Dep.Kes.RI, 1994), sedangkan pada tahun 1998 mencapai 0,3 “, (Dachlan, 2000). Di
luar daerah Jawa dan Bali belum pernah tampak adanya penurunan jumlah kasus penyakit
malaria yang berarti. Parasite Rate (PR) di luar Jawa dan Bali yang semula 4,5% pada
tahun 1984, menjadi 4,47% pada tahun 1992 dan meningkat menjadi 5,52% pada tahun
1994. Kenaikan PR terutama terjadi di wilayah Indonesia bagian Timur akibat banyaknya
pembukaan daerah baru. PR tertinggi terjadi di daerah Irian Jaya yaitu sebesar sebesar
14,87% pada tahun 1992 dan meningkat menjadi 16,64% pada tahun 1993 (Dep.Kes.RI,
1994).

Walaupun banyak kota besar di Indonesia yang dikatakan sebagai daerah bebas
malaria, tetapi akhir-akhir ini mulai banyak ditemukan kasus malaria impor dari daerah
endemis malaria. Pegawai pemerintah, pelaku bisnis, mahasiswa yang melakukan
penelitian ataupun wisatawan yang melakukan perjalanan ke daerah endemis malaria,
banyak yang menderita penyakit malaria dan hal ini akan meningkatkan terjadinya kasus
penyakit malaria impor (Oemijati, 1998). Mobilitas penduduk yang sangat tinggi
merupakan penyebab mudahnya terjadi penyebaran serta sulitnya pemberantasan
penyakit malaria di Indonesia. Prevalensi penyakit malaria yang tinggi banyak ditemukan
pada penduduk baru seperti di daerah transmigrasi karena pembukaan daerah baru
menyebabkan banyaknya tempat biakan nyamuk Anopheles.

Pulau Flores dan Pulau Timor di Propinsi Nusa Tenggara Timur, dan Irian Jaya
merupakan daerah malaria dengan endemisitas yang tinggi (Oemijati, 1998), demikian
juga dengan Pulau Halmahera yang mempunyai Parasite Rate (PR) dan GR Gametocyte
Rate (GR) tinggi (Soekirno, 1996). Tingginya GR menunjukkan tingkat transmisi
penyakit malaria di Pulau Halmahera cukup tinggi. Propinsi Maluku terdiri dari banyak
pulau, banyak ditemukan gunung berapi dengan curah hujan yang tinggi dan kelembaban
83,5% (Department of Information Republic of Indonesia, 1997).




2.2. Parasit Malaria

Penyakit malaria disebabkan oleh parasit protozoa bersel tunggal / uniseluler yang
termasuk genus Plasmodium. Genus Plasmodium merupakan anggota dari phylum
Apicomplexa, klas Hematozoa, ordo Haemosporida, familia Plasmodiidae (Ayala et al.,
1998). Seluruh anggota dari Apicomplexa bersifat parasitik, dan pada proses invasi dari
parasit ini ke sel hospes diperlukan kompleks organel yang terdapat pada bagian ujung
apikal dari parasit sehingga parasit ini dikenal dengan nama Apicomplexa (Kaplan ef al.,
1993). Dalam siklus hidupnya, Plasmodidae mempunyai stadium aseksual di dalam hati,
sel darah merah, atau organ lain dari hospes vertebrata, dan stadium seksual yang dimulai
di sel darah merah vertebrata yang disempurnakan dalam hospes nyamuk (Lopez-
Antunano dan Schmunis, 1993). Lebih dari 100 spesies dari genus Plasmodium dapat
menginfeksi reptil, burung maupun mamalia. Dari sejumlah tersebut hanya 4 spesies
yang dapat menginfeksi manusia yaitu P.falciparum, P.vivax, P.malariae, dan P.ovale
(Kaplan et al., 1993).

P.falciparum merupakan penyebab penyakit malaria yang paling berbahaya
karena dapat menyebabkan terjadinya infeksi akut dan berat serta seringkali berakibat
fatal, sedangkan penyakit malaria yang disebabkan oleh spesies yang lain walaupun
menyebabkan terjadinya penyakit yang serius, tetapi sangat jarang berakibat fatal (Knell,
1991).

Siklus hidup dari Plasmodium sangat kompleks, terdiri dari 4 stadium yaitu 3
stadium aseksual dengan multiplikasi dan 1 stadium seksual tanpa multiplikasi. Stadium
seksual (fertilisasi) dan stadium aseksual pertama (sporogoni) hanya terjadi di tubuh
nyamuk Anopheles betina. Stadium aseksual kedua (skizogoni hepatik / hepatic
schizogony) dan stadium aseksual ketiga (skizogoni eritrositik / erythrocytic schizogony)
terjadi di tubuh manusia yaitu di jaringan hati dan di sel darah merah. Masing-masing
stadium aseksual dimulai dari adanya parasit intraseluler yang mengambil makanan dari
sel hospes serta tumbuh pesat, dilanjutkan dengan pembelahan parasit menjadi beberapa
bentuk invasif dan akan berakhir dengan terbentuknya beberapa parasit baru yang invasif.
Bentuk invasif dari parasit mempunyai struktur khusus yang khas yaitu bagian anterior
yang berperan pada proses invasi yaitu kompleks apikal, sitoskeleton yang berperan

dalam mempertahankan bentuk parasit dan 3 lapis external pellicle yang tebal (a thick




three-layered external pellicle). Pada stadium aseksual ketiga beberapa parasit menjadi
sel seksual dengan terbentuknya gametosit yang siap untuk memulai siklus hidup yang
baru di tubuh nyamuk (Knell, 1991).

