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RINGKASAN 

 

 

Analisis Molekuler Gen Pengkode scFv Imunoglobulin G Mencit yang Divaksin 

Dengue Multivalen Inaktif Sebagai Prototipe Imunoterapi 

 

 

 

Virus dengue merupakan virus RNA dari genus Flavivirus famili 

Flaviviriade yang merupakan salah satu anggota dari vector-borne diseases yang 

sangat penting dan menyebar dengan cepat di dunia. Beberapa penelitian terkait 

penyebaran virus dengue di Indonesia telah dilakukan. Tingkat kematian yang 

tinggi dan kejadian epidemi yang meluas mendorong upaya pengembangan vaksin 

virus dengue. Akan tetapi hal tersebut belum begitu maksimal melihat mekanisme 

patogenesis pada infeksi virus dengue seperti kelebihan produksi sitokin 

proinflamasi, penyimpangan aktivasi kekebalan, dan antibody-dependent 

enhancement. Diperlukan adanya pengembangan dalam hal pengobatan dengue, 

seperti dengan menggunakan Imunoglobulin G sebagai imunoterapi. 

Perkembangan imunoterapi semakin beragam seperti terapi rekombinan antibodi. 

Pembuatan antibodi poliklonal dengan menggunakan scFv yang merupakan 

teknologi serbaguna yang dapat menghasilkan antibodi yang spesifik terhadap 

antigen dan memiliki sifat farmakokinetik yang tinggi. 

Penelitian ini bertujuan untuk menganalisa urutan molekul baik urutan 

nukleotida dan protein serta struktur paratope dari gen pengkode scFv yakni 

bagian variabel rantai berat (VH) dan variabel rantai ringan (VL) imunoglobulin 

G dari limpa mencit setelah  divaksin dengan dengue multivalen inaktif sebagai 

prototipe imunoterapi.  

Delapan ekor mencit (Mus musculus) yang sebelumnya telah 

diadaptasikan dalam kondisi lingkungan selama satu minggu kemudian dibagi 

menjadi dua kelompok. Kelompok kontrol (KK), sembilan ekor diinjeksi dengan 

PBS dengan dosis 0,3 ml. kelompok perlakuan (KP), Sembilan ekor diinjeksi 

dengan vaksin dengue multivalen inaktif dengan dosis 0,3 ml. Semua perlakuan 

dan kontrol dilakukan penyuntikan secara intraperitonial, injeksi dilakukan pada 

hari ke-0, 7, 14, 21 dan 28. Pengambilan limpa dilakukan pada hari ke-32 setelah 

diberi perlakuan vaksin lima kali. Preparasi dilakukan   dengan cara flushing 

(pencucian) dengan media kultur sel Minimum Essential Medium (MEM) steril. 

Hasil flusing (cairan limpa) disimpan ke dalam Connical tube kemudian sentrifus 

pada 15.000 rpm selama 5 menit. Suspensi dibuang kemudian pellet disimpan di 

freezer yang kemudian dilakukan ekstraksi RNA. RT-PCR dan PCR dilakukan 

untuk mendapatkan DNA target gen pengkode scFV IgG yang kemudian dilihat 

pada gel elektroporesis. Purifikasi hasil PCR menggunakan QLAquick Gel 

Extration Kit. DNA dibaca di mesin sekuenser ABI 3130 Genetic analyser.  

 Analisis molekuler gen pengkode scFv dilakukan pada variabel rantai 

ringan (GLV) dan variabel rantai berat (GHV). Analisis homologi variabel rantai 
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berat (GHV), KK memiliki kecocokan dengan subjek dari genbank lebih kecil 

daripada KP pada nomor accession yang sama yakni AC_000028.1. Akan tetapi 

jika melihat nilai E. Value GLV pada KK memiliki kesamaan lebih banyak 

daripada KP. Variabel rantai berat (GHV), KK memiliki kecocokan dengan 

subjek dari genbank lebih banyak daripada KP pada nomor accession yang sama 

yakni NC_000078.6. Akan tetapi jika melihat nilai E. Value GLV pada KK 

memiliki kesamaan lebih banyak daripada KP. Analisis protein variabel rantai 

ringan (GLV), KK memiliki kecocokan dengan subjek dari PBD (Protein Data 

Bank) lebih besar dari pada KP pada nomor PBD yang sama yakni 2R0Z_L. 

