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ABSTRAK

Protein spike telah dijadikan dasar dalam pengembangan antigen dan juga
berbagai kit deteksi SARS-CoV-2. Sebelum dilakukan Produksi protein spike
dilakukan proses design yaitu dengan dilakukannya mutasi pada D614G dan
Q677H pada spike wild type. Hal ini dikarenakan kedua mutasi ini sangat
berdampak pada proses pengenalan terhadap reseptor. Proses ekspresi pada E. coli
BL21(DE3) memberikan keuntungan berupa produksi yang relatif murah, efisien
dan mendapatkan hasil yang lebih banyak. Namun permasalahannya adalah protein
rekombinan yang terbentuk dalam keadaan tidak terlarut (badan inklusi). Salah satu
strategi yang digunakan untuk mengatasi ini adalah digunakan vektor pGEX-4T-
1/Smut yang terfusi dengan GST pada N-terminal. Tujuan dari penelitian ini adalah
untuk mengetahui apakah protein spike mutan SARS-CoV-2 rekombinan dapat
diekspresikan pada fraksi terlarut dengan menggunakan GST di E. coli BL21(DE3)
dan menentukan kondisi optimum ekspresi protein spike mutan SARS-CoV-2
rekombinan yang terfusi dengan GST pada E. coli BL21(DE3). Ekspresi protein
dilakukan dengan optimasi terhadap suhu dan waktu induksi serta konsentrasi
IPTG. Protein rekombinan spike mutan kemudian dilakukan analisis dengan
menggunakan SDS-PAGE dan dilakukan pengukuran pita densitas secara semi
kuantitatif dengan menggunakan perangkat lunak Imagel. Protein Smut terlarut
berhasil diekspresikan dengan kondisi optimum yaitu induksi 0,5 mM IPTG dengan
suhu 20 °C overnight (16—18 jam).

Kata kunci: GST-tag, SARS-CoV-2, Protein Spike, Protein Soluble,
pGEX-4T-1/Smut.
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ABSTRACT

The spike protein has been used to develop antigens and SARS-CoV-2
detection kits. Before the production of spike protein, a design process was carried
out, specifically by D614G and Q677H mutations in a wild-type spike. These two
mutations affect the receptor's recognition process. The expression process in E.
coli BL21(DE3) offers advantages of low cost, efficient production, and higher
yields. The issue is that the recombinant proteins form an insoluble state (inclusion
bodies). A strategy to overcome those problems is with using pGEX-4T-1/Smut as
a vector that contains GST. The GST-tag fuse into Smut protein at the N-terminus.
The study aimed to see if the recombinant SARS-CoV-2 mutant spike protein could
be expressed in the soluble fraction and determine its optimum expression
conditions using GST in E. coli BL21(DE3). Determine the protein expression by
optimizing the temperature, induction time, and IPTG concentration. The spike
mutant recombinant protein was also analyzed using SDS-PAGE, and
semiquantitative intensity band measurement was performed using ImageJ. Soluble
smut protein was successfully expressed under optimal conditions, which is 0.5 mM
induction of IPTG with 20 °C overnight (16-18 Hours).

Keywords: GST-tag, SARS-CoV-2, Spike Protein, Soluble Protein, pGEX-4-1/Smut.
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