Sporozoit yang merupakan bentuk invasif yang infeksius, masuk ke dalam kapiler
subkutan dari hospes (manusia) melalui gigitan nyamuk betina vang terinfeksi. Dalam
peredaran darah, sporozoit akan mengalami fagositosis, walaupun ada beberapa yang
lolos dan dapat masuk ke dalam sel parenkim hati (hepatosit), tempat terjadinya
multiplikasi aseksual yang dikenal sebagai skizogoni eksoeritrositik (exoerythrocytic
schizogony) atau skizogoni hepatik, yang merupakan salah satu fase aseksual yang
terjadi dalam tubuh manusia. Waktu sporozoit berada di dalam peredaran darah sangat
singkat, hanya sekitar 30 menit kemudian akan menghilang dari peredaran darah. Di
dalam hati, sporozoit segera menjadi tropozoit hati.

Tropozoit akan mengabsorbsi nutrisi dari sel hati sehingga dapat tumbuh dengan
cepat, kemudian mulai terjadi pembelahan internal menjadi skizon yang berinti banyak,
sehingga dapat menggeser nukleus dari sel hepatosit, walaupun tidak terjadi reaksi
keradangan di sekitar jaringan hati (Manson-Bar dan Bell, 1987., Knell, 1991). Enam
sampai 16 hari setelah terinfeksi, tergantung spesies maupun galur Plasmodium, sel
hepatosit yang mengandung skizon yang telah matang akan pecah, sehingga merozoit
dapat masuk ke dalam peredaran darah (Strickland, 1991). Sejauh ini tidak terjadi gejala
apapun pada hospes yang terinfeksi dan disebut sebagai masa inkubasi atau masa pre-
patent infeksi (pre-patent period of infection) (Knell, 1991).

Pada infeksi oleh P.vivax beberapa tropozoit di dalam sel hati tidak berkembang,
tetapi menjadi bentuk parasit dormant yang dikenal dengan hipnozoit. Hal ini dapat
terjadi selama beberapa bulan atau beberapa tahun untuk kemudian berkembang lagi
sehingga dapat menyebabkan terjadinya delayed relapse yang khas terjadi pada infeksi
oleh P.vivax. Bentuk parasit dormant juga terjadi pada infeksi oleh P.ovale, sedangkan
pada infeksi oleh P.falciparum ataupun P.malariae tidak dikenal bentuk dormant (Knell,
1991). Pada infeksi oleh P.falciparum maupun P.malariae, skizon yang telah matang
akan pecah pada saat yang bersamaan, dan tak ada yang tetap utuh di dalam sel hepatosit,
sehingga tidak dikenal adanya relaps (Manson-Bar dan Bell, 1987).




Adanya interaksi antara reseptor yang spesifik pada sel darah merah dan merozoit,
menyebabkan merozoit yang dikeluarkan dari hati dalam beberapa menit akan dapat
masuk ke dalam sel darah merah, dan mulailah fase skizogoni eritrositik, yang
merupakan stadium aseksual terakhir di dalam tubuh manusia (Knell, 1991). Bentuk
muda di dalam sel darah merah merupakan tropozoit yang melingkar dan dikenal sebagai
bentuk cincin (ring form), yang dalam pertumbuhannya akan menjadi irreguler dan
amoeboid. Selama masa pertumbuhan ini parasit memerlukan hemoglobin, dan
membuang pigmen hematin atau hemozoin, sehingga akan tampak adanya granul yang
gelap dalam sitoplasmanya (Kaplan er al., 1993). Setelah 2 atau 3 hari tergantung dari
spesies Plasmodium, akan terbentuk roset. Akhirnya sel darah merah yang terinfeksi
skizon yang telah masak tersebut akan pecah, dan mengeluarkan 8 — 16 merozoit baru.
Merozoit baru tersebut siap untuk menginvasi sel darah merah yang lain untuk dapat
meneruskan siklus hidupnya (Knell, 1991). Diduga pecahnya skizon dalam sel darah
merah ini merupakan suatu fenomena yang aktif dan memerlukan aktivitas enzim
(Debrabant et al., 1992).

Satu siklus skizogoni eritrositik pada infeksi oleh P.falciparum, P.vivax dan
P.ovale memerlukan waktu 2 hari, sedangkan untuk P.malariae memerlukan waktu 3
hari. Pecahnya sel darah merah dengan bebasnya merozoit ditandai dengan serangan
demam yang tinggi dan gejala akut yang lain. Siklus ini Juga menyebabkan terjadinya
anemia karena rusaknya sel darah merah. Terbebasnya bahan intraseluler / debris akibat
pecahnya sel darah merah dapat menimbulkan kompleks imun yang antara lain
berdampak terhadap fungsi ginjal (Kaplan er al., 1993., Doolan dan Hoffman, 1997).
Siklus skizogoni eritrositik ini akan berlangsung terus menerus sampai terjadi kematian
hospes, atau yang lebih sering terjadi adalah aktivasi sistim imun dari hospes yang
memungkinkan parasit mati atau tertekan pertumbuhannya (Kaplan et al., 1993).