2R0Z_L  berasal dari urutan protein struktur rantai ringan Fab Pfa-1. variabel 

rantai berat (GHV), KK memiliki kecocokan dengan subjek dari PBD lebih besar 

KP pada nomor PBD yang sama yakni 1DLF_H. 1DLF_H berasal dari urutan 

protein struktur rantai berat fragmen variabel dari antibodi IgG. Analisis paratope 

KK terdapat susunan ABR1 (QSIVHSNGHTYLE), ABR2 (LLIYQVSTRFS) dan 

ABR3 (FQASLVPL) paada variabel rantai ringan (GLV). ABR1 

(FTFSDYWMD), ABR2 (WVAEIRLKSNNYATYY) dan ABR3 

(GTVRRLYYEPIHKPCCRFSEVH*GEHSGQVN) pada variabel rantai berat 

(GHV). Total pada kelompok kontrol (KK) memiliki 6 ABR. Pada kelompok 

perlakuan ABR1 (QSIVHSNGNTYLE), ABR2 (LLIYKVSNRFS), dan ABR3 

(FQASHVPW) pada variabel rantai ringan (GLV) dan ABR1 (FTFSNYWMN), 

ABR2 (WVAEIRLKSNNYATHY) dan ABR3 (GTVRSLYYEPIHKP 

CCRFSEAH*GEHSG*VN) pada variabel rantai berat (GHV). Total pada 

kelompok perlakuan (KP) memiliki 6 ABR.  

 Hasil penelitian ini dapat dijadikan sebagai data untuk mengeksplorasi gen 

pengkode scFv spesifik dengue dengan melakukan analisa molekuler antigen 

binding site spesifik dengue dengan epitope dengue 1, 2, 3, dan 4 serta gen 

pengkode scFv spesifik dengue dapat dilanjukan sebagai prototipe pembuatan 

imunoterapi pada penyakit akibat virus dengue. 
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SUMMARY 

 

 

 

Molecular Analysis of scFv Immunoglobulin G Encoding Gene in Vaccinated 

Mice with Multivalent Inactivated Dengue as Prototype of Immunotherapy 

 

Dengue Virus is  a RNA Virus from the Flavivirus genus, Flaviviriade 

family that is one of members in vector-borne diseases which is very necessary 

and spread rapidly through the world. Some researches study about dengue virus 

spread in Indonesia had been carried. High mortality level  and Epidemi case that 

is expanding, support means of vaccine development of Dengue virus. However, 

it has not been maximum yet, since pathogenesis mechanism in Dengue  virus 

infection, such as, proinflammatory cytokines over-production, immune activation 

disorder, and antibody-dependent enhancement. It is needed a development of 

dengue treatment, such us by using Immunoglobulin G as Immunotherapy. 

Immunotherapy development consists various ways, including Antibody 

recombinant therapy. Production of Antibody Polyclonal by using scFv is 

beneficial technology that leads to product same-specific antibody  to antigen, and 

has high pharmacokinetic characteristic. 

This research is carried out to analyze molecular order, not only 

nucleotide, but also protein and paratope structure  of Encoding Gene of scFv 

about heavy chain variable (VH) and light chain variable (VL) of 

Immunoglobulin G from spleen’s mice after vaccinated by inactive multivalent as 

Immunotherapy prototype. 

Eighteen mice (Musmusculus) that before had been adapted in 

environment condition for one week, and then divided into two groups. Control 

Group (KK), nine mice are injected with PBS of dosage 0.3 ml. Treatment group 

(KP), nine mice are injected with inactive multivalent dengue vaccinedengue with 

dosage of 0.3 ml. All of action and control are carried out by injecting 

intraperitonially, this injection is done on days of – 0, 7
th

 , 14
th

, 21
st
 and 28

th
- . 

spleen taking is carried out on day 32
nd

 after being given vaccine action five 

times. Preparation is carried out by using flushing (washing) with sterile medium 

of cultural cell of Minimum Essential Medium (MEM). Result of flushing (spleen 

liquid) is saved into Connicaltube , then centrifuge at 15,000 rpm for 5 minutes. 

The suspension is discarded, and then pellet is saved in freezer, is being done of 

RNA extraction. RT-PCR and PCR is carried out to get DNA target encoding 

gene scFVIgG, then being seen on electrophoresis gel. Purification of PCR result 

uses QLAquick Gel Extration Kit. DNA will be readed in sequencer machine, 

ABI 3130 Genetic analyser. 

Molecular Analysis of scFv encoding gene is carried out in light chain 

variable (GLV) and heavy chain variable (GHV). Nucleotide order of light chain 

variable (GLV) share the same to accession number AC_000028.1. KK has 

similarities reach to 96%, meanwhile, KP reach to 94%. 7.1.2. aminoacyd order of 
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light chain variable (GLV) has similarity with PBD number 2R0Z_L. KK has 

suitability as high to 94% and KP as hight to 93%. Amino acyd order of light 

chain variable (GLV) has similarity with PBD number 1DLF_H. KK has 

suitability as high to 91% and KP as high to 86%. Paratope KK analysis has 

composition ABR1(QSIVHSNGHTYLE), ABR2 (LLIYQVSTRFS) dan ABR3 

(FQASLVPL) in light chain variable (GLV). ABR1 (FTFSDYWMD), ABR2 

(WVAEIRLKSNNYATYY) and ABR3 

(GTVRRLYYEPIHKPCCRFSEVH*GEHSGQVN) in heavy chain variable 

(GHV). the total of action crew (KP) is 6 ABR. 