Setelah beberapa siklus, pada saat tertentu merozoit akan berdiferensiasi menjadi
bentuk seksual (gametosit), yaitu makrogametosit sebagai bentuk betina dan
mikrogametosit sebagai bentuk jantan. Gametosit membutuhkan waktu sekitar 4 hari
untuk pematangannyanya, tetapi dapat menjadi bentuk dormant dan tetap beredar di

sirkulasi darah dalam waktu yang lama (Knell, 1991). Gametosit inilah yang nantinya



akan dapat meneruskan siklus hidupnya jika masuk ke vektor, yaitu nyamuk Anopheles
betina melalui gigitan nyamuk tersebut (Strickland, 1991).

Di dalam lambung vektor, yaitu nyamuk Anopheles betina, akan terjadi satu-
satunya stadium seksual dari Plasmodium. Nukleus dari mikrogametosit akan mengalami
pembelahan menjadi 4 sampai 8, dan masing-masing bergabung dengan sitoplasma untuk
membentuk semacam flagela, F lagela yang sebenarnya adalah spermatozoa (Knell, 1991)
akan terlepas (mikrogamet) dan membuahi makrogametosit sehingga terjadilah
makrogamet, dan untuk selanjutnya terjadi proses mitosis (Ghosh et al., 2000). Hasilnya
adalah zigot yang merupakan satu-satunya bentuk diploid dari Plasmodium (Lanzer et al.,
1994), yang dalam beberapa jam akan membentuk ookinet. Zigot merupakan bentuk yang
sangat penting dalam siklus hidup dari Plasmodium, karena dalam bentuk ini kromosom
akan berpasangan dan mudah terjadi rekombinasi, sehingga memungkinkan terjadinya
suatu varian baru (Lanzer et al, 1994). Ookinet yang merupakan bentuk invasif dari
parasit dalam tubuh vektor, akan mencapai dinding lambung, menembus sel epitel untuk
mencapai membran basalis (Knell, 1991). Di dinding lambung inilah akan terjadi stadium
aseksual dalam tubuh vektor yaitu stadium sporogoni. Parasit akan tumbuh dengan pesat
membentuk ookista dalam suatu kista yang terbentuk oleh protein yang disekresi oleh
parasit dan membran basalis lambung nyamuk. Ookista yang jumlahnya sangat bervariasi
dari beberapa sampai ratusan, akan membesar secara progresif dan nukleusnya akan cepat
membelah dan terbentuklah sporozoit. Akhirnya ookista pecah dan mengeluarkan ribuan
sporozoit ke dalam rongga tubuh nyamuk, yang akhirnya dapat masuk ke dalam kelenjar
air liur, sehingga terbentuklah nyamuk yang infeksius (Manson-Bar dan Bell, 1987.,
Strickland, 1991).

2.3. SERA P.falciparum (PfSERA)

2.3.1. Struktur molekul PfSERA

SERA (Serine — Repeat Antigen) P falciparum (PfSERA), merupakan salah satu
kandidat asexual blood Stage vaccine yang potensial terhadap infeksi oleh P.falciparum
(Li et al., 2002., Wipasa er al., 2002), sehingga diharapkan dapat menjadi subunit dari
multistage vaccine (Tine et al., 1996). PfSERA yang berdasarkan berat molekul dari




prazat proteinnya dikenal pula sebagai P126 (Delplace et al., 1985), P113, P105 (Banic et
al.,1994), Pf140 (Li et al., 1989) atau SERP (serin rich protein) (Knapp et al., 1989)
merupakan suatu protein yang larut dalam air (Delplace et al., 1987). Antigen ini dapat
dideteksi dalam supernatan dari kultur P.falciparum maupun di peredaran darah penderita
penyakit malaria yang terinfeksi P.falciparum (Banic ef al., 1994). Protein ini disintesis
oleh stadium akhir P.falciparum dalam sel darah merah dan disekresikan ke dalam
vakuola parasitofor (Delplace er al.,1987., Fox dan Bzik, 1994). PfSERA yang bukan
merupakan bagian dari membran vakuola parasitofor tidak terikat kuat pada permukaan
skizon dan merupakan komponen dari vakuola parasitofor (Delplace ef al., 1987).
PfSERA adalah salah satu blood stage antigen yang disintesis dalam jumlah banyak
(Morimatsu er al., 1997) selama 4 jam antara jam ke 32 dan 36 dari 42 jam siklus
P.falciparum galur FCR3 dalam sel darah merah (Banic er al, 1998). Protein ini
ditranslokasikan dengan cepat dari tempat sintesisnya ke vakuola parasitofor melalui
endoplasmik retikulum (Ragge er al., 1990), sehingga PfSERA terdeteksi di vakuola
parasitofor (Delplace et al., 1987).

PfSERA terdiri dari sekitar 984 - 989 asam amino dengan berat molekul 111 -
128 kDa (Bhatia et al., 1987., Bzik et al., 1988., Knapp et al., 1989). Sekitar 11% dari
asam amino yang dikandung PfSERA adalah serin, dan 57% dari residu serin tersebut
merupakan 21 - 37 residu serin yang berurutan dan dimulai pada urutan asam amino
sekitar nomor 200 (Horii ef al., 1988., Bzik ef al., 1988., Knapp et al., 1989). Karena
mengandung poliserin inilah maka protein tersebut disebut sebagai PfSERA (Bzik et al.,
1988).

Salah satu fragmen dari PfSERA yaitu fragmen 47 kDa merupakan bagian yang
sangat imunogenik, terutama di ujung amino fragmen 47 kDa dan antibodi yang timbul
akibat imunisasi dengan fragmen 47 kDa pada binatang percobaan ternyata mempunyai
efek protektif terhadap infeksi P.falciparum (Suzue et al., 1997). Gen penyandi fragmen
47 kDa yang imunogenik tersebut terletak pada ekson II, dan bagian yang imunogenik
dari gen ini terletak di regio ulangan oktamer (OR) dan regio ulangan serin (Morimatsu et
al., 1997).
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3.3.2.Fungsi PfSERA

Fungsi dari PfSERA yang disintesis pada stadium akhir P falciparum dalam sel
darah merah (stadium trofozoit dan skizon) masih belum jelas (Delplace et al.,1987., Fox
dan Bzik, 1994). Diduga PfSERA merupakan suatu protease karena fragmen 50kDa
menunjukkan homologi dengan serin / cysteine protease active-site (Knapp, 1989). Oleh
karena itu PfSERA sangat berperan dalam pecahnya skizon sehingga merozoit dapat
keluar dari sel darah merah dan PfSERA dapat ditemukan pada permukaan merozoit
tersebut (Delplace ef al., 1987). Hal ini dibuktikan dengan terjadinya ICM (immune
cluster of merozoite) dan hambatan pertumbuhan parasit jika pada biakan sel darah merah
yang terinfeksi skizon diberi antibodi terhadap PfSERA (Lyon et al., 1989). Terjadinya
akumulasi skizon yang telah matang pada biakan yang diberi leupeptin juga
menunjukkan bahwa PfSERA berperan pada pecahnya skizon yang telah matang di
dalam sel darah merah (Debrabant ef al.,, 1992).

PfSERA mula-mula teridentifikasi oleh antibodi monoklonal yang menghambat
invasi merozoit ke dalam sel darah merah (Fox et al., 1997., Aoki et al., 2002). Imunisasi
kera Aotus atau kera Squirrel dengan fragmen rekombinan dari PfSERA membuat kedua
kera tersebut menjadi kebal terhadap infeksi oleh P.falciparum (Inselburg er al., 1991,
Morimatsu et al., 1997). Oleh karena itu PfSERA diduga sangat berperan dalam proses
invasi merozoit ke dalam sel darah merah (Perkins dan Ziefer, 1994., Soe ef al., 2002).
Setelah berakhirnya proses invasi merozoit ke dalam sel darah merah, PfSERA
ditemukan di dalam sel darah merah yang terinfeksi yaitu di vakuola parasitofor. Hal ini
tidak berarti bahwa PfSERA disintesis pada stadium ini, karena pada saat itu tidak
ditemukan adanya mRNA PfSERA. mRNA PfSERA baru ditemukan 24 — 29 jam setelah
proses invasi merozoit ke dalam sel darah merah untuk kemudian ditranslasikan menjadi
PfSERA (Fox and Bzik, 1994). Setidaknya 1,5% dari total mRNA pada tropozoit maupun
skizon adalah mRNA dari PfSERA (Li et al., 1989).

2.3.3. Gen PISERA

Gen PfSERA terletak pada kromosom 2 P falciparum merupakan gen dengan
jumlah salinan (copy) sebanyak 1 setiap parasit (Li e al., 1989) dan terdiri dari 4 ekson
dan 3 intron pendek yang terletak di tengah (Knapp et al., 1989., Li et al., 1989). Panjang
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intron pada gen PfSERA berturut — turut adalah 152, 175 dan 125 bp (Knapp er al.,
1989), dengan komposisi basa maupun kandungan AT yang berbeda (Bzik ef al., 1992).
Urutan splice site pada ketiga intron tersebut diatas sama dengan konsensus urutan intron
pada organisme eukariota maupun pada kebanyakan intron pada gen P falciparum yang
telah diketahui yaitu dimulai dengan GT dan diakhiri dengan AG (Li ef al., 1989., Knapp
etal., 1989).

HB3 yang merupakan galur dari P, falciparum yang tersebar luas dan banyak
didapatkan di daerah Asia Tenggara, Pulau Solomon (Liu et al., 2000) serta di Amerika
Tengah (Morimatsu et al., 1997), banyak dipakai sebagai dasar dalam melakukan analisis
genetik dari P.falciparum. Ternyata gen PfSERA dari P falciparum galur HB3, sama
dengan P falciparum galur FCR3 maupun SL3.

Ekson I gen PfSERA yang dimulai dari kodon inisiasi AUG, menyandi 11 asam
amino. Sebelas asam amino tersebut ditambah dengan 5 asam amino awal yang disandi
oleh ekson II merupakan hydrophobic core yang tipikal untuk peptida sinyal (Knapp et
al., 1989).