This result research can be data used to explore encoding gene of specific 

scFv dengue by carrying out molecular analyse of specific antigen binding site 

dengue with dengue epitope 1,2,3, and 4, also encoding gene of specific scFv 

dengue can be continued as Immunotheraphy production prototype in diseases 

caused by dengue virus. 
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MOLECULAR ANALYSIS OF SCFV IMMUNOGLOBULIN G  

ENCODING GENE IN VACCINATED MICE WITH MULTIVALENT 

INACTIVATED DENGUE AS PROTOTYPE OF IMMUNOTHERAPY  

 

Lia Nur Aini 

 

 

ABSTRACT 

  

This research is carried out to analyze molecular order, not only 

nucleotide, but also protein and paratope structure  of Encoding Gene of scFv 

about heavy chain variable (VH) and light chain variable (VL) of 

Immunoglobulin G from spleen’s mice after vaccinated by inactive multivalent as 

Immunotherapy prototype.in control group (KK), mice injected with PBS of 

dosage 0.3 ml, and in treatment group (KP), mice are injected with inactive 

multivalent dengue vaccine of dosage 0.3 ml. collected spleen cells and flushing. 

The suspension is discarded, and then pellet is stored  in freezer, is being done of 

RNA extraction.  RT-PCR and PCR is carried out to get DNA target encoding 

gene scFVIgG, then being seen on electrophoresis gel. Purification of PCR result 

uses QLAquick Gel Extration Kit. DNA will be readed in sequencer machine, 

ABI 3130 Genetic analyser. Molecular Analysis of scFv encoding gene is carried 

out in light chain variable (GLV) and heavy chain variable (GHV). The result of 

paratopeanalyse is, in control group, it has 6 ABR, and in treatment group, it has 6 

ABR. 

 

Key words : Encoding Gene, scFv Immunoglobulin G, dengue vaccine, 

Immunotherapy 
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SINGKATAN DAN ATRI LAMBANG 

 

ABR : Antigen Binding Receptor 

ADE  : Antibodi-Dependent Enhancement  

AID : Activation-induced cytidine deaminase 

BCRs  : B Cell Antigen Receptors 

CDC : The Center for Disease Control and Prevention   

CDR : Complement Farilly Determining Region 

CD4  : Cluster of Differentiation 4 

CSR : Class-switch recombination 

DC : Dendritic Cells 

DENV : Dengue Virus  

DNA : Deoxyribonucleic Acid 

E  : Envelope 

F-ab  : Fragmen antigen binding sites 

Fc : Fragmen crystalline 

Fc γ R : Reseptor Fc γ 

GLV : Variabel rantai ringan Imunoglobulin G 

GHV  : Variabel rantai berat Imunoglobulin G 

IFN-γ  : Interferon Gamma 

IgG  : Imunoglobulin G 

IGHV  : Immunoglobulin Gen Heavy Variable 

IGHD  : Immunoglobulin Gen Heavy Divesity 

IGHJ  : Immunoglobulin Gen Heavy Joining  

IgM : Imunoglobulin M 

IL  : Interleukin  

IUPAC  : International Union of Pure and Applied Chemistry 

Kb : Kilo Base pair 

kDa  : Kilo Dalton 

KK : Kelompok kontrol 
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KP : Kelompok dengue 

LLS : Leukimia and Lymphoma Society 

MHC : Mayor Histocompatibility Complex 

MIP-1b : Macrophage Inflammatory Protein-1b 

MZ : Marginal zone 

NK : Natural Killer 

NS : Non-Struktural 

ORF : Open Reading Frame 

PCR : Polimerase Chain Reaction 

PrM/M  : Premembran/Membran 

RE : Retikulum Endoplasma 

RNA : Ribonucleic Acid  

scFv : Single Chain Fragment Variabel 

sfRNA : Subgenomic flavivirus RNA 

SHM : Somatic hypermutation 

ssRNA  : single-stranded Ribonucleic Acid 

TGF-β  : Transforming Growth Factor- β 

Th  : Sel T helper 

TLR  : Toll-Like Reseptor 

TNF-α  : Tumor Necrosis Factor Alfa 

UTR  : Untranslated Region 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 