Ekson IT gen PfSERA menyandi fragmen 47 kDa PfSERA yang ujung aminonya
mengandung 2 regio ulangan yang terpisah yaitu regio ulangan oktamer (octamer repeat
region) dan regio ulangan serin (serin repeat region) yang dikatakan sangat imunogenik
(Morimatsu ef al., 1997). Ekson II gen PfSERA regio ulangan oktamer menyandi 2 unit
yaitu unit oktamer I yang terdiri dari 4 subunit oktapeptida dan unit oktamer II yang
terdiri dari 2 - 4 subunit oktapeptida (Knapp et al., 1989., Li er al., 1989., Liu et al.,
2000). Pada P.falciparum galur HB3, urutan 4 subunit oktapeptida dari unit oktamer I
adalah (S/G/D)Q(T/A)GNT(G/V)G, sedangkan unit oktamer II hanya terdiri dari 2
subunit oktapeptida dengan urutan SPQGSTGA dan SQPGSSEP (Morimatsu et al.,
1997). Berdasarkan ekson II gen PfSERA II galur HB3, Liu et al (2000) membagi ekson
IT gen PfSERA regio ulangan oktamer menjadi 18 tipe allele yaitu tipe allele I (yang
merupakan galur HB3) sampai tipe allele XVIII. Perbedaan ke 18 tipe allele tersebut
adalah pada terjadinya delesi, insersi ataupun mutasi titik yang non-sinonim. Ekson II gen
PfSERA regio ulangan serin menyandi fragmen polipeptida yang terdiri dari 3 bagian
yaitu bagian insersi 13 asam amino (P-1), bagian ulangan serin (P-2) yang terdiri dari 35

- 37 ulangan residu serin dan bagian yang banyak terjadi mutasi titik non-sinonim (P-3).
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Residu serin disandi oleh kodon AG(T atau C) dan TC(A atau T) (Knapp et al., 1989., Li
et al, 1989, Liu ef al., 2000). Pada P falciparum galur HB3, ekson II gen PfSERA regio
ulangan serin tidak mengandung insersi 13 asam amino (P-1) dan pada ulangan serin
yang berjumlah 34 terdapat asam amino asparagin (N) pada ulangan serin ke 8
(Morimatsu et al., 1997).

Ekson III yang menyandi 46 asam amino dan ekson IV yang panjangnya 1986 pb

dan menyandi 662 asam amino tidak mengandung regio ulangan (Knapp ef al., 1989).

Chrumnsnmez SHRA loces  MEF2 Az513 GLAKP KAHRP KA

% P
Gambar 2.1. Gen PfSERA secara skematik (Liu et al, 2000).

Open reading frame dari gen PfSERA dimulai dari ATG pada nukleotida ke 2407
dan berakhir pada TAA pada nukleotida ke 5836. Kandungan AT pada keseluruhan gen

penyadi PISERA berjumlah 85 — 89%, jauh lebih tinggi dari kandungan AT pada ketiga
ekson yang berjumlah 71% (Li et al., 1989).
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BAB 111
TUJUAN DAN MANFAAT PENELITIAN

3.1. Tujuan Penelitian

3.1.1. Tujuan umum

Mendapatkan protein domain immunogenik PfSERA isolat Indonesia, dalam rangka

menciptakan subunit vaksin yang efektif khas Indonesia.

3.1.2. Tujuan khusus

. Mendapatkan gen penyandi protein domain immunogenik PfSERA isolat
Indonesia

2. Mendapatkan hasil amplifikasi gen penyandi protein domain immunogenik

PSERA isolat Indonesia yang murni.

3. Mendapatkan kloning gen penyandi protein domain immunogenik PfSERA isolat

Indonesia.

4. Mendapatkan protein hasil ekspresi gen penyandi protein domain immunogenik
PfSERA isolat Indonesia.

5. Mendapatkan hasil karakterisasi protein domain immunogenik PfSERA isolat

Indonesia.
3.2. Manfaat Penelitian

Dengan ditemukannya protein domain immunogenik PfSERA isolat Indonesia,

protein ini dapat digunakan sebagai dasar bahan pembuatan vaksin subunit yang spesifik

khas Indonesia.
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BAB 1V
METODA PENELITIAN

Penelitian ini yang dilaksanakan selama 2 tahun ini dilaksanakan di Laboratorium Ilmu
Biokimia Fakultas Kedokteran Universitas Airlangga dan Laboratorium Tropical Disease

Centre Universitas Airlangga.
4.1. Amplifikasi Gen Penyandi Protein Domain Immunogenik PfSERA

Dari DNA P falciparum isolat terpilih yang telah ada, dilakukan amplifikasi gen protein
domain immunogenik PfSERA. Primer yang dipakai adalah sepasang primer yang
spesifik yaitu 5’CACCGGCTGCAGACGCATACACACAAACATTGTCATTA3’ dan
5’GGGGATCCTTCAAGTTGGTAGTATATATTAAGGA3’. Pada reaksi amplifikasi
diperlukan template sebanyak 5 ul, dalam larutan akhir sebanyak 100 ul yang
mengandung 200 uM dNTP, 0,5 uM masing-masing primer spesifik, 0,8 U enzim
AmpliTaq Gold DNA polymerase (Perkin Elmer, USA) dan 10 ul larutan buffer 10x.

Dalam melakukan reaksi amplifikasi disertakan kontrol negatif (menggunakan aquadest).

Adapun kondisi reaksi amplifikasi adalah sebagai berikut:

* Satu siklus pada 94°C selama 10 menit

* Empat puluh siklus pada : 94°C selama 30 detik
55°C selama 1 menit
72°C selama 3 menit

* Satu siklus pada 72°C selama 7 menit

Untuk mengevaluasi hasil PCR yang panjangnya sekitar 1.025 bp, dilakukan
elektroforesis dari 5 ul hasil PCR pada agarose 2% dalam larutan TBE 0,5% yang
mengandung ethidium bromide. Dokumentasi dilakukan dengan menggunakan film

polaroid pada kamera merk Mamiya.




4.2.Purifikasi Hasil Amplifikasi Gen Penyandi Protein Domain Immunogenik
PfSERA

Pada hasil elektroforesis dilakukan pemurnian hasil PCR dengan dengan menggunakan
high pure PCR product purification kit dengan cara sebagai berikut :
1. Pada 100 ul hasil PCR ditambahkan 500 ul binding buffer,
2. Masukkan sampel tersebut ke upper reservoir pada high pure filter tube yang
telah dipasang di collection tube
3. Sentrifus 10.000 rpm selama 30 detik
4. Buang cairan pada collection tube kemudian collection tube dipasang lagi
5. Tambahkan 500 ul wash buffer ke upper reservoir
6. Ulangi tahap 3 dan 4
7. Tambahkan 200 ul wash buffer ke upper reservoir
8. Ulangi tahap 3
9. Buang cairan pada collection tube
10. Masukkan high pure filter tube ke 1,5 ml reaction tube
11. Masukkan 100 ul elution buffer
12. Sentrifus 10.000 rpm selama 30 detik

4.3. Insersi hasil PCR gen protein domain immunogenik PfSERA ke vektor
pTE101/D-TOPO

Hasil PCR yang telah dipurifikasi di insersikan ke vektor pET101/D-TOPO.

1. Terhadap 3 ul hasil PCR ditambahkan 1 ul vektor pET101/D-TOPO. dan 2 ul
buffer

2. Inkubasi 5 menit pada suhu kamar

3. Rekombinan yang terbentuk siap untuk ditransformasikan ke E.coli TOP 10

4.4. Mempersiapkan Sel Kompeten E.coli TOP 10 dan E.coli BL-21 star
1. Kultur E.coli yang telah diinkubasi selama 16 jam
2. Ambil 4 ml, dimasukkan dalam media LB baru, di inkubasi 37°C hingga

mencapai ODgq -0,4.
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Kultur diletakkan ke dalam wadah berisi es selama 10 menit.

Dua ml kultur dimasukkan ke tabung eppendorf, sentrifuse pada 4°C dengan
kecepatan 10.000 rpm selama 10 menit, kemudian Supernatant di buang.

Pelet di resuspensi dengan 1 ml buffer CCMB 80 dingin, dicampur dengan
menggoyang tabung

Inkubasi dalam wadah beris; es selama 20 menit,

Sentrifus pada 4°C dengan kecepatan 10.000 rpm selama 1 menit. Supernatan

dibuang

Pellet diresuspensi dengan 80 pl buffer CCMB 80 dingin, kemudian di
vortex.

Sel kompeten disimpan pada suhu - 80°C sampai dilakukan penelitian. Untuk

ekspresi gen dilanjutkan dengan menggunakan E. coli BL-21 star.

4.5. Transformasi plasmid rekombinan pada sel kompeten E.coli TOP 10

1.

A

Tiga pl rekombinan secara perlahan ditambahkan pada 100 pl sel kompeten.
E.coli TOP 10

Inkubasi pada wadah berisj es selama 30 menit

Inkubasikan pada wadah 42°C selama tepat 30 detik

Pindahkan ke dalam es dengan segera

Tambahkan 250 ul pre-warmed media SOC, letakkan di rak dan diinkubasi
pada shaker incubator dengan suhu 37°C selama 1 Jam pada 225 rpm.
Sebarkan 200 ul sel transforman pada medium selektif yang mengandung
ampicillin.

Inkubasi pada 37°C semalam.

4.6. Isolasi plasmid rekombinan darj E.coli TOP 10
Isolasi plasmid dilakukan dengan menggunakan High-speed plasmid mini kir.

L

Sebanyak 1,5 ml kultur rekombinan E.coli TOP 10 dimasukkan ke dalam
tabung mikrosentrifus, dan disentrifuse dengan kecepatan 13.000 rpm selama

1 menit, kemudian supernatan di buang.
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9.

Tambahkan 200 ul bufer PD1 yang mengandung Rnase A dan di resuspensi
dengan pipeting.

. Tambahkan 200 pl PD2 dan dicampur perlahan, biarkan selama 2 menit pada

suhu kamar sampai jelas kelihatan lisis.

Tambahkan bufer PD3 dan segera dicampur, disentrifuse dengan kecepatan
13.000 rpm selama 3 menit.

Kolom PD ditempatkan pada tabung penampung, kemudian supernatan
diletakkan pada kolom PD.

Tambahkan 400 ul bufer W1 pada kolom PD, sentrifus dengan kecepatan
13.000 rpm selama 30 detik. Cairan flow through dibuang.

Tambahkan 600 ul bufer pencuci yang mengandung ethanol, sentrifus dengan
kecepatan 13,000 pm selama 30 detik. Cairan flow  through dibuang
kemudian kolom PD diletakkan pada tabung penampung baru.

Tambahkan buffer elusi sebanyak 50 — 100 ul pada kolom PD, biarkan selama
2 menit sampai bufer terserap oleh matrik

Sentrifus dengan kecepatan 13.000 rpm selama 2 menit.

10. Tampung cairan yang mengandung plasmid rekomban.

4.7. Transformasi plasmid rekombinan pada sel kompeten E.coli BL-21 star

1.

Tiga ul rekombinan secara perlahan ditambahkan pada 100 ul sel kompeten.
E.coli BL-21 star

Inkubasi pada wadah berisj es selama 30 menit

. Inkubasikan pada wadah 42°C selama tepat 30 detik

Pindahkan ke dalam es dengan segera

3. Tambahkan 250 u] pre-warmed media SOC, letakkan di rak dan diinkubasi

pada shaker incubator dengan suhu 37°C selama 1 Jjam pada 225 rpm.
Sebarkan 200 ul sel transforman pada medium LB yang mengandung
ampicillin.

Inkubasi pada 37°C semalam.

20




4.8. Ekspresi protein rekombinan

Setelah kultur sel transforman diinkubasikan pada 37°C selama semalam

1. Kultur sebanyak 500 u] ditanam ke 30 ml medium LB cair dan di inkubasi di
shaker incubator pada suhu 37°C hingga tercapai ODgg = 0,6.

2. Tambahkan IPTG untuk induksi hingga konsentrasi ImM dan diinkubasi selama 4
jam,

3. Sel dipanen dengan sentrifus 4.000 x g selama 15 menit. Pelet dapat disimpan
pada suhu -70°C hingga digunakan.

4.9. Purifikasi protein rekombinan
Purifikasi protein rekombinan dilakukan dengan Ni-NTA spin kit.

1. Sel dicairkan dan diresuspensi dengan 1 ml buffer (8 M urea; 0.1 M NaH2P0O4;
0.01 M Tris-Cl; pH 8.0), digoyang pada suhu kamar selama 1 jam.

2. Lisat disentrifuge pada 10.000 x g selama 30 menit untuk mengendapkan debris
celuler, kemudian ambil supernatan.

3. Equilibrasi Ni-NTA spin column dengan 600 ul buffer (8 M urea; 0.1 M
NaH2PO4; 0.01 M Tris-Cl; pH 8.0) dan disentrifuge 700 x g selama 2 menit., dan
diinkubasi semalam pada suhu 4°C.

4. Ekstrak sel disentrifus 10.000 x g selama 30 menit dan supernatan dikoleksi.
Membran Ni-NTA di prequilibrasi dengan 600 p bufer lisis, inkubasi semalam

5. Sentrifus lagi dengan kecepatan 700 x g selama 2 menit.

6. Masukkan 600 pl Supernatan secara bertahap pada kolom Ni-NTA kemudian
sentrifus lagi dengan kecepatan 700 x g selama 2 menit.

7. Protein yang terikat pada membran Ni-NTA dicuci dengan bufer pencuci untuk
menghilangkan protein yang tidak spesifik.

8. Elusi protein rekombinan dilakukan dengan menambahkan bufer elusi

9. Sentrifus dengan kecepatan 2.000 rpm selama 2 menit,

4.10. Identifikasi Protein Rekombinan
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4.10.1.
1.
2.

3
4
3.
6

4.10.2.

SDS-PAGE
Pelet dicairkan dengan 80 ul buffer | x SDS-PAGE
Panaskan pada air mendidih selama 5 menit yang dilanjutkan dengan sentrifuge
4.000 rpm selama 5 menit

- Sampel 10 ul dimasukkan ke dalam sumur SDS-PAGE (gel poliakrilamid 12%)

. Running
Pewarnaan dengan commasie brilliant blue selama 1 jam dengan digoyang

. Cuci dengan aquabidest dan dilakukan de staining dengan larutan yang
mengandung metanol 50%, asam asetat 10% dan aquabidest 40%

- Berat molekul protein rekombinan ditentukan dengan membandingkan berat
molekul marker
Western Blot

1. Gel hasil elektroforesis dicuci dengan aquabidest dan direndam dalam buffer
blotting

2. Membran selulosa di potong dan dibasahi dengan PBS selanjutnya direndam
dalam buffer blotting

3. Pada blotter susun 5 lapis kertas whatman, membran selulosa, gel agarose, 5
lapis kertas whatman

4. Running selama 40 menit pada 100V dan 40 mA

5. Membran selulose dimasukkan TBS tween 0,05% yYang mengandung BSA 1%
dan diinkubasi semalam, selanjutnya di cuci 5 x dengan TBS tween 0,05%

6. Inkubasi dengan antibodi terhadap protein PfSERA dengan titer 1 : 1.000
selama 1 jam

7. Cuci dengan TBS tween 5 x

8. Inkubasi dengan immunoglobulin anti  mouse yang dilabel Alkalin
Phosphatase selama 1 jam

9. Cuci dengan TBS tween 0,05% selama 5 x

10. Tambahkan substrat BCIP/NBT

11. Setelah pita muncul, reaksi dihentikan denagn memasukkan membrane dalam

aquades
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P falciparum yang dipakai pada penelitian ini adalah P. falciparum yang di dapat
pada penelitian yang lalu, yaitu P falciparum yang diperoleh dari Pulau Kangean
Kabupaten Sumenep Jawa Timur (K48). P falciparum ini merupakan salah satu dari
P falciparum yang pada penelitian yang lalu diketahui mempunyai gen penyandi protein
domain immunogenik PfSERA dengan urutan nukleotida yang paling konserve, Pada
penelitian yang lalu, sampel diperoleh dari penderita malaria yang didapat dari beberapa
daerah endemis di Indonesia yaitu dj P.Halmahera, P.Buru, Jayapura, Maumere,
P.Kangean di Kabupaten Sumenep dan di desa Dongko Kabupaten Trenggalek Propinsi
Jawa Timur.

Dilakukan amplifikasi gen protein domain immunogenik PfSERA. Primer yang
dipakai adalah Sepasang primer yang spesifik yaitu  5S’CACCGGCTGCAGAC
GCATACACACAAACATTGTCATTA3’ dan S’GGGGATCCTTCAAGTTGGTAGT
ATATATTAAG GA3’ dan didapatkan hasil PCR sekitar 1.025 bp. Untuk primer
forward, telah ditambahkan nukleotida CACC pada ujung 5’ yang nantinya akan
berikatan dengan vektor PTEIOI/D-TOPO yang mempunyai overhang GTGG yang
komplementer dengan CACC.

M

Gambear 5.1. Elektroforesis hasil PCR amplifikasi gen protein domain immunogenik
P{SERA.
M : marker ladder 100 bp, 1 adalah sampel dari pulau Kangean
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Selanjutnya dilakukan pemurnian hasil PCR yang didapat dengan menggunakan high
pure PCR product purification kir. Kemudian hasil PCR yang telah dimurnikan dapat
disimpan pada -80°C untuk selanjutnya dilakukan kloning dan ekspresi.

Hasil PCR yang telah dipurifikasi dj insersikan ke vektor pET101/D-TOPO.
Vektor pET101/D-TOPO (Situmeang, 2007) mempunyai ukuran sebesar 5753 bp dan
berbentuk linier. Vektor plasmid ini mempunyai gen resisten terhadap ampicillin,
sehingga jika plasmid rekombinan inj berhasil ditransformasikan pada E.coli TOP 10,
bakteri tetap tumbuh walau dibiakkan dalam media selektif yang mengandung ampicillin.
Bakteri akan memperbanyak diri yang diikuti dengan vektor yang telah disisipi hasil

PCR, sehingga akhirnya akan diperoleh sel transforman beserta plasmid rekombinan

yang dikandungmya.

Gambar 5.2. Kultivasi sel transforman (E.coli TOP 10 yang mengandung plasmid

rekombinan)

Untuk mengekspresikan protein PfSERA perlu di transformasikan ke E.coli BL-
21 star. Oleh karena itu harus dilakukan isolasi plasmid rekombinan yang ada da sel
transforman. Untuk ini digunakan High-Speed Plasmid Mini Kit (IBI). Plasmid
rekombinan yang diperoleh selanjutnya ditransformasikan ke £ coli BL-21 star untuk
diekspresikan (Situmeang, 2007).

24

L“—J




Gambar 5.3. Kultivasi sel transforman (E.coli BL-21 star yang mengandung plasmid
rekombinan)

Setelah dilakukan purifikasi protein rekombinan, dilakukan karakterisasi dengan -

menggunakan SDS-PAGE yang dilanjutkan dengan Western Blot.
M
171 4

06,2

* 47 % Da

3

07
44 |

Gambar 5.4. SDS-PAGE protein rekombinan. Lane | Marker, 2 Protein rekombinan
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Gambar 5.5. Western blot protein rekombinan.

Dari analisis yang telah dilakukan ditemukan protein rekombinan dengan berat
molekul 47 kDa. Hal ini sesuaj dengan yang telah dilakukan oleh peneliti terdahulu.

Pemakaian PfSERA sebagai kandidat vaksin terhadap penyakit malaria yang
disebabkan oleh P.falciparum sangat menjanjikan karena diversitas genetiknya tidak
terlalu besar (Indri ef al., 2005), dibandingkan dengan kandidat vaksin yang lain seperti
MSP1 yang mempunyai diversitas genetik yang sangat besar (Ferreira e al., 1998a.,
Ferreira e al., 1998b). Dengan diperolehnya protein rekombinan PfSERA diharapkan dapat
diperoleh vaksin yang khas untuk Indonesia dalam hal ini adalah Indonesia Timur.

Sampel yang dipakai pada penelitian ini berdasarkan sampel yang diperoleh pada
penelitian terdahulu yang diambil dari daerah endemis malaria dj Indonesia bagian Timur
(dari Propinsi Jawa Timur ke arah Timur). Oleh karena itu perlu dilakukan penelitian

Serupa yang sampelnya diambil dari daerah endemis malaria di Indonesia bagian Barat.
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BAB VI
KESIMPULAN DAN SARAN

6.1. Kesimpulan
Pada penelitian ini telah berhasil diekspresikan gen protein domain immunogenik

PfSERA dan diperoleh protein rekombinan dengan berat molekul 47kD.

6.2. Saran
Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut tentang uji potensi protein rekombinan PfSERA.
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